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Разработаны гетерогенные биокатализаторы гидролиза нитрилов и 
амидов карбоновых кислот на основе иммобилизованных и само-
иммобилизованных бактериальных клеток, а также ферментного 
препарата. Изучено влияние иммобилизации на ферментативную 
активность и стабильность при многократном использовании и воз-
действии экстремальных условий реакционной среды (pH, темпера-
тура). Дана оценка эффективности этих биокатализаторов в гидро-
литических процессах. 

 
Гетерогенный биокатализ – специфи-

ческий, высокоэффективный процесс 
трансформации органических веществ, 
протекающий на поверхности раздела 
фаз, катализатором которого является 
биологическая составляющая (фермент, 
комплекс ферментов, органеллы, клетки), 
иммобилизованная на нерастворимом но-
сителе. Биокатализ можно рассматривать 
в рамках относительно нового направле-
ния в науке, получившего название «зеле-
ная химия». Целью этого направления, 
которое сформировалось в 90-х годах 
20-го века, является предотвращение за-
грязнения окружающей среды при полу-
чении химических продуктов или при 
разработке химических процессов [9]. 
Синтез и трансформация органических 
веществ биокаталитическим способом бо-
лее специфичны, энергетически выгодны 
и экологически безопасны. 

Интерес к биокаталитическим процес-
сам неуклонно возрастает во всем мире. 
Последние десятилетия активно разраба-
тываются научные основы биотехноло-

гий, основанных на применении гидроли-
тических ферментов. Среди таких про-
цессов большое внимание уделяется био-
трансформации нитрильных и амидных 
соединений, которая основана на катали-
зе этих органических веществ фермента-
ми метаболизма нитрилов у микроорга-
низмов. При трансформации алифатиче-
ских нитрилов могут быть получены та-
кие промышленно значимые соединения, 
как акриламид и акриловая кислота; аро-
матических нитрилов (цианопиридинов) 
– никотинамид, никотиновая кислота и 
др. Стереоселективный ферментативный 
гидролиз нитрила миндальной кислоты, 
фенилглицинонитрила, β-гидроксизаме-
щенных нитрилов позволяет получить 
продукты с высокой степенью энантиосе-
лективности [8, 10, 14]. Известны два пу-
ти гидролиза нитрилов: двустадийный 
нитрилгидратазный, включающий стадию 
гидратации нитрила до соответствующе-
го амида с помощью фермента нитрил-
гидратазы (КФ 4.2.1.84) и стадию гидро-
лиза амида до карбоновой кислоты, осу-
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ществляемую амидазой (КФ 3.5.1.4), од-
ностадийный путь прямого гидролиза 
нитрила в соответствующую карбоновую 
кислоту катализируется ферментом нит-
рилазой (КФ 3.5.5.1) [7]. Биокатализато-
рами данных процессов могут являться 
либо целые клетки микроорганизмов, ли-
бо изолированные ферменты. 

По сравнению с гомогенным, проте-
кающим в однородной среде, гетероген-
ный биокатализ имеет ряд преимуществ, 
а именно возникает возможность разра-
ботки непрерывных процессов, увеличи-
вается срок эксплуатации биокатализато-
ра, снижается количество отходов. Гете-
рогенные биокатализаторы чаще всего 
представляют собой изолированные фер-
менты или целые клетки микроорганиз-
мов, иммобилизованные на поверхности 
нерастворимого материала-носителя ме-
тодом адсорбции или ковалентной сшив-
ки, либо в массе носителя путем включе-
ния в структуру геля или инкапсуляции 
(рис. 1). 

Среди существующих методов иммо-
билизации ферментов и клеток особый 
интерес представляет адсорбция, и не 
только в силу технологических преиму-
ществ, которые заключаются в легкости 

исполнения, дешевизне, большом выборе 
подходящих биосовместимых инертных 
носителей, возможности их регенерации 
и создания непрерывных технологий, но 
и благодаря фундаментальным аспектам 
этого метода. 

Согласно современным представлени-
ям, микроорганизмы существуют в при-
родных экосистемах не в виде свободно 
плавающих планктонных клеток, а в виде 
специфически организованных прикреп-
ленных к субстрату биопленок [1]. Ад-
сорбция клеток интересна тем, что бакте-
рии возвращаются в свое естественное 
прикрепленное состояние, изучение кото-
рого позволяет приблизиться к понима-
нию процессов, происходящих в природе. 
Экспериментальную адгезию микроорга-
низмов к нерастворимому носителю мож-
но рассматривать как модель первого эта-
па образования биопленки в природе, свя-
занного с прикреплением клеток к биоти-
ческой или абиотической поверхности. В 
то же время биокатализатор на основе са-
моиммобилизованных в процессе роста 
микроорганизмов представляет собой 
биопленку, изучение которой интересно 
как с теоретической, так и с практической 
точки зрения. Принимая во внимание, что 

Рис. 1. Методы иммобилизации ферментов и клеток микроорганизмов 
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внутриклеточные ферменты функциони-
руют не в разбавленном растворе, а в 
сложной гетерогенной среде, целесооб-
разно изучение их свойств в иммобилизо-
ванном состоянии. 

В лаборатории химического мутагене-
за Института экологии и генетики УрО 
РАН проводятся работы по получению 
гетерогенных биокатализаторов гидроли-
за нитрильных и амидных соединений, 
изучаются их каталитические свойства и 
оценивается эффективность биотранс-

формации. Исследования проводятся в 
нескольких направлениях: 1) создание 
биокатализаторов на основе нерастущих 
бактериальных клеток, иммобилизован-
ных на различных носителях; 2) получе-
ние биопленок нитрилутилизирующих 
бактерий при гетерофазном культивиро-
вании; 3) иммобилизация ферментного 
препарата, содержащего нитрилгидрата-
зу, нитрилазу и/или амидазу, методом ад-
сорбции и ковалентного присоединения. 

 
ГЕТЕРОГЕННЫЙ БИОКАТАЛИЗАТОР ГИДРОЛИЗА НИТРИЛОВ  

НА ОСНОВЕ АДСОРБИРОВАННЫХ НЕРАСТУЩИХ 
БАКТЕРИАЛЬНЫХ КЛЕТОК 

 
Селекционированные в лаборатории 

химического мутагенеза ИЭГМ УрО РАН 
штаммы нитрилгидролизующих бактерий 
Rhodococcus ruber gt1, обладающих высо-
кой нитрилгидратазной активностью, и 
Pseudomonas fluorescens C2, содержащих 
нитрилазу, были адсорбционно иммоби-
лизованы на различных неорганических 

носителях (рис. 2). В качестве носителей 
были выбраны углеродсодержащие ад-
сорбенты: активные дробленые угли 
(БАУ, Norit PK 1-3), гранулированные 
(ФТД), активированные углеродные во-
локна (Карбопон-B-актив), карбонизиро-
ванные углеродные волокна (Урал ТМ-4, 
Карбопон), уголь-сырец, Сибунит, Сапро-

Рис. 2. Клетки R. ruber gt1, адсорбированные на углеродсодержащих носителях:  
а – Урал ТМ-4, б – Сибунит, в – уголь-сырец, г – Карбопон, д – БАУ, е – Сапропель 
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пели, а также синтезированные в Инсти-
туте катализа СО РАН носители со слоем 
графитоподобного и каталитического во-
локнистого углерода (КВУ) [2, 3]. Все вы-
шеперечисленные носители обладали 
гидрофобной поверхностью и эффектив-
но адсорбировали клетки штамма родо-
кокков, также имеющие гидрофобную по-
верхность. С другой стороны, адсорбция 
клеток псевдомонад, имеющих гидро-
фильную клеточную стенку, была значи-
тельно ниже на данных носителях. Для 
адсорбции клеток этого штамма был ис-
пользован гидрофильный каолин. 

Скрининг большого числа адсорбен-
тов, различающихся по своим характери-
стикам (пористость, дисперсность, удель-
ная площадь доступной поверхности, ха-
рактер поверхности), как носителей для 
иммобилизации нерастущих бактериаль-
ных клеток, позволил выявить ряд основ-
ных свойств, которыми должен обладать 
материал для эффективной адгезии кле-
ток. Во-первых, так как размеры клеток 

большинства бактерий превышают 1 мкм, 
носитель должен обладать макропорами, 
которые увеличивают площадь, доступ-
ную для адсорбции клеток. Этому требо-
ванию отвечают такие материалы, как 
БАУ, Norit PK 1-3, уголь-сырец, Сапро-
пель. Во-вторых, площадь доступной по-
верхности может быть увеличена за счет 
высокой дисперсности носителя – это мо-
жет быть порошкообразный уголь-сырец, 
каолин. В-третьих, шероховатая поверх-
ность носителя более предпочтительна 
для адгезии клеток, как в случае синтези-
рованного на поверхности носителей слоя 
КВУ, а также носителя Сибунита. Нали-
чие этих свойств у носителей позволяет 
увеличить клеточную нагрузку, избежать 
десорбции клеток в реакционную среду и 
диффузионных ограничений. 

Следует отметить, что при адсорбции 
нитрилгидратазная и нитрилазная актив-
ность клеток увеличивается (таблица). У 
клеток в стационарной фазе роста это мо-
жет быть связано, скорее всего, не с воз-

Нитрилгидратазная и нитрилазная активность и стабильность гетерогенных  
биокатализаторов на основе адсорбированных бактериальных клеток 

Штамм бактерий / 
фермент 

Носитель [S], M Активность, % N 

БАУ 1,04 141 8 
Norit PK 1-3 0,85 135 8 
ФТД 0,97 142 7 
Уголь-сырец 0,77 143 8 
Урал ТМ-4 1,25 115 7 
Карбопон 0,97 128 7 
Карбопон-В-актив 1,13 81 5 
ФАС 1,21 142 7 
Массивный КВУ 0,86 123 7 
Керамзит/графитоподоб-ный слой 1,3 57 2 

Керамзит/КВУ-слой 

(6,47 вес%) 0,9 228 8 

Керамзит/КВУ-слой 

(2,84 – 3,63 вес%) 0,9 184 6 

Сибунит 1,13 235 2 

R. ruber gt1 / 
нитрилгидратаза 

Сапропель 0,05 285 3 
Каолин 1,3 198 5 
БАУ 0,6 330 6 P. fluorescens C2 / 

нитрилаза Карбопон-В-актив 0,6 171 5 
Примечание: [S] – концентрация раствора акрилонитрила, при которой наблюдается максимальная 
активность адсорбированных клеток; 100 % – максимальная активность суспензии клеток; N – количество 
циклов, в которых сохраняется 50 % активности гетерогенного биокатализатора 
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растанием экспрессии генов, кодирую-
щих эти ферменты, а с изменениями в 
проницаемости мембран, которые проис-
ходят при переходе клеток в адгезирован-
ное состояние [11]. Кроме того, получен-
ный гетерогенный биокатализатор может 
использоваться многократно для транс-
формации высоких концентраций алифа-
тических нитрилов в амиды и соответст-
вующие карбоновые кислоты с сохране-

нием активности в течение ряда последо-
вательных реакций. 

Таким образом, при соответствии но-
сителей перечисленным требованиям, ад-
сорбционной иммобилизацией нерасту-
щих бактериальных клеток можно полу-
чить активный и стабильный гетероген-
ный биокатализатор, который может быть 
использован в процессе гидролиза нитри-
лов. 

 
ГЕТЕРОГЕННЫЙ БИОКАТАЛИЗАТОР ГИДРОЛИЗА НИТРИЛОВ  

НА ОСНОВЕ БИОПЛЕНОК НИТРИЛУТИЛИЗИРУЮЩИХ БАКТЕРИЙ 
 

Способность микроорганизмов к обра-
зованию биопленок может играть не 
только отрицательную роль (антибиоти-
коустойчивость патогенных штаммов, 
биокоррозия), но и положительную – в 
биологической очистке сточных вод, га-
зообразных выбросов и почв. Кроме того, 
биопленки промышленно значимых 
штаммов микроорганизмов могут рас-
сматриваться как самоиммобилизующие-
ся и саморегенерируемые биокатализато-
ры, что особенно актуально в тех случа-
ях, когда субстраты и/или продукты био-
катализа отрицательно воздействуют на 
жизнеспособность клетки. Но в то же вре-
мя целесообразность применения биопле-
нок в биокатализе остается спорным во-
просом, так как преимущества, заклю-
чающиеся в самоиммобилизации, долго-
временной активности и высокой устой-
чивости к токсичным веществам сочета-
ются с флуктуациями в продуктивности и 
качестве конечного продукта, обуслов-

ленными сложной и динамичной приро-
дой биопленок. Кроме того, возможно об-
разование избытка внеклеточных поли-
мерных веществ, приводящее к ограниче-
ниям массопереноса и загрязнению реак-
тора [13]. 

В процессе гетерофазного культиви-
рования с углеродсодержащими носите-
лями и полиэтиленом высокой плотности 
был получен биокатализатор гидролиза 
нитрилов в свободно-суспендированном 
виде и в виде биопленок (рис. 3, 4). Срав-
нивали суммарную продуктивность био-
катализатора, которая слагалась из про-
дуктивности планктонной культуры и 
биопленки, с продуктивностью гомоген-
ного биокатализатора, выращенного в ви-
де суспензии. Нами было показано, что 
при гетерофазном культивировании родо-
кокков, а именно штамма R. ruber gt1, 
суммарная продуктивность такого биока-
тализатора выше контрольной, если в ка-
честве носителей использовались поли-

Рис. 3. Биопленка P. fluorescens C2  
на карбонизированных углеродных волокнах 

Карбопон: 1 – клетки, 2 – волокно 

Рис. 4. Биопленка R. ruber gt1  
на карбонизированных углеродных волокнах 

Карбопон: 1 – волокно, 2 – клетки 
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этилен и карбонизированная ткань Урал 
ТМ-4 (рис. 5) [6]. В то же время при куль-
тивировании P. fluorescens C2 результат 
был обратный – культивирование с носи-
телями не давало таких преимуществ, бо-
лее того, суммарная продуктивность в 
этом случае была ниже контрольной. Это 
может объясняться особенностями изу-
чаемых бактерий: известно, что псевдо-
монады при росте в виде биопленок про-
дуцируют большое количество полимер-
ного матрикса, который, вероятно, и сни-
жает гидролитическую способность кле-

ток из-за затруднений массообмена. 
При разработке биокатализатора на 

основе биопленок бактерий следует учи-
тывать свойства бактериальных культур, 
а именно их особенности при росте в при-
крепленном состоянии. Так, скорее всего, 
бактерии, продуцирующие избыток вне-
клеточных полимеров в биопленке, будут 
в этом состоянии менее предпочтительны 
для использования в качестве биокатали-
затора трансформаций органических ве-
ществ. 

 
ГЕТЕРОГЕННЫЙ БИОКАТАЛИЗАТОР НА ОСНОВЕ 

ИММОБИЛИЗОВАННОГО ФЕРМЕНТНОГО ПРЕПАРАТА 
 

Известно, что ферменты метаболизма 
нитрилов – внутриклеточные. В этом слу-
чае, конечно, биокатализатором может 
служить и целая клетка, что имеет свои 
преимущества: отсутствуют дорогостоя-
щие операции по выделению и очистке 
фермента, упрощается и удешевляется 
процесс приготовления биокатализатора. 
Но в ряде случаев имеет смысл получе-
ние ферментного препарата. Поскольку в 
клетке функционирует весь комплекс 
ферментов, для увеличения специфично-
сти процесса и количества биокатализато-
ра на единицу объема реактора можно ис-
пользовать выделенный фермент. Так, 
нитрилгидратаза в клетке находится в 
комплексе с амидазой, поэтому очищен-
ный фермент может оказаться более 
предпочтительным для производства 
амидов, не загрязненных карбоновыми 
кислотами. При этом сильного удорожа-

ния биокатализатора можно избежать, ес-
ли использовать ферментный препарат 
грубой очистки. 

Нами был получен ферментный пре-
парат нитрилгидратазы и нитрилазы, ко-
торый был иммобилизован методом ад-
сорбции и ковалентного связывания с но-
сителем. Изучали каталитические свойст-
ва иммобилизованных ферментных пре-
паратов. Препарат нитрилгидратазы, ад-
сорбированный на оксидах алюминия и 
углеродсодержащих носителях, получен-
ных на их основе (Институт катализа им. 
Г.К. Борескова СО РАН), осуществлял 
гидратацию акрилонитрила до акрилами-
да [5]. Однако при этом сохранялось не 
более 10 % первоначальной активности 
фермента в растворе, хотя иммобилизо-
ванный препарат проявлял операционную 
стабильность при проведении последова-
тельных реакций трансформации суб-

Рис. 5. Образование суспендированными клетками и биопленкой P. fluorescens C2 акриловой 
кислоты (а) и суспендированными клетками и биопленкой  R. ruber gt1 никотинамида (б). 

Контроль – суспензия, выращенная без носителя 
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страта и полностью не инактивировался в 
процессе гидратации акрилонитрила при 
высоких (до 70 °С) температурах. Также 
было показано, что повышение содержа-
ния углерода приводило к возрастанию 
количества адсорбированного фермента, 
но одновременно и к снижению его ак-
тивности (рис. 6). 

Недостаточная активность адсорбиро-
ванной нитрилгидратазы обусловила не-
обходимость дальнейших поисков пред-
почтительных методов иммобилизации 
этого ферментного препарата. Нитрил-
гидратаза была иммобилизована методом 
ковалентной сшивки с гранулами хитоза-
на, активированного раствором бензохи-
нона [4]. При изучении каталитических 
свойств иммобилизованного фермента 

было выявлено, что ковалентное присое-
динение нитрилгидратазы к активирован-
ному хитозану позволяет достичь макси-
мальной скорости реакции, катализируе-
мой свободным ферментом, и дает воз-
можность многократного использования 
биокатализатора с сохранением активно-
сти (рис. 7). Также иммобилизация на хи-
тозане дает возможность ферменту функ-
ционировать при более низких значениях 
рН и расширяет диапазон рН, при кото-
ром активность близка к максимальной. 
Полученный биокатализатор может быть 
использован в процессах трансформации 
акрилонитрила в акриламид с достаточ-
ной степенью эффективности. 

Таким образом, в зависимости от по-
ставленных целей, особенностей гидро-

Рис. 6. Трансформация нитрила акриловой кислоты (НАК) нитрилгидратазой, иммобилизованной 
на оксидах алюминия и углеродсодержащих носителях, полученных на их основе 

Рис. 7. Каталитические свойства нитрилгидратазы, иммобилизованной  
на активированном хитозане [4] 
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литической трансформации и используе-
мых субстратов нами разрабатываются 
различные направления гетерогенного 
биокатализа нитрилов и амидов: катализ 
бактериальными клетками, иммобилизо-
ванными из предварительно выращенной 
до стационарной фазы роста культуры; 
биопленками нитрилутилизирующих бак-
терий; изолированными иммобилизован-
ными ферментами метаболизма нитри-
лов. Несмотря на то, что даже в рамках 
одного типа изучаемых биокаталитиче-

ских процессов существует немало во-
просов, которые требуют решения, пере-
ход от гомогенного биокатализа к гетеро-
генному означает переход от экстенсив-
ных способов проведения биотехнологи-
ческих процессов к интенсивным. 

 
Электронная сканирующая микроскопия вы-

полнена в Институте катализа им. Г.К. Борескова 
СО РАН в рамках совместного интеграционного 
проекта. 
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