
УДК 577.15+623.459

Иммобилизованные биокатализаторы 
на основе органофосфатгидролазы в процессах разложения 

фосфорорганических отравляющих веществ

О 2011. Е. II. Ефременко1, д.б.и., зав. лабораторией, И. В. Лягин'-2, к.х.н., н.с., 
Д. А. Гудков1, к.х.н., м.н.с., М. С. Сироткина1, аспирант, II. В. Завьялова3, д.б.и., г.н.с., 

В. В. Завьялов1, к.х.н., с.н.с., С. Д. Варфоломеев2, член-корр. РАН, директор,
В. И. Холстов5, д.х.н., директор,

'Московский государственный университет им. М. В. Ломоносова, 
2Институт биохимической физики им. И. М. Эмануэля РАН, 

'33 Центральный научно-исследовательский и испытательный институт МО РФ,
'Экспертно-криминалистический центр МВД РФ, 

V|,е 11а рта м о i it реал и за ци и кон вен цион н ых обязател ьст в М и 11 истерства 
промышленности и торговли Российской Федерации,

e-mail: elena efremenko@list.ru

ТЕХНОЛОГИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ УНИЧТОЖЕНИЯ ХИМИЧЕСКОГО ОРУЖИЯ

В статье представлены материалы по использованию иммобилизованных ферментных биокатализаторов, соз­
данных на основе гексагистидинсодержащсн органофосфатгидролазы, в процессах биодеструкции фосфороргани- 
ческнх отравляющих веществ и продуктов их гидролиза в проточных системах и в почвогрунте. Обсуждается при­
менение указанного фермента в иммобилизованной форме как составного злемента защитных средств нового по­
колении, обладающих самодегазацией. Метод и носитель для иммобилизации фермента определяются назначени­
ем и условиями применения разработанного биокатализатора. Для всех вариантов созданных биокатализаторов 
на основе иммобилизованного фермента продемонстрирована высокая эффективность их действия.

The work presents information on the use of ini mobilized enzymatic biocatalvsts developed on the base of 
hexahistidine-containing organophosphorus hydrolase in the processes of hiodestruction of organophosphorous neu­
rotoxic agents as well as products of their hydrolysis in flow-through system s and soil. The application of the enzyme 
mentioned in immobilized form as a main element of personal protection material of a new generation possessing 
self-deactivation is discussed. Method and carrier for enzyme immobilization is defined by purpose and conditions of 
exploitation of originated biocatalyst. A high enough efficiency of action is demonstrated for all tin1 variants of created 
biocatalvsts based on immobilized enzyme.
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Современные биохимические процессы, 
основанные на использовании генетически 
модифицированных ферментов с улучшенны­
ми каталитическими характеристиками, фор­
мируют новую научно-практическую базу для 
решения задач, связанных с необходимостью 
детокси кации фосфорорга н ических отравля - 
ющих веществ (ФОВ) в различных объектах, 
в частности в водных средах, почвах и в со­
ставе самодегазирующихся средств защиты. 
Огромный интерес в мире к ферментативным 
методам разложения ФОВ обусловлен их вы­
сокой эффективностью действия и экологиче­
ской безопасностью, которая предопределяет­

ся условиями реализации методов: темпера­
турой окружающей среды, атмосферным дав­
лением, использованием водных среде отсут­
ствием агрессивных химических агентов [1,2]. 
11а сегодняшний день наиболее активным фер­
ментом, способным катализировать гидро­
лиз фосфорорганических соединений (ФОС), 
представляющих собой производные ортофос- 
форной и алкилфосфоновой кислот, являет­
ся органофосфатгидролаза (ОРИ, ЕС3.1.8.1) 
[3]. Установлено, что ОРИ, содержащая ге­
нетически введённую на N-конец молекулы 
белка гексагисгидиновую последовательность 
(HiSg-OPH), способна осуществлять высоко­
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эффективный гидролиз ФОБ при концентра­
ции до 102 М в виде чистых веществ и в соста­
ве сложных по химическому составу реакци­
онных массах, получаемых после детоксика­
ции ОВ |1|. Также показано, что His6-OPH ги- 
дрол и зу от ра зл и ч н ы е фос фо н ат ы, я вл я ю щ не­
ся продуктами разложения ФОБ, в широком 
диапазоне их концентраций, pH среды п тем­
пературы 15, 6|.

Проведение иммобилизации His^-OPH по­
зволяет получать стабильную форму фермен­
та, которая может обеспечить продолжитель­
ное сохранение ферментом его каталитических 
характеристик и дать возможность многократ­
но использовать его для гидролиза ФОБ и про­
дуктов их разложения. Очевидно, что выбор 
метода иммобилизации и носителя для фер­
мента предопределяется условиями его даль­
нейшего применения. Различные иммобили­
зованные формы фермента могут найти при­
менение в технологии биодеградации реак­
ционных масс в условиях проточных реакто­
ров, в процессах биоремедиации почв, загряз­
нённых как исходными ФОБ. так и продукта­
ми их первичного гидролиза, а также в созда­
нии нового поколения средств индивидуаль­
ной защиты, основанных на их биоактивации 
исамодегазации. Б данной работе представле­
ны результаты исследований потрём указан­
ным направлениям использования иммоби­
лизованных ферментных препаратов, разра­
ботанных на основе His(l-OPH.

Иммобилизованная H i s -ОРИ
о

в составе защитного 
са м оде газ и ру к> ще гося м ате р и ал а

Одной из актуальных задач, связанных 
с детоксикацией ФОБ, является разработка

в ы с о к оэффе кт и в н ы х с а м оде га з и ру ю щ и х с я 
фильтрующих защитных материалов. Аме­
риканские исследователи предпочли исполь­
зовать смесь ферментов, способных гидроли­
зовать различные ФОБ, для введения в само- 
дегазирующийся слой защитного материала 
(71. Среди применённых ими ферментов были 
ОРИ и фосфорорганическая кислая ангидро- 
лаза (ФКА, ЕС 3.1.8.2), суммарное каталити­
ческое действие которых должно обеспечи­
вать защиту от токсичного воздействия трёх 
основных ФОБ: зарина, зомана и ОБ типа Vx.

Для создания российского аналога был 
использован фермент His(.-OPH. который не 
только более эффективно гидролизует три ука­
занные ФОБ в сравнении с ОРИ и ФКА, но п 
катализирует разложение фосфорорганиче- 
ских продуктов их гидролиза |8 |. Структура 
защитного самодегазирующегося материала, 
разработанного на основе 11 isf.-OPI I, схема­
тично представлена на рисунке 1.

Берхний слой, используемый в качестве 
изолирующего от проникновения ФОБ в виде 
жидкости, представлял собой полиамидхлоп- 
чатобумажную ткань с полифторолефиновой 
или полиуретановой мембраной, обладающей 
олеофильными свойствами. 11рименение дан­
ного материала обеспечивает равномерное рас­
пределение и дозировку ФОБ к следующему 
сорбирующему слою |9 |.

Средний слой являлся сорбирующим, 
биоактивированным и самодегазирующим- 
ся. Фермент Hisf.-()P1I вводился в этот слой 
в виде раствора различной концентрации в бу­
фере. Б качестве сорбирующего носителя при­
менялся сшитый сополимер акриловой кисло­
ты и акриламида, имеющий высокую степень 
набухаемости (-3000). Выбранный носитель, 
с одной стороны, позволял вводить различные

Рис. 1. Схема защитного материала на основе иммобилизованной Hise-OPH: I -  капли ФОБ 
на поверхности материала: 2 -  верхний изолирующий слой: 3 -  слой, содержащий 

иммобилизованный фермент His(.-()РП; \ -  нижний гигиенический слой
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количества фермента в сорбционный слой, а 
с другой -  сорбент гарантированно удержи­
вал буферный раствор с заданным значени­
ем рН вм икроок ру же 11 и и фе р мента, созда ва я 
благоприятные условия для высокоэффектив­
ного ферментативного катализа. Данный сор­
бент абсолютно нетоксичен как при перораль­
ном попадании в организм, так и при контакте 
с кожей и глазами | !()|.

И веден не анти микробных веществ, приме­
нение которых допустимо даже в детской кос­
метологии [ 111, в состав защитного материа­
ла. имеющего влажность биоактивированно- 
го слоя 60%, создало благоприятные условия 
для длительного хранения иммобилизованно­
го фермента в герметичной упаковке при от­
сутствии порчи готовой продукции и в состоя­
нии полной готовности к применению. Кроме 
того, данные вещества способствовали предот­
вращению какой-либо угрозы возникновения 
у пользователей заболеваний кожи, связанных 
с микробным заражением, вызванным куль­
турами Staphylococcus aureus, Pseudomonas 
aeruginosa, Proteus vulgaris и др., а также де­
лали потенциально безопасным применение 
защитного материала потребителем без каких- 
либо возрастных ограничений.

Нижний (гигиенический) слой был вы­
полнен из тканого или нетканого целлюлозо­
содержащего материала п предназначен для 
контакта с кожным покровом, одновременно 
выполнял функцию подложки для остальных 
слоёв. Кроме того, данный материал способен 
осуществлять эффективный отвод влаги от по­

верхности тела человека. Использование тка­
ных п нетканых материалов на основе хлоп­
ка в качестве пористого материала обусловле­
но их высокой сорбционной ёмкостью, способ­
ностью удерживать большие объёмы жидко­
стей. а также доступностью их производства 
в больших объёмах текстильной промышлен­
ностью и, следовательно, возможным масшта­
бированием производства защитных матери­
алов на их основе.

Было разработано несколько вариантов 
защитных материалов, отличающихся по сво­
ему составу. и исследованы их характеристи­
ки (табл. I). Показано, что при нанесении на 
поверхность такого материала вещества типа 
Vx в концентрации 10 г/м2 отсутствие токсич­
ных паров за слоем защитного материала реги­
стрируется на протяжении 96 ч (дальше ана­
лиз не проводился) при различных темпера­
турах (22-45 °С) и значениях pH (7,8-10,5).

Мри температуре хранения +4 "С незави­
симо от pH среды, выбранной для иммобили­
зации His(.-OPlI, целесообразное время хра­
нения защитного материала составило 8 мее. 
Снижение остаточной влажности дегазирую­
щего слоя до 10% сохраняло защитные свой­
ства материала на 100% (при незначительном 
снижении эффективности еамодегазации) вте- 
ченне 12 мес. при температуре +4 "С (табл. 1, об­
разец № 3).

Исследование кинетики разложения раз­
личных фосфонатов в слое с иммобилизован­
ным ферментом His^-OPII показало (рис. 2), 
что не зависимо от степени очистки нрименя-

Тлблица 1
Состав и защитные характеристики полученных защитных материалов 

при воздействии на них 10 г/м 2 вещества типа Ух

Компонент защитного материала Очищенный препарат 
His -ОРН_____________ ______

11еочнщенный препарат 
His,.-ОРИ

№ образца защитного материала 1 2 3 4 5 (>
Мембранотканевая составляющая, % масс 15.2 14.3 21,4 13,5 15.0 10,3
Сорбент. % масс. 20.3 12.7 21.4 15,0 13.2 14.4
Фермент lli.si;-OPII, % масс. 0,00125 0.0076 0.0041 0.11 0.22 0.4
Буферный раствор. % масс. 30.4 38.2 7.1 44,8 40,0 32.6
1 (еллюлозосодержащая тканевая 
составляющая. % масс. 10.1 12.4 21.4 7.4 9.8 9.4

Время полной еамодегазации, ч 5 3 4 7 3 3
Температура проведения испытания, °С 22 22 37 28 22 45
Время действия в заражённой зоне, ч 96 96 96 96 96 96
pH буферного раствора* 7.8 10,5 10,0 9.0 8,5 10.5
Те м п е ра ту ра хранения защити о го 
материала, "С

+8 +4 +4 +4 + 10 +8

Время сохранения самодегазирующих 
свойств на 100%, мес

6 8 12 6 4 6

Примечание: ’ при Панком pH проводилась иммобили.ищия фермента Ilisf-()I4I на сорбенте.
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типа Ух показало, что оно в 27 раз превосхо­
дило время защитного действия фильтрую­
щей одежды общевойскового защитного ком­
плекта ОЗК-Ф.

Таким образом, были разработаны прото­
типы биоактивированных защитных матери­
алов нового поколения, позволяющие много­
кратно улучшить характеристики средств ин­
дивидуальной защиты.

Разложение фосфонатов 
в проточных системах под действием 

иммобилизованных биокатализаторов

Рис. 2. Изменение концентрации вещества 
типа \'х ( ■), этилового эфира МФК ( о), 

МФК ( А ) и неорганического фосфата ( )
в дегазирующем слое при детоксикации вещества 

типа Ух под действием иммобилизованного 
фермента His6-OPII

емого фермента, pH и температуры время са- 
модегазации образца защитного материала 
уменьшалось с 7 до 3 ч при увеличении кон­
центрации фермента His6-OPH. Минимальное 
время са.моде газации (3 ч) наблюдалось для 
материалов, содержащих 0,0076 и 0.22% масс, 
для очищенного п неочищенного препарата 
His,-ОРИ соответственно. Наряду с гидроли­
зом вещества типа Ух наблюдалось разложе­
ние образующихся гидролитических продук­
тов: этилового эфира метилфосфоновой кис­
лоты (ЭЭМФК) и метилфосфоновой кислоты 
(МФК) (рис. 2).

До 1 часа в накоплении ЭЭМФК и МФК 
наблюдался лаг-период, в то время как для 
фосфатов лаг-период закончился в первые 
30 мни. За это время гидролиз вещества типа 
Ух проходил на 40%. 11о всей видимости, про­
исходил гидролиз не только P-S, но и эфир­
ной Р-0 связи в молекуле вещества типа Ух 
с образованием S-(2-диизопропиламинозтил) 
метилфосфоната, который в данном экспери­
менте не контролировался. Далее происходи­
ло быстрое накопление МФК и более медлен­
ное накопление ЭЭМФК и фосфатов. Стоит от­
метить. что через 3 ч гидролиз вещества типа 
Ух заканчивался полным его разложением, 
вто же время накопление ЭЭМФК происхо­
дило до 23 часов включительно, что было об­
условлено гидролизом диэтилового эфира 
МФК. К'25 часам в системе, вероятно, насту­
пало химическое равновесие, потому что по­
следующие анализы концентраций контро­
лируемых веществ не выявили их изменений.

Сравнение времени защитного действия 
разработанного материала от паров вещества

Иммобилизация белков на метал л-хелати­
рующих носителях характеризуется высокой 
прочностью и специфичностью связывания, 
а также отсутствием инактивации фермен­
тов под действием сшивающих агентов, кото­
рые обычно используются в случае ковалент­
ной химической иммобилизации ферментов. 
В основе этого метода иммобилизации лежит 
образование комплекса между ионами двух­
валентных металлов, которыми заряжен но­
ситель, и атомами азота имидазольных колец 
остатков гистидина полигистидиновой после­
довательности, введённой на какой-либо из 
концов молекулы белка 1121.

Выли разработаны биокатализаторы, 
предназначенные для использования в про­
точных реакторах, на основе His -ОРН, иммо­
билизованной па макропористом полиакри­
ламидном криогеле, модифицированном ли­
гандами нммнодиуксусной кислоты и заря­
женном ионами меди (Сп-ЮА-крио11ААГ)
113 -  14 J. При скорости протока 6 мл/ч в про­
точном реакторе были определены катали­
тические константы Hisc-OPlI, иммобилизо-о
ванной на Cu-IDA-криоИААГ, в реакциях 
гидролиза различных фосфонатов (табл. 2). 
Установлена эффективность каталитическо­
го действия иммобилизованного биокатали­
затора в отношении метилфосфоновой кисло­
ты (МФК), 0 ,0  -диизобутиловогоэфира МФК* 
(ДИВЭМФК) и 0-изобутиловогоэфира МФК 
(ПВЭМФК).

Подача реакционных масс, образующих­
ся в результате гидролиза вещества типа Ух, 
( РМГ), разбавленных в 50 раз0,1 М карбонат­
ным буфером (pH 10,5), со скоростью 3 мл/ч 
через слой иммобилизованного биокатализа­
тора (100 мл) гарантированно обеспечивала 
разложение вещества типа Ух и ДНВЭМФК 
на 100%, а ПВЭМФК -  на 9%. При этом сле­
дует отметить, что концентрация ПВЭМФК 
как основного продукта разложения веще-
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Tadлица 2
Эффективные каталитические характеристики препарата IIis6-OPH, 

иммобилизованного на Cu-IDA-криоПААГ. в отношении различных фосфонатов

Субстрат V /Е  , мин 1П1ПХ' о’ К . мМш V / ( Е х К  ), М ’мин 1
ИБЭМФК 6 ± 0,4 3 5 0 0 ± 200 1,7 ± 0 .2

Д ИБЭМФК 6,2 ± 0,4 13.8 ± 0,3 450 ± 40
МФК 10.1 ± 0 ,6 4,4 ± 0,2 2 3 0 0 ± 240

Примечание: ИБЭМФК - О - и.юбут ил овы й эфир метилфосфоновой кислоты, ЦП Б',) МФК -  (),()’- Ои изобутиловый 
эфир метилфосфоновой кислоты, МФК -  метилфоефюновам кислота.

ства типа Vx в начале обработки составляла 
не менее 5,4 г/л. Более глубокое разложение 
ИБЭМФКбыло продемонстрировано в резуль­
тате последовательной обработки РМ Г указан­
ным иммобилизованным ферментным биока­
тализатором и биокатализатором в виде иммо­
билизованных клеток Pseudomonas sp. 78Г, 
осуществляющих утилизацию МФК 115]. Та­
кая двухстадийная обработка токсичных РМ Г 
гарантировала разложение ИБЭМФК и МФК 
(накапливающейся в результате деструкции 
всех других фосфонатов) на 90-93%  |5 |.

Таким образом, впервые была показа­
на возможность эффективной детоксикации 
разл и ч н ых фосфорорган и чес ких ком понен - 
тов РМГ в проточной системе с применени­
ем разработанного ферментного иммобили­
зованного биокатализатора. Наиболее глубо­
кое разложение оказалось возможным в слу­
чае комбинированной обработки РМГ с ис- 
пол ьзован нем и м мобил изован н ых биоката - 
лизаторов на основе Hise-OPH и клеток бак­
терий Pseudomonas sp. 78 Г.

Разложение фосфонатов в ночвогрунте 
под действием иммобилизованного 

фе р м е нтн ого б и окатал и затора

Ситуация с загрязнением территорий, 
прилегающих к объектам уничтожения хи­
мического оружия, требует особого внимания 
и наличия эффективных и экологически без­
опасных средств для своевременного прове­
дения мероприятий по биоремедиации почв.

Иммобилизация фермента IIisfi-()PII на 
целлюлозосодержащем носителе (соломе) по­
зволила получить иммобилизованный биока­
тализатор, введение которого в почвогрунт, за­
грязнённый различными ФОС, обеспечивает 
их гидролиз в течение короткого промежутка 
времени [16]. При этом для иммобилизации 
используется неочищенный ферментный пре­
парат, что делает его экологически привлека­
тельным для применения, а присутствие бал­
ластных белков оказывает дополнительный 
стабилизирующий эффект на His)}-OPH.

Введение иммобилизованного фермента 
в песок, загрязнённый МФК’ в концентрации 
100 мг/кг почвогрунта, обеспечивает полное 
разложение фосфоната в течение 13 сут. при 
20 °С (рис. 3). IIри этом в песке происходит на­
копление фосфат-ионов, являющихся продук­
том разложения МФК.

Таким образом, показана возможность 
высокоэффективного применения нового им­
мобилизованного ферментного препарата на 
основе His6-OPII для гидролиза фосфонатов 
(на примере МФК) в ночвогрунте.

Заключение

Представленные в данной работе три на­
правления возможного использования иммо­
билизованных биокатализаторов на основе 
His6-OPH для детоксикации ФОН отнюдь не 
огра н и ч и вают возмож н ые сферы при менен и я 
данного фермента, а, наоборот, подтверждают 
его уникальные каталитические характеристи­
ки и большой прикладной потенциал. Способ­
ность эффективного функционирования раз­
работанных биокатализаторов в различных 
гетерогенных системах (в проточных реакто­
рах, в ночвогрунте и в составе защитных ма­
териалов) открывает новые возможности для 
биокаталити веского, экологически безопасно-

Рис. 3. I ’изложение .МФК в песке иод действием 
фермента Hise-OPII. иммобилизованного 

на соломе
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го решения проолем, связанных с деструкци­
ей! ФОБ и продуктов их деградации.
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