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Деструкция имидаклоприда микрофлорой донных отложений была кратно выше контроля во всех 
вариантах, где имелся углеродный войлок, возрастая до 84.0 ± 1.7% при полярном подключении 
внешнего источника напряжения 1.2 В. При внесении Shewanella oneidensis MR-1 наблюдалась почти 
полная деградация поллютанта, в случае контроля без электродов равная 29.7 ± 6.0%. Относительная 
представленность генов трансмембранного белка дыхательной цепи MtrB, связанного с экзоэлектро-
генезом, зависела от внешней цепи и имела максимальное значение при полярном подключении ис-
точника напряжения, коррелируя с деградацией пестицида автохтонной микрофлорой, аналогично 
генам DyP. Внесение S. oneidensis MR-1 вызвало почти десятикратный рост относительной представ-
ленности DyP. При этом для всех опытных вариантов отмечены кратно более высокие, по сравнению 
с контролем без углеродного войлока, значения показателя DyP, как и в случае прироста деструкции 
имидаклоприда в данных экспериментальных условиях.
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Применение биоэлектроохимических систем 
в экологической биотехнологии представляет со-
бой перспективное направление, реализующее 
новые механизмы взаимодействия с микробными 
сообществами (Mohanakrishna et al., 2020; Cabrera 
et al., 2021; Wang et al., 2021; Lan et al., 2023). Активи-
зация катаболической активности анаэробных ми-
кробиоценозов, при размещении там проводящих 
материалов, связана с формированием и увеличе-
нием эффективности путей межвидовой передачи 
электронов. Например, при одноэлектродной моде-
ли, когда единый углеродный проводник был разме-
щен в анаэробной зоне, отмечалось возрастание про-
дукции водорода и метана, благодаря интенсифика-
ции прямого транспорта электронов в синтрофных 
ассоциациях ацетогенных бактерий и метаногенов 
(Ножевникова и соавт., 2020; Laikova et al., 2023). 
При наличии двух электродов, один из которых 
размещен в  аэробной зоне и  осуществляет ка-
тодные полуреакции, а другой находится в анаэ-
робной зоне, возможно формирование сложного 

сообщества, в итоге передающего на анод электрон, 
который покидает анаэробную зону по внешней 
электрической цепи (Kiely et al., 2011), что является 
искусственным аналогом работы “бактериальных 
кабелей” из трихомов Desulfobulbaceae и подобных 
(Yuan et al., 2021). В этой ситуации для общей ка-
таболической активности микробиоценоза возрас-
тает важность конечного звена анаэробной цепи 
межвидовой передачи электронов, способного 
эффективно передавать электрон на внешний ак-
цептор, например, представителей рода Shewanella 
(Voeikova et al., 2013) и других микроорганизмов, 
участвующих в  формировании “биоэлектрохи-
мических трубопроводов” (Marzocchi et al., 2020). 
Большой интерес представляет собой использо-
вание внешней электрической стимуляции цепи 
биоэлектрохимической системы. При воздействии 
внешнего напряжения 1.2 В было отмечено изме-
нение состава микробиоценоза: происходила сти-
муляция бродильщиков и гидрогенотрофных мета-
ногенов с увеличением выделения метана в 8.6 раза 
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(Zhi et al., 2022). При воздействии внешнего источ-
ника напряжения в биоэлектрохимической системе 
мембранного типа на чистую культуру Shewanella 
oneidensis MR-1, обесцвечивающую различные 
красители, было отмечено влияние полярно-
сти подключения внешнего источника и разно-
сти потенциалов на удельную скорость реакции 
(Самков и соавт., 2023). Данный микроорганизм 
хорошо изучен в  части строения и  работы дыха-
тельной цепи, обеспечивающей экзоэлектрогенез 
и содержащей, в том числе мембранный комплекс 
MtrB-MtrC-OmcA, на который электрон передается 
с CymA цитохромом MtrA (Shi et al., 2012). Предста-
вители Shewanellaceae способны к непосредственно-
му участию в биодеградационных процессах, как это 
было продемонстрировано для штамма S. oneidensis 
MR-1, использующего краситель-обесцвечивающие 
пероксидазы DyP-типа в биодеструкционных про-
цессах (Xiao et al., 2012; Самков и соавт., 2023) и при 
этом участвующего в переносе электронов на анод. 
Таким образом, наличие в  донных отложениях 
водоемов микроорганизмов, способных к экзоэ-
лектрогенезу, может оказывать влияние на сопря-
жение электрохимических процессов на электроде 
и биодеградации органических субстратов.

В связи с  интенсивным развитием сельского 
хозяйства одним из актуальных вызовов являет-
ся накопление разнообразных пестицидов, в том 
числе имидаклоприда из ряда неоникотиноидов, 
который из-за аккумуляции в природных средах 
и токсического действия на нецелевые организ-
мы представляет значительную проблему (Zhang 
et al., 2023), при этом лидируя по мировым про-
дажам среди других инсектицидов. Известно, что 
данный пестицид весьма устойчив и крайне мед-
ленно подвергается биодеградации в естественных 
микробиоценозах (Sabourmoghaddam et al., 2015; 
Gautam et  al., 2022). Коррелирующие с  биоде-
градацией имидаклоприда ферменты отличаются 
значительным разнообразием. В частности, для 
Rhodopseudomonas capsulata при деградации ими-
даклоприда был отмечен рост экспрессии генов 
цитохром 450 монооксигеназы (Wu et al., 2020). 
Для Agrobacterium sp. InxBP2 с  биодеградацией 
пестицида была предположена связь ферментов 
семейств амидогидралаз и монооксигеназ, в том 
числе нитратмонооксигеназ и  других (Gautam 
et  al., 2023). Известны недавние работы, посвя-
щенные исследованиям биодеградации ксеноби-
отика в биоэлектрохимических системах. В работе 
(Li  et  al.  2023) было показано, что в безмембран-
ной биоэлектрохимической системе, с размещени-
ем подключенных к источнику тока и напряжения 
электродов в одной камере, при биодеградации ими-
даклоприда смешанной культурой возрастает доля 
протеобактерий, а также копийность целого ряда 
ферментов катаболических путей (Li et al., 2023). 
Наконец, для ряда организмов было обнаружено 

участие в биотрансформации имидаклоприда пе-
роксидаз (Zhu et al., 2023).

Целью работы служило исследование биодегра-
дации имидаклоприда в донных отложениях при 
электрической стимуляции внешней цепи биоэ-
лектрохимической системы, с учетом относитель-
ной представленности генов MtrB – одного из клю-
чевых элементов дыхательной цепи шеванелл, 
связанного с  экзоэлектрогенезом, и  генов кра-
ситель-обесцвечивающих пероксидаз DyР-типа, 
широко распространенных среди протеобактерий 
и потенциально связанных с различными катабо-
лическими процессами. Сравнение результатов 
для автохтонной микрофлоры донных отложений 
и в случае дополнительного внесения Shewanella 
oneidensis MR-1 призвано выяснить роль экзоэлек-
трогенных микроорганизмов в биоэлектрохими-
ческой стимуляции деградации неоникотиноида 
в сложном сообществе.

В донные отложения (ил) пресного водоема  
(оз. Карасунское, г. Краснодар) с общим со-
держанием гетеротрофных микроорганиз-
мов 8 × 107 КОЕ/мл, в  тотальной ДНК из  ко-
торых, с  использованием вырожденных прай-
меров (F 5'-GAYCTGTGCTTYGARCTSGC-3', 
R 5'-ASCCGATRAARTASGTGCC-3') (Tian et al., 
2016), предварительно был обнаружен максималь-
но высокий из исследованных уровень относитель-
ной (к генам 16s рРНК, праймеры 27F, 805R) пред-
ставленности генов DyP, вносили имидаклоприд 
до конечной концентрации 40 мг/л. Ил размещали 
в емкостях слоем высотой 5 см, сверху поддержи-
вали слой воды 2 см. На дне сосуда предваритель-
но размещали анод из углеродного войлока НТМ-
200М толщиной 4 мм, а в слое воды – аналогичный 
катод. К электродам подключали внешнюю цепь: 
пассивное сопротивление (резистор 1 кОм), либо 
заряженный до напряжения 1.2 В, ионистор с пря-
мой полярностью подключения (отрицательный 
полюс подключен к аноду биоэлектрохимической 
системы, “ионистор “+””), либо аналогичный 
ионистор с обратной полярностью подключения 
(положительный полюс к аноду, “ионистор “‒””). 
В контролях отсутствовали оба электрода. При от-
сутствии резистора или ионистора цепь являлась 
разомкнутой. Параллельно был подготовлена ана-
логичная серия экспериментов, отличающаяся 
внесением в ил клеток штамма Shewanella oneidensis 
MR-1, полученного из ВКМ, до титра 5 × 106 кл./мл. 
После инкубации в течение 45 сут в донных отло-
жениях методом ВЭЖХ определяли концентрацию 
остаточного имидаклоприда, процентные доли де-
струкции которого от исходного количества при-
ведены на рис. 1.

В течение эксперимента ионисторы, по  мере 
разрядки менее 1 В, заряжали до 1.2 В. Отмечена 
значительно более быстрая разрядка ионистора, 
подключенного с обратной полярностью. Высокие 
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значения напряжения для вариантов “разомкнутая 
цепь” и “резистор 1 кОм”, не связанных с искус-
ственными источниками напряжения, показали 
отсутствие токсического действия данной концен-
трации пестицида на электрогенную микробиоту, 
обычно выражающегося в значительном снижении 
электрогенеза (Lu et al., 2020). Влияние внешней 
электростимуляции проявлялось в вариантах опы-
та с автохтонной микрофлорой, присутствовавшей 
в  донных отложениях. Максимальное значение 
деструкции было отмечено для варианта, где был 
подключен ионистор с прямой полярностью под-
ключения (ионистор “+”) – 84.0 ± 1.7%. Мини-
мальные значения отмечены для разомкнутой цепи 
и ионистора с обратной полярностью подключения: 
59.4 ± 5.7 и 59.0 ± 3.5% соответственно. В случае 
внесения клеток штамма Shewanella oneidensis MR-1 
отмечено значительное возрастание показателя, 
варьировавшего в пределах 78.8 ± 7.7–95.2 ± 4.6%, 
при этом ключевым для деструкции являлось на-
личие электропроводящего углеродного войлока, 
а  отличия между вариантами опыта, различаю-
щимися внешней цепью, были незначительными. 
В  контроле показатели деструкции были мини-
мальными (27.7 ± 4.0–29.7 ± 6.0%) и не зависели 
от внесения шеванеллы.

Из материала анода и  прилегающего к  нему 
ила выделяли ДНК, в  которой методом ПЦР 
в  реальном времени определяли относитель-
ную представленность гена mtrB трансмем-
бранного белка дыхательной цепи MtrB (прай-
меры F 5'-AAACTCAAGGGTGATCGTTG 
и  R  5'-TGGTTTCACGGTCTTGATAA), связан
ного с  экзоэлектрогенезом, а  также генов 

краситель-обесцвечивающих пероксидаз DyР-
типа. Для получения стандартных кривых и опре-
деления эффективности ПЦР реакции проводили 
с серией десятикратных разбавлений ДНК, выде-
ленной из клеточной биомассы S. oneidensis MR-1 
с праймерами к генам mtrB, DyP и 16s рРНК. Эф-
фективность ПЦР при использованных параметрах 
реакции составила 1.91, 1.87 и 1.99 для генов mtrB, 
DyP и 16s рРНК соответственно. Относительную 
представленность выражали как отношение эффек-
тивностей референсного гена (16s рРНК) к целево-
му в  степенях соответствующих количественных 
циклов (Yuan et al., 2006). Результаты оценки от-
носительной представленности исследуемых генов 
приведены на рис. 2.

В случае автохтонной микрофлоры донных 
отложений сравнение деструкции со  значени-
ями относительной представленности генов 
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Рис. 1. Влияние способа электростимуляции внеш-
ней цепи биоэлектрохимической системы и  внесе-
ния Shewanella oneidensis MR-1 на  биодеградацию 
имидаклоприда в  донных отложениях. 1  – автох-
тонная микрофлора; 2 – автохтонная микрофлора 
и S. oneidensis MR-1.
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Рис. 2. Относительная представленность генов краси-
тель-обесцвечивающих пероксидаз DyP-типа и транс-
мембранного белка дыхательной цепи MtrB в случае 
автохтонной микрофлоры донных отложений (а) и ав-
тохтонной микрофлоры донных отложений, куда до-
полнительно внесли Shewanella oneidensis MR-1 (б). 1 – 
DyP; 2 – MtrB.
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краситель-обесцвечивающих пероксидаз DyP-типа 
и трансмембранного белка дыхательной цепи MtrB 
показало значительную корреляцию показателей. 
Максимальные значения для генов MtrB и DyP 
составили 5.38 ± 0.22 и 6.00 ± 0.26 усл. ед. соот-
ветственно и были отмечены для варианта цепи  
“ионистор “+””. В случае DyP показатель для ва-
риантов “резистор 1 кОм” и “ионистор “‒”” от-
личался от максимального незначительно, в це-
лом сохраняя корреляцию с соответствующими 
значениями деструкции имидаклоприда. Напро-
тив, в случае белка дыхательной системы MtrB, 
для варианта с максимальной деструкцией было 
отмечено значительное превышение показателя 
относительной представленности по отношению 
к остальным вариантам, варьировавшим в диапа-
зоне 1.47 ± 0.1 (ионистор “‒”) – 1.74 ± 0.17 (ре-
зистор 1 кОм).

При внесении S. oneidensis MR-1 отмечено со-
хранение зависимости показателя MtrB от внешней 
цепи – максимальное значение показателя сохра-
нялось для варианта “ионистор “+”” и составило 
5.46 ± 0.39. При этом значения не коррелировали 
со степенью деструкции имидаклоприда. В случае 
же DyP происходило практически десятикратное 
возрастание показателей, величины варьирова-
ли от 19.84 ± 1.76 (резистор 1 кОм) до 53.41 ± 2.88  
(ионистор “‒”), значения зависели от цепи сход-
ным с показателями деструкции образом, с доми-
нированием последнего варианта.

Предположена связь катаболических путей ми-
кроорганизмов, использующих пероксидазы DyP-
типа, с биодеградацией имидаклоприда в условиях 
микробиоценоза донных отложений, поскольку 
наблюдавшаяся корреляция представленности DyP 
с деструкцией сохранялась как в случае автохтон-
ной микрофлоры, где присутствие генов было под-
тверждено экспериментально, так и при внесении 
культуры S. oneidensis MR-1, имеющей их в геноме 
каждой клетки. Это согласуется с данными о во-
влечении внеклеточных пероксидаз в деструкцию 
имидаклоприда (Zhu et al., 2023). Роль дыхатель-
ной цепи экзоэлектрогенных микроорганизмов 
в сопряжении катаболизма поллютантов и элек-
трохимических реакций на электродах биоэлектро-
химической системы может быть связана с недавно 
открытой способностью шеванелл к двусторонне-
му переносу электронов через свою дыхательную 
цепь, что обеспечивало возможность восстанови-
тельной трансформации субстратов электрона-
ми, поступающими от внешнего электрода через 
мембранный комплекс MtrB‒MtrC‒OmcA (Li Y. 
et  al., 2023). Относительно отсутствия прироста 
представленности mtrB при внесении шеванеллы 
на фоне роста деструкции имидаклоприда можно 
отметить, что для восстановительной трансфор-
мации ряда поллютантов S. oneidensis MR-1 спо-
собна использовать, помимо дыхательного пути 

Mtr, альтернативные: в  частности, NfnB (Wang 
et al., 2020). Увеличение биодеградации пестицида 
по сравнению с контролем без углеродного войло-
ка, отмеченное как для аборигенного сообщества, 
так и в еще более выраженной мере при внесении 
S. oneidensis MR-1, согласуется с данными о воз-
можности усиления синтрофных взаимодействий 
за счет прямого транспорта электронов при нали-
чии в анаэробной среде электропроводящих мате-
риалов, обеспечивающих межвидовой перенос за-
ряда (Ножевникова и соавт., 2020).

Таким образом, усиление деградации имида-
клоприда в донных отложениях аборигенной ми-
крофлорой зависело от  электрической стимуля-
ции внешней цепи, а  при обогащении клетками 
S.  oneidensis MR-1 определялось наличием элек-
тропроводящего анода. Изменения относительной 
представленности генов краситель-обесцвечиваю-
щих пероксидаз DyP-типа, а также трансмембранно-
го белка дыхательной цепи шеванелл MtrB, были раз-
ными в случае экспериментов с автохтонной микро-
флорой донных отложений и при добавлении клеток 
S. oneidensis MR-1. Относительная представленность 
генов трансмембранного белка дыхательной систе-
мы шеванелл MtrB во всех случаях зависела от внеш-
ней цепи, показав наибольший показатель в случае 
варианта “ионистор “+””, а для вариантов опытов 
с аборигенной микрофлорой также коррелировала 
с деградацией пестицида. Значительное возрас-
тание представленности генов краситель-обесцве-
чивающих пероксидаз DyP-типа происходило при 
внесении S. oneidensis MR-1, сопровождаясь, при 
наличии в донных отложениях электропроводяще-
го материала анода, практически полной деградаци-
ей имидаклоприда. Можно предположить механизм 
сопряжения электрохимических реакций на аноде 
и биодеструкционных процессов в толще донных 
отложений за счет способности дыхательных систем 
шеванелл к  двустороннему переносу электронов 
на анод и обратно, в зависимости от приложенной 
к системе разности потенциала, либо за счет исполь-
зования электропроводящего материала анода, неза-
висимо от внешней цепи, для передачи заряда в сти-
мулируемом микробном сообществе.
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SHORT COMMUNICATIONS

Effect of Electrical Stimulation of the External Circuit 
of Membraneless Bioelectrochemical Systems on Imidacloprid Degradation 

and Representation of the mtrB and DyP-Type Peroxidases Genes
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Abstract. In all variants where carbon felt was present, imidacloprid degradation by the microflora 
of bottom sediments was many times higher than in the control, reaching 84.0 ± 1.7% under the polar 
connection of an external voltage source (1.2 V). When Shewanella oneidensis MR-1 was introduced, 
almost complete degradation of the pollutant was observed, while in the control without electrodes, it was 
29.7 ± 6.0. The relative representation of the genes of the MtrB transmembrane protein of the respiratory 
chain, which is associated with exoelectrogenesis, depended on the external chain and had a maximum 
value when the voltage source was connected polarly, correlating with the pesticide degradation by the 
autochthonous microflora, similar to the DyP-type peroxidase genes. The introduction of S. oneidensis 
MR-1 resulted in an almost tenfold increase in the relative representation of DyP-type peroxidase genes. 
In all experimental variants, the values of the DyP relative representation were significantly higher 
than in the control without carbon felt, as well as the degree of imidacloprid degradation under these 
experimental conditions.

Keywords: bioelectrochemical system, bioelectrocatalysis, biodegradation, dye-decolorizing DyP peroxidases, 
electron transfer, exoelectrogenesis, imidacloprid, MtrB, pesticide, Shewanella oneidensis MR-1
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