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Комбинированние нескольких модулей, включающих в свой состав наночастицы металлов (тантала или цин-
ка), антимикробные вещества, ферментные нанокомплексы, обеспечивающие самоочищение (самодегазацию) 
и осуществляющие множественную функционализацию, позволяет создать материалы, обеспечивающие за-
щиту от химических и биологических поражающих агентов. Цель работы – изучение комбинированного дей-
ствия наночастиц металлов, других биоцидных соединений и наноразмерных ферментных комплексов гекси-
динсодержащей органофосфатгидролазы и пенициллинацилазы, нанесенных на тканевые унифицированные 
платформы, на фосфорорганические соединения и бактерицидную активность. Материалы и методы иссле-
дования. Защитный самоочищающийся материал создавали на основе принципа построения модульных ма-
териалов с заданными свойствами. Наноразмерные металлические комплексы и ферментные нековалентные 
полиэлектролитные комплексы с полиглутаминовой кислотой или антимикробными пептидами наносили на 
тканевую унифицированную платформу в определенной последовательности и определенном количестве, и 
изучали ее антитоксические и антимикробные свойства. Обсуждение результатов. При одновременном дей-
ствии нескольких модулей, при соблюдении определенных требования нанесения количества и последова-
тельности, сохраняются свойства модулей, которые не нейтрализуют и не выводят из рабочего состояния 
специфические свойства модулей и не мешают другим модулям осуществлять свои функции. Лучшие резуль-
таты таких материалов могут быть получены при комбинировании наночастиц биологически инертного Та и 
стабилизированного фермента в полиэлектролитном комплексе. Для приобретения антимикробных свойств 
волокнистые материалы могут быть функционализированы не только комбинацией наночастиц металлов с 
ферментными препаратами, но и комбинацией низкомолекулярных антибиотиков с ферментами. Выводы. 
Проведенные исследования продемонстрировали возможность комбинирования модулей, содержащих кар-
боксилаты металлов, наночастицы металлов и ферментные нанокомплексы для множественной функциона-
лизации одних и тех же волокнистых материалов, которые приобретали биоцидные и противохимические 
защитные свойства. Получены новые самодегазирующиеся материалы, обладающие защитными химико-био-
логическими свойствами и высокой стабильностью в отношении проявляемой каталитической активности 
по отношению к основным субстратам введенных ферментов и бактерицидностью. Использование таких под-
ходов позволяет придать защитные свойства практически любой ткани или одежде, изготовленной из нее, на 
которые будут нанесены изученные модули, которые обеспечат требуемый уровень защиты личного состава, 
обладающих изнуряющим и сковывающим действием.

Ключевые слова: бактерицидные свойства материала; защитный композиционный материал и ткань; 
защитные химико-биологические свойства; гексидинсодержащая органофосфатгидролаза; наноразмерный 
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Разработанный нами принцип постро-
ения модульных защитных материалов с за-
данными свойствами, изученные механизмы 
нанесения модулей для нейтрализации фос-
форорганических соединений (ФОС) и био-
цидного воздействия на клетки микроор-
ганизмов на тканевую унифицированную 
платформу, были положены в основу процесса 
функционализации (модификации) волокни-
стых материалов [1–5].

Модульные материалы с бактерицидными 
свойствами были созданы благодаря нанодис-
персным системам на основе металлов (тантала 
или цинка), которые обеспечивали биоцидную 
активность и максимально сохраняли ее в 
самом волокнистом материале. Бактерицидные 
свойства также зависели и от выбранного 
способа нанесения модульных защитных ре-
цептур на волокнистые материалы [6–20]. Ис-
пользованные в исследованиях металлические 
нанодисперсные системы были получены элек-
трохимическим методом на основе дугового 
разряда в жидкой среде (воде или органиче-
ском растворителе), который сопровождается 
коррозией металлического электрода и образо-
ванием наночастиц [6, 21]. 

Ранее в работах [22–32] нами обсуждался 
состав, свойства, а также механизмы действия 
самодегазирующихся материалов, которые 
представляются прообразом специальных (как 
химически нейтральных, так и химически ак-
тивных) модулей. Результаты этих исследо-
ваний позволили создать модульные защитные 
материалы с заданными свойствами. 

Композиционные материалы и ткани со 
специальными заданными свойствами самоо-
чищения (самодегазации) и самодезинфекции, 
были созданы при использовании модулей: 
«Адгезионный», «Дезинфицирующий» «Де-
газирующий» («Биохимический»), которые 
наносились на тканевую унифицированную 
платформу путем использования металличе-
ских наночастиц, обеспечивающих ее бактери-
цидные свойства. При этом соблюдались опре-
деленные требования нанесения количества 
и последовательности, которые не позволяли 
нейтрализовать или вывести из рабочего со-

стояния специфические модули и не мешали 
другим модулям осуществлять свои функции 
[2, 3, 21].

В отличие от ранее разработанных самоде-
газирующихся материалов, композиционные 
материалы со специальными заданными свой-
ствами самоочищения (самодегазации) содер-
жали в своем составе гексидинсодержащую 
органофосфатгидролазу (His6-OPH), стабилизи-
рованную в виде наночастиц полиэлектролит-
ного комплекса фермента с полиглутаминовой 
кислотой (НЧ-His6-OPH), сформированных при 
разных значениях рН [22, 23, 26, 31].

Цель работы – изучение комбинирован-
ного действия наночастиц металлов, других 
биоцидных соединений и наноразмерных фер-
ментных комплексов гексидинсодержащей ор-
ганофосфатгидролазы и пенициллинацилазы, 
нанесенных на тканевые унифицированные 
платформы, на фосфорорганические соеди-
нения и бактерицидную активность. 

Исследование комбинированного и од-
новременного действия нескольких модулей, 
включающих в свой состав наночастицы ме-
таллов (тантала или цинка) или другие анти
микробные вещества, ферментные нано-
комплексы, обеспечивающие самоочищение 
(самодегазацию) и осуществляющих множе-
ственную функционализацию, представляет 
научно-практический интерес, как с точки 
зрения познания закономерностей процесса 
функционализации (модификации) свойств 
самих волокнистых материалов, так и с точки 
зрения закономерностей взаимодействия от-
дельных модулей друг с другом при нанесении 
их на одну тканевую платформу.

Основными задачами работы были:
1. Рассмотрение общих закономерностей 

при комбинированном нанесении модульных 
рецептур, содержащих наноразмерные ме-
таллы и ферментные нанокомплексы, обеспе-
чивающие биоцидные и противохимические 
защитные свойства.

2. Изучение влияния типа фермента на ком-
бинированное действие наночастиц металлов 
и ферментативных комплексов при функцио-
нализации волокнистых материалов.
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Совместное действие металлических и ферментных наночастиц...

3. Установление фактов принципиальной 
возможности комбинирования металлсодер-
жащих наночастиц, биоцидных веществ и фер-
ментных нанокомплексов для множественной 
функционализации волокнистых материалов. 

4. Определение возможности функциона-
лизации волокнистых материалов нанораз-
мерными ферментными препаратами в комби-
нации с антибиотиками.

5. Оценка биотоксических свойств модифи-
цированных волокнистых материалов, облада-
ющих самодезинфицирующими и самоочища-
ющими свойствами за счет комбинированного 
действия наночастиц металлов и ферментных 
нанокомплексов.

Общие закономерности при комбини-
рованном нанесении модульных рецептур, 
содержащих наноразмерные металлы и фер-
ментные нанокомплексы, обеспечивающие 
биоцидные и противохимические защитные 
свойства. В результате комбинированного на-
несения модульных рецептур, содержащих 
наноразмерные металлы и ферментные на-
нокомплексы, обеспечивающие биоцидные и 
противохимические защитные свойства, из-
меняются свойства самих волокнистых мате-
риалов. Так, ранее нами было показано, что в 
результате нанесения металлоорганических 
покрытий на поверхность волокнистого мате-
риала возможна агрегация наночастиц. Такая 
агрегация может привести к неравномерному 
распределению наночастиц на поверхности ма-
териала. Поэтому при разработке модульных 
рецептур очень важен подбор как металла, 
так и самого волокнистого материала. Кроме 
того, для гарантированного бактерицидного 
действия материала немаловажное значение 
имеют нормы количества наносимых нано-
частиц металла. Эти нормы в свою очередь 
зависят от количества, наносимого на эту же 
ткань гидролитического фермента, в составе 
ферментных нанокомплексов [4].

Ранее было показано, что при правильном 
и тщательном подборе наночастиц металлов 
и фермента для нанесения на тканевую плат-
форму полученные модульные волокнистые 
материалы проявляют хорошие биокатали-
тические характеристики в отношении раз-
личных фосфорорганических соединений, 
микотоксинов и обладают бактерицидностью 
за счет наличия на их поверхности металличе-
ских наночастиц [4, 21, 34].

Для проведения исследования по комбини-
рованию модулей в этой работе были исполь-
зованы следующие модули: «Адгезионный» – 
карбоксилат Сu, «Бактерицидный» – металл- 
содержащие наночастицы Та или Zn; «Дега-
зирующий» («Биохимический») – ферменты 
His6-OPH или пенициллинацилаза (ПЦА), ста-

билизированные в составе фермент-полиэлек-
тролитных нанокомплексов с полиглутами-
новой кислотой (соответственно НЧ- His6-OPH 
или НЧ-ПЦА).

Модульные рецептуры наносились на во-
локнистые материалы под шифром № 1.1, 2.1, 5.4, 
5.5. Первым наносился модуль «Адгезионный» 
(карбоксилат меди), а далее модуль «Бактери-
цидный» – наночастицы Та или Zn в этаноле и 
модуль «Дегазирующий» («Биохимический») – 
наночастицы ферментных комплексов.

Полученные в такой последовательности 
функционализированные волокнистые ма-
териалы сравнивали по их эффективности 
действия с теми, что были модифицированы 
только карбоксилатом Cu и наночастицами ме-
таллов [24, 25].

Было установлено, что с течением времени 
даже на образцах самих волокнистых мате-
риалов (№ 1.1, 2.1, 5.4, 5.5) без нанесения мо-
дулей наблюдалась гибель грамотрицательных 
(Escherichia coli) и грамположительных (Bacillus 
subtilis) клеток бактерий. Было отмечено, что 
нанесение модулей «Адгезионный», «Бакте-
рицидный» и «Дегазирующий» («Биохимиче-
ский»), в особенности, комбинация всех трех 
модулей значительно ускоряла гибель клеток 
микроорганизмов и приводила к деконтами-
нации разных материалов. 

В результате проведенных экспериментов 
наблюдалась практически полная гибель 
клеток через 1 сутки, в то время как на кон-
трольных образцах сохранялось от 20 до 50 % 
от исходных концентраций клеток бактерий. 
Максимальная степень гибели клеток была 
выявлена при использовании материалов 2.1, 
5.4, 5.5, в качестве тканевой унифицированной 
платформы, которую функционализировали 
комбинацией модулей, содержащих нано-
частицы тантала или цинка. При этом чуть 
большую эффективность в отношении иссле-
дованных бактериальных клеток демонстри-
ровали материалы, для функционализации ко-
торых использовались наночастицы Та. Надо 
отметить, что наночастицы и Та, и Zn наноси-
лись в количествах, соответствующих установ-
ленным для них уровням минимальных инги-
бирующих концентраций [4, 24].

При исследовании противохимических за-
щитных свойств этих материалов, было выяв-
лено наличие зависимости остаточной актив-
ности фермента His6-OPH преимущественно 
от типа волокнистого материала (рисунок 1). Из 
этого следует, что при комбинировании разных 
модулей важным является выбор волокнистых 
материалов для унифицированной платформы. 

Что же касается наночастиц фермента 
His6-OPH в составе создаваемых материалов, 
то в предыдущих исследованиях ему отводи-
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Рисунок 1 – Изменения концентрации АТФ в клетках бактерий B. subtilis (А, Б, В, Г) и E. сoli (Д, Е, Ж, З) при их  
экспонировании на различных волокнистых материалах: № 1.1 (А, Д), 2,1 (Б, Е), 5.4 (В, Ж) и 5.5 (Г, З), обработан-

ных карбоксилатом меди, наночастицами Та, образцами НЧ-His6-OPH, полученными при рН 10,5, или их комби-
нациями. Концентрацию АТФ в клетках в начале эксперимента принимали за 100 %. Обозначения:     – контроль;                 

–наночастицы Та;      – наночастицы Та с НЧ-His6-OPH;     – карбоксилат Cu и наночастицы Та с НЧ-His6-OPH 
(данные авторов)
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лась основная роль в биохимической детокси-
фикации разных токсичных соединений (ФОС 
и микотоксинов), гидролиз которых для дан-
ного фермента хорошо изучен в разных средах 
[22, 23, 30–35]. 

Как и ранее для исследования бактери-
цидной активности, волокнистые материалы, 
функционализированные тремя модулями 
«Адгезионный», «Бактерицидный» и «Дегази-
рующий» («Биохимический»), содержащими 
карбоксилат Cu, наночастицы металла Та и 
НЧ-His6-OPH, демонстрировали хорошее со-
хранение ферментативной активности. Так для 
материала № 5.4 остаточная ферментативная 
активность составляла 74 %, для материала  
№ 2.1 – 60 %, а для материала № 5.5 – 33 %. 

В случае использования наночастиц Zn 
вместо наночастиц Та в «Бактерицидном» мо-
дуле активность фермента составляла от 30 
до 40 % для материалов № 5.5, 5.4, 2.1 соответ-

ственно. Было установлено, что использование 
материалов № 5.5, 5.4, 2.1 является предпочти-
тельным для максимизации активности фер-
мента His6-OPH в отношении его субстратов.

Таким образом, проведенные исследования 
продемонстрировали возможность совмещения 
модулей, содержащих карбоксилаты металлов, 
наночастицы металлов и наночастицы стаби-
лизированного фермента для множественной 
функционализации одного и того же волокни-
стого материала. При этом сами волокнистые 
материалы в результате последовательного на-
несения на их поверхность модульных рецептур, 
содержащих металлические и ферментные на-
ночастицы, приобретали биоцидные и противо-
химические защитные свойства. 

Влияние типа фермента на комбини-
рованное действие наночастиц металлов и 
ферментативных комплексов при функци-
онализации волокнистых материалов. Для 

Рисунок 2 – Относительная остаточная концентрация АТФ в клетках бактерий B. subtilis через 1 сутки после 
их экспонирования на волокнистых материалах № 1.1 (А), 2.1 (Б), 5.4 (В), 5.5 (Г), модифицированных при рН 9.5 
наночастицами Zn и Та или их комбинациями с НЧ-His6-OPH или НЧ-ПЦА после их длительного хранения. Кон-
центрацию АТФ в клетках, которые экспонировали на этих же материалах, обработанных только буфером 

без каких-либо наночастиц (т.е. контроль), принимали за 100 %. Обозначения:     – наночастицы Zn,     – наноча-
стицы Zn вместе с НЧ-His6-OPH,     – наночастицы Zn вместе с НЧ-ПЦА, □ – наночастицы Ta, 

   – наночастицы Ta вместе с НЧ-His6-OPH, ∆ – наночастицы Ta вместе с НЧ-ПЦА (данные авторов)
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исследования возможного влияния типа фер-
мента на комбинированное действие наноча-
стиц металлов в составе функционализирован-
ного материала, на который также наносились 
наночастицы ферментного комплекса, кроме 
НЧ-His6-OPH были использованы наноча-
стицы ПЦА (НЧ-ПЦА), обладающие гидро-
литическим действием. Эти образцы после 
получения не были как-либо дополнительно 
изолированы для создания специальных и/или 
стерильных условий и хранились при 10 °С (до 
251 сут). На примере функционализированных 
волокнистых материалов (№ 1.1, 2.1, 5.4 и 5.5) 
было показано (рисунки 2–3), что в большин-
стве случаев антибактериальная активность 
сохраняется (или даже улучшается) в течение, 
как минимум, 230 сут. 

Как следует из полученных данных, нано-
комплексы ПЦА оказались менее стабильными 
по своим характеристикам при нанесении их 

на материалы № 1.1, 5.4. по сравнению с нано-
частицами фермента His6-OPH. Было установ-
лено, что максимальной стабильностью и эф-
фективностью действия в отношении клеток 
грамположительных и грамотрицательных 
бактерий обладали материалы, модифициро-
ванные наночастицами Та и НЧ-His6-OPH.

Таким образом, изучение комбинирован-
ного действия модулей самодезинфекции и хи-
мического самоочищения волокнистых матери-
алов, обработанных модульными рецептурами, 
содержащими наноразмерные металлы и фер-
ментные нанокомплексы, показало, что ПЦА 
в составе применявшихся наночастиц фер-
мент-полиэлектролитного комплекса оказалась 
менее стабильной по своим характеристикам 
при нанесении ее на материалы № 1.1 и 5.4. 

Установление принципиальной возмож-
ности комбинирования металлсодержащих 
наночастиц, биоцидных веществ и фер-

Рисунок 3 – Относительная остаточная концентрация АТФ в клетках бактерий E. coli через 1 сутки после 
их экспонирования на волокнистых материалах № 1.1 (А), 2.1 (Б), 5.4 (В), 5.5 (Г), модифицированных при рН 9.5 

наночастицами Zn и Та или их комбинациями с НЧ-His6-OPH или НЧ-ПЦА после их длительного хранения.  
Концентрацию АТФ в клетках, которые экспонировали на этих же материалах, обработанных только буфе-

ром без каких-либо наночастиц (т.е. контроль), принимали за 100 % Обозначения:    – наночастицы Zn,    – нано-
частицы Zn вместе с НЧ-His6-OPH,     – наночастицы Zn вместе с НЧ-ПЦА, □ – наночастицы Ta, 

   – наночастицы Ta вместе с НЧ-His6-OPH, ∆ – наночастицы Ta вместе с НЧ-ПЦА (данные авторов)
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Совместное действие металлических и ферментных наночастиц...

ментных нанокомплексов для множественной 
функционализации волокнистых матери-
алов. Отобранные для функционализации во-
локнистые материалы № 1.1, 2.1, 5.4, 5.5 были 
модифицированы путем последовательного на-
несения на их поверхность наночастиц Та или 
Zn в этаноле. Далее был удален органический 
растворитель, который негативно влияет на 
активность фермента His6-OPH, и после этого 
нанесены фермент-полиэлектролитные ком-
плексы, полученные в оптимальных для них 
условиях (рН 10,5). Приготовленные в такой 
последовательности образцы функционали-
зированных волокнистых материалов срав-
нивали по эффективности их бактерицидного 
действия с теми, что были модифицированы 
лишь наночастицами металлов (рисунок 4–5). 

С течением времени на образцах самих во-
локнистых материалов № 1.1, 2.1, 5.4, 5.5 без их 
дополнительной модификации какими-либо 

наночастицами наблюдалась частичная гибель 
клеток как грамположительных, так и грамо-
трицательных бактерий. Однако функционали-
зация исследуемых материалов наночастицами 
и, в особенности, комбинацией наночастиц 
металлов и ферментных полиэлектролитных 
комплексов значительно ускоряла элиминиро-
вание клеток микроорганизмов вплоть до пол-
ного их уничтожения. 

Максимальная степень элиминирования 
клеток наблюдалась в случае материалов № 2.1, 
5.4, 5.5, функционализированных комбина-
цией наночастиц металла Та с НЧ-His6-OPH 
или НЧ-ПЦА.

В отличие от His6-OPH, оптимум действия 
ПЦА смещен к нейтральным значениям pH, 
поэтому для сравнения этих ферментов было 
использовано рН 9,5, соответствующее сред-
нему значению рН между оптимумами дей-
ствия ферментов, выбранных для этой работы. 

Рисунок 4 –Остаточная концентрация АТФ (%) в клетках бактерий B. subtilis (А,В) и E. coli (Б,Г) через 24 ч их 
экспонирования на волокнистых материалах № 1.1, 2.1, 5.4 и 5.5, обработанных наночастицами Zn (А, Б) или Ta  
(В, Г), образцами НЧ-His6-OPH, приготовленными при рН 10,5, или их комбинациями. Концентрацию АТФ в клет-

ках, экспонированных на этих же материалах без обработки наночастицами (т.е. контроль), принимали за  
100 %. Обозначения:    – наночастицы Zn,    – НЧ-His6-OPH,     – наночастицы Zn вместе с НЧ-His6-OPH,     – нано-

частицы Ta,    – наночастицы Ta вместе с НЧ-His6-OPH (данные авторов)



114‌ Journal of NBC Protection Corps. 2023. V. 7. No 2

Zavyalov V.V., Zavyalova N.V., Kholstov V.I. et al.

CH
EM

IC
A

L 
SE

CU
RI

TY
 A

N
D

 P
RO

TE
C

TI
O

N
 A

G
A

IN
ST

 C
H

EM
IC

A
L 

TE
RR

O
RI

SM

При снижении pH от 10,5 до 9,5 (рисунок 5) 
комбинированная функционализация волок-
нистых материалов наночастицами металлов 
и ферментных комплексов также показала 
улучшенную эффективность бактерицидного 
действия в сравнении с другими вариантами 
обработки. Однако при этом значении pH уже 
не удалось достичь полного элиминирования 
клеток к 24 часу.

Следует отметить, что волокнистые мате-
риалы, совместно функционализированные на-
ночастицами металлов и ферментов (НЧ-ПЦА 
или НЧ-His6-OPH), демонстрировали практи-
чески одинаковую степень элиминирования 
клеток, но при этом наночастицы Та оказались 
чуть более эффективными в своем действии 
по отношению к клеткам E. coli, а наночастицы 
Zn – по отношению к клеткам B. subtilis. Также 
были выявлены различия в зависимости по-

лучаемого эффекта от использованного типа 
волокнистого материала. В частности, мате-
риалы № 2.1, 5.4 и 5.5 были более эффективны 
в своем антибактериальном действии в отно-
шении клеток E. сoli, а материалы № 1.1, 5.4 и 
5.5 – в отношении клеток B. subtilis. Таким об-
разом, материалы № 5.4 и 5.5 проявляли более  
универсальный антимикробный эффект при 
рН 9,5. 

Что касается каталитической активности, 
проявляемой наночастицами ферментных 
комплексов, то наблюдалась зависимость 
остаточной активности преимущественно от 
типа используемого волокнистого материала 
в полном соответствии с ранее полученными 
результатами. Так, использование материалов 
№ 2.1, 5.4 и 5.5 было предпочтительнее для мак-
симизации активности, проявляемой в отно-
шении параоксона. 

Рисунок 5 – Остаточная концентрация АТФ (%) в клетках бактерий B. subtilis (А, В) и E. coli (Б, Г) через 24 ч их 
экспонирования на волокнистых материалах № 1.1, 2.1, 5.4 и 5.5, обработанных наночастицами Zn (А, Б) или Ta 
(В, Г), образцами НЧ-His6-OPH или НЧ-ПЦА, полученными при рН 9,5, или их комбинациями. Концентрацию АТФ 

в клетках, экспонированных на этих же материалах, обработанных только буферным раствором  
(т.е. контроль), принимали за 100 %. Обозначения:     – наночастицы Zn,     – НЧ-ПЦА,    – наночастицы Zn вме-

сте с НЧ-ПЦА,    – НЧ-His6-OPH, ¢– наночастицы Zn вместе с НЧ-His6-OPH,    – наночастицы Ta,    – наночастицы 
Ta вместе с НЧ-ПЦА,    – наночастицы Ta вместе с НЧ-His6-OPH (данные авторов)
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Как и ранее было установлено для прояв-
ления бактерицидной активности, волокни-
стые материалы, совместно функционализи-
рованные наночастицами Та и НЧ-His6-OPH, 
демонстрировали наилучшее сохранение 
ферментативной активности почти до 74 % в 
случае материала № 5.4. Наночастицы при этом 
не предотвращали элюирования фермента из 
материала. Необходимо отметить, что наиболее 
стабильными оказались образцы на основе ма-
териала № 2.1, не зависимо от того, какие нано-
частицы были использованы для его функцио-
нализации.

Таким образом, была продемонстрирована 
принципиальная возможность комбиниро-
вания металлсодержащих наночастиц и фер-
ментных нанокомплексов для множественной 
модификации одного и того же волокнистого 
материала. Были установлены условия, позво-
ляющие повысить эффективность реализации 

примененного подхода к функционализации 
материалов, и выявлены основные факторы, 
определяющие эффективность такой одновре-
менной модификации.

Определение возможности функцио-
нализации волокнистых материалов нано-
размерными ферментными препаратами в 
комбинации с низкомолекулярными анти-
биотиками. Для определения возможности 
проведения функционализации волокнистых 
материалов наноразмерными ферментными 
препаратами в комбинации с антибиотиками, 
которые использовались для придания мате-
риалам биоцидных свойств, были проведены 
исследования по проверке работы ферментов 
His6-OPH и ПЦА в комбинации с биоцидными 
веществами, которые использовали вместо ме-
таллсодержащих наночастиц. Предварительно 
была проведена оценка возможных межмо-
лекулярных взаимодействий антибиотиков с 

Рисунок 6 – Модели молекулярного взаимодействия параоксона (А, В, Д) и вещества ви-икс (Б, Г, Е) с активным 
центром фермента His6-OPH при рН 7,5 в присутствии меропенема (А, Б), темпорина А (В, Г), и индолицидина 

(Д, Е). Молекулы ФОС представлены фиолетовым цветом, антибиотики – зеленым. Ключевые аминокислотные 
остатки активного центра и ионы Со2+ окрашены в серый и голубой цвет соответственно.  

Максимальное (max) и минимальное (min) расстояние от молекулы ФОС до молекулы антибиотика указано в 
ангстремах (Å) (данные авторов)
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ферментом методом компьютерного моделиро-
вания (молекулярного докинга). 

Надо отметить, что ранее в ряде работ 
[23, 26–28] уже было проведено аналогичное 
исследование с использованием компьютер-
ного моделирования полиэлектролитных 
комплексов ферментов (His6-OPH и ПЦА) 
с разными широко применяемыми анти-
биотиками и антимикробными пептидами. 
Круг потенциальных соединений, способных 
стать хорошими партнерами для данных 
ферментов в комбинированных препаратах 
в принципе был установлен. Однако не ис-
следованным оставалось влияние образу-
ющихся нанокомплексов антибиотиков с 
ферментами на взаимодействие последних 
с их обычными субстратами, в частности, в 
случае фермента His6-OPH такими субстра-
тами представлялись молекулы ФОС. В этой 

связи было проведено компьютерное моде-
лирование взаимодействий параоксона и ве-
щества ви-икс с активным центром His6-OPH 
в присутствии ряда антибиотиков (меропе-
нема, индолицидина и темпорина А). На ри-
сунке 6 представлены полученные модели 
межмолекулярных взаимодействий разных 
ФОС (параоксона и вещества ви-икс) с ак-
тивным центром His6-OPH при рН 7,5 в при-
сутствии указанных антибиотиков.

Было показано, что вероятность реального 
присутствия антибиотиков и молекул ФОС 
в активном центре His6-OPH при их одновре-
менном появлении в среде с ферментом крайне 
низка. В этой связи конкурентный тип инги-
бирования фермента такими антибиотиками 
при катализе гидролиза ФОС может быть пол-
ностью исключен. Наименьшее влияние на ак-
тивность фермента в отношении обоих иссле-

Рисунок 7 – Остаточная концентрация АТФ (%) в клетках бактерий B. subtilis (А, В) и E. coli (Б, Г) через 24 ч их 
экспонирования на волокнистых материалах № 1.1, 2.1, 5.4 и 5.5, обработанных полимиксином B (А, Б) или по-
лимиксином E (В, Г), образцами НЧ-His6-OPH или НЧ-ПЦА, сформированными при рН 7,4, или их комбинациями. 
Концентрацию АТФ в клетках, экспонированных на этих же материалах, обработанных только буфером (т.е. 
контроль), принимали за 100 %.  Обозначения:     – полимиксин В,      – НЧ-ПЦА,     – НЧ-His6-OPH,     – полимик- 

син В вместе с пенициллинацелазой/ПГК50,      – полимиксин В вместе с НЧ-His6-OPH,     – полимиксин Е,     – по-
лимиксин Е вместе с НЧ-ПЦА,       – полимиксин Е вместе с НЧ-His6-OPH (данные авторов)
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Совместное действие металлических и ферментных наночастиц...

дованных ФОС было отмечено для меропенема 
(т.е. самого компактного из антибиотиков).

Для проведения дальнейших иссле-
дований были использованы более «мас-
сивные» антимикробные агенты, такие как, 
например, колистин (полимиксин Е) и поли-
миксин В [27], которые не должны были поме-
шать катализу. К тому же они проявили себя 
наилучшим образом по уровню антибакте-
риальной активности в сравнении с индо-
лицидином и темпорином А. Поэтому далее 
материалы № 1.1, 2.1, 5.4 и 5.5 были последова-
тельно функционализированы отобранными 
антибиотиками, а затем и ферментными на-
нокомплексами.

В отличие от наночастиц Zn и Та, раство-
ренных в этаноле и использованных для ком-
бинированного действия с ферментными на-

нокомплексами, растворы полимиксинов были 
приготовлены в воде или в том же буфере, что и 
ферменты. Поэтому эти растворы наносились 
одновременно с ферментами (впоследствии 
различий от последовательной или одновре-
менной функционализации такими комбина-
циями выявить не удалось). 

Была исследована антибактериальная ак-
тивность полученных функционализиро-
ванных волокнистых материалов. Результаты 
представлены на рисунках 7, 8. Как видно из 
представленных графиков, структура волок-
нистых материалов существенно влияла на 
эффективность действия комбинированных 
препаратов полимиксинов с нанокомплексами 
ферментов.

Образцы НЧ-His6-OPH, сформированные 
при рН 7,4, занимали промежуточное поло-

Рисунок 8 – Остаточная концентрация АТФ (%) в клетках бактерий B. subtilis (А, В) и E. coli (Б, Г) через 24 ч их 
экспонирования на волокнистых материалах № 1.1, 2.1, 5.4 и 5.5, обработанных полимиксином B (А, Б) или по-
лимиксином E (В, Г), образцами НЧ-His6-OPH или НЧ-ПЦА, сформированными при рН 9,5, или их комбинациями. 
Концентрацию АТФ в клетках, экспонированных на этих же материалах, обработанных только буфером (т.е. 

контроль), принимали за 100 %. Обозначения:     – полимиксин В,     – НЧ-ПЦА,     – НЧ-His6-OPH,     – полимик- 
син В вместе с пенициллинацелазой/ПГК50,     – полимиксин В вместе с НЧ-His6-OPH,     – полимиксин Е,     – поли-

миксин Е вместе с НЧ-ПЦА,     – полимиксин Е вместе с НЧ-His6-OPH (данные авторов)
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жение, хотя для них и было выявлено некоторое 
предпочтение в использовании волокнистого 
материала № 2.1, а также полимиксина В в ка-
честве наносимого антибактериального агента. 

Из рисунка 8 следует, что при увеличении 
рН до 9,5 комбинирование полимиксина В с об-
разцами НЧ-His6-OPH проявляла биоцидные 
свойства по отношению к клеткам бактерий 
как B. subtilis, так и E. сoli не зависимо от ис-
пользуемого волокнистого материала. 

Образцы НЧ-ПЦА демонстрировали со-
поставимую бактерицидную эффективность 
действия лишь в комбинации с колистином 
(на материалах № 2.1, 5.4, 5.5 по отношению к 
клеткам B. subtilis и на материалах № 1.1, 2.1, 5.5 
по отношению к клеткам E. сoli) и гораздо реже 
с полимиксином В (на материалах № 1.1, 2.1, 5.5 
в отношении клеток E. сoli).

В дополнение к описанным выше экспери-
ментам по использованию антибиотиков од-
новременно с наноразмерными ферментными 
комплексами были проведены исследования с 
антимикробными пептидами, которые вклю-
чали в нанокомплексы с His6-OPH вместо по-
лиглутаминовой кислоты, использовавшейся 
в предыдущих экспериментах для поучения 
НЧ-His6-OPH. Был изучен ряд антимикробных 
пептидов in silico, которые, могли представлять 
интерес для их введения в волокнистые мате-
риалы, с точки зрения возможности расши-
рения спектра функционализированных мате-
риалов с антимикробным действием (таблица 1). 

Для комбинирования с ферментом были ис-
следованы бацитрацин, лактоферрицин, дапто-
мицин. Все эти антимикробные агенты пред-
ставляют собой циклические полипептиды, 
обладают ярко выраженной биоцидной актив-
ностью в отношении бактериальных клеток, а в 
случае бацитрацина еще и к клеткам дрожжей, 
архей и к спорам мицелиальных грибов (аско-
мицетам) [35–37].

Согласно данным, полученным при рН 7,5 и 
10,5, было установлено, что эти антимикробные 
агенты могут взаимодействовать с поверхно-
стью димерной молекулы His6-OPH, при этом 

уровень энергии связывания свидетельствует 
в пользу того, что такое нековалентное взаи-
модействие может быть достаточно прочным. 
Следует отметить, что все исследованные ан-
тимикробные пептиды минимально перекры-
вали область активного центра, особенно ба-
цитрацин, и это должно было способствовать 
сохранению ферментом его каталитических 
характеристик.

Последующие эксперименты по опреде-
лению каталитических характеристик приго-
товленных ферментных комплексов His6-OPH 
на примере бацитрацина полностью подтвер-
дили выводы, сделанные на основе данных 
компьютерного молекулярного докинга: вели-
чины константы Михаэлиса (Km) и константы 
эффективности каталитического действия 
(Vmax/Eo), выявленные для His6-OPH в при-
сутствии антимикробного вещества, практи-
чески не изменились [37] в сравнении с харак-
теристиками, установленными в реакциях, где 
бацитрацин отсутствовал. 

Добавление в реакционную среду с His6-OPH 
и бацитрацином наночастиц Та никак не от-
ражалось на активности фермента, тогда как в 
случае наночастиц Zn ферментативная актив-
ность снижалась почти на 15 %. В этой связи 
далее были исследованы комбинации His6-OPH, 
бацитрацина и наночастиц Та.

Антимикробная активность полученных 
нековалентных комплексов His6-OPH с баци-
трацином в присутствии и в отсутствии на-
ночастиц Та была наибольшей в отношении 
клеток дрожжей (Candida sp., Saccharomyces 
cerevisiae) и приводила к их полной гибели 
[37]. Вместе с тем, была установлена антибак-
териальная и противогрибковая активность 
(в отношении спор мицелиальных грибов рода 
Penicillium и Aspergillus), при полном сравнении 
ферментативной активности в реакциях деток-
сификации различных ФОС и микотоксинов. 
Ключевую роль в таких эффектах могли бы 
сыграть сочетания антимикробных агентов и 
аддитивно функционирующими с ними нано-
частицами металлов.

Антимикробное
вещество рН

Аффинность 
взаимодействия 

молекул,
кДж/моль

Площадь поверхности димера фермента, 
занимаемая антимикробным веществом, %

Возле активного центра 
фермента

По всей поверхности 
димера

Даптомицин
7,5 -30,0±0,8 0,4 11,9

10,5 -27,6±0,9 0,4 12,0

Лактоферрицин
7,5 -26,8±2,1 0,2 18,3

10,5 -27,6±2,1 0,2 19,7

Бацитрацин
7,5 -24,3±1,2 0,1 11,4

10,5 -27,2±1,2 0,1 14,2

Таблица 1 – Результаты молекулярного докинга антимикробных веществ 
к поверхности димерной молекулы фермента His6-OPH (данные авторов)
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Таким образом, для приобретения анти-
микробных свойств волокнистые материалы 
могут быть функционализированы не только 
комбинацией наночастиц металлов с фермент-
ными препаратами, но и комбинацией клас-
сических антибиотиков и антимикробных 
пептидов с ферментами. 

Оценка биотоксических свойств моди-
фицированных волокнистых материалов, 
обладающих самодезинфицирющими и са-
моочищающими свойствами за счет комби-
нированного действия наночастиц металлов 
и наноразмерных ферментных комплексов. 
Были проведены исследования по оценке ин-
гибиторной способности элюатов с волокни-
стых материалов, функционализированных 
карбоксилатами металлов, наночастицами 

металлов и ферментными нанокомплексами в 
отношении индивидуальных чувствительных 
ферментов. В качестве таких ферментов были 
использованы люцефиринлюцифераза свет-
ляков, ацетил- и бутирилхолинэстераза (из 
электрического угря и сыворотки крови ло-
шади соответственно). Ни в одном из иссле-
дованных случаев не было установлено ин-
гибирования ферментативной активности. 
Кроме этого, была использована еще одна чув-
ствительная к экотоксикантам биосистема, 
используемая широко в мире, основанная 
на применении светящихся фотобактерий  
Photobacterium sp. 9.2, иммобилизованных в 
криогель поливинилового спирта [24]. Было 
показано, что предел обнаружения для наноча-
стиц Та и Zn при использовании такой биоана-

Рисунок 9 – Определение остаточной биолюминесценции клеток светящихся фотобактерий  
Photobacterium sp. 9.2, иммобилизованных в криогель ПВС, после их экспонирования с элюатом из волокнистых 

материалов № 1.1 (А), 2.1 (Б), 5.4 (В) и 5.5 (Г), функционализированных наночастицами Ta или Zn, наночасти-
цами ферментных комплексов (His6-OPH или ПЦА) или их комбинациями. Комплексы ферментов готовили 
в фосфатно-солевом буфере (рН 7,4, столбцы без штриховки) или в карбонатном буфере (рН 9,5, столбцы 

заштрихованы), аналогичные буферы наносили на необработанные материалы в качестве контроля. Величину 
биолюминесценции клеток до их контакта с элюатом принимали за 100 %. За время анализа контрольные 

образцы в физрастворе (т.е. без контакта с каким-либо материалом) полностью сохраняли свою биолюминес-
ценцию (данные авторов)
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литической системы составляет 10 и 150 нг/мл 
соответственно [8, 9]. 

Анализ элюатов из функционализиро-
ванных материалов показал (рисунок 9), что 
волокнистый материал № 1.1 сам по себе обла-
дает определенной экотоксичностью, которая 
повышается при его функциализации наноча-
стицами металлов, ферментных комплексов 
или их комбинациями (за исключением об-
разцов, полученных при рН 7,4 с использова-
нием НЧ-ПЦА или наночастиц Та совместно с 
НЧ-ПЦА, или всех трех вариантов с наночасти-
цами Zn). 

Используя указанный метод, были проа-
нализированы образцы волокнистых матери-
алов № 2.1, 5.4, 5.5, функционализированные 
наночастицами разных металлов, наночасти-
цами ферментных комплексов или их комби-
нациями. 

Волокнистый материал № 2.1 хотя и в го-
раздо меньшей степени, но тоже проявлял 
некоторую токсичность при обработке бу-
фером с рН 7,4. Эта собственная токсичность 
материала № 2.1 хотя может быть нивелиро-
вана функционализацией его при рН 9,5 или  
привлечением при любой обработке наноча-
стиц (за исключением варианта обработки 
при рН 7,4 с наночастицами Zn совместно с 
НЧ-ПЦА).

У материала № 5.4 не было зафиксировано 
собственной токсичности. Однако его функ-
ционализация при рН 7,4 самими ферментами, 
любыми вариантами с наночастицами Та или 
Zn приводила к возникновению токсического 
эффекта. Только единственный случай стиму-
лирования токсичности при рН 9,5 для этого 
материала был обнаружен при его функцио-
нализации наночастицами Та совместно с НЧ-
His6-OPH.

Материал № 5.5, как и 5.4 не обладал токсич-
ностью при рН 9,5, но таковая возникала после 
функционализации при рН 7,4 только наноча-
стицами Та или с наночастицами Zn.

Таким образом, на основании прове-
денных исследований по оценке физиоло-
го-гигиенических свойств самодегазирую-
щихся и самоочищающихся волокнистых 
материалов можно заключить, что образцы 
волокнистых материалов № 2.1, 5.4, 5.5, функ-
ционализированные наночастицами ме-
таллов, ферментами или их комбинациями 
были нетоксичны при их получении именно 
при рН 9,5. Степень элюирования металличе-
ских  наночастиц с волокнистых материалов 
№ 5.4 и 5.5 при рН 7,4 составила менее 20 и 
50 % от нанесенного количества в случае на-
ночастиц Та и Zn соответственно. Эти потери 
полностью или частично исключались за 
счет введения ферментов, что в пользу про-

ведения комбинированной модификации во-
локнистых материалов. 

Выявленная токсичность материала № 1.1 
может отчасти объяснять его антибактери-
альную активность (за исключением клеток  
E. сoli, которым этот материал «нравился», и 
они лучше удерживались в нем, сохраняя более 
высокие уровни АТФ), а также инактивиру-
ющее действие в отношение His6-OPH и ком-
плексов на основе этого фермента.

Проведенные исследования самодегази-
рующихся и самоочищающихся волокнистых 
материалов позволили заключить, что образцы 
волокнистых материалов № 2.1, 5.4, 5.5, функ-
ционализированные наночастицами металлов, 
ферментами или их комбинациями не могут 
оказывать негативное физиолого-гигиениче-
ское воздействие на организм человека при 
использовании защитных костюмов, изго-
товленных из данных материалов. При этом 
лучшие результаты могут быть получены при 
комбинировании наночастиц биологически 
инертного тантала и стабилизированного 
фермента в полиэлектролитном комплексе, 
который, как установлено, не вызывает нега-
тивных иммунных реакций человека даже при 
попадании их в кровоток [22]. 

Заключение 
Проведенные исследования продемонстри-

ровали возможность комбинирования модулей, 
содержащих карбоксилаты металлов, наноча-
стицы металлов и ферментные нанокомплексы 
для множественной функционализации одних 
и тех же волокнистых материалов, которые 
приобретали биоцидные и противохимические 
защитные свойства. Изучение комбинирован-
ного действия модулей самодезинфекции и 
химического самоочищения волокнистых ма-
териалов, обработанных модульными рецепту-
рами, содержащими наноразмерные металлы 
и ферментные нанокомплексы, показало, что 
наноразмерные комплексы фермента ПЦА 
оказались менее стабильными по своим харак-
теристикам, при нанесении их на материалы 
№ 1.1, 5.4 по сравнению с нанокомплексами 
His6-OPH. Установлено, что максимальной ста-
бильностью и эффективностью действия в от-
ношении клеток как грамположительных, так 
и грамотрицательных бактерий обладали ма-
териалы, функционализированные наночасти-
цами Та и наночастицами полиэлектролитного 
комплекса фермента His6-OPH.

Продемонстрирована возможность ком-
бинирования металлсодержащих наночастиц 
и ферментных нанокомплексов для множе-
ственной функционализации одного и того же 
волокнистого материала, который приобретает 
свойства самоочищения (нейтрализации ФОС, 
микотоксинов) и самодезинфекции (бактери-
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Совместное действие металлических и ферментных наночастиц...

цидности). Подобраны условия для повышения 
эффективности реализации такого подхода и 
определены факторы, определяющие эффек-
тивность такой одновременной модификации.

Установлена зависимость остаточной фер-
ментной активности преимущественно от типа 
используемого волокнистого материала.

Проведены исследования по проверке ак-
тивности ферментов His6-OPH и ПЦА в ком-
бинации с другими биоцидными веществами – 
антибиотиками, вместо металлсодержащих 
наночастиц.

Для приобретения антимикробных свойств 
волокнистые материалы могут быть функцио-
нализированы не только комбинацией наноча-
стиц металлов с ферментными препаратами, но 
и комбинацией низкомолекулярных антибио-
тиков с ферментами. 

Добавление в реакционную среду с фер-
ментом и антибиотиком (бацитрацином) нано-
частиц Та никак не отражалось на активности 
фермента His6-OPH, тогда как в случае наноча-
стиц Zn активность снижалась почти на 15 %.

С точки зрения дальнейшего практиче-
ского применения, функционализация нано-
частицами металлов имеет ряд следующих 
преимуществ по сравнению с антибиотиками 
в качестве основного компонента биоцидной 
рецептуры:

- количество наночастиц Zn и Та необходимо 
наносить в 5,6 и 21,7 раз меньше для достижения 
той же эффективности в сравнении с полимик-
синами; поверхностная дозировка наночастиц 
Та составляет менее 5 мг/м2 и позволяет в опре-
деленных условиях полностью элиминировать в 
течение 24 ч бактериальную, дрожжевую и спо-
ровую мицелиальную грибную контаминацию;

- полимиксины, исследованные в работе, 
все же являются медицинскими терапевтиче-
скими препаратами, а поэтому их применение 
для функционализации волокнистых мате-
риалов может дополнительно стимулировать 
ускорение развития антибиотикорезистент-
ности к ним у микроорганизмов окружающей 
среды, в то время как использование сочетания 
наночастиц ферметных препаратов с наноча-
стицами металлов гарантируют отсутствие 
развития такой резистентности;

- наночастицы металлов имеют разное 
биологическое значение, с точки зрения 
возможности их воздействия на метабо-
лизм клеток и их ферменты, и поэтому более  
предпочтительным является применение 
именно наночастиц Ta, проявляющих большую 
инертность по отношению к клеткам тела 
человека. 

Оценка физиолого-гигиенических свойств  
самодегазирующихся и самоочищающихся 
волокнистых материалов позволила заклю-
чить, что образцы исследованных волок-
нистых материалов № 2.1, 5.4, 5.5, функцио-
нализированные наночастицами металлов, 
ферментами или их комбинациями не могут 
оказывать негативного физиолого-гигиени-
ческого воздействия на организм человека 
при использовании защитных костюмов, из-
готовленных из данных материалов. Лучшие 
результаты таких материалов могут быть 
получены при комбинировании наночастиц 
биологически инертного Та и стабилизиро-
ванного фермента в полиэлектролитном ком-
плексе, который, не вызывает негативных 
иммунных реакций человека даже при попа-
дании их в кровоток.
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Совместное действие металлических и ферментных наночастиц...

V.V. Zavyalov1, N.V. Zavyalova1, V.I. Kholstov1, V.A. Kovtun1, G.A. Frolov2,  
V.K. Gorelenkov3, I.V. Lyagin4, N.A. Stepanov4, A.G. Aslanli4, E.N. Efremenko4

1Federal State Budgetary Establishment «27 Scientific Centre» of the Ministry of Defense of the Russian 
Federation. Entuziastov passage, 19, Moscow 111024, Russian Federation
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Passage, 2, Moscow 111024, Russian Federation 

3National University of Science and Technology MISIS. Leninsky Avenue, 4, Moscow 119049,  
Russian Federation

4Lomonosov Moscow State University, Faculty of Chemistry. Lenin Hills, 1-3, Moscow 119991, 
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The Joint Action of Metal and Enzymatic Nanoparticles Used 
for Functionalization of Protective Self-Cleaning Materials 

Neutralizing Organophosphates and Possessing Bactericide 
Activity

Received June 13, 2023. Accepted June 27, 2023.
The combination of several modules, including metal nanoparticles (tantalum or zinc), antimicrobial substances, 
enzyme nanocomplexes that provide self-purification (self-degassing) and multiple functionalization, makes it possible 
to create materials that provide protection against chemical and biological damaging agents. The purpose of this work 
is to study the combined effect of metal nanoparticles, other biocidal compounds, and nanosized enzyme complexes 
of hexidine-containing organophosphate hydrolase and penicillin acylase deposited on unified tissue platforms on 
organophosphorus compounds and bactericidal activity. Materials and research methods. The protective self-cleaning 
material was created on the basis of the principle of constructing modular materials with desired properties. Nanosized 
metal complexes and enzymatic non-covalent polyelectrolyte complexes with polyglutamic acid or antimicrobial 
peptides were applied to a tissue unified platform in a certain sequence and in a certain amount, and its antitoxic 
and antimicrobial properties were studied. The discussion of the results. With the simultaneous operation of several 
modules, subject to certain requirements for applying the quantity and sequence, the properties of the modules are 
preserved, which do not neutralize or disable the specific properties of the modules and do not interfere with other 
modules to perform their functions. The best results of such materials can be obtained by combining biologically inert 
Ta nanoparticles and a stabilized enzyme in a polyelectrolyte complex. To acquire antimicrobial properties, fibrous 
materials can be functionalized not only by a combination of metal nanoparticles with enzyme preparations, but 
also by a combination of low molecular weight antibiotics with enzymes. Conclusions. The studies performed have 
demonstrated the possibility of combining modules containing metal carboxylates, metal nanoparticles, and enzyme 
nanocomplexes for multiple functionalization of the same fibrous materials, which acquired biocidal and antichemical 
protective properties. New self-degassing materials have been obtained that have protective chemical and biological 
properties and high stability in terms of catalytic activity with respect to the main substrates of the introduced enzymes 
and bactericidal activity. The use of such approaches makes it possible to impart protective properties to almost any 
fabric or clothing made from it, on which the studied modules will be applied, which will provide the required level of 
protection for personnel and have a debilitating and chilling effect.

Keywords: bactericidal properties of the material; hexidine-containing organophosphate hydrolase; nanosized enzyme 
complex; nanosized metal complex; nanosized metals; penicillin acylase; protective chemical and biological properties; 
protective composite material and fabric; specific properties of modular materials.
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