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Ферменты способны эффективно взаимодействовать с различными фосфорорганическими сое­
динениями (ФОС), вступая с ними в (био)химические реакции. Изменение исходной активности 
ферментов в результате их ингибирования ФОС, образование продуктов деструкции ФОС под 
действием гидролитических ферментов и пр. могут быть определены с использованием разных 
физико-химических методов и использованы в биоаналитических системах для определения кон­
центраций ФОС. Цель обзора – анализ основных научных результатов, достигнутых за последние 
10 лет в развитии аналитических систем на основе ферментов, статья предназначена для разра­
ботчиков  детекторов ФОС. Показано, что требования к чувствительности биосенсоров исходят 
из норм содержания анализируемых веществ, детектируемых в/на объектах, подлежащих обя­
зательному контролю. Основой для разработки наибольшего числа ультрачувствительных био­
сенсоров являются холинэстеразы, хотя и другие ферменты также могут успешно использовать­
ся в роли биочувствительного элемента. Наиболее технологичным решением, приближенным к 
практическому внедрению, можно считать биоаналитические системы, использующие иммоби­
лизованные ферменты. Улучшение пределов обнаружения ФОС может быть достигнуто за счет 
использования нанообъектов вкупе с современными методами регистрации сигнала, например, 
с наномеханическими детекторами и преобразователями сигнала. Это сочетание технических ре­
шений обеспечивает чувствительность анализа ФОС вплоть до пг/л. Существенное развитие в 
настоящее время получили «безреагентные» системы, ставшие основой для производства боль­
шого числа коммерчески доступных «стрипов» (тест-полосок) для экспрессного определения 
ФОС. Современные запросы стимулируют бурное развитие портативных и особенно «мобиль­
ных, портативных» биосенсоров, способных закрепляться, в том числе, на одежде. Прогресс, до­
стигнутый в области создания аффинных аминокислотных последовательностей, в перспективе 
позволит создавать ферментные биосенсоры на любой поверхности. 
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чувствительность анализа.
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Пестициды активно применяются в сель-
ском хозяйстве, поскольку это позволяет под-
держивать высокий уровень производства це-
левой продукции. Использование пестицидов 

в мировом сельскохозяйственном производ-
стве ежегодно составляет порядка 4,3 млн т [1]. 
Более 60 % – фосфорорганические соединения 
(ФОС), большую часть из них составляют фун-

михаил
Заметка
EDN: VTSSDN. 
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гициды и гербициды [2]. Накопление пести-
цидов в объектах окружающей среды приводит 
к ряду негативных последствий для здоровья 
людей, обусловленных их мутагенностью, ней-
ротоксичностью и онкогенностью. Среди вре-
дителей растений распространяется устойчи-
вость к длительно используемым химическим 
средствам защиты, что заставляет хозяйства 
увеличивать частоту их применения или ком-
бинировать разные пестициды, осуществляя 
их одновременное введение в максимально до-
пустимых концентрациях. Биоаккумуляция 
пестицидов в экосистемах в силу их гидрофоб-
ности и проявление кумулятивного эффекта 
делают необходимым разработку способов вы-
сокочувствительного определения и тщатель-
ного контроля присутствия ФОС в самых раз-
нообразных объектах. 

Для лабораторных исследований ФОС 
общеприняты и широко распространены хро-
матографические, спектрометрические и элек-
трохимические методы анализа [3], однако они 
не позволяют проводить определение ФОС 
in situ. Эту задачу решают биосенсоры1  [4, 5]. 
Среди них наиболее эффективны биосенсоры, 
использующие ферменты в качестве биочув-
ствительных элементов [6, 7] (рисунок 1). ФОС 
способны по-разному взаимодействовать с 
ферментами и могут быть как ингибиторами, 
так и субстратами для них [2, 9]. Для гаранти-
рованного внедрения в практику такие био-
сенсоры должны обеспечивать экспрессность 
анализа, его селективность и эффективность, 
то есть быть пригодными для количественного 
определения ФОС. Влияние на них различных 
нецелевых веществ, содержащихся в анализи-
руемых образцах [8], должно быть сведено к 
минимуму. 

Цель обзора – анализ основных научных 
результатов, достигнутых за последние 10 лет 
в развитии аналитических систем на основе 
ферментов, предназначенных для опреде-
ления ФОС.

Особое внимание при подготовке обзора 
уделено новым научным идеям, реализованным 
в междисциплинарных исследованиях. В данной 
статье не рассматривались иммуноферментные 
методы анализа [10], аналитические системы на 
основе аптамеров [11] и молекулярно импринти-
рованных полимеров [12].

Принцип действия ферментов, исполь-
зуемых для определения пестицидов. Требо-
вания к чувствительности биосенсоров исходят 
из норм содержания пестицидов, детектиру-

1	 Биосенсор (по определению ИЮПАК) – это прибор (или метод), который использует специфичные био­
химические реакции, опосредованные отдельными ферментами, иммуносистемами, тканями, органеллами 
или целыми клетками, чтобы детектировать химические соединения, обычно с помощью электрических, тер­
мальных или оптических сигналов.

емых в/на объектах, подлежащих обязатель-
ному контролю (таблица 1).

Для достижения приемлемо высоких экс-
плуатационных характеристик может варьиро-
ваться как применяемый биочувствительный 
элемент (фермент), так и метод усиления и реги-
страции аналитического сигнала. Удачная ком-
бинация этих составных элементов (биочув-
ствительной, усиливающей и регистрирующей) 
биосенсоров позволяет достичь очень высокой 
чувствительности таких аналитических си-
стем (до нг/л и даже лучше). Причем в насто-
ящее время стала возможной разработка фер-
ментных биосенсоров, ориентированных на 
конкретные аналитические задачи, что дости-
гается благодаря использованию современных 
физико-химических методов исследований 
и накопленных эмпирических данных. Ряд 
таких биосенсоров уже сегодня коммерчески 
доступен, и интерес к ним у потенциальных по-
требителей только повышается.

Токсичность для человека и животных пе-
стицидов обуславливается их способностью к 
инактивации разных ферментов из различных 

Рисунок 1 – Примеры некоторых 
биоаналитических систем на основе ферментов 

для определения ФОС (схема авторов, составлена 
на основе рисунков и фотографий, находящихся в 

свободном доступе в сети «Интернет»)
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Пестицид* Структурная формула Допустимый уровень 
содержания**, мг/кг

Допустимый уровень 
потребления**, мкг/сут/кг

Глифосат 0,05–15 0–1000

Глюфосинат 0,02–3 0–10

Диазинон 0,01–2 0–5

Кадусафос 0,01 0–0,5

Малатион
OO

O

OS
P
S

O
O

0,01–13 0–300

Метилпаратион
P

OO
O

S
N+
O

O
-

0,05–5 3

Фенамифос
P
O

N
H

O

O

S

0,005–0,05 0–0,8

Хлорпирифос
P
O

O O

S

N Cl

ClCl

0,01–20 0–10

Этефон Cl
P
O

HO
OH

0,01–7 0–50

Этопрофос P
O

S S

O

0,01–0,2 0–0,4

* Глифосат (N-(фосфонометил)-глицин), глюфосинат (2-амино-4-(метилфосфин)бутановая кислота), диазинон  
(O,O-диэтил-O-(2-изопропил-6-метилпиримидин-4-ил) тиофосфат), кадусафос (S,S-диизобутил-О-этилдитиофосфат), 
малатион (О,О-диметил-S-(1,2-дикарбэтоксиэтил) дитиофосфат), метилпаратион (O,O-диметил-O-(4-нитрофенил) 
тиофосфат), фенамифос (N-изопропиламидо-О-(3-метил-4-метилтиофенил)-О-этилфосфат), хлорпирифос  
(O,O-диэтил-О-(3,5,6-трихлорпиридин-2-ил) тиофосфат), этефон (2-хлорэтилфосфоновая кислота), этопрофос  
(S,S-дипропил-О-этилдитиофосфат)
** Указаны диапазоны, отражающие максимальные уровни ФОС в различных пищевых продуктах, согласно Кодексу 
Алиментариус ФАО/ВОЗ (http://www.fao.org/fao-who-codexalimentarius. Дата обращения: 10.12.2020)

O

OH
P
O

HO
NH2

P
O

S S

O

Таблица 1 – Примеры некоторых фосфорорганических пестицидов  
и нормы их содержания в пищевых продуктах
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OH
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O

HO
OH
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O N
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биологических источников [2, 9, 13]. Используя 
современные подходы к рациональному ди-
зайну ферментов, становится возможным 
создание ферментных биосенсоров под кон-
кретные задачи, например, путем точечных 
химических модификаций молекулы белка, за 
счет его дополнительной стабилизации и т.д.

Все ФОС в той или иной степени ингиби-
руют ацетил- (AChE) и бутирилхолинэстеразы 
(BChE). Оба этих фермента содержат в своем 
активном центре аминокислотный остаток се-
рина (рисунок 2А), являющийся ключевым для 
проявления ими каталитической активности в 
отношении ацетил- и бутирилхолина. Фосфо-
рилирование данного остатка под действием 
ФОС приводит к практически необратимому 
ингибированию этих ферментов. Как следствие 
этого, по снижению ферментной активности в 
результате контакта с аналитом, содержащим 
пестицид(ы), представляется возможным с вы-
сокой чувствительностью детектировать эти 
ингибиторы, так как в данном случае один и 
тот же фермент выступает в качестве чувстви-
тельного элемента и усилителя сигнала. 

Современные микро- и наномеханиче-
ские приборы позволяют даже обойтись без 
подобного усиления сигнала за счет регистри-
рования непосредственного взаимодействия 
фермента и ингибитора. Высокая аффинность 
связывания холинэстераз с ФОС вкупе с высо-
кочувствительными методами определения их 
ферментативной активности позволяет опре-
делять крайне низкие концентрации ингиби-
торов, что делает эти ферменты прекрасным 
объектом для исследований и служит основой 
для разработки большого числа ультрачувстви-
тельных биосенсоров.

Другими примерами ферментов, инги-
бируемых ФОС, являются кислая и щелочная 
фосфатазы (рисунок 2Б). Моноэфиры фосфатов 
используются ими в качестве естественных 
субстратов, поэтому ди- и триэфиры фосфатов, 
т.е. типичные ФОС, зачастую являются кон-
курентными ингибиторами фосфатаз. Как и 
холинэстеразы, фосфатазы могут выступать в 
роли биочувствительного элемента и усилителя 
сигнала одновременно. Однако в силу обрати-
мого типа их ингибирования чувствительность 
определения ФОС всегда будет существенно 
ниже при использовании фосфатаз в биосен-
сорах, чем в случае холинэстераз.

Каталитически модифицировать ФОС 
могут и другие ферменты [2, 9]. Например, под 
действием гидролаз (рисунок 2В) образуются 
продукты гидролиза ФОС, которые можно вы-
явить непосредственно (спектрофотометри-
чески, электрохимически и т.д.) или опосредо-
ванно при использовании различных систем 
преобразования аналитического сигнала. С 

целью дальнейшего улучшения аналитических 
характеристик самого анализа ФОС такие ги-
дролазы могут быть скомбинированы с дру-
гими ферментами, например, с холинэстера-
зами, что будет обсуждаться далее.

Растворимые формы ферментов в ана-
лизе ФОС. Наиболее простой вариант для мас-
сового анализа ФОС в объектах окружающей 
среды – использование ферментов в раство-
римом виде (таблица 2).

Расширение научных знаний, в первую 
очередь в области биокатализа и структурной 
химии белков, сыграло свою роль в развитии 
ферментативных биочувствительных эле-
ментов. В настоящее время в качестве биочув-
ствительных элементов в системах детекции 
активно используются ферменты, полученные 
в результате генетической модификации [32, 
33, 41]. Рекомбинантные ферменты привле-
кают к себе внимание исследователей ввиду 
возможности их гибкой модификации под ис-
ходные требования и аналитические задачи. 
Физико-химические, в том числе каталитиче-
ские, характеристики (рН-оптимум действия, 
субстратная специфичность действия, термо-
стабильность и т.п.) целевого фермента могут 
быть изменены и улучшены путем введения 
отдельных точечных мутаций или даже целых 

Рисунок 2 – Cтруктура:  
А – ацетилхолинэстеразы (PDB 2WG2),  

Б – димера щелочной фосфатазы (PDB 4KJG),  
В – димера органофосфатгидролазы (PDB 1QW7). 

Конфигурации активных центров у данных 
ферментов представлены согласно [9]
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Фермент* Способ определения наличия  
в образце ФОС Предел обнаружения** [источник] 

AChE

Флуоресценция и/или оптическое 
поглощение родамина Б

0,1 мкг/л диазинона, 0,3 мг/л малатиона, 1 мкг/л фората 
(в реальных образцах: от 0,1 мкг/л, 

извлечение 77–109 %)[14]

Флуоресценция наночастиц NaGdF4:Yb,Tm 50 нг/л диазинона (в реальных образцах: от 0,5 мкг/л, 
извлечение 84–107 %) [15]

Флуоресценция наночастиц NaYF4:Yb,Er 2 нг/л MPT (в реальных образцах: от 30 нг/л, 
извлечение 96–110 %) [16]

Флуоресценция BSPOTPE@MnO2/SiO2 NPs 1 мкг/л PX (10 мкг/л на тест-полоске) (в реальных образцах: 
от 5 мкг/л, извлечение 98–104 %) [17]

Флуоресценция углеродных QDs 14 нг/л PX, 33 нг/л малатиона, 17 нг/л метамидофоса 
(в реальных образцах: от 0,3 мкг/л, извлечение 93–110 %) [18]

Флуоресценция N,Cl-допированных 
углеродных QDs

30 нг/л PX (в реальных образцах: от 1 мкг/л, 
извлечение 92–109 %) [19]

Флуоресценция свидетеля 
(тетрафенилэтена)

8 мкг/л диметоата (в реальных образцах: от 50 мкг/л, 
извлечение 98–112 %) [20]

Флуоресценция метки (FITC) в реальных образцах: 0,6 мкг/л CPS (извлечение – н/д) [21]

Флуоресценция метки (флуоресцеина) 1,4 мкг/л ометоата, 1 мкг/л DCP (в реальных образцах: 
от 5 мкг/л, извлечение 100–102 %) [22]

Флуоресценция пары свидетелей 
(скополетина и 10-ацетил-феноксазин-3, 

7-диола)

1,6 нг/л DCP (в реальных образцах: от 5 нг/л, 
извлечение 92–106 %) [23]

Оптическое поглощение grQD/AuNPs 0,7 мкг/л CPS (в реальных образцах: от 30 мкг/л, 
извлечение 93–105 %) [24]

Оптическое поглощение PtNPs 20 мкг/л DCP (в реальных образцах, извлечение 85–97 %) [25]

Оптическое поглощение продукта 
(индофенола)

0,8 мг/л CPS, 0,4 мг/л фоксима, 1,3 мг/л триазофоса, 1,4 мг/л 
метамидофоса (в реальных образцах: от 0,8 мг/кг, 

извлечение 75–108 %) [26]
Оптические свойства микрочастиц 

жидких кристаллов
1 нг/л диметоата (в реальных образцах: от 1 нг/л, 

извлечение – н/д); [27]

EST2 Флуоресценция продукта 
(4-метилумбеллиферола)

6 мкг/л PX (в реальных образцах: от 72 мкг/л, 
извлечение – н/д) [28]

OPH 

Флуоресценция CdTe QDs 18 мкг/л MPT (в реальных образцах: от 50 мг/л или мг/кг, 
извлечение 96–117 %) [29]

Флуоресценция CuInS2 QDs 15,8 мкг/л MPT (в реальных образцах: от 100 мкг/л или мкг/
кг, извлечение 90–105 %) [30]

Флуоресценция Mn-ZnS QDs 5 мкг/л MPT (в реальных образцах: от 50 мкг/л, извлечение 
81–99%) [31]

OPH-His6 Флуоресценция метки (пиранина)
2 мкг/л PX, 10 мкг/л MPT [32]

20 мкг/л PX, 50 мкг/л MPT, 50 мкг/л кумафоса (в реальных 
образцах: от 50 мкг/л, извлечение 90–125 %) [33]

Пероксидаза 
хрена

Оптическое поглощение / флуоресценция 
продукта 2 мг/л (UV/Vis) и 4 мкг/л (FL) глифосата [34]

Трипсин Флуоресценция CdTe QDs 40 нг/л MPT (в реальных образцах: от 0,2 мкг/л или мкг/кг, 
извлечение 95–110 %) [35]

Щелочная 
фосфатаза

Флуоресценция продукта (β-нафтола) 1,34 мг/л фенитротиона (в реальных образцах: от 10 мг/л, 
извлечение 96–100 %) [36]

Флуоресценция продукта (аскорбиновой 
кислоты), конъюгированной с 

о-фенилендиамином

15 нг/л CPS (в реальных образцах: от 5 мкг/кг, извлечение 
94–107 %) [37]

AChE в комби-
нации с холин

оксидазой

Флуоресценция CdTe QDs 1 мкг/л DCP (в реальных образцах: от 170 мкг/л, извлечение 
97–101 %) [38]

Флуоресценция графеновых QDs 172 мкг/л DCP, 84 мкг/л MPX (в реальных образцах: 2 мг/л, 
извлечение 101–112 %) [39]

AChE в комби-
нации с перок-
сидазой хрена

Флуоресценция N-допированных 
углеродных QDs с 2,3-диаминофеназином

3,2 мкг/л DCP, 13 мкг/л MPT (в реальных образцах: от 0,1 мг/
кг DCP, извлечение 93–106 %; от 0,1 мг/кг MPT, извлечение 

93–106 %) [40]

Таблица 2 – Примеры применения ферментов в растворимой форме  
для определения фосфорорганических пестицидов
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дополнительных аминокислотных последо-
вательностей на N- или C-конец молекулы 
белка [32, 33, 41]. Последнее значительно упро-
щает процедуру выделения и очистки таких 
ферментов за счет использования аффинной 
препаративной хроматографии и, тем самым, 
снижает трудоемкость процесса получения 
аналитических систем на основе рекомби-
нантных ферментов и их стоимость.

Для регистрации аналитического сигнала 
при определении ФОС возможно использо-
вание разных методов, но в силу простоты 
проведения самого анализа предпочтение от-
дается оптическим методам, наиболее чувстви-
тельным из которых является флуоресцентный 
(см. таблицу 2). Для этого во многих совре-
менных аналитических системах применяются 
флуоресцирующие субстраты, либо субстраты, 
которые под действием ферментов превраща-
ются во флуоресцирующие продукты, либо 
ферменты, содержащие специально введенные 
флуоресцирующие метки. Растущую попу-
лярность в таких биоаналитических системах 
демонстрирует привлечение нанообъектов и, 
в частности, квантовых точек2 [15–19, 24, 25, 
29–31, 35, 38–40]. Чувствительность опреде-
ления ФОС в реальных образцах может суще-
ственно увеличиваться (на 2–3 порядка, вплоть 

2	 Квантовая точка – это наноразмерная частица полупроводникового материала, которая обладает флуорес­
ценцией при облучении светом или под действием электрического тока, спектр которой зависит не только 
от состава материала и его микроокружения, но и от геометрических свойств частиц (так называемые кван­
товые эффекты).

до нг/л) [15, 16, 18, 35] по сравнению с аналогич-
ными системами, не использующими данный 
подход. Такая чувствительность уже доста-
точна, чтобы аналитические системы были 
пригодны для определения ФОС в полном со-
ответствии с предъявляемыми требованиями 
к их максимально допустимому содержанию в 
тестируемых объектах (см. таблицу 1), и чтобы 
они были конкурентоспособными в ряду с дру-
гими, неферментными аналитическими мето-
дами определения ФОС.

Многие рассматриваемые ферментные 
биоаналитические системы не могут дискрими-
нировать между разными соединениями, по-
этому требуется разработка особых процедур 
(пробоподготовка, схема проведения анализа и 
т.д.) для нивелирования этого недостатка. Тем 
не менее, уже сейчас применение таких анали-
тических систем возможно для экспресс-тести-
рования образцов in situ для группового ана-
лиза наличия токсикантов.

Электрохимический метод вкупе с раство-
римыми ферментами дает менее приемлемые 
результаты в сравнении с оптическими мето-
дами определения ФОС и, в частности, с флу-
оресцентными [41]. Невысокая чувствитель-
ность анализа вместе со сложной методической 
реализацией не обеспечивают создание экс-

Фермент* Способ определения наличия  
в образце ФОС Предел обнаружения** [источник] 

His6-Z-S-OPH-Z 
в комбинации с 
пероксидазой 

хрена

Хроноамперометрия 7,56 мг/л дихлофентиона [41]

* Используемые сокращения: AChE – ацетилхолинэстераза, BSPOTPE@MnO2/SiO2 NPs – покрытые 1,2-бис[4-
(3-сульфонатопропоксил) фенил]-1,2-дифенилэтеном и MnO2 нанолистами наночастицы SiO2, EST2 – эстераза 2, 
FITC – флуоресцеина 5(6)-изотиоцианат, grQD/AuNPs – покрытые золотыми наночастицами графеновые квантовые 
точки, His6-Z-S-OPH-Z – мутантная OPH содержит His6-последовательность на N-конце молекулы белка, α-спиральный 
лейциновый домен-“застежку” (аналогичный домен также расположен на С-конце) и неструктурированный 
глицин-богатый домен для увеличения растворимости, OPH – органофосфатгидролаза, OPH-His6 – содержащая 
гексагистидиновую последовательность на С-конце молекулы белка OPH, QDs – квантовые точки, пиранин – 
8-гидроксипирен-1,3,6-трисульфонат натрия. 
** В случае испытаний на реальных образцах указан предел обнаружения или минимальная концентрация пестицидов, 
подвергнутая анализу, а также степень извлечения пестицидов по сравнению с референсным методом анализа 
(ВЭЖХ, ГХМС и т.п.). н/д – данные отсутствуют. Детектируемые соединения: CPS – хлорпирифос (O,O-диэтил-О-(3,5,6-
трихлорпиридин-2-ил) тиофосфат), DCP – дихлофос (O,O-диметил-O-(2,2-дихлорвинил) фосфат), MPT – метилпаратион 
(O,O-диметил-O-(4-нитрофенил) тиофосфат), MPX – метилпараоксон (O,O-диметил-O-(4-нитрофенил) фосфат), PX 
– параоксон (O,O-диэтил-O-(4-нитрофенил) фосфат), глифосат (N-(фосфонометил)-глицин), диазинон (O,O-диэтил-O-(2-
изопропил-6-метилпиримидин-4-ил) тиофосфат), диметоат (O,O-диметил S-[2-(метиламино)-2-оксоэтил] дитиофосфат), 
дихлофентион (O,O-диэтил-О-(2,4-дихлорфенил) тиофосфат), кумафос (O,O-диэтил-O-(3-хлор-4-метил-2-оксо-2H-
хромен-7-ил) тиофосфат), малатион (О,О-диметил-S-(1,2-дикарбэтоксиэтил) дитиофосфат), метамидофос (O,S-диметил 
фосфорамидтиоат), ометоат (O,O-диметил-S-(метилкарбамоилметил) тиофосфат), триазофос (O,O-диэтил O-(1-фенил-
1H-1,2,4-триазол-3-ил) тиофосфат), фенитротион (O,O-диметил-О-(З-метил-4-нитрофенил) тиофосфат), фоксим (O,O-
диэтил-O-(α-циано-бензилиденамино) тиофосфат), форат (O,O-диэтил-S-[(этилсульфанил)метил] дитиофосфат).

Продолжение таблицы 2
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Фермент* Способ иммобилизации Способ определения пестицидов и 
предел обнаружения**

Остаточная активность 
(условия испытаний) 

[источник]
Физическая иммобилизация

AChE

Коммерчески доступный 
электрод (адсорбция на 
платиновом электроде)

Амперометрический, 33,5 мкг/л CPO 
(в реальных образцах: 33,5 мкг/л, 

извлечение – н/д)
90 % (10 измерений) [42]

Адсорбция на композите PB@CS/
AuNPs@βCD/RGO/GCE б)

Амперометрический, 4,14 нг/л 
малатиона 92 % (28 сут хранения) [43]

Адсорбция на композите PANI@
HCNSs/GCE

Квадратноволновая 
вольтамперометрия, 160 нг/л 

малатиона (в реальных образцах: от  
1 мкг/л, извлечение 98–111 %)

96 % (15 сут хранения) [44]

Адсорбция на композите NF-
Fe2O3@C/CPE и покрытие 

нафионом

ДИВА, 3,2 пг/л PX (в реальных 
образцах: от 0,5 нг/л, извлечение 

99–104 %)
93 % (14 сут хранения) [45]

Адсорбция на композите AuNRs/
GCE или Au@AgNRs/GCE

Хроноамперометрический, 0,19 мкг/л 
PX, 0,89 мкг/л диметоата (в реальных 

образцах: от 0,28 мг/л, извлечение 
96–100 %)

93 % (30 сут хранения) [46]

Адсорбция на композите PEDOT-
MWCNTs/FTO

ДИВА, 0,33 пг/л малатиона (в 
реальных образцах: от 0,33 пг/л, 

извлечение 96–98 %)
89 % (30 сут хранения) [47]

Адсорбция на композите FePP@
CPTES-MWCNTs/GCE

ДИВА, 7 нг/л монокротофоса (в 
реальных образцах: от 220 нг/л, 

извлечение 89–104 %)
50 % (49 сут хранения) [48]

Адсорбция на пленку хитозана на 
композите MWCNTs/DCHP/SPE

Циклическая вольтамперометрия,  
50 нг/л PX (в реальных образцах:  
100 мкг/л, извлечение 88–102 %)

82 % (30 сут хранения) [49]

Адсорбция на MWCNTs/GCE
Циклическая вольтамперометрия,  
27 нг/л PX (в реальных образцах: от 

1,4 мкг/л, извлечение 97–104 %)

54 % (9 измерений в течение 
32 сут) [50]

Адсорбция на композите Ce/UiO-
66@MWCNTs/GCE

Амперометрический, 1,1 нг/л PX (в 
реальных образцах: от 2,8 мкг/л, 

извлечение 95–102 %)
85 % (20 сут хранения) [51]

Адсорбция на композите CNTs-
NH2/AgNPs@N-F-MoS2/GCE

ДИВА, 1 нг/л CPS, 50 пг/л 
монокротофоса (в реальных 

образцах: от 1,8 мкг/л, извлечение 
95–104 %)

93 % (30 сут хранения) [52]

Включение в пленку хитозана 
на композите Pd@AuNRs/GCE и 

покрытие нафионом

ДИВА, 1 нг/л PX (в реальных 
образцах: от 14 нг/л, извлечение 

99–105 %)
80% (30 сут хранения) [53]

Включение в пленку хитозана на 
композите AgNPs@TiC/GCE

ДИВА, 1,1 пг/л малатиона (в реальных 
образцах: от 3,3 пг/л, извлечение 

87–112 %)
87 % (30 сут хранения) [54]

Включение в пленку хитозана на 
композите Pd@CuNWs/GCE

ДИВА, 1,5 нг/л малатиона (в реальных 
образцах: 200 нг/л, извлечение 

99–114 %)
91 % (30 сут хранения) [55]

Включение в пленку хитозана 
на композите CoNiB/GCE и 

покрытие нафионом

ДИВА, 1 нг/л CPS (в реальных 
образцах: от 10,5 нг/л, извлечение 

96–105 %)
85 % (20 сут хранения) [56]

Включение в криоструктурат 
CdTe QDs

Флуоресцентный, 0,33 нг/л PX,  
0,27 нг/л PT, 2,6 нг/л DCP (в реальных 

образцах: от 1,1 мкг/л, извлечение 
99–109 %)

н/д [57]

BChE Адсорбция на композит pNIPAM-
co-DMAPMA/SPE-MnO2

Амперометрический, 2,7 нг/л CPO, 
1,7 нг/л диазинон-оксона 65 % (45 сут хранения) [58]

AChE или BChE
Адсорбция на целлюлозную или 
стеклянную нановолокнистую 

подложку

Колориметрический, 0,1 мг/л 
диэтилхлорфосфата 75–88 % (10 сут при 60оС) [59]

Таблица 3 – Примеры биосенсоров на основе иммобилизованных ферментов, 
применяемых для определения разных пестицидов
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Фермент* Способ иммобилизации Способ определения пестицидов и 
предел обнаружения**

Остаточная активность 
(условия испытаний) 

[источник]

EST2 Адсорбция на нитроцеллюлозной 
мембране

Колориметрический, 2,75 мг/л PX 
(в реальных образцах с растворимым 
ферментом: от 2,75 мг/л, извлечение – н/д)

100 % (60 сут хранения) [60]

MPH Адсорбция на композите Fe3O4/
AuNPs/SPE

Квадратноволновая 
вольтамперометрия, 0,1 мкг/л MPT 80 % (30 сут хранения) [61]

MPH-GST Ад(б)сорбция на/в мембране из 
PVDF (Immobilon™-PSQ)

Колориметрический, 1 мг/л MPT (без 
колориметра, в реальных образцах: 

от 10 мг/л, извлечение 75–93 %)

80 % (84 сут хранения), 93 % 
(6 измерений) [62]

OPH Включение в пленку нафиона на 
NPGPD-co-UDMA

Квадратноволновая 
вольтамперометрия, 1 мг/л MPX 
(в реальных образцах: от 10 мг/л, 

извлечение 84–93 %)

100 % (12 измерений) [63]

His6-OPH
Адсорбция на пленке N@RGO Амперометрический, 37,7 мкг/л PX 90 % (100 измерений)[64]

Включение в пленку нафиона на 
композите MC/CB/GCE Амперометрический, 33 мкг/л PX н/д [65]

Конъюгат ОРН 
и пиранина

Адсорбция на AgNPs, покрытых 
силикагелем Флуоресцентный, 1 мкг/л PX н/д [66]

Разные моди-
фикации AChE

Включение в пленку ковалентно 
сшитого поливинилового спирта 

на SPE

Амперометрический, 1,7 нг/л CPO, 
68 нг/л малаоксона (в реальных 

образцах, совместно: от 33,5 нг/л, 
извлечение 82–140 %)

100 % (20 измерений) [67]

Амперометрический, 37 нг/л 
CPO, 0,31 мкг/л CFV, 64 нг/л 

метилазинфос-оксона (в реальных 
образцах, совместно: от 30 нг/л, 

извлечение 92–111 %)

н/д [68]

Включение в пленку композита 
поливинилового спирта с 

наночастицами Fe-Ni на SPE

Амперометрический, 32 нг/л фосмета 
(в реальных образцах: от 32 мкг/л, 

извлечение 96%)
100 % (30 сут хранения) [69]

AChE в ком-
бинации с хо-

лин-оксидазой

Включение в Cu3(PO4)2 
«наноцветы»

Колориметрический, 10 нг/л PX или 
0,5 мг/л невооруженным глазом 
(в реальных образцах: от 5 мкг/л, 

извлечение 83–112 %)

70 % (5 измерений) [70]

AChE в ком-
бинации с хо-

лин-оксидазой 
и перокси- 

дазой хрена

Адсорбция на целлюлозной 
бумаге

Хемилюминесцентный, 14,5 мг/л 
хлорпирифос-метила (в реальных 
образцах: от 194 мг/л, извлечение 

92–99 %)

40 и 80 % (при хранении при 
20 и 4оС в течение 1–2 недель 

соответственно) [71]

Химическая иммобилизация

AChE

Ковалентная сшивка с помощью 
EDC/NHS с золотой подложкой 

на пьезоэлектрическом 
осцилляторе AlN

Изменение частоты осцилляции у 
резонатора, 11,8 нг/л PX н/д [72]

Ковалентная сшивка с помощью 
EDC/NHS с золотой подложкой 

на пьезоэлектрическом 
осцилляторе ZnO

Изменение частоты осцилляции у 
резонатора, 4,95 нг/л PX 86 % (15 сут хранения) [73]

Ковалентная сшивка с 
помощью Sulfo-LC-SPDP 

с золотой подложкой 
на пьезоэлектрическом 

осцилляторе AlN 

Изменение частоты осцилляции у 
резонатора, 14,6 нг/л PX (в реальных 
образцах: от 1,4 мкг/л, извлечение 

91–109 %)

91 % (10 сут хранения) [74]

Ковалентная сшивка с помощью 
EDC/NHS с карбоксилированным 
хитозаном на композите AgNC/

RGO/GCE

ДИВА, 24,2 нг/л фоксима 92 % (30 сут хранения) [75]

Продолжение таблицы 3
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Продолжение таблицы 3

Фермент* Способ иммобилизации Способ определения пестицидов и 
предел обнаружения**

Остаточная активность 
(условия испытаний) 

[источник]

AChE

Ковалентная сшивка с помощью 
эпихлоргидрина с хитозаном 
на поверхности целлюлозной 

бумаги

Колориметрический, 
200 мг/л CPS, 

10 мг/л диазинона, 
4 мг/л фенамифоса, 
500 мг/л малатиона, 

25 мг/л профенофоса, 
50 мг/л темефоса

н/д [76]

Ковалентная сшивка с помощью 
EDC/NHS с PAAM/2D PSPC

Светорассеяние, 
0,02 пг/л диптерекса н/д [77]

Светорассеяние, 
0,01 пг/л зарина н/д [78]

MPH
Ковалентная сшивка с помощью 

EDC/NHS с AuNPs на GCE, 
покрытого PEG

Амперометрический, 70 нг/л MPT 
(в реальных образцах: 20 мкг/л, 

извлечение 93–107 %)
90 % (70 сут хранения) [79]

OPH

Ковалентная сшивка с помощью 
DSC с пористым силикагелем и 

покрытие PDMAEMA

Измерение эффективной оптической 
толщины, 

9,9 мг/л MPX
н/д [80]]

Ковалентная сшивка с помощью 
глутарового альдегида с 

хитозаном на GCE

Амперометрический, 
0,55 мг/л PX, PT или MPT 50 % (1 сут хранения) [81]

His6-OPH

Ковалентная сшивка с помощью 
DCC/HDA с UiO-66-NH2

Флуоресцентный, 10 мкг/л MPT 
(в реальных образцах: от 1 мг/л, 

извлечение 95–105 %)

80 % (60 сут хранения), 70 %  
(8 измерений) [82]

Ковалентная сшивка с помощью 
EDC/sNHS с BTC и включение в 

Tb-BTC

Колориметрический, 
0,6 мкг/л MPT

65 % (60 сут хранения), 65 %  
(5 измерений) [83]

OPAA Ковалентная сшивка с помощью 
глутарового альдегида с SPE

Фторидчувствительный электрод, 18 
мг/л DFP 65 % (12 сут хранения) [84]

Липаза
Ковалентная сшивка с помощью 
глутарового альдегида с PAH/

AuNPs/Au

Кондуктометрический, 
60 мкг/л диазинона, 

26 мкг/л MPT, 
25 мкг/л MPX (в реальных образцах: 

от 1,5 мг/л, извлечение 67–86 %)

55 % (30 сут хранения) [85]

Параоксоназа 1

Ковалентная сшивка с помощью 
глутарового альдегида  

с 0,2-мм медной решеткой для 
TEM и формирование жидкого 

кристалла

Оптическое пропускание,  
0,28 мг/л PX н/д [86]

Разные 
модификации 

AChE 

Ковалентная сшивка с 
композитной нановолокнистой 

мембраной хитозана с 
поливиниловым спиртом на SPE

Амперометрический, 
61 нг/л метилпиримифоса (в 

реальных образцах: от 9,2 мкг/л, 
извлечение 96–102 %)

90 % (42 сут хранения) [87]

AChE в комби-
нации с OPH 

Ковалентная сшивка с помощью 
EDC/NHS с MWCNTs и нанесение 

на модифицированный GCE

Амперометрический, 
0,14 мг/л PX н/д [88]

Аффинная иммобилизация

His6-AChE
Связывание с магнитными 

частицами, покрытыми IDA и 
заряженными ионами Ni2+

Амперометрический, 
14,4 нг/л CPO (в реальных образцах: 

100 нг/л, извлечение 96–103 %)
100 % (11 сут хранения) [89]

Ccg2–EPSPS Связывание с полистироловой 
или стеклянной подложкой

Колориметрический, 8,5 мкг/л 
глифосата н/д [90]
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Фермент* Способ иммобилизации Способ определения пестицидов и 
предел обнаружения**

Остаточная активность 
(условия испытаний) 

[источник]

His6-MPH 
Связывание с агарозой, 

модифицированной NTA и 
заряженной ионами Ni2+

Колориметрический, 1 мг/л MPT н/д [91]

His6-GBP-OPH 

Связывание с золотым 
электродом

Хроно-амперометрический,  
10 нг/л PX н/д [92]

Связывание с AuNPs на RGO Амперометрический, 
26,3 мкг/л PX н/д [93]

His6-AChE в 
комбинации с 

OPH 

Связывание His6-AChE с 
магнитными частицами, 

покрытыми IDA и заряженными 
ионами Ni2+, и ковалентная 

иммобилизация ОРН на сефарозе

Амперометрический, 
4 нг/л CPO, 

5 нг/л CFV (в реальных образцах:  
от 2 мкг/л, извлечение – н/д)

н/д [94]

Конъюгат 
биотина и 

пероксидазы 
хрена

Связывание биотина с 
стрептавидином, пришитого к 

SPE

Квадратноволновая 
вольтамперометрия, 

45 нг/л глифосата (в реальных 
образцах: от 50 нг/л, извлечение 

71–98 %)

96 % (9 измерений в течение 
40 сут) [95]

Продолжение таблицы 3

* Используемые сокращения: AgNC/RGO/GCE – покрытый нанокластерами серебра восстановленный оксид графена 
на поверхности стеклоуглеродного электрода, AgNPs@TiC/GCE – покрытые серебряными наночастицами нанослои 
карбида титана на GCE, Au@AgNRs/GCE – серебряно-золотые наноцилиндры на GCE, AuNRs/GCE – золотые наноцилиндры 
на GCE, BChE – бутирилхолинэстераза, BTC – бензил-1,3,5-трикарбоновая кислота, Ccg2–EPSPS – гибридный 
фермент из гидрофобина Ccg2 и 5-енолпирувилшикимат-3-фосфатсинтазы, Ce/UiO-66@MWCNTs/GCE – покрытые 
металлорганическим каркасным соединением Ce/UiO-66 мультистенные углеродные нанотрубки на GCE, CNTs-NH2/
AgNPs@N-F-MoS2/GCE – модифицированные аминогруппами углеродные нанотрубки на N,F-допированных нанолистах MoS2 
с серебряными наночастицами на поверхности GCE, CoNiB/GCE – наноструктурированный борид кобальта-никеля на GCE, 
DCC/HDA – N,N’-дициклогексил-карбодиимид и гексаэтилендиамин, DSC – N,N′-дисукцинимидил карбонат, EDC/NHS – 
1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид и N-гидроксисукцинимид, Fe3O4/AuNPs/SPE – сшитые наночастицы железа 
и золота на поверхности углеродного печатного электрода, FePP@CPTES-MWCNTs/GCE – композит Fe(III)-содержащего 
порфирина с покрытыми 3-хлорпропил-триэтоксисиланом мультистенными углеродными нанотрубками на GCE, His6-
AChE – содержащая His6-последовательность на N-конце молекулы белка AChE, His6-GBP-OPH – органофосфатгидролаза с 
генетически введенными на N-конец золото-связывающим пептидом и His6-последовательностью, His6-MPH – содержащая 
His6-последовательность на N-конце молекулы белка MPH, His6-OPH – содержащая His6-последовательность на N-конце 
молекулы белка OPH, IDA – иминодиуксусная кислота, MC/CB/GCE – мезопористый и технический углерод на GCE, MPH – 
метилпаратионгидролаза, MPH-GST – гибридный фермент из MPH и глутатион-S-трансферазы, MWCNTs/DCHP/SPE – 
MWCNTs и дициклогексилфталат на SPE, N@RGO – композит нафиона с RGO, NF-Fe2O3@C/CPE – покрытый нафионом 
металл-органический каркасный материал из оксида железа и углерода на поверхности углеродного электрода, NPGPD-
co-UDMA – сополимер неопентилгликоль пропоксил диакрилата и уретан диметакрилата, NTA – нитрилотриуксусная 
кислота, OPAA – кислая органофосфатангидролаза, PB@CS/AuNPs@βCD/RGO/GCE – покрытый берлинской лазурью в 
сульфате хитозана и AuNPs с β-циклодекстрином RGO на GCE, PAAM/2D PSPC – полиакриламидный гель на двумерном 
полистирольном фотонном кристалле, PAH/AuNPs/Au – покрытые полиаллиламином AuNPs на поверхности золотого 
электрода, PANI@HCNSs/GCE – покрытые полианилином полые углеродные наносферы на GCE, Pd@AuNRs/GCE – 
палладиево-золотые наноцилиндры на GCE, Pd@CuNWs/GCE – палладиево-медные нанонити на GCE, PEDOT-MWCNTs/
FTO – пришитый к мультистенным углеродным нанотрубкам поли(3,4-этилен-диокситиофен) на поверхности электрода 
в виде допированного фтором оксида олова, PEG – полиэтиленгликоль, pNIPAM-co-DMAPMA/SPE-MnO2 – сополимер поли-
N-изопропилакриламида и поли-(3-(N,N-диметиламино)-пропилметакриламида на поверхности MnO2-модифицированного 
SPE, PVDF – поливинилиденфторид, PDMAEMA – поли-2-диметиламино-этил метакрилат, Sulfo-LC-SPDP – сульфо-
сукцинимидил-6-[3-(2-пиридилтио) пропионамид]-гексаноат натрия, Tb-BTC – металл-органический каркасный материал 
из тербия и бензил-1,3,5-трикарбоновой кислоты, TEM – просвечивающая электронная микроскопия, UiO-66-NH2 – 
металл-органический каркасный материал из циркония и аминотерефталевой кислоты, ДИВА – дифференциальная 
импульсная вольтамперометрия.
** В случае испытаний на реальных образцах указан предел обнаружения или минимальная концентрация пестицидов, 
подвергнутая анализу, а также степень их извлечения по сравнению с референсным методом анализа (ВЭЖХ, ГХМС и т.п.). 
н/д – данные отсутствуют. Детектируемые соединения: CPO – хлорпирифос-оксон (O,O-диэтил-О-(3,5,6-трихлорпиридин-
2-ил) фосфат), CFV – хлорфенвинфос (O,O-диэтил-O-[2-хлор-1-(2,4-дихлорфенил)винил] фосфат), DFP – O,O-диизопропил 
фторфосфат, PT – паратион (O,O-диэтил O-(4-нитрофенил) тиофосфат), диазинон-оксон (O,O-диэтил-O-(2-изопропил-
6-метилпиримидин-4-ил) фосфат), диптерекс (O,O-диметил-(2,2,2-трихлор-1-оксиэтил)-фосфонат), зарин (О-изопропил- 
метилфосфоната фторангидрид), малаоксон (О,О-диметил-S-(1,2-дикарбэтоксиэтил) тиофосфат), метилазинфос-
оксон (О,О-диметил-S-[(4-оксо-1,2,3-бензотриазин-3(4H)-ил)метил] тиофосфат), метилпиримифос (О,О-диметил-О-(2-
диэтиламино-6-метилпиримидин-4-ол) тиофосфат), монокротофос (О,О-диметил-О-[(Е)-1-метил-2-(метилкарбамоил)
винил] фосфат), профенофос (O-(4-бром-2-хлорфенил)-O-этил-S-пропил тиофосфат), темефос (O,O,O’,O’-тетраметил 
O,O’-[сульфанедиил-бис(1,4-фенилен)] бис-тиофосфат), фенамифос (О-этил-О-[3-метил-4-(метилтио)фенил]-(1-
метилэтил)фосфороамидат), фосмет (О,О-диметил-S-(N-фталимидометил)дитиофосфат). 
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пресс-тестов, поэтому данное направление на 
основе растворимых форм ферментов в насто-
ящее время практически не развивается. И эта 
ситуация в корне отличается от той, что наблю-
дается в развитии биоаналитических систем на 
основе иммобилизованных форм ферментов, 
для которых электрохимические методы позво-
ляют получать действительно впечатляющие 
результаты.

Иммобилизованные ферменты в биосен-
сорных системах для определения ФОС. Более 
технологичным решением, приближенным 
к практическому внедрению, можно считать 
биоаналитические системы, использующие им-
мобилизованные ферменты [96] (таблица 3). 

При физическом методе иммобилизации 
ферментов производится их фиксация на/в 
какой-либо подложке за счет нековалентных 
взаимодействий, например, при адсорбции на 
поверхности носителя, абсорбции в порах но-
сителя, инкапсулировании [42–71] и т.д. К пре-
имуществам данного способа следует отнести 
простоту получения и регенерации биочув-
ствительных элементов. Недостатком же явля-
ется их сниженная стабильность, которая обу-
словлена возможностью десорбции фермента. 
Как следствие этого, наблюдается постепенное 
снижение аналитического сигнала, которое 
должно специально контролироваться и учи-
тываться при анализе ФОС, особенно при их 
определении в реальных образцах.

При химическом методе иммобилизации 
фермент прочно закрепляется на/в носителе 
за счет ковалентного связывания [72–88], а по-
тому свободная десорбция невозможна или 
существенно снижена. В качестве сшивающих 
агентов могут применяться различные хи-
мические вещества, реакционноспособные к 
взаимодействию с поверхностными функцио-
нальными группами белка. Чаще всего исполь-
зуется глутаровый альдегид, реагирующий с 
аминогруппами, и карбодиимид, реагирующий 
с карбоксильными группами аминокислотных 
остатков в белке. 

Иммобилизация за счет образования ди
сульфидных связей применяется крайне редко, 
так как ферментов с поверхностными амино-
кислотными остатками цистеина мало, а ре-
акции с внутренними тиольными группами 
сопровождаются нарушением структуры белка 
и, как следствие, потерей им каталитической 
активности. Хотя при химической иммобили-
зации и наблюдается существенная стабили-
зация ферментативной активности иммоби-
лизуемого фермента против инактивирующего 
действия различных факторов, одновременно с 
этим происходит значительная (от 30 до 90 %) 
потеря исходной активности за счет неселек-
тивного действия сшивающих агентов. Поэ-

тому применяются различные ухищрения с 
целью компенсации этого недостатка и увели-
чения эффективности действия создаваемых 
биочувствительных элементов. 

При металл-хелатирующей иммобили-
зации ферментов удается избежать большин-
ства перечисленных недостатков физических 
и химических методов [89–95]. Так, по срав-
нению с физическим методом иммобилизации 
увеличивается прочность связывания иммоби-
лизуемого фермента с носителем за счет специ
фического взаимодействия аминокислотных 
остатков белка с носителем, содержащим хе-
латирующие функциональные группы и заря-
женным определенными ионами металла. При 
этом удается избежать увеличенных потерь 
ферментативной активности, как в случае ко-
валентного связывания белка с носителем в 
результате действия сшивающих агентов. В 
целом, для аффинной иммобилизации харак-
терны простота и эффективность. Однако для 
нее требуется предварительная генетическая 
модификация фермента путем введения в него 
дополнительной аминокислотной последова-
тельности, специфично взаимодействующей 
с аффинным носителем. Это требует допол-
нительных исследований и/или трудозатрат. 
Вместе с этим, такой подход позволяет доста-
точно гибко управлять свойствами получае-
мого биочувствительного элемента и направ-
ленно конструировать его под конкретные 
практические задачи за счет введения разных 
генетических модификаций в один и тот же 
фермент.

В качестве носителей для иммобилизации 
могут быть использованы самые разнообразные 
материалы неорганической и органической 
природы. В последнее время широчайшее рас-
пространение в качестве основы для созда-
ваемых ферментных биочувствительных эле-
ментов получили композитные материалы и, 
в том числе, наноматериалы [43–57, 61, 64–66, 
69, 70, 75, 79, 85, 88, 93]. Причем последние по-
зволяют значительно улучшить аналитические 
характеристики разрабатываемых биоаналити-
ческих систем (с пределом обнаружения вплоть 
до пг/л [45, 47, 52, 54]) и создать новые возмож-
ности для детекции ФОС.

Благодаря ко-иммобилизации одновре-
менно нескольких ферментов в одном биочув-
ствительном элементе стало возможным кон-
струирование сложных многокомпонентных 
(мультиферментных) биоаналитических си-
стем с требуемыми характеристиками. В этом 
случае в биосенсорах могут объединяться фер-
менты различной природы или разные модифи-
кации одного и того же фермента. В результате 
становится возможным задействовать большее 
число различных ферментов, а не только те, 
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которые взаимодействуют непосредственно с 
ФОС. Кроме того, зачастую таким путем может 
быть исключено влияние мешающих опреде-
лению соединений и/или условий, особенно 
в случае анализа ФОС в реальных объектах. 
Тем самым объединение в одной биоаналити-
ческой системе разных ферментов позволяет 
достигать таких характеристик самого анализа, 
которые не доступны при использовании этих 
компонентов по отдельности. Более того, при 
этом становится возможным проводить дис-
криминационный анализ разных соединений, 
присутствующих одновременно в смеси и в 
аналите, в том числе с привлечением искус-
ственных нейронных сетей и хемометрики [97].

Детектирование сигнала биоаналити-
ческих элементов, полученных в виде им-
мобилизованных ферментов, осуществляют 
преимущественно оптическими и электрохи-
мическими методами, которые обеспечивают 
сравнимую чувствительность в модельных си-
стемах (вплоть до нг/л), но при анализе ФОС в 
реальных образцах электрохимические методы 
демонстрируют определенные преимущества в 
определяемых концентрациях фосфороргани-
ческих пестицидов. Вместе с этим оптические 
и электрохимические методы полностью удов-
летворяют запросам практики (см. таблицу 1), 
и их использование позволяет решать имею-
щиеся аналитические задачи. 

Сегодня большой интерес у разработ-
чиков биосенсоров вызывают «безреагентные» 
тест-системы, например, на основе микрофлю-
идных чипов [57] или стрипов (тест-полосок) 
[59]. Биочувствительные элементы обычно по-
лучают путем ко-иммобилизации субстрата и/
или «свидетеля» реакции фермента и ФОС с 
ферментом (или ферментами) в разных зонах 
применяемой подложки. Движущийся фронт 
аналита приводит к смешиванию реагентов и 
генерации аналитического сигнала, который 
может фиксироваться портативным прибором 
(например, смартфоном) или даже невоору-
женным глазом. Современным развитием этого 
направления исследований стало появление, 
так называемых, «мобильных, портативных» 
миниатюрных чипов [98], которые могут накле-
иваться на одежду или даже прямо на кожу. В 
настоящее время такие стрип-биосенсоры уже 
коммерчески доступны (таблица 4).

Ферменты, применяемые как биочув-
ствительные элементы для определения 
ФОС, без выделения их из клеток. Ферменты, 
которые используются при разработке биосен-
соров, могут находиться не только в растворе 
или в искусственном иммобилизованном со-
стоянии, но и в составе клеток микроорга-
низмов. С одной стороны, при таком подходе 
не требуется проведение отдельной проце-

дуры выделения ферментов, находящихся 
внутри или на поверхности клеток (живых и 
неживых, но сохраняющих свою целостность). 
Это обеспечивает поддержание природного 
микроокружения ферментов и, как следствие, 
их активное и стабильное биокаталитическое 
состояние. С другой стороны, возникают до-
полнительные диффузионные затруднения 
для массообменных процессов в ходе анализа 
ФОС, что может приводить к существенному 
снижению чувствительности биосенсоров по 
сравнению с растворимыми или иммобилизо-
ванными формами ферментами.

Для усиления первичного аналитического 
сигнала в рекомбинантных клетках микроор-
ганизмов часто дополнительно повышают уро-
вень биосинтеза фермента, необходимого для 
детекции ФОС [99–106]. В то же время методы 
генетической инженерии позволяют точно 
управлять локализацией фермента в клетке 
в клеточной стенке, периплазме, цитоплазме 
после экспрессии соответствующего гена. В 
результате максимального приближения ме-
стоположения ферментов внутри клетки к по-
верхности клеток [100–104] удается увеличить 
эффективную каталитическую активность за 
счет уменьшения массообменных затруднений, 
что увеличивает чувствительность опреде-
ления ФОС и увеличивает скорость получения 
пропорционального отклика. Необходимо, од-
нако, отметить, что из-за того, что количество 
целевого рекомбинантного фермента типично 
не может превышать нескольких процентов от 
суммы всех синтезируемых клеточных белков, 
этот метод повышения уровня каталитической 
активности имеет определенные ограничения.

Другим методом уменьшения диффузи-
онных ограничений для внутриклеточных фер-
ментов, применяемых для определения ФОС, 
является использование специальных хими-
ческих пермеабилизаторов, увеличивающих 
проницаемость клеточной стенки. Вместе с об-
легченной диффузией ФОС извне также усили-
вается и поток клеточного содержимого наружу 
вплоть до потери клетками их целостности при 
любых механических воздействиях (например, 
при перемешивании, промывке буферными 
растворами и др.). Чтобы избежать такого на-
рушения целостности, частично пермеабили-
зованные клетки обрабатывают различными 
сшивающими агентами, покрывают гелевыми 
матрицами, включают в полимерные носители 
и т.д., то есть применяют различные методы 
иммобилизации и стабилизации клеток [99, 
103]. Для регистрации аналитического сигнала 
от ферментов, находящихся внутри подобных 
клеток, применяют те же самые оптические, 
электрохимические и прочие указанные выше 
методы, позволяющие осуществлять детекцию 
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ФОС [99–106]. В зависимости от комбинации 
разных функциональных частей биосенсора 
могут достигаться самые разные уровни опре-
деления ФОС (вплоть до пг/л [104, 106]).

На уровне целых клеток также возможен 
биосинтез и использование так называемых 
рекомбинантных фьюжен-белков, представ-
ляющих собой комбинации ферментов, уча-
ствующих в гидролизе ФОС, с другими бел-
ками, например, с зеленым флуоресцентным 
белком [102], которые ко-экспрессируются на 
поверхности клеток, и при этом выступают в 
роли «свидетеля» происходящих фермента-
тивных реакций с ФОС. То есть партнер це-
левого фермента реагирует на появление про-
дуктов реакции ФОС с основным ферментом. 
Это, в свою очередь, позволяет расширить 
спектр определяемых соединений (продуктов 
деструкции ФОС) и используемых для этого 
объектов (белков или «партнеров-свидетелей» 
небелковой природы).

Заключение
Ферментные биоаналитические системы, 

предназначенные для определения ФОС, пред-
ставляются достаточно развитым направле-
нием науки, достигшим в своем развитии по-
явления готовых коммерческих продуктов (см. 
таблицу 4). Оптические, электрохимические, 
микромеханические и др. методы могут при-
меняться и применяются в настоящее время 
для преобразования аналитического сигнала 
ферментных биочувствительных элементов в 
доступный для регистрации и интерпретации 

результат. За счет комбинации различных 
ферментов и регистрирующих систем созда-
ются биосенсоры с требуемой чувствитель-
ностью, производительностью и стоимостью. 
Последний критерий представляется наиболее 
важным для широкого распространения и 
практического использования ферментных 
биосенсоров (см. таблицу 4). Именно этот по-
казатель является ключевым для массового мо-
ниторинга ФОС, например, в объектах окружа-
ющей среды, в составе сельскохозяйственной 
продукции и т.д. Ожидается, что в ближайшее 
время из списка существующих разработок, ко-
торые полностью удовлетворяют современным 
требованиям к чувствительности анализа ФОС 
в реальных объектах (см. таблицу 1), для прак-
тического применения будут выбраны те, что 
отличаются исключительной простотой ис-
пользования обычными потребителями.

Дальнейшее улучшение пределов обна-
ружения ФОС может быть достигнуто за счет 
использования разнообразных нанообъектов 
вкупе с современными методами регистрации 
сигнала, например, с наномеханическими де-
текторами и преобразователями сигнала [107]. 
Это обеспечивает чувствительность анализа 
ФОС вплоть до пг/л, но, видимо, еще не явля-
ется пределом в детекции ФОС.

Ввиду простоты использования для 
обычных пользователей большой интерес на-
блюдается к «безреагентным» системам. Значи-
тельный прогресс в этой области стал основой 
для производства большого числа коммерчески 
доступных «стрипов» (тест-полосок) для экс-

Название Производитель Предел обнаружения Интернет сайт*

aCella™-AChE Cell Technology 1,6 мг/л малатиона www.celltechnology.com

AgriChem™ Institute of Microchemical 
Technology

0,4 мкг/л CPS, 1 мкг/л PT,  
0,8 мкг/л диазинона**

www.i-mt.co.jp/en/products/
agrichem

Automatic Pesticide Meter (G9 
SAR) Purnamalab – www.purnamalab.com

CideLite Charm Sciences
0,3 мкг/л CPS, 0,1 мкг/л 

кумафоса, 10 мкг/л 
малатиона, 0,1 мкг/л MPT**

www.charm.com

MAIA Pesticide MultiTest Liofilchem 10 мкг/кг PX (в реальных 
образцах) www.liofilchem.net

NIDS ® ACE III-C ANP Health 2 мг/л фенамифоса www.anphealth.com

Organophosphate/ Carbamate 
(OP/C) Assay Kit Abraxis

0,5 мкг/л CPS, 1,2 мкг/л 
малатиона, 0,6 мкг/л 

диазинона**

www.abraxis.eurofins-
technologies.com

Pesticide Detection Cards RenekaBio 0,3 мг/л DCP, 1,7 мг/л PT,  
2 мг/л малатиона** www.renekabio.com

*Дата запроса информации в Интернете – 13.01.2021 г.
**Приведены лишь некоторые характеристики. Чтобы ознакомиться с другими параметрами (для остальных соединений), 
рекомендуется обращаться к инструкции набора реагентов или на сайт производителя.

Таблица 4 – Примеры коммерчески доступных ферментных препаратов для определения пестицидов 
с оптической регистрацией сигнала. 

Все представленные образцы в качестве основы используют разные формы AChE



35‌

Enzymes and Their Forms Used in Detection of Organophosphorus Compounds

Вестник войск РХБ защиты. 2021. Том 5. № 1

CH
EM

IC
A

L SECU
RITY A

N
D

 PRO
TEC

TIO
N

 A
G

A
IN

ST CH
EM

IC
A

L TERRO
RISM

прессного определения ФОС (см. таблицу 4). 
При таком техническом решении для специ-
фичного и чувствительного обнаружения ФОС 
возможна не только оптическая, но и электро-
химическая детекция ФОС [108].

Современные запросы стимулируют 
бурное развитие портативных и, особенно, 
«мобильных, портативных» биосенсоров, за-
крепляемых на различных поверхностях и, в 
том числе, на одежде [109]. И хотя пока очень 
малое число исследований посвящено именно 
ферментным биочувствительным элементам в 
составе таких биосенсоров на ФОС [97], оче-
видно, что значительный прогресс в данной 
области можно ожидать в ближайшие годы. 
Прогресс, достигнутый в области создания 
аффинных аминокислотных последователь-
ностей [110] в перспективе позволит создавать 
ферментные биосенсоры на любой поверх-
ности. Причем такое связывание рекомби-
нантных белков будет не только прочным, 
но и специфичным, как и любое другое аф-
финное взаимодействие. В свою очередь, это 

позволит расширить число ферментных био-
сенсоров, адаптированных к классическим 
хроматографическим методам определения 
[111], открывая новую нишу возможного ис-
пользования этих ферментов.

Пока использование ферментных био-
сенсоров для определения ФОС в объектах 
окружающей среды остается незначительным. 
Наиболее предпочтительными областями при-
менения ферментных биосенсоров по-преж-
нему являются сырье и продукты сельского 
хозяйства и/или пищевой промышленности, 
изделия легкой промышленности, водные и 
почвенные ресурсы и т.д. Большой потенциал 
у ферментных биосенсоров может быть рас-
крыт в биомедицине [112] и, в том числе, в ми-
нимально инвазивных методах контроля [62]. 
Согласно проведенному анализу, эта область 
знаний, очевидно, находится в динамиче-
ском развитии, которое основано на активном 
комбинировании современных достижений 
и опыта специалистов из разных научных на-
правлений.

Работа выполнена в рамках государственного задания «Молекулярный дизайн, струк-
турно-функциональный анализ и регуляция ферментных систем, клеточных конструкций, 
бионаноматериалов: фундаментальные основы и приложения в технологии, медицине, охране 
окружающей среды» (АААА-А21-121011290089-4).

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.

Сведения о рецензировании
Статья прошла открытое рецензирование двумя рецензентами, специалистами в данной области. Ре-

цензии находятся в редакции журнала и в РИНЦе.
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Еnzymes are able to effectively interact with various organophosphorus compounds (OPC), entering into 
(bio)chemical reactions with them. Changes in the initial activity of enzymes as a result of their inhibition 
by OPC, the formation of OPC degradation products under the action of hydrolytic enzymes, etc. can be 
determined using different physical and chemical methods and used in bioanalytic systems to determine 
the concentrations of OPC. The purpose of the review is to analyze the main scientific results achieved over 
the past 10 years in the development of analytical systems based on enzymes intended for the determination 
of OPC. It is shown in the article, that the requirements for the sensitivity of biosensors are based on the 
norms of the content of the analyzed substances detected in/at the objects of mandatory control. The 
cholinesterases compose a basis for the development of the largest number of ultra-sensitive biosensors, 
although other enzymes can be successfully used as a biosensitive element. The most technologically 
advanced solution that is close to the practical implementation seems to be bioanalytical systems using 
immobilized enzymes. Improving the detection limits of the OPC can be achieved by using nanoobjects 
together with modern methods of signal transducers, for example, with nanomechanical detectors and 
signal converters. This combination of technical solutions ensures the sensitivity of the OPC analysis up 
to pg/l. At present, «reagentless» systems have received significant development, which have become the 
basis for the production of a large number of commercially available strips for the express determination of 
OPC. Modern demands stimulate the rapid development of portable and, especially, wearable biosensors 
that can be attached to various surfaces, including a clothing. The progress in the development of affine 
amino acid sequences, in the future, will allow the creation of enzyme biosensors on any surface.

Keywords: acetylcholinesterase; biosensitive element; butyrylcholinesterase; pesticides; hydrolysis; 
immobilization; inhibition; mutagenicity; neurotoxicity; oncogenicity; organophosphate hydrolase; 
enzyme; organophosphorus compounds; assay sensitivity.
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