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БІОСЕНСОРИ НА ОСНОВІ КЛІТИН МІКРООРГАНІЗМІВ 

Зроблено спробу узагальнити літературні дані щодо створення лабораторних та ко
мерційних варіантів біологічних сенсорів на основі клітин мікроорганізмів. Обговорено 
досягнення, проблеми та перспективи розвитку цієї області аналітичної біотехнології. 

Поєднання досягнень у сфері біології, біохімії, фізики та мікроелект-
роніки призвело до створення нового класу аналітичних систем — біо
логічних сенсорів, які у найзагальнішому вигляді являють собою при
стрій, що складається із чутливого шару біоматеріалу та фізичного пе
ретворювача, генеруючого електричний чи оптичний сигнал у відповідь 
на зміну фізико-хімічних властивостей біоматриці. Роботи в цьому на
прямку було започатковано у 1962 p., коли Кларк та Ліон [1, 2] 
створили перший ферментний кисневий електрод для визначення 
концентрації глюкози у ікардіоваскулярних м'язах. Ранніх комерцій
них успіхів стосовно цього було досягнуто в основному при розробці 
ферментних електродів, призначених для охорони здоров'я. Вони були 
пов'язані з визначенням концентрації метаболітів у живому організ
мі, зокрема, глюкози, лактату, пірувату, сечовини, білірубіну, аміно
кислот і т. д. [3]. 

За останніх 15—20 pp. набули широкого розвитку дослідження по 
створенню біосенсорів, чутливим елементом яких є клітини мікроорга
нізмів [4—9]. На сьогоднішній день вже розроблено близько сотні мік
робних сенсорів (табл. 1 та 2) для визначення концентрації органічних 
речовин (цукри, органічні кислоти, спирти, альдегіди, вітаміни, анти
біотики, пептиди); активності ферментів та неорганічних сполук (аміак, 
нітрати, нітрити, сульфіди, сульфати, фосфати). Слід зазначити, що 
мікробні датчики придатні також і для вивчення комплексних мета
болічних процесів, таких як біологічне споживання кисню (БСК), фо
тосинтез та мутагенез [6]. 

Мікробіологічна та біохімічна основа клітинних сенсорів. У порів
нянні із ферментами та іншими біологічними агентами живі клітини як 
біокаталізатори мають ряд суттєвих переваг [5]. Вони а) володіють 
досить високим рівнем стабільності, оскільки являють собою єдине ці
ле, у якому всі метаболічні системи знаходяться в захищеному, при-
родно-оптимізованому стані; б) порівняно легко підтримуються у чис
тій культурі при незначних витратах; в) легко піддаються генетичним 
маніпуляціям, що дає можливість отримувати мутантні мікроорганіз
ми із строго детермінованими біокаталітичними властивостями; г) де
шеві порівняно з ферментами чи імуноглобулінами та не потребують 
трудомістких процесів очистки; д) здатні здійснювати багатоста
дійні перетворення, не потребуючи введення додаткових екзогенних 
факторів. 

Метаболічні процеси мікроорганізмів у складі біосенсора харак
теризуються станом гострого субстратного дефіциту. У таких умовах 
відбувається детермінування як стабільності, так і чутливості біосен
сорів. Остання, в свою чергу, визначається метаболічним станом клі
тин, Рівень метаболізму у мікроорганізмів залежить, в основному, від 
енергетичного статусу клітин. Було проведено порівняльний аналіз 
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Т а б л и ц я 1 
А мперо метричні мікробні сенсори 

Мікроорганізм 

Nitrifying bacteria 

Bacillus subtilis 

В. subtilis 

Enterobacter agglomerans 

Nocardia erythropolis 

Trichosporon cutaneum 
Hansenula anomala 
Pseudomonas A4 
Synechococcus 

Pseudomonas fluorescens 
B. subtilis 

Saccharomyces cerevisiae 
Brevibacierium lacloferm. 

B. subtilis 

Candida maltosa 

B. sub tils 

Acetobacter xylinium 
Trichosporon brassicae 

Nitromonas europiae 
N. bacteria 
N. bacteria 
B. subtilis 

Nit rob act er sp. 

H. anomala 
B. subtilis 

Methylomonas flagellata 

He ідентифіковані бактерії 

В. subtilis 

N. bacteria 

S. cerevisiae 

T. brassicae 

B. subtilis 

N. bacteria-^-уреаза 

Alternaria tennis 

Електро
хімічно 

активна 
речовина 

o2 

» 

* 

* 

Дихлорфено. 
ліндофенол 

о2 » 
» 

[Fe(CN) 6 ] 4 

» 
* 
» 
» 
» 

» 
» 

» 
» 

» 
» 

» 
» 

[Fe(CN) 6 ]<-
о2 
» 

> 
» 

» 

3» 

» 

» 

» 

» 

Pseudomonas aminouarans » 

P. fluorescens » 

Межі 
визначення, 

ммоль/л 

Аміак, 
0,005—£,5 
Амілаза, 
6—35 и/см 3 

Анігіотензин та 
аспартам, 
0,07—0,6 
Аскорбінова 
кислота, 
0,004—0,7 

. Андростендіон, 
0,025—0,1 
Біологічне спо
живання кисню 

5—100 мг/л 
0,01—0,4 
1—І20 мг/л 

Гербіциди, 
> 2 0 мкл/л 
Глюкоза: 

«0,0125—0,125 
0,06—0,6 

0,01 — 1,0' 
0,01—1,0' 

Глутамінова 
кислота, 0,01 — 
ОД 5 
Гексадекан, 2— 

25 
Гонадотропін, 
(2—15) - 1 0 - 3 

Етанол: 
< 0 , 4 
0,05—0,5 

Катіони 
амонію: 

0,002—0,02 
0,002—0,08 
0,45—10 
0ДМ—0,15 

Креатин ін, 
0,4—8,8 
Лактат,, 1—,11 
Мальтоза, 
0,05—Оу5 
Метан, 0,013— 
6,6 
Метанол, 
0.06—0,7 
Мутагени,,, 2— 
20 МІГ/Л 
Нітрати, 
0,15—5 
Ністатин, 
0—54 од/см3 

Оцтова кислота 
0,08—1,2 
Протеаза, 
0,3—1,4 U/мл 
Сечовина, 2— 
200 
Сечова кислота 
0,025—0,5 
Триметиламін, 
0,005—0,026 
Триптофан, 
0,0004—0,7 

Час відгуку, 
хв 

4 (с) 

ОД (к) 

0,1 (к) 

2 , 5 - 3 (к) 

, 2 - 5 (с) 

0,2—0,5 
15—20 
15 

15 (с) 

Ю (с) 
ОД (к) 

5—10 (с) 
10 (с) 

0,1 (к) 
0,1—0„2 (к) 

ОД (к) 

2 (с) 
Ю (с) 

8 (с) 
8 (с) 
7 (с) 

ОД (к) 

3 (с) 
12 (с) 

0,1 (к) 

1—2 

Ю (с) 

60 (с) 

3 (с) 

60 (с) 

8—9 (с) 

ОД (к) 

7 (с) 

5-чЮ (с) 

10 (с) 

335 

Стабіль
ність, дні 

10 

ЗО 

56 

11 

Не виз
начали 

40 
7 

28 

7 

14 
Не виз
начали 

15 
10 

14 
1 

56 

10 
21 

2 
14 
10 
12 

21 
28 

Не виз
начали 

20 

21 
Не виз
начали 

24 

20 

21 

56 

10 

50 

20 
Не виз
начали 

Поси
лання 

10 

11 

12 

13 

14 

15, 16 
17 
18 

19 

20 
11 

21 
22 

23 
24 

25 

26 
27 

28 
28 
29 
ЗО 

31 
32 
11 

27, 33 

10 
34, 35 

26 

37 

10 

25 

38 

36 

39 
40 

16 ISSN 0233-7657. БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА. 1995. Т, 11. № 2 



Закінчення табл. 1 

Мікроорганізм 
Електро
хімічно 
активна 

речовина 

Межі 
визначення, 

ммоль/л 
Час в ідгуку , 

хв 
Стабіль

ність, дні 
Поси
лання 

Т. cutaneum 0 2 Фенол„ 0,02— 
0,15 0,25 (к) 8—10 41,4 

Chorella vulgaris » 
Фосфат, 8—70 1 (с) 60 43 

N. erythropolis » Холестерин,, 
0,015—0,13 0,6—0,76 (к) 28 44 

П р и м і т к а . Тут і в табл. 2 у четвертій колонці в дужках вказано режим визначен
ня: с — стаціонарний; к — кінетичний. 

співвідношення ATP/ADP та концентрації суми нуклеотидів у вільних 
та іммобілізованих клітин Saccharomyces cerevisiae, що знаходилися в 
умовах субстратного дефіциту. При голодуванні вільних клітин концен
трація ATP, ADP і AMP залишається незмінною протягом 6 діб, а по
тім спостерігається зниження рівня АТР та підвищення вмісту ADP і 
AMP. При голодуванні інкорпорованих у гель клітин рівень аденілатів 
залишається незмінним протягом 12 діб. Довший період збереження 
енергетичного статусу у іммобілізованих клітин пов'язаний, очевидно, 
з їх особливим фізіологічним станом (зміна молекулярно-проникаючої 
здатності біологічних мембран клітини, «замороження» метаболічних 
процесів) [74]. 

У найзагальнішому вигляді клітина представляє собою так званий 
«чорний ящик». Субстрат, який нас цікавить, піддається за допомогою 
клітин процесам обміну, в результаті котрих формуються продукти ме
таболізму чи поглинається кисень в аеробних умовах. Сама стінка мік
роорганізмів служить дифузійним бар'єром, через який речовини про
никають або з використанням специфічних транслокаційних систем, 
або за рахунок полегшеної дифузії і дуже рідко — шляхом пасивного 
транспорту. Активний транспорт речовини передбачає її акумуляцію 
проти градієнту концентрації і потребує наявності високоспецифічних 
білків-переносників та значних затрат енергії. Експресія головних 
транспортних систем регулюється на рівні транскрипції генів, що ко
дують ці системи. Полегшена дифузія не потребує затрат енергії, а то
му перетворення того чи іншого субстрату відбувається за допомогою 
специфічних метаболічних ланцюгів [6]. 

Мікроорганізми, що їх вибирають для створення біосенсорних сис
тем, повинні відповідати певним критеріям: а) аеробне споживання 
кисню за асиміляції субстрату (у даному випадку мікробні сенсори 
створюються на основі амперометричних перетворювачів); б) генера
ція електродно-активних продуктів внаслідок процесів метаболізму, зо
крема протонів, іонів амонію, H2S, C02 чи Н202, які можуть визнача
тися за допомогою амперометричних, потенціометричних та оптичних 
трансдукторів [6]. 

Фізична основа мікробних сенсорів. Як зазначалося вище, вибір 
трансдуктора надзвичайно залежить від особливостей взаємодії між 
біологічним каталізатором (клітина у нашому випадку) та аналізова
ною речовиною. Коло трансдукторних систем, створених на сьогодніш
ній день, включає у себе: 

— електрохімічні перетворювачі — амперометричні (визначення 
змін струму при постійному потенціалі); потенціометричні (реєстрація 
змін потенціалу при підтримці постійного струму) чи кондуктометричні 
(вимірювання змін провідності між парою електродів); 

— оптичні (визначення зміни оптичних властивостей); 
— калориметричні (реєстрація незначних температурних змін); 
— акустичні (вимірювання змін акустичних властивостей сенсо

ра) [75]. 
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Т а б л и ц я 2 
Потенціометричні мікробні сенсори 

Мікроорганізм 

Escherichia coli 

Streptococcus faecium 

Serratia marcescens 

Bacterium cadaveris 
Pseudomonas dacunhae 
E. coli 

Sarcina flava 

Pseudomonas sp. 

Sacharomyces cerevisiae 

Zymomonas mob His 

Acetobacter aceti 

Hansenula anomala 

E. coli 
Hyphomicrobium 

Clostridium butyricum 
Pseudomonas oxalaticus 
E. coli 
Lactobacillus arabinosa 

E. coli 

Azotobacter vinelandii 

Pseudomonas sp. 

S. faecium 

Pichia membranaefaciens 

Proteus mirabHis + уреаза 

Clostridium acidiurici 

Desulfouibrio 
desulfur'cans 

Clostridium sp. 

Aeromonas fenologenes 

Citrobacter freundii 

Proteus morganii 

Електро
хімічно 

активна 
речовина 

C 0 2 

NH 3 

» 

» 
co2 У» 

NH2 

» 

co2 
H+ 

> 

» 
co2 
H+ 

» 
co2 NH3 

H+ 

NH 3 

» 

» 
co2 

» 
NH3 

» 
H^S 

H2 

NH3 

H+ 

H 2 S 

Межі визначен
ня, ммоль/л 

Антибіотики, 
0,017—16,67 г/л 
Аргінін, 
0,05—1,0 
Аспарагін 
1,0—9,3 
Аспарагінова 
кислота: 

0,3—7,0 
0,1 — 1,0 

Глутамінова 
кислота, 
0,7—5,5 
Глутамін, 
0,1—10 
Пстидин, 
0,1—3 
Глюкоза: 

1 — 15 

0,03—0,3 

Етанол, 3—70 

Лактат, 0,04—2 

Лізин, 0,07—0,7 
Монометил-
сульфат, 

2J—630 
Мурашина кис
лота: 

0,22—22 
0,1—2,0 

NAD+, 0,25--2,5 
Нікотинова кис
лота, 
(0,4— 40) . 10-з 
Н'котинамід, 
0.28—20,0 
Нітрати,, 
0.01—0,8 
Н'трилотри-
ацетат, 0,1-^0,7 
П'оуват, 
0.22—32,0 
Сечп^я кислота 
0,1—2,5 
Сечовина, 
0,5—S0.0 
Серии, 
п пі я—16.0 
^ ' - ь Ф з т , 
0.0^—0 7 

о / - _ 3 5 
т ч п о ин. 
0 0«_1 ,0 
Цефяло-пооин, 
50—1°0 мкг/см 
П.и^те^н. 
0,05—0.9 

Час відгуку, 
хв 

— 
20 (с) 

Не виз
начали 

5 (с) 
3 (с) 

1 - 3 (с) 

5 (с) 

6—12 (с) 

Ю (с) 

ЗО (к) 

25 (с) 

7—10 (с) 

5 (с) 

5—30 (с) 

20 (с) 
10—20 (с) 
5—10» (с) 

60 (с) 

10—f20 (с) 

7 - 8 (с) 

5 (с) 

6 - 9 (с) 

5—10' (с) 

5 - ^ (с) 

3—5 (с) 

8—16 (с) 

5—10 (с) 

4—6 (с) 

> 10 (с) 

5 - 8 (с) 

Стабіль
ність, дні 

10 

40 

21 

2 
ЗО 
21 

14 

21 

Не виз
начали 
Те саме 

» 
» 

14 

8 

20 
7 
7 

ЗО 

10 

14 

ЗО 

14 

50 

21 

3 

10 
Не виз
начали 

7 

7 

6 

Поси
лання 

45 

46, 47 

48 

49 
6 

50 

51 

52 

22 

53 

54 

55 

56 

57 

58 
59 
60 

61 

62 

63 

64 

65 

66 

67 

68 

69 

70 

71 

72 

73 
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Т а б л и ц я З 
Порівняльна характеристика різних типів трансдукторів 

Тип перетворювача Переваги Недоліки 

Електрохімічні 
амперометричні 

02-електроди 
Н202-електроди 

потенціометричні 
іон-селективні електро
ди (включаючи 
газочутливі) 

рН-чутливі польові 
транзистори 

кондуктометричні 

Оптичні 

Акустичні 

Калориметричні 

Прості,, високоселективні 
Прості, високочутливі 

Прості,, надійні 

Низька вартість за масово
го виробництва, стабільність 
відгуку, можливість створен
ня мультифункціональних 
чіпів та мініатюризації, ви
користання малих об'ємів 
аналіту 
Порівняно дешеві,, легко 
конструюються,, мініатюрні 
Висока чутливість, низька 
вартість, можливість мініа
тюризації, не залежать від 
електричних наведень, не 
вимагають фізичного контак
ту іммобілізованого мате
ріалу із волокнами 
Швидкий відгук, простота, 
стабільний сигнал, низька 
вартість реєструючих при
строїв, зразки застосовують 
без передобробки 
Не залежать від оптичної 
інтерференції (колір та мут-
ність),, багатогранність 

Низька чутливість 
Низька селективність 

Повільний відгук, потреба 
у високостабільному елект
роді порівняння, чутливість 
до електрошумів 
Чутливість до температур
них коливань,, недоскона
лість виготовлення різних 
шарів на затворі, фото-
чутливість 

Чутливі до коливань тем
ператури, рН, іонної сили 
Вимагають застосування 
високоенергетичних джерел 
струму, вузький динаміч
ний діапазон визначення, 
сигнал залежить від об'є
му реагента 

Низька чутливість у ріди
нах, інтерференція, пов'я
зана із неспецифічним зв'я
зуванням 

Дорогі, вимагають значних 
витрат біоматеріалу, гро
міздкі 

Порівняльний аналіз різних типів перетворювачів, які застосову
ються у біосенсорних пристроях, наведено у табл. 3. 

Амперометричні перетворювачі. Під час амперометричного пере
творення до електрода порівняння прикладається постійний потенціал 
і вимірюється струм, що генерується внаслідок окислення чи віднов
лення електрохімічно-активних речовин на поверхні робочого індика
торного електрода. Потенціал індикаторного електрода вибирають та
ким чином, щоб невеликі зміни в ньому не призводили до зміни швид
кості окисно-відновних процесів на поверхні електрода. Сигнал, що ге
нерується, майже повністю обумовлений масопереносом електроактнв-
них речовин до поверхні робочого електрода, в результаті чого відбу
вається адсорбція деяких з них, що викликає втрату чутливості [75]. 

На сьогоднішній день відомо три основних типи амперометричних 
датчиків. Функціонування першого з них базується на реєстрації кон
центрації кисню або пероксиду водню (запатентований фірмою Yellow 
Springs Instrument, ОН, США) [105]. У той час, як головним недолі
ком кисневих датчиків є висока чутливість до механічної дії, найбіль
шим недоліком перекисно-водневих датчиків є виникнення на них ви
соких анодних потенціалів (0,5—1,0 В), при яких стає можливим окис
лення інших компонентів (сечова кислота, аскорбінова кислота, глута-
тіон та ін.), що призводить до завищення результатів. Впливу цих суб
стратів на величину сигналу можна позбутися шляхом нанесення на 
електродну поверхню додаткових мембран із заданою молекулярно-
проникаючою здатністю. До другої групи відносяться так звані Medb 
Sense електроди [104J, чутливі елементи котрих включають молекули 
медіаторів, що акцептують електрони замість кисню і можуть бути пов
торно окислені при нижчих потенціалах, ніж перекис водню. Завдяки 
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цьому відпадає необхідність у застосуванні захисних мембран і змен
шується залежність відгуку електрода від концентрації кисню. Третій, 
альтернативний, тип перетворювачів передбачає повторне окислення 
відновленої молекули ферменту з прямим перенесенням електронів від 
молекули ензиму до поверхні електродів. 

Потенціометричні перетворювачі. У пристроях із потенціометрич
ним принципом індикації вимірюється різниця потенціалу між робочим 
та референтним електродами в умовах, коли струм дорівнює нулю. За 
таких умов не відбувається адсорбції субстратів на поверхні електро
дів, а тому такі перетворювачі відносяться до пристроїв «недеструктив-
ного» типу. Найчастіше у біосенсорних пристроях застосовуються три 
типи потенціометричних перетворювачів: іоноселективні електроди; га-
зочутливі електроди та польові транзистори. Результатом виникнення 
логарифмічної залежності між потенціалом, що генерується на елект
родній поверхні, та активністю іона, який нас цікавить, є можливість 
створення аналітичних пристроїв із широким динамічним діапазоном. 
Проте основним недоліком при використанні таких систем є потреба у 
високостабільному електроді порівняння [7]. 

Кондуктометричні перетворювачі. Провідність аналізованого зраз
ка визначається шляхом пропускання змінного струму через пару елек
тродів, які знаходяться у розчині. Зміна провідності розчинів відбува
ється за рахунок генерації заряджених продуктів внаслідок протікання 
біохімічних реакцій. Не дивлячись на те, що кондуктометрія не дуже 
широко застосовувалася до сьогодні у біосенсорній практиці, плідним 
може виявитися використання сенсорів на основі мультичаєтотпої 
техніки [75]. 

Оптичні перетворювачі. Дія оптичних датчиків базується на реє
страції зміни спектральних характеристик індикатора за допомогою 
оптоелектронних пристроїв. Пристрої, які містять шар іммобілізовано
го реагента на кінці окремого оптичного волокна чи комплексу оптич
них волокон, були названі оптродами. Взаємодія аналіту із фазою ім
мобілізованого реагента обумовлює зміну оптичних властивостей реа
гента і реєструється за допомогою оптичних волокон. На цей час ви-
працювано оптроди, чутливі до 02 , С02 чи рН. Так, наприклад, визна
чення 0 2 може базуватися на пригніченні 02-індукованої флюоресцен-
ції іммобілізованого піренбутирату, а аналіз рН — на застосуванні кис-
лотіїо-осіїовпих індикаторів. Розроблено також амоній- та NADH-cne-
цифічіні оптроди, створено високочутливу сенсорну систему для визна
чення концентрації глюкози, амінокислот токсинів та іонів важких ме
талів, яка базується на врахуванні зміни інтенсивності люмінесценції 
у фотобактерій [4]. Слід зазначити, що аналіз інтенсивності люмінес
ценції для оцінки метаболічної активності клітин мікроорганізмів є 
чутливішим показником, аніж біологічне споживання кисню чи гене
рація тепла. 

Калориметричні перетворювачі. Калориметрію можна вважати ще 
одним типом трансдукції, оскільки більшість біологічних реакцій про
тікає із виділенням або поглинанням тепла. Однією з головних переваг 
цього типу перетворювачів є незалежність їх функціонування від хі
мічних властивостей аналізованого розчину. Проте лише зовсім недав
но було відкрито шлях до практичного застосування даного типу тран
сдукторів [7]. 

Акустичні перетворювачі. П'єзоелектричні кристали можуть бути 
застосовані як трансдуктори у сенсорах у зв'язку з їх здатністю гене
рувати та передавати акустичні хвилі у частотно-залежному режимі. 
Оптимальна резонансна частота для трансмісії акустичних хвиль силь
но залежить від фізичних властивостей та розмірів п'єзокристала. Змі
на маси матеріалу на поверхні кристала спричиняє кількісну зміну 
його резонансної частоти. Відомо два класи акустичних трансдукторів: 
такі, які передають акустичну хвилю з одного боку кристала на інший 
(bulk-wave, затально-хвильові пристрої), і такі, що передають акус-

»тич ну хвилю по одній грані кристал'а з одного місця локації в інше 
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(surface acoustic wave, поверхневі акустичні хвилі). Роботу таких при
строїв добре вивчено у газових середовищах, а що стосується рідин, 
то тут ще багато не зовсім зрозумілого. 

Методи іммобілізації клітин мікроорганізмів. Відомо, що функціо
нування біосенсора забезпечується структурною організацією біоселек-
тивних мембран, які щільно контактують із поверхнею трансдуктора. 
При формуванні біоселективного покриття спостерігається підвищення 
робочої стабільності, що визначає відтворюваність результатів. Крім 
того, іммобілізація дає можливість багаторазово використовувати од
ну і ту ж мембрану. 

Існує велика кількість варіантів іммобілізації клітин, і вибір най-
придатнішого визначається тими умовами, в яких доведеться працюва
ти біоматеріалу. Найчастіше сьогодні застосовуються методи адсорбції 
та включення клітин мікроорганізмів в гелі як природного, так і син
тетичного походження. В даний час пошук ефективних методів отри
мання біоселективних мембран спрямований не стільки на створення 
нових, скільки на модифікацію вже існуючих. Дані про носії, які най-. 
частіше застосовуються в аналітичній практиці, представлено у табл. 4. 

Т а б л и ц я 4 
Методи іммобілізації клітин мікроорганізмів 

Носій Посилання 

Ковалентна іммобілізація на носії 
Активований силікагель 77 
Поліфеніленоксид 74 

Адсорбція на носієві 
Пористий титан з природним цеолітом 78 
Пориста ацетилцелюлоза 4,5 
Полібензил-4-вінілпіридиній галід 79 
Скло або целюлоза, активовані поліетиленіміном 80 
Стінки водорості Wolffia arhia 81 

Включення клітин у гелі 
Поліакриламідний гель 82 
Кріо-поліакриламідний гель 83 
Модифікований ПААГ 84 
Полівініловий спирт ЗО 
Кріо-полівініловий спирт 85 
Полівініловий спирт+борат 86 
Са-альгінатний гель 54,87 
БіОг+альгінат 88,89 
Kpio-Si02 9Э 
х-каррагінан с)1 
Хітозан 92 
Зоостерин 93 
Пектат 87 
Полівінілбутират 4 
Поліуретанові смоли 94 
Карбоксиметилцелюлоза (іонотропне желювання А13+) 95 

Методи іммобілізації можна розділити на фізичні (адсорбція на 
поверхні датчика або на інертній мембрані, фізичне включення на по
верхні датчика під мембрану або полімерну сітку, включення в полі
мерну мембрану) та хімічні (шляхом зшивання біфункціональними 
агентами та ковалентне пришивання до поверхні). Слід зазначати, од
нак, що хімічні методи малопридатні для іммобілізації мікроорганіз
мів, оскільки клітини втрачають значну частину активності. Найпрості
шим та широковживаним методом іммобілізації є центрифугування або 
фільтрування мікробної суспензії на мебрані чи поверхні ацетилцелю
лози [58], фільтрувального паперу [58] або нейлону [17]. Мікроорга
нізми, адсорбовані на фільтрувальному папері, більш чутливі у порів
нянні з клітинами, включеними у гелеподібні мембрани. У випадку ад
сорбції сама матриця служить лише механічною підкладкою, в якій 
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пори заповнені живими клітинами. У результаті такої іммобілізації 
не виникає хімічних зв'язків, а тому клітини не пошкоджуються в про
цесі іммобілізації. Мікроби у порах утримуються в основному за ра
хунок слабких адсорбційних сил (водневі зв'язки, сольові мостики, си
ли Ван-дер-Ваальса). 

Мікроорганізми також можуть бути іммобілізовані шляхом вклю
чення у гелеподібні мембрани біологічного походження — агар [ЗО], 
желатин [96], колаген [61], альгінат кальцію [54, 87], х-каррагінан 
[91] чи хімічні полімери — поліакриламід [61], полівініловий спирт 
[ЗО]. Полімерні гелі запобігають вимиванню мікроорганізімів і дають 
доступ субстратам та кисню. У більшості випадків застосування мем
бран такого типу призводить до підвищення дифузійної резистентно
сті, що спричиняє сповільнення відгуку сенсорних пристроїв. 

Багат* обіцяючим напрямком іммобілізації є використання преполі-
мерів ЕНТ/ЕНТП типу та модифікованих полівінілових спиртів [97]. 
ЕНТ/ЕНТП преполімери готуються із поліетиленгліколю і гідрофобно
го поліпропіленгліколю відповідно, а скелетною основою служать гід-
роксиетилакрилат і ізофорон діізоціанат. Клітини, змішані з цими пре-
полімерними системами, опромінюють ультрафіолетом для здійснення 
процесу полімеризації. Такий метод включення клітин має ряд суттє
вих переваг: процедура іммобілізації дуже проста і відбувається у 
м'яких умовах; преполімери не містять мономерів із токсичною дією 
на біокатплг атори, структура гелю та його фізико-хімічні властивості 
(гідрофобно-гідрофільний баланс та іонна природа) можуть контро
люватися внаслідок застосування преполімерів із заданою довжиною 
ланцюга та типом молекул. Гелі із полівінілового спирту утворюються 
при денному освітленні. Недоліком даних методів є те, що в результаті 
УФ-опромінення з фоточутливих груп преполімерів формуються вільні 
радикали, які надзвичайно швидко рекомбінують з іншими радикала
ми. Це може негативно впливати на мікроорганізми. Слід зазначити, 
що обом типам гелів притаманний високий ступінь проникнення по 
підношенню до молекул кисню; субстратів та. продуктів біохімічних 
реакцій [98]. 

Порівнюючи описані методи іммобілізації — адсорбцію та вклю
чення у гелі — можна зробити наступний висновок: для створення ана
літичних систем з високим рівнем функціональної стабільності та ста
більності при зберіганні перевагу слід віддати методу включення у ге
лі. Перспективним, на наш погляд, видається також застосовування по
лімерів латексного типу на основі акрилових та метакрилових кислот. 

Принципи функціонування клітинних біосенсорів. Як і у випадку 
ферментних біосенсорів, мікробні датчики можуть працювати у двох 
режимах: стаціонарному та кінетичному. Перший частіше застосову
ється у біосенсорних пристроях на основі клітин. Висока концентрація 
клітин та товщина самих біомембран приводять до підвищення дифу
зійної резистентності сенсорів. Такі дифузійно лімітовані системи не 
залежать від активності біоматеріалу і можуть успішно використовува
тися для стабільного визначення концентрації субстратів. 

Коли йде мова про час відгуку мікробних сенсорів, який можна 
співставити з таким же параметром для ферментних електродів, то він 
досягається лише у випадку кінетично контрольованих аналізаторів. 
Чутливість таких систем в основному, забезпечується активністю біо-
каталізатора, але не залежить від процесів дифузії у матриці, а це оз
начає, що транспорт субстратів до клітини та їх асиміляція є ліміто
ваними за швидкістю процесами [99]. Таким чином, кінетично контро
льовані латчпки можна \тспішно використовувати при вивченні процесів 
поглинання та асиміляції субстратів, для характеристики метаболічно
го статусу клітин, у експериментах з дослідження механізмів пригні
чення та індукції клітинних систем. Вагомим фактором для досягнення 
максимального відгуку є створення біоселективних матриць, товщина 
учаїх не перевищувала б розміру клітини. Отримання таких моноша-
ровііх мембран є суттєвим моментом, оскільки запобігає виникненню 
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лаг-періодів та значно скорочує час відгуку сенсора (бар'єрні ефек
ти для проникнення субстратів та продуктів реакції зведені до міні
муму) [19]. 

Застосування клітинних датчиків: комерціалізація та проблеми. 
Якщо розглядати області застосування клітинних сенсорів, то во'ни мо
жуть бути такими: а) контроль процесів ферментації; б) аналіз якості 
харчових продуктів; в) моніторинг навколишнього середовища; г) ді
агностика. 

Сенсори першого скерування застосовуються для визначення клю
чових параметрів процесів ферментації: /концентрація клітин; погли
нання джерел вуглецю, в основному, глюкози; наявність джерел азоту, 
зокрема, солей амонію і амінокислот; визначення кінцевих продуктів 
процесів ферментації. Методи, що застосовуються для визначення ди
наміки зміни мікробної популяції, базуються або на визначенні АТР 
за допомогою люциферазної системи (варіант, комерціалізований у 
Нідерландах, Lumac BV) [17], або на визначенні NADH-залежної 
флуоресценції (комерційний варіант випрацювано у Швейцарії, Ingold 
AG^ [17]. Сенсорна система на основі детекції поверхневих акустичних 
хвиль, які генеруються внаслідок прикладання змінного потенціалу до 
пари гребінчастих електродів, що знаходяться на п'єзокристалі, комер
ціалізована у Великобританії (Bugmeter, Dulas Engineering Lid.) [100, 
101]. Зменшення амплітуди та фази вихідної хвилі, пов'язане з осідан
ням мікроорганізмів на поверхню кристала, служить мірою концентра
ції клітин. Розроблено також електрохімічний сенсорний пристрій для 
визначення концентрації аеробних та факультативно анаеробних клі
тин мікроорганізмів у водних суспензіях. Даний сенсор являє собою 
проточну комірку, яка містить кисневий електрод, покритий нетканим 
волокном із 1М-бензил-4-вінілпіридиній хлориду та стиролом. Акумуля
ція мікроорганізмів на поверхні електрода призводить до сповільнення 
дихання клітин. Швидкість зменшення електричного струму пропорцій
на ^ нцентрапії клітин. Мінімальна концентрація клітин (Escherichia 
coli у даному випадку), яка може бути визначена, складає 3,7-105 клі
тин у 1 мл [103]. 

До другого напрямку відносяться амперометричні системи для ви
значення забруднення харчових продуктів патогенними організмами, 
які базуються на переносі електронів від клітин до кисневого електрода 
через молекули медіатора (фериціанід, фероцен чи бензохінон). Ство
рена комерційний прототип біосенсору на цій основі — «Biochec», 
Іздатний детектувати до 106 клітин у 1 мл менш ніж за 2 хв. І[17]. 
Розроблено також кілька комерційних варіантів оптичних біосенсорів 
для визначення забрудненості харчових продуктів клітинами Salmo
nella, Listeria і Staphylococcus з використанням системи антиген/ан
титіло [103]. 

Третій тип мікробних сенсорів призначений для аналізу хімікатів 
(нітрати, сульфати [63, 69] ,монометилсульфат [57]), визначення про
цесів біологічного споживання кисню (БСК) [15—18] та детекції ток
синів [104] і мутагенів [34, 35, 56]. Один із пристроїв для вимірюван
ня БСК на основі клітин Trichosporon cutaneum комерціалізовано у 
Японії (Nissan Denki). 

Починаючи із 1975 p., коли Divies створив перший клітинний біо-
сенсор для реєстрації концентрації етанолу на базі Acetobacter xyli-
піит [26], і до сьогодні описано велику кількість біосенсорних при
строїв, в яких як біокаталізатор використовують цілі клітини мікроор
ганізмів. Але, не зважаючи на це, розробленим біосенсорам притаманні 
деякі вади [5]: а) низька специфічність — найважливіший, найвагомі
ший недолік клітинних біосенсорів; б) значний час відгуку та релак
сації; в) проблема збереження активності при довгостроковому 
зберіганні. 

Як відомо, тільки декілька описаних мікробних сенсорів відрізня
ються високим ступенем стабільності та селективності. Показовим у 
цьому відношенні може бути бактерійний сенсор на основі клітин Sar-
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cina flava для визначення концентрації глутаміну. Вплив інших аміно
кислот та деяких біологічних компонентів, зокрема, сечовини та креа-
тиніну на величину відгуку сенсора зведений до мінімуму [51]. Описа
ний датчик володіє також значно вищим рівнем стабільності (20 днів) 
у порівнянні з аналогічним ензимним сенсором на основі ізольованої 
деамінази (1 день). Це, без сумніву, зумовлено тим, що клітина зна
ходиться в «еволюційно оптимізованому оточенні». 

Існує декілька підходів, що застосовуються для підвищення чут
ливості та селективності мікробних датчиків [36]: 

1) індукція певних транспортних і/або метаболічних систем; 
2) пригнічення небажаних транспортних і/або метаболічних 

шляхів; 
3) коіммобілізація клітин з ферментами, тобто створення гібрид

них сенсорів для позбавлення від інтерференції окремих субстратів чи 
утворення специфічних продуктів. 

Так, механізм індукції був успішно застосований для розробки біо-
сенсорів, специфічних до гістидину на основі Pseudomonas spp. [53]; 
до фенолів на базі Trichosporon cutaneum [41, 42]; до аскорбінової кис
лоти з використанням Enterobacter agglomerans [13], до тирозину на 
основі Aeromonas phenologenes [71] і лактату на базі Bacillus subtilis 
[32]. Встановлено, що при вирощуванні клітини В. subtilis на сере

довищі з мальтозою відбувається індукція систем її транспорту та 
асиміляції. 

Автори роботи [65] використали інший підхід для підвищення се
лективності потенціометричного сенсора на піруват із застосуванням 
клітин Streptococcus faecium, оброблених йодацетамідом (для інгібу
вання процесу гліколізу) та тираміном (для інгібування позаклітинної 
тирозиндекарбоксилази). Чутливість аргінінового сенсора була підви
щена внаслідок внесення азиду натрію для зняття інтерференції з бо
ку глутаміну та аспарагіну [105]. 

Третій підхід полягав у розробці гібридних амперометричних біо-
сенсорів для визначення NAD+ на основі клітин Е. соїі та NADa3H [60]; 
сечовини та креатиніну — на базі уреази чи креатинінази та нітрифі
куючих бактерій [31,38]. 

Нами було запропоновано ще один спосіб підвищення селективно
сті клітинних сенсорів — конструювання штамів мікроорганізмів з ге
нетичним пошкодженням заданих метаболічних систем. Так, було от
римано штами метилотрофних дріжджів Hansenula polymorpha та 
Pichia pinus шляхом введення блоків окислення метанолу, етано
лу та формальдегіду на стадії подальшого окислення органічних кис
лот і на їх основі створено лабораторні моделі високоселективних. 
клітинних біосенсорних пристроїв, чутливих до метанолу, етанолу та 
формальдегіду із застосуванням напівпровідникових перетворюва
чів [106—109]. 

Виходячи з вищевикладеного, можна зробити наступні висновки: 
1) подальший прогрес у сфері створення та аналітичного застосу

вання мікробних сенсорних систем пов'язаний, очевидно, із новими до
сягненнями у молекулярній генетиці, біохімії мікроорганізмів, мем
бранній та мікроелектронній технологіях; 

2) розвиток комерційних варіантів мікробних сенсорів буде, на
самперед, базуватись на застосуванні амперометричних та оптичних 
трансдукторів (у сфері аналізу речовин) та п'езокристалів (в області 
контролю мікробних популяцій); 

3) буде продовжено пошук високотехнологічних та простих шляхів. 
іммобілізації мікроорганізмів на поверхні перетворювачів із забезпе
ченням максимального рівня їх життєздатності та стабільності; 

4) значна частина досліджень сконцентрується, вірогідно, на роз
робці високоселективних систем для моніторингу навколишнього сере
довища. 
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Ya. I. Korpan, M. V., Gonchar, N. F. Starodub, A. V. EVskaya 

BIOSENSORS BASED ON MICROORGANISM CELLS 

S u m m a r y 

This review summerizes the data from literature in the design of laboratory and commer
cial prototypes of .biosensors based on living cells of microorganisms. The potential be-
nefis and problems of the development of this field of analytical biotechnology are 
discussed. 
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