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широко используются микробиологические про-
цессы [2].

Первое успешное использование микробной 
трансформации для получения мономера акрила-
мида было предпринято фирмой Nitto Chemical 
Industry (Япония) еще в 1985 г. с помощью бакте-
рий, обладающих нитрилгидратазной активностью 
[3]. Сегодня используют биокатализатор 3-го по-
коления R. rhodochrous J1, продуцирующий высо-
комолекулярную кобальтосодержащую нитрилги-
дратазу [4]. Фермент катализирует превращение 
нитрилов карбоновых кислот в соответствующие 
амиды в двустадийном гидролизе. Реализован био-
технологический способ получения никотинамида 
[5]. В обоих технологических процессах синтез 
проходит при комнатной температуре и атмосфер-
ном давлении и является экологически более пред-
почтительным по сравнению с химическим ката-
лизом [6, 7].

Акриламид — мономер для получения водо-
растворимых полимеров и сополимеров, широко 
используемых в качестве флоккулянтов, реагентов 
для нефтедобычи, диспергаторов, адсорбентов и 
т. д. Из-за недостатка мономеров подобные поли-
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тов для эффективного и экологически безопасного 
получения разнообразных химических соединений 
является одним из приоритетных направлений раз-
вития биотехнологии. Биокаталитические системы 
привлекают внимание химиков благодаря их уни-
кальным свойствам: в отличие от химических ка-
тализаторов, они действуют в мягких условиях и 
имеют исключительно высокую избирательность 
действия [1].

В последние годы в связи с интенсивным раз-
витием биотехнологии и промышленной микро-
биологии пристальное внимание уделяется раз-
работке и модернизации традиционных химиче-
ских производств путем введения в производствен-
ный процесс биокаталитической стадии с участием 
ферментов или бактериальных клеток. В большин-
стве случаев наиболее эффективной, стабильной и 
удобной для биокатализа формой являются цель-
ные клетки, вследствие чего в биотехнологии 

УДК 579.66:579.222.4

ГИДРОЛИЗ АКРИЛОНИТРИЛА И 3-ЦИАНОПИРИДИНА 
КЛЕТКАМИ БАКТЕРИЙ РОДА RHODOCOCCUS

А. В. Максимова1, Д. М. Васильев1, М. В. Кузнецова2, В. А. Демаков1,2

1 Пермский государственный университет
2 Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН

Поступила в редакцию 10.08.2011 г.
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меры в нашей стране производятся в ограниченных 
количествах. В результате гидролиза цианопири-
динов образуются пиридинзамещенные амиды и 
карбоновые кислоты, которые являются витамина-
ми, предшественниками фармацевтических пре-
паратов. Никотинамид (витамин В3, ниацин) ис-
пользуется в медицине как сосудорасширяющее 
средство для лечения сахарного диабета, заболева-
ний сердца и желудочно-кишечного тракта. Его 
применяют в качестве витаминной добавки в ра-
ционе питания различных сельскохозяйственных 
животных. Потребность в таких продуктах в Рос-
сии постоянно возрастает.

В данной работе изучена способность штаммов 
рода Rhodococcus конвертировать акрилонитрил и 
3-цианопиридин в соответствующие амиды.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В работе использовали почвенные штаммы 

R. ruber gt1 и Rhodococcus sp. A0, утилизирующие 
нитрилы карбоновых кислот, полученные ранее 
(2002—2004 гг.) в результате селекции на ацето- и/
или изобутиронитриле из образцов почв и вод 
естественной среды и почв промышленных пред-
приятий (ФГУП «ПЗ им. С. М. Кирова» и ОАО 
«Бератон») [8].

Для культивирования бактерий применялась 
минеральная безазотная солевая среда N (Макси-
мов и др., 2007). В качестве источника углерода 
использовали глюкозу в концентрации 0.1%, ис-
точника азота — хлористый аммоний в концентра-
ции 10 мМ. Ацетамид (10 мМ) добавляли как ин-
дуктор нитрилгидратазы. Клетки бактерий выра-
щивали в 600 мл среды в конических колбах объе-
мом 1 л при температуре 30 °C и постоянном пере-
мешивании со скоростью вращения 120 об./мин. 
Рост культуры бактерий оценивали по оптической 
плотности суспензии клеток при l = 540 нм с уче-
том разведения. Клетки, отобранные в конце экс-
поненциальной фазы (ОП540 = 1.5—2.0) в период 
максимальной активности, центрифугировали 
20 мин. при 9 тыс. об./мин. и ресуспендировали в 
10 мМ калий -натрий фосфатном буфере (pH 7.2).

Конверсию нитрилов с использованием био-
массы клеток проводили в 1 мл фосфатного буфе-
ра в течение 60 мин. Реакцию проводили одновре-
менно в двух температурных режимах: при 25 и 
50 °С для акрилонитрила, при 30 и 50 °С для 
3-цианопиридина. Субстраты добавляли дробно по 
мере их трансформации, не превышая концентра-
цию 3 %. Пробы отбирали каждые 10 мин., центри-
фугировали при 12 тыс. об./мин. в течение 3 мин. 

Реакцию останавливали добавлением 50 мкл кон-
центрированной HCl. В 24-часовом синтезе акри-
ламида и никотинамида пробы отбирали каждый 
час по 200 мкл,  центрифугировали при 
12 тыс. об./мин. в течение 3 мин., супернатанты 
использовали для анализа субстратов и продуктов.

Количественный анализ акрилонитрила, акри-
ламида и акриловой кислоты осуществляли мето-
дом газовой хроматографии (Shimadzu GC-2014). 
3-цианопиридин, никотинамид и никотиновую 
кислоту определяли с помощью высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии (Shimadzu LC-10). 
В качестве стандартов использовали растворы 
чистых нитрилов, амидов и карбоновых кислот.

Активность нитрилгидратазы клеток контро-
лировали спектрофотометрически. Для этого от-
бирали 0.5 мл суспензии, центрифугировали при 
12 тыс. об./мин. в течение 3 мин., ресуспендирова-
ли в фосфатном буфере и измеряли ферментатив-
ную активность с использованием акрилонитрила. 
За единицу активности фермента принимали коли-
чество акриламида в мкмоль, образуемое мг сухо-
го веса клеток за минуту (мкмоль/мг/мин.).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Предварительные исследования влияния тем-

пературы на каталитическую активность нитрил-
гидратаз двух штаммов родококков показали, что 
температурный оптимум функционирования кле-
ток лежит в пределах 30—55 °C (рис. 1).

Принимая удельную активность нитрилгидра-
тазы при конверсии акрилонитрила за 100 %, от-
носительная ферментативная активность по 3-циа-
нопиридину составила для штамма R. ruber gt1 
15.5%, для Rhodococcus sp. A0 — 11.3 %.

В ходе 60-ти мин. конверсии акрилонитрила 
установлено, что нитрилгидратазы клеток при 
25 °C стабильно работали в течение всего периода 
исследования. В то же время при 50 °C происходи-
ло увеличение активности нитрилгидратазы, кото-
рая затем медленно снижалась и к концу реакции 
составила 58.4 % и 44.0 % от исходной величины 
у R. ruber gt1 и Rhodococcus sp. А0 соответственно 
(рис. 2).

Хотя к 60-ти мин. активность клеток штаммов 
R. ruber gt1, Rhodococcus sp. А0 при 50 °C остава-
лась высокой, накопление акриламида после 
30 мин. реакции было незначительное. Количество 
продукта при конверсии акрилонитрила биомассой 
R. ruber gt1 (0.15 мг сухого веса) при 25 °C соста-
вило 678.9 мкмоль, а при 50 °C — 535.5 мкмоль, 
биомассой Rhodococcus sp. А0 (0.2 мг) — 780.5 и 
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часов держалась на высоком уровне, а затем сни-
жалась и составила менее 10% от исходной актив-
ности, что, возможно, связано с токсическим 
действием накопившегося акриламида, нельзя ис-
ключить и влияние акрилонитрила. Акриловая 
кислота не обнаруживалась.

Биомасса штамма R. ruber gt1 (39.0 мг) транс-
формировала 3-цианопиридин в никотинамид, 
концентрация которого к концу эксперимента до-
стигла 3.9%. При суточной конверсии нитрила 
клетками Rhodococcus sp. А0 (39.8 мг) концентра-
ция никотинамида в растворе составила 4.2%. 
Однако нарастание количества продукта не пре-
кратилось и к 24 часам эксперимента, хотя темп 
прироста никотинамида существенно снизился 
(рис. 4). Никотиновая кислота определялась в сле-
довых количествах.

810 мкмоль соответственно (рис. 3). Динамика 
ферментативной активности клеток обоих штаммов 
при конверсии 3-цианопиридина была аналогичной. 
Количество образованного никотинамида штаммом 
R. ruber gt1  при 30 °C составило 115.7 мкмоль, при 
50 °C — 169.6 мкмоль, штаммом Rhodococ-
cus sp. A0 —  148.7 и 187.1 мкмоль соответственно.

Учитывая, что к окончанию реакции при 25 °C 
происходило нарастание обоих продуктов, в по-
следующих экспериментах были увеличены время 
конверсии и биомасса штаммов. При 24-часовом 
гидролизе акрилонитрила катализаторами 
R. ruber gt1 (80 мг) и Rhodococcus sp. A0 (70 мг) 
был получен 37.3 и 40.1% раствор акриламида (в 
50 мл среды). Основное количество продукта было 
накоплено к 9 часу реакции. При этом в обоих 
случаях активность нитрилгидратаз в течение трех 
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В то же время нужно отметить, что обнаруже-
но значительное накопление никотинамида в 
клетках обоих штаммов. Отработанную биомассу 
центрифугировали, 2-х кратно отмывали фосфат-
ным буфером, разрушали ультразвуком, центри-
фугировали и супернатант использовали для 
анализа продуктов реакции. Клетки штамма 
Rhodococcus sp. А0 депонировали 8.03 ммоль ни-
котинамида, штамма R. ruber gt1 — 28.02 ммоль, 
что составило 10.1 и 8.9 % от количества продук-
та в реакционной среде.

Таким образом, температурный режим конвер-
сии 25 °C (для акрилонитрила) и 30 °C (для 3-циа-
нопиридина), дробное добавление субстратов 
обеспечивают длительную работу ферментов, в 
результате чего образуется большее количество 
акриламида и никотинамида без накопления по-
бочных продуктов. Скорость гидратации акрило-
нитрила и 3-цианопиридина клетками штаммов 
родококков сопоставима со штаммами R. rhodo-
chrous J1 и M33, используемыми в промышленном 
производстве никотинамида [5, 9]. Получение 
акриламида и/или никотинамида биокаталитиче-
ским способом с помощью штаммов R. ruber gt1 и 
Rhodococcus sp. А0 перспективно из-за высокой 
эффективности, чистоты получаемого продукта, 
низкими энергетическими затратами.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
ФЦП «Научные и научно-педагогические кадры 
инновационной России» на 2009—2013 годы, госу-
дарственный контракт 02.740.11.0078.
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