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За последнее время наблюдается значитель�
ный рост загрязнений окружающей среды [1�3,
10, 11]. Одним из наиболее опасных является заг�
рязнение диоксинами.

Диоксины – это собирательный термин для
галогенированных шестичленных ароматичес�
ких углеводородов, содержащие в своем составе
два атома кислорода. Наибольшую опасность из
этого класса соединений представляют полихло�
рированные дибензодиоксины (ПХДД), такие как
2,3,7,8�тетрахлордибензо�п�диоксин, полихлори�
рованные дибензофураны (ПХДФ) и полихло�
рированные бифенилы (ПХБ). Диоксины при�
сутствуют в окружающей среде в виде сложных
смесей [4]. Все они имеют разную токсичность и
поэтому очень трудно определить общую токсич�
ность любой смеси. Токсичность любой смеси
определяется ДЭ (диоксиновым эквивалентом)
и рассчитывается сложением сумм факторов ток�
сической эквивалентности (ФТЭ), умноженных
на концентрацию того или иного диоксиноподоб�
ного соединения, выражается в общей концент�
рации, в нг/кг:
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По определению, чтобы рассчитать общий ТЭ
необходимо знать концентрацию каждого диок�
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синоподобного компонента в смеси. Отсюда воз�
никает необходимость в точных и надежных ко�
личественных анализах [5].

Аналитические требования по определению
диоксинов являются уникальными по сравнению
с определением других химических веществ, так
как эти работы весьма трудоемки из�за аномаль�
но низких уровней определяемых концентраций.

В основе количественного контроля диокси�
нов лежат гибридные методы физико�химичес�
кого анализа – сочетание хроматографии и масс�
спектрометрии. Такое сочетание обеспечивает
высокую чувствительность и точность определе�
ния. К недостаткам относятся дороговизна из�за
использования дорогостоящих стандартов, хими�
ческих реактивов, приборов с высокой стоимос�
тью технического обслуживания, необходимость
хорошо обученного персонала, низкая пропуск�
ная способность, невозможность определения
некоторых диоксиноподобных соединений, таких
как бром�хлор�диоксинов, полибромированных
диоксинов [6]. Отбираемые пробы, как правило,
имеют очень сложный и неоднородный состав и
включают в себя большое количество химических
веществ, которые могут стать помехой при опре�
делении диоксинов. По этой причине анализируе�
мые образцы должны быть подвергнуты предва�
рительной пробоподготовке и очистке от посто�
ронних включений. В свою очередь, проведение
эффективной пробоподготовки невозможно без
дополнительного лабораторного оборудования.

Из�за сложной подготовки образца, селектив�
ности и сверхнизких пределов обнаружения, сто�
имость анализа диоксинов намного выше, чем
любые другие аналитические методы.

Кроме того, среди проблем контроля объек�
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тов природной среды есть такие, решить кото�
рые затруднительно даже с помощью вышеука�
занных методов: аварийные поступления загряз�
нений от предприятий, арбитражная практика,
когда подтвердить аналитическую информации,
полученную методами ГХ/МС или ВЭЖХ/МС,
необходимо результатами, полученными совер�
шенно иным методом контроля (электрохимичес�
ким, биохимическим и пр.).

Развитие количественных методов определе�
ния диоксинов предполагает снижение стоимос�
ти, повышение скорости, селективности, уменьше�
ние пределов обнаружения анализа, что позволит
увеличить число аналитов в одном анализе. На
сегодняшний день возникает необходимость про�
ведения таких анализов в реальном масштабе вре�
мени и приспособление к полевым условиям ана�
литического оборудования, которое не уступало
бы своими возможностями лабораторному.

В этой связи разработка ферментных мето�
дов определения полигалогенированных дибен�
зо�n�диоксинов и родственных им соединений
является актуальной.

Предлагаемый метод может использоваться
для комбинированного или предварительного
экспресс�анализа проб объектов природной сре�
ды, предположительно содержащих ксенобиоти�
ки, обладающие опасными и/или токсичными
свойствами для экологической системы. Метод
предполагает сочетание физико�химического
датчика (сенсора) и биообъекта. Подобное соче�
тание называют биосенсором.

Биосенсоры на основе ферментов наиболее
просты в изготовлении и эксплуатации и имеют
перспективы широкого применения [7]. Недо�
статком их является то, что фермент часто дена�
турирует (изменяет структуру своего белка) под
действием химических реагентов, используемых
при обработке проб. Решение этой проблемы ле�
жит в области модификации либо структуры са�
мого белка, либо поверхности датчика.

Электрохимические биосенсоры – это элект�
роды, поверхность которых сформирована с ис�
пользованием полимерных пленок, на которые
иммобилизован селективный к определяемому
токсиканту фермент [8]. Такие электроды реали�
зуют одновременно принципы твердофазной эк�
стракции (на ферментсодержащей мембране) и
биохимическое «узнавание» целевой молекулы.
Поэтому выбор фермента при конструировании
биосенсора является ключевой задачей.

Для проявления токсического эффекта на
живой организм большинству ксенобиотиков

требуется активация с образованием электро�
фильной формы, которая в результате выдает
молекулу, способную необратимо реагировать с
нуклеофилами живой ткани. Известно, что такая
биохимическая активация катализируется почти
всеми ферментами, участвующими в биотранс�
формации ксенобиотиков.

Цитохромы Р450 млекопитающих представ�
ляют собой структурно и функционально различ�
ные изоферменты, которые кодируются суперсе�
мейством генов. Одним из важнейших свойств
компонентов монооксигеназной системы, в част�
ности цитохрома Р�450, является способность к
индукции под действием внешнего стимула, в
роли которого могут выступать ксенобиотики.
Экзогенные вещества индуцируют ферменты, что
является побочным действием метаболизма. Фе�
номен индукции цитохромов Р450 является важ�
нейшей составляющей адаптивного ответа на
чужеродные соединения, попадающие в клетку.
Это приводит к усилению детоксификационной
функции организма с последующим выведением
ксенобиотика [9].

Для подтверждения отсутствия острой токсич�
ности диоксиноподобных соединений и невозмож�
ность их определения скрининг – анализом на
живых системах было проведено биотестирование
подготовленных модельных проб. Результаты био�
тестирования показали, что для ксенобиотиков
типа диоксина, которые не обладают острой ток�
сичностью, а являются канцерогенами и мутаге�
нами, данный метод контроля не информативен.
Опасными, соединения такого типа, становятся
только при попадании в организм и вступлении в
метаболизм под действием ферментов.

Изоформа цитохрома 1А1 присутствуют в
организме как человека, так и млекопитающих и
типичным субстратом для нее являются диокси�
ны. Это и послужило основанием для выбора дан�
ной изоформы цитохрома в качестве биорецеп�
тора разрабатываемого биосенсора.

Принцип работы предлагаемого биосенсора
заключается в том, что при проведении анализа
в электрохимической ячейке определяемый ком�
понент диффундирует в тонкий слой биологичес�
кого материала датчика, где протекает реакция с
образованием продуктов, на которые реагирует
электрод.

Так как изоформа фермента цитохром
Р4501А1 проявляет свою активность только в
отношении диоксинов, другие ионы, присутству�
ющие в буферном растворе, не мешают протека�
нию химической реакции. Для конструирования
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такого биосенсора необходимо было подобрать
составляющие его материалы и условия изготов�
ления так, чтобы сигнал был воспроизводимым
и стабильным, время функционирования биосен�
сора увеличилось и фермент, иммобилизованный
на его поверхности, имел хорошую активность и
не денатурировал.

Так как биодеградации диоксинов приводит
к образованию фенола, который является элект�
роактивным соединением, было принято реше�
ние использовать электрохимические методы
анализа для определения его концентрации, а
именно инверсионную вольтамперометрию.
Этот метод широко используется в области хи�
мического анализа веществ, присутствующих в
микроконцентрациях.

Исходя из свойств материалов, возможных
для использования при конструировании элект�
рода, была предложена конструкция биосенсора,
за основу которого взят электрод из стеклоугле�
родного материала с иммобилизованным на его
поверхность биологически чувствительного эле�
мента (изоформы фермента цитохрома Р4501А1).

Если селективность биохимического распоз�
навания определяется в основном биологическим
компонентом, то характеристики регистрации
этого распознавания зависят, прежде всего, от
способа включения биологического компонента
в состав биосенсора, т.е. совокупностью факто�
ров, определяющих контакт преобразователя и
биокомпонента и способ регистрации сигнала.

Из за своей белковой природы ферменты не�
устойчивы при хранении, а также чувствитель�
ны к тепловым воздействиям. Решить эти про�
блемы помогает создание иммобилизованных
ферментов. Необходимость иммобилизации фер�
ментов объясняется, так же, экономической вы�
годой. При прямом введении фермента в реак�
цию, по окончании процесса он, вместе с продук�
том реакции, выводится из рабочей зоны и
утрачивается. Следовательно, подлежит исполь�
зованию только однократно. Исходя из этого, не�
обходимо задерживать фермент в зоне реакции с
целью его многократного использования.

Во избежание проблем, возникающих при
различных способах иммобилизации, нами была
разработана модифицированная методика, соче�
тающая приемы, использованные при изготов�
лении накладных мембран и описанные для од�
норазовых биосенсоров на основе планарных
электродов.

Соблюдение единообразия при конструиро�
вании биосенсора по предлагаемой методике по�

зволяют получать хорошую воспроизводимость
результатов и стабильность отклика при много�
кратном использовании.

Биосенсоры показали хорошую воспроизводи�
мость как фонового тока, так и отклика на низкие
концентрации диоксинов в пределах 10�9 – 10�12 М.
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