Бактерии Azotobacter chroococсum как основа рецепторного элемента биосенсора для определения токсичности
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Широкое использование химических веществ при производстве промышленно выпускаемых товаров приводит к увеличению выбросов потенциально токсичных загрязнителей в окружающую среду. Поскольку большинство токсичных загрязнителей являются канцерогенными и мутагенными, их широкое распространение создает серьезные угрозы для здоровья человека и приводит к снижению экологического разнообразия [1]. К традиционным методам обнаружения единичных токсинов относятся ультрафиолетовая спектрометрия и высокоэффективная жидкостная хроматография. В основе работы коммерческих приборов (Биотокс-10М, MicroTox, LUMIStox) для проведения токсикологических исследований лежит ингибирование люминесценции бактерий, вследствие чего данные методы, как правило, являются дорогостоящими и непригодными для анализа in situ [2]. В Российской Федерации нормативно закреплены методики определения интегральной токсичности на основе различных тест-объектов (ряска малая, инфузории Stylonychia mytilus, клетки млекопитающих), существенным недостатком которых являются трудоёмкость и длительность анализа [3]. Поэтому для осуществления быстрого, надежного, чувствительного и экономичного мониторинга токсичных соединений в составе промышленно выпускаемых товаров актуальна разработка экспресс-биосенсоров на основе целых клеток микроорганизмов. Целью данной работы являлось формирование биосенсора кислородного типа на основе бактерий Azotobacter chroococсum ВКМ В-1616 и его применение для определения интегральной токсичности товаров из полимерных и текстильных материалов. 
Для проведения измерений использовали кислородный электрод в сопряжении с БПК-анализатором «ЭКСПЕРТ-009» (ООО «Эконикс-Эксперт», Россия) в режиме «термооксиметр». Бактерии A. chroococcum на датчике были иммобилизованы методом капсулирования в диализную мембрану (Sigma-Aldrich, США). За ответ сенсора принимали максимальную скорость изменения концентрации растворенного кислорода от времени (мгО2/дм3·с-1).

Чтобы оценить возможность использования данных бактерий для анализа токсичности исследуемых проб, исследовали чувствительность микроорганизмов к модельным токсикантам. В качестве модельных токсикантов использовали ряд тяжелых металлов и органических веществ, не подвергающиеся окислению бактериями A. chroococcum (метанол, формальдегид, додецилсульфат натрия).
Для выявления токсического эффекта строили кривые концентрация-индекс токсичности, описывающие процент ингибирования в зависимости от концентрации. Измеряемым параметром был ответ биосенсора на добавление постоянной концентрации глюкозы 0,05 ммоль/л в присутствии токсикантов различных концентраций. Индекс токсичности рассчитывали по формуле (1):
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где T – индекс токсичности, %; Rглюкоза – ответ биосенсора на добавление глюкозы, мгО2/дм3∙с-1; Rтоксикант+глюкоза – ответ биосенсора на глюкозу в присутствии токсиканта.
Зависимость индекса токсичности от концентрации ионов железа для бактерий A. сhroococcum представлена на рисунке 1.
Для количественной оценки эффектов концентрацию, вызывающую 50 % ингибирования дыхательной активности биоматериала, определяют как полумаксимальная эффективная концентрация ЕС50 в мг/л. Из графика видно, ЕС50 железа составляет 16,5 мг/л.
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Рисунок 1. Зависимость индекса токсичности от концентрации железа в кювете.
Аналогичные зависимости были получены для всех исследуемых токсикантов и в таблице 1 представлены значения полумаксимальной эффективной концентрации (ЕC50). Проведено сравнение полученных результатов с результатами аналогов, описанных в научной литературе [4-7], и коммерческой тест-системой «Биотокс-10М» на основе биопрепарата «Эколюм».
Таблица 1. Значения ЕС50(мг/л) для биосенсоров различной природы
	Токсиканты
	A. сhroococcum
	«Эколюм»
	Аналоги / бактерии

	Метанол
	>200
	0,4
	‒


	Формальдегид
	>200
	1,7
	100 / Shewanella oneidensis [4]

	Додецилсульфат натрия
	15,7
	24
	‒

	Хром (III)
	18,3
	17
	8 / Активный ил [5]

	Цинк (II)
	>200
	27
	0,97 / Vibrio [6]

	Mn (II)
	>200
	80
	165 / Консорциумы железоокисляющих бактерий [7]

	Железо (III)
	16,5
	0,9
	48 / Активный ил [5]

	Кадмий (II)
	36
	0,02
	14,54 / Vibrio [6]


На основании данных, представленных в таблице 1, следует, что бактерии A. сhroococcum имеют высокую чувствительность к действию додецилсульфата натрия, ионов хрома и железа. Разработанная биосенсорная установка на основе кислородного электрода и бактерий A. сhroococcum сопоставима по чувствительности с биопрепаратом «Эколюм» к таким токсикантам, как ионы хрома и додецилсульфат натрия, и превосходит аналог по чувствительности к железу, что позволяет использовать её для оценки индекса токсичности.
В работе проведено исследование токсичности 5 образцов промышленно выпускаемых товаров, изготовленных из полимерных и текстильных материалов, с помощью биосенсора на основе бактерий A. сhroococcum и биолюминесцентным методом с использованием бактериального теста «Эколюм» на приборе «Биотокс-10М».
Для этого в кювету с фосфатным буферным раствором (рН=6,8) погружали электрод с иммобилизованными бактериями A. сhroococcum. Добавляли 1 мл водной вытяжки из промышленно выпускаемых товаров и дожидались установления стационара. Водные вытяжки образцов готовили в соответствии со стандартной методикой [8]. Затем добавляли аликвоту глюкозы и ожидали завершения изменений концентрации растворенного кислорода в кювете. Индекс токсичности рассчитывали по формуле (1). В результате измерений были получены результаты, представленные в таблице 2.
Таблица 2. Индекс токсичности образцов промышленно выпускаемых товаров
	№
	Образец /биоматериал
	Индекс токсичности, T, %

	
	
	A. сhroococcum
	«Эколюм»

	1
	Кукла резиновая
	11±3 (не токсичен)
	10±2 (не токсичен)

	2
	Обложка для паспорта
	23±6
	5±1 (не токсичен)

	3
	Мочалка
	7±3 (не токсичен)
	12±3 (не токсичен)

	4
	Сланцы мужские
	94±7 (токсичен)
	100±10 (токсичен)

	5
	Мягкая игрушка
	15±2 (не токсичен)
	8±2 (не токсичен)


При анализе образца №4 (сланцы мужские) с помощью разработанной биосенсорной системы и коммерческого аналога «Биотокс-10M» наблюдается корреляция данных (уровень токсичности более 50 %). Однако для биосенсора на основе кислородного электрода и бактерий A. сhroococcum индекс токсичности для высокотоксичного образца №4 (сланцы мужские) ниже, чем для коммерческого аналога, что может быть связано с более высокой устойчивостью данных бактерий к таким модельным токсикантам, как формальдегид, фенол, ацетон, толуол и др.
Таким образом, разработанный биосенсор на основе кислородного электрода и бактерий A. сhroococcum сопоставим по чувствительности с коммерческим биопрепаратом «Эколюм» по отношению к таким токсикантам, как ионы хрома (III), железа (III) и додецилсульфат натрия, что позволяет использовать его для оценки индекса токсичности промышленно выпускаемых товаров.

Литература:

1. Bilal M., Iqbal H.M.N. Microbial-derived biosensors for monitoring environmental contaminants: Recent advances and future outlook // Process Safety and Environmental Protection. 2019. V. 124. P. 8-17.
2. Do M.H., Ngo H.H., Guo W., et al. Microbial fuel cell-based biosensor for online monitoring wastewater quality: a critical review // Science of The Total Environment. 2020. V. 712. P. 135612.
3. Юдина Н.Ю., Зайцев М.Г., Арляпов В.А. и др. Биосенсор для экспресс-оценки интегральной токсичности товаров из полимерных и текстильных материалов // Биотехнология. 2021. Т. 37, вып. 6. С. 119-128.
4. Lee H., Yang W., Wei X., et al. A microsized microbial fuel cell based biosensor for fast and sensitive detection of toxic substances in water. In Proceedings of the 2015 28th IEEE International Conference on Micro Electro Mechanical Systems (MEMS), Estoril, Portugal, 18–22 January 2015 // IEEE: Piscataway, NJ, USA. 2015. P. 573–576.

5. Liu B., Lei Y., Li B. A batch-mode cube microbial fuel cell based “shock” biosensor for wastewater quality monitoring // Biosensors and Bioelectronics. 2014. Vol.62. P. 308–314.

6. Mohseni M., Abbaszadeh J., Maghool Sh., Chaichi M. Heavy metals detection using biosensor cells of a novel marine luminescent bacterium Vibrio sp. MM1 isolated from the Caspian Sea // Ecotoxicology and Environmental Safety. 2018. Vol. 148. – P. 555-560.

7. Tran P.H.N., Luong T.T.T., Nguyen T.T.T., et al. Possibility of using a lithotrophic iron-oxidizing microbial fuel cell as a biosensor for detecting iron and manganese in water samples // Environmental Science: Processes and Impacts. 2015. Vol. 17. P. 1806–1815.

8. ГОСТ 32075-2013. Материалы текстильные. Метод определения токсичности. Введ. 2015-09-01. М.: Стандартинформ, 2013. 6 с.
Исследования выполнены при финансовой поддержке Министерства науки и высшего образования РФ в рамках государственного задания № FEWG-2021-0013 (Биокаталитические платформы на основе клеток микроорганизмов, субклеточных структур и ферментов в сочетании с наноматериалами).
_1738076628.unknown

