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Нитрилгидратаза (КФ 4.2.1.84), катализирую�
щая гидратацию нитрилов до амидов, является
ключевым ферментом метаболизма нитрилов у
микроорганизмов. Этот фермент применяется в
крупномасштабном промышленном производ�
стве из соответствующих нитрилов акриламида и
никотинамида, используемых в химической и
фармацевтической индустрии [1, 2]. Биотехноло�
гическое производство акриламида в России ос�
новано на высокопродуктивном штамме родо�
кокков – Rhodococcus rhodochrous M8 [3–5], в
Японии – R. rhodochrous J1. У промышленно зна�
чимого штамма R. rhodochrous J1 обнаружено два ви�
да нитрилгидратаз – высокомолекулярная (520 кДа)
и низкомолекулярная (130 кДа), гены которых
экспрессируются в зависимости от индуктора,
добавленного в среду культивирования. Оба фер�
мента – гетеромеры, состоящие из α� и β�субъ�
единиц: высокомолекулярный фермент содержит
по 8–10, низкомолекулярный – по 2 каждой субъ�
единицы [6]. Нитрилгидратаза штамма R. rhodoch�
rous М8, как и R. rhodochrous J1, является гетеро�
мером и содержит ионы кобальта в активном цен�
тре [4].

Стабилизация ферментов является необходи�
мым этапом на пути их широкого внедрения в
производство. Ограничение конформационных
перестроек белковой глобулы позволяет сохра�
нить работоспособность активного центра в тече�
ние длительного времени [7]. Иммобилизация на

нерастворимом носителе, основанная на физико�
химических принципах, дает возможность более
длительной эксплуатации ферментов и, как след�
ствие, повышения их продуктивности.

Перспективным носителем для иммобилиза�
ции ферментов является хитозан, получаемый
при деацетилировании хитина. По химической
структуре хитозан – сополимер D�глюкозамина и
N�ацетил�D�глюкозамина. В высокомолекуляр�
ных линейных цепях полиглюкозамина имеется
большое количество реакциоспособных амино� и
гидроксильных групп, подверженных химиче�
ским модификациям [8]. За счет образования
большого количества водородных связей он мо�
жет функционировать как универсальный сор�
бент, связывающий различные вещества органи�
ческой и неорганической природы [9]. Большое
количество реакционноспособных групп в моле�
куле определяет его способность взаимодейство�
вать с бифункциональными реагентами, образую�
щими химические связи как с молекулой хитозана,
так и с молекулой белка, что делает возможным
ковалентную сшивку фермента с хитозаном. При
ковалентном присоединении ферментов к носи�
телю в качестве бифункционального реагента ча�
сто используют глутаровый альдегид [10]. В случае
иммобилизации нитрилгидратазы этот активатор
не является предпочтительным, т.к. ингибирует ее
активность [11]. Сведений об активировании но�
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ным раствором бензохинона. Определены кинетические параметры реакции гидратации акрило�
нитрила, катализируемой иммобилизованной нитрилгидратазой и ферментом в растворе. Установ�
лено, что иммобилизация не приводит к снижению максимальной скорости реакции (Vмакс), тогда
как константа Михаэлиса (КM) уменьшается в 2.4 раза. Показана возможность многократного ис�
пользования иммобилизованного фермента на протяжении 50 последовательных циклов трансфор�
мации акрилонитрила, причем активность нитрилгидратазы в 50 цикле превышала таковую в пер�
вом цикле в 3.5 раза. Показано, что влияние температуры на активность зависело от концентрации
фермента, что подтверждает диссоциативный характер инактивации нитрилгидратазы. Обнаруже�
но, что иммобилизованная нитрилгидратаза сохраняет активность при рН 3.0–4.0, тогда как фер�
мент в растворе в этих условиях инактивируется. Полученный биокатализатор может эффективно
использоваться для получения акриламида из акрилонитрила.
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сителей бензохиноном для ковалентной сшивки
ферментов практически не встречается. 

Нами ранее было изучено влияние адсорбцион�
ной иммобилизации на неорганических носите�
лях, включая немодифицированные и углеродсо�
держащие оксиды алюминия, а также углеродный
носитель Сибунит, на активность и стабильность
нитрилгидратазы [12]. Активность полученного
иммобилизованного фермента не превышала 6–
10% исходной в растворе, что обусловило необхо�
димость дальнейших поисков предпочтительных
методов иммобилизации нитрилгидратазы.

Цель работы – получение биокатализатора
трансформации акрилонитрила в акриламид на
основе ферментного препарата, содержащего нит�
рилгидратазу, ковалентно иммобилизованного на
активированном хитозане, и изучение его катали�
тических свойств.

МЕТОДИКА

Нитрилгидратазу выделяли из штамма бакте�
рий R. ruber gt l, обладающего высокой нитрилгид�
ратазной активностью [13]. Бактериальную куль�
туру выращивали в колбах объемом 1 л на качалке
со скоростью вращения 100 об/мин при 30°С до
стационарной фазы роста на минимальной соле�
вой среде следующего состава (г/л): КН2РO4 – 1.0,
К2НРO4 ⋅ 3Н2O – 3.7, NaCl – 0.5, MgSO4 ⋅ 7H2O –
0.5, FeSO4 ⋅ 7H2O – 0.005, СоСl2 ⋅ 6Н2O – 0.01,
рН 7.2–7.4. В качестве источника углерода ис�
пользовали глюкозу в концентрации 0.1%, источ�
ник азота – хлористый аммоний в концентрации
10 мМ. Биомассу центрифугировали 20 мин при
10500 g, отмывали клетки от среды и ресуспенди�
ровали в 10 мМ фосфатном буфере, рН 7.4, содер�
жащем 44 мМ бутират натрия. Клетки разрушали
десятикратной обработкой ультразвуком (УЗГ8�
0.4/22, ВНИИ ТВЧ г. Санкт�Петербург, Россия)
по 15 с при частоте 22 кГц с охлаждением до 0–
4°С. Гомогенат центрифугировали 20 мин при
10500 g и температуре 4°С, затем проводили
фракционирование белка сульфатом аммония,
последовательно доводя концентрацию до 35 и
60% от насыщающей. В препарате, полученном
при 60%�ном насыщении сульфата аммония, со�
держание фермента составило 72% от общего ко�
личества белка. Количество белка в пробе опреде�
ляли по методу Бредфорд с красителем Кумасси
бриллиантовым синим G�250. В качестве стан�
дарта использовали бычий сывороточный альбу�
мин [14].

Нитрилгидратазу иммобилизовали методом
ковалентной сшивки с активированным хитоза�
ном. Готовили 2%�ный (вес/об.) раствор хитозана
средней вязкости (“Sigma”, Япония) в 2%�ной
(об./об.) уксусной кислоте и накапывали с помо�
щью шприца для инъекций объемом 5 мл в 1 М

раствор КОН. После затвердевания в течение 1 ч
гранулы отмывали однократно 0.01 М калий�
фосфатным буфером, рН 7.2 ± 0.2. Полученные
гранулы активировали 0.1%�ным раствором бен�
зохинона (“Fluka”, Швейцария) в течение 15 мин
в соотношении гранул и активатора 1 : 1. Отмыва�
ли 3 раза фосфатным буфером, двукратно превы�
шающим объем раствора бензохинона. Активи�
рованные гранулы смешивали с ферментным
препаратом в соотношении 2.5 : 1, после 40 мин
инкубации при 22–25°С отмывали 3 раза фосфат�
ным буфером, пятикратно превышающим объем
раствора белка. Количество белка, связанного с
активированным хитозаном, определяли по раз�
ности концентрации белка в растворе до и после
контакта с носителем. Полученный иммобилизо�
ванный препарат хранили при температуре от 0 до
+10°С.

Нитрилгидратазную активность растворенно�
го и иммобилизованного фермента определяли
по концентрации акриламида, образующегося за
10 мин трансформации раствора акрилонитрила
(НАК). Удельную активность нитрилгидратазы (Е)
выражали в мкмоль амида/мг белка мин. 

Концентрацию акриламида определяли мето�
дом ВЭЖХ на хроматографе LC�10 (“Shimadzu”,
Япония) с колонкой Synergi 4u Hydro�RP 80А
(250 × 4.6 мм). В качестве подвижной фазы ис�
пользовали 25 мМ NаН2РO4, скорость потока со�
ставляла 0.75 мл/мин при 25°С, детекцию прово�
дили при длине волны 200 нм.

Константу Михаэлиса (КM) и максимальную
скорость (Vмакс) нитрилгидратазной реакции, ка�
тализируемой иммобилизованным ферментом и
ферментом в растворе, вычисляли по графику
Лайнуивера–Берка, построенному по методу
двойных обратных величин. Для этого проводили
реакции трансформации растворов НАК в диапа�
зоне концентраций от 0.015 до 1.36 М в 1–5 мл ка�
лий�фосфатного буфера (рН 7.2 ± 0.2) в течение
10 мин, реакцию останавливали добавлением
концентрированной НС1 до конечной концен�
трации 5%, концентрацию образующегося акри�
ламида определяли методом ВЭЖХ.

Операционную стабильность нитрилгидрата�
зы, иммобилизованной на активированном хито�
зане, оценивали по сохранению нитрилгидра�
тазнои активности при последовательном прове�
дении 10 мин циклов конверсии 0.58 М раствора
акрилонитрила. После проведения реакционного
цикла гранулы хитозана с иммобилизованным на
них ферментом отмывали калий�фосфатным бу�
фером (рН 7.2 ± 0.2) и использовали в следующем
цикле.

Зависимость активности иммобилизованной
нитрилгидратазы и фермента в растворе от темпе�
ратуры определяли при проведении десятими�
нутной трансформации 0.58 М раствора акрило�



486

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 48  № 5  2012

МАКСИМОВА и др.

нитрила при температуре от 10 до 70°С в калий�
фосфатном буфере (рН 7.2 ± 0.2) с предваритель�
ным нагревом реакционной смеси до внесения
субстрата в течение 10 мин. Нагрев и трансформа�
цию субстрата осуществляли в термостате ТС –
1/80 СПУ (“Лабтех”, Россия). Реакцию останав�
ливали, как описано выше. Концентрацию акрил�
амида определяли методом ВЭЖХ.

Термостабильность фермента определяли сле�
дующим образом: иммобилизованную и натив�
ную нитрилгидратазу в калий�фосфатном буфере
(рН 7.2 ± 0.2) прогревали при 40, 50 и 60°С в тече�
ние 15, 30, 45 и 60 мин, резко охлаждали на ледя�
ной бане и проводили реакцию трансформации
0.58 М раствора акрилонитрила при 22°С. Опре�
деляли нитрилгидратазную активность, как опи�
сано выше. Константы термоинактивации фер�
мента (Кин) вычисляли по графику зависимости
натурального логарифма активности от времени
экспозиции при данной температуре и выражали
в обратных минутах (мин–1).

Зависимость активности иммобилизованной
нитрилгидратазы и фермента в растворе от рН ре�
акционной среды изучали при проведении деся�
тиминутной трансформации 0.58 М раствора ак�
рилонитрила при 22°С в универсальном буфере
Теорелла–Стенхагена [15] при рН от 2 до 10.5.

Результаты представлены средними значения�
ми по трем независимым опытам. Эксперимен�
тальная ошибка составляет не более 15%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Кинетические параметры реакции гидратации
акрилонитрила в акриламид, катализируемой им4
мобилизованной нитрилгидратазой и ферментом в
растворе. Определено, что максимальная ско�
рость нитрилгидратазной реакции (Vмакс), катали�
зируемой ковалентно иммобилизованным фер�
ментом, может достигать Vмакс реакции с участием
фермента в растворе – 50 мкмоль/мг мин. Сохра�
нение ферментативной активности при иммоби�
лизации указывает на то, что бензохинон в каче�
стве бифункционального реагента эффективно
связывает молекулу фермента с хитозаном, не за�
трагивая ее активный центр. В то же время кон�
станта Михаэлиса (КМ) нитрилгидратазы, кова�
лентно присоединенной к хитозану, снижается в
2.4 раза и составляет 0.17 ± 0.05 моль/л (таблица).
Т.к. по определению Vмакс и КМ – константы урав�
нения скорости реакции, выведенного для опре�
деления ферментативной активности в разбав�
ленном растворе, в случае иммобилизованных
ферментов следует говорить о “кажущейся” кон�
станте Михаэлиса [16]. Действительно, субстрат
ферментативной реакции остается прежним, и в
этом случае снижение КМ может являться резуль�
татом различных эффектов распределения моле�
кул субстрата и продукта, возникающих при им�
мобилизации фермента, либо отражать измене�
ние сродства фермента к субстрату в результате
конформационных изменений самого активного
центра при ковалентном присоединении молеку�
лы фермента к носителю. Эффект снижения КМ

описан в работах, касающихся адсорбционной
иммобилизации липазы на хитозане [9].

Операционная стабильность иммобилизованной
нитрилгидратазы. При проведении последова�
тельных циклов конверсии акрилонитрила была
выявлена высокая операционная стабильность
иммобилизованной нитрилгидратазы (рис. 1). Во
втором и нескольких последующих (до 6) циклах
реакций было отмечено возрастание нитрилгид�
ратазной активности в 18 раз по сравнению с пер�
вым циклом, затем постепенное снижение актив�
ности, которая в 50 цикле была в 3.5 раза выше,
чем в первом. Стабильность иммобилизованного
фермента при повторном многократном исполь�
зовании можно объяснить жестким фиксировани�
ем его молекулы на носителе, предотвращающим
диссоциацию гетеромера и потерю структуры

Каталитические свойства свободной и иммобилизованной нитрилгидратазы

Нитрилгидратаза КМ, моль/л Vмакc, 
мкмоль/мг мин

Кин, мин–1

40°С 50°С 60°С

В растворе 0.41 ± 0.15 50 6.6 × 10–3 2.7 × 10–2 1.4 × 10–1

Иммобилизованная 0.17 ± 0.05 50 2.2 × 10–3 2.4 × 10–2 1.0 × 10–1

E
160

120

80

40

0
1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45 49 53

№ цикла

Рис. 1. Операционная стабильность иммобилизован�
ной нитрилгидратазы. 
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субъединиц. Вымывание фермента из носителя
также не происходило благодаря ковалентным
связям, образованным между его молекулой, би�
функциональным реагентом и хитозаном. Для
объяснения эффекта возрастания нитрилгидра�
тазной активности были проведены эксперимен�
ты по адсорбции продукта реакции – акриламида
на активированном хитозане с иммобилизован�
ным на нем белком. Определено, что из 1%�ного
(вес/об.) раствора акриламида адсорбируется 25%
вещества. Из этого можно сделать вывод, что по�
вышение концентрации акриламида во втором
цикле реакции в некоторой степени связано не с
повышением активности, а со снижением вели�
чины адсорбции продукта за счет взаимодействия
с амидом части реакционноспособных групп хи�
тозана и активатора в предыдущем цикле. Т.к. для
объяснения 18�кратного возрастания активности
с 1 по 6 цикл этого недостаточно, можно выска�
зать предположение, что дробное введение суб�
страта в реакционную среду вызывало адаптацию
каталитического центра фермента к данному суб�
страту, приводя к увеличению скорости фермент�
субстратных взаимодействий.

При многоцикловой конверсии акрилонитри�
ла определено, что иммобилизованный фермент�
ный препарат в количестве 1.4 мг (по белку) за
8.3 ч образует 60 ммоль акриламида.

Зависимость нитрилгидратазной активности от
температуры и термоинактивация свободной и им4
мобилизованной нитрилгидратазы. Известно, что в
отличие от оптимума рН не существует темпера�
турного оптимума активности ферментов, т.к. за�
висимость активности от температуры является
результатом наложения двух различных процес�
сов: ускорения движения молекул при повыше�
нии температуры и денатурации белка, завися�
щей от температуры и времени ее воздействия
[15]. По нашим данным, температурный оптимум
активности сдвигался в сторону более высоких
значений температуры при увеличении концен�
трации фермента в растворе. Так, при количестве
белка в растворе 0.45–0.5 мг максимальная актив�
ность наблюдалась при 30–40°С, а при увеличе�
нии количества белка в растворе до 1.1 мг – при
50°С. Интересно, что подобная зависимость ак�
тивности от температуры прослеживалась и у им�
мобилизованного фермента: при иммобилизации
на хитозане от 0.8 до 2 мг белка максимальная ак�
тивность наблюдалась при 45°С, от 3.8 до 4 мг –
при 55°С. Пример зависимости нитрилгидра�
тазной активности свободного и иммобилизован�
ного фермента от температуры показан на рис. 2.
Известно, что зависимость кинетики инактива�
ции от концентрации фермента является крите�
рием диссоциативной инактивации [17]. Таким
образом, концентрационная зависимость термо�
инактивации согласуется с данными об олиго�
мерной структуре нитрилгидратазы [6].

Определены константы термоинактивации
иммобилизованной нитрилгидратазы и фермента
в растворе (таблица). Показано, что ковалентно
иммобилизованная нитрилгидратаза более термо�
стабильна, чем находящаяся в растворе (рис. 3).
Наиболее вероятно, что увеличение термоста�
бильности связано с тем, что ковалентная сшивка
фермента с носителем предотвращает диссоциа�
цию фермента на субъединицы, происходящую
при повышении температуры, а также усиливает
общую жесткость молекулы фермента, приводя к
его стабилизации [18].

Зависимость активности свободной и иммобили4
зованной нитрилгидратазы от рН. Показано, что
нитрилгидратаза, иммобилизованная на хитоза�
не, проявляет активность при более низких зна�
чениях рН, чем фермент в растворе, который
инактивируется при рН < 4.0 (рис. 4). Оптимум
рН для нитрилгидратазы в растворе более узкий и
находится в нейтральной области, тогда как кова�
лентно связанный фермент проявляет актив�
ность, близкую к максимальной, в более широ�
ком диапазоне рН – от 5.0 до 7.0. В щелочном
диапазоне рН > 10.0 инактивируется и свобод�
ный, и иммобилизованный фермент. Подобный
эффект влияния рН на активность иммобилизо�
ванной нитрилгидратазы можно объяснить при�
родой носителя – хитозана. В данном случае рН в
макроокружении фермента, где происходят изме�
рения, отличается от рН микроокружения фер�
мента, на которое оказывает воздействие носи�
тель. Большое количество свободных аминогрупп
в молекуле хитозана определяет его свойство свя�
зывать ионы водорода и приобретать избыточный
положительный заряд [8, 9]. Т.к. поликатионы
обычно отталкивают протоны, то вблизи фермен�
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Рис. 2. Зависимость активности (%) нитрилгидратазы
от температуры: 1 – иммобилизованной на активиро�
ванном хитозане; 2 – в растворе. Количество белка в
растворе – 0.5, иммобилизованного – 0.8–1.5 мг в
10 мл реакционной смеси. 100% – максимальная ак�
тивность иммобилизованной и свободной нитрил�
гидратазы соответственно.
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та рН будет выше, чем в свободном растворе, сле�
довательно, рН�диапазон работы фермента рас�
ширится в сторону более низких значений.

Сравнивая два изученных способа иммобили�
зации нитрилгидратазы – адсорбцию (носители –
оксиды алюминия и углеродсодержащие адсор�
бенты) и ковалентную сшивку (носитель – активи�
рованный хитозан), следует отметить преимуще�
ства ковалентной иммобилизации – высокую опе�
рационную стабильность и сохранение активности
нативного фермента. В то же время адсорбция на
модифицированных оксидах алюминия позволя�
ла ферменту функционировать при 70°С с сохра�
нением 30% максимальной активности, тогда как
фермент, ковалентно сшитый с активированным
хитозаном, при этой температуре инактивировал�
ся [12]. Следует отметить, что в настоящее время
еще не получено достаточно продуктивных пре�
паратов иммобилизованных нитрилгидратаз. По

данным современной научной литературы, каса�
ющейся иммобилизации ферментов, широкое
распространение получил метод поперечно�сши�
тых ферментных агрегатов (ПСФА), предложен�
ный Р. Шелдоном [19]. Этот метод иммобилиза�
ции без носителя, включающий стадии осажде�
ния частично очищенного фермента и его
поперечную сшивку реагентом, был использован
и для иммобилизации препарата частично очи�
щенной нитрилгидратазы. ПСФА нитрилгидра�
тазы, сохраняющие 88% активности нативного
фермента, трансформировали оксо� и гидрокси�
замещенные нитрилы в соответствующие амиды
[11]. Несмотря на успехи, достигнутые в стабили�
зации ферментов методом ПСФА, отсутствие но�
сителя лишает иммобилизацию ряда преиму�
ществ, среди которых легкость отделения продук�
та от реакционной среды и возможность создания
непрерывных технологий.

Таким образом, в данной работе было показано
влияние ковалентной иммобилизации нитрилгид�
ратазы на хитозане на кинетические параметры ре�
акции гидратации акрилонитрила в акриламид,
операционную стабильность и термостабильность
фермента, а также рН�зависимость его активно�
сти. Было обнаружено, что ковалентное присо�
единение нитрилгидратазы к активированному
хитозану приводит к снижению KМ, в ряде случаев
позволяет достичь Vмакс реакции, катализируемой
свободным ферментом, и дает возможность мно�
гократного использования биокатализатора с со�
хранением активности. Было показано, что влия�
ние температуры на активность фермента зависит
от его концентрации, что подтверждает диссоциа�
тивный характер инактивации нитрилгидратазы.
Показано, что иммобилизация дает возможность
ферменту функционировать при более низких зна�
чениях рН и расширяет диапазон рН, при котором
активность близка к максимальной. Использова�
ние раствора бензохинона в качестве бифункцио�
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Рис. 3. Термоинактивация (%) нитрилгидратазы при 50 (а) и 60°С (б): 1 – иммобилизованной на активированном хи�
тозане; 2 – в растворе. Количество белка в растворе – 0.3–0.7, иммобилизованного – 1.4–3 мг в 10 мл реакционной
смеси. 100% – активность нитрилгидратазы при 22°С. 
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Рис. 4. Зависимость активности (%) свободной и им�
мобилизованной нитрилгидратазы от рН: 1 – иммо�
билизованной на активированном хитозане; 2 – в
растворе. 100% – максимальная активность иммоби�
лизованной и свободной нитрилгидратазы соответ�
ственно.
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нального реагента для ковалентной сшивки фер�
мента с хитозаном позволяет получить активный и
стабильный иммобилизованный препарат нитрил�
гидратазы. Полученный биокатализатор может
быть использован в процессах трансформации
акрилонитрила в акриламид с достаточной степе�
нью эффективности.

Работа выполнена при финансовой поддержке
ФЦП “Научные и научно�педагогические кадры
инновационной России” на 2009–2013 гг., госу�
дарственный контракт 02.740.11.0078.
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Catalytic Properties of a Nitrile Hydratase Immobilized 
on Activated Chitosan
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Abstract—The catalytic properties of a nitrile hydratase, isolated from a strain of Rhodococcus ruber gt1 and
immobilized by covalent cross�linking with chitosan activated with 0.1% benzoquinone solution, have been
investigated. The kinetic parameters of acrylonitrile hydration catalyzed by immobilized nitrile hydratase and
the enzyme in a solution have been determined. It is found that the immobilization does not lead to a decrease
in the maximum reaction rate (Vmax), whereas the Michaelis constant (KM) is reduced by a factor of 2.4. The
possibility of reusing an immobilized enzyme for 50 consecutive cycles of acrylonitrile transformation was
shown, and the nitrile hydratase activity in the 50th cycle exceeded that in the first cycle by 3.5 times. It is
shown that the effect of temperature on activity depended on the concentration of the enzyme, which con�
firms the dissociative nature of nitrile hydratase inactivation. It was found that immobilized nitrile hydratases
remain active at pH 3.0–4.0, whereas the enzyme is inactivated in a solution under these conditions. The
resulting biocatalyst can be effectively used to receive acrylamide from acrylonitrile.
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