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В статье представлен обзор теоретических и экспериментальных исследований, проведенных 
отечественными и зарубежными учеными, по изучению ферментов как в нативном состо
янии, так и в виде химически стабилизированных наноразмерных частиц, перспективных 
для использования в области создания изделий военного назначения различного типа. Обоб
щены результаты по использованию биокатализаторов на основе ферментов и микроорга
низмов-деструкторов для нейтрализации экотоксикантов. Рассмотрена природа ферментов. 
Проанализированы данные, полученные в сфере химико-биологических и медицинских био
каталитических технологий, по созданию ферментных лечебно-профилактических средств. 
Отдельное внимание уделено ферментам, используемым в качестве компонентов средств 
защиты, биокатализаторам для очистки окружающей среды от токсичных химикатов, био
препаратам на основе ферментов и микроорганизмов-деструкторов для утилизации реак
ционных масс, химической детоксикации отравляющих веществ. Осуществлен выбор на
правлений дальнейших исследований по использованию нанобиотехнологий: ферментные 
препараты для профилактики и лечения поражений отравляющими веществами; ферменты 
в составе самодегазирующихся материалов в качестве компонентов средств защиты; биока
тализаторы для очистки почвы, воды и поверхностей; биопрепараты на основе ферментов и 
микроорганизмов-деструкторов для деградации реакционных масс отравляющих веществ.

Ключевые слова: бактерии Pseudomonas sp. 78Г; биокатализаторы для очистки окружа
ющей среды; гексагистидин-содержащая органофосфатгидролаза His6-OФГ; микроорганиз
мы-деструкторы токсичных химикатов; самодегазирующиеся материалы; ферментные 
антидоты ФОВ; ферментные катализаторы деструкции реакционных масс ФОВ; фер
ментные компоненты средств защиты; ферменты-катализаторы химических реакций в 
организме; фосфорорганические отравляющие вещества ФОВ.

Библиографическое описание: Филимонов И.В., Янковская А.А., Кужелко С.В., Завьялов В.В., 
Завьялова Н.В., Голипад А.Н., Колесников Д.П., Ковтун В.А., Холстов В.И., Лягин И.В., Еф
ременко Е.Н. Исследования в сфере перспективного использования химико-биологических 
и медицинских биокаталитических технологий в интересах Вооруженных Сил // Вестник 
войск РХБ защиты. 2018. Т. 2. № 2. С. 18-50.

Journal of NBC Protection Corps. 2018. V. 2. No 2



Reseach in the Sphere of Perspective Use of Biochemical and Medical Biocatalytic Technologies...

СОДЕРЖАНИЕ

Природа ферментов
Использование биокатализаторов на осно

ве ферментов и микроорганизмов-деструкто
ров для нейтрализации экотоксикантов

I Современные разработки по созданию 
антидота ФОС на основе ферментов

II Ферменты в качестве компонентов 
средств защиты

III Биокатализаторы для очистки окружа
ющей среды

IV Биопрепараты на основе ферментов и 
микроорганизмов-деструкторов для утилиза
ции реакционных масс, полученных путем хи
мической детоксикации отравляющих веществ

Направления исследований перспективно
го использования биопрепаратов в интересах

создания изделий военного назначения различ
ного типа

1 Ферментные антидоты
2 Ферменты в составе самодегазирующих

ся материалов в качестве компонентов средств 
защиты

3 Биокатализаторы для очистки окружа
ющей среды

4 Биопрепараты на основе ферментов и 
микроорганизмов-деструкторов для утилиза
ции реакционных масс отравляющих веществ

Заключение
Информация о конфликте интересов
Сведения о рецензировании статьи
Список источников

Изучение и использование ферментных 
препаратов в нативном состоянии и в виде хи
мически стабилизированных наноразмерных 
частиц ведутся во всем мире уже несколько де
сятилетий. Число публикаций о биокаталити
ческих системах на основе ферментов и клеток 
микроорганизмов увеличивается с каждым 
годом.

Однако недостаток научных фундамен
тальных знаний о кинетических закономер
ностях, лежащих в основе функционирования 
биокаталитических систем, является сдержива
ющим фактором широкого применения на прак
тике биокатализаторов - препаратов на основе 
ферментов и микроорганизмов-деструкторов.

Целью настоящей работы является обзор 
результатов фундаментальных и прикладных 
исследований, проведенных отечественными 
и зарубежными учеными, по изучению фер
ментов (ферментных препаратов), выбор на
правлений дальнейших исследований по пер
спективам использования нанобиотехнологий 
при создании изделий военного назначения 
различного типа.

Природа ферментов
Ферменты, или энзимы, представляют 

собой белковые молекулы или молекулы РНК, 
либо их комплексы, которые катализируют хи
мические реакции в биологических системах, 
не подвергаясь при этом химическим превра
щениям. Они способствуют перевариванию 
и распаду жиров, белков, сокращению мышц 
и проведению нервных импульсов в живых 
системах как животного, так и растительного 
происхождения; ускоряют окислительно-вос-

становительные, гидролитические, синтети
ческие и многие другие биохимические про
цессы во всех живых клетках. Нехватка или 
избыток необходимых ферментов негативно 
сказывается на функциональной активности и 
жизнеспособности организма.

По строению ферменты могут быть как од
нокомпонентными - простыми белками, так и 
сложными - содержащими несколько разных 
белковых субъединиц и небелковую часть. 
Некоторые ферменты входят в состав плазма
тической мембраны клеток, другие находятся 
и работают внутри клеток, третьи секретиру- 
ются клетками и выходят в межклеточное про
странство органов и тканей, попадают в крове
носную и лимфатическую системы или просвет 
желудка, тонкой и толстой кишки.

Субстратом называется химическое ве
щество, подвергающееся превращению под 
действием фермента. Реагенты - вещества, уча
ствующие в химической реакции, но при этом 
не являющиеся объектом обработки. Реакци
онный (активный) центр - атом, у которого 
происходит разрыв или образование связей. 
Коферменты (коэнзимы, кофакторы) - моле
кулы небелковой природы, специфически со
единяющиеся с соответствующими белками и 
играющие роль активного центра. Регуляторы 
каталитической активности: активаторы - по
вышают, ингибиторы - понижают активность 
ферментов. Продукты реакции - образующиеся 
в ходе реакции вещества.

Ферменты специфичны к субстратам. Эф
фективность их действия чрезвычайно высока. 
Одна молекула фермента может катализировать 
превращение до 106 молекул субстрата в минуту.
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И.В. Филимонов, А.А. Янковская, С.В. Кужелко и др.

В зависимости от условий, ферменты спо
собны катализировать как прямую, так и об
ратную реакцию.

Подобно всем белкам, ферменты лабильны 
и после денатурации оказываются неактив
ными. Активность ферментов в клетке непосто
янна во времени. Ферменты чутко реагируют 
на ситуацию, в которой оказывается клетка, 
на факторы, воздействующие на нее как сна
ружи, так и изнутри. Такая чувствительность 
ферментов к изменениям окружающей среды 
позволяет клетке приспособиться к новым ус
ловиям, дать должный ответ на гормональные 
и иные стимулы, а в некоторых ситуациях - 
предоставить клетке шанс выжить.

Для изучения свойств ферментов обычно их 
получают путем выделения из тканей животных, 
растений, клеток или культуральной жидкости, 
накапливающейся при выращивании микроор
ганизмов, биологических жидкостей [1-4].

Использование биокатализаторов на ос
нове ферментов и микроорганизмов-деструк
торов для нейтрализации экотоксикантов

Утилизация многих вредных для здо
ровья и опасных для жизни веществ, уже при
сутствующих или попадающих (вносимых) 
в окружающую среду, составляет комплекс 
важных экологических, социальных, эко
номических и научных проблем. Задача де
струкции нейротоксичных фосфороргани
ческих соединений (ФОС), к числу которых 
относятся применяемые в сельском хозяйстве 
пестициды (хлорпирифос, метилпаратион, 
параоксон, малатион), а также продукты де
токсикации боевых отравляющих веществ 
(зарина, зомана, вещества типа VX), явля
ется наиболее значимой, поскольку сотни 
тысяч тонн этих веществ, произведенных в 
последние полвека, представляют серьезную 
экологическую угрозу при хранении, унич
тожении, а в случае пестицидов - при их ис
пользовании.

В США ежегодно производится 
620 тыс. пестицидов, в странах Евро
пейского Союза - 320 тыс., в России - 
100 тыс. В то же время не существует эф
фективной и приемлемой для окружающей 
среды технологии утилизации этих веществ, 
в том числе в случае аварийных ситуаций 
(розливов, развалов и т.п.) [5, 6].

Детоксикация различных ФОС с помощью 
биокаталитических систем имеет ряд преиму
ществ, а именно: она проходит в мягких усло
виях (при отсутствии резко щелочных условий 
среды, повышенных температур, агрессивных 
химических агентов), при этом продукты 
гидролиза, как правило, являются биологи
чески деградируемыми. В качестве биока

тализаторов особый интерес представляют 
различные ферменты, гидролизующие ФОС. 
Было установлено, что на сегодняшний день 
наиболее высокоэффективно действующим 
ферментом для биодеструкции ФОС является 
органофосфатгидролаза (ОФГ, EC 3.1.8.1, арил
диалкилфосфатаза), катализирующая гидролиз 
эфирной связи в триэфирах ортофосфорной и 
фосфоновой кислот [5, 6].

Для решения различных задач по детокси
кации ФОС была проведена направленная гене
тическая модификация органофосфатгидролазы, 
обеспечивающая существенное упрощение вы
деления фермента из клеток, продуцирующих 
его, и создание систем для его многократного 
использования в виде стабилизированных им
мобилизованных препаратов [7, 8]. Введение 
гексагистидиновой последовательности на 
N-конец молекулы ОФГ позволило, помимо ос
новной цели модификации фермента, увеличить 
в несколько раз гидролитическую активность 
этого фермента (Шз6-ОФГ) по отношению к суб
стратам, содержащим P-S связь (например, хлор- 
пирифос, малатион, VX и т.д.) в сравнении с ис
ходным вариантом фермента [9, 10]. Поэтому для 
разработки рецептуры, нейтрализующей ФОС, 
целесообразным представляется использование 
именно генетически модифицированного фер
мента И1з6-ОФГ, схема которого представлена на 
рисунке 1.

Проведенный рентгеноструктурный 
анализ ОФГ [11, 12] показал, что шесть остатков 
гистидина находятся непосредственно вблизи 
активного центра фермента, а четыре из этих 
остатков (His-55, His-57, His-201 и His-230) яв
ляются лигандами ионов металла в активном 
центре фермента (изображены на рисунке 2).

Два иона металла связаны друг с другом 
посредством карбамилированного остатка 
Lys-169. В апоформе фермента остаток 
Lys-169 не модифицирован. При помощи 13С 
ЯМР-спектроскопии было доказано, что в об
разовании карбамилированного остатка Lys 
принимает участие диоксид углерода. Установ
лено, что высокая концентрация бикарбоната, 
привнесенная в раствор фермента, ускоряет 
процесс формирования его активного центра 
при переходе апоформы в холоформу в присут
ствии ионов металла [13].

Вторым мостиковым лигандом между 
ионами металла служит молекула воды (ри
сунок 2). Таким образом, для поддержания 
и/или эффективного функционирования ак
тивного центра фермента необходимо присут
ствие в реакционной среде при гидролизе ФОС 
воды и карбонат-ионов. Также необходимо 
отметить, что именно в карбонатном буфере 
при рН 10 наблюдается проявление макси
мума каталитической активности у фермента
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Генетически модифицированная
Hise-ОФГ

N-конец

Сделано генетическое введение полигексагистидиновой 
последовательности на N-конец молекулы белка

Рисунок 1 — Фермент генетически модифициро
ванная органофосфатгидролаза -  Н1б6-ОФГ

Рисунок 2 — Строение активного центра ОФГ, 
образованного при участии ионов Cd2+ [13]

HiSg-ОФГ [9]. В этой связи целесообразным, 
в том числе и с экономической точки зрения, 
представляется использование при работе с 
модифицированным ферментом именно кар
бонатной буферной системы.

Кроме этого, показано, что при длительном 
хранении и использовании биокатализаторов 
на основе His6-OФГ для предотвращения инак
тивации фермента необходима его стабили
зация путем иммобилизации. Такая стаби
лизация фермента может быть достигнута за 
счет применения различных подходов [14, 15]. 
Одной из наиболее современных технологий 
иммобилизации ферментов является микро- 
и нанокапсулирование, например, путем 
комплексообразования с полимерами, создаю
щими вокруг фермента защитную оболочку, в 
результате чего фиксируется каталитически ак
тивная конформация молекулы фермента, ко
торая оказывается защищенной от негативных 
воздействий окружающей среды, а при этом 
сами комплексы представляют собой микро- 
или наноразмерные частицы [16]. Такой подход 
может быть использован для разработки новых 
лечебно-профилактических антидотов и био
катализаторов на основе ферментов.

I Современные разработки по созданию 
антидота ФОС на основе ферментов

За последние 20 лет удалось добиться 
значительных успехов в изучении противо
действия отравлениям ФОС, но классические 
фармакологические подходы уже достигли оп
тимального уровня. В медицинской практике, 
в основном, применяются средства антидотной 
терапии поражений фосфорорганическими 
токсикантами.

В качестве профилактических средств 
защиты ацетилхолинэстеразы (АХЭ) от воз
действия фосфорорганических токсикантов 
используют гетероциклические обратимые 
ингибиторы, в частности, галантамин, пири-

достигмин и др. Однако их длительное приме
нение или использование в больших количе
ствах опасно для здоровья [17].

Анализ применяемых в настоящее время 
медикаментозных антидотных средств против 
отравления ФОС, включая ФОВ, показал, что 
все имеющиеся в настоящее время антидоты 
обладают рядом недостатков: собственной 
токсичностью и, соответственно, малыми до
пустимыми дозами; серьезными побочными 
эффектами (в том числе в отношении нервной 
системы и органов чувств, сердечно-сосуди
стой системы и желудочно-кишечного тракта и 
пр.); противопоказаниями и ограничениями по 
применению.

Созданные специалистами МГУ имени 
М.В. Ломоносова (нано)-биокаталитические 
ферментные препараты на основе His6-OФГ, 
будучи веществами биологической природы, 
обладают высокоспецифичным действием, не 
приводят к состояниям интоксикации и могут 
быть оптимальным решением для борьбы с от
равлениями ФОС.

Разработка ферментных антидотов, вы
полняющих роль «биочистильщиков» крово
тока, действие которых основано на катали
тическом гидролизе непосредственно ФОС, 
является одним из наиболее перспективных 
новых направлений совершенствования 
средств медицинской защиты от воздействия 
нейротоксинов.

В качестве (нано)-биокатализаторов 
гидролиза ФОВ сегодня за рубежом исследу
ются рекомбинантная человеческая ацетил
холинэстераза (АХЭ), бутирилхолинэстераза 
(БХЭ), параоксоназа, пролидаза и фосфотри- 
эстераза (ФТЭ) [17]. Однако по эффективности 
своего каталитического действия эти ферменты 
на несколько порядков уступают российскому 
(нано)биокатализатору - гексагистидин-содер- 
жащей органофосфатгидролазе (His6-ОФГ), 
проявляющей широкий субстратный спектр
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Рисунок 3 — Группа специалистов 27 НЦ МО РФ 
(главный научный сотрудник доктор биологи

ческих наук профессор Н.В. Завьялова, старший 
научный сотрудник кандидат биологических наук 

Н.А. Колосова, научный сотрудник Н.В. Перевоз
чикова) -  участники эксперимента по изучению 

гидролитической активности образцов фер
ментных нанопрепаратов в отношении ФОС 

(пестицидов)

действия в реакциях гидролитического разло
жения ФОВ и пестицидов in vivo.

Оригинальные формы российского фер
мента, полученные в результате его стабили
зации в фермент-полиэлектролитных комп
лексах, представляют собой наночастицы 
размером ~40 нм, с высокой активностью ор- 
ганофосфатгидролазы и значительно улуч
шенной стабильностью (при хранении, как ми
нимум, 1,5 года при 25 оС - потеря активности 
не более 10 %).

Иммобилизация обеспечивает им на
дежную защиту от воздействия пептидаз 
крови, длительную циркуляцию в крови при 
отсутствии формирования иммунного ответа, 
а также продолжительное сохранение ими ка
талитической активности. Такой (нано)био- 
каталитический препарат представляет собой 
разработку нового поколения антидотов ФОС 
и ФОВ, и может быть использован как терапев
тическое средство при поражении, а также в ка
честве средства профилактической защиты при 
заблаговременном его введении в организм.

Специалистами 27 НЦ МО РФ (рисунок 3) 
образцы (нано)-биокаталитических препа
ратов были апробированы на белых крысах in 
vivo. Было установлено, что гидролитические 
нанопрепараты не вызывают иммунной ре
акции при введении их в кровь лабораторных 
животных и длительно циркулируют в крови 
(эффективная активность обнаруживается до 
15 ч), разрушая вещество типа VX и различные 
пестициды.

При внутривенном, внутрибрюшинном, 
внутримышечном или трансбуккальном вве

дении (представлены на рисунке 4) препаратов в 
качестве профилактического средства (введение 
за 60 мин до отравления пестицидами) они обес
печивали 100 % выживание животных даже при 
их интоксикации двукратной смертельной дозой 
ФОС (2xLD100) и 50 % выживание животных при 
трехкратной смертельной дозе ФОС (3xLD100). 
В случае применения тех же (нано)-биокатали- 
заторов в качестве терапевтического средства 
в течение 10-15 мин после интоксикации смер
тельной дозой ФОС (LD100) их однократное вну
тривенное введение было достаточным для обес
печения 100 % выживания животных.

Такие препараты могут иметь большое 
значение для ликвидации и предотвращения 
интоксикации людей и животных фосфорор
ганическими соединениями. Так как коммер
ческих аналогов таких антидотов в мире не 
описано, то представляется целесообразным 
продолжить исследования в данном направ
лении совместно со специалистами ФМБА РФ.

Полученные результаты опубликованы 
в журнале Journal of Controlled Release [18] и 
могут быть основой для создания нового поко
ления средств индивидуальной и коллективной 
защиты войск и населения при ведении боевых 
действий, совершении террористических актов 
и в условиях техногенных аварий. Результаты 
могут быть полезны как ВС РФ, так и специа
лизированным службам, занимающимся 
устранением загрязнений ФОС, в том числе 
аварийных, утилизацией ФОС на различных 
объектах, а также специальной обработкой 
средств индивидуальной защиты и ВВСТ, ре
шением вопросов безопасности персонала и 
населения России.

Необходимо отметить, что разработка 
первых наноразмерных препаратов началась 
более 30 лет назад, и уже в 1990-е гг. на рынке 
появились первые нанопрепараты для лечения 
рака. Первые такие нанозимы были основаны 
на липосомах - сферических полых включе
ниях, имеющих один или несколько липидных 
бислоев.

В конце 1980-х гг. группа под руковод
ством профессора Казунори Катаоки из Уни
верситета Токио (Япония) стала использовать 
полимерные мицеллы для доставки маленьких 
молекул. В 2006 г. лекарство на основе поли
мерных мицелл, созданное корейской компа
нией Самьянг, было разрешено к использо
ванию.

В России группа ученых химического фа
культета МГУ имени М.В. Ломоносова под ру
ководством профессора Александра Кабанова 
исследовала адресную доставку в организм 
ферментов, способных разрушать токсичные 
фосфорорганические соединения, с помощью 
нанопрепаратов.
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Рисунок 4 — Эксперимент по использованию (нано)биокаталитического препарата -  фермента

Н1$6-йФ Г в качестве антидота ФОС
(А - трансбуккальное; Б - внутривенное; В - внутрибрюшинное; Г  - внутримышечное введение)

Основу этих препаратов составляет разра
ботанный в лаборатории экобиокатализа МГУ 
под руководством доктора биологических наук 
профессора Елены Ефременко химически мо
дифицированный фермент органофосфатги- 
дролаза His6-OФГ и биоразлагаемый полимер 
на основе одной из аминокислот (глутами
новой кислоты). Важным является простота 
подхода: нанопрепарат органофосфатгидро- 
лазы His6-OФГ получается простым смеши
ванием водных растворов высокоочищенного 
фермента и безопасного биосовместимого по
лимера. Этот нанопрепарат самособирается 
за счет электростатических взаимодействий 
между белком (ферментом) и полимером [16].

Надо отметить, что одним из первых метод 
подобной стабилизации белков применила 
группа исследователей под руководством про
фессора А.В. Кабанова в 1994 г. в Медицинском 
центре Университета Небраски в Омахе (США), 
которая занималась созданием ферментных 
полимерных комплексов, формирующихся за 
счет электростатических взаимодействий на ос
нове разных биомолекул. Изначально химиков 
интересовало использование мицелл для до

ставки молекул РНК и ДНК, позднее ученые ак
тивно занялись использованием этого подхода 
для доставки белков, в частности ферментов, в 
центральную нервную систему.

В настоящее время множество лабораторий 
по всему миру работают в данной области, при
меняя самые различные подходы для создания 
подобных наноразмерных препаратов.

В 2010 г. уже был получен большой задел в 
направлении создания и доставки ферментных 
нанопрепаратов для «улучшения» ферментов 
с целью их дальнейшего медицинского приме
нения. В качестве доставляемого фермента была 
выбрана органофосфатгидролаза His6-OФГ, 
которая может расщеплять токсичные пести
циды и боевые ФОВ. Однако ее недостатком 
оставался слабый иммунный ответ при вве
дении в организм млекопитающих, а также от
носительно невысокая стабильность и быстрое 
выведение из организма.

Химики решили эту проблему, применив 
«сборочный» подход: в результате включения 
фермента органофосфатгидролазы His6-OФГ 
в нанопрепарат снижается иммунный ответ, 
существенно увеличивается стабильность фер-
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мента при хранении и увеличивается время 
его циркуляции в крови после введения в ор
ганизм. В экспериментах на крысах было по
казано, что препарат эффективно защищает 
организм от летальных доз высокотоксичных 
пестицидов и даже боевого отравляющего ве
щества Vx  [18].

Простота и технологичность подхода в со
четании с полученными результатами на жи
вотных делают этот препарат привлекательным 
для клинического применения [19].

За рубежом также проводились исследо
вания по разработке антидотов на основе фер
ментов [20]. Исследования на животных (мышах, 
крысах, мини-свиньях) и людях проводились 
с использованием рекомбинантной ацетилхо
линэстеразы PRX-105, которая была получена из 
генетически модифицированной линии клеток 
растений Nicotiana tabacum в качестве антидота 
при поражении фосфонатами-пестицидами и 
отравляющими веществами (зоман, VX). Иссле
дованная рекомбинантная ацетилхолинэстераза 
PRX-105 была произведена фирмой «Protalix 
Biotherapeutics» (Кармиэль Израиль).

Авторы исследования вводили рекомби
нантную ацетилхолинэстеразу PRX-105 за 2 мин 
внутривенно с последующим введением только 
животным поражающей дозы 1,3-1,5xLD 
фосфоната-DEPQ (7-[(diethoxyphosphinyl) 
oxyl]-1-methylquinolinium methyl sulfate), ими
тирующего VX. По утверждению авторов, все 
животные выжили. Гибель животных в конт
рольной группе, которой не вводили PRX-105, 
наступала через 60-90 с после интоксикации.

Согласно полученным данным, исследо
вание на людях (десяти добровольцах) по вну
тривенному введению 0,9 мг/мл активного ве
щества PRX-105 в физиологическом растворе 
(0,9 % NaCl) было проведено впервые. DEPQ в 
данном случае не применяли. Рекомбинантную 
ацетилхолинэстеразу PRX 105 все добровольцы 
перенесли хорошо. Ответную аллергическую 
реакцию на фермент не наблюдали [20].

К настоящему времени российскими и 
зарубежными учеными предложен ряд новых 
принципов создания профилактических анти
дотов ФОВ [17, 21-23]. Одним из них является 
стратегия защиты АХЭ, состоящая в модифи
кации активного центра (АЦ) фермента путем 
селективного связывания с циклическими 
лигандами, которые блокируют прохождение 
молекул фосфорорганических токсикантов к 
АЦ фермента, но не влияют на его фермента
тивную активность по отношению к ацетилхо
лину [21-23].

Методом молекулярного моделирования 
были раскрыты широкие перспективы соз
дания циклических соединений, получены му
танты АХЭ, которые могут быть использованы

для реализации предлагаемой стратегии соз
дания эффективного антидота [22].

Еще одним новым направлением создания 
профилактических антидотов является нейтра
лизация действия ФОВ путем снижения его 
концентрации в кровяном русле, при исполь
зовании антидотов-«биоловушек», которые 
предотвращают перенос токсичных молекул к 
физиологическим мишеням [21]. Исследования 
в этом направлении интенсивно проводятся в 
США, Франции и России.

Поскольку бутирилхолинэстеразы (БХЭ) 
в организме человека содержится значи
тельно больше, чем АХЭ, они имеют близкие 
структуры активного центра и специфичные 
субстраты, а также являются мишенью для 
одних и тех же токсичных соединений, по
этому принято считать, что БХЭ может за
щищать АХЭ от соединений антихолинэ
стеразного действия путем их связывания с 
образованием фермент-ингибиторного ком
плекса с последующим необратимым ингиби
рованием фермента в случае взаимодействия 
с ФОВ.

БХЭ не вызывала до последнего времени 
особого интереса, пока министерство обо
роны США не ассигновало миллион долларов 
на массовое производство очищенного пре
парата БХЭ человека для защиты от ФОВ. Ис
следования на животных (полевых мышах) 
показали, что использование БХЭ в качестве 
антидота полностью защищало их от 5 доз LD50 
ФОВ. В данном случае БХЭ выступала в роли 
антидота-«биоловушки» [21].

Оценка эффективности влияния све
жезамороженной плазмы крови на терапев
тические эффекты, полученные у пациентов 
при отравлении ФОВ, показала, что терапия 
плазмой крови может быть эффективным аль
тернативным или вспомогательным методом 
лечения [21].

Для массового производства БХЭ были 
разработаны два промышленных процесса. 
Первый - в США, основанный на очистке 
природного фермента плазмы крови чело
века. Однако выход такой очищенной БХЭ 
был низкий - из одного литра плазмы полу
чали около 1 мг БХЭ. После этого в 2006 г. 
высокоочищенная БХЭ была объявлена FDA 
(Food and Drug Administration FDA) новым 
исследуемым лекарством для обеспечения за
щиты от ФОВ в с Ша  [24].

Второй процесс был разработан фирмой 
Nexia в Канаде. В этом процессе использо
вался рекомбинантный фермент человека, 
продуцируемый в молоке трансгенных коз. 
Выход рекомбинантной БХЭ по этой техно
логии значительно выше. Начиная с 2006 г., 
фирма «Pharmatheme» в Мэриленде, США,
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разрабатывает производные этого рекомби
нантного фермента [25].

Интерес также представляют результаты 
совместных исследований российских и зару
бежных ученых по созданию рекомбинантной 
БХЭ в качестве антидота ФОВ [26]. Прове
денная модификация БХЭ позволила авторам 
создать устойчивые в кровотоке «биоловушки», 
которые длительное время защищали мышей 
против 4,2 доз LD50 вещества VX.

Принцип действия каталитических «био
ловушек» основан на идее непрерывного 
захвата и разложения ФОВ в кровотоке еще до 
достижения ими центральной, периферической 
и нервно-мышечной систем ферментами, моди
фицированными сайт-направленным мутаге
незом [26].

К числу наиболее ранних работ, посвя
щенных оценке перспективы детоксикации 
ФОВ с использованием рекомбинантных фер
ментов - каталитических «биоловушек», от
носятся исследования, выполненные в Меди
цинском научно-исследовательском институте 
Химической защиты армии США [27, 28].

На основе результатов компьютерного 
моделирования и сайт-направленного мутаге
неза с заменой аминокислоты в полипептидной 
цепи активного центра БХЭ получены мутанты 
по аминокислотным остаткам G117H и G117K, 
устойчивые к ингибированию зарином и VX. 
Также компьютерным моделированием допол
нительно был получен мутант E197G, а путем 
двойного замещения был получен мутант 
G117H/E197G, который проявляет две запро
граммированные функции: совмещает очень 
низкую скорость «старения» фосфорилиро- 
ванного мутанта E197Q с ускорением дефосфо
рилирования мутанта G117H. Мутант G117H/ 
E197Q способен катализировать гидролиз за
рина, VX и всех четырех стереоизомеров зо- 
мана [28]. Однако его каталитическая актив
ность была слишком слаба, чтобы представлять 
фармацевтический интерес.

Мутант БХЭ - G117H был идентифици
рован как перспективная каталитическая «био
ловушка» с улучшенной активностью против 
зарина, но не удовлетворял требованиям к 
клиническому использованию. Поэтому ис
следователями были созданы еще более 60 
двойных и тройных мутантов человеческой 
БХЭ с мутантом G117H и мутантов человечес
кой АХЭ. Однако ни один из этих мутантов не 
был активнее мутанта G117H по отношению к 
зарину и VX.

Для получения более активной каталити
ческой ловушки были проведены исследования 
по изучению механизма достижения мутантом 
G117H каталитической активности против такого 
сильного ФОВ, как зарина, а также определены

значения свободных энергий для спонтанной ре
активации природной БХЭ и ее мутанта G117H, 
фосфорилированных зарином [29].

Работы по компьютерному моделиро
ванию, направленному мутагенезу, кванто
во-механическим расчетам и получению новых 
вариантов мутантов БХЭ продолжаются и в 
настоящее время. Авторы исследований при
ходят к заключению о перспективности ис
пользования, с точки зрения фармацевтичес
кого применения, главным образом, только 
рекомбинантных ферментов [21, 30].

Таким образом, анализ литературных 
данных позволяет сделать заключение о пер
спективности использования рекомбинантных 
ферментов бактериального происхождения и 
холинэстераз для решения ключевых проблем в 
области защиты от пестицидов и фосфорорга
нических соединений нервнопаралитического 
действия, в том числе от боевых отравляющих 
веществ.

I I  Ферменты в качестве компонентов 
средств защиты

В данном направлении ведутся интен
сивные исследования как в США, так и в России. 
Наиболее эффективными в составе средств ин
дивидуальной защиты являются материалы, 
в состав которых входят как химические, так 
и биологические (иммобилизованные фер
менты) - катализаторы деструкции ФОВ.

В литературе описаны эффективные за
щитные материалы, в состав которых в качестве 
сорбентов и одновременно катализаторов раз
ложения ФОВ входят оксиды металлов [31, 32] 
или комплексные соли металлов [33].

Такие защитные материалы при кон
такте с VX или зоманом в концентрации 
10 г/м2 вызывали их разложение на 59 и 98 % 
соответственно, за 24 ч. Однако использование 
этих катализаторов приводит к значительному 
удорожанию самих защитных материалов, по
скольку эффективный гидролиз достигается 
лишь при высоком содержании катализаторов 
и высокой степени их измельчения.

Альтернативой химическим катализа
торам, вводимым в защитные фильтрующе- 
сорбирующие самодегазирующиеся мате
риалы, могут составить ферменты, способные 
высокоспецифично катализировать гидролиз 
токсичных веществ.

Преимущества фильтрующе сорбиру
ющих материалов на основе ферментов обу
словлены тем, что скорости разложения ФОВ 
под действием, например, органофосфат- 
гидролазы, превышают скорости реакций, ка
тализируемых химическими реагентами [13], и 
при этом одинаковая степень конверсии ФОВ 
достигается при существенно меньших коли-
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чествах ферментов, чем в реакциях с химичес
кими катализаторами [6].

Считается, что наиболее целесообразно 
использовать ферменты в иммобилизованной 
форме, которая обеспечивает длительное со
хранение каталитической активности фер
ментов и упрощает процедуру их введения в 
структуру защитных материалов [6]. Кроме 
того, ферменты в иммобилизованной форме 
в составе материалов гарантируют не только 
достаточно сильную сорбцию и удерживание 
ФОВ, но и осуществляют их разложение (дега
зацию).

В США разработан фильтрующе-сорбиру- 
ющий материал, представляющий собой поли
уретановую губку, содержащую ковалентно-им
мобилизованную органофосфатгидролазу и 
частицы активированного угля [34].

Включение активного угля в сорбент и 
иммобилизация фермента осуществляется не
посредственно в процессе полимеризации и 
формирования полиуретанового носителя. Мак
симальная концентрация фермента в составе та
кого материала составляет 8 мг/см2. Данный ма
териал предназначен для детоксикации зарина, 
зомана и VX в составе средств индивидуальной 
защиты, однако из открытой печати пока из
вестны лишь результаты его успешного приме
нения только в отношении фосфорорганических 
пестицидов [35-39].

Другой фильтрующе-сорбирующий само
дегазирующийся защитный материал состоит 
из трех слоев [40].

Верхний слой выполнен из полипропи
лена, поликарбоната или бутилкаучука. Этот 
слой, контактирующий, в случае поражения, с 
каплями токсичных веществ, предотвращает 
проникание жидкой фазы веществ во внут
ренние слои материала и обеспечивает равно
мерный подвод их паров к внутренним слоям 
материала.

Средний слой, предназначеный для сорб
ции паров токсичных веществ и их дегазации, 
состоит из резины или вспененного пластика 
с импрегнированными частицами активиро
ванного угля, фермента фосфорилфосфатазы и 
йодбензойной кислоты.

Нижний слой, непосредственно прилега
ющий к кожному покрову, представляет собой 
целлюлозосодержащий материал.

Недостатком данного защитного мате
риала является ограничение его каталити
ческой активности из-за наличия резины или 
вспененного пластика, что не способствует 
удерживанию в микроокружении фермента 
воды, необходимой для гидролиза [6].

В последние годы появились технологии 
получения текстильных материалов, в которых 
все чаще внедряются специальные отделочные

препараты, пропитки и обработки тканей раз
личными наноразмерными покрытиями.

В России также разработан фермент-со- 
держащий материал, предназначенный для 
использования в составе средств индивиду
альной защиты от ФОВ. Действие данного мате
риала основано на одновременной абсорбции и 
детоксикации (гидролизе) ФОВ под действием 
иммобилизованного фермента His6-ОФГ в на
тивной форме.

В качестве носителя для физической им
мобилизации фермента используется сорбент 
на основе акрилата Stochosorb 500 Powder, ко
торый обладает колоссальной абсорбционной 
емкостью и способен удерживать большие 
объемы сорбируемых веществ, увеличивая 
свою массу до 3000 раз [41].

При нанесении на поверхность разра
ботанного фильтрующе-сорбирующего са
модегазирующегося материала вещества 
типа VX, зомана или зарина в концентрации 
10 г/м2 происходит нейтрализация паров 
ФОВ при температуре до 45 оС на 100 % за 
3-7 ч при рН 7,8-10,5, и гарантируется отсут
ствие паров токсичных химикатов за слоем 
защитного материала на протяжении не менее 
96 часов. Данный материал сохраняет свои 
защитные свойства на 100 % после его хра
нения в герметичной упаковке до 12 мес [41]. 
На рисунке 5 представлена схема защитного 
материала на основе иммобилизованного 
фермента His6-ОФГ.

Разработанный в России материал вклю
чает: верхний слой, изолирующий от проник
новения токсичных веществ в виде жидкости; 
средний сорбирующий и самодегазирующийся 
слой содержит фермент; нижний слой, выпол
ненный из тканого или нетканого целлюлозо
содержащего материала, предназначен для кон
такта с кожным покровом.

В виде верхнего слоя материал содержит 
полиуретановую или фторолефиновую мем
бранотканевую составляющую. В качестве 
дегазирующего элемента у разработанного 
материала - полипептид со свойствами орга- 
нофосфатгидролазы (His6-ОФГ), а в качестве 
компонента, сорбирующего и удерживающего 
дегазирующий элемент в буфере, содержит сор
бент - сшитый акрилат с проклейкой всех слоев 
материала связующим компонентом. Данный 
сорбент нетоксичен как при пероральном 
попадании в организм, при воздействии на 
кожные покровы и органы зрения человека и 
животных.

Применение полиуретановой или фто
ролефиновой мембранотканевой составля
ющей (полиамид-хлопчатобумажная ткань с 
полифторолефиновой или полиуретановой 
поверхностью, обладающая олеофобными
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Рисунок 5 — Схема защитного материала на основе иммобилизованного фермента Н'1$6-ОФГ 
(1 -  капли ФОВ на поверхности материала; 2 -  паровая фаза ФОВ в приповерхностном слое; 3 -  верх

ний изолирующий слой; 4 -  слой, содержащий иммобилизованный фермент Н1$6-ОФГ; 5 -  нижний гигие
нический слой)

свойствами) в защитном материале позво
ляет осуществлять защиту от жидкой фазы 
различных токсичных веществ, не пропу
ская ее к нижележащим слоям и кожным 
покровам. При этом обеспечивается равно
мерное распределение и дозировка подвода 
паровой фазы различных токсичных веществ 
к сорбирующему слою.

Использованная в данном материале фи
зическая иммобилизация (сорбция) в объеме 
абсорбента раствора полипептида, облада
ющего свойствами органофосфатгидролазы, 
в нативной форме является новым, ранее не
известным техническим решением при соз
дании защитных материалов. Указанное выше 
сочетание всех основных компонентов филь- 
трующе-сорбирующего самодегазирующегося 
материала в соотношениях в составе материала 
ранее описано не было.

Испытания защитных свойств материала, 
в частности, проникновение отравляющих 
веществ через образцы, изучение кинетики 
разрушения фосфорорганических веществ в 
сорбционном слое, определение механизма 
и времени деструкции ОВ были проведены в 
27 НЦ МО РФ по утвержденным методикам в 
соответствии с ГОСТ В 16797-76.

Проведенная экспериментальная про
верка фильтрующе-сорбирующего самодега
зирующегося материала показала, что олео
фобная мембрана, представляющая верхний 
слой пакетов материалов, содержит само VX 
и дисульфид - один из первичных продуктов 
его распада, в то время как в среднем слое, 
который содержит иммобилизованный фер
мент И1з6-ОФГ, VX и дисульфид отсутство
вали. Однако в нем присутствовали продукты 
деструкции VX: МФК, ее кислый эфир и фос

форная кислота, что свидетельствовало о про
шедшем процессе биокаталитического ги
дролиза как самого VX, так и продуктов его 
деструкции (эфиров МФК, МФК) под действием 
иммобилизованного фермента И1з6-ОФГ. Обна
ружение фосфорной кислоты, в свою очередь, 
указывает на возможное расщепление С-Р 
связи в МФК [41, 42].

В таблице 1 представлены данные о степени 
конверсии субстратов (ФОВ и их структурных 
аналогов) с помощью иммобилизованной орга- 
нофосфатгидролазы и ее модифицированной 
формы - генетически модифицированного 
фермента Ш б̂ ОФГ, нанесенного на разные но
сители.

Другим известным вариантом материала, 
содержащего ОФГ и предназначенного для ги
дролиза ФОВ после удаления их с различных 
твердых поверхностей, в том числе кожи, явля
ется ткань, разработанная при использовании 
современного технологического оборудования, 
применяемого в текстильной промышленности 
для выпуска тканей, покрытых хитозановыми 
гелями, обеспечивающими материалу повы
шенную влагопоглощающую способность (Таб
лица 1) [43, 44].

Такая ткань перед ее применением может 
длительное время храниться без микробной 
контаминации во влажном состоянии в герме
тичных контейнерах, готовая к непосредствен
ному применению.

Представляется целесообразным в даль
нейшем проведение исследований пакетов 
защитных материалов, содержащих фермент 
органофосфатгидролазу Ш б̂ ОФГ не только в 
нативной форме, но и в виде наноразмерных 
частиц полиэлектролитных комплексов фер
мента.
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Таблица 1 — Каталитические характеристики иммобилизованной ОФГ в реакциях 
гидролиза различных ФОВ и их структурных аналогов

Тип иммобилизации Носитель Субстрат
Степень 

конверсии 
субстрата, %

Ссылка на 
литературу

Препараты для технологии разложения ФОВ

Ковалентная с помощью 
глутарового альдегида найлон ДФФ 20 [45]

Физическая адсорбция тритил-агароза ДФФ 22,5 [46]

Ковалентная с помощью 
изоцианатпропилового спирта

Силикагель,
полиуретан ДФФ 95

45 [47]

Препараты для защитных материалов

Физическая
абсорбция латексная краска

Зоман,
ДФФ,

V X

62
32
45

[48, 49]

Ковалентная с помощью 
глутарового альдегида

хитозановый гель на 
тканевой подложке ДФФ 100 [43]

Физическая
абсорбция

акрилатный гель на 
тканевой подложке

Зоман,
зарин,

V X
100 [41]

Примечание
Д Ф Ф  - диизопропилф т орф осф ат  (аналог зарина и зомана)

Иной подход к обеспечению безопасности 
в отношении ФОВ за счет создания защитных 
фермент-содержащих средств был продемон
стрирован компанией Reactive Surfaces Ltd. 
(США) в виде биокаталитических латексных 
красок, имеющих сегодня торговую марку 
OPDTOXTM (Таблица 1) [48, 49]. Данная разра
ботка подтверждает возможность использо
вания ОФГ в качестве основного действующего 
компонента защитного материала, наносимого 
на какую-либо поверхность (транспорт, стены 
помещений, реакторы и др.).

Исследование эффективности гидроли
тического действия биоактивных красок в 
отношении ФОВ позволило установить, что 
степень конверсии токсичных веществ не 
достигает 100 %, по-видимому, вследствие 
ограничения каталитической реакции по 
наличию в микроокружении фермента 
воды. В то же время показано, что смачи
вание поверхности, покрытой биоактивной 
краской, содержащей рекомбинантную 
ОФГ, позволяет активировать фермента
тивный катализ.

Таким образом, анализ современных до
стижений в химической энзимологии, био
технологии и приведенные результаты ис
следований подтверждают перспективность 
применения стабилизированных форм фер
мента для разложения ФОВ в составе защитных 
материалов, а также отражают растущий к ним 
интерес.

I I I  Биокатализаторы для очистки окру
жающей среды

При помощи биокатализаторов на ос
нове ферментов и микроорганизмов-деструк
торов можно проводить очистку почвы, воды 
и твердых поверхностей, загрязненных ФОС, в 
том числе ФОВ и токсичными продуктами их 
деструкции.

К настоящему времени выделено значи
тельное число бактериальных ферментов и 
штаммов микроорганизмов-деструкторов, ка
тализирующих гидролиз ФОС и в том числе 
ФОВ. Проведенная модификация активных 
центров ферментов позволила получить 
большое количество мутантов, отличающихся 
способностью к эффективному катализу де
струкции ФОС и ФОВ.

Детоксикация различных ФОС в почве, 
воде и на различных твердых поверхностях с 
помощью биокаталитических систем довольно 
широко исследуется на протяжении последних 
десятилетий. Впервые бактериальные фер
менты, катализирующие гидролиз фосфорор
ганических токсикантов с высокой скоростью 
и широкой специфичностью к субстрату, были 
выделены 1940-е гг.

Так, из образцов почв была выделена фос- 
фотриэстераза (ФТЭ), накапливающаяся в 
клетках бактерии рода Flavobacterium [50]. При
близительно в то же самое время из почвенной 
бактерии Pseudomonas diminuta был выделен 
фермент, гидролизующий параоксон [51]. По-
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Рисунок 6 — Виды биопрепаратов на основе фермента Hise-ОФГ и клеток микроорганизмов-деструк
торов Pseudomonas sp. 78Г для очистки почвы и воды, зараженных ФОС и продуктами их детоксикации 

(А - Биокатализатор на основе клеток Pseudomonas sp. 78Г; Б - Биокатализатор на основе фермента 
Hisб-OФГ, нанесенный на делигнифицированную пшеничную солому; В - Гранулы биокатализатора на 

основе клеток Pseudomonas sp. 78Г иммобилизованных в криогель поливинилового спирта)

следовательности генов, кодирующих синтез 
обоих ферментов, оказались идентичны.

Ген из клеток бактерии рода Pseudomonas 
был клонирован в разных «хозяевах», включая 
клетки Escherichia coli [52]. Полученный при 
этом рекомбинантный фермент ФТЭ исследо
вался для выяснения его способности гидроли
зовать ФОВ с высокой скоростью, тогда как эти 
же самые ФОВ являются чрезвычайно мощ
ными ингибиторами АХЭ.

Установлено, что мутантный фермент ФТЭ 
способен гидролизовать параоксон с огромной 
скоростью: kcat = 3,000 c-1. Большая часть иссле
дований оценки ФТЭ проводилась с производ
ными параоксона, поскольку концентрация 
накапливающегося продукта нейтрализации 
(нитрофенолят-иона) относительно просто 
определяется спектрофотометрическим ме
тодом [53].

В качестве эффективных средств для 
очистки окружающей среды особый интерес 
представляют биокатализаторы на основе фер
ментов и микроорганизмов-деструкторов.

На рисунке 6 представлены разные виды 
биокатализаторов на основе фермента и микро
организмов-деструкторов, которые использо
вались для очистки почвы и воды, содержащих 
ФОС и продукты их разложения.

В отличие от других методов обезвре
живания токсичных веществ, использование 
биокатализаторов на основе ферментов и 
штаммов микроорганизмов-деструкторов 
выгодно отличается отсутствием вторичных 
отходов, высокой степенью деградации, воз
можностью полной ассимиляции продуктов 
[50, 51].

В качестве конечных продуктов при де
градации ОВ и продуктов их детоксикации с 
помощью таких биокатализаторов образуются 
углекислый газ, метан, вода и неорганические 
соли [52, 53].

Исследования, проведенные отечествен
ными и зарубежными учеными, показали, 
что, используя биотехнологические методы, 
можно достичь повышения уровня ремеди
ации почвы, восстановления воды и очистки 
поверхностей за счет полной деструкции (ми
нерализации) продуктов детоксикации отрав
ляющих веществ и попавших в них токсичных 
химикатов [54-72].

Публикации, касающиеся разложения 
отравляющих веществ в почве и водных раст
ворах с участием микроорганизмов и фер
ментов, появились в научной литературе в 
1990-х гг. [73-78].

Так, группа исследователей под руковод
ством Chakrabatru и Camely получила фер
мент, способный разрушать химические связи 
в ОВ нервнопаралитического действия (зарин, 
зоман, табун). Авторами показано, что выде
ленный фермент - кислая ангидролаза - про
дуцируется микроорганизмом рода Altermonas 
и может быть использован для детоксикаци 
почвы и других природных сред [79].

Оказалось, что многие природные 
штаммы микроорганизмов содержат в своих 
клетках ферменты, способные катализировать 
гидролиз ингибиторов ацетилхолинэстеразы, 
включая ДФФ, зоман и другие ФОС.

Примером таких штаммов является 
штамм Tetrahymena thermophile, из клеток ко
торого выделены четыре формы кислой ан-
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гидролазы. Фосфортриэстеразы, выделенные 
из штамма Pseudomonas diminuta, с высокой 
эффективностью проводят расщепление С-Р 
связи в молекулах зарина и зомана [79], а фер
мент пропилфторфосфотаза, полученный из 
клеток Pseudomonas diminuta MG, осуществ
ляет расщепление диизопропилфторфосфо- 
ната [80, 81].

Американский ученый De-Frank обна
ружил несколько видов морских бактерий, 
способных продуцировать нетоксичные фер
менты, которые разрушают ФОВ в условиях хи
мического заражения местности [82].

Поскольку ферменты - это биологичес
кие катализаторы, то для обеззараживания 
загрязненных почвы, воды и твердых поверх
ностей требуется небольшое их количество. 
Важнейшим преимуществом такой фермента
тивной деструкции является совместимость 
ферментов с любыми биологическими систе
мами, что обеспечивает экологическую безо
пасность процесса деструкции малых кон
центраций ОВ, продуктов их детоксикации и 
отходов.

Кроме этого, процесс биотрансфор
мации ФОВ может проходить под действием 
не только ферментов, выделенных из клеток 
бактерий, но и под действием анаэробных и 
аэробных штаммов микроорганизмов или 
их ассоциаций, а также дрожжей и грибов 
[83-86]. Было показано, что анаэробное раз
ложение под действием метаногенных микро
организмов протекает при рН = 4-10 и темпе
ратуре от 5 до 60 0С, в течение от нескольких 
суток до нескольких месяцев. Бионейтрали
зация ОВ и продуктов детоксикации делает 
процесс их уничтожения полностью необра
тимым.

По мнению ученых, микробиологическое 
разложение ФОВ, содержащих С-Р связь, в том 
числе О-изопропилового и О-пинаколилового 
эфиров метилфосфоновой кислоты, которые 
являются продуктами гидролиза зарина и зо- 
мана, осуществляется практически полно
стью путем непосредственного расщепления 
С-Р связи с выделением метана штаммом 
Pseudomonas testosterone [87 - 89].

Известно, что продукт детоксикации 
ФОВ - метилфосфоновая кислота (МФК) ста
бильна в окружающей среде [90-95], так как 
она устойчива к гидролизу и термическому 
разложению. Это соединение было обнаружено 
спустя 10 лет после заражения сухой почвы на 
полигоне Дагуэй (США). Скорость разложения 
МФК в окружающей среде определяется про
цессами биодеструкции и прочностью связи 
С-Р, испарение кислоты из воды невозможно, 
так как МФК в воде может диссоциировать 
[96-98].

Установлено, что чем сильнее молеку
лярное строение того или иного загрязнителя 
отклоняется от строения близких природных 
веществ, тем сложнее идет процесс его биоло
гического разложения [99].

Способность микроорганизмов исполь
зовать фосфорорганические соединения с 
С-Р связью в качестве единственного источ
ника фосфора известна сравнительно давно. 
Впервые доказательство биологического рас
щепления С-Р связи было получено на примере 
E. coli, которая в качестве единственного источ
ника фосфора использовала метилфосфоновую 
или этилфосфоновую кислоты [100].

Анализ работ по микробиологическому 
разрушению фосфонатов показал, что в при
роде существует большое количество микро
организмов-деструкторов фосфонатов, отно
сящихся к разным систематическим группам. 
Такие микроорганизмы были выделены как из 
загрязненных, так и из незагрязненных фосфо- 
натами источников окружающей среды. Од
нако разлагать фосфонаты способны, скорее, 
только особые штаммы или определенные их 
ассоциации [101]. Это свидетельствует о более 
широком распространении фосфонат-разлага- 
ющих микроорганизмов, чем предполагалось 
ранее [84].

Отмечена способность к дегра
дации у фотосинтетического организма 
Rhodobacter capsulatus, галофильных бактерий 
Chromohalobacter marismortui и термофильных 
бактерий Geobacillus caldoxylosilyticus.

Большинство бактерий, способных раз
рушать фосфонаты по С-Р лиазному меха
низму, относятся к грамотрицательным бак
териям, однако известны и представители 
грамположительных бактерий - Arthrobacter 
sp. GLP-1 и Bacillus megaterium, обладающие 
подобной способностью. У других грампо- 
ложительных бактерий С-Р лиазная актив
ность не обнаруживалась. С-Р лиазную ак
тивность проявляют в основном отдельные 
представители классов Arthrobacteriaceae, 
Bacillaceae, Rhodobacteriaceae, Alcaligenaceae, 
Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae
(Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Kluyvera) и 
Rhizobiaceae (Rhizobium, Agrobacterium).

Наименее изученными являются про
цессы микробиологического разложения 
иприта [бис(2-хлорэтил)сульфид]. С одной 
стороны, это вещество гидролизуется в при
сутствии воды с последовательным образо
ванием иприт-хлоргидрина и тиодигликоля, 
а с другой - имеются примеры поражения 
людей остатками иприта через 50 лет после 
его попадания в почву [102]. Результатов не
посредственного экспериментального изу
чения динамики изменения концентрации
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иприта в почвах в открытой литературе не 
описано. Возможно, что при недостатке воды 
в почвах иприт разлагается с образованием 
1,2-бис(2-хлорэтилтио)этана и более высоко
молекулярных аддуктов, а также 1,2-дихлор
этана и 1,4-дитиана.

Предполагают, что иприт достаточно 
долго сохраняется в почве в капсулиро
ванном виде в высокомолекулярных про
дуктах, что замедляет его растворение и раз
ложение [103].

В литературе имеются данные, свидетель
ствующие, что в водных системах происходит 
полное разложение иприта под действием бактерий 
Pseudomonas testosterone и Pseudomonas putida, вы
деленных из донного ила Мексиканского залива и 
утилизирующих тиодигликоль [104].

Рассматривая возможность биоде
струкции иприта в водных средах, нельзя не 
отметить тот факт, что иприт сам по себе плохо 
растворяется в воде. Кроме того, при контакте 
с водой он принимает шарообразную форму 
и его частицы образуют нерастворимую обо
лочку. Эти глобулы чрезвычайно устойчивы 
к воздействию факторов окружающей среды. 
Поэтому для деструкции иприта в водной среде 
используют системы органических раствори
телей в смеси с водой. В работе Milstein [105] по
казана возможность использования ферментов 
для разложения иприта с применением 17-ти 
различных органических растворителей и 
воды. Было отмечено, что присутствие воды не
обходимо для успешного процесса деструкции 
данного ОВ.

Известно, что иприт и органоарсениты 
необратимо воздействуют на молекулы био
объектов. Так, технический иприт и рецептура 
иприта реагируют с нуклеиновыми кислотами 
в организме с образованием мутаций. Это, в 
свою очередь, может ограничивать применение 
микроорганизмов для уничтожения иприта и 
органоарсенита. Применение же бактерий для 
разложения продуктов их нейтрализации яв
ляется весьма эффективным.

Чрезвычайно сложной представляется 
очистка окружающей среды от мышьяка. 
Для снижения концентрации арсенитов в 
грунтовых водах до предельно допустимого 
уровня (50 мкг/мл) предлагается адсорбция их 
из водоносных пластов на мелкодисперсном 
алюминии [106]. Одновременно, как наиболее 
перспективный способ удаления мышьяка 
из почв, рассматривается абсорбция его био
окисляющими микроорганизмами при пред
варительной обработке почвы.

Технология сходна с технологиями, ис
пользуемыми в процессе добычи металлов. 
При этом происходит концентрирование в 
клетках микроорганизмов содержащегося в

почве мышьяка [107]. Исследования, прове
денные с использованием лабораторного ре
актора непрерывного действия, показали, что 
бактерии Sulfolobus, окисляющие арсенопи- 
риты, обеспечивают полный переход содер
жащегося в почве мышьяка в раствор [1 0 8 ]. 
Выделенные из загрязненной мышьяком 
окружающей среды бактерии Pseudomonas 
putida оказались резистентны к его вы
соким концентрациям (до 10 г/л). Эти ми
кроорганизмы разлагают метилированные 
производные мышьяка, что может быть ис
пользовано для биотехнологического восста
новления почв.

Известно, что растения способны абсор
бировать мышьяк и другие тяжелые металлы 
из почв и грунтов и тем самым очищать их. В 
патенте [109] предложен способ очистки почв, 
загрязненных продуктами природного и тех
ногенного разложения токсичных веществ. Для 
очистки почв от тяжелых металлов используют 
сельскохозяйственные растения: сорго, судан
ская трава, подсолнечник.

При этом отмечается, что доступность 
тяжелых металлов растениям не постоянна. 
Она варьируется от одного вида растений к 
другому, зависит от почвенных и климатичес
ких условий. К почвенным факторам, значи
тельно влияющим на доступность поглощения 
тяжелых металлов, относятся: механический 
состав, реакция (рН) почвы, содержание орга
нического вещества, катионообменная способ
ность и дренаж [110].

Для обеспечения экологической безопас
ности водных объектов, в которые сбрасыва
ются сточные воды с химических объектов, 
содержащие «осколки» различной химичес
кой природы, необходима система доочистки 
стоков от загрязнителей до регламентируемых 
уровней.

Так, для очистки стоков, содержащих из
быточное количество фосфора, необходимо 
предварительное проведение трансформации 
в легкодоступные для бактерий формы. На
пример, микроорганизмы Bacillus megaterium 
var. phosphaticum превращают труднодоступные 
формы фосфора в легкоусвояемые [111].

Биологическое окисление и восстанов
ление фосфора имеет ряд особенностей. 
Фосфор, подобно азоту и сере, имеет ряд ва
лентностей от Р3- в фосфористом водороде до 
Р5+ в ортофосфорной кислоте. Но, в противо
положность азоту и сере, почти не обращалось 
внимания на способность микробов перево
дить фосфор из одной степени окисления в 
другую.

Микроорганизмы в присутствии орга
нического вещества способны в анаэробных 
условиях восстанавливать соли фосфорной
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кислоты вплоть до фосфористого водорода. 
Процесс, по-видимому, в биохимическом отно
шении аналогичен денитрификации [112].

Создание в очистных сооружениях чередо
вания аэробных и анаэробных условий может 
привести к активации механизма клеточного 
накопления и стимулирования процессов де
нитрификации и абсорбции фосфатов.

Наблюдения за работой производственных 
очистных сооружений показали, что активный 
ил, выдержанный в анаэробных условиях, со
держит двухвалентное железо в форме суль
фида железа и фосфата закиси железа. При ис
пользовании такого ила в качестве биогенных 
добавок и источника Fe2+ в аэротенках разви
ваются бактерии Leptothrix, в метаболизм ко
торых включается фосфат закиси железа. Он 
накапливается в пустых отмерших клетках 
бактерий в виде фосфата железа, который уда
ляется с избытком активного ила. В очищенной 
таким методом воде фосфор полностью отсут
ствует [113].

Аэробная биологическая очистка 
сточных вод ведет к минерализации зна
чительной части окисляемых бактериями 
органических веществ, но обычно не спо
собна устранить более 50 % фосфорных сое
динений. Возникающие трудности связаны  
с нарушением оптимальных соотношений 
углерода, азота и фосфора в активном иле, 
при которых оптимизирован процесс ми
кробной утилизации этих соединений. 
В связи с этим при очистке сточных вод 
от азота и фосфора используют широко 
распространенный способ применения 
культур микроводорослей.

Имеются сообщения об успешном исполь
зовании смешанных культур микроводорослей 
родов Chlorella и Scenedesmus для очистки сильно 
загрязненных стоков. При этом достигается 
очистка на 90 % по азоту и фосфору [114, 115].

В работе [116] установлено, что зеленые во
доросли извлекают от 50 до 96 % фосфора при 
концентрации 10-20 мг/л в течение 2-3 суток.

Проведенный анализ литературных 
данных по очистке сточных вод от соеди
нений фосфора показал, что перспективным 
методом является комбинированный метод, 
сочетающий химическое осаждение с микро
биологической очисткой [117-123]. Осаждение 
фосфатов в этом методе осуществляется путем 
добавления водорастворимой соли алюминия, 
кальция, железа или солями редкоземельных 
элементов (хлорид или сульфат лантана). Отде
ление осажденных фосфатов можно облегчить 
применением флокулянта, водорастворимого 
органического полиэлектролита, например, 
частично гидролизованного полиалкиламина
[124, 125].

Из литературы известны комбиниро
ванные физико-биологические методы уда
ления фосфора из сточных вод, примером 
такого метода является использование мем
бранного разделителя, через который пропу
скаются сточные воды после обработки их бак
териями, потребляющими фосфор [126].

Необходимо отметить, что после приме
нения таких комбинированных методов очистки, 
даже при минимальном содержании в них 
контролируемых загрязнителей, необходимо 
проведение токсикологического анализа очи
щенных сточных вод в связи с тем, что сложные 
органические вещества при разложении спо
собны соединяться с различными продуктами 
метаболизма микроорганизмов с образованием 
токсичных продуктов биосинтеза.

Токсикологическую оценку качества обез
вреживаемых стоков рекомендуется проводить 
биотестированием с использованием живых 
водных организмов [127-130].

Биотестирование дает гарантированную 
оценку безопасности очищенных сточных вод 
и позволяет выбрать такие способы очистки, 
которые обеспечивают не только достаточное 
разложение загрязнений, но и полную деток
сикацию сточных вод. Это особо важно при 
глубокой биологической очистке воды, содер
жащей продукты деструкции отравляющих 
веществ.

Анализ исследований, проведенных на 
протяжении последних десятилетий, по
казал, что российскими учеными в этот пе
риод были разработаны биотехнологические 
методы, созданы, наработаны и эксперимен
тально апробированы нейтрализующие сред
ства (биокатализаторы на основе ферментов 
и штаммов микроорганизмов-деструкторов), 
обладающие повышенной способностью к 
разложению отравляющих веществ и про
дуктов их детоксикации в процессе очистки 
почв и вод. Определены основные техноло
гические операции и стадии биоремедиации 
почвы и очистки воды в реакторах ex situ и 
непосредственно в условиях окружающей 
среды in situ. Разработана «дорожная карта» 
биотехнологической экологически безо
пасной санации почвы и очистки воды in situ 
[131-134].

Полученные биокатализаторы на основе 
штаммов микроорганизмов-деструкторов были 
испытаны при рекультивации почвы объекта по 
уничтожению химического оружия «Марады- 
ковский» [135-137]. Биокатализаторы на основе 
фермента His6-OOr и консорциумов микроор
ганизмов-деструкторов апробированы в лабора
торных условиях для очистки разных видов почв 
и вод, загрязненных ФОС, ФОВ и продуктами их 
деструкции [72, 74, 76, 138].
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Интересным направлением исследований 
оказалось создание пенных покрытий, содер
жащих ферменты (ФПП) для очистки твердых 
поверхностей, загрязненных токсичными хи
микатами.

Идея использования ферментов, в част
ности ОФГ, в составе пенных композиций при
надлежит американским исследователям, ко
торые в конце 1990-х гг. впервые апробировали 
использование высокоочищенного фермента 
ОФГ, не имеющего в своей структуре полиги- 
стидиновой последовательности, для введения 
в «пенные системы» [139]. В частности, они 
смешивали ОФГ со «стандартным» пенообра
зователем для пожаротушения «First Defense» 
(4 %-ный рабочий раствор), подвергали по
лученную рецептуру механическому вспени
ванию в течение 30-40 сек. и полученной пеной 
обрабатывали поверхность, загрязненную 
ФОС.

Кратность пены составляла 9. Оста
точная ферментативная активность, опреде
ленная в жидкой фазе, после оседания пены 
составляла 10 % от изначально внесенной. 
Тем не менее, такой активности было доста
точно, чтобы в течение 1 ч полностью гидро
лизовать пестицид параоксон, нанесенный 
в концентрации 0,72 г/м2 и распределенный 
по поверхности в виде слоя пены высотой 
1,2 см, который был сформирован из раствора 
ОФГ (3,4 мгбелка/л) с исходной активностью 
8,9 Ед./мл. Увеличение в проводимых экспери
ментах концентрации загрязняющего вещества 
в 5,8 раз (до 4,2 г /м2) потребовало уве
личения ферментативной активности, при
сутствовавшей в составе пенной рецептуры, 
в 4,6 раза, но при этом степень разложения 
параоксона за 1 ч составила только 70 %. Сле
довательно, для детоксикации сильного за
грязнения ФОС требуется увеличение фер
ментативной активности и/или слоя пенного 
покрытия. Как следствие, можно ожидать, что 
длительность экспонирования пены может 
быть снижена до 30 мин, так как 90-95 % за
грязнителя ферментативно гидролизуется в те
чение этого времени.

Необходимо отметить, что в России также 
были проведены исследования по созданию 
пенного покрытия, но на основе фермента 
His6-ОФГ [140]. Была использована стабильная 
форма фермента, полученная путем иммобили
зации. Исследования показали, что увеличение 
остаточной активности стабилизированного 
фермента His6-OФГ в 3 раза по сравнению с 
ОФГ в соответствующее число раз увеличи
вало предельную концентрацию загрязнителя, 
гидролизуемого за тот же период времени. 
Вкупе с увеличенной исходной активностью и 
расширенной субстратной специфичностью,

которой обладает His6-OФГ в сравнении с ОФГ, 
это приводит к существенному повышению 
суммарного положительного эффекта от дейст
вия такой пенной рецептуры.

В созданное фермент-содержащее пенное 
покрытие были включены:

- фермент His6-OФГ как наиболее ак
тивный из всех известных ферментов, гидро
лизующих различные ФОС;

- карбонатный водный буфер как основа 
для создания среды, обеспечивающей под
держание фермента в максимально активной 
форме;

- пенообразующий компонент в концент
рации, необходимой для получения устой
чивой пены в течение определенного времени, 
в соответствии с рекомендациями его произво
дителей.

По мнению авторов, ФПП может быть ис
пользовано для дегазации различных поверх
ностей, загрязненных ФОС. ФПП обеспечивает 
гидролиз ФОС при нанесении на ВВСТ, почву, 
вертикальные твердые поверхности, а также 
на обмундирование личного состава в течение 
30-60 мин. Может применяться при положи
тельных температурах окружающего воздуха 
(8-40 оС) вне зависимости от уровня влажности 
и атмосферного давления.

Пенное покрытие может наноситься на 
обрабатываемую твердую поверхность слоем в 
1-5 см (в зависимости от количества загряз
няющих ФОС). Изготавливается непосред
ственно или незадолго перед использованием. 
Оно может быть также использовано в случае 
аварийных развалов твердых ФОС и розливов 
жидких ФОС на различных поверхностях, в 
том числе ВВСТ. Рабочий раствор пенного по
крытия не токсичен для человека и животных, 
поэтому в исключительных случаях может 
быть применен для удаления ФОС с кожных 
покровов.

На рисунке 7 представлены образцы ка
фельной плитки с остатками старой штука
турки, которые были загрязнены параоксоном 
и после обработаны пенным покрытием, полу
ченным при помощи миксерной технологии. 
Половина поверхности была обработана пеной 
без фермента, а вторая половина - добавлением 
фермента His6-ОФГ.

Через 5-10 мин с помощью шпателя 
были освобождены некоторые участки 
твердой поверхности от пены. В случае ис
пользования пены с ферментом His6-ОФГ 
на открытых поверхностях кафельной 
плитки наблюдали желтую окраску пены, 
которую давал продукт гидролиза параок- 
сона - п-нитрофенол. Такая окраска отсут
ствовала в случае использования обычной 
пены без фермента.
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Рисунок 7 — Обработка твердой поверхности фермент содержащим пенным покрытием 
(А -  Образцы штукатурки перед обработкой; Б -  Образцы штукатурки после загрязнения параоксо- 

ном и обработки пеной с ферментом His6-ОФГ, полученной при помощи миксерной технологии)

Такой же эффект наблюдали при обра
ботке поверхности влажного песка при по
мощи пены, содержащей фермент His6-ОФГ. В 
качестве контроля были использованы: пена, 
не содержащая фермент, песок, влажный песок, 
само вещество параоксон.

Образцы пены получали также мик
серной технологией. Обнаружение параок- 
сона проводили газохроматографическим 
методом. В образцах, содержащих влажный 
песок, в который был добавлен параоксон и 
обработанный пеной с ферментом His6-ОФГ, 
после 3-4 ч инкубации, полностью отсутство
вало вещество параоксон. Следовательно, 
фермент, содержащийся в пене, осуществил 
полную деструкцию параоксона. Причем 
как и в случае с дегазацией на поверхности 
плитки (рисунок 7), наблюдали желтую 
окраску пены, которую дает п-нитрофенол. 
Такая окраска отсутствовала в контрольных 
образцах.

Таким образом, проведенный анализ 
литературных данных показал, что для 
очистки загрязненных токсичными вещест

вами почвы, воды и твердых поверхно
стей могут быть использованы ферменты, 
отдельные штаммы микроорганизмов- 
деструкторов и различные их консорциумы 
как в иммобилизованном виде, так и их су
спензии.

Механизмы и схемы проведения биоло
гической деградации экотоксикантов и про
дуктов их деструкции в водных растворах, 
почве и на твердых поверхностях различны 
для разных штаммов микроорганизмов-де
структоров, их консорциумов и ферментов. 
Поэтому при разработке биотехнологий по 
очистке необходимо учитывать активность 
фермента, видовое происхождение исполь
зуемого в технологии микроорганизма или 
состав консорциума, их биодеградирующие 
свойства, особенности поведения в сообще
стве с различными природными штаммами, 
способность к изменчивости в условиях не
однородности субстрата, а также характери
стики почвы воды и твердых поверхностей и 
факторы, влияющие на механизм и скорость 
биодеградации.
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IV  Биопрепараты на основе ферментов и 
микроорганизмов-деструкторов для утилизации 
реакционных масс, полученных путем химичес
кой детоксикации отравляющих веществ

Для утилизации реакционных масс 
(РМ), образовавшихся после промышленного 
уничтожения (химической детоксикации) 
ФОВ, одним из наиболее привлекательных 
представляется биотехнологический подход, 
основанный на применении препаратов на 
основе ферментов и микроорганизмов-де
структоров.

Подсчитано, что количество образовав
шихся РМ после уничтожения химического 
оружия в России в пять раз превосходит ко
личество нейтрализованных отравляющих 
веществ. Основная часть этих РМ герметично 
затарена в металлические емкости и скла
дирована в специальные подземные обвало
ванные железобетонные бункеры-хранилища 
до времени дальнейшей и окончательной их 
переработки.

Согласно принятым в России технологиям 
химического уничтожения ФОВ, в получаемых 
РМ остается часть неразложившихся нейро
токсичных ФОВ [141, 142]. Поэтому дальнейшее 
обезвреживание образующихся РМ является 
крайне важной задачей, поскольку конечный 
состав РМ должен соответствовать нормативам 
токсикологической и экологической безопас
ности и быть безопасным для окружающей 
среды, а это означает, что необходимо провести 
разложение фосфонатов, как наиболее ток
сичных компонентов РМ, и переработать РМ до 
безопасных продуктов деструкции [143].

Кроме того, МФК, которая является 
продуктом разложения диизобутилового и 
изобутилового эфиров МФК (продуктов де
токсикации вещества типа VX), входящая в 
состав РМ, также должна быть подвержена де
струкции согласно Конвенции по запрещению 
и уничтожению химического оружия, как пре
курсор ФОВ [144].

По нашему мнению, для разложения фос
форорганических компонентов РМ, полученных 
после уничтожения вещества типа VX, зарина и 
зомана, наиболее эффективными являются био
каталитические способы, поскольку они предпо
лагают проведение биодеградации компонентов 
РМ в экологически безопасных условиях (без при
менения сильных химических окислителей и кон
центрированных щелочных растворов), а также в 
технологическом плане не требуют применения 
высоких температур, повышенного давления и 
использования оборудования, изготовленного 
из дорогих коррозионностойких материалов [145, 
146]. При этом существует небольшой набор био
логических катализаторов, которые могут быть 
вовлечены в схему разложения компонентов РМ,

и самым эффективным способом использования 
может быть их комбинированное применение, 
позволяющее последовательно осуществлять 
процесс деградации образующихся продуктов 
детоксикации ФОВ [5, 6, 9, 14, 76, 130, 138, 145, 146].

Анализ зарубежной литературы показал, 
что разработки относительно применения био
катализаторов на основе ферментов для целей 
уничтожения ФОВ касаются исключительно 
разложения чистых отравляющих веществ 
ферментами разной степени очистки [147-152]. 
Открытая информация об использовании фер
ментного гидролиза ФОС в составе сложных 
смесей - таких, какими являются РМ, получа
емые по российской технологии уничтожения 
ФОВ, отсутствует [146].

В 2006-2007 гг. большой группой ис
следователей из ряда стран в рамках гранта 
НАТО (Project Groop 31, «Некоррозионные, 
биотехнологические методы деконтами
нации химических агентов») был разработан 
способ, согласно которому реакционные 
массы подвергали интенсивному окислению 
под действием 30 % раствора перекиси во
дорода (Н2О2) и УФ-излучением. Затем для 
разложения образовавшейся при этом МФК 
растворы обрабатывали иммобилизованным 
биокатализатором, представляющим собой 
искусственный микробный консорциум, 
в который входили бактериальные куль
туры различных штаммов (Methylobacterium 
radiotolerans штамм GB21, Agrobacterium 
numefaciens штамм GB2GA, Klebsiella oxytoca 
штаммы GB2CS и GB272, Aureobactrium sp. 
штаммы GB2, GB23, GB272 и GB292) [153 - 157]. 
Адсорбционную иммобилизацию клеток кон
сорциума осуществляли на гранулах из вспе
ненного полиуретана с введенными в него 
частичками активированного угля. Перед 
применением иммобилизованных клеток для 
биоразложения фосфорорганических ком
понентов проводили их адаптацию к ток
сичным субстратам путем введения 5 мМ 
изопропилового эфира МФК.

Под действием внутриклеточных фер
ментов искусственного микробного кон
сорциума МФК разлагалась, образующийся 
фосфат клетки микроорганизмов усваивали в 
качестве источника фосфора. Для поддержания 
жизнедеятельности микроорганизмов процесс 
проводили при дополнительном введении в 
РМ источника углерода (глюкоза и др.). Далее 
оставшуюся после обработки РМ иммобили
зованными клетками неразложившуюся МФК 
осаждали из растворов хлоридом железа (III). 
Образующиеся стоки выпаривали и сушили.

Этот способ обеспечивал 99 % разло
жение фосфорорганических компонентов. 
Общая длительность процесса занимала
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И.В. Филимонов, А.А. Янковская, С.В. Кужелко и др.

Рисунок 8 — Внешний вид биокатализатора на основе иммобилизованных клеток Pseudomonas sp. 78Г., 
использованного на пилотной установке с целью обработки реакционных масс, полученных после

уничтожения ФОВ

20 суток. Сухие остатки подлежали захоро
нению на специальных полигонах.

В России разработке эффективного спо
соба детоксикации вещества типа VX и пере
вода токсичных химикатов в реакционные 
массы при воздействии на них рецептурой 
РД-4М было посвящено комплексное исследо
вание, проведенное в 2007-2008 гг. [72, 138, 145, 
146, 158 - 160].

На рисунке 8 представлены препараты, по
лученные и использованные для биообработки 
РМ вещества типа VX [159, 160].

В работах [145, 132] предложена техноло
гическая схема реализации способа биоразло
жения РМ, которая представлена на рисунке 9.

На первой стадии проводится обработка с 
использованием фермента Ш86-ОФГ, который 
катализирует процесс полного разложения 
ФОВ и эфиров МФК.

На второй стадии продукты фермента
тивного гидролиза ФОВ (МФК и остаточное 
количество ее эфиров) разлагаются под дей
ствием биокатализатора на основе иммоби
лизованных клеток-деструкторов культуры 
Pseudomonas sp. 78Г, способной разрушать 
продукты детоксикации ФОВ, одновременно 
приводя к разрыву в алкилфосфонатах как 
С-О-Р, так и С-Р связи. Процесс проходит в 
минеральной среде, содержащей 0,5 % глю
козы. Ферментный препарат, присутству
ющий в среде при подаче РМ, обработанных 
His6-ОФГ, в реакторе с иммобилизованными 
клетками микроорганизмов играл роль 
источника азота, необходимого клеткам для 
роста и утилизации фосфата, являющегося 
конечным продуктом разложения всех ФОС 
в составе РМ.

На третьей стадии в реакторе в культуральной 
жидкости, полученной при действии иммобили
зованных клеток, за счет активного аэробного ила 
происходит снижение уровня химического потреб

ления кислорода (ХПК), формирующегося в резуль
тате накапливания клеточных метаболитов.

Состав сточных вод, обработанных 
аэробным активным илом после комплекс
ного биоразложения ФОВ в составе РМ под 
действием фермента His6-ОФГ и биоката
лизатора в виде иммобилизованных клеток 
Pseudomonas sp. 78Г представлен в таблице 2.

Как видно из приведенных данных, при 
реализации российского технологического 
проекта по обезвреживанию РМ вещества типа 
VX были получены сточные воды, практически 
полностью удовлетворяющие требованиям, 
предъявляемым к канализационным стокам по 
химическому составу. Их экологическая безо
пасность была подтверждена тестами на эко
токсичность, проведенными по установленным 
в России методикам [161].

Следовательно, сточные воды после биоло
гической очистки становятся безвредными для 
основных трофических групп пресноводных 
гидробионтов, а полученные конечные про
дукты обладают минимальной токсичностью 
и экологической нагрузкой на окружающую 
среду.

Дополнительные экспериментальные ис
следования позволили оптимизировать условия 
реализации отдельных стадий общего процесса 
комплексной деструкции реакционных масс, по
лучаемых при детоксикации вещества типа VX. 
В частности, стадии обработки РМ ферментным 
препаратом, стадии обработки иммобилизо
ванными клетками-деструкторами культуры 
Pseudomonas sp. 78Г после воздействия фер
ментом и последующей стадии обработки куль
туральной жидкости активным аэробным илом 
[138, 158-160].

Предложенная технологическая схема 
имеет ряд преимуществ перед использованием 
бактериального консорциума в аналогичной 
схеме, разработанной в США [153-157].
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Водные растворы, содержащие 
остаточные количества отравляющих веществ, 
реакционные массы и продукты их деструкции

Биокатализатор 
на основе ферментов

II стадия
Биокатализатор 

на основе клеток 
бактерий-деструкторов

Водные растворы, содержащие 
остаточные малые количества реакционных масс и 

продуктов деструкции отравляющих веществ

III стадия
Биокатализатор 

на основе активного ила с 
добавлением 

специфических штаммов

Сточные воды после биообработки

Рисунок 9 — Принципиальная технологическая схема реализации способа 
биоразложения реакционных масс вещества типа VX

В рамках россий
ского технологического 
проекта по обезврежи
ванию РМ вещества 
типа VX на всех стадиях 
его реализации исполь
зовались биологические 
катализаторы, осущест
вляющие дегазацию 
фосфорорганических 
компонентов в мягких 
условиях, что обеспечи
вает более безопасные 
условия работы для об
служивающего персо
нала и экологическую 
безопасность процесса в 
целом.

Показано, что 
модиф ицированны й  
фермент His6-ОФГ спо
собен катализировать 
гидролиз вещества 
типа VX в широком ин
тервале концентраций 
вплоть до 2,5 г/л в от
сутствии субстратного 
ингибирования [158,
159].

Б и ок атал и затор  
на основе клеток ин
дивидуальной бакте
риальной культуры 
Pseudomonas sp. 78Г, 
иммобилизованных в 
криогель поливинило
вого спирта, способен 
обеспечить высокую 
скорость разложения 
токсичных субстратов 
на протяжении дли
тельного времени: 
обеспечивает 100 %
разложение МФК при 
концентрациях 200 и 
300 мг/л за 28 и 40 ч 
соответственно [160].
Этот катализатор также 
может эффективно 
осуществлять биоде
градацию моноэфира МФК при очень высокой 
его концентрации (1 г/л), обеспечивая 50 % 
его разложение за 48 ч; его эффективность в 
4 раза выше, по сравнении с иммобилизованным 
бактериальным консорциумом, использу
емым в аналогичной технологии разложения 
МФК в США.

Разработанная в России схема биоразло
жения фосфорорганических компонентов РМ

носит универсальный характер и может быть 
применена для обработки РМ, полученных при 
уничтожении вещества типа VX, зарина и зо- 
мана различными химическими методами. При 
реализации данной схемы не образуются отходы, 
подлежащие захоронению в закрытых могиль
никах. Следовательно, данная схема может быть 
успешно использована для постепенного, поэтап
ного уничтожения складированных РМ.
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Таблица 2 — Состав сточных вод, обработанных аэробным активным илом после комплексного 
биоразложения ФОС в составе РМ под действием фермента His6-ОФГ и биокатализатора в виде 

иммобилизованных клеток Pseudomonas sp. 78Г[138]

Контролируемый параметр П Д К для канализационного 
стока, мг/л

Обнаруженная 
концентрация, мг/л

Азот (аммонийный) 20,0 38 ± 2

Азот (нитрат) 10,2 5,9 ± 0,3

Азот (нитрит) 1,0 3,6 ± 0,4

Сульфаты 500 31 ± 3

Хлориды 350 30 ± 1

Фосфаты 1,14 2,5 ± 0,4

Метилфосфоновая кислота (МФК) - < 0,1

Изобутиловый эфир МФК - < 0,1

Химическое потребление кислорода (ХПК) 500 460 ± 9

Экотоксичность, определяемая с использованием 
клеток светящихся бактерий < 20 < 20

Направления исследований перспектив
ного использования биопрепаратов в инте
ресах создания изделий военного назначения 
различного типа

Анализ отечественных и зарубежных 
публикаций показал, что наиболее перспек
тивными направлениями исследований, пред
ставляющими интерес для использования в 
области нанобиотехнологий при создании из
делий военного назначения различного типа, 
являются:

1 Ферментные антидоты
Создание нового поколения лечебно-про

филактических средств на основе нанораз
мерных ферментных препаратов, облада
ющих антитоксическим действием, которые 
могут быть использованы при отравлениях 
фосфорорганическими соединениями, в том 
числе фосфорорганическими отравляющими 
веществами.

2 Ферменты в составе самодегази
рующихся материалов в качестве компо
нентов средств защиты

Создание самодегазирующихся средств 
индивидуальной защиты с использованием на
норазмерных ферментных препаратов, гидро
лизующих фосфорорганические соединения, 
в том числе фосфорорганические отравля
ющие вещества и токсичные продукты их де
струкции.

3 Биокатализаторы для очистки окружа
ющей среды

Разработка технологий очистки почвы, 
воды и поверхностей, загрязненных фосфор
органическими соединениями, в том числе 
фосфорорганическими отравляющими
веществами и продуктами их детоксикации, 
при помощи биокатализаторов на основе фер
ментов и микроорганизмов-деструкторов.

4 Биопрепараты на основе ферментов 
и микроорганизмов-деструкторов для ути
лизации реакционных масс отравляющих 
веществ

Создание биокаталитических препаратов 
на основе ферментов и микроорганизмов- 
деструкторов для утилизации реакционных 
масс, образовавшихся после промышленного 
уничтожения (химической детоксикации) от
равляющих веществ.

Заключение
Проведенный анализ и обобщение ре

зультатов исследований и патентов отече
ственных и зарубежных ученых за последние 
три десятилетия по изучению ферментов (в 
нативном состоянии или в виде химически 
стабилизированных наноразмерных частиц 
ферментных биокатализаторов), микроорга
низмов-деструкторов и их применению в об
ласти биологических технологий (в том числе и 
нанотехнологий), позволяет сделать выводы о
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перспективности использования для решения 
ключевых проблем в области защиты от ФОС, 
включая ФОВ, для гидролиза реакционных 
масс, полученных в процессе уничтожения ОВ, 
совершенствования средств защиты человека 
и окружающей среды, а также создания нового 
поколения антидотов.

Достоинства биотехнологий, основанных 
на использовании биокатализаторов, а именно: 
большая скорость процесса биохимического 
разложения; высокая степень деградации за
грязнителей; избирательность по отношению 
к субстратам; возможность проведения де
струкции до желаемых конечных продуктов; 
экономичность, находят широкое применение 
во многих странах мира в программах по ох
ране окружающей среды, безопасной нейтра
лизации загрязнений, созданию современных 
средств индивидуальной и коллективной за
щиты, созданию антидотных препаратов.

Анализ показал, что российскими и зару
бежными специалистами разработана совер
шенно новая биокаталитическая технология 
для защиты против отравлений ФОС in vivo, 
основанная на использовании ферментных на
ночастиц, которые могут быть применены в ка
честве профилактического и терапевтического 
средства. Ферментные антидоты могут иметь 
огромное значение для ликвидации и предот
вращения интоксикации людей и животных 
ФОВ, на что не способен сейчас ни один из
вестный в мире препарат.

Разработанные биокаталитические техно
логии на основе фермента HiSg-ОФГ отличаются 
простотой исполнения и экологической безо
пасностью, а получаемые биокатализаторы - 
высокой активностью по отношению к широ
кому спектру ФОС. Полученные результаты

могут быть основой для создания совершенно 
нового поколения средств индивидуальной и 
коллективной защиты войск и населения при 
ведении боевых действий, совершении терро
ристических актов и в условиях техногенных 
аварий, а также средств специальной обра
ботки средств защиты и ВВСТ.

Предложенные биотехнологические ме
тоды очистки почвы, воды и твердых поверх
ностей, выгодно отличающиеся от других 
методов (химических, физических, механичес
ких) отсутствием вторичных отходов, высокой 
степенью деструкции малых концентраций ОВ, 
возможностью полной ассимиляции продуктов 
детоксикации ОВ и, следовательно, экологи
ческой чистотой процесса, позволяют осуще
ствить комплекс мероприятий по нейтрали
зации химических угроз, предупреждению и 
минимизации рисков негативного воздействия 
химических факторов, повышению защищен
ности населения и окружающей среды при вы
ведении из эксплуатации химически опасных 
объектов и проведении очистки территорий, 
загрязненных в результате их деятельности.

Наиболее перспективными направле
ниями исследований в области использования 
нанобиотехнологий при создании изделий во
енного назначения являются:

- ферментные антидоты;
- ферменты в составе самодегазирующихся 

материалов в качестве компонентов средств за
щиты;

- биокатализаторы для очистки окружа
ющей среды;

- биопрепараты на основе ферментов и 
микроорганизмов-деструкторов для утилизации 
реакционных масс, полученных путем химиче
ской детоксикации отравляющих веществ.

Информация о конфликте интересов
Авторы заявляют, что исследования проводились при отсутствии любых коммерческих или финансо

вых отношений, которые могли бы быть истолкованы как потенциальный конфликт интересов.
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Исследования в сфере перспективного использования химико-биологических и медицинских...

The article is dedicated to the review of the theoretical and experimental research of the Russian and 
foreign scientists in the enzymes both in native state and in forms of chemically stabilized nano
sized particles, promising for the development of military products of different types. It summarises 
the results of use of biocatalysts on the basis of enzymes and microorganisms-destructors for the 
neutralization of eco-toxicants. The nature of enzymes is analyzed. The significant part of the article 
is dedicated to the data obtained regarding the sphere of biochemical and medical biocatalytic 
technologies for the development of enzymatic prophylactic and therapeutic means. A special 
attention is paid to the enzymes, used in protective equipment, to environmental biocatalysts, to 
biopharmaceuticals on the basis of enzymes and microorganisms-destructors for the utilization 
of reaction masses, to chemical detoxification of poisonous substances. The authors point out the 
main trends in the further research in the sphere of biotechnologies: enzymatic pharmaceuticals for 
prophylaxis and treatment of OP poisoning; enzymes in self-degassing materials and in protective 
equipment; biocatalysts for soil, water and surface purification; biopharmaceuticals on the basis of 
enzymes and microorganisms-destructors for the degradation of reaction masses of toxic chemicals.

Keywords: bacteria Pseudomonas sp. 78G; environmental biocatalysts; hexahistidine-tagged 
organophosphate hydrolase (His6-OPH); microorganisms-destructors of toxic chemicals; selfdegassing 
materials; biocatalysts of chemical reactions in organism; enzymatic antidotes of OP substances; 
enzymatic components of protective equipment; enzymatic catalysts of the destruction of the reaction 
masses of OP substances; organophosphorus (OP) toxic chemicals.
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