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Современный подход, широко используе�
мый в экологическом мониторинге, опирается на
методы, требующие специализированных лабо�
раторий с высококвалифицированным персона�
лом и дорогостоящим оборудованием. Для этих
целей используются химический анализ и био�
тестирование. Биотесты показывают токсич�
ность среды по реакции живых организмов [1],
однако использование живых организмов дела�
ет биотесты длительными и сложными из�за не�
обходимости поддерживать постоянство харак�
теристик живых культур и организмов.

Замена в биотестах живых организмов на
ферментативные препараты позволяет преодо�
леть нестабильность и получить надежные ре�
зультаты. Так, к существенному улучшению ха�
рактеристик биолюминесцентного теста при�
вело использование в качестве тест�объекта
ферментов светящихся бактерий [2]. Основной
принцип ферментативного биотестирования –
обнаружение токсических свойств тестируемых
веществ и смесей по их влиянию на параметры
биолюминесценции биферментной системы,
одним из продуктов которых является излуче�
ние света в сине�зеленой области спектра:

Растворимые (лиофилизованные) препара�
ты ферментов – люцифераза (L) и
НAД(Ф)H:ФMН�оксидоредуктаза ® проявля�
ют высокую чувствительными к действию токси�
ческих веществ, а метод анализа токсичности сре�
ды с использованием ферментов отличается экс�
прессностью [3]. Однако по сравнению с биотес�
том на светящихся бактериях анализ стал более
сложным. При проведении тестирования в про�
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цессе одиночного измерения необходимо смеши�
вать более пяти компонентов в определенных кон�
центрациях и пропорциях. Кроме того, растворы
ферментов быстро инактивировались, поэтому
требовалось их хранение при температуре 4–8 0С,
что затрудняло проведение анализов в полевых
условиях. Этих недостатков не имеет реагент «Эн�
зимолюм», содержащий совместно иммобилизо�
ванные в крахмальный носитель NADН:FMN�ок�
сидоредуктазу, люциферазу и их субстраты [4].
Применение иммобилизованного реагента позво�
ляет существенно сократить время, необходимое
для проведения анализа. Действительно, в состав
реагента включены все необходимые для анализа
компоненты – ферменты и их субстраты, актив�
ность реагента сохраняется в течение длительно�
го времени без обеспечения специальных условий
хранения, реагент характеризуется устойчивос�
тью к изменениям физико�химических факторов
среды, в том числе рН, ионной силы, температу�
ры [5]. Использование реагента «Энзимолюм»
должно привести к улучшению характеристик
ферментативного биолюминесцентного анализа,
а именно увеличению точности анализа и упро�
щению процедуры измерения.

Целью работы является создание высокочув�
ствительного экспрессного биолюминесцентно�
го метода анализа токсичности природных и сточ�
ных вод, основанного на применении многоком�
понентного иммобилизованного реагента «Энзи�
молюм», а также анализ чувствительности иммо�
билизованного биолюминесцентного реагента к
образцам воздуха разной загрязненности.

Методика
В работе использовали лиофилизованные

препараты высокоочищенных ферментов, про�
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изведенные в лаборатории нанобиотехнологии
и бактериальной биолюминесценции Институ�
та биофизики СО РАН (Красноярск). Один фла�
кон лиофилизованного препарата КРАБ (комп�
лект реактивов аналитической биолюминесцен�
ции) содержал 0,5 мг люциферазы (L) EC
1.14.14.3 из рекомбинантного штамма Escherichia
coli и 0.18 ед.активности NADH:FMN�оксидоре�
дуктазы (R) EC 1.5.1.29 (Vibrio fischeri). В работе
использовали следующие реактивы: NADН,
NAD+, FMN («Serva», Германия), тетрадеканаль
(«Merck», Германия); картофельный крахмал,
гидрохинон, монофенол, пирокатехин, бензохи�
нон, нафтохинон («Sigma», США), тимохинон
(«Aldrich», Германия), толухинон («Fluka», Гер�
мания); соли металлов (CuSO4, CdSO4, CоCl2,
CrCl2) марки ЧДА. Образцы исследуемых соеди�
нений растворяли в дистиллированной воде.
Слаборастворимые в воде вещества предвари�
тельно разводили в этаноле. Для приготовления
растворов ферментов и субстратов использова�
ли 0.05 М калий�фосфатный буфер pH 6.8.

 Процедура получения иммобилизованного
многокомпонентного реагента «Энзимолюм» зак�
лючалась в следующем [4], [5]: суспензию крах�
мала нагревали до полного растворения, охлаж�
дали до температуры 25 0С, последовательно вно�
сили ферменты – люциферазу, NADH:FMN�ок�
сидоредуктазу, а так же их субстраты – NADН
и тетрадеканаль, интенсивно перемешивали. Да�
лее, с использованием автоматической станции
пробоподготовки («Eppendorf», Германия) дози�
ровали полученную смесь и высушивали при 40С.
Многокомпонентный иммобилизованный реа�
гент «Энзимолюм» представляет собой высушен�
ный диск диаметром 6 мм, сухой вес 1,5±0,2 мг.

При тестировании в качестве контроля из�
меряли максимум интенсивности свечения Ik

реагента «Энзимолюм» при добавлении к нему

300 мкл дистиллированной воды и 10 мкл 0,5
мМ раствора FMN. Затем в отдельной кювете
измеряли максимум интенсивности свечения Io

в присутствии 300 мкл анализируемого образ�
ца. При биотестировании с использованием
растворимых ферментов реакционная смесь для
измерения Ik содержала 300 мкл 0,05 М калий�
фосфатного буфера pH 6,8; 5 мкл раствора КРА�
Ба; 50 мкл 0,0025 % раствора тетрадеканаля;
10 мкл 0,5 мМ раствора FMN; 100 мкл 0,4 мМ
раствора NADН. После достижения Ik в кювету
добавляли 50 мкл анализируемого образца
воды или раствора анализируемого вещества
заданной концентрации и измеряли Io.

Реакцию биотеста определяли по величине
остаточного свечения (Iо/Ik)·100%. При проведе�
нии анализов токсичности сточных и очищен�
ных вод ООО «Енисейский целлюлозно�бумаж�
ный комбинат» г. Красноярска рассчитывали
коэффициент токсичности (КТ) образцов воды
по формуле: КТ = [(Ik– Iо)/ Ik] х100%. Исследуе�
мые образцы сточных вод поступали из цеха очи�
стки промышленных стоков ООО «Енисейский
ЦБК». Характеристики образцов, любезно пре�
доставленные сотрудниками химической лабо�
ратории комбината, представлены в таблице 1,
где проба №1 – поступающая в цех сточная вода,
проба №2 – сточная вода после механической
очистки, проба №3 – очищенная вода на выходе
из очистных сооружений.

Критерием токсичности воды было сниже�
ние на 20 % и более максимальной интенсивно�
сти свечения реагента «Энзимолюм» при добав�
лении анализируемого образца воды, по срав�
нению с интенсивностью свечения в конт�
рольной пробе. Качество воды устанавливали
на основе ее токсикологических характеристик
через величину биологически безопасного раз�
бавления согласно таблице 2.

Таблица 1. Результаты химического анализа сточной и очищенной воды лаборатории цеха очистки
промышленных стоков ООО «Енисейский Целлюлозно�бумажный комбинат»
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Пробы воздуха для анализа чувствительно�
сти растворимого и иммобилизованного биолю�
минесцентного реагента «Энзимолюм» к образ�
цам воздуха разной степени загрязнения были
предоставлены Лабораторией хроматографи�
ческих методов анализа ЦКП СФУ. Отбор проб
осуществляли на открытом воздухе в чистом
(проба 1, Академгородок) и загрязненном (про�
ба 2, Крас ТЭЦ) районах г. Красноярска. Абсор�
бцию органических загрязнений воздуха в воду
осуществляли с помощью стандартного аспира�
торного устройства марки АПВ�4�12В�40 со ско�
ростью 1,0 л/мин. Химический состав получен�
ных растворов был проанализирован в той же
лаборатории на газовом хроматографе Agilent
Technologies 7890A. Чувствительность биотеста
оценивали по количеству разведений воздушных
проб, абсорбированных водой, необходимому для
того, чтобы максимальное значение биолюминес�
ценции отличалось не более чем на 20% от конт�
рольного. Сравнение двух типов биолюминес�
центных биотестов проводили также по таким
характеристикам как простота использования,
время анализа одной пробы, чувствительность,
условия хранения без потери активности.

Измерения проводили на биолюминометре
Lumat LB 9507 фирмы «Berthold Technologies»
(Германия). Измерения каждой эксперименталь�
ной точки проводили не менее чем в пяти парал�
лельных измерениях.

Результаты и их обсуждение
В качестве модельных поллютантов выбра�

ны ряды фенолов, хинонов и солей тяжелых ме�
таллов, так как среди сточных вод промышлен�
ных предприятий они занимают одно из первых
мест по распространенности и вредному воздей�
ствию на водоемы и их обитателей. Ранее было
показано, что в присутствии фенолов, хинонов и
солей металлов изменяются такие параметры ре�
акции биолюминесценции, катализируемой би�
ферментной системой L+R, как интенсивность
свечения и время выхода свечения на максимум и
предложены механизмы такого влияния [6], [7].
Так как чувствительности биолюминесцентной
биферментной системы L+R недостаточно для те�
стирования фенолов и хинонов на уровне ПДК
[6], необходимо было найти пути увеличения чув�
ствительности анализа. В отличие от тестов на
живых организмах это можно было сделать пу�
тем варьирования условий проведения тестиро�

вания. В работе были исследованы следующие
способы увеличения чувствительности реагента
«Энзимолюм» к действию поллютантов: варьи�
рование состава иммобилизованного реагента, из�
менение соотношения объемов реакционной сме�
си и анализируемого образца, изменение порядка
добавления компонентов биферментной системы
и анализируемого образца, введение дополни�
тельной процедуры инкубации реагента в анали�
зируемом образце воды, выбор контрольного ра�
створа для проведения биотестирования.

Была исследована зависимость чувстви�
тельности NADН:FMN�оксидоредуктазы и лю�
циферазы, иммобилизованных в крахмальный
гель совместно с субстратами NADН и тетраде�
каналем, к действию бензохинона и CuSO4 в
зависимости от концентраций компонентов,
входящих в состав иммобилизованного реаген�
та. Показано, что уменьшение содержания ка�
кого�либо из компонентов приводит к повыше�
нию чувствительности реагента «Энзимолюм»
к действию токсических веществ. Этот эффект
можно объяснить тем, что для биферментной
системы созданы нестационарные условия бла�
годаря содержанию в составе реагента ненасы�
щающей концентрации одного из субстратов
(NADН). Действительно, максимальная чув�
ствительность биферментной системы к дей�
ствию бензохинона и CuSO4, наблюдается в том
случае, когда содержание NADН в диске состав�
ляло 0,1 мМ, т. е. при концентрации NADН в 1,3
раза ниже концентрации, соответствующей
константе Михаэлиса для этого субстрата [5].

Для предотвращения инактивации фермен�
тов, сохранения их активности при использова�
нии и хранении в состав реагента «Энзимолюм»
вводили стабилизаторы ферментов различного
механизма действия – стабилизаторы SH�групп
ферментов (ДТТ или меркаптоэтанол) и бычий

Таблица 2. Соответствие кратности разбавления
тестируемой пробы воды и токсикологических

характеристик качества тестируемой воды
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сывороточный альбумин (БСА). Внесение в со�
став иммобилизованного реагента добавок, ста�
билизирующих ферменты, приводит к увеличе�
нию активности биферментной системы L+R,
повышению стабильности иммобилизованных
ферментов при хранении, но снижает чувстви�
тельность реагента к токсическим веществам.

Было показано, что дополнительная инку�
бация реагента в анализируемом растворе при�
водит к увеличению чувствительности иммоби�
лизованного реагента к сульфату меди, при этом
чувствительность к бензохинону не изменяет�
ся. Инкубацию многокомпонентного реагента
с контрольным или анализируемым раствором
загрязняющего вещества проводили в течение
30–900 с, затем запускали реакцию раствором
FMN и измеряли Ik и Io соответственно. Инги�
бирование ферментов раствором сульфата
меди возрастало с увеличением времени инку�
бирования и максимально при инкубации реа�
гента в течение 300 с. Дальнейшее увеличение
времени инкубации невозможно, так как суще�
ственно снижается активность иммобилизован�
ного реагента даже при инкубировании с конт�
рольным раствором. Таким образом, были най�
дены условия биотестирования водных раство�
ров с использованием реагента «Энзимолюм»,
обеспечивающие максимальную чувствитель�
ность реагента к действию токсических веществ.

Для сравнения чувствительности раствори�
мой и многокомпонентной иммобилизованной
биферментной системы L+R к действию модель�
ных токсикантов эффективность воздействия

поллютантов на биолюминесцентную систему
оценивали по параметру ЕС50, который соответ�
ствует концентрации действующего вещества
при ингибировании биолюминесценции на 50%.
Значения ЕС50 были определены для различных
классов органических поллютантов (табл. 3).
Степень влияния исследуемых веществ на ин�
тенсивность свечения растворимой и иммобили�
зованной биферментной системы L+R на всем
исследуемом диапазоне концентраций различа�
лась. Наибольшую чувствительность к дей�
ствию фенолов и хинонов показали иммобили�
зованные ферменты: 0,002 мг/л для пирокатехи�
на, 0,02 мг/л для гидрохинона, 0,01 мг/л для бен�
зохинона, 0,05 мг/л для толухинона, что соот�
ветствует или ниже ПДК. Наименьшая чувстви�
тельность реагента отмечена для солей тяжелых
металлов (за исключением CuSO4). Из таблицы
3 видно, что чувствительность растворимой би�
ферментной системы L+R к исследуемым загряз�
нителям выше по сравнению с иммобилизован�
ным реагентом. Но, так как практически для всех
изученных веществ, иммобилизованный реагент
позволяет проводить измерения на уровне или
даже ниже ПДК, то иммобилизованный реагент
может быть использован при биотестировании
природных и сточных вод.

Методика проведения биотестирования с
использованием иммобилизованного реагента
«Энзимолюм» была апробирована при анали�
зе сточных вод ООО «Енисейский целлюлоз�
но�бумажный комбинат» г. Красноярска. Иссле�
дуемые образцы воды различались по основным

Таблица 3. Действие рядов поллютантов на растворимую и иммобилизованную совместно с субстратами
биферментную систему NADH:FMN�оксидоредуктаза�люцифераза
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физико�химическим показателям (см. табл. 1).
Проводили исследование показаний биотести�
рования при использовании для приготовления
разведений анализируемого образца дистилли�
рованной воды или фосфатного буфера. Соглас�
но результатам биотестирования пробы №1 и 2
были признаны гипертоксичными, проба №3 –
токсичной. Также показано, что токсичность
проб уменьшается в ряду проба 1 > проба 2 >
проба 3, что соответствует изменению химичес�
ких характеристик анализируемых проб. Этот
эксперимент подтвердил целесообразность и
эффективность использования в биотестах
иммобилизованного реагента вместо раствори�
мой биферментной системы L+R.

Анализ чувствительности растворимого и
иммобилизованного биолюминесцентного ре�
агента к образцам воздуха разной загрязненно�
сти показал, что полученное количество разве�
дений проб 1 и 2, абсорбированных водой, со�
ставляет для растворимой системы – 3 и 2000
раз, соответственно, а для иммобилизованной –
1 и 16000 раз соответственно. Разница между
разведениями пробы 2 для растворимого и им�

мобилизованного тест�объекта, возможно,
объясняется ограничениями по добавляемому
объему, так как в растворимый тест�объект вно�
сили пробы в количестве 4,5% от общего объе�
ма, в иммобилизованный – 97%.

Для анализа чувствительности иммоби�
лизованного биолюминесцентного реагента
к образцам воздуха разной загрязненности для
определения состава загрязнений были про�
анализированы коэффициенты корреляции
(табл. 4)остаточного свечения с тремя набора�
ми данных:

– содержание органических загрязнителей
в 6�ти пробах, абсорбированных в этаноле и воде
(независимые переменные – концентрации
циклогексанона, циклогексанола, фенола, ук�
сусной и пропионовой кислот);

– содержание катионов в 17�ти водных про�
бах (независимые переменные – концентрации
кальция, кобальта хрома, железа, калия, магния,
марганца, натрия, стронция и цинка);

– содержание анионов в 17�ти водных про�
бах (независимые переменные – концентрации
Cl�, NO3

�, SO4
2�).
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Таблица 4. Результаты корреляционного анализа (наиболее значимые корреляции)

*N – количество наблюдений (проб), A0, A1– коэффициенты линейной регрессии (свободный член и тангенс угла наклона),
P– уровень значимости
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Из полученных данных (табл.4) следует, что
действующими на сигнал эффекторами могут
быть фенол и ионы магния. Высокий коэффици�
ент корреляции между остаточным свечением
растворимой системы и концентрацией цикло�
гексанона в этаноле (0,9) и качественная линей�
ная регрессия свидетельствуют стимуляции све�
чения биферментной системы. Тушение тест�ре�
акции фенолом лучше всего описывается линей�
ной регрессией для иммобилизованного реаген�
та: это единственная корреляция, которую уда�
лось установить для данной системы. Интерес�
ным фактом является также положительная кор�
реляция свечения бактерий и концентрации фе�
нола в этаноле. Показано, что чувствительность
иммобилизованного тест�объектов к воздушным
загрязнениям, абсорбированным в воде, превы�
шает чувствительность растворимого тест�
объекта в 8 раз. Выявлены преимущества ис�
пользования иммобилизованного реагента при
биотестировании: экспрессность (время анали�
за до 7 минут), простота, высокая чувствитель�
ность (анализ разведений образца на уровне
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1/16000), возможность увеличения объема ана�
лизируемой пробы до 97% общего объема по срав�
нению с растворимым. Отсутствие корреляций
тест�реакции биолюминесцентного биотеста
с индивидуальными концентрациями загрязни�
телей указывает на эффективность определения
токсичности среды путем интегрального биоте�
ста при невозможности использования химичес�
кого анализа для этих целей.

Таким образом, разработан биолюминес�
центный метод для экспресс�контроля состояния
окружающей среды промышленных районов.
Метод может также использоваться для контро�
ля залповых вредных выбросов предприятий,
для оценки эффективности работы очистных со�
оружений, а также для оценки экологической
опасности предприятий и отдельных районов.
Метод пригоден для использования, как в лабо�
раторных, так и в полевых условиях. Примене�
ние иммобилизованных препаратов, включаю�
щих помимо ферментов также субстраты бифер�
ментной системы, позволяет максимально упро�
стить процедуру проведения анализов.
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