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ES 2323462 T3

DESCRIPCION

R-hidroxinitrilo liasas con una aceptacion mejorada por el substrato y su utilizacién.

Los procedimientos biocataliticos han adquirido una gran importancia para la industria quimica. La realizacién
de reacciones quimicas mediando toma de ayuda de catalizadores bioldgicos es interesante, en este caso, sobre todo
en aquellos sectores de utilizacion, en los que se puede aprovechar la propiedad, que se presenta frecuentemente, de
ciertas enzimas de convertir o formar de manera preferente uno de los dos enantiémeros, en el caso de reacciones
quimicas con componentes quirales o proquirales.

Unas premisas esenciales para el aprovechamiento de estas favorables propiedades de ciertas enzimas son su dis-
ponibilidad en unas cantidades requeridas técnicamente y con una reactividad lo suficientemente alta, asi como una
estabilidad en las condiciones reales de un procedimiento técnico.

Una clase especialmente interesante de compuestos quimicos quirales la constituyen las cianhidrinas. Las cianhi-
drinas son importantes, por ejemplo, en el caso de la sintesis de a-hidroxiacidos, a-hidroxicetonas y S-aminoalcoholes,
que encuentran utilizacion para la obtencion de sustancias bioldgicamente activas, p.ej. sustancias activas farmacéuti-
cas, vitaminas o compuestos piretroides.

La preparacién de estas cianhidrinas se efectia mediante una reaccién por adicién de dcido cianhidrico con el
grupo carbonilo de una cetona o de un aldehido.

La preparacién a escala técnica de compuestos quirales, tales como, por ejemplo, (S)-cianhidrinas, se pudo realizar
mediante el descubrimiento de la enzima (S)-hidroxinitrilo liasa procedente de Hevea brasiliensis, y se describe,
por ejemplo, en el documento de solicitud de patente internacional WO 97/03204, y en los documentos de patentes
europeas EP 0.951.561 y EP 0.927.766.

Sin embargo, existe una gran cantidad de compuestos quimicos interesantes, en los que los enantiémeros R son
importantes para ciertas aplicaciones técnicas. Hasta ahora sélo se describieron unos procedimientos para la produc-
cién de una serie de productos, que s6lo se pueden emplear a la escala del laboratorio (véanse p.ej.: los documentos
EP 0.276.375, EP 0.326.063 y EP 0.547.655). En estos casos, se emplearon predominantemente unas preparaciones
enzimdticas, que se habian obtenido a partir de plantas de la familia de las Rosaceae, por ejemplo, a partir de los cora-
zones de almendras (Prunus amygdalus). Otras R-HNL’s empleadas hasta ahora son, por ejemplo, las de planticulas de
semillas de lino (Linum usitatissimum; LuHNL), que fueron clonadas como el primer gen de una R-NHL y expresados
en E. Coli 'y Pichia pastoris, o una R-NHL procedente de Phlebodium aureurum.

Hasta ahora no se han realizado aplicaciones técnicas a mayor escala. La causa esencial de esto es que las prepara-
ciones enzimaticas a base de plantas de la familia Rosaceae con actividad de hidroxinitrilo liasa (HNL) o para las de
planticulas de semillas de lino no estaban a disposicion hasta ahora en unas cantidades suficientes y con unos costes
soportables, y ademds, que ellas mostraban una estabilidad demasiado pequefia a muy bajos valores del pH.

Con el fin de obtener unos productos con una alta pureza éptica, en la bibliografia se describen como ventajosos
pardmetros de reaccioén, unas muy bajas temperaturas (véase p.ej. Persson y colaboradores: Enzyme and Microbial
Technology 30(7), 916-923; 2002), un valor del pH situado por debajo de 4 (véase p.ej. Kragl y colaboradores; Annals
of the New York Academy of Science; 613 (enzyme Eng. 10), 167-75, 1990), asi como la utilizacién de sistemas de 2
fases (véase por ejemplo, el documento EP 0.547.655) o de emulsiones (véase p.ej. el documento EP 1.238.094).

Desafortunadamente, la mayoria de las R-HNL’s tienen, a un valor del pH situado por debajo de 4, unos periodos
de tiempo de semidesintegracion de menos que una hora.

A partir del documento de solicitud de patente europea EP 1.223.220 A1 se conocen unas enzimas recombinantes,
que se preparan mediante clonacién de un gen de Prunus amygdalus, que codifica una isoenzima R-HNL, por ejemplo
la isoenzima 5 (PaHNIS), asi como mediante expresion heterdloga, por ejemplo, en Pichia pastoris, que se distinguen,
tal como se desprende de los Ejemplos, por una estabilidad esencialmente aumentada a unos muy bajos valores del pH
en comparacion con las otras R-HNL’s conocidas.

Como desventaja se comprobd una aceptacion no satisfactoria por el substrato, puesto que la conversién de algunos
substratos, en presencia de, por ejemplo, una PaHNLS5 recombinante, se efectia con una velocidad de reaccién mani-
fiestamente mds pequefia que en presencia de preparaciones de (R)-HNL naturales de procedencia vegetal, procedentes
de corazones de almendra, que se pueden adquirir comercialmente.

Fue misidén del invento, por lo tanto, poner a punto R-hidroxinitrilo liasas de la familia de las Rosaceae, que
se puedan poner a disposicién por primera vez para conversiones técnicas a una escala industrial en una cantidad
suficiente y de una manera barata, y que tengan una aceptaciéon mejorada por el substrato, asi como una estabilidad
aumentada.

Objeto del invento son, por consiguiente, unas R-hidroxinitrilo liasas con una aceptacién mejorada por el substrato
y una estabilidad aumentada, que estdn caracterizadas porque, en el centro activo de las R-hidroxinitrilo liasas, un
resto de alanina esta sustituido por uno de glicina.
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Las R-HNL’s conformes al invento son unas mutantes de R-hidroxinitrilo liasas procedentes de Prunus amygdalys
(PaHNL) o de Prunus serotina (PsHNL).

Como R-HNL’s naturales se emplean preferiblemente R-HNL’s procedentes de Prunus amygdalys (PaHNL), de
Prunus domestica (PAHNL) o de Prunus serotina (PsHNL).

R-HNL’s recombinantes preferidas son las R-HNL’s PaHNL1 hasta PaHNLS recombinantes que se describen en el
documento EP 1.223.220, siendo preferida en particular la PaHNLS recombinante.

La produccién de las R-HNL’s conformes al invento se efectia mediante una mutagénesis especifica para un sitio,
por ejemplo por medio de los estuches Quick Change (XL) Site Directed Mutagenesis Kit, Quick Change Multi Site
Directed Mutagenese Kit (de la entidad Stratagene), asi como de estuches de Invitrogen o Promega, etc., segin las
instrucciones del fabricante, o de acuerdo con otros métodos usuales, tales como los que se describen, por ejemplo, en
Current Protocols in Molecular Biology [Protocolos actuales en biologia molecular], Ausubel y colaboradores, 2003.

Los estuches para la mutagénesis dirigida a un sitio son unos sistemas prestos para el uso para la produccién de
unos mutantes especificos y son distribuidos comercialmente, por ejemplo, por la entidad Stratagene Cloning Systems,
La Jolla CA (EE.UU.).

En el caso de la mutagénesis dirigida a un sitio conforme al invento, en el centro activo de la R-NHL se sustituye
un radical de alanina por uno de glicina.

Para la conversion de substratos grandes, tales como, por ejemplo, de aldehidos o de cetonas aromaticos(as) con
radicales voluminosos, o respectivamente con sustituyentes situados en posicion orto o meta, o de aldehidos o cetonas
alifaticos(as) voluminosos(as), se intercambia de manera preferida una alanina por una glicina.

Se prefieren especialmente las mutantes de las R-hidroxinitrilo liasas recombinantes PaHNL1 - PaHNLS que se
conocen, por ejemplo, a partir del documento EP 1.223.220.

Se prefieren en particular las mutantes de la R-hidroxinitrilo liasa recombinante PaHNLS, en la cual en el centro
activo el radical alanina en la posicién 111 esta sustituido por uno de glicina.

Las numeraciones parten de las correspondientes posiciones en la R-hidroxinitrilo liasa recombinante PaHNL5
inalterada madura(véase la Figura 2), pero las posiciones se pueden desplazar correspondientemente por medio de
las modificaciones de la secuencia, que se han expuesto mds arriba, tales como, por ejemplo, un acortamiento o una
prolongacién de la secuencia.

A continuacion, se efectiia la expresion secretoria en unos microorganismos adecuados, tal como, por ejemplo, en
Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae o Escherichia coli, Bacillus subtilis, Klyveromyces lactis, Aspergillus niger,
Penicillium chrysogenum, Pichia methanolica, Pichia polymorpha, Pichia anomala, Schizosaccharomyces pombe, etc.

La purificacion de las resultantes mutantes de R-HNL conformes al invento, se efectia segiin métodos clasicos,
por ejemplo, andlogamente a Dreveny y colaboradores; Structure (Cambridge; MA, EE.UU.) 9(9), 803-815; 2001.

Las mutantes de R-HNL conformes al invento se adecuan para la preparacién de R- 6 S-cianhidrinas puras en cuanto
a los enantiémeros, con una velocidad de conversién aumentada con respecto al estado de la técnica, distinguiéndose
las mutantes de R-NHL conformes al invento también por una alta estabilidad frente al pH a unos bajos valores del pH.

Un objeto adicional del invento es, por consiguiente, la utilizacion de las mutantes de R-NHL conformes al invento
para la preparacién de R- 6 S-cianhidrinas puras en cuanto a los enantidémeros.

En particular, las mutantes de R-NHL conformes al invento se emplean en los casos de aldehidos y cetonas alifati-
cos(as) y aromaticos(as) como substratos.

Por aldehidos se deben de entender en este caso aldehidos alifaticos, aromaticos o heteroaromaticos. Por aldehi-
dos alifaticos se deben de entender en este caso aldehidos saturados o insaturados, alifaticos, lineales, ramificados
o ciclicos. Aldehidos alifaticos preferidos son unos aldehidos lineales o ramificados que tienen en particular de 2 a
30 4dtomos de C, de manera preferida de 4 a 18 dtomos de C, que estdn saturados o insaturados una vez o multiples
veces. El aldehido puede tener en este caso tanto enlaces C-C dobles como también enlaces C-C triples. Los aldehidos
alifaticos, aromadticos o heteroaromadticos pueden estar adicionalmente sin sustituir o sustituidos con grupos inertes en
las condiciones de reaccién, por ejemplo con grupos arilo o heteroarilo eventualmente sustituidos, tales como grupos
fenilo, fenoxi o indolilo, con grupos halégeno, hidroxi, hidroxi-alquilo de C;-Cs, alcoxi de C,-Cs, (alquil de C,-Cs)-
tio, de éter, de alcohol, de éster de acido carboxilico, nitro o azido.

Ejemplos de aldehidos alifaticos preferidos son butanal, 2-butenal, 3-fenil-propanal, aldehido hidroxi-pivalico, etc.

Ejemplos de aldehidos arométicos o heteroaromdticos son benzaldehido o respectivamente benzaldehidos sus-
tituidos diversamente tales como, por ejemplo, 2-cloro-benzaldehido, 3-cloro-benzaldehido, 4-cloro-benzaldehido,
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3,4-difluoro-benzaldehido, 3-fenoxi-benzaldehido, 4-fluoro-3-fenoxi-benzaldehido, hidroxi-benzaldehidos, metoxi-
benzaldehidos, ademas furfural, metil-furfural, antraceno-9-carbaldehido, furano-3-carbaldehido, indol-3-carbaldehi-
do, naftaleno-1-carbaldehido, ftalodialdehido, pirazol-3-carbaldehido, pirrol-2-carbaldehido, tiofeno-2-carbaldehido,
isoftaloaldehido o piridina-aldehidos, tienil-aldehidos, etc.

Las cetonas son unas cetonas alifaticas, aromaticas o heteroaromaticas, en las que el &tomo de carbono del carboni-
lo estd sustituido de manera desigual. Por cetonas aliféticas se deben de entender unas cetonas saturadas o insaturadas,
lineales, ramificadas o ciclicas. Las cetonas pueden estar saturadas o insaturadas una vez o multiples veces. Ellas pue-
den estar sin sustituir, o estar sustituidas con grupos inertes en las condiciones de reaccion, por ejemplo con grupos
arilo o heteroarilo eventualmente sustituidos, tales como grupos fenilo o indolilo, con grupos halégeno, de éter, de
alcohol, de ésteres de acidos carboxilicos, nitro o azido.

Ejemplos de cetonas aromadticas o heteroaromadticas son acetofenona, indolil-acetona, etc.

Los aldehidos y las cetonas, que se adecuan conforme al invento, son conocidos(as) o se pueden preparar de una
manera usual.

Los substratos se hacen reaccionar en presencia de las HNL’s conformes al invento con un compuesto donante de
grupos cianuro.

Como compuesto donante de grupos cianuro entran en consideracion dcido cianhidrico, cianuros de metales alca-
linos o una cianhidrina de la férmula general I

R;R,C(OH)(CN),

Enlaférmulal, R, y R, significan, independientemente uno de otro, hidrégeno o un grupo hidrocarbilo sin sustituir,
o R, y R, significan en comiin un grupo alquileno con 4 o 5 dtomos de C, no significando R; y R, al mismo tiempo
hidrégeno. Los grupos hidrocarbilo son grupos alifiticos o aromadticos, de manera preferida grupos alifdticos. De
manera preferida R, y R, significan grupos alquilo con 1 - 6 &tomos de C, se prefiere totalmente el compuesto donante
de grupos cianuro cianhidrina de acetona.

La preparacion del compuesto donante de grupos cianuro se puede efectuar seglin procedimientos conocidos. Las
cianhidrinas, en particular la cianhidrina de acetona, se pueden adquirir también comercialmente.

De manera preferida, se emplea como compuesto donante de grupos cianuro dcido cianhidrico (HCN), KCN,
NaCN o la cianhidrina de acetona, de manera especialmente preferida 4cido cianhidrico.

El 4cido cianhidrico puede ser liberado, en este caso, tan s6lo poco antes de la reaccion a partir de una de sus sales
tales como, por ejemplo, NaCN o KCN, y se afiade en sustancia o en una forma disuelta a la mezcla de reaccion.

La reaccién se puede llevar a cabo en un sistema orgédnico, acuoso o de 2 fases, o en emulsidn, asi como en
sustancia.

Como sistema acuoso se utiliza una solucién acuosa o una solucién tamponadora, que contiene la HNL conforme
al invento. Ejemplos de ellas son un tampén de citrato de Na, un tampén de fosfato, etc.

Como agente diluyente organico se pueden utilizar unos hidrocarburos alifiticos o aromédticos, que no son miscibles
o tan s6lo escasamente miscibles, los cuales estdn eventualmente halogenados, alcoholes, éteres o ésteres, o mezclas
de éstos, o se puede utilizar el substrato propiamente dicho. De manera preferida, se emplean metil-terc.-butil-éter
(MTBE), diisopropil-éter, dibutil-éter y acetato de etilo, o mezclas de éstos.

Las HNL’s conformes al invento se pueden presentar o bien como tales o inmovilizadas en el agente diluyente
orgdnico, pero la reaccién se puede efectuar también en un sistema de dos fases o en emulsién con una HNL no
inmovilizada. La reaccién se efectia en este caso a unas temperaturas de -10°C hasta +50°C, de manera preferida a
-5°C hasta +45°C.

El valor del pH de la mezcla de reaccién puede ser de 1,8 a 7, de manera preferida de 2 a 4 y de manera especial-
mente preferida de 2,5 a 3,5.

Ejemplo 1

Clonacion del gen PaHNLA4 procedente de Prunus amygdalus

Se produjeron unos cebadores de PCR especificos para un gen, que se basan en la homologia de secuencias del
gen mdl4 de Prunus serotina:

La amplificacion se efectud en un tanda de 50 ul con 1,2 U de la polimerasa de ADN Taq “Hotstar” (de Qiagen,
Hilden, Alemania), con 50 ng de un ADN genémico de almendra (aislado a partir de corazones de almendras Farmgold,
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nimero de carga L4532, cosecha de 1999) como “molde”, en cada caso 10 pmol de los cebadores mandlp2f (0BT2204)
y mandlp5r (0BT2206), 5 ul de una mezcla de dNTPs (nucleétido - trifosfatos)(en cada caso 2 mM), todos ellos en
1 x tamp6n para PCR correspondientemente al manual del estuche Hotstar (en inglés “Hotstar Kit”) (de Qiagen,
Hilden, Alemania), comenzando con una etapa de desnaturalizacién durante 15 minutos a 95°C, seguida por 10 ciclos
(1 min a 94°C, 1 min a 45°C; 1 min a 72°C,) para la amplificacién previa, por otros 20 ciclos (1 min a 94°C, 1
min a 68°C, 1 min a 72°C) para la amplificacién de productos especificos, y por una incubacién final durante 5 min
a 72°C. Mediante esta PCR se obtuvo un fragmento de ADN con el tamafio de aproximadamente 2,2 kb [kilobases]
(comprobado por un anélisis mediante electroforesis en gel de agarosa). Este producto de 1a PCR se purificé a partir de
un gel de agarosa mediante el “Qiaquick Kit” [estuche Qiaquick] (de Qiagen, Hilden, Alemania) correspondientemente
al manual adjunto, se introdujo por clonacién en el vector de clonacién pBSSK(-) a través de los sitios de corte
con EcoRlI, y mediando utilizacién del estuche “Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing” [secuenciacidn con ciclo
de terminador desoxi y colorante] (de Applied Biosystems Inc., Forster City, CA, EE.UU.) se secuencid segtn la
estrategia de la migracion de cebadores (en inglés “primer walking”). A partir de las regiones 5’ y 3’ del ADN se
derivaron nuevos cebadores de PCR y se emplearon para una renovada PCR. En este caso, se escogi6 la siguiente
tanda de reaccién: 20 ng de un ADN gendémico, en cada caso 10 pMol de los dos cebadores pamhnl4a (0BT2544) y
pamhnlde (0BT2543), 2 ul de una mezcla de INTPs (en cada caso 5 mM), 1 x tampdn para PCR Hotstar y 1,2 U de la
polimerasa de ADN Hotstar (de Qiagen, Hilden, Alemania). La amplificacién se efectué después de una etapa de 15
minutos a 95°C con 30 ciclos (de 1 min a 94°C, 30 s a 60°C, 2 min a 72°C) y de 15 min a 72°C. El producto de la PCR
se purificé 2 veces a través de columnitas de Qiaquick (de Qiagen, Hilden, Alemania) y se secuencié directamente,
con el fin de evitar errores en las secuencias de los productos clonados de la PCR. En la secuencia de ADN obtenida
del fragmento de PCR, que tiene una longitud de en total 2.232 pares de bases, se identificaron los exones y a partir
de la secuencia codificadora se derivo la secuencia proteinica de la isoenzima PaHNL4.

0BT2204 mandlp2f: 5'-ACTACGAATTCGACCATGGAGAAATCAAC-3’
0BT2206 mandlpSr: 5'-CACTGGAATTCAAAGAGCAACACTTATCCACGG-3’
oBT2543 pamhnlde: 5'-AAGAGGAACACTTAGCCACG-3°

oBT2544 pamhnlda: 5'-CAACAATGTCCGCTGTAGTG-3"

Ejemplo 2
Intercambio de la secuencia de sefial

Como extremo terminal de N de la proteina madura calculada (la proteina segregada después de una separacién del
péptido de sefial y de la secuencia GluAlaGluAla adicional) se escogieron 2 variantes, a fin de evitar una acumulacién
de una enzima procesada de una manera incompleta en el interior de la célula:

A) Leucina como aminodcido en el terminal de N, tal como se presenta también en la secuencia de tipo salvaje
y que es considerada como aminodcido primariamente desestabilizador segtn la regla del extremo terminal
de N (Varshavsky y colaboradores, Proceedings of the National Academy of Science of the United States
of America, 93 (22), 12.142-12.149, 1996).

B) Glutamina (mutacién L1Q) como aminoécido en el terminal de N, que se describe como aminodacido ter-
ciariamente desestabilizador (Varshavsky y colaboradores, 1996).

PCR1

La secuencia de sefial del factor de apareamiento alfa de Saccharomyces cerevisiae se amplificé grandemente
a partir del molde pPICZB (de Invitrogen Inc, San Diego, Ca, n° de catidlogo V19520). Los cebadores de PCR se
construyeron de tal manera que se destruia el sitio de corte con EcoRI del pldsmido de Invitrogen junto al extremo
3’ de la secuencia de sefial. De esta manera, se proporcioné la posibilidad de clonar la construccién génica total,
inclusive la secuencia de sefial, a través de los sitios de corte con EcoRI en diferentes vectores de expresion en Pichia.
Para ello, se utilizaron los pares de cebadores alfal 1/alfa21a o respectivamente alfal 1/alfa21aQ. Los cebadores alfal 1
y hnl5a21 contienen un sitio de corte con EcoRI. Los cebadores alfa21a o respectivamente alfa21aQ contenfan también
una regién de la secuencia de ADN, que codifica el extremo 5’ de la isoenzima madura PaHNLS. El cebador alfa21aQ
contenia una modificacién de la secuencia, que conduce a la mutacién L1Q junto al extremo terminal de N de la
proteina segregada madura esperada. Junto al extremo de la secuencia de sefial del factor alfa se encontraba un sitio
de disociacién con Kex2 y una secuencia GluAlaGluAla procesada por Stel3,

La PCR se llev6 a cabo en una tanda de 50 ul (10 ng del molde, en cada caso 0,1 M de un cebador, 0,2 mM
de dNTPs, 5 ul de un tampén para PCR, 1 U de la polimerasa Pwo de Roche) en un termociclador de Applied
Biosystems (Forster City, CA, EE.UU). Después de una etapa de desnaturalizacién durante 2 min a 94°C, se efectud
la amplificacién en 30 ciclos (30 s a 94°C, 60 s a 62°C, 1 min 30 s a 72°C) y en una etapa de finalizacién durante 7
min a 72°C.
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PCR 11

El gen hnl5 se amplificé grandemente a partir del plasmido pHILDPaHNLS5a (BT4256) con los pares de cebadores
hnlSa11/ hnl5@21 o respectivamente hnlSa11Q/hnl5a21. Los cebadores hnl5Sa11 y hnl5a11Q contenian también una
region de la secuencia de ADN, que correspondia al extremo 3’ del fragmento con la secuencia de sefial del factor alfa
(véase mas arriba). El cebador hnl5a21 contenia un sitio de corte con EcoRI.

La PCR se llev6 a cabo en una tanda de 50 ul (10 ng del molde, en cada caso 0,1 uM de un cebador, 0,2 mM de
dNTPs, 5 ul de un tampén para PCR, 1 U de la polimerasa Pwo de Roche) en un termociclador de Applied Biosystems.
Después de una etapa de desnaturalizacién durante 2 min a 94°C, se efectué la amplificacién en 30 ciclos (30 s a 94°C,
60 s a 65°C, 3 min 30 s a 72°C) y en una etapa de finalizacion durante 7 min a 72°C.

Prolongacion del solapamiento

En cada caso 3 ul de los dos productos de la PCR Iy de la PCR 1II se emplearon como molde y al mismo tiempo
como cebadores para una complecién destinada a proporcionar un producto coherente. La prolongacién (en inglés
extension) se efectud en una tanda de 45 ul con 5 ul de un tampén para PCR de Pwo, 0,2 mM de dNTPs y 1 unidad de
la polimerasa Pwo (de Roche, Mannheim, Alemania). La tanda se calent6 durante 2 min a 94°C y luego se incub6 con
10 ciclos durante 30 s a 94°C y durante 3 min a 72°C en el termociclador.

PCR 11

Para la amplificacién del producto procedente de la prolongacién del solapamiento, se utilizaron los cebadores
alfall y hnl5a21. A la tanda de la PCR para la prolongacién del solapamiento se le afiadieron 5 ul de una mezcla
de cebadores (3 ul de agua y en cada caso 1 ul del cebador alfall o respectivamente hnl5a21, siendo de 5 uM la
concentracion de los cebadores), y el producto se amplificé con 20 ciclos (30 s a 94°C, 45 s a 62°C, 4 min a 72°C).
Para la finalizacién, se efectué una incubacién a 72°C durante 7 min. El producto de la PCR se purificé segtin el
protocolo de purificacion Qiaquick de Qiagen (Hilden, Alemania), se corté con EcoRI y se clond en el vector pHILD2
(de Invitrogen, San Diego, Ca).

Secuencias de los cebadores

oBT2835 alphal 1: 5°- tcttcgaagaattcacgATGAGATTTCCTTCAATTTITTACTGC- 3°
0BT2841 alpha21a: 5°- gaagtattggecaagAGCTTCAGCCTCTCTTTTCTCG- 3°

oBT2843 alpha21aQ: 5'- gaagtattggettgAGCTTCAGCCTCTCTTTTCTCG-3’

oBT2837 hnl5all: 5'- agagaggctgaagctCTTGCCAATACTTCTGCTCATG-3"

oBT2842 hnl5a11Q: 5'- agagaggctgaagctCAAGCCAATACTTCTGCTCATG-3°
oBT2838 hnl5a21: 5'- atggtaccgaattc TCACATGGACTCTTGAATATTATGAATAG-3’

Las prolongaciones estan escritas en letras mintsculas.

Los plasmidos resultantes se denominaron pHILDPaHNLS5«a (BT4338) o respectivamente pHILD-PaHNLSa_L1Q
(BT4339). La transformacion en el seno de Pichia pastoris se efectud segin la prescripcion general de Invitrogen.

En cada caso 2.000 transformantes fueron inoculados con palillos esterilizados en placas de cultivo de pocillos
profundos (en inglés deep well) y se cultivaron para el escrutinio en cuanto a transformantes activos.

Ejemplo 3
Cultivacion de transformantes en Pichia pastoris y produccion de variantes de PaHNLS
a) Microcultivos en placas de pocillos profundos

250 pd del medio BMO,5G (fosfato de potasio 0,2 M, de pH 6,0; 13,4 g/l de una base nitrogenada de levadura,
5 g/l de glicerol, 0,8 mg/1 de biotina) en placas de pocillos profundos de 2 ml de capacidad, se inocularon con colonias
individuales de transformantes y se sacudieron a 28°C y 340 rpm (revoluciones por minuto). La induccién de la
expresion a través del promotor AOX1 se efectué mediante una adicién de 250 ul del medio BMM?2 (fosfato de
potasio 0,2 M, de pH 6,0; 13,4 g/l de una base nitrogenada de levadura, 20 ml/l de metanol, 0,8 mg/l de biotina)
después de 60 - 70 horas. Después de 10, 24 y 48 horas se efectuaron mds entregas de metanol mediante una adicién
de cada vez 50 ul de BMM10 (fosfato de potasio 0,2 M, de pH 6,0; 13,4 g/l de una base nitrogenada de levadura, 100
ml/l de metanol, 0,8 mg/1 de biotina).
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Aproximadamente a las 72 horas después de la induccion, las células se separaron por centrifugacién y el material
sobrenadante de cultivo se empled directamente, diluido, o aumentado de concentracién mediante una ultrafiltracién
a través de membranas de exclusion de 30 kDa Vivaspin de Sartorius (Gottingen, Alemania), para la medicién de la
actividad enzimatica.

b) Aumento de la escala de tamarios (en inglés “scale-up”) en matraces de sacudimiento

225 ml del medio BMO0,5G (fosfato de potasio 0,2 M, de pH 6,0; 13,4 g/l de una base nitrogenada de levadura,
5 g/l de glicerol, 0,8 mg/l de biotina) en matraces con obsticulos de 2 1 de capacidad se inocularon con un colonia
individual grande y se sacudieron a 28°C y 120 rpm. La induccién de la expresion a través del promotor AOX1 se
efectué mediante una adicién de 25 ml del medio BMM10 (fosfato de potasio 0,2 M, de pH 6,0; 13,4 g/l de una base
nitrogenada de levadura, 100 ml/l de metanol, 0,8 mg/l de biotina) después de 60 - 70 horas. Después de 10, 24 y 48
horas se efectuaron mds entregas de metanol de 2,5 ml por cada matraz de sacudimiento (250 ml).

Aproximadamente a las 72 horas después de la induccion, las células se separaron por centrifugacién y el material
sobrenadante de cultivo se empled directamente, diluido, o aumentado de concentracién mediante ultrafiltracién a
través de membranas de exclusién de 30 kDa, para la medicién de la actividad enzimatica.

Ejemplo 4
Mutagénesis especifica para un sitio

10 ng del plasmido de expresiéon pHILDPaHNLS5«_L.1Q (PaHNLS con la secuencia de sefial del factor alfa) se em-
plearon como molde para la reaccién de mutagénesis mediante el estuche Quik Change XL Site Directed Mutagenesis
de Stratagene (n° de catdlogo 200516). Para la reaccién se emplearon en cada caso 200 ng de los dos cebadores para
la mutagénesis. Se utiliz6 el siguiente programa de temperaturas:

A) Desnaturalizacién a 95°C durante un minuto
B) 18 ciclos con 50 s a 95°C, 50 s a 60°C y 20 min a 68°C
C) Prolongacién durante 7 min a 68°C

El ADN de molde se digirié6 con Dpn tal como se describe en el protocolo del estuche, y 2 ul de la tanda se
emplearon tal como se describe para la transformacién de células E. coli XL10 Gold ultracompetentes. A partir de
los transformantes se preparé un ADN plasmidico y se secuencié. Los plasmidos de las mutantes con una secuen-
cia correcta en la regién de la inserciéon de ADN codificadora se multiplicaron y se transformaron con ayuda de la
prescripcion patréon de trabajo de Invitrogen en el seno de Pichia pastoris GS115.

Varios cientos de transformantes en Pichia, que son autétrofos en cuanto a histidina, se cultivaron tal como se ha
descrito antes, en placas de pocillos profundos y la actividad de los materiales sobrenadantes de cultivo se determind
con mandelonitrilo racémico en placas de 96 pocillos. Se seleccionaron los clones con la actividad enzimdtica mds
alta en cada caso de las mutantes individuales. La actividad enzimatica de los materiales sobrenadantes de cultivo se
determind con el substrato mandelonitrilo (de DSM Fine Chemicals Linz, Austria).

Se llevaron a cabo las siguientes mutaciones:

Al11G, A111L, A111V, F72A, L331A y L343A, al igual que como ensayo de comparacion, V317A y V317G.

Cebadores de PCR para la mutagénesis especifica para un sitio

oBT2966 oPaHNL5A111Gf:
5'-GTGGCACGACCATAATCAATGGAGGCGTCTACGCCAGAGCTAAC-3"

oBT2967 oPaHNLSA111Gr:
5'-GTTAGCTCTGGCGTAGACGCCTCCATTGATTATGGTCGTGCCAC-3’

oBT3080 oPaHINL5A111Lf
5" GCACGACCATAATCAATGCTTGCGTCTACGCCAGAGCTAAC 3°

oBT3081 oPaHNL5A111Lr
5 GTTAGCTCTGGCGTAGACGCAAGCATTGATTATGGTCGTGCCAC 3°

7



10

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2323462 T3

oBT3078 oPaHHNL5A111VSf
5° GTGGCACGACCATAATCAATGGTTGCGTCTACGCCAGAGCTAAC 3°

oBT3079 oPaHNLSA111Vr
5 GTTAGCTCTGGCQATAGACGCAACCATTGATTATGGTCGTGCCAC 37

0BT2983 oPaHNL5V317(A,Q)f:
5’ TCCAATTGAAGCCTCTGTTGSAACTGTTTTAGGCATTAGAAGTG 3°

0BT2984 0PaHNLSV317(A,G)r:
5" CTAATGCCTAAAACAGTTSCAACAGAGGCTTCAATTGGATTTGG 3°

0BT3017 oPaHNLSF72Af:
5" CACGTTGACTGCAGATGGGGCTGCATATAATCTGCAGCAACAAG 3°

oBT3018 oPaHNLS5F72Ar:
5" CTTGTTGCTGCAGATTATATGCAGCCCCATCTGCAGTCAACGTG 3°

oBT3019 oPaHNLSL343Af:
5" CCACTCCACCCTTITAGTGCTTTTCCTACAACATCTTACCCCCTC 3°

0BT3020 oPaHNLSL343Ar:
5" AAGATGTTGTAGGAAAAGCACTAAAGGGTGGAGTGGAAAATGGC 3°

oBT3021 cPaHNLSL331Af:
5" AGTGATTATTATCAAGTTTCTGCCTCAAGCTTGCCATTTTCCAC 3'

0BT3022 oPaHNLSL331Ar
5" GGAAAATGGCAAGCTTGAGGCAGAAACTTGATAATAATCACTTC 3’

S=GoécC
Ejemplo 5
Control de las secuencias mediante una “PCR de colonia”

Para el control de si no se habia dejado pasar ningtin error, en el caso de la transformacién en Pichia o durante la
seleccion de la cepa, el gen de HNLS mutado integrado se amplificé mediante una PCR, y se secuenci6 en la regién
de la mutacion que se habia llevado a cabo.

Para ello, una colonia individual se suspendi6 con 0,5 ml de agua y se hirvié durante 30 min a 95°C. Esta tanda
se centrifugd entonces durante 1 min a 13.500 rpm en una centrifugadora de mesa. 5 ul del material sobrenadante
se emplearon como molde para la amplificacién por PCR del gen hnl5 mutado. La tanda total, con un volumen de
50 ul, contenia ademds en cada caso 0,2 mM de los dos cebadores oBT2907 y o0BT2908a, 0,2 mM de dNTP’s, 1x
tamp6n para PCR Hotstar (de Qiagen) y 2,5 U de la polimerasa de ADN Hotstar. La PCR de 3 etapas se efectud en las
siguientes fases:

Una vez a 95°C durante 15 min, luego 30 ciclos con 30 segundos a 94°C, 1 min a 55°C y 2,5 min a 72°C, y para
finalizar una vez a 72°C durante 10 min.
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3 ul de esta tanda de PCR se emplearon, después de la amplificacién, como molde para la reamplificacién, con
el fin de obtener una cantidad suficiente de material para la secuenciaciéon del ADN. Las condiciones de reaccién
fueron las mismas que en la primera amplificacién. El producto de la PCR procedente de la reamplificacién se empled
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después de una purificacion realizada dos veces segin el método Qiaquick de Qiagen para la secuenciacion.

oBT2907: 5’- GCAAATGGCATTCTGACATCC -3’

oBT2908a: 5’- GACTGGTTCCAATTGACAAGC -3’

Los transformantes, que expresaban las mutantes de PaHNLS, fueron aislados y se secuencid la region de la

mutacién para el control segtin el método de PCR de colonia.

En la Tabla 1 se representa una recopilacion de las respectivas cepas de expresion de las mutantes:

Modificaciones introducidas en el gen pahnl5

TABLA 1

Secuencia Nombre del clon de N° del Plasmido Intercamb Secuencia
de Pichia clon de para la io de de ADN
sefial Pichia transformaci aminodcid
on os
en Pichia
Sefial de GS115pHILDPaHNL1a37 BT2578 BT4256
PaHNLS
vegetal
Factor alfa GS115pHILDPaHNL5alfa G BT2617 BT4338
13
Factor alfa GS115pHILDPaHNL5alfall BT2620Q BT4339 L1Q CTT~->CAA
Q_H21
Factor alfa GS115pHILDPaHNL5alfa BT2621 BT4345 L1Q CTT->CAA
L19Q,Al111G (= spla8F9) Al11G GOA->GGA
Factor alfa GS115pHILDPaHNLSalfa_ BT2623 BT4375 L1Q CTT->CAA
L1Q,V317A {= spA2.2} V317A GTA->GCA
Factor alfa GS115pHILDPaHNL5alfa_ BT2624 BT4376 L1Q CTT->CAA
L1Q, V317G (= spda} V317G GTA->GGA
Factor alfa GS5115pHILDPaHNLSalfa BTZ2632 BT4400 LiQ CTT->CAA
L1Q, F72A F722 TTT~->GCT
Factor alfa GS115pHILDPaHNLSalfa_ BT2633 BT4401 L1Q CTT->CAA
L1Q,L331A L331A CTG->GCC
Factor alfa GS115pHILDPaHNLSalfa BT2634 BT4402 L1Q CTT->CAA
L1Q, L3432
L343A CTT->GCT
Factor alfa GS115pHILDPaHNL5alfa_ BT2635 BT4403 LlgQ CTT->CAA
1.1Q, F72A, L331a
F72a TTT->GCT
L331a CTG->GCC
Factor alfa GSllSpHILDPaHNLSalfa_ BT2636 BT4404 L1Q CTT->CAA
L1Q, F72A, L331A, F72A TTT->GCT
1.343A
L331A CTG->GCC
L343A CTT->GCT
Factor alfa GS115pHILDPaHNLSalfa BT2637 BT4405 L1Q CTT->CAR
L1Q,AlllL
AlllL GCA->CTA
Factor alfa GS115pHILDPaHNLSalfa BT2638 BT440¢6 LiQ CTT->CAA
LiQ,A111vV
Alllv GCA->GTT
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Ejemplo 6

Purificacion y caracterizacion de variantes enzimdticas de Prunus amygdalus

Para la determinacidon de la actividad especifica de las respectivas mutantes con diferentes substratos, se llevaron a
cabo en cada caso varios cultivos de los clones de expresién en matraces con sacudimiento. El material sobrenadante
de cultivo se aumentd de concentracion mediante ultrafiltracion (tamafio de exclusion 30 kDa) con unas columnitas de
centrifugacién Vivaspin PES de 20 ml de capacidad, de Sartorius (Gottingen, Alemania), y a continuacién se purificd
por cromatografia.

Antes de la purificacion el material sobrenadante de cultivo, aumentado de concentracidn, se equilibré mediante
una dilucién y una concentracién repetidas con un tampén de fijaciéon A (tampdn de citrato-fosfato 20 mM, de pH
5,5) en médulos de centrifugacion con ultrafiltracién de 30 kDa (Vivaspin, de Sartorius) con el tampén de fijaciéon A
pobre en sales, y luego se purificé en una instalacion AKTApurifier 10 FPLC de Amersham Biosciences UK Limited
(Buckinghamshire, Reino Unido) a través de una columna intercambiadora de aniones Q-Sepharose Fast Flow (QFF)
con un volumen de columna de 10 ml. La elucién se efectué con un tampdn de elucién B (tampén de citrato-fosfato
20 mM + NaCl 1 M, de pH 5,5), utilizdndose el siguiente perfil de gradientes para las diferentes variantes de PaHNLS
procedentes de la produccion heteréloga con Pichia pastoris:

Un volumen de columna como etapa de lavado se manifest6 como ideal para separar por lavado todos los com-
ponentes proteinicos no fijados. Dentro de una mitad del volumen de columna se aumenté a 4% la concentracién del
tampdn B (tamp6n de elucion: tampon de citrato-fosfato 20 mM, NaCl 1 M, de pH 35,5), para aumentarla seguidamen-
te a 48% dentro de un volumen de columna adicional. En la siguiente etapa se aumenté a 70% la concentracién del
tampodn de elucion B, necesitdndose aqui 1 Y2 volimenes de columna.

Finalmente, se aumenté la concentracién dentro de un volumen de columna hasta el midximo de 100%, y para
terminar se dejé alli para otro volumen de columna (etapa de lavado sin fraccionamiento).

De aquellas fracciones que, segiin una evaluacion del cromatograma, deberian contener proteinas (dependiendo
de localizacién del pico), se determind el contenido de proteinas con el sistema de ensayo de proteinas Biorad (de
Hercules, Ca)(método de Bradford) y se determiné la actividad enzimatica con el substrato mandelonitrilo. Las 2-3
fracciones con la actividad mds alta, se agruparon y se emplearon para el andlisis de las caracteristicas enzimaticas.
La determinacién de la concentracién de proteinas se llevd a cabo con un sistema de ensayo de proteinas Biorad (de
Hercules, Ca)(método de Bradford). Como patrén para la produccién de una linea de calibracién sirvié una PaHNL
natural de Sigma (M-6782 Lote 41H4016).

Los materiales sobrenadantes de cultivo se concentraron a ~20 veces mediante una filtracion en flujo cruzado
(en inglés “cross-flow”) y se purificaron a continuacién por cromatografia. De las enzimas purificadas se extrajeron
unas muestras y se aplicaron directamente sobre un gel (Proteingel NuPAGE 4-12% Bis Gel 1 mm x 17 pocillos;
de Invitrogen), o respectivamente ~500 ng con la endoglicosidasa H (#Po702L, de NEB), se desglicosilaron (segtin
la prescripcion contenida) y luego se aplicaron. Como patrén se utilizé el “SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard” de
Invitrogen (Carlsbad, EE.UU.).

Como comparacion de las especificidades para substratos se midi6 la concentracién de proteinas de las enzimas
purificadas y se midi6 el contenido de proteinas en el material sobrenadante de cultivo con el sistema de ensayo de
proteinas Biorad (de Hercules, Ca), y las actividades especificas se compararon fotométricamente con mandelonitrilo
racémico o respectivamente con 2-, 3- y 4-cloro-benzaldehido mediante una GC (cromatograffa de gases):

Para ello, se disolvieron 15 mMol de un substrato en 2,1 ml de terc.-butil-metil-éter (MTBE). 0,25 mg de la
correspondiente PaHNL se diluyeron con un tampé6n de K,HPO,/citrato 50mM, de pH 3.4, hasta un volumen final de
3,7 ml, el tampén se ajust6 de nuevo a un pH de 3,4 y luego se mezclé en redomas de vidrio con una capacidad de 20
ml, con el substrato en MTBE. La solucién se enfrié a 10°C y se afiadieron 1,2 ml de HCN con una jeringa y se agité
en un agitador magnético para la formacién de una emulsién a 10°C. En diferentes momentos se extrajeron muestras,
se derivatizaron con anhidrido de 4cido acético en presencia de piridina y diclorometano, y se analizaron mediante una
GC en una columna de ciclodextrina (CP-Chirasil-Dex CB) o mediante una HPLC (cromatografia de fase liquida de
alto rendimiento).
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TABLA 2
Actividades especificas (umol/min/mg)

Mandelonitrile
(disociacién)
295 +/- 30
325 +/- 30
8 +/- 3
6 +/- 1,5

n.d. no determinado

WT: PaHNLS con una secuencia de sefial vegetal natural expresada

AlfaWT:  PaHNLS5 con la secuencia directora prepro del factor de apareamiento alfa (en “inglés alpha mating

factor preproleader”) de S. cerevisiae, la secuencia EAEA y la mutacién L1Q

Al11G: como AlfaWT, con la mutacion adicional A111G

V317G: como AlfaWT, con la mutacién adicional V317G (ensayo de comparacién)

Las mediciones dieron como resultado, en comparacién con las isoenzimas PaHNLS recombinantes de tipo salvaje
WT y AlfaWT, una actividad especifica aproximadamente 3-5 veces mds alta de la mutante A111G con el substrato
(R)-2-cloro-mandelonitrilo. También la actividad con 3-cloro-benzaldehido era mds alta con la mutante A111G que
con la AlfaWT.

Ejemplo 7

Produccion de la mutante A111G

Del clon mejorado de Pichia pastoris GS115 pHILDPaHNLS5alfa_LL1Q,A111G (=BT2621) se produjo en una
fermentacién experimental una cantidad suficiente de la enzima para conversiones experimentales.

8 matraces con obsticulos (de 2 1 de capacidad, de boca ancha) en cada caso con 250 ml de un medio BMG
(segun el protocolo patrén de Invitrogen) se inocularon con colonias individuales de la cepa de Pichia pastoris
GS115pHILDPaHNL5alfa_L1Q,A111G y se sacudieron durante 36 horas a 28°C (a 120 rpm). Los productos quimi-
cos 1-9, dimensionados para 20 litros, se llevaron con agua desionizada hasta un peso total de 15 kg y se dispusieron
previamente en un biorreactor de 40 1 de capacidad (de MBR, Oftringen, Suiza). Después de una esterilizacién in
situ, el valor del pH del medio se ajusté con amoniaco al 28%, a través de una bomba de afluencia estéril, a un pH
de 5,0. Después de esto, se introdujeron en el biorreactor 200 ml de una “solucién de elementos traza” filtrada en
condiciones estériles (en comun con vitamina H - biotina) a través de una botella de afluencia. Otros 200 ml de la
“solucion de elementos traza” se afladieron también una vez cada dos dias hasta llegar al final de la fermentacién. La
inoculacién se efectud con 1,4 kg del cultivo previo procedente de los matraces de sacudimiento. El peso inicial del
contenido del fermentador estaba situado en aproximadamente 15 kg. A una temperatura de trabajo de 28°C, con una
aireacion de 10-30 litros de aire/min y con un nimero de revoluciones del agitador comprendido entre 350 y 700 rpm,
se mantuvo la presion parcial de oxigeno (pO2) a un valor > 10% de la concentracién de saturacion. Después de 27
horas, la biomasa habia aumentado hasta un valor de 122,8 g/l de peso en himedo de las células o respectivamente de
30 g/l de peso en seco de las células (ZTG). A partir de este momento, por cada hora se afadieron dosificadamente en
pequeiias porciones aproximadamente 70 g de glicerol estéril. En esta fase de crecimiento lineal se pudo conseguir, en
un periodo de tiempo de 60 horas, una concentracién de la biomasa situada en la regién de 100 g/l de ZTG.

Después de esto, se comenz6 la tercera fase con la induccion de la expresion mediante una adicién dosificada de
metanol. En este caso, se ajusté el contenido de metanol en el caldo de cultivo a un valor de 0,8-1% en peso. Con
un consumo creciente de oxigeno en el transcurso de la fermentacion, se afiadié en cada caso de nuevo metanol (0,8-
1 por ciento en peso). El aumento de la actividad enzimadtica se vigilé mediante una determinacién fotométrica de la
actividad en el material sobrenadante de cultivo de unas muestras, que se habian extraido del fermentador aproxima-
damente cada 12 horas. Después de 210 horas de induccién con metanol, el aumento de la actividad enzimatica seguia
siendo solamente muy pequefio y las células se cosecharon mediante una centrifugacion realizada dos veces a 4.000 g
durante 20 min, y se reuni6 el material sobrenadante de cultivo. La actividad enzimdtica en el material sobrenadante
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de cultivo era, después de la centrifugacion, de 3,3 U/ml (ensayo patrén de HNL con mandelonitrilo racémico), lo que
se establecid, con un rendimiento total de aproximadamente 6,5 litros del material sobrenadante de cultivo de 14,3 kg
de contenido del fermentador, un rendimiento enzimético de aproximadamente 22.000 U.

Mediante una filtracién en flujo cruzado de 0,2 u (VIVASCIENCE Vivaflow 50 de Sartorius, Gottingen, Alemania),
el material sobrenadante de cultivo se purificé con respecto del material celular restante. La concentracion se efectud
mediante una ultrafiltracién en flujo cruzado con médulos de exclusion de tamafios de 30kDa, con un drea de 50
cm?, de la entidad Sartorius. Asi, se produjeron unos preparados enzimaticos con 24,5 U/ml y 57 U/ml para ensayos
experimentales para la sintesis de cianhidrina. Puesto que el Pichia pastoris apenas segrega proteinas propias dentro
del material sobrenadante de cultivo, la enzima producida y aumentada de concentracién de esta manera era ya muy
pura en comparacion con unos preparados enzimaticos vegetales.

Se utilizaron los siguientes productos quimicos para la preparaciéon del medio de cultivo (cantidad por litro):

1. &cido ortofosférico al 85 % 35 ml
2. CaS0Qq4 0,68 g
3. K3S04 18,8 g
4. MgSO4 7H,0 13,4 g
5. KOH 57 g

(los productos quimicos 1 hasta 5 en calidad p.a.

(analiticamente pura)):

6. glicerol, calidad técnica 50 ml

7. agua desionizada, conductibilidad 5,5-9,1 uS/cm

8. agente antiespumante Acepol 83E al 10 % (de Carl
Becker Chemie GmbH, Hamburgo, Alemania) 1 ml

9. amoniaco al 25 %, calidad técnica 70 g/1

Elementos traza y vitamina H (todos los productos quimicos en calidad p.a.):

10. biotina 0,8 mg
11. CuSO04°5H,0 24,0 mg
12. KI 0,32 mg
13. MnSQO4°'H,0 12,0 mg
14. NaMo0O4 2H,0 0,2 mg
15. HsBO;j 0,08 mg
16. CoCl, 2,0 mg
17. ZnS04°7H,0 80 mg
18. Fe(II)S0O4 7H,0 260 mg

12
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Ejemplo 8
Reacciones preparativas con benzaldehido y 2-cloro-benzaldehido

Para el andlisis de las propiedades enzimaticas en la sintesis preparativa se hicieron reaccionar 150 mMol de un
substrato en un reactor.

150 mM del substrato se diluyeron o disolvieron con 21 ml de MTBE. 5 mg de la enzima “PaHNLS5alfa_L1Q,
A11G” (mutante A111G) se diluyeron con un tamp6n de K,HPO,/citrato 50 mM, de pH 3,4, a un volumen de 37,5
ml, y se ajustaron a un pH de 3,4 con 4cido citrico al 10%. Esta fase acuosa se cargé en la fase orgdnica y se agit6
durante 5 min en un agitador Schmizo KPG de 100 ml de capacidad. La temperatura se mantuvo a 10°C y se afiadi6
dosificadamente HCN mediante una bomba de perfusion durante 1 hora. La mezcla de reaccién se agit6 a 10°C a 900
rpm. Para el tratamiento, la solucidn de reaccién se diluy6 con 140 ml de MTBE, se agité durante 5 min y, después de
10 min, se separaron las fases. La fase acuosa se extrajo de nuevo con 40 ml de MTBE. Después de una separacién
espontdnea de las fases, las fases orgdnicas se reunieron, se estabilizaron con 4cido citrico y se concentraron por
evaporacion rotatoria. El andlisis mediante GC se llevé a cabo tal como se ha descrito mds arriba.

Las conversiones quimicas proporcionaron después de 7 horas un rendimiento de 95,1% de la cianhidrina de 2-
cloro-benzaldehido con un ee (exceso enantiomérico) de 95,7% o respectivamente un rendimiento de mas de 99% de
mandelonitrilo con un ee > 99%.

Ejemplo 9
Estabilidad enzimdtica a un valor del pH muy bajo

Las muestras enzimadticas de una PaHNL natural, adquirible comercialmente, procedente de corazones de almendra
(de Sigma) y de la mutante A111G se diluyeron en un tamp6n de citrato-fosfato 50 mM de pH 6,5 durante tanto
tiempo hasta que, después de una dilucién adicional a 1:70, se debia de esperar un aumento de aproximadamente
100 mOD en el caso de la determinacién fotométrica de la actividad a 280 nm, segtin el ensayo patrén de la HNL
con mandelonitrilo racémico. De estas diluciones se transfirieron 150 ul a 900 yl de un tampén de fosfato 0,1 M,
con un valor del pH ajustado correspondientemente (dilucién 1:7) y, después de una incubacién a 22°C en diferentes
momentos se emplearon entonces 100 ul de estas diluciones para la determinacién de la actividad (100 ul de una
solucién enzimdtica, 700 ul de un tampén de fosfato-citrato 1 M, de pH 5,0, y 200 ul de mandelonitrilo 60 mM en
un tampdn de citrato-fosfato 3 mM, de pH 3.5). La estabilidad frente al pH de la mutante PaHNLS5alfa-L1Q,A111G
(A111G) aun pH de 2,6 en comparacién con una PaHNL natural, adquirible comercialmente, procedente de corazones
de almendra (de Sigma), se puede observar en la Figura 1.
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REIVINDICACIONES

1. R-hidroxinitrilo liasas procedentes de Prunus amygdalus o de Prunus serotina, caracterizadas porque se con-
sigue una aceptacion aumentada por el substrato y una estabilidad aumentada mediante la sustitucién de un resto de
alanina por un resto de glicina en una posicién correspondiente a la posicioén 111 en la secuencia de la R-hidroxinitrilo
liasa PaHNLS recombinante inalterada madura.

2. R-hidroxinitrilo liasas de acuerdo con la reivindicacién 1, que se pueden preparar mediante una mutagénesis
especifica para un sitio.

3. R-hidroxinitrilo liasas de acuerdo con la reivindicacién 2, caracterizadas porque la preparacién se efectia
mediante una mutagénesis especifica para un sitio en un microorganismo escogido entre el conjunto formado por
Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Klyveromyces lactis, Aspergillus niger,
Penicillium chrysogenum, Pichia methanolica, Pichia polymorpha, Pichia anomala, Schizosaccharomyces pombe.

4. Utilizacién de R-hidroxinitrilo liasas de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-3 para la preparacién de R- 6
S-cianhidrinas puras en cuanto a los enantiémeros.

5. Procedimiento para la preparaciéon de R- 6 S-cianhidrinas puras en cuanto a los enantiémeros, caracteri-
zado porque se hacen reaccionar aldehidos y/o cetonas alifdticos(as), aromdticos(as) o heteroaromdticos(as) con
R-hidroxinitrilo liasas de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-3 en el seno de un sistema orgdnico, acuoso o
de 2 fases, o en emulsidn, o en sustancia, a una temperatura de -10°C hasta +50°C, y a un valor del pH de 1,8 a7 en
presencia de un compuesto donante de grupos cianuro.
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Figura 1:
La mutante PaHNL5alfa L1Q,Al1G (AlllG) mostrd una estabilidad muy
buena a un valor del pH bajo en comparacién con una PaHNL natural,

adgquirible comercialmente, procedente de corazones de almendra.

rA: actividad relativa en %
t/min: periodo de tiempo de incubacién a un pH de 2,6 en
minutos
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Figura 2: Secuencia de una PAHNLS inalterada, madura (documento EP

1.223.220)
1 11 al 32 41
LANTSAHDFS YLKFVYNATD TSSEGSYNYI VIGGGTSGCP LAATLSEKYK
51 61 71 81 91
VLLLERGTIA TEYPNTLTAD GFAYNLQQQD DGKTPVERFV SEDGIDNVRA
101 111 121 131 141
RILGGTTIIN AGVYARANIS FYSQTGIEWD LDLVNKITYEW VEDAIVVKEN
151 161 171 181 191
NQSWQSVIGE GFLEAGILPD NGFSLDHEAG TRLTGSTFDN NGTRHAADRL
201 211 221 231 241
ILNKGDPNNLL VAVQASVBKI LFSSNTSNLS AIGVIYTDSD GNSHQAFVRG
251 261 281 291 301
NGEVIVSAGT IGTPQLLLLS GVGPESYLSS LNITVVQPNP YVGQFVYDNP
311 321 331 341 asl
RNFINILPPN PIBASVVIVL GIRSDYYQVS LSSLPFSTPP FSLFPTTSYP
361 371 381 391 401
LPNSTFAHIV S8QVPGPLSHG SVTLNSSSDV RIAPNIKFNY YSNSTDLANC
411 421 431 441 451
VSGMKKLGDL LRTKALEPYK ARDVLGIDGF NYLGVELPEN QTDDASPETF
461 471 481 491 501
CLDNVASYWH YHGGSLVGKV LDDSFRVMGI KALRVVDAST FPYEPNSHPQ
511 521 $31 541
GFYIMLGRYV GLQILQERSI RLEAIHNIQE SM
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