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1. Wprowadzenie

Wraz z rosnącym tempem życia i rozwojem cywilizacyjnym 
rośnie zanieczyszczenie środowiska naturalnego, co bezpo-
średnio przekłada się na rosnące zagrożenia zdrowia i życia 
człowieka wywołane związkami chemicznymi o właściwościach 
genotoksycznych i cytotoksycznych. 

Dlatego oprócz szczegółowych analiz wykonywanych w spe-
cjalistycznych laboratoriach przez wykwalifikowany personel 
dąży się do rozwoju łatwych w obsłudze, tanich i szybkich urzą-
dzeń do monitorowania szkodliwych substancji znajdujących 
się w powietrzu, wodzie pitnej, glebie czy żywności. Doskona-
łym rozwiązaniem wydają się być biosensory, które powszech-
nie stosowane są w ochronie środowiska [1–3], medycynie [4–6] 
przemyśle spożywczym [7-9] lub przemyśle obronnym. W całej 
rodzinie biosensorów można wyróżnić mikrobiologiczne bio-
sensory bazujące na zjawisku luminescencji, które ze względu 
na ich dobrą czułość, szybką reakcję na zanieczyszczenie oraz 
szerokie spektrum temperatury i zakres pH, w których mogą 
pracować, są coraz częściej stosowane.

Biorąc pod uwagę wzrastającą ich atrakcyjność, na pod-
stawie najnowszych doniesień naukowych, starano się zgłębić 
w prezentowanej pracy ten szczególny rodzaj czujników poka-
zując ich specyficzne właściwości na tle innych biosensorów. 
W przeglądzie literatury można znaleźć liczne prace związane 
z czujnikami mikrobiologicznymi, ale nie znaleziono wśród 

nich takiej, która skupiałaby wyselekcjonowane informacje na 
temat biosensorów mikrobiologicznych bazujących na zjawisku 
luminescencji. Poniższa praca ma na celu zapoznanie czytel-
nika z luminescencyjnymi biosensorami mikrobiologicznymi. 
Przez ich poznanie (podanie charakterystyk, mechanizmów 
działania), pokazanie ich atrakcyjności oraz opis możliwych 
ich  zastosowań, starano się wzbudzić zainteresowanie odbiorcy 
i przedstawić unikatowość tego typu czujników.

2.	 Charakterystyka biosensorów 
luminescencyjnych 

Biosensor, według definicji IUPAC (ang. International 
Union of Pure and Applied Chemistry), to samowystarczalne 
zintegrowane urządzenie, dostarczające specyficznych 
ilościowych lub półilościowych informacji analitycznych przy 
użyciu składników umieszczonych w bezpośrednim kontakcie 
z elementem przetwarzającym [10]. Biosensor to rodzaj 
czujnika bazujący na procesie rozpoznawania biochemicznego/
biologicznego składający się z selektywnej części receptorowej 
i części przetwornikowej. 

W części receptorowej następuje selektywny wychwyt czą-
steczki analizowanej (analitu) a proces ten jest możliwy dzięki 
znajdującej się w tej warstwie matrycy, na powierzchni której 
znajdują się receptory będące zazwyczaj niestabilnymi moleku-
łami biologicznymi na przykład: proteinami, enzymami, kwa-
sami nukleinowymi, antygenami, organellami komórkowymi 
[11]. W przypadku rozważania biosensorów mikrobiologicznych 
w części receptorowej zazwyczaj umieszczane są mikroorgani-
zmy a w szczególności bakterie [12].

W części przetwornikowej następuje zamiana wyniku biolo-
gicznego oddziaływania (między molekułami receptora a ana-
litami) na sygnał mierzalny. Wychwyt analitu na powierzchni 
biosensora można porównać do zamka i klucza, gdzie zamkiem 
jest biosensor, a w szczególności warstwa receptorowa a klu-
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czem analit (ang. lock-fit mechanizm). W zależności od typu 
generowanego sygnału biosensory można podzielić 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 
należy rozumieć takie biosensory, który w warstwie receptoro-
wej zawierają mikroorganizmy (najczęściej bakterie), natomiast 
detekcja analitu odbywa się zgodnie ze zjawiskiem luminescen-
cji. Innymi słowy jest to urządzenie, które wykrywa informacje 
związane ze zmianami fizjologicznymi i biochemicznymi mikro-
organizmów [14] na skutek współdziałania ich z substancjami 
badanymi. Miejsce biosensorów luminescencyjnych w rodzinie 
wszystkich biosensorów przedstawiono na rysunku 1.

4. Mechanizm luminescencji w bakteriach 

Nie wszystkie bakterie mają właściwości luminescencyjne. 
Grupę wyróżnioną stanowią bakterie posiadające zestaw genów 
lux. Geny odpowiedzialne za syntezę aldehydu to luxCDE, zaś 
luxAB – lucyferazę. Pozostałe geny luxRI odpowiedzialne są 
za regulację [14].

Powszechnie wiadomo [15], że istnieją bakterie morskie 
Photobacterium phoshoreum, Vibria fisheri, Vibria harveyi oraz 
glebowe Photorhabdus emitujące światło. Luminescencja bak-
terii przebiega w warunkach tlenowych. Podstawą zjawiska 
bioluminescencji w bakteriach jest utlenianie lucyferyny przez 
enzym zwany lucyferazą.

Lucyferaza łącząc się z flawinomononukleotydem (FMNH2) 
za pomocą tlenu (O2) przekształca aldehyd w kwas tłuszczowy, 
a sama ulega wzbudzeniu przechodząc na wyższy poziom ener-
getyczny. W wyniku takiej reakcji powstaje oksylucyferyna, 
która jest cząsteczką w stanie wzbudzonym, a przyjściu ze 
stanu wzbudzonego do stanu podstawowego towarzyszy jej 
emisja kwantu świetlnego o długości fali (490 nm), co odpo-
wiada barwie zielono-niebieskiej.

Schemat reakcji można przedstawić następująco:

FMNH2 + O2 + RCHO  →   
FMN + H2O + RCOOH + hν ν(490 nm)

Bioluminescencja bakterii związana jest przede wszystkim 
z warunkami, w których się znajdują. W optymalnych dla 
ich funkcjonowania, na luminescencję przeznaczają  mniej 
niż jedną dziesiątą energii pochodzącej z ich metabolizmu. 
W miarę zaburzenia środowiska ich funkcjonowania, na przy-
kład przez zanieczyszczenia, następuje zmiana metabolizmu 
w bakteriach, a co za tym idzie spadek intensywności emisji 
światła. Mechanizm taki można zaobserwować w gatunkach 
bakterii Vibrio fischeri i Vibrio harveyi oraz Phorhabdus [15]. 
Detekcja toksycznego związku polega na zmianie intensywno-
ści emisji światła. Może być ona spowodowana modyfikacją 
kompozycji aminokwasów w błonie komórkowej, która wpływa 
na syntezę aminokwasów – nośników wewnątrzkomórkowych. 
Łańcuch biochemiczny zostaje zmieniony, co bezpośrednio 
przekłada się na zmianę intensywności świetlnej. Zmiana ta 
może być również konsekwencją zaburzenia produkcji energii 
w komórkach [16].

Rys. 1. Schemat budowy biosensora wraz z zasadą działania 
bioczujnika oraz miejsce mikrobiologicznego biosensora 
luminescencyjnego w rodzinie biosensorów
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

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

Mikroorganizm Zastosowanie Bibliografia

Escherichia coli HB101 
z genami lux CDABE

wykrywanie 
toksyczności metali 

ciężkich
6

Escherichia coli genetycznie 
zmieniona do ekspresji 

luminescencji

śledzenie tempa 
wzrostu 21

P fluorescens HK44 
z genami lux CDABE

monitorowanie 
procesów bioremediacji 22

Pseudomonas Purda 
z genami lux CDABE

identyfikacja benzenu, 
toluenu, etylobenzenu 

i xylenu
23

Escherichia coli zawierająca 
plazmid pGLITE kodowana 
Photorhabdus luminescencs 

lux

detekcja biocydów 18

3. Rola mikroorganizmów w biosensorach 
opartych na bioluminescencji

W konstrukcji biosensorów mikroorganizmy umieszczane są 
w matrycy biosensorowej. Wykorzystuje się immobilozowane 
mikroorganizmy oraz ich odpowiedź na substancje zanieczysz-
czającą. Powszechnie stosowanymi technikami immobilizacji 
są: techniki łapania i adsorpcji, wykorzystanie wiązań krzyżo-
wych, kowalencyjnych lub kombinacji różnych technik. Dobór 
odpowiedniej techniki immobilizacyjnej zależy od reakcji, 
w jakiej uczestniczą bakterie podczas procesu detekcyjnego 
[14]. Odpowiedź biosensora na substancję zanieczyszczającą 
może być konsekwencją zmian fizyko-chemicznych w komórce 
wywołanych zmianami fizjologii lub zachowania się organizmów 
[12]. Ekspozycja biosensora na skażenie powoduje wymuszenie 
konkretnych reakcji metabolicznych w komórce i włączenie 
lub wyłączenie genu reporterowego [15]. Gen lux pochodzący 
z luminescencyjnych morskich bakterii Vibrio fischeri i Vibrio 
harveyi jest odpowiedzialny za kodowanie enzymu katalizują-
cego reakcję, która może być w łatwy sposób monitorowana. 
W przypadku mikrobiologicznego biosensora luminescencyj-
nego najczęściej spotyka się całokomórkowe biologicznie zmo-
dyfikowane bakterie, które reagują na toksynę przez syntezę 
białka reporterowego – lucyferazę [12].
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Tabela 2. Zestawienie zastosowań mikrobiologicznych biosensorów luminescencyjnych
Table 2. Summary of applications of microbial luminescent biosensors 
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Monitorowanie toksyczności związków arsenu ´ 26

Wykrywanie węglika, zapobieganie atakom bioterorystycznym ´ 30, 31

Monitorowanie toksyczności grzybów ´ 28

Monitorowanie zanieczyszczeń wody ´ 24, 25

Detekcja herbicydów i innych zanieczyszczeń środowiska ´ 22

Detekcja markera leukemii ´ 29

Detekcja toksyczności Zn, Cu, Cd ´ 18

Monitorowanie unieszkodliwienia bakterii w trakcie gotowania żywność ´ 27

Detekcja rtęci w glebie i w wodzie z kranu ´ 23

Monitoring toksyczności wody ´ 32

Istnieje jednak grupa bakterii zmodyfikowanych genetycz-
nie. Innowacją jest zmiana ekspresji genów przez odwróce-
nie warunków, tzn. bakterie są zdolne do emisji światła tylko 
w obecności określonych związków chemicznych. Zatem emisja 
świetlna następuje tyko wtedy, gdy bakterie wykryją określony 
związek chemiczny. Przykładem takiego mikroorganizmu jest 
Pseudomonas fluorescens HK44 [14].

Genetycznie zmienione bakterie emitujące światło mogą być 
wykorzystywane do śledzenia tempa wzrostu [17], wykrywa-
nia toksyczności metali ciężkich [18], monitorowania procesów 
bioremediacji [19] a także identyfikacji BTEX, czyli benzenu, 
toluenu, etylobenzenu czy xylenu [20], mogą być również sto-
sowane w celu detekcji biocydów. Tabela 1 przedstawia przy-
kłady genetycznie zmienionych mikroorganizmów oraz ich 
zastosowanie jako mikrobiologicznych biosensorów opartych 
na luminescencji.

5. 	Wykorzystanie mikrobiologicznych 
biosensorów luminescencyjnych 
w ochronie środowiska, przemyśle 
spożywczym, przemyśle obronnym 
i medycynie

Mikrobiologiczne biosensory luminescencyjne ze względu na ich 
wysoką czułość, szybką reakcję biosensora na zanieczyszczenie 
stanowiącą krótki czas odpowiedzi, możliwość zastosowania ich 
w szerokim zakresie pH i temperatury, znalazły szerokie zasto-
sowanie w ochronie środowiska, przemyśle obronnym, przemy-
śle spożywczym oraz w medycynie.

Biorąc pod uwagę najnowszą literaturę, największą popu-
larność odnotowano w ochronie środowiska, gdzie za pomocą 
mikrobiologicznych biosensorów luminescencyjnych wykonuje 
się: pomiar toksyczności wody [22, 24, 25], analizę pod kątem 
zawartości w niej szkodliwych jonów Zn, Cu, Cd [18] czy zawar-
tości arsenu [26]. Mikrobiologiczne sensory luminescencyjne 
wykorzystywane są również w przemyśle spożywczym, gdzie 
używane są do monitorowania zawartości szkodliwych bak-

terii w pożywieniu [27]. Przeprowadzone badania służyły do 
określenia zawartości bakterii podczas gotowania żywności. 
Ciekawe użycie mikrobiologicznych biosensorów luminescen-
cyjnych zostało zastosowane do określenia toksyczności grzy-
bów [28]. Ponadto czujniki te wykorzystywane są powszechnie 
w medycynie, gdzie zastosowano je do monitorowania marke-
rów choroby nowotworowej [29] oraz w przemyśle obronnym 
w walce z bioterroryzmem, gdzie posłużyły do detekcji węglika 
[30, 31]. Przykładowe zestawienie zastosowań mikrobiologicz-
nych biosensorów luminescencyjnych przedstawiono w tabeli 2.

6. Komercyjnie dostępne biosensory 
i biotesty mikrobiologiczne 
z uwzględnieniem czujników 
bazujących na zjawisku luminescencji

Biosensory ze względu na szerokie możliwości zastosowań 
oraz prostą obsługę tego typu urządzeń są czujnikami nowej 
generacji, których rozwój w ostatnim 20-leciu następuje 
bardzo dynamicznie. W dobie coraz szybszego tempa życia 
oraz szczególnej troski o jakość wykonywanych pomiarów, 
biosensory stanowią ciekawą alternatywę do powszechnie 
stosowanych długotrwałych metod detekcyjnych.

Czujniki te są łatwe w użyciu, a stosowanie ich nie wymaga 
specjalistycznego laboratorium ani wyszkolonego personelu. 
Z tego też względu są odpowiedzią na istniejące potrzeby i ze 
względu na swoją uniwersalność stanowią obszar godny uwagi 
z perspektywy finansowej. Na podstawie analizy ekonomicz-
nej przeprowadzonej przez firmę Transparenty Marked Rese-
arch szacuje się, że wartość rynku biosensorowego w 2018 r. 
osiągnie wielkość 18,9 biliona USD. W całej rodzinie różnego 
typu biosensorów należy wyróżnić biosensory mikrobiologiczne 
oparte na luminescencji. Ze względu na szybki czas odpo-
wiedzi, wysoką czułość, możliwość ich stosowania w szerokim 
zakresie substancji monitorujących w celu wykrywania ogólnej 
toksyczności, określenia genotoksyczności nowo syntetyzowa-
nych substancji chemicznych we wczesnym stadium rozwoju 
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farmaceutycznego, badanie ścieków przemysłowych pod kątem 
obecności ewentualnych związków genotoksycznych, kontrola 
bezpieczeństwa zaopatrzenia w wodę pitną na obecność sub-
stancji chemicznych z potencjalną genotoksycznością oraz 
badania mutagennych zanieczyszczeń w środowisku morskim 
stają się coraz bardziej powszechne. 

Obecnie na rynku dostępne są różnego rodzaju testy (Micro-
tox, Vitotox, UMU-ChromoTest, GreenScreen HC, Test Vibrio 
Harveyi, SoS Chromotest, Mutatox), które różnią się między 
sobą przede wszystkim rodzajem mikroorganizmów użytych 
w ich konstrukcji, co bezpośrednio przekłada się na mecha-
nizm ich działania i zastosowanie. Przykłady komercyjnie 

dostępnych czujników mikrobiologicznych z uwzględnieniem 
tych bazujących na zjawisku luminescencji oraz ich charakte-
rystykę przedstawiono w tabeli 3.

Powszechnie dostępne mikrobiologiczne biosensory, w tym 
również biosensory bazujące na zjawisku luminescencji, stoso-
wane są zarówno w instytucjach związanych z biznesem jak 
i w placówkach naukowych, gdzie wykonywane są badania 
naukowe. W laboratoriach na całym świecie prowadzi się rów-
nież zaawansowane prace nad udoskonaleniem już istniejących 
urządzeń w celu poprawy jakości ich detekcji oraz użyciem 
nowych zmodyfikowanych genetycznie mikroorganizmów.

Tabela 3. Przykłady komercyjnie dostępnych czujników mikrobiologicznych z uwzględnieniem tych bazujących na zjawisku luminescencji oraz 
ich charakterystyka
Table 3. Examples of commercially available microbial sensors including those based on luminescence and their characteristics

Rodzaj testu
Mikroorganizm/

organizm
Charakterystyka testu Zastosowania Bibliografia

Microtox V. fisheri
V. harveyi

Najczęściej stosowany i najlepiej 
poznany biotest wykorzystujący 

bakterie luminescencyjne. Narażenie 
użytych w teście bakterii na działanie 

toksycznych substancji powoduje 
zakłócenia ich procesu oddechowego 

powodując zmniejszenie ich 
emisji świetlnej.

Wykrywalnie ogólnej toksyczności. 35

Vitotox V. fisheri 
Test genotoksyczności bakteryjnej, 

który wykrywa uszkodzenia 
DNA spowodowane przez 
związki genotoksyczne.

Można stosować w celu 
określenia genotoksyczności nowo 

syntetyzowanych substancji 
chemicznych we wczesnym stadium 

rozwoju farmaceutycznego.

36

UMU-ChromoTest Genetycznie 
zmieniona Salmonella 

typhimurium Badanie jest oparte na indukcji 
genu umuC, który jest połączony 
z genem lacZ, odpowiedzialnym za 
wytwarzanie beta-galaktozydazy, 

(pośredniego wskaźnika uszkodzenia 
DNA lub genotoksycznosci).

Badanie ścieków przemysłowych 
pod kątem obecności ewentualnych 

związków genotoksycznych.
Projekcja wód powierzchniowych 

i podziemnych pod kontem 
pozostałości genotoksycznych.

Kontrola bezpieczeństwa 
zaopatrzenia w wodę pitną na 

obecność substancji chemicznych 
z potencjalnej genotoksyczności.

37

GreenScreen HC Ludzkie białko p53, 
linia komórkowa TK6. 
wykorzystanie białka 
GFP jako reportera 
właściwej regulacji 
genu GADD45a

Test wykrywa substancje, które są 
zdolne do powodowania uszkodzeń 

materiału genetycznego (DNA) 
w obrębie komórki.

Szybki test in vitro oparty na 
komórkach ludzkich, stosowany 

do oceny genotoksyczności 
i cytotoksyczność 

związków chemicznych.

38

Test  
Vibrio Harveyi

V. harveyi W konstrukcji testu wykorzystane są 
zmutowane bakterie morskie Vibrio 
harveyi niezdolne do emisji światła. 
Pod wpływem działania mutagenu 

odzyskują zdolności emisyjne.

Badanie mutagennych zanieczyszczeń 
w środowisku morskim.

39

SOS Chromotest Escherichia coli 
z genem lac Z

System reperacji SOS jest 
aktywowany, gdy na komórkę 
bakteryjną zadziałają związki 

uszkadzające DNA. Odpowiedź 
systemu SOS objawia się syntezą 

b-galaktozydazy.

Ocena genotoksyczności. 40

Mutatox V. fisheri Wykrycie substancji genotoksycznej 
powoduje uszkodzenie DNA, co 

odzwierciedla pomiar intensywności 
światła emitowanego przez bakterie.

Ocena genotoksyczności. 15
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Wyniki testu zaprezentowano w pracy japońskich naukow-
ców [26]. SOS Chromotest zastosowano do oceny toksyczno-
ści ścieków szpitalnych [33], a test Mutatox użyto do oceny 
genotoksyczności wody [34]. Prezentowane rezultaty wskazują 
na bogate spektrum zastosowań i wykorzystania tego rodzaju 
czujników, co bezpośrednio przyczynia się do ich popularności.

7. Podsumowanie

Śledząc w literaturze przedmiotu najnowsze trendy dotyczące 
rozwoju i zastosowań mikrobiologicznych sensorów lumine-
scencyjnych można jednoznacznie stwierdzić, że zagadnienia 
związane z tego typu bioczujnikami rozwijają się bardzo dyna-
micznie. Prowadzone badania mają charakter poznawczy i są 
realizowane nie tylko w celu udoskonalenia już istniejących 
czujników, a także w celu poszukiwania nowych możliwości ich 
zastosowania. Chociaż istniejące urządzenia nie określają pre-
cyzyjnie chemicznego rodzaju mutagenów, to cały czas stano-
wią ciekawą alternatywę dla bardziej skomplikowanych metod 
analitycznych. Łatwość w obsłudze tego typu czujników spra-
wia, że mogą być stosowane przez niewykwalifikowany perso-
nel. Ponadto mogą być stosowane jako analizy uzupełniające. 
Rosnący ich udział w rynku sprawia, że są one atrakcyjne 
zarówno 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. 
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