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ES 2319 875 T3

DESCRIPCION

Procedimiento microbioldgico para la produccién de amidas.

La invencion de refiere a microorganismos que son capaces de tolerar concentraciones de acetonitrilo de cuando
menos 3 M, una enzima con actividad de nitrilhidratasa, un procedimiento para la preparacién de amidas con el uso
de estos microorganismos o las enzimas, asi como el uso de estos microorganismos para la eliminacion de residuos de
acetonitrilo.

Para la preparacion de amidas, como por ejemplo la amida de dcido nicotinico, una vitamina del complejo de
vitamina B que es esencial para los animales y el hombre, ya se conocen muchos procedimientos biotecnolégicos.

De manera ejemplar la EP-A 0 307 926 describe la reaccién de 3-cianopiridina a amida del 4cido nicotinico por
medio de Rhodococcus rhodochrous J1. Este procedimiento tiene la desventaja, de que el Rhodococcus rhodochrous
J1 tifie de rojo y por lo tanto se requiere una decoloracién del producto. Ademads, este microorganismo muestra un
valor de Ky, alto con relacién al substrato de 3-cianopiridina, tiene una tolerancia minima a la temperatura y una
tolerancia minima con relacion a la 3-cianopiridina.

La WO 99/05306 describe de manera ejemplar un procedimiento para la preparacion de amida de dcido nicotinico
partiendo del correspondiente nitrilo por medio de microorganismos del género Rhodococcus, Amycolatopsis y Acti-
nomadura. La desventaja de éste procedimiento es que los microorganismos utilizados del género Amycolatopsis se
inactivan a alta temperatura. Ademads estos microorganismos consisten de una minima tolerancia en contra de la 3-
cianopiridina y la amida del 4cido nicotinico. Los microorganismos descritos del género Rhodococcus tienen un valor
Ky alto con relacién a la 3-cianopiridina y una minima estabilidad a la temperatura. Por lo tato este procedimiento no
es rentable para un procedimiento con una gran técnica.

El objetivo de la presente invencién es proporcionar microorganismos que sean estables, que muestren un valor
de K,, importante para por ejemplo, el substrato de 3-cianopiridina, para que se puedan emplear en un procedimiento
rentable para la preparacién de amidas, del cual las correspondientes amidas se puedan preparar con un muy buen
rendimiento y se puedan aislar en una buena pureza.

Este objetivo se logra con los microorganismos de acuerdo a la reivindicacién 1, con la enzima de acuerdo a las
reivindicaciones 6 o 7 y con el procedimiento de acuerdo a la reivindicacién 8.

Los microorganismos de acuerdo a la invencién se obtienen a través de una seleccién adecuada por ejemplo de
muestras de suelo, fango o aguas negras, de manera usual con técnicas conocidas microbioldgicas. En general se
seleccionan los microorganismos a través del cultivo con una piridinaldoxima de la férmula general

@cmvon I

o con nitrilos como fuente de C en presencia de iones de cobalto y de manera ejemplar extracto de levadura y/o sales
de amonio. A partir de los cultivos obtenidos se seleccionan entonces cada uno de los microorganismos, los cuales
son capaces de tolerar una concentracion de acetonitrilo de cuando menos 3 M y que estdn en la posicidn de convertir
nitrilo, especialmente 3-cianopiridina y acetinitrilo en la correspondiente amida.

Como piridinaldoxima se pueden emplear piridin-2-, piridin-3- o piridin-4-aldoxima.

Para la seleccidn los nitrilos adecuados son también los que se pueden usar después de la biotransformacién como
substrato, por ejemplo, acetonitrilo, (nitrilo del 4cido acético), propionitrilo, butironitrilo, nitrilo del dcido croténico,
nitrilo del 4cido adipinico y nitrilo del 4cido malénico.

Como fuente para los iones de cobalto se prefieren los llamados “compuestos de cobalto que generan iones de
cobalto”, por ejemplo sales de Co**- 6 Co**- como cloruro de cobalto, sulfato de cobalto y acetato de cobalto. Prefe-
rentemente se emplean como compuestos de cobalto una sal de Co?* como por ejemplo, CoCl,. El cultivo se puede
realizar entonces también conjuntamente con el cobalto metdlico o con otros compuestos de cobalto. De manera habi-
tual se emplean cobalto o compuestos de cobalto en una cantidad de 1 a 30 mg/L, preferentemente de 1 a 20 mg/L en
un medio de cultivo.

Como sales de amonio se pueden emplear de manera ejemplar el fosfato de amonio como (NH,4),HPO, o (NH,)
H,PO,.

Los microorganismos se cultivan antes de la biotransformacién propia en medio adecuados. Los medios de cultivo
adecuados son, por ejemplo, los medios que se describen en las Tablas 3 0 5.
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El cultivo se realiza de manera habitual a una temperatura de 20 a 40°C y a un valor de pH de entre 5 y 8§,
preferentemente a una temperatura de 25 a 35°C y a un valor de pH entre 6 y 7.5.

Durante el cultivo se inducen las enzimas convenientes, la nitrilhidratasas a través de la adicion de un inductor de
enzimas.

Como inductores de enzimas se pueden emplear nitrilos alifaticos saturados o insaturados o las correspondientes
amidas. Como nitrilos alifticos se pueden emplear todos los alcano-C,-;-nitrilos, especialmente butironitrilo, isobu-
tironitrilo, nitrilo del 4cido valeridnico o nitrilo del 4cido isovaleridnico, o alcano-Cs-;-nitrilos, como especialmente
metacrilonitrilo o nitrilo del 4cido croténico. Como amidas alifaticas se pueden emplear todas las alcano-C,_;-amidas
especialmente como butiramida, isobutiramida, amida del dcido valeridnico o amida del 4cido propiénico, o alcano-
C;_;-amidas, por ejemplo como metacrilamida o amida del 4cido croténico. Los inductores de enzimas preferidos son
metacrilamida, butiramida, isobutiramida, amida del acido valeridnico, metacrilonitrilo, amida del acido crotdnico,
butironitrilo e isobutironitrilo. Especialmente preferido se usa metacrilonitrilo como inductor de enzimas.

Los microorganismos de acuerdo a la invencién toleran una concentracién de acetonitrilo desde cuando menos 3 M.
De ello se entiende que la actividad enzimadtica luego de una hora de incubacién con acetonitrilo 3 M en amortiguador
de fosfato de potasio 0.1 M a pH 7.0 y 20°C es estable, es decir, que la pérdida de actividad maxima asciende a
10%. Los microorganismos preferidos toleran una concentracién de acetonitrilo de cuando menos 6 M durante 1
hora por arriba o por debajo de las condiciones mencionadas con una pérdida de actividad maxima de 50%. Los
microorganismos especialmente preferidos toleran una concentracién de acetonitrilo de cuando menos 9 M durante 1
hora bajo las condiciones mencionadas con una pérdida de actividad méxima del 70%.

En los microorganismos mds preferidos, la actividad enzimdtica misma es estable luego de una incubacién de
varios minutos con 15 M y 19 M de acetonitrilo (acetonitrilo puro correspondiente). Por lo tanto la pérdida de la
actividad enzimética en la incubacién con acetonitrilo 15 M se mantiene luego de 10 minutos en menos de 10%.

Los microorganismos de acuerdo a la invencién, muestran una alta estabilidad térmica, es decir, una alta estabilidad
a altas temperaturas como los microorganismos conocidos hasta ahora. Preferentemente la pérdida de la actividad
enzimitica de los microorganismos de acuerdo a la invencidn, luego de 1 hora de incubacién en amortiguador de
fosfato de potasio, pH 7.0 a 60°C asciende como maximo al 10% y la pérdida de actividad enzimética luego de 2 horas
de incubacién bajo las condiciones mencionadas asciende como médximo al 40%.

Bajo actividad enzimdtica se entiende aqui la actividad de la nitrilhidratasa, especialmente la actividad de nitrilhi-
dratasa con relacién a la 3-cianopiridina como substrato.

Las caracteristicas adicionales de los microorganismos de acuerdo a la invencion son una alta tolerancia en relacion
a los substratos de 3-cianopiridina especialmente utilizados y en relacién a los productos de amida del 4cido nicotinico
producidos especialmente de los mismos y un valor bajo de Ky con relacién a la 3-cianopiridina. Una caracteristica
especialmente sobresaliente es también, que puede acumular acetamida en una concentracién muy alta como la con-
centraciéon de una solucién de acetamida saturada a 30°C (aproximadamente 220-230 g de acetamida en 100 ml de
agua).

Los microorganismos de acuerdo a la invencién son la cepa de Rhodococcus sp. FZ4 y sus variantes y mutantes
equivalentes funcionales. Bajo variantes y mutantes equivalentes funcionales se entienden tales variantes y mutantes,
que toleran el acetonitrilo en las concentraciones de cuando menos 3 M. Especialmente preferidas son la cepas “negati-
vas al pigmento” de Rhodococcus, es decir, cepas que no pintan de rojo, los cuales, que pueden llevar a la decoloracién
del producto deseado. Tales cepas se pueden producir igualmente a partir de microorganismos que forman pigmentos
a través de mutagénesis por medio de radiaciones UV o quimicos mutdgenos.

La cepa Rhodococcus sp. FZ4 fue depositada el 11 de julio del 2000 en la Deutschen Sammlung von Mikroor-
ganismen und Zellkulturen GMBH (DSMZ), Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig, de acuerdo al Tratado
de Budapest bajo el nimero de depésito DSM 13597. Este microorganismo no se puede acompaiiar, con base en sus
fecha de identificacion, a ninguna de las especies Rhodococcus conocidas hasta ahora y se puede afiadir como una
nueva especie.

Las variantes y mutantes equivalentes funcionales de la cepa Rhodococcus sp. FZ4 se pueden formar ya sea a través
de mutacion espontdnea o por ejemplo a través de radiacion UV o quimicos mutdgenos. Las variantes y mutaciones
preferidas de la cepa Rhodococcus sp. FZ4 son “negativas al pigmento”, es decir no poseen ningin color rojo, que
pudiera conducir a un proceso de decoloracién de un producto deseado.

El extracto de enzima se puede obtener de manera ejemplar a través de la descomposicion de los microorganismos,
que se realiza por medio de ultrasonido, prensa francesa o por medio del método de la lisozima.

Las enzimas de acuerdo a la invencién con actividad de nitrilhidratasa se consiguen a partir de los microorganismos
descritos arriba, preferentemente se obtienen a partir de los microorganismos del género Rhodococcus, especialmente
a partir del microorganismo Rhodococcus sp. FZ4 (DSM 13597).
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Estas enzimas muestran especialmente las siguientes caracteristicas:

a) un valor de K, para el substrato de acetonitrilo de 2.84 + 1.00 mM para el substrato de 3-cianopiridina de
80.5 + 15.0 mM, cada uno en 0.05 m de amortiguador de fosfato de potasio, pH 7.0 a 20°C;

b) un pH 6ptimo de pH 6.5 + 1.0 a 20°C en 0.05 M de amortiguador de fosfato de potasio;
¢) un peso molecular nativo de 465 + 50 kDa, determinado a través de HPLC.
La propia biotransformacién se puede realizar con los microorganismos descritos arriba, con un extracto de en-
zima de estos microorganismos o con la enzima aislada. Preferentemente, la biotransformacién se realiza con los

microorganismos Rhodococcus sp. FZ4.

Como substratos para la biotransformacién se pueden emplear los nitrilos de la férmula general:

R'-CN II

En la férmula general II el substituyente R significa un grupo alquilo-C,_g, un grupo alquenilo-C,_¢ 0 un grupo de
la férmula general IV

RS v

En la férmula general IV, X significa un dtomo de nitrégeno o -CH=y los sustituyentes R? y R® significan indepen-
dientemente uno de otro un dtomo de hidrégeno, un dtomos de halégeno, un grupo alquilo C;_¢ o un grupo alquenilo
C276'

Como grupo alquilo C,_¢ se puede emplear metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, ter-butilo, isobutilo, pentilo
y sus isémeros asi como hexilo y sus isémeros. Como grupos alquenilo C,_¢ se pueden emplear por ejemplo vinilo,
alilo, 1-propen-1-ilo o 1-propen-2-ilo.

Como atomo de halégeno se puede emplear F, Cl, Bro 1.

Representantes preferidos del nitrilo de la formula general II son acetonitrilo, butironitrilo, acrilonitrilo, propio-
nitrilo, nitrilo del dcido croténico, 2-cianopiridina, 3-cianopiridina, 4-cianopiridina, benzonitrilo, fluorobenzonitrilo,
clorobenzonitrilo y bromobenzonitrilo. Los substratos mds preferidos son acetonitrilo y 3-cianopiridina.

Preferentemente se realiza la biotransformacién bajo la adicién dnica o continua. Como lo conoce el experto en la
materia, la concentracién del substrato esta constituida dependiendo de la solubilidad del substrato constituido.

Preferentemente el procedimiento se realiza con células latentes (no crecidas).

Como medios para la biotransformacién se pueden emplear los usuales en el campo cientifico, de manera ejemplar
amortiguador de fosfato, amortiguador HEPES, amortiguador de citrato y amortiguador de borato con concentracién
molar baja. Bajo el término amortiguadores de fosfato con concentracién molar baja, se entienden preferentemente
un amortiguador de fosfato de 0.01 hasta 0.5 M, especialmente preferido es un amortiguador de fosfato de 0.05 hasta
0.25 M.

Preferentemente, se realiza la biotransformacion a una temperatura de 5 hasta 50°C, especialmente preferido a una
temperatura de 20 hasta 40°C. El valor de pH preferido estd entre 5 y 10, el valor especialmente preferido se encuentra
entre 6y 7.5.

Luego de la reaccién de los nitrilos de la férmula general II, las amidas correspondientes de la férmula general

R' - CONH, 1
en donde R' tiene el significado ya mencionado, se pueden aislar dado el caso luego de la divisién de las células, a
través de los métodos de renovacién usuales como por ejemplo, la cristalizacién o el secado por pulverizacion.

Un objetivo adicional de la presente invencion es el uso de los microorganismos descritos antes, especialmente del
género Rhodococcus, para la remocion del acetonitrilo residual.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2319 875 T3

El acetonitrilo es un solvente, que se utiliza por ejemplo en la HPLC, y posteriormente se debe evacuar como
subproducto. Con la remocién de acuerdo a la invencién del acetonitrilo residual, el aceonitrilo se puede presentar
en una concentracién maxima hasta de 19 M, que comprende acetonitrilo puro. De manera ventajosa se utiliza una
solucién o suspensién de acetonitrilo de 0.25 hasta 15.0 M, preferentemente de 1 hasta 10 M.

De manera ventajosa se emplean o utilizan los microorganismos para la remocion del acetonitrilo residual a una
temperatura de 5 a 50°C, preferentemente a una temperatura de 20 hasta 40°C. El valor del pH preferentemente se
encuentra entre 5 y 10, preferentemente entre 6 y 8.

La duracién de la reaccién del acetonitrilo a acetamida para la remocién de los subproductos estd en dependencia
de la concentracion del acetonitrilo. De manera ejemplar, en la preparacion de solucién/suspension de acetamida de
9.5 M, consiste de aproximadamente 2 horas, a un pH de 7.0 a una temperatura de aproximadamente 20°C.
Identificacion de la cepa FZ4 (DSM 13597)

A) “marcadores” quiomiotaxonomicos

1) aminodcido de diagndstico de los peptidoglicanos: 4cido meso-diaminopimélico.

2) Acido micélico: los dcidos micélicos estan presentes con una longitud de cadena desde Cy hasta Cys.

3) Muestra de 4cidos grasos: se proveen dcidos grasos saturados e insaturados, lineales, asi como una porcién
elevada del 4cido tuberculoestearinico. De la muestra del 4cido graso se identificaria la cepa FZ4 como
perteneciendo al género Rhodococcus.

B) “marcadores” convencionales

El aspecto macroscépico y la morfologia de las células de la cepa FZ4 fueron muy semejantes a Rhodococcus rho-
dochrous. Las colonias de la cepa FZ4 son rojo salmén (RAL 3022) y los cultivos jévenes se desarrollan ramificandose,
los cuales se desarrollan en forma de varillas y capullos.

Con base en los “marcadores” quimiotaxonémicos y convencionales se identificaron la cepa FZ4 como pertene-
ciendo a la especie Rhodococcus rhodochrous, por lo tanto con un factor de correlacion inferior.

C) Andlisis de las primeras 500 bases del ADNr 16s

La secuencia de las primeras 500 bases del ADNr 16s muestra una similitud de sélo 97.7% a la cepa representante
tipica para las especies Rhodococcus rhodochrous, Rhodococcus rhodochrous DSM 43241, y del 99.1% a otra cepa
de referencia Rhodococcus rhodochrous. Entonces la similitud de la secuencia de las primeras 500 bases del ADN 16r
de la cepa FZ4 y aquella de la cepa Rhodococcus rhodochrous DSM 43241 yace en 99.5%, y se puede identificar a la
cepa FZ4 como no perteneciendo a la especie Rhodococcus rhodochrous.

La cepa FZ4 se identificaria entonces como una nueva especie dentro del género Rhodococcus.

La figura 1 representa la biotransformacién del acetonitrilo a acetamida con células en reposo de Rhodococcus sp.
FZ4.

La figura 2 representa la temperatura 6ptima de la actividad de nitrilhidratasa de Rhodococcus sp. FZ4 en células
inmovilizadas.

La figura 3 representa la estabilidad térmica de la actividad de nitrilhidratasa del Rhodococcus sp. FZ4 en células
inmovilizadas.

La figura 4 representa el pH 6ptimo de la actividad de nitrilhidratasa del Rhodococcus sp. FZ4 en células inmovi-
lizadas.

La figura 5 representa la estabilidad del pH de la actividad de la nitrilhidratasa del Rhodococcus sp. FZ4 en células
inmovilizadas.

La figura 6 representa la tolerancia a la 3-cianopiridina de la actividad del Rhodococcuss sp. FZ4 en células
inmovilizadas.

La figura 7 representa la tolerancia a la amida del 4cido nicotinico de la actividad de la nitrilhidratasa del Rhodo-
coccus sp. Fz4 en las células inmovilizadas.
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La figura 8 representa la influencia de la concentracién de acetonitrilo en la actividad de nitrilhidratasa del Rhodo-
coccus sp. FZ4 en células inmovilizadas en la biotransformacién del acetonitrilo a la acetamida.

La figura 9 representa la influencia de la concentracién de acetonitrilo en la actividad de la nitrilhidratasa del
Rhodococcus sp. FZ4 en células inmovilizadas.

La figura 10 representa la actividad de nitrilhidratasa del Rhodococcus sp. Fz4 en células inmovilizadas en depen-
dencia a la concentracion de la 3-cianopiridina.

La figura 11 se representa al relacién logaritmica del peso molecular de la nitrilhidratasa y la proteina de referencia
contra cada uno de los tiempos de retenciéon del HPLC.

La figura 12 representa la relacién logaritmica del peso molecular de las subunidades de la nitrlhidratasa y la
proteina de referencia contra cada uno de los valores RF de SDS Page.

La figura 13 representa la actividad de la nitrilhidratasa purificada a partir del Rhodococcus sp. FZ4 en dependencia
a la concentracion de la 3-cianopiridina.

La figura 14 representa la actividad de la nitrilhidratasa purificada a partir de Rhodococcus sp. FZ4 en dependencia
con la concentracién de acetonitrilo.

La figura 15 representa la estabilidad térmica de la nitrilhidratasa purificada a partir de Rhodococcus sp. Fz4.
La figura 16 representa el pH 6ptimo de la nitrilhidratasa purificada a partir de Rhodococcus sp. Fz4.

La figura 17 representa el pH de estabilidad de la nitrilhidratasa a partir de Rhodococcus sp. FZ4.

Ejemplo 1
Determinacion de la actividad de la nitrilhidratasa

Para la determinacién de la actividad de la nitrilhidratasa se incub6 una mezcla de reaccién que consiste de 3-
cianopiridina (1.0 M; 1.0 mL), amortiguador de fosfato de potasio (0.1 M, pH 7.0, 0.5 mL) y suspensién celular
(0.5 mL) bajo agitaciéon a 20°C durante 5 minutos. La reaccién se detiene a través de la adicion de HCI (5 M;
0.1 mL). Luego de la filtracion (filtro de 0.2 um) de la mezcla de reaccién se determind la cantidad de las amidas
de 4cido nicotinico formadas por medio de HPLC (Waters Spherisorb 5 u ODS2 (4.6 x 150 mm); KH,PO,/H;PO,
(10 mM; pH 2.8)/acetonitrilo = 9:1 (v/v); 1 mL/min; 230 nm). La actividad total se representa como gmol de ami-
da del 4cido nicotinico formado/(min x mL) y la actividad especifica se representa como umol de amida del dcido
nicotinico formada/(min X ODg;o nm)-

Ejemplo 2
Aislamiento de la cepa Rhodococcus sp. FZ4 (DSM 13597)

En Arch. Microbiol. 1998, 170, 85-90 se describe que la cepa Rhodococcus sp. YH3-3 (TPU 3453) metaboliza la
3-piridinaldoxima a través de 3-cianopiridina y amida del 4cido nicotinico a dcido nicotinico. En este caso se induce
la actividad de la aldoximdeshidratasa asi como la actividad de la nitrilhidratasa y amidas de la cepa Rhodococcus sp.
YH3-3 (TPU 3453) tanto de diferentes aldoximas como de nitrilos.

Diferentes muestras de suelo se inocularon en el medio de enriquecimiento de acuerdo a la Tabla 1 y se incubaron
de 7 a 10 dias a 37°C. Los cultivos asi obtenidos se inoculan en el mismo medio y nuevamente se cultivaron de 7 a 10
dias a 37°C. Este procedimiento se repite tres veces. Correspondientemente el cultivo se diluye y se coloca en placas.
Luego de 5 dias de incubacién de las placas a 37°C se obtienen las colonias individuales. Las colonias individuales se
prueban a las ya existentes respecto a una actividad de nitrilhidratasa de acuerdo al Ejemplo 1. De esta manera se aisla
la cepa de Rhodococcus sp. FZ4 (DSM 13597). En lugar de la 3-piridinaldoxima se pueden emplear también el nitrilo,
acetonitrilo, propionitrilo, butironitrilo, nitrilo de dcido croténico, nitrilo de dcido adipico y nitrilo de 4cido maldnico
como fuente de carbono.
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TABLA 1

Medio de enriquecimiento

Componentes Concentracién
[g/L]
3-piridinaldoxima 3.06 1.0
(NHq) 2HPOq4 2.0
KH2PO4 2.0
NaCl 1.0
MgSOs x 7 H,0 0.2
CoCl, x 6 H;0 0.01
Extracto de levadura 0.2

con agua hasta completar 1 L (pH 7.0)

Ejemplo 3
Influencia de los cofactores durante el cultivo en la actividad de la nitrilhidratsa de Rhodococcus sp. FZ4

La cepa de Rhodococcus sp. FZ4 (DSM 13597) se inocul6 en el medio de precultivo de acuerdo a la Tabla 2 y se
incubé de 1 a 2 dias a 28°C bajo agitacién. El precultivo en el medio basal de acuerdo a la Tabla 3, el cual contiene
ya sea CoCl, o FeSQ,, se inocula y se cultiva de 2 a 3 dias a 28°C bajo agitacion. La actividad de la nitrilhidratasa se

determina de acuerdo al Ejemplo 1. Los resultados se muestran en la tabla 4. Una actividad de la nitrilhidratasa estuvo
presente solo si se cultiva el Rhodococcus sp. FZ4 en presencia de cobalto.

TABLA 2

Medio de precultivo

Componentes |Concentracién
[g/L]
Peptona 5.0
Extracto de 5.0
carne
NaCl 2.0
Extracto de 0.5
levadura

Con agua se completa a 1 L (pH 7.0)
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TABLA 3

Medio basal
Componentes Concentracidén [g/L]
Extracto de 0.2
levadura
Peptona 0.2
L-glutamato, sal de 15.0
sodio
MgS0Os x 7 H0 0.5
COClz X 6 Hzo (é 0.004
FeS0O, x 7H20)
Crotonamida 5.0

con agua se completa hasta 1 L (pH 6.8)

TABLA 4

Influencia de los cofactores durante el cultivo en la actividad de la nitrilhidratasa

Cofactor|Crecimiento Actividad Actividad
[ODg10 nm] total especifica
[pmol/ (minxml) | [Mmol/ (minxml) xODgg
nm) ]
FeS0, 2.86 0.989 0.346
CoCl, 2.79 38.1 13.1
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Ejemplo 4
Influencia de los inductores durante el cultivo en la actividad de la nitrilhidratasa del Rhodococcus sp. FZ4

La cepa de Rhodococcus sp. FZ4 (DSM 13597) se inocul6 en el medio de precultivo de acuerdo a la Tabla 2 y
se incub6 de 1 a 2 dias a 28°C bajo agitacion. El precultivo se inoculd en el medio de cultivo de acuerdo a la Tabla
5, el cual contiene diferentes inductores, y se cultivo 3 dias a 28°C bajo agitacioén. La actividad de la nitrilhidratasa
se determiné de acuerdo al Ejemplo 1. Los resultados se muestran conjuntamente en la Tabla 6. La nitrilhidratasa se
expresO de Rhodococcus sp. FZ4 durante el cultivo solo en presencia de un inductor.

TABLA 5

Medio de cultivo
Componente Concentracién [g/L]
Extracto de 1.0
levadura
Citrato de sodio 10.0
Extracto de malta 15.0
Inductor 0.2% (p/v)
KH,PO,4 2.0
Mg804 X 7 Hzo 0.5
COClz X 6 H-O 0.015

Con agua se completa hasta 1 L (pH 7.0)
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TABLA 6

Influencia de los inductores en la actividad de la nitrilhidratasa

Inductor Creci- |Actividad Actividad
miento total especifica
[ODé10 am] | [pmol/ [pmol/
(minxmL) (minxmLxODg1onm) ]
Metacrilamida 4.55 569 125
Isobutiramida 3.55 387 109
Butiramida 4.7 344 73.2
Metacrilnitrilo 4.01 330 71.5
Crotonamida 9.32 558 59.9
Butironitrilo 5.26 307 58.4
Amida del &cido 5.61 322 57.5
valerianico
Isobutironitrilo 5.24 273 52.1
Nitrilo del &cido 8.24 407 49 .4
crotdnico
Amida del Aacido 5.17 149 28.7
propidnico
Valeronitrilo 3.70 120 32.4
Nitrilo del &cido 4,72 134 28.5
isocaprdico
Isovaleronitrilo 3.22 74.7 23.2
Nitrilo del &cido 4,54 104 23.0
caproéico
Propionitrilo 4.72 95.8 20.3
Acrilamida , 5.17 60.5 11.7
3-pentenitrilo 4.62 62 13.4
g-caprolactama 4.44 40.3 9.08
Benzonitrilo 5.62 40.3 7.17
Amida del &acido 3.80 26.1 ©.87
picolinico
- 4.2 27.7 6.59
Cianacetamida 4.75 30.9 6.50
Acetamida 4,37 21.6 4 .98
Acetonitrilo 4.46 18.4 4.13

10
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TABLA 6 (continuacion)

Inductor Creci- |Actividad Actividad
miento total especifica
[OD610 nm] | [pumol/ [Mmol/

(minxmL) (minxmLxODg1onm) ]

3-cianopiridina 5.54 12.3 2.21

Amida del acido 5.03 10.9 2.17

nicotinico

Benzamida 3.88 8.24 2.12

Acrilonitrilo 3.27 5.91 1.81

Amida del &cido 3.55 4,94 1.39

nicotinico

Urea 6.16 5.66 0.918

Ejemplo 5

Cultivo de Rhodococcus sp. FZ4

La cepa de Rhodoccus sp. FZ4 se inocul6 en el medio de precultivo de acuerdo a la Tabla 2 y se incubé 1 a 2 dias a
28°C bajo agitacion. El precultivo se inoculé en el medio de cultivo de acuerdo a la tabla 5 con 6 g/L. de metacrilamida

como inductor y se cultivé 3 dias a 28°C bajo agitacion. Luego de 48 h se aliment6 adicionalmente metacrilamida
(0.2%(v/v)).

En los ejemplos 6 a 13 se emplearon las células de Rhodococcus sp. Fz4.

Ejemplo 6
Especificidad del substrato de la actividad de la nitrilhidratasa del Rhodcoccus sp. FZ4

La actividad de la nitrilhidratasa del Rhodococcus sp. Fz4 se determiné con referencia a diferentes substratos de
acuerdo al Ejemplo 1, solo que en vez de 3-cianopiridina se emplea el correspondiente substrato y se modifican las
condiciones de HPLC del correspondiente substrato empleado. La especificidad del substrato de la actividad de la
nitrilhidratasa del Rhodococcus sp. FZ4 en comparacion a la especificidad del substrato de la actividad de la nitrilhi-
dratasa del Rhodococcus rhodochrous J1 se representa en la Tabla 7.

11
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TABLA 7

Comparacion de las especificidades de la actividad de la nitrilhidratasa del Rhodococcus sp. FZ4 'y del
Rhodococcus sp. J1

Rhodococcus |Rhodococcus rhodochrous
sp. Fz4 J1
Substrato Actividad Actividad relativa [%]
relativa [%]
Acetonitrilo 646 0 (Nitrilhidrasa A)
115 (Nitrilhidratasa B)
Acrilnitrilo 498 478
Butironitrilo 466 26
Propionitrilo 412 435
3-cianpiridino 100 100
4-cianpiridino 98.4 70
Crotonsaurenitrilo 92.1 78
Benzonitrilo 41.7 27
2-cianpiridino 39.3 45
m-clorobenzonitrilo 39.3 43
p-clorobenzonitrilo 8.25 13
metacrilonitrilo 3.64 87
o-clorobenzonitrilo 0 2.8
Ejemplo 7
Temperatura optima y estabilidad térmica de la actividad de la nitrilhidratasa de Rhodococcus sp. FZ4

La actividad de la nitrilhidratasa se determiné de acuerdo al Ejemplo 1, a temperaturas diferentes en la region de
20 a 70°C. La temperatura 6ptima para la actividad de la nitrilhidratasa se encuentra a 60°C (Fig. 2).

Para determinar la estabilidad térmica de la actividad de la nitrilhidratasa, se incubaron las suspensiones celulares
15 minutos a diferentes temperaturas en la regién de 40 a 70°C. Entonces se determind la actividad de la nitrilhidratasa
de acuerdo al Ejemplo 1 a 20°C. La actividad de la nitrilhidratasa luego de 15 minutos de incubacién a las temperaturas
en la region de 40 a 60°C correspondi6 a la actividad de nitrilhidratasa original (Fig. 3).

Ejemplo 8
pH optimo y pH de estabilidad de la actividad de la nitrilhidratasa de Rhodococcus sp. FZ4

La actividad de la nitrilhidratasa se determiné de acuerdo al Ejemplo 1 a diferentes valores del pH en la regién de 3
a 12 bajo el empleo de amortiguadores diferentes (0.1 M). El pH 6ptimo de la actividad de la nitrilhidratasa permanece

entre 6 y 7 (Fig. 4). Para determinar la estabilidad al pH de la actividad de la nitrilhidratasa, se incubd la suspensién
celular a diferentes valores del pH en la regién de 4 a 10 durante 24 horas a 20°C. Entonces la suspensién celular se

12
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centrifugd. Las células divididas se lavaron y se resuspendieron en amortiguador de fosfato de potasio (9.1 M; pH
7.0). La actividad de la nitrilhidratasa se determiné de acuerdo al Ejemplo 1. La actividad de la nitrilhidratasa luego
de 24 horas de incubacién a valores de pH en la region de 5 a 10 corresponde aproximadamente a la actividad de la
nitrilhidratasa original (Fig. 5).

Ejemplo 9
Influencia de la concentracion de la 3-cianopiridina en la actividad de nitrilhidratasa de Rhodococcus sp. FZ4

Una suspension de células se incub6 durante 60 minutos a 20°C a diferentes concentraciones de 3-cianopiridina
en laregion de 0 a 10% (p/v). Las células se dividieron, se lavaron y se resuspendieron en amortiguador de fosfato de
potasio (0.1 M; pH 7.0). La actividad de la nitrilhidratasa se determiné de acuerdo al Ejemplo 1. La actividad de la
nitrilhidratasa luego de 60 minutos de incubacién a concentraciones de 3-cianopiridina en la regién de 0 a 20% (p/v)
corresponde aproximadamente a la actividad de la nitrilhidratasa original (Fig. 6).

Ejemplo 10

Influencia de la concentracion de la amida del dcido nicotinico en la actividad de la nitrilhidratasa de Rhodococcus
sp. FZ4

Una suspension de células se incubaron durante 24 horas a 20°C a diferentes concentraciones de amida del 4cido
nicotinico en la regién de 0 a 20%(p/v). Las células se dividieron, se lavaron y resuspendieron en 0.1 M en amortigua-
dor de fosfato de potasio (0.1 M; pH 7.0). La actividad de la nitrilhidratasa se determiné de acuerdo al Ejemplo 1. La
actividad de la nitrilhidratasa luego de 24 horas de incubacién a concentraciones de amida del 4cido nicotinico en la
regioén de 0 a 20% (p/v) corresponde aproximadamente a la actividad de la nitrilhidratasa original (Fig. 7).

Ejemplo 11

Determinacion de los valores de Ky para la 3-cianopiridina con respecto a la nitrilhidratasa del Rhodococcus sp.
Fz74

Una mezcla de reaccién que consiste de 3-cianopiridina (0.1-1.0 M; 1.0-1.8 mL), solucién acuosa de NaCl (0.85%
(p/v); 0.7 hasta 0.1 mL), amortiguador de fosfato de potasio (0.1 M; pH 7.0; 0.3 mL) y suspensién celular (0.01
mL) se incubaron 10 minutos a 30°C bajo agitacién. El volumen total de la mezcla de reaccién permanece segtn la
concentracion de 3-cianopiridina entre 2.0 a 2.2 mL. La reaccién se detuvo a través de la adiciéon de HC1 (2 M; 0.1
mL). Luego de la centrifugacién (12 0000 Upm; 5 min) de la mezcla de reaccién, se determind la cantidad de la amida
de 4cido nicotinico formada por medio de HPLC de acuerdo al Ejemplo 1. El valor del pH se determiné a 160 mM
(Fig. 10).

Ejemplo 12

Comparacion de las actividades de la nitrilhidratasa de Rhodococcus sp. FZ4 con las actividades de la nitrilhidratasa
de los microorganismos conocidos Amycolatopsis sp. NA40, Rhodococcus sp. GF270 y Rhodococcus rhodochorus J1

Los valores de Ky para el substrato de 3-cianopiridina con relacién a las actividades de la nitrilhidratasa de Rhodo-
coccus sp. FZ4, Rhodococcus sp. GF270 (DSM 12211; WO 99/05306), Amycolatopsis sp. NA4O (DSM 11617; WO
99/05306) y Rhodococcus rhodocrous J1 se determinaron de acuerdo al Ejemplo 11 bajo el uso de cada uno de los
microorganismos, Los valores de Ky, de las cepas de Amycolatopsis sp. NA40 y Rhodococcus sp. FZ4 son inferiores a
aquellos de los otros microorganismos (Tabla 8).

TABLA 8

Comparacion de los valores Ky para el substrato de 3-cianopiridina

Ky [mM]
Rhodococcus | Rhodococcus Amycolatopsis|Rhodococcus
sp Fz4 sp GF270 sp NA4Q rhodochrous
J1
160 > 200 41.7 200

13
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La estabilidad térmica de las actividades de la nitrilhidratasa del Rhodococcus sp. FZ4, Rhodococcus sp. GF270,
Amycolatopsis sp. NA40 y Rhodococcus Rhodocrous J1 se determinaron de acuerdo al Ejemplo 7 bajo el empleo
de cada uno de los microorganismos y de las condiciones de incubacién dadas en la Tabla 9. La actividad de la
nitrilhidratasa de las cepas de Rhodococcus sp. FZ4 muestra en comparacion a la actividad de la nitrilhidratasa de los
otros microorganismos, la estabilidad térmica mas grande.

10

15

20

25

30

35

40

TABLA 9

Comparacion de la estabilidad térmica de las actividades de la nitrilhidratasa

Actividad relativa [%]
Rhodoco~ Rhodoco- |Amycolato- |Rhodoco-
ccus sp FZ4 |ccus sp psis sp ccus ro-
GFz270 NA40 dochrous
J1

15 min a
50°C 100 100 nd? 100
60°C 93 95 nd? 80
70°C 2 5 nd® 0
60 min a
20°C 100 100 100 nd®
30°C 100 100 95 nd?
40°C 100 100 80 nd?®
50°C 100 100 32 nd®
60°C 100 89 0 nd®
70°C 6 0 0 nd?
60°C para
0 min 100 100 nd? nd®
30 min 100 67-80 nd?® nd?
60 min 92-100 52-68 nd® nd®
120 min 72-87 29-47 nd® nd?®

a

no determinado

La influencia de la concentracién de 3-cianopiridina en las actividades de la nitrilhidratasa del Rhodococcus sp.
FZ4, Rhodococcus sp. GF270, Amycolatopsis sp. NA40Q y Rhodococcus rhodocrous J1 se determiné de acuerdo al
Ejemplo 9 y el empleo de cada uno de los microorganismos y de las concentraciones de 3-cianopiridina dada en la
tabla 10. Las actividades de la nitrilhidratasa de la cepa Rhodococcus sp. FZ4 y Rhodococcus sp. GF270 muestran la

55

60

65

tolerancia mds alta frente a la 3-cianopiridina.
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TABLA 10

Actividad relativa [%]

3- Rhodoco- |Rhodoco- |Amycolato-|Rhodoco-

cianopiridina|ccus sp ccus sp psis sp ccus

[ (p/Vv)] Fz4 GF270 NA40 rhodo-
chrousJl

0 1002 100° 100° 100°

2.5 1002 100° 74° nd®

5.0 100° 100° 56° 86°

7.5 1002 1002 47° nd*

10.0 100° 1002 16° 63°

? Incubacién durante 60 min; ° Incubacién durante 15 min.

¢ no determinado

La influencia de la concentracion de amida del 4cido nicotinico en las actividades de Rhodococcus sp. FZ4, Rho-
dococcus sp. GF270, Amycolatopsis sp. NA40 y Rhodococcus rhodocrous J1 se determind de acuerdo al Ejemplo 9
con el empleo de cada uno de los microorganismos y de la concentracién de la amida del 4cido nicotinico dada en la
Tabla 11. Las actividades de la nitrilhidratasa de las cepas Rhodococcus sp. FZ4 y Rhodococcus sp. GF270, muestran
las mas altas tolerancias contra la amida del acido nicotinico (Tabla 11).

TABLA 11

Comparacion de la influencia de la concentracion de la amida del dcido nicotinico en las actividades de la
nitrilhidratasa

Actividad relativa [%]

Amida del Rhodoco- |Rhodoco- |Amycolato-|Rhodoco-
acido nicoti-|ccus sp ccus sp psis sp ccus
nico Fz4 GF270 NA40 rhodo-

(5 (p/v)] chrousJl
0 100 100 100 nd?
10 100 100 55 nd®
20 100 100 0 nd®
30 100 100 0 nd?®

? no determinado

15
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Ejemplo 13
Biotransformacion de la 3-cianopiridina a la amida del dcido nicotinico con Rhodococcus sp. FZ4

Una solucion de 3-cianopiridina se alimenté en 42 porciones (42 x 0.52 g =21.8 g; 0.21 mol) a un recipiente que
consiste de una suspensién de células (13.7 mg de peso seco de las células, 4 mL) y amortiguador de fosfato de potasio
(0.1 M; pH 6.0; 16 mL). La siguiente porcién de 3-cianopiridina se empled para la mezcla de reaccién dada, cuando
la 3-cianopiridina se hizo reaccionar en la mezcla de reaccién en forma cuantitativa a la amida del acido nicotinico.
La mezcla de reaccién se estabilizé en el transcurso de la reaccién. Mientras tanto se formaron 25.7 g (rendimiento
cuantitativo) de amida del acido nicotinico.

Ejemplo 14
Biotransformacion del acetonitrilo a acetamida con Rhodococcus sp. Fz4

Acetonitrilo (5 mL; 95 mmol) se hizo gotear durante 80 minutos a una mezcla de reaccién que consistia de amorti-
guador de fosfato de potasio (0.1 M; pH 7.0; 4.5 mL) y suspensién celular (4.88 mg en peso seco de células; 0.5 mL) a
20°C. La reaccién posterior se realizé a 20°C bajo agitacién. La formacién de acetamida durante la reaccién se realizé
por medio de HPLC (Waters Spherisorp 5 u OPDS2 (4.6 x 150 mm); KH,PO, (10 mM; pH 2.5)/Acetonitrilo = 99/1
(v/v); 1.0 mL/min; 210 nm). Dentro de 120 minutos se formaron 6.14 g (Rendimiento cuantitativo) de acetamida, la
cual se acumul6 en el medio de reaccién (Fig. 1).

Ejemplo 15

Influencia de la concentracion de acetonitrilo en la actividad de la nitrilhidratasa del Rhodococcus sp. FZ4 en la
biotransformacion de acetonitrilo a acetamida

Una mezcla de reaccién que consiste de acetonitrilo (0.2-19.0 M; 1.0-1.6 mL), solucién de NaCl acuoso (0.85%
(p/v); 0.6-0.0 mL), amortiguador de fosfato de potasio (0.1 M; pH 7.0; 0.3 mL) y la suspensién de células (0.1 mL) se
incubé 10 minutos a 20°C bajo agitacion. El volumen de reaccion total fue de 2.0 mL. La reaccién se detuvo mediante
la adiciéon de MeOH. La mezcla de reaccién se centrifugo (12 000 Upm, 5 min) y la cantidad de acetamida formada
se determiné por medio de HPLC de acuerdo al Ejemplo 14.

La actividad de la nitrilhidratasa fue aproximadamente constante en la region de 0.1 hasta 15 M de acetonitrilo
(Fig. 8).

Ejemplo 16
Influencia de la concentracion de acetonitrilo en la actividad de nitrilhidratasa del Rhodococcus sp. FZ4

Se incubaron las células con acetonitrilo (0.0-15.0 M) en amortiguador de fosfato de potasio (0.1 M, pH 7.0) a
1 hora a 20°C. La suspension celular se centrifugo (12 000 upm), 5 min) y la células se resuspendieron en solucién
acuosa de NaCl (0.85% (p/v)). La mezcla de reaccion consiste de esta suspension de células (0.1 mL), 3-cianopiridina
(0.5 M; 1.0 mL), solucién acuosa de NaCl (0.85% (p/v); 0.6 mL) y amortiguador de fosfato de potasio (0.1 M; pH
7.0; 0.3 mL) se incub6 5 minutos a 30°C bajo agitacion. La reaccién se detuvo por la adicién de MeOH. La mezcla de
reaccion se centrifugo (12 000 Upm, 5 min) y la cantidad de acetamida formada se determiné por medio de HPLC de
acuerdo al Ejemplo 14.

La actividad de la nitrilhidratasa fue aproximadamente constante luego de 1 hora de incubacién con acetonitrilo
en la regién de concentracién de 0 a 3 M. Luego de 1 hora de incubacién con acetonitrilo al 6 M presenta atin el
60% de la actividad de la nitrilhidratasa original. Luego de 1 hora de incubacién con acetonitrilo al 9 M presenta atin
aproximadamente 35% de actividad de nitrilhidratasa original (Fig. 9).

Ejemplo 17
Produccion del mutante negativo al pigmento del Rhodococcus sp. FZ4

La cepa de Rhodococcus sp. FZ4 se incubd en un medio de “caldo nutritivo” (50 mL) y a 28°C bajo agitacién
hasta que se alcanz6 un ODg ,,,, de 6.29. El precultivo (10 mL) se inoculé entonces en un medio de “caldo nutritivo”
(25 mL) y se incub6 a 28°C bajo agitacidon hasta que se logré un ODygg ,, de 1.90. El cultivo asi obtenido (10 mL) se
centrifugo (8 000 Upm, 5 min). El sobrenadante se elimind y el precipitado de células se suspendi6 en cloruro de sodio
(56 mL) amortiguado con fosfato. La suspension de células se colocé en un plato de petri de vidrio (90 mm didmetro).
Las células se sometieron a luz ultravioleta con una ldmpara UV (15 W, 254 nm) a una distancia de 25 cm durante 17
minutos. Entonces se incubaron las células en un medio de “caldo nutritivo” de doble concentracién a 28°C durante 4
dias bajo agitacion. El cultivo asi obtenido se diluyé 100 veces y alicuotas de 100 ul se colocaron en placas de “placas
con agar” y se incubaron a 28°C. De ahi se hicieron crecer 150 colonias individuales por placa. Las placas se exponen
a la luz del dia para inducir la formacién de los pigmentos rojos. Las colonias de los mutantes negativos al pigmento
se pueden diferenciar facilmente de aquellos de los mutantes coloreados y de los tipos silvestres rojos.

16



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2319 875 T3

Ejemplo 18
Purificacion de la nitrilhidratasa a partir de Rhodococcus sp. FZ4

El Rhodococcus sp. FZ4 se reviste de acuerdo al Ejemplo 3 en un fermentador de 2 L. El cultivo se centrifuga y
el precipitado celular se resuspende en solucién de NaCl acuoso (0.85% (p/v)). La suspension celular se traslada en
acido butirico (0.44 mM) que contiene amortiguador de fosfato de potasio (0.1 M; pH 7.0) y se trata con ultrasonido.
Los restos celulares se retiran por medio de centrifugacion. El sobrenadante se utilizé para la purificacién de la nitril-
hidratasa de acuerdo a la Tabla 12. La actividad de la nitrilhidratasa se determiné de acuerdo al Ejemplo 1, en lugar de
la suspensidn celular se utiliza entonces cada uno de los extractos.

TABLA 12

Purificacion de nitrilhidratasa a partir de Rhodococcus sp. FZ4

Etapa de Contenido |Actividad Actividad

purificacién de protei-|total especifica
na [pmol/min] [pmol/ (min x
(mg] mg) ]

Extracto libre |335 5881 17.6

de células

Precipitacidn 198 6087 28.4
de (NHq) 2504

DEAE-Sephacel 73.0 3553 48.7

Butil-Toyopearl [66.2 2035 30.7

Fenil-Sepharose |26.2 890 34.0
Ejemplo 19

Determinacion de los pesos moleculares de la nitrilhidratasa purificada

El peso molecular se determina con HPLC (TSK gel G 300 SW (0.75 x 60 cm)); amortiguador de fosfato de potasio
(0.1 M; pH 7.5) y cloruro de potasio (0.2 M); 0.7 mL/min; 280 nm).

El peso molecular de la nitrilhidratasa asciende a 465 kDa (Fig. 11).

La nitrilhidratasa consiste a de subunidades @ con un peso molecular de 27.7 kDa y una subunidad 8 con un peso
molecular de 31.2 kDa (Fig. 12).

Ejemplo 20
Estabilidad térmica de la nitrilhidratasa purificada

Una solucién que consiste de nitrilhidratasa en solucién (0.697 ymol/min; 0.025 mL) y amortiguador de fosfato de
potasio (0.1 M; pH 7.0; 0.475 mL) se incub6 60 minutos a diferentes temperaturas en la regién de 20 a 70°C. Entonces
la solucién se enfria con un bafio de hielo a 20°C y se agrega 3-cianopiridina (0.5 M; 0.500 mL). La mezcla de
reaccién se incub6 durante 10 minutos a 20°C. La reaccion se detiene por medio de la adicién de MeOH. La cantidad
de amida del 4cido nicotinico formado se determina por medio de HPLC de acuerdo al Ejemplo 1. La actividad de
la nitrilhidratasa disminuyé luego de 60 minutos de incubacion a temperaturas por arriba de 40°C ostensiblemente,
luego de 60 minutos de incubacién a 50°C la actividad de la nitrilhidratas ascendié s6lo a aproximadamente 25% de
la actividad original (Fig. 15).
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Ejemplo 21
PH optimo de la nitrilhidratasa purificada

Una mezcla de reaccion que consiste de 3-cianopiridina (0.5 M; 0.500 mL), solucién de nitrilhidratasa (0.697
pmol/min, 0.025 mL) y diferentes amortiguadores en un pH en la regién de 4 a 11 (0.1 M; 0.0475 mL) se incub6 10
minutos a 20°C. La reaccion se detuvo por la adiciéon de MeOH. La cantidad de amida del dcido nicotinico formada se
determiné por medio de HPLC de acuerdo al Ejemplo 1. El pH éptimo de la nitrilhidratasa permanece en la regién de
6.0 a 6.5 (Fig. 16).

Ejemplo 22
PH de estabilidad de la nitrilhidratasa purificada

Una solucién que consiste de nitrilhidratasa en solucién (8.36 umol/min; 0.47 mL), diferentes amortiguadores a
pH en la region de 4.0 a 11.0 (0.3 M; 0.10 mL) y agua destilada (0.03 mL) se incubd durante 30 minutos a 20°C. La
mezcla de reaccion que consiste de una alicuota de la nitrilhidratasa en solucién incubada (0.05 mL), 3-cianopiridina
(0.5 M; 0.5 mL) y cada una de los amortiguadores (0.1 M; 0.45 mL) se incubd durante 10 minutos a 20°C. La reaccién
se detuvo por la adiciéon de MeOH. La cantidad de amida del dcido nicotinico formada se determiné por medio de
HPLC de acuerdo al Ejemplo 1. La actividad de la nitrilhidratasa corresponde luego de 60 minutos de incubacién a un
pH en la regién de 6 a 8 aproximadamente a la actividad de la nitrilhidratasa original (Fig. 17).

Ejemplo 23
Especificidad del substrato de la nitrilhidratasa purificada

Una mezcla de reaccién que consiste de nitrilhidratasa en solucién (0.695 ymol/min; 0.025 mL), diferentes subs-
tratos (0.500 mL) y amortiguador de fosfato de potasios (0.1 M, pH 7.0: 0.475 mL) se incub6 de 5 a 10 minutos a
20°C. Las concentraciones del substrato empleado se encuentran en la regién de 0.015 hasta 0.250 M. La reaccién
se detuvo por la adicién de MeOH. La cantidad formada de amida se determin6 por medio de HPLC. Los resultados

se conjuntan en la tabla 13. La nitrilhidratasa muestra la mas alta actividad bajo los substratos probados referente al
substrato de acetonitrilo.

TABLA 13

Especificidad del substrato de la nitrilhidratasa purificada

Substrato Concentraciodn Actividad relativa

[M] [%]

Acetonitrilo 0.2 1008
acrilonitrilo 0.2 774
Propionitrilo 0.2 693
Butironitrilo : 0.2 578
Nitrilo de acido 0.2 114

crotdnico

3-cianopiridina 0.25 100°
4-cianopiridina 0.125 92.8
Benzonitrilo 0.015 75.6
m-clorbenzonitrilo 0.015 66.5
2-cianpiridina 0.125 36.7
p-clorbenzonitrilo 0.015 8.31
Metacrilamida 0.2 1.39

o-clorbenzonitrilo 0.015 0

®Actividad total: 4164 pumol/ (min x mL)
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Influencia de los inhibidores potenciales en la nitrilhidratasa purificada

Una solucién que consiste de nitrilhidratasa en solucién (0.695 umol/min; 0.025 mL), amortiguador de fosfato
de potasio (0.1 M; pH 7.0; 0.475 mL), agua destilada (0.150 mL) e inhibidores potenciales diferentes (0.100 mL) se
incub6 5 minutos a 20°C. Entonces se agregd 3-cianopiridina (1.0 M; 0.250 mL). La concentracion de los inhibidores
en la mezcla de reaccion ascendi6 a 1.0 mM. La mezcla de reaccién se incubd durante 10 minutos a 20°C. La reaccién
se detuvo por la adicién de MeOH. Las cantidades de amida del 4cido nicotinico formada se determinaron por medio
de HPLC de acuerdo al Ejemplo 1. Los resultados se muestra en la tabla 14. Bajo los inhibidores potenciales probados

la hidroxilamina y cianuro de potasio muestran la accién inhibidora més fuerte.

TABLA 14

Influencia de los inhibidores potenciales en la nitrilhidratasa purificada

Inhibidor Actividad relativa [%]
Acido p-cloromercuribenzoico? 187
Tiron 114
Fluoruro de fenilmetasulfonilo 110
1,10-fenantrolina 106
Urea 106
Ditiotreitol 103
EDTA® 100
-—- 100°¢
Cisteamina 99.1
8-hidroxiquinolina 97.8
2,2'-bipiridilo 97.8
Yodoécetato 96.7
N-etilmaleinimida 95.3
Azida de sodio 93.5
5.5 -ditiobis(2-&cido 93.4
nitrobenzoico)?

Dietilditiocarbamato 93.3
D-cicloserina 86.3
Fenilhidrazina 84.6
2-mercaptoetanol 76.3
Hidroxilamina 1.34
Cianida de potasio 0

0.1 mM.

“Actividad total:
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Ejemplo 25

Influencia de los iones metdlicos en la actividad de la nitrilhidratsa purificada

La influencia de los iones metdlicos en la actividad de la nitrilhidratasa purificada se realizé de acuerdo al Ejemplo
24, pero bajo la adicion de iones metélicos en lugar de inhibidores potenciales. Las concentraciones de iones metalicos
en la mezcla de reaccién asciende a 1.0 mM. Los resultados se conjuntan en la Tabla 15. Bajo los iones metalicos
probados los cationes de plata solos y los cationes de bivalentes de plata muestran una accién inhibidora.

TABLA 15
Influencia de los iones metdlicos en la actividad de la nitrilhidratasa purificada
Iones Actividad
Metalicos relativa [%]
CuS0q, 177
MnCl, 123
NiCl, 123
ZnS0q4 121
FeS04 113
CaCl, 113
CoCl, 110
FeCl; 105
- 1002
AgNO; 0
HgC1,” 0
®Actividad total: 3375 pmol/(min x mL)
°0.1 mM.
Ejemplo 26

Determinacion del valor de Ky para la 3-cianopiridina con respecto a la nitrilhidratasa purificada

A una solucién que consiste de nitrilhidratasa en solucién (0.0697 ymol/min; 0.025 mL) y amortiguador de fosfato
de potasio (0.1 M; pH 7.0; 0.475 mL) se agregd 3-cianopiridina en diferentes concentraciones (3.1-800 mM; 0.500
mL). La mezcla de reaccién se incub6 10 minutos a 20°C. La reaccién se detuvo por la adicién de metanol y la cantidad
de amida del 4cido nicotinico se determiné por medio de HPLC de acuerdo al Ejemplo 1. El valor de Ky, para la 3-
cianopiridina ascendié a 80.5 mM (Fig. 13).

Ejemplo 27
Determinacion del valor de Ky para el acetonitrilo con respecto a la nitrilhidratasa purificada

A una solucién que consiste nitrilhidratasa en solucién (0.0697 umol/min; 0.025 mL) y amortiguador de fosfato
de potasio (0.1 M; pH7.0; 0.475 mL) se agregd acetonitrilo en diferentes concentraciones (2.5-80 mM; 0.500 mL).
La mezcla de reaccién se incub6 durante 10 minutos a 20°C. La reaccién se detuvo con la adicién de metanol y la

cantidad de acetamida formada se determiné por medio de HPLC de acuerdo al Ejemplo 14. El valor de Ky, para el
acetonitrilo ascendi6 a 2.84 mM (Fig. 14).
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REIVINDICACIONES
1. Microorganismos de la especie Rhodococcus sp. FZ4, segin han sido depositados bajo el niimero DSM 13597.

2. Microorganismos de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizados porque son capaces de tolerar una concen-
tracion de acetonitrilo de al menos 3 M.

3. Microorganismos de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizados porque son capaces de hacer reaccionar la
3-cianopiridina para dar nicotinamida.

4. Microorganismos de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizados porque estin
presentes dcidos micélicos que tienen una longitud de cadena de 48C.

5. Extractos enzimadticos, obtenibles de los microorganismos de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones
1ad4.

6. Nitrilo hidratasa, obtenible a partir de los microorganismos segtin se reivindica en una de las reivindicaciones 1
a4

7. Nitrilo hidratasa, caracterizada por

a) un valor Ky, de 2.84 + 1.00 mM para el sustrato acetonitrilo y de 80.5 = 15.0 mM para el sustrato 3-
cianopiridina

b) un pH 6ptimo de 6.5 + 1.0
¢) un peso molecular de 465 + 50 kDa, que comprende subunidades « y 8, determinado por HPLC.

8. Método para preparar amidas de la férmula general

R' — CONH, I

en la cual R'es un grupo C,_¢-alquilo, un grupo C,_¢-alquenilo o un grupo de férmula general

en el cual X es un dtomo de nitrégeno o -CH=, y R* y R? son independientemente uno de otro un itomo de
hidrégeno, un dtomo de halégeno, un grupo alquilo C,_¢ o un grupo alquenilo C, g, caracterizado porque un nitrilo
de la férmula general

R!'-CN II

en la cual R' es como se definié més arriba, es convertido por medio de un microorganismo de acuerdo con al menos
una de las reivindicaciones 1 a 4, un extracto enzimético de acuerdo con la reivindicacién 5 o por medio de una enzima
de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 6 y 7.

9. Método de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado porque el nitrilo usado es 3-cianopiridina o acetoni-
trilo.

10. Método de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 8 y 9, caracterizado porque la reaccién es llevada
a cabo a una temperatura desde 5 hasta 50°C y a un pH desde 5 a 10.

11. Uso de los microorganismos de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 4 para remover los
residuos de acetonitrilo.
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Figura 1
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Figura 6
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Figura 11
100 HE
E Nitrilhidratasa (465,000)
Peso - Deshidrogenasa de glutamato (290,000)
Molecular 10 - Deshidrogenasa de lactato (142,000)
[10 kDa] - Enoldsa (67,000)
I
- Adenilatocinasa (32,000)
Citocromo ¢ (12,400)
1 . T T |
20 25 30 35 40
Tiempo de retencion [minj
Figura 12
10 T\ Fosforilasa b (94,000)
F Albumina de suero de bovino (67,000)
- Ovalbimina (43,000)
Peso ] Subunidad g (31,200)
Molecular I Subunidad o (27,700)
[10 kDa]

Carboanhidrasa (30,000)

Frijol de soya - tripsina - inhibidor (21,100)

o-Lactalbumina (12,000)

T T L 1 i T

Rf

28



ES 2319 875 T3

Figura 13
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Figura 15
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Figura 16
125
100 -
Actividad 7°
Relativa
(%] 50
N Q\j\m
0 TR té | D 1 T
2 4 6 8 10 12
pH
~&~ Amortiguador de Acetato
—A— Amortiguador de Acetato

-O— Amortiguador de Fosfato de Potasio

-8 Amortiguador de Tris - HCI

— Amortiguador de Carbonato Acido de Sodio

31



ES 2319 875 T3

Figura 17
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