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В результате бытовой активности и интенсивной
промышленной деятельности человека в последнее
время происходит нарастающее по масштабам за�
грязнение водоемов рек, озер и водохранилищ. Экс�
пресс�оценка степени загрязнения объектов окружа�
ющей среды органическими соединениями является
важным и, в некоторых случаях, жизненно необходи�
мым компонентом экологического контроля. Учиты�
вая постоянно растущий перечень веществ, поступа�
ющих как загрязнители в окружающую среду, можно
констатировать, что выполнение полного химическо�
го анализа является сложной и дорогостоящей проце�
дурой. Эффективным инструментом анализа оказы�
ваются методы, основанные на интегральной оценке
органических компонентов. В этой связи значитель�
ное внимание уделяется разработке биосенсорных
методов контроля, позволяющих выполнить инте�
гральную оценку загрязненности, значительно по�
вышающих оперативность анализа и снижающих его
стоимость [1]. 

Важнейшей интегральной характеристикой ка�
чества воды является биохимическое потребление
кислорода (БПК) – количество растворенного кис�
лорода (мг), необходимое для окисления всех био�
разлагаемых органических соединений, находя�
щихся в 1 дм3 воды. Единица индекса БПК имеет
обозначение мг О2/л или мг О2/дм3. Оценка БПК –
это эмпирический тест, в котором используют стан�
дартизованную лабораторную процедуру, чтобы
определить потребление кислорода в анализируе�
мых пробах воды. БПК определяют условно по из�
менению содержания кислорода до и после разме�
щения и выдерживания в течение определенного
периода времени образца воды в специальных гер�
метично закрытых колбах. Стандартный метод
определения БПК предполагает инкубирование на�
сыщенной кислородом пробы воды, в которую вно�

сят активный ил (смесь различных микроорганиз�
мов), в течение 5, 7, 10 или 20 сут (БПК5, БПК10,
БПК7 или БПК20 соответственно) при 20°С [2]. По�
лученный результат характеризует суммарное со�
держание биохимически окисляющихся органиче�
ских примесей в воде, а также способность воды к
самоочищению. В поверхностных водах величины
БПК5 изменяются обычно в пределах 0.5–4 мг/дм3

и подвержены сезонным и суточным колебаниям.
Весьма значительны изменения величин БПК5 в за�
висимости от степени загрязненности водоемов. В
зависимости от категории водоема величина БПК5
регламентируется следующим образом: не более
3 мг/дм3 для водоемов хозяйственно�питьевого во�
допользования и не более 6 мг/дм3 для водоемов хо�
зяйственно�бытового и культурного водопользова�
ния. Для морей (I и II категории рыбохозяйственно�
го водопользования) БПК5 при 20°С не должна
превышать 2 мг/дм3. БПК�тест находит также ши�
рокое применение на очистных сооружениях для
оценки эффективности уменьшения биоразлагае�
мых соединений в процессах очистки стоков. Тра�
диционный БПК�тест имеет определенные пре�
имущества, он является универсальным методом из�
мерения большинства образцов сточных вод и водных
объектов и, кроме того, не требует дорогостоящего
оборудования. Он имеет, однако, серьезные ограниче�
ния по времени анализа. Отсутствие оперативности
существенно снижает ценность традиционной мето�
дики. По указанной причине реально могут возникать
экологически опасные ситуации, при которых остает�
ся “за кадром” поступление на водоочистные соору�
жения аварийно загрязненных вод или наоборот, не�
доочистка их в процессе регенерации.

Для оперативного анализа разрабатываются ме�
тоды оценки БПК, основанные на использовании
биосенсорных анализаторов. Биосенсор – это инте�
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грированное устройство, которое способно обеспе�
чивать количественную и полуколичественную ана�
литическую информацию с использованием биоло�
гического распознающего элемента, находящегося в
тесном контакте с преобразователем. Исследования
по созданию БПК�биосенсоров проводятся с конца
70 годов прошлого века [3, 4], но разработки таких
систем интенсивно продолжаются и в настоящее
время [5, 6]. Следует отметить, что с помощью био�
сенсоров возможно быстрое определение БПК
(БПКбс), которое коррелирует, но не всегда полно�
стью идентично величине традиционного БПК5. В
последнее время развиваются новые подходы в
биосенсорном анализе БПК, которые позволяют
достичь приемлемой корреляции между показани�
ями биосенсора и традиционных методов. Корре�
ляция данных, полученных с помощью биосенсор�
ного анализатора, с данными, полученными мето�
дом БПК5, могут иметь значения порядка 0.95–0.98
[7]. Так, для калибровки БПК�биосенсора исполь�
зуют специализированные синтетические сточные
воды или биораспознающий элемент БПК�биосен�
сора создают на основе специфических микроорга�
низмов, способных к эффективному окислению ве�
ществ конкретных стоков. Таким образом, целесооб�
разно производить разработку биосенсоров, выбор
соответствующих микроорганизмов и калибровоч�
ных растворов, которые обеспечивали бы наиболее
эффективную детекцию БПК в соответствии с
конкретным типом сточных вод, т.е. разрабатывать
специализированные БПК�биосенсоры.

Распространенность и востребованность иссле�
дований по разработке биосенсорных систем опре�
деления БПК закономерно привели к коммерциали�
зации и промышленному выпуску ряда моделей.
БПК�сенсорные системы все еще имеют ряд ограни�
чений, которые затрудняют их применение: недоста�
ток стандартизации и недоработки законодательства
в большинстве стран, сложные требования обслужи�
вания и недостаточная устойчивость применяемых
культур микроорганизмов к действию тяжелых ме�
таллов и различных токсичных веществ [6].

В обзорах по микробным биосенсорам [1], а так�
же по применению биосенсоров для анализа объек�
тов окружающей среды и экологическом монито�
ринге [6–8] приводятся примеры разработанных
БПК�сенсоров. Отмечена важная роль биораспо�
знающих элементов на основе эукариотических
микроорганизмов в биосенсорах для решения про�
блем охраны окружающей среды, в том числе для
определения БПК водных объектов [9]. Суммиро�
вана подробная информация о БПК�сенсорах, в ос�
новном тонкопленочного типа на основе кислород�
ного электрода, а также о некоторых коммерчески
доступных биосенсорных системах, разработанных
до 2000 г. [5].

В настоящем обзоре обобщена информация о
принципах функционирования, устройстве, анали�

тических характеристиках БПК�биосенсоров, свой�
ствах биораспознающих элементов, приведены па�
раметры функционирования и характеристик БПК�
сенсоров разных типов.

ПРИНЦИПЫ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ 
БПК�БИОСЕНСОРОВ

Биосенсоры биопленочного типа на основе кисло4
родного электрода. Большинство описанных БПК�
сенсоров являются целоклеточными микробными
сенсорами биопленочного типа, принцип функци�
онирования которых основан на измерении скоро�
сти дыхания микроорганизмов, находящихся вбли�
зи поверхности преобразователя. В 1977 г. Карубе с
соавт. опубликовали работу, в которой впервые опи�
сали микробный сенсор для определения БПКбс [3]
с использованием микроорганизмов, взятых из ак�
тивного ила очистных сооружений. Особенностью
таких биосенсоров является то, что между пористой
(чаще всего, целлюлозной) и газопроницаемой (как
правило, тефлоновой) мембраной кислородного
электрода содержится слой микробной пленки в ка�
честве биологического распознающего элемента
(рис. 1).

Растворенный кислород диффундирует через аэ�
рированный фосфатный буфер, сквозь диализную
мембрану в слой иммобилизованных клеток, где
часть кислорода расходуется иммобилизованными
микроорганизмами на окисление органических со�
единений, содержащихся в пробе. Оставшийся кис�
лород проникает через газопроницаемую тефлоно�
вую мембрану и восстанавливается на катоде кис�
лородного электрода. Сила тока в системе прямо
пропорциональна количеству восстановившегося
на электроде кислорода. После установления рав�
новесия между диффузией кислорода и скоростью
эндогенного дыхания иммобилизованных микро�
организмов в буферном растворе регистрируют рав�
новесный ток (фоновый). Когда образец сточной
воды вводят в измерительную кювету, органические
вещества анализируемой пробы диффундируют че�
рез диализную мембрану и утилизируются иммоби�
лизованными микроорганизмами, в результате уве�
личивается скорость дыхания микроорганизмов и
потребление кислорода. В этом случае меньшее ко�
личество кислорода восстанавливается на электро�
де. Ток уменьшается до тех пор, пока не установится
новое равновесие. При промывке измерительной
кюветы буферным раствором восстанавливаются
скорость эндогенного дыхания микроорганизмов и
прежнее равновесие в системе. Так как процесс
контролируется диффузией субстрата, сигнал сен�
сора будет в определенной степени пропорциона�
лен концентрации легко окисляемых субстратов в
образце (рис. 2).

Для получения ответа биосенсора обычно ис�
пользуют два метода обработки: равновесный или
динамический (определение по конечной точке) и
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кинетический (определение начальной скорости)
[10]. В равновесном методе для определения БПКбс
используется разность между током в двух равно�
весных состояниях. Время измерения составляет
15–30 мин с последующим восстановлением в те�
чение 1 ч. В кинетическом методе в качестве ответа
сенсора используют начальное изменение силы то�
ка от времени после добавления образца. Этот па�
раметр отображает ускорение скорости микробно�
го дыхания и, в определенной степени, пропорци�
онален концентрации субстрата. В этом случае
ответ сенсора регистрируется в течение 15–30 с, а
время восстановления биораспознающего элемен�
та составляет менее 10 мин. Следует отметить, что
более высокой чувствительности можно достичь
при использовании в качестве ответа начальной
скорости отклика биосенсора при незначительной
потере в воспроизводимости [11]. Таким образом,
кинетический метод обработки сигнала биосенсо�
ра более предпочтителен в том случае, когда необ�
ходим постоянный контроль БПК, например, в хо�
де очистки сточных вод, или при анализе большого
числа проб [12].

В настоящее время разрабатываются новые био�
пленочные БПК�сенсоры на основе кислородного
электрода [5–8]. При проведении исследований ос�
новное внимание уделяют совершенствованию па�
раметров БПК�сенсоров: увеличению стабильности,
повышению корреляции данных, полученных био�
сенсорным и стандартным методами оценки БПК5.
Прежде всего это связано с поиском или созданием
новых эффективных микроорганизмов, применени�

ем современных материалов и новых методов иммо�
билизации биоматериала.

Сенсорные системы биореакторного типа. Для
определения БПКбс используют сенсорные систе�
мы биореакторного типа с респирометром для по�
стоянного измерения дыхательной активности сус�
пензии микроорганизмов. Строго говоря, в соот�
ветствии с определением IUPAС такие системы не
являются биосенсорами, так как биораспознающий
элемент не находится в прямом контакте с преобра�
зователем. Однако такие системы нашли широкое
применение на предприятиях по очистке сточных
вод для непрерывного контроля степени очистки

A
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Рис. 1. Схема БПК�бенсора биопленочного типа на основе кислородного электрода Кларка.
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Рис. 2. Типичный отклик амперометрического БПК�
сенсора биопленочного типа. Концентрация смеси
глюкозы и глютаминовой кислоты (ГГС, мг/дм3): 1 –
10, 2 – 30, 3 – 60.
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[13]. Общим для всех БПК�сенсоров респиромет�
рического типа является наличие биореакторов, в
которых активный ил (или индивидуальные микро�
организмы) и легко окисляемые органические ве�
щества находятся в одной среде [14]. Образцы сточ�
ных вод постоянно транспортируются через про�
точный реактор, имеющий небольшой объем [15,
16]. Наиболее часто в качестве биораспознающего
элемента в таких системах используют неиденти�
фицированные микроорганизмы из сточных вод,
например активный ил. Для повышения воспро�
изводимости результатов предложено использовать
индивидуальные штаммы микроорганизмов с ши�
роким спектром окисляемых субстратов, которые
относятся к poдам Trichosporon [17], Rhodococcus и Is%
satchenkia [18].

Одним из преимуществ биореакторной конфигу�
рации распознающих элементов является то, что в
таких системах можно легко заменить преобразова�
тель. При этом не нарушается активность микроор�
ганизмов. Кроме того, БПК�сенсор биореакторного
типа имеет более стабильные рабочие характеристи�
ки по сравнению с биопленочным типом [19]. Недо�
статком таких устройств является стационарное рас�
положение и невозможность обеспечения полевых
измерений. Таким образом, биосенсорные системы
реакторного типа имеют строго определенное назна�
чение – непрерывный контроль процессов очистки
сточных вод на соответствующих предприятиях.

Биосенсоры медиаторного типа. На величину
БПК, определяемую с помощью микробного дыха�
ния, влияют количество растворенного кислорода в
образце. Эту нежелательную зависимость можно
снизить или полностью ликвидировать за счет ис�
пользования медиаторов. Так, известно, что неко�
торые синтетические соединения (искусственные

акцепторы электронов) способны восстанавливать�
ся определенными микроорганизмами, т.е. конку�
рируют за электроны с кислородом (естественным
акцептором электронов) [20]. Если эти соединения
обладают обратимыми окислительно�восстанови�
тельными свойствами, то они могут служить пере�
носчиками электронов от биокаталитических си�
стем микроорганизмов на электрод (рис. 3).

При использовании медиаторов результаты изме�
рений становятся практически независимыми от
парциального давления кислорода в среде, если в
процессе окисления восстановленного медиатора не
участвуют протоны, то медиаторный электрод может
быть относительно нечувствителен к изменениям
рН. Таким образом, одним из наиболее перспектив�
ных направлений является разработка БПК�биосен�
соров с применением медиаторов электронного
транспорта [5, 20–27]. Равновесное состояние тока в
таких системах наступает в течение нескольких се�
кунд, что обеспечивает более высокую скорость
анализа. В медиаторных микробных сенсорах гене�
рируются токи, на порядки превышающие те, ко�
торые имеют место при использовании кислород�
ного электрода [28], что обеспечивает возможность
создания микросенсоров. Необходимой характе�
ристикой биосенсоров является возможность их
миниатюризации. При использовании технологии
изготовления печатных электродов возможно со�
здание недорогих одноразовых биодатчиков на ос�
нове целых клеток микроорганизмов для расшире�
ния возможностей их использования широким
кругом потребителей [29].

Еще одним преимуществом применения ре�
докс�красителей является возможность регистра�
ции БПК в анаэробных условиях, так как ферменты
дыхательной цепи микроорганизмов способны ре�
генерироваться за счет восстановления искусствен�
ных акцепторов электронов. Предложена быстрая
микробная технология измерения БПК в анаэроб�
ных условиях в присутствии косубстрата – гексаци�
аноферрата(III) калия [30]. Добавление в измери�
тельную кювету субстрата увеличивает катаболиче�
скую активность микроорганизмов и приводит к
накоплению восстановленной формы медиатора,
который успешно реокисляется на рабочем элек�
троде; количество электричества измеряют с помо�
щью кулонометрического преобразователя. 

Микробные биотопливные элементы как БПК4
сенсоры. Карубе с соавт. [31] разработали сенсор на
основе биотопливного элемента для определения
БПКбс. На рис. 4 представлена схема функциониро�
вание БПК�сенсора на основе микробного биотоп�
ливного элемента (БТЭ).

Генерируемый в биотопливном элементе ток яв�
ляется результатом биоокисления водорода или об�
разования продуктов из органических соединений
путем восстановления под действием бактерий
Clostridium butyricum в анаэробных условиях. Значи�

Наружная Мок Мв
S P

ДГ
e–

1 2

Электрод

е
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Рис. 3. Принцип функционирования микробного ме�
диаторного биосенсора. S – субстрат, Р – продукт,
Мок – окисленная форма медиатора, Мв – восстанов�
ленная форма медиатора, ДГ – мембранолокализован�
ные дегидрогеназы, 1, 2 – ферменты дыхательной цепи.
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тельный вклад в разработку БПК�сенсоров на осно�
ве безмедиаторном биотопливноого элемента уже в
начале нашего века внесли корейские исследовате�
ли [32–36]. Огромным достижением при разработке
БПК�сенсоров стала высокая долговременная ста�
бильность системы на основе функционирования
безмедиаторного топливного элемента: сенсор ра�
ботал в течение 5 лет без какого�либо обслуживания
[34]. В то же время к недостаткам этой системы сле�
дует отнести большое время ответа (около 1 ч) и ста�
ционарность системы, что ограничивает область
практического применения такого БПК�сенсора.

БПК4биосенсоры оптического типа. В связи с ин�
тенсивным развитием в конце прошлого века опто�
волоконной техники появилась возможность для
создания миниатюрных биосенсоров оптического
типа [37–45]. При разработке оптических БПК�
сенсоров существует два подхода: использование
люминесцентных бактерий в биораспознающем
элементе сенсора или применение люминесцирую�
щей подложки для биоматериала. В первом случае
принцип измерения основан на соотношении меж�
ду интенсивностью люминесценции, продуцируе�
мой бактериями, и клеточной ассимиляции орга�
нических соединений из образцов сточных вод [37,
38, 40, 45]. Во втором – в материал подложки вносят
кислородчувствительные красители, а в качестве
биораспознающего элемента в этой матрице ис�
пользуют целые клетки микроорганизмов. Интен�
сивность дыхания микроорганизмов зависит от со�
держания органических соединений в анализируе�
мой пробе, которые окисляются
микроорганизмами в присутствии кислорода. Из�
менение содержания кислорода в пленке регистри�
руют с помощью красителя оптическими методами
[39–44]. Оптические биосенсоры обладают высо�

кой чувствительностью и позволяют определять
низкие значения БПК. Важным достоинством та�
ких систем является возможность создания микро�
плат и микросенсоров, биосенсоров на чипе [40, 45]. 

Другие типы БПК4биосенсоров. Методы анализа
БПК с использованием биосенсоров не ограничи�
ваются описанными выше. Так, например, разрабо�
тан биосенсор для определения БПК очистных со�
оружений в режиме реального времени [46]. Основ�
ной рабочий принцип биосенсора основан на
непрерывном измерении концентрации СО2, про�
изведенного деградацией микроорганизмами угле�
родной составной стоков.

Нестандартный подход для определения БПК
описан в работе [47]. Образцы сточной воды различ�
ной степени очистки шведского целлюлозного заво�
да и чистая вода были проанализированы с помощью
амперометрического биосенсора с несколькими
ячейками и электродами с применением математи�
ческих методов хемометрии при обработке массива
полученных данных (так называемого биосенсорного
“языка”). Образцы сточной воды были описаны таки�
ми параметрами, как химическое потребление кисло�
рода, биологическое потребление кислорода, общее
количество органического углерода, подавление нит�
рификации, ингибирование дыхания и токсичностью
по отношению к Vibrio fischeri, пресноводной морской
водоросли Pseudokirchneriella subcapita и пресноводно�
го ракообразного Daphnia magna.

Еще один подход к детекции БПК основан на
регистрации изменений температуры, вызванных
микробиологической деструкцией органических
соединений. Этот подход основан на использова�
нии калориметрических преобразователей; био�
сенсор на основе такого преобразователя описан

Записывающее
устройство
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биотопливная
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Рис. 4. Схема функционирования БПК�сенсора на основе микробного БТЭ. Устройства для удаления взвешенных ча�
стиц (а) и перемешивания водной фазы и воздуха (б).
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в работе [48]. Однако в последнее время это на�
правление интенсивно не разрабатывается.

БИОРАСПОЗНАЮЩИЕ ЭЛЕМЕНТЫ 
БПК�СЕНСОРОВ 

Микроорганизмы как основа биораспознавания.
Для создания биораспознающих элементов БПК�
сенсоров используют либо чистые культуры с опре�
деленными свойствами (широкий спектр окисляе�
мых субстратов, устойчивость к воздействию негатив�
ных факторов окружающей среды, специфичность в
отношении определенных стоков), либо смесь иден�
тифицированных микроорганизмов (искусственные
ассоциации), либо индуцируемый консорциум мик�
роорганизмов, либо активный ил и даже термически
убитые бактерии. Каждый из этих подходов имеет
свои преимущества и недостатки.

Обычно БПК�биосенсоры на основе чистой
культуры имеют преимущество в стабильности
функционирования биосенсорной системы. В то же
время такие биосенсоры могут показывать занижен�
ное значение БПК из�за ограниченного спектра
окисляемых одним штаммов субстратов. В качестве
биокатализаторов наиболее часто используют целые
клетки таких бактерий, как Bacillus polymyxa, Bacillus
subtilis, Pseudomonas putida; дрожжей. Arxula adenini%
vorans, Hansenula anornala, Klebsiella, Candida, Trichos%
poron, Serratia marcescens, Saccharomyces cerevisiae.
Дрожжи являются более предпочтительным биома�
териалом для биосенсоров почти всех типов, по�
скольку устойчивы к негативным факторам окружа�
ющей среды и могут функционировать в распознаю�
щем элементе биосенсора длительное время [49, 50].
В то же время дрожжевые культуры подвержены
контаминации сильнее бактериальных.

Для увеличения количества окисляемых субстра�
тов используют ассоциации микроорганизмов, ча�
ще всего состоящие из двух штаммов, например Tri%
chosporon cutaneum и Bacillus licheniformis [51]. Как и
большинство ранее описанных БПК�сенсоров, ко�
торые разрабатывались с целью улучшения сходи�
мости и операционной стабильности, в биораспо�
знающем элементе использовали смесь из двух
идентифицированных штаммов. Это привело к рас�
ширению субстратной специфичности и стабилиза�
ции функционирования сенсора в течение длитель�
ного периода. БПК�сенсоры, основанные на слож�
ной микробной популяции, такой, как активный ил
и микробные консорциумы, имеют способность к
детекции широкого спектра субстратов. Однако из�
за нестабильности композиции в консорциуме со
временем наблюдается нарастающая нестабиль�
ность в функционировании сенсора.

Для биосенсоров, основанных на живых клетках,
требуется постоянное поддержание жизнедеятельно�
сти и поступление питательных веществ и минералов
при длительном хранении. БПК�сенсоры на основе

убитых нагреванием клеток лишены этого недостатка.
Такие клетки, сохранившие активность основных
окисляющих ферментов, могут в дальнейшем хра�
ниться в фосфатном буфере в течение длительного пе�
риода времени при комнатной температуре [52–54].

Иммобилизация микроорганизмов. Микробные
клетки на поверхности физико�химического пре�
образователя удерживаются в большинстве случаев
с помощью простой адсорбции. В этом случае клет�
ки помещают, главным образом, на пористую мем�
брану путем всасывания или удержания воды гид�
рогелями, в качестве которых применяют водный
раствор поливинилового спирта [53] или поликар�
бомоилсульфонат [54, 55]. Для миниатюризации
БПК�сенсора используют метод кросс�сшивания
резины (ENT�3400) под действием УФ для иммо�
билизации клеток на поверхности микрокисло�
родного электрода [56]. В качестве альтернативы воз�
можно использование одноразовых БПК�сенсоров,
в которых биопленка должна легко заменяться. Раз�
работан БПК�сенсор, биораспознающий элемент
которого был приготовлен смешиванием магнитно�
го порошка с активным илом. Намагниченный ил
затем размещали на тефлоновой мембране катода и
удерживали за счет магнитных взаимодействий [57].

Одним из перспективных современных направ�
лений создания биораспознающих элементов на ос�
нове целых клеток микроорганизмов является разра�
ботка их иммобилизации в золь–гель матрицы
[58, 59]. Такие элементы имеют высокую проницае�
мость для анализируемых проб, хорошую прочность
и стабильность, а также низкую токсичность для им�
мобилизованных микроорганизмов. Однако получе�
ние таких биопленок представляет довольно слож�
ную задачу, так как большинство методов образова�
ния золь–гелей основано на температурной
обработке смеси реагентов.

ХАРАКТЕРИСТИКА БПК�СЕНСОРОВ 
РАЗЛИЧНЫХ ТИПОВ 

Эффективность биосенсора определяется его
аналитическими и метрологическими характери�
стиками и рабочими параметрами. Они включают
свойства аналитического сигнала (величина и вре�
мя отклика) в ответ на добавление анализируемого
вещества, обратимость системы после удаления
анализируемого соединения, стабильность биодат�
чика, технику измерения, операционные условия и
многие другие. Однако оптимизация биосенсорной
системы является комплексной задачей, так как ча�
сто улучшение одного свойства приводит к ухудше�
нию другого.

Для получения количественной информации о
содержании анализируемых веществ в образце необ�
ходимо знать калибровочные характеристики БПК�
биосенсора, то есть зависимость аналитического
сигнала от концентрации. При описании калибров�
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ки необходимо указывать, в каких условиях она была
получена, и для какого калибровочного раствора.
Линейность зависимости ответов БПК�биосенсора
от концентрации в определенном интервале являет�
ся мерой возможности определения БПК при анали�
зе сточных вод с различными концентрациями суб�
стратов. Широкий линейный интервал желателен
для точности и надежности измерений. Линейность
характеристики БПК�биосенсоров при измерении в
стационарном состоянии меньше, чем при исполь�
зовании начальной скорости изменения сигнала
биосенсора. Кроме собственно калибровочной зави�
симости для сравнения эффективности биосенсоров
используются такие количественные характеристи�
ки, как чувствительность и предел обнаружения [60].
Коэффициент чувствительности определяется, как
значение производной от калибровочной характе�
ристики биосенсора по концентрации измеряе�
мого вещества; как правило, указывается макси�
мальное значение этого параметра. Другой важной
характеристикой является нижний предел обнару�
жения. В случае амперометрических биосенсоров
можно проследить следующую закономерность. По�
высить чувствительность сенсора возможно путем
увеличения количества биоматериала. Однако это в
определенном диапазоне количества биоматериала
может приводить к смещению предела обнаружения
в область более высоких концентрации анализируе�
мого соединения. Таким образом, объективной ха�
рактеристикой биосенсора может являться отноше�
ние его предела обнаружения к чувствительности.

Линейность и количественные характеристики
калибровочной зависимости связаны с устройством
преобразователя, типом сенсора и концентрацией
клеток в распознающем элементе. БПК�сенсоры с
высокой плотностью клеток в биопленке обычно бо�
лее чувствительны, но имеют более узкий линейный
интервал определяемых концентраций. На эти пара�
метры также влияет чувствительность сенсора в от�
ношении определенных типов органических соеди�
нений. БПК�сенсор может давать неодинаковые ли�
нейные характеристики при использовании разных
калибровочных растворов и образцов с различным
составом органических субстратов. В качестве рас�
творов для калибровки прибора обычно использует�
ся раствор смеси глюкозы и глутаминовой кислоты
(ГГС) с концентрацией 205 мг/дм3 или другие смеси
органических соединений (так называемые синтети�
ческие сточные воды). В настоящее время значи�
тельное внимание уделяют разработке калибровоч�
ных растворов – синтетических сточных вод, кото�
рые содержат примерный перечень тех соединений,
которые являются основными компонентами ана�
лизируемых образцов воды [12, 40, 61–65]. Была
предложена концепция нормализованного ответа
для того, чтобы определить, подходит калибровоч�
ный раствор для данного образца или нет; с этой це�
лью ответ биосенсора на калибровочный раствор

должен походить на ответ анализируемого образца
воды [12].

Поскольку БПК�сенсоры разрабатывались для
создания быстрого альтернативного аналитического
метода, то анализ с помощью биосенсоров должен
иметь точность, не хуже традиционного метода БПК.
БПК определяют 5�суточным тестом по стандартно�
му раствору ГГС, для которого усредненная величи�
на БПК5 составляет 205 мг/л, а стандартное отклоне�
ние – 30.5 мг/л, что составляет около 15.4%. Повто�
ряемость измерений БПК�сенсоров биопленочного
типа характеризуется стандартным отклонением 10–
11%) для сенсора на основе одного штамма, и возрас�
тает до 15% для сенсоров, основанных на ассоциации
микроорганизмов [5].

Важным потребительским качеством биосенсо�
ров является время выполнения одного анализа, ко�
торое складывается из времени ответа биосенсора и
восстановления активности биорецепторного эле�
мента. Время ответа БПК�сенсора варьирует, преж�
де всего, в зависимости от применяемой техники из�
мерения. Сигнал сенсора при использовании элек�
трохимического кислородного преобразователя
(электрод типа Кларка) удается зарегистрировать за
5–25 мин при измерениях в стационарном состоя�
нии и через 15–30 с при измерении начальной скоро�
сти. При измерениях в стационарном состоянии вре�
мя установления нового устойчивого состояния за�
висит от концентрации субстрата в образце и
значительно увеличивается при анализе образцов с
высокой концентрацией субстратов. Обычно время,
требуемое на восстановление базового сигнала, поз�
воляющего приступить к очередному измерению,
больше, чем время сигнала, т.е. составляет 15–60 мин
при измерении по конечному значению и 5–10 мин
при измерении по начальной скорости соответ�
ственно. Время восстановления также возрастает
при увеличении времени измерения и может увели�
чиваться до нескольких часов. 

Следует отметить, что сточные воды некото�
рых производств, например зерноперерабатыва�
ющих предприятий (спиртовые, пивоваренные,
крахмалопаточные) характеризуются высоким
содержанием органических загрязнений, что
приводит к гибели естественных экосистем во�
круг таких предприятий при неконтролируемом
сбросе отработанного материала в окружающую
среду. В этом случае основной проблемой являет�
ся утилизация жидких отходов. Первый шаг ути�
лизации состоит в проверке отходов на содержа�
ние органических компонентов. Для таких пред�
приятий не только практически сложно, но и
нерационально стремиться к созданию универ�
сального БПК�сенсора. Целесообразно произво�
дить разработку биосенсоров и выбор соответ�
ствующих микроорганизмов, которые обеспечи�
вали бы наиболее эффективную детекцию БПК в
соответствии с конкретным типом сточных вод,
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Характеристика и параметры БПК�сенсоров

Микроорганизм, иммобилизация Условия измерения Характеристика [Cсыл�
ка], год

БПК4биосенсоры на основе кислородного электрода

Клетки Trichosporon cutaneum и Ba%
cillus sufrtilis, коиммобилизованные 
в золь–гелевую матрицу на основе 
кремнезема и сополимера 4�ви�
нилпиридина с поливиниловым 
спиртом.

Определение БПК в озерной воде 
и коммунальных стоках.

Время жизни сенсора более 
40 сут. Пределы определения 
БПК 1–60 мг О2/л.

[59], 
2003

Клетки Trichosporon cutaneum и Ba%
cillus licheniformis, коиммобилизо�
ванные на тефлоновой мембране.

Калибровка по ГГС. Время измерения 5–10 мин при 
нижнем пределе детекции 0.5 мг 
О2/л БПК.

[50], 
2002

Клетки Klebsiella sp., выделенные 
из активного ила и иммобилизо�
ванные на тефлоновой мембране.

ГГС, определение лактозы в сточ�
ных водах молокозавода.

Время ответа сенсора 15 мин, вре�
мя регенерации активности ре�
цепторного элемента 20 мин. Оп�
тимум рН и температуры 7.0 и 
30°С соответственно.

[61], 
2001

Клетки Arxula adeninovorans, иммо�
билизованные в поликарбомоил�
сульфонат.

Определение БПК в коммуналь�
ных и промышленных сточных во�
дах из различных. источников, в 
том числе в стоках с высоким со�
держанием солей.

Сенсор стабилен в течение 40 сут. 
Работоспособность сохраняется 
без уменьшения активности. Ли�
нейная зависимость калибровки 
до 550 мг О2/л, стабилен в области 
рН 6.5–7.5.

[55], 
1999

Препарат активного ила, клетки в 
котором убиты нагреванием при 
300°С в течение 1.75 мин.

Калибровка по ГГС. – [52], 
2005

Клетки Saccharomyces cerevisiae, ин�
капсулирование в кальций�альги�
натный гель.

ГГС, анализ образцов сточных вод. Соответствие между БПКбс и 
БПК5 характеризуется высокой 
корреляцией (0.95 для шести из�
мерений).

[49], 
2009

Ассоциация микроорганизмов, 
иммобилизованных на нейлоновой 
мембране.

ГГС, анализ образцов сточных вод. Время ответа 90 мин, стабильность 
в течение 400 циклов измерений, 
хранение при 4°С, нижний предел 
детекции 1 мг О2/л, воспроизводи�
мость 1.85–2.25%.

[50], 
2008

Клетки Gluconobacter oxydans, им�
мобилизованные адсорбцией на 
стекловолоконном фильтре.

ГГС, анализ стоков пищевых произ�
водств.

Время стабильной работы 12 сут, 
чувствительность 0.28 нА  дм3/мин  
мг. Длительность измерения 7–
10 мин, линейный диапазон зави�
симости ответа биосенсора 2.0 – 
20.3 мг О2/дм3.

[66] 
2008

Клетки Arxula adeninivorans, иммо�
билизованные адсорбцией на стек�
ловолоконном фильтре.

ГГС, анализ стоков пищевых произ�
водств.

Время стабильной работы 28 сут, 
чувствительность 0,83 нА  дм3/мин  
мг, длительность одиночного из�
мерения 8–12 мин, линейный диа�
пазон зависимости ответа биосен�
сора от БПК5 1.4–11.6 мг О2/дм3.

[66] 
2008

БПК4биосенсоры медиторного типа

Бактерии Pseudomonas fluorescens, 
иммобилизованные в ацетатцел�
люлозную мембрану, в сочетании с 
медиатором гексацианоферратом 
калия.

Синтетические сточные воды, ана�
лиз образцов сточных вод.

Диапазон определения от 15 до 
260 мг О2/дм3. После 35 сут. хране�
ния ответ сенсора составлял поло�
вину от первоначального.

[21], 
2001

Новые дрожжевые штаммы (SPT1 
и SPT2), закрепленные на стекло�
углеродном электроде с помощью 
диализной мембраны, медиатор – 
феррицианид.

ГГС, анализ образцов сточных вод. Оценка БПК в пределах 2–100 мг 
О2/л. Время измерения 5 мин.

[22], 
2001
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Микроорганизм, иммобилизация Условия измерения Характеристика [Ссыл�
ка], год

Дрожжи Saccharomyces cerevisiae, 
двухмедиаторная система с ферри�
цианидом и липофильным медиа�
тором менадионом.

Анализ образцов речной и морской 
воды.

Линейный диапазон в интервале 
от 1 мкМ до 10 мМ концентрации 
гексацианоферрата(II) (r2 = 
= 0.9995, относительное стан�
дартное отклонение 1.3%).

[24], 
2007

Стеклоуглеродный электрод, мо�
дифицированный феррицианидом 
в ионообменном полисилоксане.

ГГС, образцы морской воды. Сходимость 3,8%, воспроизводи�
мость 7,7%, корреляция БПКбс и 
БПК5 0.988.

[26], 
2008

Бактерии Gluconobacter oxydans в 
графитовой пасте, медиатор фер�
роцен.

ГГС, анализ стоков пищевых произ�
водств.

Время стабильной работы био�
сенсора 30 сут, чувствительность 
4 нА  дм3/мг, длительность одного 
измерения 7 мин, линейный диа�
пазон зависимости ответа био�
сенсора от БПК5 34–680 мг 
О2/дм3.

[67], 
2008

Оптические БПК4биосенсоры

Клетки Pseudomonas putida, адсор�
бированные на нитроцелюлозной 
мембране.

Синтетические сточные воды, об�
разцы речной воды. 

Оценка БПК в диапазоне 1–10 мг 
О2/л, нечувствителен к присут�
ствию хлоридов и ионов тяжелых 
металлов, время измерения – 15 мин.

[39], 
2000

Рекомбинантный штамм Escheri%
chia coli, содержащий фрагменты 
lux�оперона Vibrio fisheri.

ГГС, образцы различных сточных вод. — [40], 
2003

Клетки Bacillus subtilis, иммобили�
зованные в композитный золь–
гель кварца и поливинилового 
спирта. Кислородчувствительная 
пленка из трис(4,7�дифенил – 1,10� 
фенантролин) рутения(II).

ГГС — [41], 
2005

Микроорганизмы Bacillus lichenifor%
mis, Dietzia maris и Marinobacter 
marinus из морской воды, иммоби�
лизованные в поливиниловом 
спирте с чувствительным к кисло�
роду комплексом рутения.

ГГС, образцы морской воды. Время устойчивой работы до 10 мес. 
При использовании в качестве 
стандарта ГГС коэффициент кор�
реляции в диапазоне от 0.3–40 мг 
О2/л БПК составил 0.985. Воспро�
изводимость ±2.3%.

[42], 
2006 
[43], 
2006

БПК4биосенсоры на основе БТЭ

Мониторинг сточных вод в реаль�
ном времени

Устойчивый ток после ввода проб 
различной концентрации в БТЭ 
через 60 мин. Воспроизводимость 
10% при определении БПК в кон�
центрации 100 мг О2/л.

[35], 
2004 
[36], 
2005

БПК4биосенсоры на основе других методов регистрации

Измерение концентрации СО2, 
произведенного деградацией мик�
роорганизмами углеродной состав�
ной стоков. Контроль СО2 с помо�
щью инфракрасного спектрометра.

Определение БПК очистных соору�
жений.

— [46], 
2005

Амперометрический биоэлектрон�
ный “язык”. Модификация элек�
тродов тирозиназой, пероксидазой 
хрена, ацетилхолинэстеразой и бу�
тирилхолинэстеразой.

Образцы сточных вод. — [47], 
2005

Активный ил, рН�преобразователь. 
Определение СО2 в аэробных усло�
виях и NaOH в анаэробных.

Мониторинг степени загрязнения 
органическими соединениями и 
токсичности.

— [63], 
2008

Saccharomyces cerevisiae. Колори�
метрический метод в присутствии 
2,6�дихлорфенолиндофенола.

ГГС, образцы речной воды. Линейный интервал 1.1–22 мг 
О2/ л–1 (r = 0.988, n = 3), хранение 
36 сут.

[25], 
2007
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т.е. создавать специализированные БПК�биосен�
соры. Так, для контроля степени очистки сточных
вод крахмалопаточного комбината в БПК�био�
сенсоре предложено использовать уксуснокис�
лые бактерии Gluconobacter oxydans, которые обес�
печивают высокую чувствительность по отноше�
нию к спиртам и сахарам [66, 67]; такой подход
позволил разработать, экспресс�метод контроля
БПК стоков этого предприятия. Наиболее остро
проблема загрязнения органическими соедине�
ниями окружающей среды относится к спирто�
вой промышленности, в частности к утилизации
основного отхода производства – послеспирто�
вой барды. С этой целью разработан биосенсор�
ный метод определения общего содержания лег�
коокисляемых органических соединений в отхо�
дах ферментационных производств [68, 69].
Метод анализа с использованием разработанного
биосенсора характеризуется высокой скоростью,
высокой чувствительностью и селективностью. Ав�
торы отмечают, что биосенсоры, предназначенные
для экологического контроля стоков пищевых про�
изводств, можно использовать и для мониторинга
ферментационных процессов на этих производствах,
это позволит сократить затраты на оборудование и
увеличить экономическую отдачу предприятия.

Более подробно основные характеристики и па�
раметры БПК�биосенсоров различных типов пред�
ставлены в таблице.

Таким образом, определение БПК с помощью
биосенсоров является достаточно развитым направ�
лением аналитической биотехнологии. Однако
БПК�сенсоры все еще имеют ряд ограничений, ко�
торые затрудняют их применение, поэтому проведе�
ние в России собственных исследований и выполнение
работ, создающих основу для выпуска коммерческих
БПК�биосенсоров является актуальным. Биосенсор�
ные анализаторы БПК представляют собой надежные,
простые и дешевые аналитические инструменты и мо�
гут с успехом использоваться для контроля водных
экосистем наряду с традиционными методами опре�
деления БПК.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Госконтракта 02.740.11.0296 и ФЦП “Научные и
научно�педагогические кадры инновационной
России” на 2009–2013 годы (ГК П258, ГК П551).
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Abstract—The review briefs recent advances in application of biosensors for determining biological oxygen
demand (BOD) in water. Special attention is focused on the principles of operation of microbial BOD sen�
sors; the information about biorecognition elements in such systems and the methods used for immobiliza�
tion of biological components in film biosensors is summarized. Characteristics of some BOD sensor models
are considered in detail.
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