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Biosensory mikrobiologiczne bazujace
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na zjawisku luminescencj
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Streszczenie: w prezentowanej pracy zostata przedstawiona charakterystyka biosensoréw
luminescencyjnych, pokazano ich miejsce w catej rodzinie biosensoréw. Opisano role
mikroorganizmdw w biosensorach opartych na luminescencji. Przedstawiono mechanizm
luminescencji w bakteriach oraz przyktady genetycznie zmienionych mikroorganizméw i ich
zastosowanie jako mikrobiologicznych biosensoréw opartych na luminescencji. Zaprezentowano
zastosowanie mikrobiologicznych biosensoréw luminescencyjnych w ochronie srodowiska, przemysle
spozywczym, przemysle obronnym i medycynie, a takze pokazano przyktady komercyjnie dostepnych
czujnikéw mikrobiologicznych z uwzglednieniem tych bazujgcych na zjawisku luminescencji.

Stowa kluczowe: biosensor, detekdja, luminescendja, analit, mikroorganizm

1. Wprowadzenie

Wraz z rosnacym tempem zycia i rozwojem cywilizacyjnym
rosnie zanieczyszczenie srodowiska naturalnego, co bezpo-
$rednio przeklada sie na rosnace zagrozenia zdrowia i zycia
czlowieka wywolane zwiazkami chemicznymi o wlasciwosciach
genotoksycznych i cytotoksycznych.

Dlatego oprécz szczegbltowych analiz wykonywanych w spe-
cjalistycznych laboratoriach przez wykwalifikowany personel
dazy si¢ do rozwoju tatwych w obstudze, tanich i szybkich urza-
dzenn do monitorowania szkodliwych substancji znajdujacych
sie w powietrzu, wodzie pitnej, glebie czy zywnoéci. Doskona-
lym rozwiazaniem wydaja sie by¢ biosensory, ktére powszech-
nie stosowane sa w ochronie Srodowiska [1-3], medycynie [4-6]
przemysle spozywezym [7-9] lub przemysle obronnym. W calej
rodzinie biosensoréw mozna wyrézni¢ mikrobiologiczne bio-
sensory bazujace na zjawisku luminescencji, ktére ze wzgledu
na ich dobra czutosé, szybka reakcje na zanieczyszczenie oraz
szerokie spektrum temperatury i zakres pH, w ktérych moga
pracowaé, sa coraz czesciej stosowane.

Biorac pod uwage wzrastajaca ich atrakcyjnosé, na pod-
stawie najnowszych doniesien naukowych, starano si¢ zglebié
w prezentowanej pracy ten szczegdlny rodzaj czujnikéw poka-
zujac ich specyficzne wlasciwosci na tle innych biosensoréw.
W przegladzie literatury mozna znalezé liczne prace zwiazane
z czujnikami mikrobiologicznymi, ale nie znaleziono wsréd
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nich takiej, ktora skupiataby wyselekcjonowane informacje na
temat biosensoréw mikrobiologicznych bazujacych na zjawisku
luminescencji. Ponizsza praca ma na celu zapoznanie czytel-
nika z luminescencyjnymi biosensorami mikrobiologicznymi.
Przez ich poznanie (podanie charakterystyk, mechanizméw
dzialania), pokazanie ich atrakcyjnosci oraz opis mozliwych
ich zastosowan, starano si¢ wzbudzi¢ zainteresowanie odbiorcy
i przedstawi¢ unikatowosé tego typu czujnikéw.

2. Charakterystyka biosensorow
luminescencyjnych

Biosensor, wedlug definicji IUPAC (ang. International
Union of Pure and Applied Chemistry), to samowystarczalne
zintegrowane  urzadzenie, dostarczajace  specyficznych
ilosciowych lub poétiloéciowych informacji analitycznych przy
uzyciu skladnikéw umieszczonych w bezpos$rednim kontakcie
z elementem przetwarzajacym [10]. Biosensor to rodzaj
czujnika bazujacy na procesie rozpoznawania biochemicznego/
biologicznego skladajacy sie z selektywnej czeSci receptorowej
i czedei przetwornikowej.

W czesci receptorowej nastepuje selektywny wychwyt cza-
steczki analizowanej (analitu) a proces ten jest mozliwy dzieki
znajdujacej sie w tej warstwie matrycy, na powierzchni ktoérej
znajduja sie receptory bedace zazwyczaj niestabilnymi moleku-
tami biologicznymi na przyklad: proteinami, enzymami, kwa-
sami nukleinowymi, antygenami, organellami komdrkowymi
[11]. W przypadku rozwazania biosensoréw mikrobiologicznych
w czesci receptorowej zazwyczaj umieszczane sa mikroorgani-
zmy a w szczegdlnosel bakterie [12].

W czeéci przetwornikowej nastepuje zamiana wyniku biolo-
gicznego oddzialywania (miedzy molekulami receptora a ana-
litami) na sygnal mierzalny. Wychwyt analitu na powierzchni
biosensora mozna poréwnaé do zamka i klucza, gdzie zamkiem
jest biosensor, a w szczegélnoséci warstwa receptorowa a klu-
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czem analit (ang. lock-fit mechanizm). W zalezno$ci od typu
generowanego sygnalu biosensory mozna podzieli¢ na: biosen-
sory elektrochemiczne (potencjometryczne, amperometryczne,
kalorymetryczne), piezoelektryczne, termiczne oraz biosensory
optyczne (fluorescencyjne, absorpcyjne UV-Vis i luminescen-
cyjne) [13].

Zatem przez mikrobiologiczne biosensory luminescencyjne
nalezy rozumieé takie biosensory, ktéry w warstwie receptoro-
wej zawieraja mikroorganizmy (najczesciej bakterie), natomiast
detekcja analitu odbywa sie zgodnie ze zjawiskiem luminescen-
cji. Innymi stowy jest to urzadzenie, ktére wykrywa informacje
zwiazane ze zmianami fizjologicznymi i biochemicznymi mikro-
organizméw [14] na skutek wspéldzialania ich z substancjami
badanymi. Miejsce biosensoréw luminescencyjnych w rodzinie
wszystkich biosensoréow przedstawiono na rysunku 1.
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Rys. 1. Schemat budowy biosensora wraz z zasada dziatania
bioczujnika oraz miejsce mikrobiologicznego biosensora
luminescencyjnego w rodzinie biosensoréw

Fig. 1. Schematic diagram of the biosensor with the principle of operation
of the biosensor and the place of microbial biosensor luminescent family of
biosensors

3. Rola mikroorganizméw w biosensorach
opartych na bioluminescenciji

W konstrukeji biosensoréw mikroorganizmy umieszczane sa
w matrycy biosensorowej. Wykorzystuje si¢ immobilozowane
mikroorganizmy oraz ich odpowiedz na substancje zanieczysz-
czajaca. Powszechnie stosowanymi technikami immobilizacji
sa: techniki tapania i adsorpcji, wykorzystanie wiazan krzyzo-
wych, kowalencyjnych lub kombinacji réznych technik. Dobo6r
odpowiedniej techniki immobilizacyjnej zalezy od reakcji,
w jakiej uczestnicza bakterie podczas procesu detekcyjnego
[14]. OdpowiedZ biosensora na substancje zanieczyszczajaca
moze by¢ konsekwencja zmian fizyko-chemicznych w komoérce
wywolanych zmianami fizjologii lub zachowania si¢ organizméw
[12]. Ekspozycja biosensora na skazenie powoduje wymuszenie
konkretnych reakcji metabolicznych w komoérce i wlaczenie
lub wylaczenie genu reporterowego [15]. Gen luz pochodzacy
z luminescencyjnych morskich bakterii Vibrio fischerii Vibrio
harveyi jest odpowiedzialny za kodowanie enzymu katalizuja-
cego reakcje, ktéra moze byé w tatwy sposéb monitorowana.
W przypadku mikrobiologicznego biosensora luminescencyj-
nego najczesciej spotyka sie calokomoérkowe biologicznie zmo-
dyfikowane bakterie, ktére reaguja na toksyne przez synteze
bialka reporterowego — lucyferaze [12].
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4. Mechanizm luminescencji w bakteriach

Nie wszystkie bakterie maja wtasciwosci luminescencyjne.
Grupe wyrézniona stanowia bakterie posiadajace zestaw genow
luz. Geny odpowiedzialne za synteze¢ aldehydu to luzCDE, za$
lurAB — lucyferaze. Pozostale geny luzRI odpowiedzialne sa
za regulacje [14].

Powszechnie wiadomo [15], ze istnieja bakterie morskie
Photobacterium phoshoreum, Vibria fisheri, Vibria harveyi oraz
glebowe Photorhabdus emitujace Swiatto. Luminescencja bak-
terii przebiega w warunkach tlenowych. Podstawa zjawiska
bioluminescencji w bakteriach jest utlenianie lucyferyny przez
enzym zwany lucyferaza.

Lucyferaza laczac si¢ z flawinomononukleotydem (FMNH,)
za pomocy tlenu (O,) przeksztalca aldehyd w kwas tluszczowy,
a sama ulega wzbudzeniu przechodzac na wyzszy poziom ener-
getyczny. W wyniku takiej reakcji powstaje oksylucyferyna,
ktora jest czasteczka w stanie wzbudzonym, a przyjsciu ze
stanu wzbudzonego do stanu podstawowego towarzyszy jej
emisja kwantu $wietlnego o dlugosci fali (490 nm), co odpo-
wiada barwie zielono-niebieskiej.

Schemat reakcji mozna przedstawi¢ nastepujaco:

FMNH, + O, + RCHO —
FMN + H,0 + RCOOH + hv v(490 nm)

Bioluminescencja bakterii zwiazana jest przede wszystkim
z warunkami, w ktoérych sie znajduja. W optymalnych dla
ich funkcjonowania, na luminescencj¢ przeznaczaja mniej
niz jedna dziesiata energii pochodzacej z ich metabolizmu.
W miare zaburzenia srodowiska ich funkcjonowania, na przy-
ktad przez zanieczyszczenia, nastepuje zmiana metabolizmu
w bakteriach, a co za tym idzie spadek intensywnosci emisji
Swiatta. Mechanizm taki mozna zaobserwowaé¢ w gatunkach
bakterii Vibrio fischerii Vibrio harveyi oraz Phorhabdus [15].
Detekcja toksycznego zwiazku polega na zmianie intensywno-
$ci emisji $wiatla. Moze by¢ ona spowodowana modyfikacja
kompozycji aminokwaséw w blonie komoérkowej, ktéra wplywa
na synteze aminokwaséw — nosnikéw wewnatrzkomérkowych.
Fancuch biochemiczny zostaje zmieniony, co bezposrednio
przeklada si¢ na zmiang intensywnosci Swietlnej. Zmiana ta
moze by¢ rowniez konsekwencja zaburzenia produkcji energii
w komorkach [16].

Tabela 1. Zastosowanie mikrobiologicznych biosensoréw
luminescencyjnych wraz z genetycznie zmienionymi mikroorganizmami
Table 1. The use of microbiological luminescent biosensors with genetically
modified microorganisms

Mikroorganizm Zastosowanie Bibliografia
lr .
Escherichia coli HB101 toksw(}:]zrllzzrz?r;(;tali 6
z genami lux CDABE Y s
ciezkich
Escherichia coli g ni
5 e‘r IC. e con genetyc?n e $ledzenie tempa
zmieniona do ekspresji 21
) .. wzrostu
luminescencji
P fluorescens HK44 monitorowanie 929
z genami lux CDABE proceséw bioremediacji
Pseudomonas Purde | (TR FE |
z genami lux CDABE b e
i xylenu
Escherichia coli zawierajaca
1 id pGLITE kod ,
p aznuc p ,0 owana detekcja biocydow 18
Photorhabdus luminescencs
lux
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Tabela 2. Zestawienie zastosowan mikrobiologicznych biosensoréw luminescencyjnych

Table 2. Summary of applications of microbial luminescent biosensors

Zastosowanie

Medycyna
Bibliografia

Ochrona $rodowiska
Przemysl obronny

Przemyslt spozywczy

Monitorowanie toksycznosci zwigzkow arsenu

X
o
[=

Wykrywanie weglika, zapobieganie atakom bioterorystycznym X 30, 31
Monitorowanie toksycznosci grzybdéw X 28

Monitorowanie zanieczyszczen wody X 24, 25
Detekcja herbicydow i innych zanieczyszczen srodowiska X 22
Detekcja markera leukemii X 29
Detekcja toksycznoscei Zn, Cu, Cd X 18
Monitorowanie unieszkodliwienia bakterii w trakcie gotowania zywnosé X 27
Detekcja rteci w glebie i w wodzie z kranu X 23
Monitoring toksycznosci wody X 32

Istnieje jednak grupa bakterii zmodyfikowanych genetycz-
nie. Innowacja jest zmiana ekspresji genéw przez odwréce-
nie warunkéw, tzn. bakterie sa zdolne do emisji swiatta tylko
w obecnos$ci okreslonych zwiazkéw chemicznych. Zatem emisja
$wietlna nastepuje tyko wtedy, gdy bakterie wykryja okreslony
zwiazek chemiczny. Przykladem takiego mikroorganizmu jest
Pseudomonas fluorescens HK44 [14].

Genetycznie zmienione bakterie emitujace $wiatto moga by¢
wykorzystywane do $ledzenia tempa wzrostu [17], wykrywa-
nia toksycznosci metali ciezkich [18], monitorowania proceséw
bioremediacji [19] a takze identyfikacji BTEX, czyli benzenu,
toluenu, etylobenzenu czy xylenu [20], moga by¢ réwniez sto-
sowane w celu detekcji biocydow. Tabela 1 przedstawia przy-
ktady genetycznie zmienionych mikroorganizméw oraz ich
zastosowanie jako mikrobiologicznych biosensoréw opartych
na luminescencji.

5. Wykorzystanie mikrobiologicznych
biosensorow luminescencyjnych
w ochronie Srodowiska, przemysle
spozywczym, przemysle obronnym
i medycynie

Mikrobiologiczne biosensory luminescencyjne ze wzgledu na ich
wysoka czulosé, szybka reakcje biosensora na zanieczyszczenie
stanowiaca krétki czas odpowiedzi, mozliwosé zastosowania ich
w szerokim zakresie pH i temperatury, znalazty szerokie zasto-
sowanie w ochronie $rodowiska, przemysle obronnym, przemy-
$le spozywczym oraz w medycynie.

Biorac pod uwage najnowsza literature, najwigksza popu-
larnos¢ odnotowano w ochronie §rodowiska, gdzie za pomoca
mikrobiologicznych biosensoréw luminescencyjnych wykonuje
sie: pomiar toksycznodci wody [22, 24, 25|, analize pod katem
zawartosci w niej szkodliwych jonéw Zn, Cu, Cd [18] czy zawar-
tosci arsenu [26]. Mikrobiologiczne sensory luminescencyjne
wykorzystywane sa réwniez w przemysle spozywczym, gdzie
uzywane sa do monitorowania zawartosci szkodliwych bak-

terii w pozywieniu [27]. Przeprowadzone badania stuzyly do
okreslenia zawartosci bakterii podczas gotowania zywnosci.
Ciekawe uzycie mikrobiologicznych biosensoréw luminescen-
cyjnych zostalo zastosowane do okreslenia toksycznosci grzy-
béw [28]. Ponadto czujniki te wykorzystywane sa powszechnie
w medycynie, gdzie zastosowano je do monitorowania marke-
réw choroby nowotworowej [29] oraz w przemysle obronnym
w walce z bioterroryzmem, gdzie postuzyly do detekcji weglika
[30, 31]. Przykladowe zestawienie zastosowan mikrobiologicz-
nych biosensoréw luminescencyjnych przedstawiono w tabeli 2.

6. Komercyjnie dostepne biosensory
i biotesty mikrobiologiczne
z uwzglednieniem czujnikow
bazujacych na zjawisku luminescenciji

Biosensory ze wzgledu na szerokie mozliwosci zastosowan
oraz prosta obstuge tego typu urzadzen sa czujnikami nowej
generacji, ktérych rozwéj w ostatnim 20-leciu nastepuje
bardzo dynamicznie. W dobie coraz szybszego tempa zycia
oraz szczegblnej troski o jakos¢ wykonywanych pomiaréw,
biosensory stanowia ciekawa alternatywe do powszechnie
stosowanych dlugotrwalych metod detekeyjnych.

Czujniki te sa latwe w uzyciu, a stosowanie ich nie wymaga
specjalistycznego laboratorium ani wyszkolonego personelu.
7 tego tez wzgledu sa odpowiedzig na istniejace potrzeby i ze
wzgledu na swoja uniwersalnosé stanowia obszar godny uwagi
z perspektywy finansowej. Na podstawie analizy ekonomicz-
nej przeprowadzonej przez firme Transparenty Marked Rese-
arch szacuje sig¢, ze warto$¢ rynku biosensorowego w 2018 r.
osiagnie wielkos¢ 18,9 biliona USD. W calej rodzinie réznego
typu biosensoréw nalezy wyrézni¢ biosensory mikrobiologiczne
oparte na luminescencji. Ze wzgledu na szybki czas odpo-
wiedzi, wysoka czulo$é, mozliwoéé ich stosowania w szerokim
zakresie substancji monitorujacych w celu wykrywania ogoélnej
toksycznosci, okreslenia genotoksycznosci nowo syntetyzowa-
nych substancji chemicznych we wezesnym stadium rozwoju
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farmaceutycznego, badanie $ciekéw przemystowych pod katem
obecnosci ewentualnych zwiazkéw genotoksycznych, kontrola
bezpieczenstwa zaopatrzenia w wode pitng na obecno$é sub-
stancji chemicznych z potencjalng genotoksycznoscia oraz
badania mutagennych zanieczyszczen w srodowisku morskim
staja sie coraz bardziej powszechne.

Obecnie na rynku dostepne sa réznego rodzaju testy (Micro-
tox, Vitotox, UMU-ChromoTest, GreenScreen HC, Test Vibrio
Harveyi, SoS Chromotest, Mutatox), ktére réznia sie miedzy
soba przede wszystkim rodzajem mikroorganizméw uzytych
w ich konstrukcji, co bezposérednio przeklada sie na mecha-
nizm ich dzialania i zastosowanie. Przyklady komercyjnie

dostepnych czujnikéw mikrobiologicznych z uwzglednieniem
tych bazujacych na zjawisku luminescencji oraz ich charakte-
rystyke przedstawiono w tabeli 3.

Powszechnie dostepne mikrobiologiczne biosensory, w tym
rowniez biosensory bazujace na zjawisku luminescencji, stoso-
wane sa zarowno w instytucjach zwiazanych z biznesem jak
i w placéwkach naukowych, gdzie wykonywane sa badania
naukowe. W laboratoriach na calym $wiecie prowadzi sie réw-
niez zaawansowane prace nad udoskonaleniem juz istniejacych
urzadzen w celu poprawy jakosci ich detekcji oraz uzyciem
nowych zmodyfikowanych genetycznie mikroorganizmoéw.

Tabela 3. Przyktady komercyjnie dostepnych czujnikéw mikrobiologicznych z uwzglednieniem tych bazujacych na zjawisku luminescencji oraz

ich charakterystyka

Table 3. Examples of commercially available microbial sensors including those based on luminescence and their characteristics

Mikroorganizm/
Rodzaj testu ) Charakterystyka testu Zastosowania Bibliografia
organizm
Microtox V. fisheri Najczesciej stosowany i najlepiej
V. harveyi poznany biotest wykorzystujacy
bakterie luminescencyjne. Narazenie
uzytych w tedcie bakterii na dziatanie
T . . Wykrywalnie ogdlnej toksycznosci. 35
toksycznych substancji powoduje
zaklécenia ich procesu oddechowego
powodujac zmniejszenie ich
emisji $wietlnej.
Vitotox V. fisheri . L Mozna stosowaé w celu
Test genotoksycznosci bakteryjnej, . L.
, . okreslenia genotoksycznosci nowo
ktory wykrywa uszkodzenia .
syntetyzowanych substancji 36
DNA spowodowane przez : X
L. chemicznych we wezesnym stadium
zwiazki genotoksyczne. L.
rozwoju farmaceutycznego.
UMU-ChromoTest Genetycznie Badanie Sciekéw przemystowych
zmieniona Salmonella pod katem obecnosci ewentualnych
typhimurium Badanie jest oparte na indukeji zwiazkow genotoksycznych.
genu umuC, ktory jest polaczony Projekcja wod powierzchniowych
z genem lacZ, odpowiedzialnym za i podziemnych pod kontem 37
wytwarzanie beta-galaktozydazy, pozostalosci genotoksycznych.
(posredniego wskaznika uszkodzenia Kontrola bezpieczenstwa
DNA lub genotoksycznosci). zaopatrzenia w wode pitna na
obecno$é substancji chemicznych
z potencjalnej genotoksycznosci.
GreenScreen HC Ludzkie biatko p53, . .
. , . , Szybki test in vitro oparty na
linia komérkowa TK6. | Test wykrywa substancje, ktore sa , .
o i h komorkach ludzkich, stosowany
wykorzystanie biatka | zdolne do powodowania uszkodzen L.
. . do oceny genotoksycznosci 38
GFP jako reportera materialu genetycznego (DNA) . .,
PV .. . . i cytotoksycznosé
wlasciwej regulacji w obrebie komorki. k6w chemi b
zwigzkéw chemicznych.
genu GADD45a & v
Test V. harveyi W konstrukeji testu wykorzystane sa
Vibrio Harveyi zmutowane bakterie morskie Vibrio . . p
L . Badanie mutagennych zanieczyszczen
harveyi niezdolne do emisji Swiatla. ) K K 39
. K w Srodowisku morskim.
Pod wplywem dzialania mutagenu
odzyskuja zdolnosci emisyjne.
SOS Chromotest Escherichia coli System reperacji SOS jest
z genem lac Z aktywowany, gdy na komorke
bakteryjna zadziataja zwiazki 0 tok L. 40
cena genotoksycznosci.
uszkadzajace DNA. Odpowiedz & v
systemu SOS objawia sie synteza
b-galaktozydazy.
Mutatox V. fisheri Wykrycie substancji genotoksycznej
powoduje uszkodzenie DNA, co L.
. .. L. Ocena genotoksycznosci. 15
odzwierciedla pomiar intensywnosci
Swiatla emitowanego przez bakterie.
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Wyniki testu zaprezentowano w pracy japonskich naukow-
c6w [26]. SOS Chromotest zastosowano do oceny toksyczno-
$ci $ciekéw szpitalnych [33], a test Mutatox uzyto do oceny
genotoksycznosci wody [34]. Prezentowane rezultaty wskazuja
na bogate spektrum zastosowan i wykorzystania tego rodzaju
czujnikéw, co bezposrednio przyczynia si¢ do ich popularnosci.

7. Podsumowanie

Sledzac w literaturze przedmiotu najnowsze trendy dotyczace
rozwoju i zastosowan mikrobiologicznych sensoréw lumine-
scencyjnych mozna jednoznacznie stwierdzié¢, ze zagadnienia
zwiazane z tego typu bioczujnikami rozwijaja sie bardzo dyna-
micznie. Prowadzone badania maja charakter poznawczy i sa
realizowane nie tylko w celu udoskonalenia juz istniejacych
czujnikéw, a takze w celu poszukiwania nowych mozliwosci ich
zastosowania. Chociaz istniejace urzadzenia nie okreslaja pre-
cyzyjnie chemicznego rodzaju mutagendw, to caly czas stano-
wia ciekawa alternatywe dla bardziej skomplikowanych metod
analitycznych. Latwo$é w obstudze tego typu czujnikéow spra-
wia, ze moga by¢ stosowane przez niewykwalifikowany perso-
nel. Ponadto moga by¢ stosowane jako analizy uzupelniajace.
Rosnacy ich udzial w rynku sprawia, ze sa one atrakcyjne
zaréwno dla przedstawicieli biznesu, jak i nauki.
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Microbiological Biosensors Based on Luminescence

Abstract; In this paper microbiological biosensors based on luminescence were presented, showing
their place in the whole family of biosensors. The role of microorganisms in biosensors based on
luminescence have been described. The mechanism of luminescence in bacteria and examples of
genetically engineered microorganisms, their use as a microbial biosensors based on luminescence
has been shown. The use of microbiological luminescent biosensors in: environmental protection,
food industry, defense industry and medicine, as well as examples of commercially available
microbiological sensors including those based on luminescence phenomenon have been shown. In
reviewing the literature, there are numerous work-related microbiological biosensors, but not found
among them the manuscript which present selected information on the microbial biosensors based
on luminescence phenomenon. Novelty of this study is to provide the selected information on the
microbial biosensors based on luminescence and the presentation of their latest applications.

Keywords: biosensor detection, luminescence
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