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Abstract 

       

In today’s world of growing population with limited natural resources to cater to, white 

biotechnological practices have become sine qua non for most of the countries of the world.  

Biotransformation is one of those practices which employ different kinds of living cells and 

their products to transform one compound to another compound with added value in terms of 

nutrition, texture, quality, toxicity etc. There has been always a search for a novel biocatalyst 

with a potential to catalyze a broad spectrum of substrates into useful products which can be 

recycled. Amidase is not an exception to this search since it has proved its efficacy in 

converting the carcinogenic acrylamide to non carcinogenic acrylic acid. In the present study 

amidase from D. acidovorans was used to biotransform different amides such as acrylamide, 

acetamide, propionamide, malonamide, nicotinamide to their corresponding carboxylic acids. 

Amidase from this strain was used in various forms such as enzyme isolate, whole cell 

biocatalyst (free and immobilized form), cross linked enzyme aggregate.  

 

D. acidovorans whole cells were screened with different permeabilizing agents, out of which 

15% toluene gave the maximum extent of permeabilization. The whole cell biocatalyst was 

found to be effective in biotransforming different amides upto 3 cycles. Acrylamide was the 

substrate which showed a maximum conversion of 65% at 40◦C in 12 hours. Further the 

reusability of the whole cells was increased upto 5 cycles on immobilization in the alginate 

matrix. The immobilized whole cells were found to be thermally stable for 5 hours at 40◦C and 

became unstable only after 10 hours.  
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 Further to improve the biotransformation efficiency of D. acidovorans amidase, it’s 

crosslinked enzyme aggregates (CLEA) were prepared by using glutaraldehyde as the 

crosslinker. Two kinds of CLEAs were prepared using organic solvents such as acetone and 

water soluble polymers such as PEI (Polyethyleneimine).  Different parameters such as 

addition of additives such as BSA, time of cross linking, type of crosslinker used, temperature, 

pH which affects the performance of CLEA were optimized. CLEAs prepared by using  acetone 

as precipitant, BSA as inert additive and crosslinked for 4 hours using 25 mM glutaraldehyde 

were found to be the most active biocatalyst. Acetamide showed 77% conversion by using 

CLEA of amidase from D.acidovorans. These CLEAs also had a high reusability factor upto 8 

cycles. The CLEAs prepared by using water soluble polymers were found to be highly 

thermostable for a period more than 2 hours at 40◦C to 50 ◦C.  

 

Amidase was isolated using a less energy intensive process such as microwave at 300 watt for 

10 mins. It was found that amidase isolated by the conventional sonication method had the 

same specific activity (0.2 U/mg) as that of the microwave isolated amidase. Hence in future 

this process can be scalable to an industrial level. The efficiency of the microwave isolated 

amidase was tested in terms of its catalysis of different amide substrates. Nicotinamide showed 

the highest enzyme activity i.e. 10 times as compared to the conventionally isolated amidase 

thereby proving the fact that on microwave irradiation enzyme ability to catalyze reaction  

increases. The amidase isolated by sonication method was partially purified with an yield of 

30% and a purification fold of 12.          
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सार 

 

आज के सीमित प्राकृमतक संसाधन  ंके साथ बढ़ती आबादी की दुमनया िें, अमधकांश देश  ं

के मिए शे्वत जैव प्रौद्य मिकी प्रथाएं  अमनवायय ह  िई हैं। बाय ट्ांसफॉिेशन उन प्रथाओ ंिें 

से एक है, ज  मवमिन्न प्रकार की जीमवत क मशकाओ ंऔर उनके उत्पाद  ंक  एक यौमिक 

क  दूसरे यौमिक िें बदिने के मिए मनयुक्त करते हैं, प षण, बनावट, िुणवत्ता, मवषाक्तता 

आमद के िाििे िें अमतररक्त िूल्य के साथ। एक अन खा बाय केटमिस्ट के मिए हिेशा 

ख ज की िई है मजसिें सब्सटे्ट के एक व्यापक से्पक््ट्ि क  उपय िी उत्पाद  ंिें उते्प्रररत 

करने की क्षिता तथा मजसे पुननयवीनीकरण मकया जा सकता है। एमिडेज़ इस ख ज का 

अपवाद नही ंहै क् मंक यह कामसयन जेमनक एमििािाइड क  िैर कामसयन जेमनक ऐिेमिक 

एमसड िें पररवमतयत करने िें अपनी प्रिावशीिता सामबत कर चुका है। डी.एमसड व रन्स से 

एमिडेज़ के वतयिान अध्ययन िें एमििािाइड, एमसटािाइड, प्र मपय नािाइड, 

िैि नािाइड, मनक मटनिाइड जैसे अिि-अिि अिाइड्स क  उनके अनुरूपी अिि-

अिि काबोक्जिमिक एमसड िें बाय ट्ांसफॉिय करने के मिए इसे्तिाि मकया िया था। इस 

से््टन से एमिडेज़ क  मवमिन्न रूप  ंिें इसे्तिाि मकया िया था जैसे मक एंजाइि आइस िेट, 

पूरे सेि बाय कैटमिस्ट (िुक्त और क्जथथर रूप), िॉस मिंक्ड एंजाइि एग्रीिेट। 

 

डी. एमसड व रेंस की पूरी क मशकाओ ंक  अिि-अिि पारिम्य एजेंट  ंके साथ जांचा िया 

था, मजसिें से 15% ट लू्यमन ने परिैमबिाइजेशन की अमधकति सीिा दी थी। पूरे सेि 

बाय कैटमिस्ट क  3 चि  ंतक अिि-अिि अिाइड िें बाय ट्ांसफॉमििंि िें प्रिावी पाया 

िया था । एमििािाइड सब्सटे्ट था मजसने 12 घंटे िें 40◦C पर 65% का अमधकति 

रूपांतरण मदखाया। इसके अिावा एक्जिन िैमट्क्स िें क्जथथरीकरण पर 5 चि  ंतक पूरे 

क मशकाओ ंकी पुन: प्रय ज्यता बढ़ाई िई थी। इम्म मबिाइज्ड पूरी क मशकाएं 40◦C पर 5 

घंटे के मिए थियि रूप से क्जथथर पाई िईं और केवि 10 घंट  ंके बाद अक्जथथर ह  िईं थी। 

  

डी. एमसड व रेंस एमिडेज़ की बाय ट्ांसफॉिेशन दक्षता िें सुधार करने के मिए, उसका 

िॉसमिंक एंजाइि एग्रीिेट (CLEA) क  गू्लटेराक्जिहाइड का उपय ि करके िॉसमिंकर 

के रूप िें तैयार मकया िया था। काबयमनक सॉल्वैंट्स जैसे मक एसीट न और पानी िें 

घुिनशीि पॉमििर जैसे पीईआई (पॉिीएमथिीमनिाइन) का उपय ि करके द  प्रकार के 

िॉसमिंक एंजाइि एग्रीिेट (CLEA) तैयार मकए िए थे। मवमिन्न िापदंड  ंक  अनुकूमित 

मकया िया था जैसे मक बीएसए जैसे एमडमटव्स, िॉस मिंमकंि का सिय, इसे्तिाि मकए 

जाने वािे िॉसमिंकर का प्रकार, तापिान, पीएच ज  िॉसमिंक एंजाइि एग्रीिेट (CLEA) 

के प्रदशयन क  प्रिामवत करता है, । एसीट न क  अवके्षपक के रूप िें, बीएसए क  अमिय 

https://www.shabdkosh.com/dictionary/hindi-english/%E0%A4%B8%E0%A5%80%E0%A4%AE%E0%A4%BF%E0%A4%A4/%E0%A4%B8%E0%A5%80%E0%A4%AE%E0%A4%BF%E0%A4%A4-meaning-in-english
https://www.shabdkosh.com/dictionary/hindi-english/%E0%A4%85%E0%A4%A8%E0%A4%BF%E0%A4%B5%E0%A4%BE%E0%A4%B0%E0%A5%8D%E0%A4%AF/%E0%A4%85%E0%A4%A8%E0%A4%BF%E0%A4%B5%E0%A4%BE%E0%A4%B0%E0%A5%8D%E0%A4%AF-meaning-in-english
https://www.shabdkosh.com/dictionary/hindi-english/%E0%A4%85%E0%A4%A8%E0%A5%8B%E0%A4%96%E0%A4%BE/%E0%A4%85%E0%A4%A8%E0%A5%8B%E0%A4%96%E0%A4%BE-meaning-in-english
https://www.shabdkosh.com/dictionary/hindi-english/%E0%A4%85%E0%A4%A8%E0%A5%81%E0%A4%B0%E0%A5%82%E0%A4%AA%E0%A5%80/%E0%A4%85%E0%A4%A8%E0%A5%81%E0%A4%B0%E0%A5%82%E0%A4%AA%E0%A5%80-meaning-in-english
https://www.shabdkosh.com/dictionary/hindi-english/%E0%A4%95%E0%A5%80/%E0%A4%95%E0%A5%80-meaning-in-english
https://www.shabdkosh.com/dictionary/hindi-english/%E0%A4%89%E0%A4%B8%E0%A4%95%E0%A4%BE/%E0%A4%89%E0%A4%B8%E0%A4%95%E0%A4%BE-meaning-in-english
https://www.shabdkosh.com/dictionary/hindi-english/%E0%A4%85%E0%A4%B5%E0%A4%95%E0%A5%8D%E0%A4%B7%E0%A5%87%E0%A4%AA%E0%A4%95/%E0%A4%85%E0%A4%B5%E0%A4%95%E0%A5%8D%E0%A4%B7%E0%A5%87%E0%A4%AA%E0%A4%95-meaning-in-english
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य ज्य के रूप िें और 25 mM गू्लटाराक्जिहाइड का उपय ि करके 4 घंटे के मिए िॉस 

मिंमकंि करके तैयार मकए िए CLEAs सबसे समिय बाय काटमिस्ट पाए िए थे। 

एमसटािाइड ने डी. एमसड व रेंस से एमिडेज़ के CLEA का उपय ि करके 77% रूपांतरण 

मदखाया। इन CLEAs िें 8 चि तक एक उच्च पुन: प्रय ज्य कारक िी था। पानी िें 

घुिनशीि पॉमििर का उपय ि करके तैयार मकए िए CLEAs 40◦C से 50◦C तक 2 घंटे 

से अमधक की अवमध के मिए अत्यमधक थिोसे्टबि पाए िए। 

 

10 मिनट के मिए 300 वाट पर िाइि वेव जैसे कि ऊजाय िहन प्रमिया का उपय ि करके 

एमिडेज़ क  अिि मकया िया था। यह पाया िया मक पारंपररक sonication मवमध द्वारा 

पृथक एमिडेज़ िें वही मवमशष्ट उद्य मिता (0.2 U/mg) थी ज  िाइि वेव से पृथक एमिडेज़ 

की थी। इसमिए िमवष्य िें यह प्रमिया एक औद्य मिक स्तर तक आर ह्य ह  सकती है। 

अिि-अिि अिाइड सब्सटे्ट्स के इसके कैटेमिमसस के संदिय िें िाइि वेव पृथक 

एमिडेज़ की दक्षता का परीक्षण मकया िया था। मनक मटनािाइड ने पारंपररक रूप से पृथक 

एमिडेज़ की तुिना िें सबसे अमधक एंजाइि उद्य मिता यानी 10 िुना मदखाया, मजससे यह 

तथ्य सामबत ह ता है मक प्रमतमिया क  उते्प्रररत करने के मिए िाइि वेव मवमकरण की 

एंजाइि क्षिता पर  असर  है । Sonication मवमध द्वारा पृथक एमिडेज़ क  आंमशक रूप से 

30% की उपज और 12 के शुक्जि िुना के साथ शुि मकया िया था। 
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