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Наряду с традиционными методами определения загрязнений объектов окружающей среды в по-
следние годы широкое распространение получили биосенсоры. Представлен обзор современных
микробных биосенсоров для определения остатков пестицидов в окружающей среде. Микробный
биосенсор представляет собой сложное аналитическое устройство, в котором микроорганизм явля-
ется чувствительным элементом, реагирующим на присутствие пестицида в анализируемом образ-
це, при этом величина сигнала зависит от концентрации определяемого соединения. Описаны ос-
новные принципы формирования таких биосенсоров, их достоинства и недостатки. Представлены
методы иммобилизации микроорганизмов в составе биосенсора и различные типы преобразовате-
лей сигнала. Рассматриваются перспективы развития данного направления исследований.
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В настоящее время при разработке биосенсо-
ров для анализа объектов окружающей среды ис-
пользуют как традиционные методы анализа [1–3],
так и новые развивающиеся направления – моди-
фикацию электродов наночастицами [4–6], мето-
ды генной инженерии для создания биорецепто-
ров [7, 8] и т.д. Стандартные аналитические мето-
ды, как правило, требуют дорогостоящего
оборудования, высококвалифицированного пер-
сонала и не могут использоваться для проведения
анализа на месте отбора пробы. Эти методы не да-
ют прямой информации о биологической опас-
ности определяемого соединения [2]. Более того,
многие металлы и органические соединения на-
ходятся в окружающей среде в нерастворимой
форме, а в таком состоянии они только потенци-
ально опасны для здоровья человека [8, 9]. Реаль-
ную опасность для организма могут выявить
только биологические методы. В связи с этим ши-
рокое распространение получили биосенсоры на
основе целых клеток, в том числе микробных [10,
11]. С помощью биосенсоров можно не только
фиксировать наличие конкретного загрязняюще-
го вещества, но также оценивать его токсическую
активность, цитотоксичность, генотоксичность и
биодоступность [12, 13]. Микробные биосенсоры
имеют многочисленные преимущества при про-
ведении экологического мониторинга; им посвя-
щено значительное число обзоров [1–3, 6, 14–18].

К достоинствам биосенсоров относятся быстрота
анализа в реальном времени, экономичность,
портативность, возможность проведения анализа
на месте отбора пробы, простота использования,
высокая чувствительность, ограниченная пробо-
подготовка, многократное использование, мини-
мальное потребление органического растворителя,
специфичность. Однако основную массу разрабо-
танных биосенсоров используют в настоящее время
в качестве лабораторных моделей; они находят
ограниченное коммерческое применение. Тради-
ционные методы анализа, такие как жидкостная и
газовая хроматографии, газовая хроматография с
масс-спектрометрическим детектированием, по-
верхностный плазмонный резонанс, обладают вы-
сокими чувствительностью и специфичностью, но
в то же время трудоемки, их можно рeализовать
только в лабораторных условиях на дорогом высо-
котехнологичном оборудовании с участием спе-
циально обученного персонала. Кроме того, для
осуществления таких анализов требуются боль-
шое количество органического растворителя и
сложная пробоподготовка.

Микробный биосенсор представляет собой
аналитический прибор, в котором для обнаруже-
ния соединений используют микроорганизмы,
иммобилизованные на преобразователе сигнала.
Особенностью микроорганизмов является их
способность окислять широкий спектр субстра-
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тов, в число которых входят и пестициды, поэто-
му микробные биосенсоры могут являться одним
из инструментов мониторинга окружающей сре-
ды с целью обнаружения пестицидов [19]. Прин-
цип работы микробного биосенсора представлен
на рис. 1.

Период зарождения микробной биосенсорной
теории и практики относится ко времени появле-
ния кислородного полярографического электро-
да в 1960 г., работ Кларка (Clark) и Лионса (Lyons)
по созданию ферментного биосенсора на его ос-
нове, а затем первого микробного биосенсора
Исао Карубе (Isao Karube), успешно иммобили-
зовавшего бактерии на электроде типа Кларка
для измерения биологического потребления кис-
лорода в 1977 г. [20]. Это явилось началом разви-
тия не только в области микробных биосенсоров
в целом, но и ее новой модификации – микроб-
ных биосенсоров, основанных на применении ге-
нетически модифицированных микроорганиз-
мов. В 1982 г. две команды, одна во главе с Болду-
ином (Baldwin), другая во главе с Энгебрехтом
(Engebrecht), одновременно опубликовали рабо-
ты по клонированию генов биолюминесценции
из Vibrio harveyi и Aliivibrio fischeri в бактериальную
клетку Escherichia coli [21]. С начала 1990-х годов
это научное направление позволило изучать бак-
терии, которые реагируют на присутствие неко-
торых целевых материалов (металлов, органиче-
ских и металлоорганических веществ) свечением
за счет фермента люциферазы, обеспечивающего
образование квантов света при окислении вос-
становленных соединений. Преимущество таких

микробных биосенсоров состоит в том, что удель-
ные концентрации биодоступного загрязняюще-
го вещества, находящегося в непосредственном
контакте с микроорганизмом, можно определить
дифференциально, в отличие от химического
анализа, где определяют концентрацию загрязня-
ющего вещества в целом. Таким образом, можно
говорить о том, что в случае комплексного при-
менения химических и биологических методов
анализа результаты дополняют друг друга.

Создание микробных сенсоров явилось логи-
ческим продолжением разработки ферментных.
Механизмы генерации аналитического сигнала в
микробных и ферментных биосенсорах во мно-
гом аналогичны. В обоих случаях имеет место ка-
талитическая реакция. Однако в ферментном
биосенсоре в качестве биоматериала используется
очищенный белковый препарат, а в микробном
трансформация субстрата осуществляется фермен-
тами, находящимися в составе клеток – в периплаз-
ме, в мембране или в цитоплазме [22–24].

Схема потоков веществ в микробной клетке в
целом упрощенно изображена на рис. 2. Как вид-
но, процессы клеточного метаболизма – это ос-
нова работы биосенсоров [25]. Определяемое со-
единение поступает в клетку и трансформируется
в соответствии с наличием определенных фер-
ментных систем, например, окисляется. В ре-
зультате происходит поглощение кислорода и об-
разуются продукты метаболизма. Значительное
число биохимических реакций трансформации
соединений микробными клетками сопровожда-
ется изменением внеклеточного рН (появление

Рис. 1. Принцип работы микробных биосенсоров.
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кислого/щелочного продукта реакции и/или под-
держание клетками рН-гомеостаза в процессе
утилизации субстрата). Регистрация уровня кисло-
рода в слое иммобилизованных клеток, ионного со-
става, редокс-потенциала являются эффективными
индикаторами состояния метаболических систем
клеток и основой для биосенсорного определения
биологически активных соединений [26].

При анализе сложных образцов, содержащих
несколько соединений, утилизируемых микроор-
ганизмом, микробный биосенсор дает завышен-
ные сигналы, поскольку в связи с наличием мно-
жества ферментов в микробной клетке они могут
трансформировать одновременно несколько со-
единений образца и вносить свой вклад в генера-
цию сигнала, вызванного целевым соединением.
Имеется также другая причина сниженной се-
лективности. Различные метаболические пути
утилизации субстрата в клетке могут быть источ-
ником побочных продуктов, регистрируемых пре-
образователем, что приводит к снижению селектив-
ности клеточного биосенсора [27]. В то же время ре-
альные образцы пищи и воды могут содержать
различные токсичные пестицидные остатки, и жи-
вые клетки, имеющие большое количество фермен-
тов, могут быть использованы для определения об-
щей токсичности образца [28].

Достоинства и недостатки микробных биосен-
соров по сравнению с ферментными представле-
ны в табл. 1. Можно утверждать, что клетка пред-
ставляет собой наиболее комфортную среду для
ферментов, поскольку они находятся в своем
естественном состоянии и обладают наиболее

высокой стабильностью при функционировании
в биосенсоре [23, 29].

Биосенсоры на основе микробных клеток име-
ют определенные недостатки. Два основных – это
низкие скорость генерации аналитического сиг-
нала и селективность. На поверхности микробно-
го биосенсора биохимические реакции трансфор-
мации соединений протекают более медленно, по-
скольку субстраты прежде должны проникнуть в
клетку через мембрану, кроме того, по такому же
пути продукт реакции должен выйти из клетки. Это
приводит к тому, что некоторые субстраты, в осо-
бенности макромолекулярные, не могут быть ис-
пользованы для определения клеточными био-
сенсорами. Чтобы преодолеть этот недостаток,
клетки могут быть, например, пермеабилизиро-
ваны [30].

ИММОБИЛИЗАЦИЯ КЛЕТОК
Принципиальным вопросом при создании

клеточных биосенсоров является метод иммоби-
лизации клеток. Следует отметить особенность,
связанную с иммобилизацией жизнеспособных и
нежизнеспособных клеток (клеток с модифици-
рованной жизнеспособностью). Принадлежность
клеток к той или иной группе определяет требо-
вания к методу – условия реакции, в которых
происходит иммобилизация, и применяемые реа-
генты должны быть безвредными для жизнеспо-
собных клеток. Идеальной матрицей для иммо-
билизации клеток была бы матрица, которая
функционировала бы при температуре окружаю-

Рис. 2. Обобщенная модель потоков веществ в микробной клетке и возможные методы определения ее метаболизма
(РГ – рецепторные гены).
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щей среды, помогала сохранению высокой актив-
ности биоматериала, предотвращала вымывание
клеток из матрицы и позволяла осуществляться
притоку питательных веществ, кислорода и опре-
деляемых соединений через нее к клеткам, а так-
же отводу полученных отходов от клетки и обес-
печивала бы прохождение химического сигнала
от клеток к преобразователю.

Первоначально для иммобилизации клеток с
сохранением их активности использовали мате-
риалы природного происхождения: желатин,
агар, альгинат кальция, каррагинан (табл. 2).
В последние годы разработаны и развиты методы
включения живых клеток в синтетические поли-
мерные гели. Иммобилизующие агенты могут
быть загущены/желатинизированы в гидрофиль-
ные матрицы в мягких условиях, что позволяет
захватывать клетки с минимальной потерей их
жизнеспособности. Гелеобразование/загущение
полисахаридов и белков обычно требует повы-
шенной температуры и значения pH < 7 [22]. В то
же время современные полимеры, например по-
ли-2-гидроксиэтилметакрилат (pHEMA), могут
образовывать матрицы для иммобилизации кле-
ток при комнатной температуре и в нейтральной
среде [31]. Перспективные результаты получены с
использованием так называемого “метода крио-
иммобилизации клеток”. Процедура иммобили-

зации состоит из стадии получения суспензии
клеток в растворе полимера, замораживания сус-
пензии с получением криоструктурированных ге-
лей, размораживания с образованием пористого,
механически прочного материала, устойчивого
до температур 70–80°C. Клетки, включенные в
пористый материал такого типа, сохраняют ак-
тивность и способны функционировать в течение
нескольких месяцев [32].

Методы иммобилизации совершенствуются и
изменяются в процессе создания новых вариан-
тов биосенсоров [30, 33, 34]. Вместе с тем имеют-
ся некоторые классические методы, о которых
следует кратко упомянуть. Они детально рассмот-
рены в работах [35, 36]. Иммобилизация может
быть активной и пассивной. Способность микро-
организмов естественным образом “приклеи-
ваться” к различным поверхностям и расти на
них может быть использована для пассивного
способа иммобилизации на поверхностях. С дру-
гой стороны, активная иммобилизация включает
использование химических и физических спосо-
бов фиксации и удерживания клеток [26]. Выбор
наиболее эффективного способа иммобилизации
определяется предполагаемым методом анализа и
типом клеток [37]. В арсенал методов иммобили-
зации микроорганизмов входят практически те
же самые подходы, которые применяются для

Таблица 1. Достоинства и недостатки микробных биосенсоров по сравнению с ферментными

Достоинства Недостатки

Широкая субстратная специфичность микроорганизмов;
Отсутствие трудоемких методик, таких как выделение, очистка, иммобили-
зация чистых ферментов;
При нескольких стадиях окисления субстрата электрохимический сигнал 
целых клеток выше, чем в случае изолированного фермента;
Некоторые ферменты теряют свою активность при выделении или иммоби-
лизации, если эти процессы связаны с повреждением активного центра или с 
дезинтеграцией ферментного комплекса. При использовании целых клеток 
данная опасность сводится к минимуму;
Ферменты в клетках находятся в своем естественном окружении, поэтому 
многие биосенсоры на основе клеток микроорганизмов характеризуются 
высокой стабильностью;
В клетках присутствуют коферменты и активаторы биохимических процес-
сов, вследствие чего нет необходимости в дополнительном внесении их в 
среду измерения;
Многие микроорганизмы подробно охарактеризованы генетически;
Использование мутаций позволяет дополнительно увеличить активность, 
селективность и специфичность микробного биосенсора;
Для микробного биосенсора можно создавать условия, при которых проис-
ходит регенерация рецепторного элемента за счет роста; этот прием можно 
использовать для восстановления чувствительности биосенсора

Низкая скорость генерации аналитиче-
ского сигнала;
Низкая селективность;
Высокая приспособляемость и изменчи-
вость свойств;
Проблема поддержания активности мик-
роорганизмов неизменной в течение дли-
тельного времени
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Рис. 3. Схематическое изображение основных методов иммобилизации клеток.
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Захват

Полупроницаемая мембрана
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Ковалентная связь между

клеткой и подложкой

иммобилизации ферментов (белков) [38]. Схема-
тически основные методы иммобилизации пред-
ставлены на рис. 3.

Следует отметить, что в настоящее время по-
иск эффективных методов получения биорецеп-
торных мембран направлен не столько на созда-
ние новых, сколько на модифицирование суще-
ствующих методов иммобилизации [39]. Данные
последних лет по иммобилизации микроорганиз-
мов в альгинатные гели, полиуретановую пену, а
также по использованию для иммобилизации ме-
таллов переходной группы представлены в книге
[38]. Сравнивая различные методы иммобилиза-
ции – адсорбцию и включение в гели, становится
ясно, что для создания аналитических систем с
высокой стабильностью функционирования и
возможностью длительного хранения предпочте-
ние следует отдать методу включения в гели; пер-
спективным является также применение полиме-
ров латексного типа на основе акриловых и мета-
криловых кислот [30, 33].

ТИПЫ ИСПОЛЬЗУЕМЫХ ФИЗИЧЕСКИХ 
ПРЕОБРАЗОВАТЕЛЕЙ, ПАРАМЕТРЫ. 

ОСОБЕННОСТИ КАЖДОГО ТИПА 
БИОСЕНСОРОВ ПРИ ОПРЕДЕЛЕНИИ 

ПЕСТИЦИДОВ

Для создания клеточных биосенсоров, так же,
как и для любых других биосенсоров, используют
различные физические преобразователи: электро-
химические, включая амперометрические (детекто-
ры кислорода, пероксида водорода), потенциомет-
рические (pH-чувствительные и ионселективные
электроды, pH-чувствительные полевые транзисто-
ры), кондуктометрические; оптические; акустиче-
ские; калориметрические. При создании микроб-
ных биосенсоров можно использовать амперомет-
рические преобразователи сигналов, основанные
на измерении переноса электронов или на потреб-
лении кислорода в процессе биотрансформации
пестицидов клетками; потенциометрические, ос-
нованные на измерении количества образующих-
ся протонов; оптические, основанные на измере-
нии светопоглощения продукта биотрансформа-
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ции пестицида клетками при определенной
длине волны [24]. Таким образом, в зависимости
от целей исследования, вида пестицида и продук-
та его трансформации клетками в процессе жиз-
недеятельности можно использовать практиче-
ски любой преобразователь сигнала микробного
биосенсора для получения информации о нали-
чии и количестве в среде загрязняющего агента
(рис. 2).

Биосенсоры электрохимического типа. Амперо-
метрия является наиболее распространенным
электрохимическим режимом, используемым в
биосенсорах на основе целых клеток. Этот режим
позволяет обнаруживать потребление кислорода
или его выделение в процессе дыхания/фотосин-
теза, потребление или производство определен-
ных соединений в процессе метаболизма опреде-
ляемого соединения или индукции активности
специфического фермента у генетически моди-
фицированных микроорганизмов [36, 40]. Раз-
личные штаммы микроорганизмов, демонстри-
рующие широкий спектр субстратной специфич-
ности, в основном используют для определения
биологического потребления кислорода (БПК),
индекса количества разлагаемых органических
соединений, присутствующих в образце [41, 42].

Биосенсоры для определения пестицидов со-
здают путем иммобилизации бактерий, разлагаю-
щих именно эти группы загрязнителей как на
классическом кислородном (типа Кларка), так и
на других типах электродов – графитовом уголь-
ном или графитовом пастовом электродах, а так-
же на углеродных электродах, полученных трафа-
ретной печатью (табл. 3). Например, деградация
такого пестицида, как п-нитрофенол клетками
Pseudomonas putida происходит с потреблением
кислорода, в связи с чем кислородный электрод
типа Кларка использовали для регистрации изме-
нения концентрации кислорода в процессе
биодеградации п-нитрофенола [43, 46]. В работе
[56] сообщается об использовании E. coli в ампе-
рометрическом биосенсоре. Токсичность пести-
цидов измеряли по их влиянию на метаболиче-
скую активность микроорганизмов, о которой су-
дили по дыханию. Но для определения дыхания
использовали не кислородный электрод, а золо-
той. Опосредованным показателем изменения
дыхания микроорганизма служил медиатор фер-
рицианид – количество окисленного медиатора
соответствовало количеству внесенного токсич-
ного реагента. Отношение амплитуд электрохи-
мических сигналов, зарегистрированных в при-
сутствии и в отсутствие токсина, позволило полу-
чить индекс ингибирования. Авторы исследовали
три пестицида и показали, что наиболее сильным
токсикантом оказался эндосульфан, а наиболее
слабым – фенамифос (значения IC50 составили
6.5 мг/л для аметрина, 22 мг/л для фенамифоса и
5.7 мг/л для эндосульфана). Таким образом, при-

менение биосенсоров позволяет судить не только
о наличии и количестве вещества, но и о степени
токсичности отдельных пестицидов.

В работе [55] для создания электрохимическо-
го сенсора на основе E. coli использовали углерод-
ную подложку из шелкового волокна в качестве
электрода. Шелк является природным белковым
волокном и содержит различные функциональ-
ные группы, например карбонильные, амино-
группы и т.д., которые могут действовать как
электростатический якорь для осаждения отри-
цательно заряженных гибридных наноматериа-
лов. Для иммобилизации клеток использовали
волокно, модифицированное гибридными нано-
материалами, содержащими золото и платину.
Такая матрица обеспечивала биосовместимую
микросреду для бактерий и обладала высокой
проводимостью и электрокаталитической актив-
ностью, что позволило получить биосенсор с вы-
сокой чувствительностью (0.09 мг/л) к фенами-
фосу.

Применение генетически модифицированных
организмов расширяет возможности биосенсо-
ров. Так, использование генетически модифициро-
ванного штамма E. coli с поверхностно-экспрессиро-
ванной органофосфатгидролазой (ОРН) позволило
обнаруживать п-нитрофенилзамещенные фос-
форорганические соединения (ФОС) с помощью
стеклоуглеродного электрода [51]. Пределы опре-
деления пестицидов этим биосенсором составили
(нМ): 9.0 для параоксона, 10 для паратиона и 15
для метилпаратиона.

Особое место среди амперометрических био-
сенсоров занимают биосенсоры, основанные на
контроле процессов фотосинтеза. В качестве рас-
познающего элемента в таких биосенсорах
используют различные типы фотосинтезирую-
щих объектов: целые клетки (например, микро-
водоросли), хлоропласты или тилакоиды и фотоси-
стему II (ФС II) [58]. Последняя является супрамоле-
кулярным комплексом пигмент–белок, локализован-
ным в мембране тилакоидов. Она катализирует свето-
индуцированный перенос электронов из воды к пла-
стохинону, в процессе чего выделяется кислород. Из-
мерение выделения кислорода с помощью электрода
Кларка является стандартной процедурой для
определения фотосинтетической деятельности
[59–61]. Имеются схемы регистрации процесса
фотосинтеза, в которых не используют электрод
Кларка. Для реализации биосенсоров данного ви-
да одноклеточные микроводоросли Chlorella vul-
garis иммобилизовали, например, на поверхности
электрода, содержащего оксиды индия и олова
[57]. Для иммобилизации использовали комплекс
полиэлектролитов – полилизин в качестве поли-
катиона и полистиролсульфонат в качестве поли-
аниона. Добавление пестицидов (атразин, диу-
рон) в систему приводило к ингибированию про-
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цесса фотосинтеза, что отражалось на сигнале
биосенсора (уменьшение тока восстановления
кислорода). Показано, что по сравнению с обыч-
ным электродом Кларка предложенный датчик
обладает рядом преимуществ: меньший размер,
экономичность, меньшая продолжительность
анализа (меньше 200 с).

Потенциометрические микробные биосенсоры
разрабатывают с использованием ионселектив-
ных (чувствительных к изменению рН, аммонию,
хлорид-ионам) или газочувствительных электро-
дов (СО2, NH3). Усвоение субстратов иммобилизо-
ванными микробами вызывает изменения потен-
циала из-за накопления или истощения соответ-
ствующих ионов [19, 22, 26]. Потенциометрические
датчики измеряют разность потенциалов между ра-
бочим электродом с иммобилизованным микроор-
ганизмом и электродом сравнения, которая корре-
лирует с концентрацией определяемого соедине-
ния. Из-за логарифмической взаимосвязи между
генерацией потенциала и концентрацией пести-
цида возможен широкий концентрационный
диапазон их определения. Однако этот метод тре-
бует высокой электрохимической стабильности
измерительных электродов. Кроме того, важной
особенностью биосенсоров на основе ионселек-
тивных электродов, таких как pH-электроды, яв-
ляется сильная зависимость их отклика от буфер-
ной емкости образца и от его ионной силы [26,
40]. Микробных потенциометрических биосен-
соров для определения пестицидов известно
очень мало (табл. 3), в основном в потенциомет-
рических биосенсорах используют ферменты
[68], особенно ацетилхолинэстеразу и бутирилхо-
линэстеразу, которые ингибируются под дей-
ствием ФОС [69, 70].

Потенциометрический биосенсор для обнару-
жения параоксона, представленный в работе [62],
содержал криоиммобилизованные на стеклянном
рН-электроде рекомбинантные клетки E. coli. Фер-
ментативный гидролиз ФОС под действием фер-
мента ОРН, содержащегося в клетках, приводил к
расщеплению связей P–O, P–F, P–S или P–CN и
появлению в среде протонов, количество кото-
рых соответствовало количеству гидролизован-
ного ФОС, что и явилось основой создания по-
тенциометрического биосенсора.

В работе [67] штамм бактерии P. aeruginosa,
разлагающей хлорсодержащие соединения, ис-
пользовали в биосенсоре для обнаружения три-
хлорэтилена. В 1997 г. практически повсеместно
был введен запрет на использование трихлорэти-
лена в производстве, в том числе пестицидов, но
его остатки все еще обнаруживаются в окружаю-
щей среде. В результате его деградации появля-
ются ионы хлора, которые определяли с помо-
щью соответствующего хлоридселективного
электрода. Сигналы датчика прямо пропорцио-

нальны концентрации трихлорэтилена в диапазо-
не 0.03–2 мг/л.

Действие кондуктометрических биосенсоров
основано на измерении электропроводности рас-
творов. В результате ферментативной реакции
ионная сила и, следовательно, проводимость рас-
твора между двумя электродами изменяется. Та-
ким образом, кондуктометрические устройства
могут быть использованы для изучения фермен-
тативных реакций, которые приводят к измене-
ниям концентрации заряженных частиц в раство-
ре [71]. Такие биосенсоры широко применяют
для экологического мониторинга [72], в том чис-
ле и для определения пестицидов (табл. 3). Кон-
дуктометрический биосенсор [73] для определе-
ния акрилонитрила в растворе основан на целых
клетках Rhodococcus ruber NCIMB 40757, которые
были иммобилизованы на диск из диметилсили-
коновой губки. При контакте с раствором акри-
лонитрила фермент нитрилаза, присутствующий
в клетках, переводит неионный акрилонитрил в
ион акрилата аммония с положительным заря-
дом, что приводит к пропорциональному увели-
чению проводимости и отражается на сигнале
биосенсора. Биосенсор сохранял стабильность в
течение, по меньшей мере, пяти дней; зависи-
мость сигнала от концентрации определяемого
соединения линейна в диапазоне от 2 до 50 мМ
акрилонитрила.

Для создания кондуктометрических биосенсо-
ров широко используют планктонные водоросли,
например Chlorella vulgaris [75–77]. Кондуктомет-
рический биосенсор с использованием иммоби-
лизованных C. vulgaris в качестве биорецептора
описан в работе [75]. Водоросли иммобилизовали
в матрицу из бычьего сывороточного альбумина,
выдержанную в парах глутарового альдегида. Из-
меряли локальные изменения проводимости,
обусловленные активностью щелочной фосфата-
зы и ацетилхолинэстеразы (АХЭ) водорослей. Эти
два фермента, как известно, ингибируются в при-
сутствии различных токсичных соединений: тя-
желых металлов (щелочная фосфатаза), карбама-
тов и фосфорорганических пестицидов.

В последние 10–15 лет активно развивается
метод электрохимической импедансной спектро-
скопии. С помощью этого метода изучают процес-
сы переноса заряда, возникающие на поверхно-
сти электрод/электролит [36]. В случае биосенсо-
ров измерения проводят с использованием трех
электродов – рабочего, модифицированного
биорецептором, электрода сравнения и вспомо-
гательного электрода. Синусоидальное напряже-
ние малой амплитуды прикладывают между элек-
тродом сравнения и рабочим электродом и изме-
ряют результирующий ток, возникающий между
рабочим и вспомогательным электродами. При-
ложенное напряжение по отношению к измерен-
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ному току определяет импеданс системы. Импе-
диметрические данные могут быть описаны экви-
валентной электрической схемой, из которой
можно вывести электрические параметры, опре-
деляющие процессы переноса заряда. Микроб-
ные биосенсоры, основанные на таком принци-
пе, применяют и для определения пестицидов
(табл. 3). В работе [80] предложен импедиметри-
ческий клеточный биосенсор для определения
трихлорэтилена. Биосенсор готовили путем им-
мобилизации бактерии P. putida F1 на поверхно-
сти золотых микроэлектродов, функционализи-
рованных одностенными углеродными нанотруб-
ками, ковалентно связанными с антителами
против Pseudomonas. Сигналы биосенсора линей-
ны в диапазоне концентраций трихлорэтилена
0.07–100 мкМ. Биосенсор использовали для ис-
следования образцов природных вод.

Биосенсоры оптического типа. Оптические
биосенсоры основаны на изменении оптических
свойств клетки (УФ- и видимое поглощение,
биохемилюминесценция, отражение, флуорес-
ценция) в результате взаимодействия с соедине-
ниями, присутствующими в образце. Большин-
ство оптических биосенсоров основано на явле-
ниях биолюминесценции или флуоресценции.
Широко известны так называемые “light-off” си-
стемы измерения уменьшения клеточного свето-
вого излучения после воздействия загрязняюще-
го вещества [81], которые используют в основном
для оценки общей токсичности воды. Конкрет-
ные соединения или их группы выявляют с помо-
щью биосенсоров типа “light-on”, где взаимодей-
ствие приводит к увеличению светового сигнала
пропорционально концентрации определяемого
вещества. “Light-on” микроорганизмы встреча-
ются в природе, а также могут быть получены с
помощью генной инженерии. Наиболее часто ис-
пользуют так называемые “lux ген”, кодирующий
люминесцентную люциферазу, и “gfp ген”, коди-
рующий зеленый флуоресцентный белок [26].
Указанный подход реализован в методиках,
включающих разнообразные изученные промо-
торы, которые доступны для генетических мани-
пуляций и могут быть использованы для создания
новых микроорганизмов, способных чувствовать
различные классы загрязняющих веществ, в том
числе и пестициды.

Оптические микробные биосенсоры позволяют
определять такие загрязнители, как фенолы и тяже-
лые металлы [15, 36]. Известно относительно не-
много оптических микробных биосенсоров для
определения пестицидов [82–84], но значительно
больше, чем микробных биосенсоров, основанных
на других типах преобразователей (табл. 3). Описан
[101] одноразовый колориметрический микробный
биосенсор для определения пестицида метилпара-
тиона. Целые клетки Flavobacterium sp. иммобилизо-
вали на фильтре из стекловолокна. Клетки Flavobac-

terium sp. содержат ОРН, которая гидролизует ме-
тилпаратион в п-нитрофенол. Это – окрашенный
продукт, который определяют, измеряя интенсив-
ность светопоглощения при 410 нм. На этом же
принципе (метилпаратион гидролизуется в электро-
химически или колориметрически обнаруживаемый
продукт п-нитрофенол под действием ОРН) осно-
ван оптический микробный (Sphingomonas sp.) био-
сенсор для определения метилпаратиона [94].

Последние достижения в области генной ин-
женерии открывают новые перспективы в обла-
сти микробных биосенсоров. Примером является
использование люциферазных генов lux из мор-
ской бактерии Vibrio fischeri и luc из светлячка
Photinus pyralis. Эти гены выбраны потому, что су-
ществует корреляция между светоотдачей и мета-
болической активностью клетки, в результате чего
биолюминесценция является быстрым индикато-
ром здоровья клеток. Измерение биолюминесцен-
ции в ответ на воздействие определяемых соедине-
ний может быть использовано для оценки наличия
различных загрязняющих веществ в режиме ре-
ального времени [102]. В работе [99] сообщается о
создании биосенсора на основе цианобактерий
Synechocystis sp. штамма PCC6803, меченных ге-
ном люциферазы luc из светлячка, для обнаруже-
ния широкого спектра гербицидов и загрязняю-
щих веществ других классов, включая тяжелые
металлы и летучие органические загрязняющие
вещества. Цианобактерии являются необычными
среди прокариотов из-за наличия двух различных
мембранных систем: внутриклеточной тилакоид-
ной мембраны, в которой происходят светозави-
симые реакции фотосинтеза, и более традицион-
ной системы эубактериальной цитоплазматиче-
ской мембраны, окружающей клетку. Для таких
систем получены полезные аналитические сигна-
лы и оценена токсичность следующих гербицидов:
диурон, паракват, мекопроп, глифосат, атразин,
пропазин, симазин. Различные типы гербицидов
показали различную скорость ингибирования био-
люминесценции, поэтому биосенсор может быть
использован для выяснения типа гербицида и,
возможно, потенциального способа действия.
Такой биосенсор предоставляет новые возмож-
ности для быстрого скрининга проб из окружаю-
щей среды или для оценки возможного ущерба
окружающей среде.

Оптические биосенсоры для контроля фото-
синтеза основаны на флуоресценции, индуциро-
ванной хлорофиллом а. Гербициды ингибируют
поток электронов путем блокирования сайтов
связывания хинона ФС II, вызывая увеличение
флуоресценции хлорофилла [103]. Этот принцип
положен в основу гербицидных биосенсоров, из-
меряющих флуоресценцию хлорофилла водорос-
лей при длине волны 682 нм (длина волны воз-
буждающего света 469 нм) [93, 104].



896

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 74  № 12  2019

ПЛЕХАНОВА, РЕШЕТИЛОВ

Комбинированные (гибридные) биосенсоры. К
гибридным относятся биосенсоры, у которых в
биорецепторе содержатся два или более биоката-
лизатора различного типа. Например, биосенсо-
ры, содержащие комбинацию “клетки-фермен-
ты”. Оба биоматериала должны катализировать
сопряженные реакции. Например, фермент
трансформирует определяемое соединение в суб-
страт, метаболизируемый клеткой, или наоборот,
продукт клеточного метаболизма является суб-
стратом для фермента, который после фермента-
тивной реакции регистрируется преобразовате-
лем как окончательный продукт сопряженной ре-
акции.

Основным преимуществом гибридных био-
сенсоров является повышенная селективность
анализа и возможность определять соединения,
которые невозможно определить однокомпо-
нентными биосенсорами. Трудоемкость разра-
ботки и эксплуатации гибридных биосенсоров
выше, чем биосенсоров, содержащих один тип
биоматериала. Возможно, это объясняет тот
факт, что к настоящему времени описано относи-
тельно небольшое число гибридных сенсоров,
включающих клетки микроорганизмов.

В работе [105] представлен электрохимиче-
ский биосенсор для определения следовых коли-
честв фосфорорганических пестицидов. Этот
биосенсор объединяет гибридный биораспозна-
ющий элемент, состоящий из иммобилизован-
ных Arthrobacter globiformis и свободной АХЭ с ам-
перометрическим преобразователем – электродом
Кларка. Бактерии превращают генерируемый АХЭ
холин в бетаин с потреблением кислорода, уровень
которого измеряется электродом Кларка. Измене-
ние уровня кислорода, представляющего ответ дат-
чика, коррелирует с концентрацией фосфорорга-
нических пестицидов, ингибирующих фермент
АХЭ, который катализирует гидролиз ацетилхо-
лина в холин. Предлагаемый подход сочетает пре-
имущества бактериальных и ферментных датчи-
ков: высокую чувствительность, воспроизводимые
характеристики, долговременную стабильность
при температуре окружающей среды из-за сохране-
ния ферментной системы бактерий в своей есте-
ственной среде. Биосенсор можно использовать для
определения как общей токсичности, так и концен-
трации отдельных фосфорорганических соедине-
ний. Подобная система описана в работе [49], где
на углеродном электроде иммобилизованы фер-
мент OPH, который осуществляет гидролиз пе-
стицидов параоксона и метилпаратиона, и бакте-
рии Arthrobacter sp. J443, окисляющие выделяе-
мый в результате гидролиза п-нитрофенол до
диоксида углерода через электроактивные проме-
жуточные продукты 4-нитрокатехин и 1,2,4-бен-
золтриол. Ток окисления промежуточных про-
дуктов коррелирует с концентрацией ФОС, его
определяют амперометрическим методом.

В работе [106] авторы объединили на одной
биочувствительной площадке амперометриче-
ский и оптический преобразователи, а также не-
сколько генетически модифицированных штам-
мов водорослей, обладающих различной степе-
нью чувствительности и устойчивости к
пестицидам. Комбинируя амперометрические и
оптические сигналы можно определить общую
токсичность образца, оценить ингибирование ак-
тивности использованных микроорганизмов, а
также определить концентрацию гербицида, при-
сутствующего в образце. Система позволила об-
наруживать различные подклассы пестицидов в
диапазоне от 0.1 до 10 нМ. Она может быть полез-
ным инструментом для предварительного скри-
нинга питьевой воды на содержание пестицидов.

Циануровую кислоту и атразин можно обнару-
жить, используя одновременно несколько штам-
мов микроорганизмов. Путь биодеградации атра-
зина кодируется через гены atz и их можно разде-
лить на две группы: (I) конститутивные atzA, atzB
и atzC гены, ответственные за деградацию атрази-
на в циануровую кислоту и (II) индуцибельный
atzDEF оперон, что приводит к минерализации
циануровой кислоты в NH3 и CO2 [103]. Гены де-
градации атразина в циануровую кислоту являют-
ся конститутивно экспрессированными; их про-
моторы не могут быть использованы в качестве
биорецептора. Таким образом, биоопределение
атразина возможно только после его первона-
чальной биодеградации в циануровую кислоту.
В работе [100] разработана двухэтапная страте-
гия, состоящая в применении двух взаимодопол-
няющих штаммов E. coli: один служил для обна-
ружения только циануровой кислоты, в то время
как второй был предназначен для определения
атразина после его биодеградации в циануровую
кислоту. Содержание загрязняющих веществ
определяли путем измерения люминесценции.
Диапазон определяемых концентраций циануро-
вой кислоты составил 0.22–15 мкМ (по рекомен-
дации ВОЗ ПДК данного соединения равно
0.5 мг/см3), а атразина 1.08–15 мкМ.

ПЕРСПЕКТИВЫ НОВЫХ РАЗРАБОТОК
Таким образом, микробные биосенсоры зани-

мают особое место среди других видов биосенсо-
ров. Во многом свойства микробных биосенсоров
аналогичны свойствам ферментных. В первую
очередь это относится к диапазонам определяе-
мых соединений, которые не могут значительно
отличаться для ферментных и микробных био-
сенсоров, так как в конечном итоге они обуслов-
лены величиной константы Михаэлиса иммоби-
лизованного биоматериала. В связи с этим для
большинства микробных биосенсоров диапа-
зон определяемых содержаний лежит в преде-
лах 10–6–10–2 М. Микробные биосенсоры менее
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селективны, так как содержат набор ферментов.
Вместе с тем данное свойство может быть эффек-
тивно использовано для оценки общей токсично-
сти окружающей среды.

Одним из недостатков микробных биосенсо-
ров является увеличенное по сравнению с фер-
ментными время отклика и, следовательно, дли-
тельность анализа, а также низкая селективность.
Эти проблемы, особенно низкая селективность,
можно преодолеть с помощью молекулярных ре-
комбинантных методов, которые все чаще ис-
пользуют для улучшения ферментных свойств,
или введением новых ферментов в клетки, а так-
же применяя системы многоканального опреде-
ления и математические методы обработки сиг-
нала с выделением из общего отклика сигнал на
конкретное вещество.

В настоящее время при конструировании мик-
робных биосенсоров для определения пестици-
дов в качестве преобразователей в основном ис-
пользуют электрод Кларка, позволяющий изме-
рять клеточное дыхание, и преобразователи
оптического типа для измерения биолюминес-
ценции.

На сегодня по числу промышленно выпускае-
мых биосенсоров анализаторы на основе микроб-
ных клеток уступают ферментным. Основная
масса микробных коммерческих биосенсоров на-
ходит применение в экологическом мониторин-
ге, в частности, в оценке индекса БПК [107–109].

Существенное повышение селективности мик-
робных биосенсоров в отношении некоторых со-
единений или их классов достигнуто при модифи-
кации микроорганизмов генами биолюминесцен-
ции. Данный подход обеспечил повышение
селективности и чувствительности и позволил
значительно понизить пределы определения со-
единения.

Разработанные к настоящему времени мик-
робные биосенсоры на фосфорорганические пе-
стициды содержат OPH дикого типа. Использова-
ние генномодифицированных микроорганизмов,
получение OPH с помощью сайт-направленного
мутагенеза и направленной эволюции повышают
скорость гидролиза параоксона, метилпаратиона
и хлорпирифоса и позволяют добиться более вы-
сокой чувствительности в отношении этих ве-
ществ [110].

Интеграция в биосенсоры наноматериалов
(например, нанотрубок) [46, 74, 80], а также ис-
пользование эффективных медиаторов позволя-
ют обнаруживать различные классы пестицидов с
помощью электрохимических устройств с чув-
ствительностью, близкой к чувствительности хи-
мических методов анализа [111].

При рационально выбранных схеме анализа и
типе определяемого соединения микробные био-
сенсоры могут представлять оптимальное реше-

ние аналитической задачи и являться методиче-
ским дополнением к сенсорам, основанным на
биологических материалах другого типа. Напри-
мер, для определения фосфорорганических со-
единений экономически более выгодно использо-
вание микробных биосенсоров, поскольку удается
отказаться от трудоемких процессов производства и
очистки фермента. Кроме того, таким образом
изготовитель значительно понижает стоимость
конечного анализатора.

Во многом успех широкого использования
микробных сенсоров будет связан с разработкой
высокотехнологичных и простых методов иммо-
билизации микроорганизмов на поверхности
преобразователей, обеспечивающих максималь-
ный уровень жизнеспособности и стабильности
клеток.

Анализ свойств цельноклеточных сенсоров
показал, что перечисленные выше достоинства и
недостатки микробных биосенсоров являются
движущей силой для дальнейшего их развития,
исследований по совершенствованию их анали-
тичеcких параметров и поиску новых способов
повышения селективности.
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