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Попадая в организм через различные пути перемещения, токсические соединения спо-
собны нарушать молекулярные процессы и запускать каскад негативных эффектов [1].
Присутствие потенциально токсичных соединений в сложных средах, таких как почва
или плодоовощная продукция, требует разработки простых и эффективных методов и
устройств для детекции загрязнения. Биолюминесцентные методы анализа на основе фер-
ментативных систем могут быть использованы в качестве основы для интегрального мето-
да анализа сложных сред, загрязненных смесью токсических веществ [2]. Целью исследо-
вания являлась разработка схемы конструирования нового биолюминесцентного фермен-
тативного сенсора на основе биферментной системы светящихся бактерий NAD(P)H:FMN-
оксидоредуктаза+люцифераза (Р+Л), пригодного для оценки безопасности экологиче-
ских матриц сложного состава.

На первом этапе конструирования ферментативного сенсора была установлена чув-
ствительность ферментов к ряду тяжелых металлов и пестицидов на уровне их предель-
но допустимого содержания в пище. На следующем этапе оценивали влияние образцов
плодоовощной продукции на активность биферментной системы Р+Л в отсутствие за-
грязняющих веществ. При необходимости модифицировали процедуру пробоподготовки,
чтобы уменьшить влияние контрольных (незагрязненных) сложных сред на ферменты.
На третьем этапе были проведены модельные эксперименты по оценке чувствительности
биферментной системы Р+Л к смеси супернатантов образцов плодоовощной продукции и
исследуемых токсикантов. Для создания биолюминесцентного сенсора на четвертом этапе
был разработан элемент биораспознавания, состоящий из ферментов Р+Л и их субстра-
тов - NADH и алифатического альдегида, совместно иммобилизованных в крахмальном
геле. Для обеспечения высокой чувствительности распознающего элемента варьировали
соотношение его компонентов и условия их иммобилизации в микрофлюидных чипах. В
качестве завершающего шага разработки необходимо подобрать подходящий датчик, обес-
печивающий детектирование сигнала биосенсора.

Предложенные принципы конструирования биолюминесцентного ферментативного те-
ста могут быть применены для разработки любого ферментативного биосенсора для ин-
тегральной экспрессной оценки безопасности сложных сред. Исследование выполнено при
финансовой поддержке РФФИ, Правительства Красноярского края, Красноярского кра-
евого фонда науки в рамках научного проекта №. 20-44-242001.
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