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В настоящее время для быстрого анализа
биоцидности (токсичности) широко приме�
няют биотестирование. Среди различных
разработанных биотестов, использующих
живые организмы в качестве чувствитель�
ных структур, особый интерес вызывают ос�
новывающиеся на морских светящихся бак�
териях, обладающих способностью излучать
в результате жизнедеятельности свет в сине�
зеленой области спектра. Биоцидность при
этом определяется по уменьшению интен�
сивности бактериальной люминесценции
в ответ на введение исследуемого объекта [1,
2]. С целью наиболее полного обеспечения
требований практики сегодня активно раз�
рабатываются биосенсорные устройства,
позволяющие проводить простой, высокочу�
вствительный и экспрессный анализ. Эти
устройства находят применение во многих
странах мира для контроля качества воды,
оценки токсичности сточных вод, определе�

ния биологического действия новых лекар�
ственных веществ [3, 4]. Основная проблема
при их создании состоит в поиске подходов
для эффективной иммобилизации бактерий
на твердой фазе, составляющей чувстви�
тельный элемент биосенсора. В литературе
описано применение широкого спектра сор�
бентов для иммобилизации микроорганиз�
мов, включая поливиниловый спирт, ага�
розный, сефарозный и альгинатный гели,
поликарбамоилсульфонат, микропористые
фильтры, полимеры из сульфонатстирена,
дивинилбензена и др. [5–11]. Однако многие
из них не могут быть использованы для
включения светящихся бактерий в биосен�
сор из�за критического уровня потери ими
функциональных свойств. В частности, сог�
ласно нашим предварительным исследова�
ниям среди указанных выше гелей лишь
сформированный на основе сефарозы позво�
лял в какой�то мере регистрировать биолю�
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Для проведения биоанализов осуществлена иммобилизация светящихся бактерий Vibrio fischeri F1, Vibrio
harveyi Ms1 и Photobacterium phosphoreum F2, выделенных из Черного моря, и бактерии Photobacterium leiogA
nathi Sh1 — из Азовского моря, на неорганических носителях, в частности на фосфате и карбонате кальция, ок�
сиде и гидроксиде алюминия. Установлено, что при использовании фосфата кальция и гидроксида алюминия
наблюдалось уменьшение суммарной интенсивности свечения в среде до 20–70%. В случае применения карбона�
та кальция и оксида алюминия в качестве сорбентов биолюминесценция возрастала до 120–160% относительно
контрольных значений. Последние два носителя выбраны для дальнейших исследований и показано, что мак�
симальный уровень адсорбции на них достигается в течение 2 ч при концентрации бактерий более 2,6·108 кл/мл.
Бактериальные клетки достаточно прочно удерживаются на сорбентах и не смываются 3%�м раствором NaCl,
а также сохраняют начальный уровень биолюминесценции в три раза дольше, чем бактериальная суспензия.
В адсорбированном и свободном виде светящиеся бактерии проявляют сходную чувствительность к действию
токсических факторов, что было показано с использованием хлорида цинка в качестве вещества для тестирова�
ния состояния биолюминесцентных систем.
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минесценцию клеток [12]. Поэтому поиск
твердой фазы для включения клеток светя�
щихся бактерий и создания на их основе оп�
тических биосенсоров является весьма акту�
альной задачей. Целью настоящей работы
явилось изучение функциональных харак�
теристик светящихся бактерий, выделен�
ных из Черного и Азовского морей, после
сорбции их на неорганических носителях,
а также оценка применимости иммобилизо�
ванных таким образом бактерий для биотес�
тирования.

Материалы и методы

В работе использованы морские светя�
щиеся бактерии Vibrio fischeri F1 IMB B�
7070, Vibrio harveyi Ms1 и Photobacterium
phosphoreum F2 IMB B�7071, выделенные из
Черного моря, а также бактерии PhotobacteA
rium leiognathi Sh1 — из Азовского моря [13].
Бактерии выращивали в течение 16–18 ч на
жидкой питательной среде следующего соста�
ва (г/л): пептон — 5; дрожжевой экстракт —
2,5; NaCl — 30; K2HPO4·7H2O — 15;
(NH4)2HPO4 — 0,5; MgSO4 — 0,1; глицерол —
1 мл/л. Культивирование проводили при
различных температурных режимах:
P. phosphoreum — при 15–20° С, V. fischeri,
V. harveyi Ms1 — 20–25° С, P. leiognathi
Sh1 — 28–32° С.

В качестве носителей для сорбции бакте�
рий использовали фосфат и карбонат каль�
ция, оксид и гидроксид алюминия. Сорбен�
ты предварительно промывали фосфатным
буферным раствором (рН = 7,1). Навеску
сорбента 50 мг смешивали с 0,9 мл питатель�
ной среды и 0,1 мл суточной бактериальной
культуры. Систему помещали в термостат и
инкубировали в течение 2 и 20 ч при опти�
мальной для каждого вида бактерий темпе�
ратуре: P. phosphoreum — 20° С; V. fischeri
и V. harveyi — 25° С; P. leiognathi — 30° С.
Контрольные образцы готовили без добавле�
ния сорбентов. Носитель с адсорбированными
бактериями отделяли от среды центрифуги�
рованием в течение 10 мин при 1 000 об/мин
с последующей трехкратной промывкой
3%�м раствором хлорида натрия. 

Количество адсорбированных на носите�
ле бактерий и их биолюминесценцию опре�
деляли по разности оптической плотности
и интенсивности свечения суспензии в конт�
рольном образце и в среде после отделения
сорбента.

Стабильность полученных образцов оце�
нивали по уменьшению интенсивности био�
люминесценции во времени. Для этого бак�

терии, иммобилизованные на неорганичес�
ких носителях, помещали в холодильник
при температуре +8° С. Периодически, в те�
чение нескольких дней, отбирали пробы
и определяли интенсивность их биолюми�
несценции. В качестве контроля использова�
ли суспензию светящихся бактерий, которую
готовили так же, как и иммобилизованную
культуру, и выдерживали в тех же условиях.

В процессе изучения применимости по�
лученных иммобилизованных форм светя�
щихся бактерий для биотестирования ис�
пользовали хлорид цинка (действие Zn2+)
в качестве вещества, подлежащего анализу.
Результаты биотестирования представляли
в виде эффективной концентрации вещест�
ва, ингибирующей биолюминесценцию на
50%, — ЭК50. Концентрацию бактерий опре�
деляли по оптической плотности суспензии
при λ = 600 нм. Измерение биолюминесцен�
ции проводили на биолюминометре БЛМ�
8801 — СКТБ «Наука» (Россия).

Результаты и обсуждение

Установлено, что светящиеся бактерии
при контакте с неорганическими носителя�
ми концентрируются на них, что сопровож�
дается уменьшением числа клеток в жидкой
фазе. При анализе оптической плотности
жидкой фазы выявлено, что около 90% всех
бактерий переходят на твердую фазу. Эта ве�
личина зависела от типа носителя и штамма
светящихся бактерий (табл. 1). Интенсив�
ность биолюминесценции бактерий в про�
цессе адсорбции может как увеличиваться,
так и уменьшаться. Так, при использовании
фосфата кальция и гидроксида алюминия
наблюдалось уменьшение суммарной интен�
сивности свечения в среде до 20–70%, а для
карбоната кальция и оксида алюминия био�
люминесценция возрастала до уровня
120–160% от контрольных значений. 

Количество адсорбированных бактерий
и их свечение не всегда коррелировали меж�
ду собой, что свидетельствует о влиянии сор�
бента и процесса адсорбции на метаболичес�
кие процессы в бактериальных клетках.
Дальнейшие эксперименты проводили с ис�
пользованием оксида алюминия и карбоната
кальция, адсорбция бактерий на которых
сопровождалась общим увеличением интен�
сивности их свечения.

Детальное изучение процесса адсорбции
светящихся бактерий на выбранных неорга�
нических носителях осуществляли, опреде�
ляя зависимость биолюминесценции носи�
теля с адсорбированными бактериями от 
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концентрации внесенных бактерий. Резуль�
таты представляли в виде изотермы адсорб�
ции, дающей возможность оценить значение
максимальной адсорбции и получить пред�
ставление о толщине адсорбционного слоя.
Дополнительный анализ изотермы может
дать математическое описание процесса ад�
сорбции. Для ее построения был выбран пе�
риод инкубации бактерий в присутствии но�
сителя в течение 2 ч, с тем чтобы достичь
адсорбционного равновесия. Именно этот
период, согласно нашим контрольным наб�
людениям, был недостаточным для заметно�
го роста бактериальной культуры. Как пока�
зали исследования, максимальный уровень
адсорбции наблюдался при начальной кон�
центрации бактерий от 2,6·108 кл/мл и выше
(рис. 1). Отсутствие второго максимума на
полученной кривой дает основание считать,
что образуется только один адсорбционный
слой (по аналогии с мономолекулярной ад�
сорбцией Гиббса).

С увеличением времени инкубации носи�
теля и бактериальной культуры до 20 ч для
обеспечения роста бактерий в среде до ста�
ционарной стадии наблюдалось снижение
количества адсорбированных бактерий и об�
щей интенсивности биолюминесценции об�
разцов. Процесс адсорбции в этих условиях
усложнялся, уровень максимальной адсорб�
ции сдвигался в область больших концент�
раций бактериальных клеток, а на изотерме

адсорбции появлялся дополнительный мак�
симум. Судя по характеру кривой при 20 ч
культивирования, можно предположить,
что происходит адсорбция с формированием
нескольких адсорбционных слоев. Первый
слой образуется в течение первых 2 ч инку�
бации при концентрации бактериальных
клеток в среде 2,6·108 кл/мл и выше. При
большей концентрации клеток светящихся
бактерий в среде происходит формирование
следующего слоя, что приводит к затуханию
биолюминесценции уже адсорбированных
клеток и снижению общей интенсивности
свечения образцов.

Сформированные адсорбционные слои
светящихся бактерий относительно прочно
удерживались носителем, что было установ�
лено при изучении десорбционных процес�
сов на оксиде алюминия. При трехкратной
промывке сорбентов 3%�м раствором NaCl
концентрация бактерий и интенсивность
свечения в надосадочной жидкости снижа�
лись в 2–2,5 раза за цикл, в то время как
в твердой фазе оставались относительно пос�
тоянными. 

Таблица 1. Характеристики адсорбции
светящихся бактерий 

на неорганических носителях

Штамм Сорбент 

Интенсив7
ность био7
люминес7

ценции, %

Количество
бактерий,

%

V. fischeri
F1

CaCO3
Al2O3

Ca3(PO4)2
Al(OH)3

188,9
51,4
13,9
14,5

48,4
71,5
92,5
75,9

V. harveyi
Ms1 

CaCO3
Al2O3

Ca3(PO4)2
Al(OH)3

101,6
152,8
34,5
25,4

34,5
24,3
43,2
27,9

P. phosphoA
reum F2 

CaCO3
Al2O3

Ca3(PO4)2
Al(OH)3

126,8
159,2
58,8
5,4

19,3
48,2
71,4
77,2

P. leiogA
nathi Sh1 

CaCO3
Al2O3

Ca3(PO4)2
Al(OH)3

116,8
83,8
43,6
6,4

14,5
71,9
42,8
35,9

Рис. 1. Изотерма адсорбции P. leiognathi Sh1 
на оксиде алюминия

Таблица 2. Изучение десорбции бактерий 
с оксида алюминия

Количество
промываний

Интенсивность
биолюминесцен7

ции в твердой
фазе, % 

Интенсивность
биолюминесцен7
ции в надосадоч7
ной жидкости, % 

0 100 100 

1 100 40 

2 97 15 

3 93 6
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При создании биосенсорных устройств
на основе иммобилизованных светящихся
бактерий важной задачей является сохране�
ние чувствительности биологического эле�
мента при биотестировании. Адсорбция бак�
терий на неорганических носителях, как
отмечалось выше, может приводить к повы�
шению общего уровня бактериальной люми�
несценции, что, очевидно, свидетельствует о
благоприятных физиологических условиях.
С целью определения стабильности получен�
ных иммобилизованных форм бактерий бы�
ла изучена зависимость интенсивности их
биолюминесценции во времени (рис. 2). Ис�
следования проводили с использованием но�
сителей, выбранных на предыдущих стади�
ях работы: оксидом алюминия и карбонатом
кальция. Как следует из приведенной гисто�
граммы, иммобилизация светящихся бактерий
способствовала значительному увеличению
стабильности по сравнению с контролем.
В качестве контроля использовали бактери�
альную суспензию на жидкой питательной
среде, которую обычно применяют для био�
тестирвоания токсичности. Результаты по�
казали, что полученные формы светящихся
бактерий могут храниться в три раза доль�
ше, сохраняя при этом высокую интенсив�
ность биолюминесценции, в пределах 80%
от начальных значений.

Увеличение стабильности и общей ин�
тенсивности биолюминесценции иммобили�
зованных образцов светящихся бактерий, на
наш взгляд, может быть обусловлено таким
их свойством, как quorum sensing (дистан�

ционные микроб�микробные взаимодей�
ствия). Заключается оно в том, что при низком
содержании в среде (например, в морской
воде) бактериальные клетки практически не
излучают свет. При большой концентрации
фотобактерий достигается пороговая конце�
нтрация автоиндуктора, которая запускает
экспрессию соответствующих генов, ответ�
ственных за их биолюминесценцию, и клет�
ка начинает светиться. На частицах сорбен�
та во время иммобилизации бактерий может
происходить аналогичное явление. Клетки
бактерий концентрируются на поверхности
носителя, что приводит к высоким локаль�
ным значениям концентрации автоиндуктора.
Результатом этого является более высокая
интенсивность бактериальной биолюминес�
ценции. Бактерии, иммобилизованные на
сорбенте, существуют и реагируют уже не
как отдельные клетки, а как сообщество,
что обусловливает и большую стабильность
свечения образцов во времени. 

В связи с выдвинутым предположением
важным вопросом является чувствитель�
ность иммобилизованных бактерий к дейст�
вию токсических факторов, что и будет оп�
ределять перспективность их применения
в составе биосенсоров. В качестве токсичес�
кого фактора в работе был выбран хлорид
цинка, часто используемый для проверки
работоспособности коммерческих тест�сис�
тем на основе светящихся бактерий. При 15�
минутном тесте эффективная концентрация
сульфата цинка, приводящая к уменьше�
нию уровня биолюминесценции на 50%
(ЭК50), согласно международным стандар�
там составляет 3,0–10,0 мг/л [14, 15]. 

Сравнение чувствительности различных
штаммов светящихся бактерий, иммобили�
зованных на неорганических носителях,
к действию ионов цинка, показало, что мак�
симальные значения этого показателя наб�
людались для P. phosphoreum F2 и P. leiogA
nathi Sh1 при использовании в качестве
носителя оксида алюминия. В целом сохра�
нялась сходная чувствительность биотестов
на иммобилизованных и свободных формах
светящихся бактерий (табл. 3).

Таким образом, инкубация светящихся
бактерий с неорганическими носителями
позволяет получить их иммобилизованную
форму для проведения биоанализов. Уста�
новлено, что при иммобилизации бактерий
на карбонате кальция и оксиде алюминия
их биолюминесцентные свойства усилива�
ются, а в случае использования фосфата
кальция и гидроксида алюминия в качестве
сорбента — снижаются. Максимальный 

Рис. 2. Оценка стабильности биолюминесценции
иммобилизованных препаратов:

1 — контроль (суспензия бактерий); 2 — бактерии,
иммобилизованные на карбонате кальция; 3 — бак�
терии, иммобилизованные на оксиде алюминия

1

3

2
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уровень адсорбции бактерий на неоргани�
ческих носителях достигается в течение 2 ч
при их начальной концентрации более
2,6•108 кл/мл. Бактериальные клетки отно�
сительно прочно удерживаются на сорбенте
и не смываются при обычной промывке 3%�м
раствором NaCl. Светящиеся бактерии, им�
мобилизованные на оксиде алюминия и кар�

бонате кальция, обладают в три раза боль�
шей стабильностью свечения, чем суспензия
бактерий в жидкой среде. Светящиеся бак�
терии в адсорбированном и свободном виде
проявляют подобную чувствительность
к действию токсических факторов, что было
показано на примере использования в каче�
стве тест�агента хлорида цинка.

Таблица 3. Сравнение эффективной концентрации (ЭК50) хлорида цинка в биолюминесцентных тестах
на свободных и иммобилизованных светящихся бактериях

Штамм 
ЭК50 (ZnCl2), мкг/мл 

Контроль CaCO3 Al2O3 Ca3(PO4)2 Al(OH)3 Сред. знач.

V. fischeri F1 26,2 2,6 18,6 27,2 2 15,3 

P. phosphoreum F2 0,9 3,8 4,0 1,9 1,3 2,4 

V. harveyi Ms1 4,8 35,2 1,9 47,6 34,3 24,8 

P. leiognathi Sh1 7,2 22,5 6,3 19,6 6,0 12,3 

Среднее значение ЭК50, мкг/мл 9,8 16,0 7,7 24,1 10,9 13,7 
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ІММОБІЛІЗАЦІЯ БІОЛЮМІНЕСЦЕНТ7
НИХ БАКТЕРІЙ НА НЕОРГАНІЧНИХ

НОСІЯХ ТА ОЦІНКА ПРИДАТНОСТІ ЇХ
ДЛЯ БІОТЕСТУВАННЯ
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1Кримський державний медичний університет
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Для проведення біоаналізів здійснено
іммобілізацію біолюмінесцентних бактерій
Vibrio fischeri F1, Vibrio harveyi Ms1 і PhotobacA
terium phosphoreum F2, що виділені з Чорного
моря, та Photobacterium leiognathi Sh1 —
з Азовського моря, на неорганічних носіях,
зокрема на фосфаті й карбонаті кальцію та ок�
сиді й гідроксиді алюмінію. Встановлено, що
в разі використання фосфату кальцію та
гідроксиду алюмінію спостерігається змен�
шення загальної інтенсивності світіння в сере�
довищі до 20–70%. У випадку застосування як
сорбентів карбонату кальцію й оксиду алюмі�
нію біолюмінесценція зростала до 120–160%
відносно контрольних значень. Останні два носії
було вибрано для подальших досліджень і пока�
зано, що максимальний рівень адсорбції бак�
терій на них досягається протягом 2 год за почат�
кової концентрації клітин понад 2,6·108 кл/мл.
Бактеріальні клітини достатньо міцно трима�
ються на сорбентах і не змиваються з них 3%�м
розчином NaCl. В адсорбованому й у вільному
вигляді світні бактерії виявляють схожу чут�
ливість до дії токсичних факторів, що було
показано з використанням хлориду цинку як
речовини для тестування стану біолюмінесцент�
них систем.

Ключові слова: біолюмінесцентні бактерії,
іммобілізація, неорганічні носії, чутливість до
хлориду цинку, біосенсорні пристрої.

IMMOBILIZATION OF BIOLUMINES7
CENT BACTERIA ON THE NONORGANIC

SUBSTANCES AND ESTIMATION OF
THEIR ABILITY FOR BIOTESTING
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In order to fulfill biotesting it was accom�
plished the immobilization of bioluminescent
bacteria Vibrio fischeri F1, Vibrio harveyi Ms1,
Photobacterium phosphoreum F2 and PhotobacteA
rium leiognathi Sh1 isolated from Black and
Azov seas on the nonorganic substances, namely:
calcium phosphate and carbonate as well as alu�
mina oxide and hydroxide. It was stated that the
total intensity of bioluminescence decreased up
to 20–70% when calcium phosphate and alumina
hydroxide were applied. If calcium carbonate
and alumina oxide were used as sorbents, biolu�
minescence increased up to 120–160% in com�
parison with the control level. Both last sorbents
were chosen for the next investigations and it
was demonstrated that the maximal level of bacte�
ria adsorption may be achieved after 2 hours, when
their concentration exceeded 2,6·108 cells/ml.
Bacterial cells are relatively strong fixed and
they do not remove under washing with NaCl
solution (3%). Similar sensitivity to the influ�
ence of toxic substances of adsorbed and free bac�
teria have been shown. It was demonstrated in
the experiments with zinc chloride as traditional
test for investigation of bioluminescent systems
state. 

Key words: bioluminescent bacteria, immobi�
lization, nonorganic sorbents, sensitivity to zinc
chloride, biosensors.




