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Изучен процесс биотрансформации акриламида в ак�
рилгидроксамовую кислоту с помощью биомассы
бактерий Rhodococcus ruber VKM Ac�1167, обладаю�
щих амидазной активностью. На основе гель�пленки
бактериальной целлюлозы, синтезированной с помо�
щью бактерий Komagataeibacter sucrofermentans
ВКПМ В�13858, создан биокатализатор с иммоби�
лизованными клетками бактерий Rhodococcus ruber
VKM Ac�1167. Показано, что биокатализатор ста�
бильно конвертирует акриламид в акрилгидрокса�
мовую кислоту с выходом около 60% в течение 7
циклов трансформации.

Ключевые слова: амидаза; бактериальная целлю�
лоза; биокатализ; гидроксамовая кислота;
Rhodococcus ruber; иммобилизация

The biotransformation of acrylamide into
acrylohydroxamic acid using the biomass of
Rhodococcus ruber VKM Ac�1167 bacteria, which
exhibit amidase activity, was studied. A biocatalyst
with immobilized Rhodococcus ruber VKM Ac�1167
cells was created using a bacterial cellulose gel film
synthesized using Komagataeibacter sucrofermentans
VKPM B�13858 bacteria. The biocatalyst was shown
to stably convert acrylamide into acrylohydroxamic
acid with a yield of approximately 60% over seven
transformation cycles.

Key words: amidase; bacterial cellulose; biocatalysis;
hydroxamic acid; Rhodococcus rubber; immobilization

Амидазы (или амидогидролазы), благодаря
своей гидролитической и ацилтрансферазной ак�
тивности по отношению к C–N связям, являются
универсальными биокатализаторами, способными
гидролизовать широкий спектр амидов (алифати�
ческие амиды, ариламиды, α�аминоамиды и α�гид�
роксиамиды), проявляя высокую устойчивость при
экстремальных значениях pH и температуры 1.

В промышленности амидазы в сочетании с
нитрилгидратазами используются для производ�
ства коммерчески важных органических кислот
(акриловой кислоты, п�аминобензойной кислоты,
пиразиновой кислоты, никотиновой кислоты и т. д.)
в процессе биотрансформации нитрилов 2.

Перспективным направлением в примене�
нии амидаз микроорганизмов является биотранс�
формация амидов в присутствии гидроксиламина
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с образованием гидроксамовых кислот, которые
представляют собой важный класс соединений,
имеющих большое практическое значение. Благо�
даря своей способности хелатировать ионы пере�
ходных металлов, гидроксамовые кислоты и по�
лимеры с гидроксамовыми группами широко ис�
пользуются в качестве агентов при извлечении тя�
желых и редкоземельных металлов. Кроме того, в
последнее время эти соединения находят все
большее применение в качестве биологически ак�
тивных веществ (инсектицидов, противогрибко�
вых и противомикробных средств, а также проти�
вовирусных и противораковых соединений, пре�
паратов против болезни Альцгеймера и др.) 3–7.

Известно, что гидроксамовые кислоты син�
тезируют путем N�ацилирования гидроксиламина
и его O� или N�замещенных производных различ�
ными ацилирующими агентами. Однако при необ�
ходимости проведения моноацилирования
гидроксиламина, легко осуществляемого с помо�
щью большинства ацилирующих агентов, могут
также образовываться ди� и триацильные произ�
водные в процессе замещения оставшихся прото�
нов при атомах азота и кислорода в остатке гидро�
ксиламина, что приводит к снижению входа и чис�
тоты получаемого продукта. Кроме того, при ис�
пользовании оптически активных ацилирующих
агентов энантиомерная чистота продукта зачас�
тую снижается.

Биокаталитический синтез гидроксамовых
кислот с помощью амидаз микроорганизмов мо�
жет протекать энантиоселективно, позволяя в
процессе кинетического разделения рацемичес�
ких амидов карбоновых кислот получать в мягких
условиях высоко энантиомерно чистые продукты 1.

Синтезировать амидазы могут бактерии,
дрожжи, грибы, растения и животные 8, 9. Перс�
пективными для использования в промышленно�
сти продуцентами амидаз являются бактерии рода
Rhodococcus 10, 11, клетки которых могут работать
даже в экстремальных условиях 12.

Использование в качестве биокатализатора
иммобилизованных клеток бактерий повышает их
стабильность при хранении, облегчает отделение
продуктов при повторном использовании в случае
проведения биотрансформации в периодических
условиях, а в случае непрерывного процесса � из�
бежать вымывания энзиматически активной био�
массы из биореактора 11.

В последние годы в качестве перспективного
носителя для иммобилизации микроорганизмов
рассматривается бактериальная целлюлоза, облада�
ющая уникальной трехмерной структурой, высокой
прочностью, влагоудерживающей способностью, а
также совместимостью с живыми организмами 13–15.
На основе гель�пленок бактериальной целлюлозы и

клеток различных микроорганизмов созданы био�
катализаторы для трансформации органических со�
единений 16–19, системы доставки пробиотиков 20,
компоненты биоэлектрокаталитических устройств
(биосенсоров, микробных топливных ячеек) 21, 22,
сорбенты для адсорбции тяжелых металлов 23, по�
вязки с антимикробными свойствами для лечения
ран 24, упаковки для пищевых продуктов 25 и т.д.

Целью настоящей работы являлось исследо�
вание возможности применения бактериальной
целлюлозы в качестве носителя для разработки
биокатализатора, пригодного для трансформации
амидов в гидроксамовые кислоты. В качестве суб�
страта использовали акриламид:

O

NH2
+ NH2OH

Амидаза O

NH

OH

+ NH3

 На первом этапе исследования осуществля�
ли поиск перспективных штаммов бактерий, обла�
дающих амидазной активностью. Для этого про�
водили экспресс�тестирование бактерий видов
R. erytropolys (штаммы А25, А4�72, А18�19 и VKM
Ас�1161) и R. ruber (штамм VKM Ас�1167), на�
правленное на выявление способности клеток ка�
тализировать реакцию переноса ацильного остат�
ка амида на молекулу гидроксиламина с образова�
нием гидроксамовых кислот, которые в присут�
ствии ионов Fe3+ дают окрашенные комплексы.
Биомассу микроорганизмов для трансформации
акриламида получали на питательной среде (рыб�
ном агаре), содержащей 1% глюкозы в качестве
основного источника углерода.

В результате исследования амидазная (ацил�
трансферазная) активность в отношении акрила�
мида была обнаружена у всех исследованных
штаммов родококков (рис. 1).

Рис. 1. Результаты тестирования амидазной активнос�
ти родококков

На втором этапе для наиболее активного
штамма R. ruber VKM Ac�1167 была подобрана
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питательная среда, обеспечивающая получение 
высокоактивной биомассы бактерий.  

В ходе разработки питательной среды было 
обнаружено, что для получения энзиматически ак�
тивной биомассы R. ruber VKM Ac�1167 более эф�
фективным источником углерода является глице�
рин. В присутствии биомассы, полученной на среде 
с глицерином, начальная скорость реакции в 2.5 
раза больше, чем у клеток, выращенных на среде с 
глюкозой (рис. 2). 

 
Рис. 2. Кинетика накопления акрилгидроксамовой ки�
слоты в присутствии биомассы R. ruber VKM Ас�1167, 
выращенной на средах с глюкозой и глицерином  

 
Установлено, что добавление в содержащую 

глицерин питательную среду акриламида в кон�
центрации 1 г/л с целью индукции синтеза амида�
зы приводит к увеличению в 2.3 раза амидазной 
активности клеток R. ruber VKM Ас�1167 по срав�
нению с контролем (рис. 3). Однако, в более высо�
кой концентрации (5 г/л) акриламид оказывает 
негативное действие, почти полностью подавляя 
активность биомассы.  

 
Рис. 3. Амидазная активность биомассы, полученной 
культивированием бактерий R. ruber VKM Ас�1167  
на средах с различными индукторами 

 
Исследование возможности использования 

вместо акриламида других потенциальных индук�
торов амидаз, представленных на рис. 3, показало, 

что ацетамид в концентрации 1 г/л также вызывает 
увеличение амидазной активности в 1.9 раз по 
сравнению с контролем. Однако, он уступает по 
эффективности акриламиду, используемому в той 
же концентрации. Другие соединения, такие как 
N,N�метилен�бис�акриламид и ацетонитрил, напро�
тив, уже в концентрации 1 г/л существенно сни�
жают амидазную активность биомассы R. ruber 
VKM Ас�1167. 

Стимулирующий эффект в отношении ами�
дазной активности биомассы R. ruber VKM Ac�1167 
был получен также при добавлении в питательную 
среду карбамида (рис. 4). При этом наибольшая 
амидазная активность была достигнута при кон�
центрации карбамида 10 г/л. 

 
Рис. 4. Влияние концентрации карбамида на амидаз�
ную активность биомассы двухсуточной культуры  
R. ruber VKM Aс�1167 

 
Сравнение выхода биомассы, полученной с 

одной чашки Петри при культивировании бакте�
рий в присутствии акриламида (1 г/л) и карбамида 
(10 г/л), а также ее амидазной активности показа�
ло, что более эффективной является карбамидсо�
держащая среда (рис. 5). В случае применения кар�
бамида высокоактивная биомасса образуется в те�
чение 2 сут культивирования. При этом ее выход и 
амидазная активность на 37 и 38 %, соответственно, 
больше, чем у биомассы, полученной на среде с ак�
риламидом. 

 
Рис. 5. Динамика роста микроорганизмов и изменения 
амидазной активности клеток при культивировании  
R. ruber VKM Aс�1167 в присутствии акриламида  
(1 г/л) и карбамида (10 г/л)   
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На основании полученных результатов кар�
бамидсодержащая среда с глицерином в качестве
основного источника углерода была выбрана  для
получения иммобилизованного биокатализатора.

Для иммобилизации бактерий измельчен�
ную гель�пленку бактериальной целлюлозы,
предварительно пропитанную жидкой питатель�
ной средой, инокулировали культурой бактерий
R. ruber VKM Aс�1167 и культивировали при 30 оС
в течение 2 сут для обрастания носителя микроор�
ганизмами.

Для трансформации акриламида использо�
вали 2.5 г биокатализатора, который помещали в
30 мл 0.1 М Na�фосфатного буфера с рН 7.0, содер�
жащего 20 мМ акриламида и 250 мМ гидроксила�
мина. Реакцию осуществляли при 30 оС и переме�
шивании при 180 об/мин.

В результате исследования кинетики синтеза
акрилгидроксамовой кислоты в этих условиях
было обнаружено, что с помощью иммобилизо�
ванного биокатализатора удается достичь концен�
трации целевого продукта около 12.8 мМ в тече�
ние 3 ч (рис. 6), что соответствует выходу 64% от
теоретически возможного.

Рис. 6. Кинетика образования акрилгидроксамовой
кислоты в процессе трансформации акриламида в при�
сутствии гидроксиламина с помощью иммобилизован�
ного биокатализатора

Установлено, что биокатализатор может
быть использован многократного. Как видно из
рис. 7, биокатализатор, по крайней мере, в течение
7 циклов позволяет стабильно получать акрилгид�
роксамовую кислоту с выходом около 60%.

Таким образом, бактериальная целлюлоза
может быть функционализирована с помощью
клеток микроорганизмов, обладающих амидазной
активностью, а полученные результаты могут
представлять интерес для разработки эффектив�
ных биокаталитических методов получения прак�
тически важных гидроксамовых кислот.

Рис. 7. Выход продукта при многократном использова�
нии иммобилизованного биокатализатора трансформа�
ции акриламида в присутствии гидроксиламина

Экспериментальная часть

Для поиска бактерий с амидазной активнос�
тью использовали культуры R. erytropolys VKM
Ас�1161 и R. ruber VKM Ас�1167, полученные из
Всероссийской коллекции микроорганизмов, а
также три штамма R. erytropolys А4�72, А18�19 и
А25, выделенные из почвы и сточных вод нефте�
химических предприятий 26.

Для получения энзиматически активной
биомассы бактерии выращивали в чашках Петри
на агаризованном гидролизате рыбной муки, со�
держащем 1% глюкозы или глицерина в качестве
основного источника углерода. Культивирование
микроорганизмов осуществляли при температуре
30±2 оС в течение 3 сут. По окончании культиви�
рования биомассу собирали с поверхности среды,
отмывали 0.05 М натрий фосфатным буфером
с рН 7.0 и  использовали для трансформации ак�
риламида.

Для экспресс�тестирования на амидазную
(ацилтрансферазную) активность биомассу в ко�
личестве 100 мг по сырому весу суспендировали
в 0.5 мл 0.1 М фосфатного буфера и добавляли
0.25 мл 1 М свежеприготовленного раствора соля�
нокислого гидроксиламина в дистиллированной
воде, доведенного 10 Н NaOH до pH 7.0. Реакцию
запускали добавлением 0.25 мл 20 мМ раствора
акриламида в дистиллированной воде. Для конт�
роля реакции периодически отбирали пробы по 50
мкл. Пробы сразу же переносили в ячейки на им�
муноферментном плато, в которые заранее было
налито по 100 мкл раствора хлорида железа III
(0.355 М FeCl3 в 0.665 М HCl). При наличии в
пробе гидроксамовой кислоты наблюдался пере�
ход окраски из светло�желтого к темно�коричне�
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вому, по интенсивности которой можно судить о
количестве образовавшейся гидроксамовой кис�
лоты.

Количественное определение концентрации
акрилгидроксамовой кислоты осуществлялось
спектрофотометрически на спектрофотометре
(СФ � 2000, Россия). Из отобранных проб центри�
фугированием удалялась биомасса при 8000 об/мин
в течение 2 мин. Затем один объем (0.4–0.5 мл) про�
бы смешивался с двумя объемами (0.8–1.0 мл) ра�
створа хлорида железа (III), смесь переносилась в
кювету (длина оптического пути 1 см) и сразу же
снимался спектр в видимом диапазоне (400–800
нм) относительно раствора сравнения (одна часть
дистиллированной воды и две части раствора хло�
рида железа).

Концентрацию акрилгидроксамовой кисло�
ты рассчитывали согласно работе 27. В качестве
контроля использовали реакционную смесь без
акриламида.

Гель�пленки бактериальной целлюлозы для
иммобилизации бактерий R. ruber VKM Ac�1167
получали в процессе культивирования уксусно�
кислых бактерий K. sucrofermentans  ВКПМ
В�13858 в статических условиях при 30 оС в кол�
бах на 250 мл, содержащих 50 мл среды Хестрина �
Шрамма с этанолом (1%) в течение 12 сут 28. По
окончании культивирования гель�пленки поли�

мера промывали дистиллированной водой, обра�
батывали 0.5 М раствором NaOH при 80 оС в тече�
ние 30 мин и снова промывали дистиллированной
водой до достижения нейтрального рН.

Иммобилизацию бактерий R. ruber VKM
Ac�1167 на гель�пленках целлюлозы осуществля�
ли адсорбционно�инкубационным методом. Об�
разцы пленок массой 8 г помещали в колбы объе�
мом 250 мл, содержащие 20 мл суспензии бакте�
рий в жидкой питательной среде, содержащей 1%
глицерина и 10 г/л карбамида, и перемешивали
при 180 об./мин в течение 3 ч. Затем избыток сре�
ды декантировали и инкубировали пленки
при 30 оС в статических условиях в течение 2 сут.

Для исследования трансформации акрила�
мида с помощью иммобилизованной культуры
R. ruber VKM Ac�1167 полученные биокатализа�
торы массой 2.5 г помещали в колбы объемом
250 мл, добавляли 30 мл 0.1 М Na�фосфатного бу�
фера с рН 7.0, содержащего 20 мМ акриламида и
250 мМ гидроксиламина и перемешивали
при 30 оС и 180 об./мин на шейкер�инкубаторе
Biosan ES�20/60.

Все эксперименты проводили в трех повтор�
ностях. Полученные данные обрабатывали с ис�
пользованием компьютерной программы
Microsoft Excel. Стандартное отклонение не пре�
вышало 5% от средних значений.
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