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Resumen

La cianuro dihidratasa de Bacillus pumilus GMAT1 pertenece a la superfamilia nitrilasa y
tiene la capacidad de degradar el cianuro formando 4cido acético y amonio sin necesidad de
cofactores. Esto ha despertado el interés de algunas industrias por usar estas enzimas en el
tratamiento de residuos industriales contaminados con cianuro. Actualmente es necesario
eliminar el cianuro antes de liberar los residuos al ambiente mediante procesos quimicos
costosos y poco amables con el ambiente, cuyos subproductos son también toxicos. Este
trabajo tuvo como objetivo la clonacion, expresion y purificacién de la cianuro dihidratasa
(cynD) de B. pumilus GMA1 en Escherichia coli. La clonacién se realizé utilizando
cebadores diseiados con base en la secuencia conservada de otras cianuro dihidratasas de
distintas cepas de B. pumilus. Estos cebadores incluyeron sitos de restriccion Ndel y Xhol
para facilitar la subclonacion del gen a un vector de expresién tipo pET. El amplicén
correspondiente al gen cynD se clond en un vector tipo TA y se obtuvo su secuencia de
nucleétidos. Esta revel6 que el gen contiene un sitio de restriccién interno para la enzima
Ndel. Este sitio de restriccidon fue eliminado por mutagénesis sitio especifica sin alterar la
secuencia de aminodcidos de la proteina. El gen mutado fue subclonado sin problemas en el
vector de expresion pET22b(+). Este vector permitié la expresion y posterior purificacién
de la cianuro dihidratasa. La enzima pura fue capaz de utilizar cianuro como sustrato y su
caracterizacion cinética a 30°C y pH 7.5 indicé que su K, es de 8.8 mM, mientras que su

kcat (SN de 227 S_l.



Capitulo 1. Marco tedrico

1.1 Cianuro y nitrilos

1.1.1 Cianuro

El cianuro estd presente en una amplia gama de compuestos quimicos de distinta naturaleza
y el humano esta expuesto a estos compuestos en sus formas gaseosas, liquidas y sélidas. El
origen de estos compuestos es tanto natural como antropogénico. Muchas formas del
cianuro son usadas en procesos industriales o estdn presentes en el ambiente, en las que el
i6n cianuro (CN") es el agente téxico primario (1).

El cianuro de hidrégeno se usa principalmente en la produccién de sustancias tales como
adiponitrilo, metil metracrilato, agentes quelantes, metionina y cianuros de potasio y sodio.
El cianuro de hidrégeno es también usado en la formulaciéon de fumigenos para uso en
barcos, grandes edificios, molinos de harina y como fumigante de semillas en cdmaras de
vacio (2).

El cianuro de sodio y el cianuro de potasio son sales cristalinas higroscépicas ampliamente
usadas en procesos de extraccién de oro, el templado de acero, asi como en técnicas de
impresion, tefiido y fotografia. También son utilizados en la sintesis de productos quimicos
orgénicos e inorgdnicos como por ejemplo, nitrilos, dcidos carboxilicos, amidas, ésteres y
agentes quelantes (3).

En la naturaleza se puede encontrar al cianuro en mas de 2000 especies de plantas,
incluyendo frutas y vegetales, los cuales contienen glucdsidos cianogénicos. Estos
compuestos naturales liberan cianuro de hidrégeno por una reaccién hidrolitica al ser
ingeridos. Los glucésidos cianogénicos mds comunes en plantas son la amigdalina, la
linamarina, la prunasina, la lotaustralina y la taxifilina (2).

El cianuro de hidrégeno es liberado en la atmosfera mediante procesos naturales biogénicos
de plantas, bacterias y hongos. En el aire, el cianuro esta presente como cianuro de
hidrogeno gaseoso (4cido cianhidrico) en finas particulas de polvo (4).

La mayoria de la poblacion esta expuesta a muy bajos niveles de cianuro en el ambiente.
Sin embargo hay sectores que tienen, ya sea por su por su oficio (trabajadores de la

industria) o su alimentacién (consumidores de casaba), una alta exposicion a éste.



El cianuro es incorporado rdpidamente al cuerpo y las concentraciones més altas se pueden
encontrar en el higado, pulmones, sangre y cerebro (3).

Aproximadamente el 80% del cianuro absorbido es metabolizado a tiocinato en el higado
por la enzima mitocondrial tiocianato sulfurotransferasa (rodanasa). El tiocinato es
excretado en la orina. En rutas menores para la detoxificacién del cianuro se involucran

reacciones con cisteina para producir dcidos carboxilicos aminotiazolin- € iminotiazolidin

4.

1.1.2 Nitrilos

El nitrilo es un compuesto quimico en cuya molécula existe el grupo funcional cianuro o
ciano, R-C=N. Los nitrilos se pueden considerar derivados organicos del cianuro de
hidrogeno, en los que el hidrégeno ha sido sustituido por un radical alquilo. Se nombran
afiadiendo el sufijo nitrilo al nombre de la cadena principal; por ejemplo etanonitrilo,
CH3CN (5).

La quimica de los de los nitrilos se caracteriza en la hidrolisis de estos a &cidos
carboxilicos. Esta reaccion tiene lugar en presencia de un &cido o de una base fuertes a altas
temperaturas, y en ambos casos el primer producto es una amida, que no puede ser aislada a
menos que su velocidad de hidrdlisis sea inferior a la velocidad con que se descompone el
nitrilo inicial. Los nitrilos se obtienen por la accion del cianuro de sodio o de potasio sobre

los haluros de alquilo, y también calentando las amidas en presencia de un deshidratante

().

1.1.3 Hidrdlisis de los nitrilos
La reaccién de hidrdlisis de los nitrilos en medio basico o dcido se presenta en dos etapas;
primero el nitrilo se convierte a una amida, la cual luego se hidroliza al 4cido carboxililico

correspondiente:

. HYo OH™ O H* o OH™ O
(ADR—C=N ———> |l . | — |

H,0, calor | (A)R—C—NH, H,0 (AR—C—OH



En general se escogen las condiciones bdsicas para convertir un nitrilo a un dcido, debido a
que se forma la sal soluble del dcido carboxilico y es posible visualizar la prueba de la
reaccion completa cuando la mezcla de reaccion heterogénea original se vuelve
homogénea. En condiciones acuosas 4cidas, la mezcla de reaccion permanece heterogénea

a menos que se emplee un disolvente organico polar (5).

En solucién basica, el nitrilo se convierte a la amida correspondiente por el siguiente

mecanismo de reaccion:

. R—c='q£‘5,_, R—C=N—H R—C—N—H
‘OH +R—C=N —— | T — |‘\& - I |
0

\\/ Paso 1 :0—H Paso2 :0—H Paso 3 ‘0 H

Una vez que se forma la amida, ésta se hidroliza para formar el 4cido carboxilico

correspondiente (5).

1.2. Importancia de las enzimas degradadoras de cianuro

Como resultado de varios procesos industriales se producen grandes cantidades de
deshechos que contienen cianuro, el cual es un potente inhibidor de la citocromo oxidasa,
por lo tanto es téxico para los organismos aerobios. En el caso de los humanos se ha
relacionado la larga exposicion al cianuro con ciertas neuropatias (6).

A nivel industrial, los productos de desecho que contienen cianuro deben ser tratados antes
de ser desechados en el ambiente. Por lo general se utilizan métodos como la cloracién
alcalina, o el uso de otros compuestos quimicos peligrosos; ambos métodos representan
grandes costos para la industria ademds de producir otro tipo de compuestos que también
son dafiinos para el ambiente (7,8). Ciertos microorganismos, sin embargo, han mostrado
que pueden utilizar y degradar el cianuro, lo cual representa una oportunidad para
desarrollar nuevos métodos bioldgicos para la desintoxicacién del cianuro en desechos

industriales (9,10).



1.3. Estructura de la superfamilia nitrilasa

1.3.1 Evolucion y clasificaciéon

La superfamilia nitrilasa consiste en tiol-enzimas involucradas en la biosintesis de
productos naturales asi como en la modificaciéon postraduccional en plantas, animales y
hongos. En base al andlisis global de secuencia y estructura, los miembros de la
superfamilia nitrilasa se han clasificado en trece ramas, de las cuales en nueve de ellas su
especificidad por el sustrato puede ser anticipada. A pesar de la clasificacion histérica de
todas esas secuencias, Unicamente una de las ramas presenta propiamente actividad como
nitrilasa, mientras que ocho ramas aparentemente presentan actividad de tipo amidasa (14).

Los miembros de la superfamilia nitrilasa se encuentran en todas las plantas, animales y
hongos. En muchos de estos organismos existen multiples proteinas relacionadas con mas
de una rama de la superfamilia. Algunas secuencias relacionadas con la superfamilia
nitrilasa también se encuentran filogenéticamente aisladas en procariontes que,
aparentemente, tienen una relaciéon ecoldgica con plantas y animales. Es probable que esta
superfamilia haya aparecido antes de la separacién entre plantas, animales y hongos,
radiando familias, y posteriormente se extendid lateralmente en bacterias y arqueas (14).

En base a la busqueda y el andlisis de secuencia de estas proteinas se sabe que los
miembros de la superfamilia nitrilasa presentan actividades de nitrilasa, amidasa alifatica,

B-ureidopropionasa, B-alanina sintasa y N-carbamil-D-aminoacil amidohidrolasa, entre

otras. Las reacciones llevadas a cabo por las nitrilasas, amidasas, carbamilasas, y las N- acil

transferasas se muestran en la figura 1 (14).



Enz-SH
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Figura 1. En la figura se muestran los cuatro tipos de reaccion llevados a cabo por los
miembros de la superfamilia nitrilasa. a) La reaccidn de nitrilasa es llevada a cabo por las
enzimas de la rama 1. En plantas el sustrato es el indol-3- acetonitrilo y el producto es el
acido indol-3-acético. b) La reaccidon de amidasa es la mas frecuentemente encontrada en la
superfamilia. Las enzimas de las ramas 2 a 4 son amidasas y poseen dominios relacionados
a las nitrilasas; las ramas 7 y 8 estdn propuestas para ser clasificadas como amidasas
especificas para glutamina. ¢) La reaccion de carbamilasa es un caso especial de la reaccién
amidasa y se lleva a cabo por las ramas 5 y 6. d) N-aciltranferasas llevan a cabo la reaccién
amidasa en reversa transfiriendo un acido graso de un fosfolipido a un polipéptido amino

terminal.



1.3.2 Ramas de la superfamilia nitrilasa

Rama 1: Nitrilasa

Los miembros de esta rama se han encontrado en plantas, animales (Caenorhabditis
elegans), hongos (Saccharomyces cerevisiae) y diversas bacterias. La mejor evidencia in
vivo de la actividad de nitrilasa en plantas es la transformacioén del indolacetonitrilo en

acido indolacético, el principal factor de crecimiento en Arabidopsis thaliana (14).

Rama 2: Amidasa alifética

Las amidasas alifaticas comprenden de una pequeia rama de proteinas con alto porcentaje
de identidad encontradas en bacterias de los géneros Pseudomonas, Bacillus,
Brevibacterium y Helicobacteia. Estas hidrolizan sustratos tales como las carboxiamidas de
las cadenas laterales de glutamina y asparagina, utilizando la cisteina conservada dentro la

superfamilia nitrilasa (14).

Rama 3: Amidasa amino-terminal

La degradacién de proteinas dependientes de ubiquitina es regulada por la regla del amino
terminal. La proteina Natl de S. cerevisiae desamina los residuos asparagina y glutamina a
aspartato y glutamato permitiendo tasas mas rdpidas de recambio proteico. La proteina
Natl tiene su homologo en hongos, en el caso de los mamiferos el amino terminal de las

amidasas perece no estar relacionado.

Rama 4: Biotinidasas

Las biotinidasas utilizan la actividad de amidasa-esterasa especifica para liberar biotina de
la biotinamida, los conjugados como biotin-lisina y péptido-biotina, asi como del biotinil-
metil éster. La deficiencia en la biotinidasa puede resultar en la incapacidad de reciclar
biotina, la cual es manifestada en anormalidades neuroldgicas y cutdneas en humanos (14).
Las enzimas de la rama 4 son las unicas amidasas en la sdper familia nitrilasa y son

conocidas también por su preferencia por los sustratos de la forma R-C=O(NHR’).

Rama 5: B-ureidopropionasa



Es una enzima involucrada en el catabolismo de bases de pirimidina y de la produccién de
[-alanina, el sustrato de esta enzima es un tipo de carbamilasa (como se ve en la figura 1C)

(14).

Rama 6: Carbamilasa
Una variedad de bacterias que expresan actividad especifica de descarbamilacién de D-
aminodcidos. Estas enzimas han sido explotadas en la produccién de antibidticos [-

lactamicos sistémicos (16).

Ramas 7 y 8: NAD sintetasa dependiente de glutamina
La capacidad de estas enzimas para utilizar glutamina como fuente de amonio se ha

correlacionado con la presencia de un dominio de glutamina amidotransferasa (GAT) (14).

Rama 9: Apoliproteina N-acil tranferasa

Las modificaciones en la ruta de sintesis de lipoproteina de Braun, uno de los mayores
componentes de la membrana externa en E. coli, han sido estudiadas por décadas. Los
defectos en esta ruta de modificacion postraduccional son asociados a la sensitividad al
cobre. La lipoproteina es proteolizada dejando expuesta a una cisteina en el amino terminal.
Después esta cisteina es modificada con diacilglicerol, las enzimas de la rama 9 condensan

los 4cidos grasos para el amino terminal del residuo cisteina modificado (14).

Rama 10: Nit

Nit fue originalmente identificado como una extension de un amino terminal de
aproximadamente 300 aminodcidos presentes en moscas y gusanos, es homodlogo ala
proteina supresora de tumores Fhit presente en humanos y ratones. De acuerdo a un estudio
hecho en 8 tejidos distintos en los que se midieron los niveles de ARNm, se encontré que la
correlacién entre Fhit y Nit es muy alta y que juntas formarian una proteina "piedra

roseta".

Ramas 11 a 13



Estas ramas han sido las menos caracterizadas. Se sabe que las ramas 11 y 12 poseen
similitudes en diferentes grupos pero atin no estdn bien caracterizados, se cree que la rama
12 posee proteinas en forma de rosetta, en la que un distintivo dominio relacionado a la
superfamilia nitrilasa estd fusionado a otro dominio amino terminal de aproximadamente 21
aminoécidos, este a su vez estd relacionado a la superfamilia de las amino terminal trans-
acetilasas (Riml), sugiriendo de esta manera que los miembros de la rama 12 participan en

modificaciones postraduccionales (19).

1.3.3 Enzimas degradadoras de cianuro: nitrilasa, cianuro hidratasa y cianuro
dihidratasa

El cianuro es abundante en la naturaleza y lo podemos encontrar tanto en su forma
inorgdnica (HCN) como en su forma orgédnica o nitrilos (RCN). Las platas sintetizan una

serie de nitrilos. El 5-indol-3-acetonitrilo (IAN) es un intermediario en la biosintesis de la
hormona del crecimiento mds importante: el acido indolacético AIA (20). La B—ciano-L-

alanina (Ala (CN)) se encuentra ampliamente distribuida en plantas y es producida por la
cianoalanina sintasa a partir del cianuro y la cisteina. Esta ruta juega un rol importante en la
desintoxicacion de cianuro en plantas (21). La degradacion de glucosinolatos permite la
produccion de nitrilos. Los glucosinolatos no son tdxicos, pero los compuestos producto de
su degradacion si lo son, como son los nitrilos e isotiocianatos. La degradacion de
glucosinolatos ocurre en los tejidos dafiados de plantas (22).

Las enzimas degradadoras de cianuro y nitrilos han sido estudiadas ampliamente en varias
especies microbianas y se han ido incrementando en plantas. La conversion enzimatica de
HCN/nitrilo a su correspondiente acido puede llevarse a cabo en un proceso de un solo paso
como en el caso de las nitrilasas y las cianuro dihidratasas (CDH) o en dos pasos con una
amida como intermediario como en el caso de las nitrilo hidratasas y las cianuro hidratasas

(CH), como lo ilustra el siguiente cuadro (18,20).



RCONH2 o RCN __, RCOOH
Nitrilo hidratasa Nitrilasa
<« >
HCONH2 HCN HCOOH
Cianuro Hidratasa Cianuro dihidratasa

La cianuro hidratasa aunque es funcionalmente diferente de la nitrilasa y la cianuro
dihidratasa, esta relacionada a estas enzimas (23). Las nitrilasas, cianuro hidratasas (CH) y
cianuro dihidratasas (CDH) han sido clasificadas en una sola familia conocida como familia
Nitrilasa/Cianuro Hidratasa, la cual también incluye a las menos relacionadas amidasas
alifaticas (24). Esta familia es parte de un gran grupo de proteinas conocidas como las CN
hidrolasas y mas recientemente se les clasificé dentro de la superfamilia nitrilasa (14)

como se menciond anteriormente.

Las enzimas degradadoras de nitrilos (nitrilasas, cianuro hidratasas y cianuro dihidratasas)
son un grupo de proteinas homoélogas que forman una superfamilia. Estas enzimas muestran
similitudes significativas tanto en su secuencia de aminodcidos como a nivel estructural,

aunque presentan diferencias en su capacidad catalitica (25).

1.3.4 La nitrilasa y su importancia

La enzima nitrilasa fue descrita por primera vez por Thimman y Mahadevan (23). Es una
enzima con la capacidad de metabolizar compuestos de tipo nitrilo. Esta proteina, obtenida
de hojas de cebada, cataliza la conversiéon del indol-3-acetonitrilo (IAN) a 4cido
indolacético (AIA) y fue llamada inicialmente indolacetonitrilasa (14). Anélisis de sustrato
con la enzima purificada en 26 nitrilos diferentes indicé que la enzima tiene un amplio
espectro de reconocimiento de sustrato, un ejemplo de los organismos bien caracterizados

con actividad nitrilasa se encuentra en la tabla 1.



Tabla 1. Organismos bien caracterizados que poseen actividad de nitrilasa.

Bacteria

Acido vorax facilis 72W (22)
Acinetobacter sp. AK226 (22)

Alcaligenes faecalis ATCC 8750 (22)

Alcaligenes faecalis IM3 (22)

Bacillus sp. OxB-1 (22)

Bacillus pallidus Dac521 (22)

Comamonas testosteroni (22)

Kleibsiella pneumoniae ssp. ozaenae (22)
Pseudomonas? (22)
Pseudomonas sp. Sl (22)
Pseudomonas DSM 7155 (22)

Nocardia (Rhodococcus) NCIB11216 (22)

Nocardia (Rhodococcus) NCIB11215 (22)

Rhodococcus rhodococcus K22 (22)

Rhodococcus ATCC39484 (22)

Rhodococcus rhodochrorus PA-34 (22)

Rhodococcus rhodochrorus JI (22)
Hongos

Fusarium oxysporum f. sp. Melonis (22)
Fusarium solani IM1196840 (22)
Plantas

Arabidopsis thaliana (22)
Cebada (23)
Col China (22)

La tasa de hidrdlisis de la indolacetonitrilasa fue ocho veces mds grande con 3-
cianopiridina que con IAN, razén por la cual fue renombrada como "nitrilasa" para indicar
el amplio rango de sustrato que posee (29). En estudios posteriores se observd que la
actividad de nitrilasa se encontraba presente extractos enzimdticos obtenidos de bacterias
del suelo (Pseudomonas), seleccionadas para crecer en un medio que contenia el nitrilo
natural, ricina (N-metil-3-ciano-4-metoxi-2-piridona) como unica fuente de carbono (13),

demostrando asi que la actividad nitrilasa no es exclusiva de las plantas. Aunque la mayoria



de las nitrilasas no cuenta con una caracterizacion bioquimica completa, los datos que
arroja la literatura indican que las propiedades bioquimicas dependen fuertemente de la
especie. Los estudios realizados hasta ahora muestran que las diferencias més significativas
son la especificidad por sus sustratos, la estructura nativa, las propiedades de agregacion y

los valores de pH 6ptimos (14).

1.3.5 La cianuro hidratasa

La enzima cianuro hidratasa fue identificada en 1972 (24) en el hongo Sthempylium loti, un
hongo patégeno de la planta cianogénica Lotus corniculatus. En este trabajo encontraron
que la que la tolerancia de S. loti al cianuro se debia a la presencia de una enzima que era
inducida por la exposicion al cianuro, la cual convertia el HCN en formamida. También
notaron que existia un gran parecido en el espectro de pH de esta enzima con la nitrilasa de
la cebada (29). Esta enzima se ha detectado desde entonces en muchas especies de hongos y
no asi en plantas y bacterias (20,25).

Estas enzimas presentan mucha maés especificidad por el sustrato que las nitrilasas, siendo
el HCN el sustrato mds efectivo para todas ellas. Las enzimas de Fusarium oxysporum N-
10 y Fusarium solani pueden hidrolizar el complejo metal-cianuro tetracianoniquelato (IT)
(TCN) (14) ademds de otros nitrilos aromaticos, pero la actividad de la enzima de F.
oxysporum N-10 es muy baja (aproximadamente 0.05% de la actividad frente a HCN) (30).
El producto de la hidrélisis de nitrilo es su correspondiente amida, la cual indica que la
enzima esta catalizando una mono hidrélisis del sustrato y por consiguiente la reaccion es

de nitrilo hidratasa y no de nitrilasa.

1.3.6 La cianuro dihidratasa

Las cianuro dihidratasas comprenden un grupo de enzimas bacterianas producidas por
Alcaligenes xylosoxidans ssp. dentrificans DF3, Bacillus pumilus C1 y Pseudomonas
stutzeri AK61. Ingvorsen et al. (1991) (11) encontré6 que Alcaligenes xylosoxidans ssp.
Denitrificans cepa DF3 cataliza la hidrélisis de HCN a formato sin producir formamida
como intermediario libre. A esta enzima se le llamo cianidasa o cianuro dihidratasa (CDH).
Mas cianuro dihidratasas se han identificado en B. pumilus C1 (31), P. florescens NCIMB

11764 (30) y P. stutzeri AK61 (12). Existe un estudio comparativo de estas enzimas en el



que se determinaron sus eficiencias relativas y ademads se considerd su estabilidad frente a
factores como el pH, la temperatura y la presencia de metales. Los autores reportan que las
dos enzimas bacterianas tienen un comportamiento similar con respecto al pH, conservado
mads del 50% de actividad en el intervalo de 5.2 a 8.0. En cuanto a las propiedades cinéticas,
se encontré que tanto su K, como su V. son similares (6-7 mM y 0.1 mmol min' mg™").
Igualmente se reportd que su tolerancia a metales era parecida. En el caso de la cianuro
hidratasa del hongo Gloeocercospora sorghi, la enzima tiene mayor afinidad por el cianuro
mientras que su actividad es notablemente mayor (K,, = 90 mM, V, . = 4 mmol min" mg™").
En cuanto a su actividad a distintos valores de pH, la cianuro hidratasa presenta mayor
actividad a pH 8.5. Sin embargo esta enzima presenta una muy pobre estabilidad térmica.
La cianuro hidratasa practicamente no fue inhibida por el Hg** pero el Pb** la inhibi6

significativamente mds que a las cianuro dihidratasas bacterianas (13).

La cianuro dihidratasa es especifica para cianuro, ninguna de las cianuro dihidratasas
estudiadas hasta la fecha produce formamida a partir de HCN por lo que no muestra
actividad de cianuro hidratasa. P. florescens NCIMB 11764 (31) metaboliza HCN en
varias rutas diferentes. La mayor actividad bajo condiciones aerdbicas es de cianuro
oxigenasa dependiente de NADH, la cual produce CO, y NH;. Esta enzima no se encuentra
relacionada con las enzimas de la familia nitrilasa/cianuro hidratasa. La cepa también
produce formamida y 4cido férmico y las cantidades de estos productos dependen de las
condiciones de crecimiento. Kunns et al. (1994) (31) propone que la enzima posee

actividad tanto de cianuro hidratasa como de cianuro dihidratasa.

1.4. Generalidades de las cianuro dihidratasas

1.4.1 Distribucion

Como se menciond, la cianuro dihidratasa pertenece a la superfamilia de la nitrilasa y su
importancia radica en la capacidad que tiene para convertir el cianuro en formato y amonio.
Esto la hace candidata para ser utilizada en biorremediacién de materiales contaminados
con cianuro, ya que su utilizaciéon representaria un ahorro considerable en los costos
destinados para el tratamiento de éstos, comparado con métodos quimicos convencionales,

que a su vez son agresivos con el ambiente (9).



La cianuro dihidratasa de P. stutzeri AK61 (7) comparte una identidad del 35 y 28%
respectivamente con las cianuro hidratasas de G. sorghi y Fusarium lateritium y un 35.1%
de identidad con la nitrilasa alifatica de Rhodococcus rhodochrous K22 (9). Esta enzima
hidrolitica no requiere de cofactores ni sustratos adicionales para funcionar adecuadamente.
La cianuro dihidratasa purificada de P. stutzeri AK61 es capaz de catalizar la hidrolisis del
cianuro a formato y amonio. Esta bacteria fue aislada de las aguas de desecho de una planta
procesadora de plata (12). Esta enzima estd compuesta por una cadena polipeptidica de 38
kDa. La enzima activa tiene una masa molecular mayor a los 1000 kDa por filtraciéon en

gel.

La secuencia de aminodacidos deducida de esta secuencia nucleotidica (GenBank D82961)
tiene una remarcable homologia con las nitrilasas (E.C. 3.5.5.1), que catalizan la hidrdlisis
de nitrilos a amonio y a su correspondiente 4cido carboxilico (34). De esta secuenciacién
también se logré encontrar que la homologia entre la cianuro dihidratasa de P. stutzeri, la
nitrilasa alifatica de R. rhodochrous se encuentra principalmente en las regiones centrales y
amino terminal del sitio activo. Estas regiones homdlogas de la cianuro dihidratasa también
fueron observadas en otras nitrilasas provenientes de Klebsiella ozaenae y Alcaligenes
faecalis JM3 (31) y cianuro hidratasas como Gloeocercospora sorghi 'y Fusarium

latertium, las cuales convierten el cianuro en formamida (34).

La secuencias de aminodcidos de la cianuro dihidratasa, nitrilasa y cianuro hidratasa fueron
comparados para identificar los residuos conservados. Estos residuos fueron encontrados

principalmente en cinco regiones homologas (figura 2).
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cdh 45 FPEAFIPGYP-WFAFLGHPEY----- NKIYVCISCSEKDGGSLYLAGLWFNP 119
aln 51 FPEVWIPGYPYWAWIGDVKWA--- - -NNTALVMGYSEKDGASRYLSQVFIDQ 126
bxn 43  FPELWIPGYP-GFMLTHNQTE - ----HNTALSFGYSERAGRTLYMSOMLIDA 117
arn 45  FGETWLPGYP-FHVWLGAPAW----- LGIFIALGYSERSGGSLYLGQCLIDD 119
chy-F 46  FPEVWIPGYPYWMWKVTYLQ------ NQIFVSLGFSEIDHATLYLSQVLIGP 118
chy-G 46 FPEVWIPGYPYWMWKVNYLQ------ NQIYVSIGVSEIDHATLYLTQVLISP 118
.- » - *
cdh 152 -TEIGNLGGLMCWEHNVPLDIAAMNSQNEQVEVAARPGF- 190
aln 159 -FGFGRVGGLNCWEHFQPLSKYMMYSLNEQIHVASWEAMF 198
bxn 150 -TSVGRVGALNCAENLQSLNKFALAAEGEQIHISAWPFT- 188
arn 152 -TELGRVGALCCWEHLSPLSKYALYSQHEATHIAAWPSFS 191

chy-F 152 RLRLAASGQLNOYENMNPFLKSLNVSAGEQVHVAAWPVYP 192
chy-G 151 QTEIGRLGQLNCWENMNPFLKSLAVARGEQIHVAAWRVYP 191

* L4 * *=

cdh 239 ----- RDYFNTFKSGHTREIYGPDGEPI--- FKYYIBPVGHYSNQSLSM-N 293
aln 244 ——--- KRALLPLGQGWARLYGPDGKSL -~ - AKAAADPAGHYSRPDVLSLK 313
bxn 236 ----- YNPNQYLGGGYARIYGPDMQLK -~~~ AXYSLDPTGHYSRPDVFSVS 299
arn 241 ----=NASLLKVGGGSSMIFAPDGRTL--- AKAINDPVGHYSKPEATRLY  3@5

chy-F 243 PEGVEPETDPSVYNGHARIYRPDGSLV--- TEVLADFAGHYMRPDLIRLL 311
chy-G 242 PPGVEPETDATPYNGHARIFRPDGSLY--- TKALADFAGHYMRPDLIRLL 310

Figura 2. Alineamiento de la secuencia de aminodcidos de la nitrilasa alifatica (aln),
bromoxinil nitrilasa (bxn), arilacetonitrilasa (arn), cianuro hidratasa de F. laterutium (chy-
F)y de G. sorghi (chy-G) y de la cianuro dihidratasa (cdh) (nimero de acceso Gen Bank:
aln, D12583; bxn, J03196; arn, D13419; chy-F, M99046; chy-G, M99044) (34).

Gracias la comparacion de secuencias de estos miembros de la stiper familia nitrilasa se
han hecho estudios en los cuales se propone que mediante mutagénesis dirigida en las
regiones conservadas de estas secuencias, se puede estudiar el efecto de estas mutaciones

en la actividad o estructura de la cianuro dihidratasa (34).

1.4.2 Mecanismo de reaccion

Dakshina Jandhyala y colaboradores en 2005 (13) propusieron un mecanismo de reaccioén
para las cianuro hidratasas y cianuro dihidratasas (figura 3). El glutamato actia como base
general activando un ataque nucleofilico por una cisteina al C del nitrilo, dando como
resultado la formacion de tioamidato [1]. La lisina actia como base general catalizando el
ataque de una molécula de agua al C del tioamidato, dando lugar a un intermediario
tetraédrico [2]. En las cianuro hidratasas el enlace C—S se rompe permitiendo la liberacién
de formamida, mientras que en el caso de las cianuro dihidratasas el enlace C—N se rompe
permitiendo la liberacién de amonio y la formacién de un intermediario tioacil-enzima [3].

Posteriormente el glutamato activa una segunda molécula de agua que ataca al C



carbonilico del tioacilo, dando lugar a un intermediario tetraédrico oxianiénico [4], el cual

se descompone para liberar dcido formico y regresar a la enzima a su estado inicial.
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Figura 3. Mecanismo de reaccion de la cianuro hidratasa (CTH) y cianuro dihidratasa
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1.4.3 La cianuro dihidratasa de Bacillus pumilus



Otra cianuro dihidratasa descrita es la producida por B. pumilus C1, una bacteria gram
positiva que fue aislada del agua de desecho, contaminada con cianuro, de una compaiiia
minera en Sudafrica (27). En un estudio se mostré que la enzima trabaja Optimamente a
37°C y aun pH 7.8-8.0 (32).

Posteriormente en estudios de reconstruccion tridimensional por microscopia electronica se
mostré que la cianuro dihidratasa de B. pumilus 8A3 (28) consta de 18 subunidades
formando una estructura en espiral, en la que las subunidades se reacomodan para formar

una hélice dextrégira extendida como se muestra en la figura 4.

Figura 4. Tres reconstrucciones tridimensionales a partir de micrografia de electrones de la
proteina CynD de B. pumilus a 3.2 nm de resolucién. Se muestra la vista hacia debajo de
los dos ejes de plegamiento (en A y C) y la vista perpendicular de los dos ejes de
plegamiento (B). La estructura es un espiral de dos vueltas de principio a fin formadas por

18 subunidades (28).

En el estudio hecho por Jandhyala en 2003 (28) encontrd que habia cierta relacion entre la
estructura cuaternaria y el pH, ya que las pequefias espirales antes descritas permanecen
como discretas particulas en un rango de pH entre 6 y 8 (figura 5A). En contraste, a pH
menor de 5.4 las pequefias particulas se asocian para dar lugar a estructuras en forma de
filamentos alargados (figura 5B). El didmetro de los filamentos es de 13 nm y tienen una

periodicidad de 8 nm. El sombreado unidireccional en los filamentos en el 4ngulo favorable



(figura 5C) permitieron a los autores sugerir que las cadenas expuestas en el lado externo
del filamento van de abajo a la derecha hacia arriba a la izquierda (regla de la mano

izquierda).

Figura 5. Micrografias electrénicas que muestran la cianuro dihidratasa de B. pumilus a pH
8.0 en (A) y a pH 54 en (B), ilustrando la transicién de discretas particulas a filamentos
extendidos. Micrografia por sombreado de platino-carbén (C) que muestra la periodicidad

de los giros en las subunidades a lo largo del filamento (28).

En un gel de electroforesis de la enzima entrecruzada con de glutaraldehido sugiere que el

componente fundamental de la espiral es un dimero de 37 kDa por subunidad (figura 6)

(11).
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Figura 6. Gel PAGE-SDS que muestra el efecto de la cianuro dihidratasa de B. pumilus
entrecruzada con glutaraldehido. En carril 1 se muestra el marcador de peso molecular, en
el carril 2 se encuentra la cianuro dihidratasa sin entrecruzar con dos bandas de menor peso
molecular que los autores postulan que provienen de la protedlisis de la banda principal
contaminacién. Del carril 3-6 la enzima entrecruzada con 0.002, 0.005, 0.010 y 0.020% de

glutaraldehido respectivamente (28).



Capitulo 2. Justificacion

Ensayos de actividad realizados dentro de nuestro grupo sugieren que la cepa GMA1 de B.
pumilus, bacteria aislada en aguas termales mexicanas, tiene una enzima capaz de degradar
nitrilos y que esta actividad es mas notoria si se incuba a la bacteria en presencia de 1 mM
de cianuro. Estos resultados sugieren que este organismo cuenta con la enzima cianuro
dihidratasa u otra enzima capaz de degradar nitrilos. Consideramos que esta enzima, de ser
igual a las ya reportadas para este género bacteriano, no solo tiene el potencial
biotecnoldgico ya descrito para estas enzimas, sino que es un excelente modelo para
estudiar interacciones proteina-proteina e incluso para probar reacciones de interés
biotecnoldgico como es la hidrélisis de nitrilos. Por esta razén nos propusimos expresarla

en E. coli y estudiar sus propiedades cinéticas elementales.



Capitulo 3. Objetivos
3.1 General

. Estudiar la cianuro dihidratasa (CynD) de B. pumilus GMA1 expresada en

Escherichia coli

3.2 Particulares

. Cultivar la bacteria B. pumilus GMA1 y extraer su ADN cromosémico

. Disefar cebadores para PCR que nos permitan amplificar el gen cynD

. Amplificar el gen cynD y clonar el producto de PCR en un vector tipo TA

. Subclonar el gen cynD al vector de expresion pET22b(+) en el mismo marco

de lectura que una etiqueta de His en el extremo C-terminal

. Expresar la proteina CynD
. Purificar la cianuro dihidratasa recombinante por afinidad
. Obtener los pardmetros cinéticos elementales &k, y K, de la enzima

recombinante frente a cianuro.






Capitulo 4. Metodologia

4.1 Reactivacion de la cepa

La cepa de B. pumilus GMAT1 conservada en glicerol a -70°C fue sembrada en placas de LB
a 37°C para la posterior extraccion de DNA cromosémico. Para le extraccion se utilizé el
método de Ausbel y col. (1992) (35). Una vez obtenido el DNA cromosémico se continud

con el proceso de amplificacién por PCR y posterior clonacion.

4.2 Extraccion de DNA cromosémico de B. pumilus GMA1 (Modificado de (35))
1. Cultivar la cepa en 50 mL de medio LB por 18 h a 37°C con agitacién constante de
250 rpm.
2. Obtener la biomasa por centrifugacion a 5,000 rpm por 10 minutos.
3. Resuspender las células con 2 mL de amortiguador TE (tris 10 mM y EDTA 0.2
mM pH 8).
4. Agregar 1 mg de lisozima e incubar a 37°C durante una hora.
5. Adicionar 100 puLL de SDS 10%, mezclar suavemente e incubar a 37°C durante una
hora.

6. Adicionar 200 pL. de NaCl 5 M y mezclar suavemente.
7. Adicionar 200 uL de soluciéon de CTAB/NaCl (10%/0.7 M), mezclar suavemente e

incubar 15 min a 65°C.

8. Adicionar un volumen de fenol-cloroformo (1:1), mezclar suavemente hasta que
desaparezca la fase organica (inferior) y centrifugar a 14,000 rpm por 10 min.

9. Transferir la fase acuosa (superior) a un tubo limpio y agregar 0.6 volimenes de 2-
propanol, mezclar suavemente por inversion y centrifugar a 14,000 rpm por 5 min.
Descartar el sobrenadante.

10. Adicionar 1 mL de etanol al 70%, mezclar suavemente por inversion y centrifugar a
14,000 rpm por 1 min. Descartar el sobrenadante.

11. Repetir el paso anterior dos o tres veces hasta que desaparezca el olor a fenol de la
muestra.

12. Secar el ADN a 50°C con vacio y guardarlo a 4°C hasta ser usado.



13. Al usar el ADN purificado, resuspenderlo en 1 mL de amortiguador TE o agua

destilada estéril.

4.3 Amplificacion del gen cynD por PCR

Fue necesaria la amplificacién del gen cynD mediante PCR para su clonacién en un vector
de expresion, para lo cual se utilizaron los cebadores CynDfN y CynDrX los cuales
contienen, respectivamente, los sitios especificos para las enzimas de restriccion Ndel y
Xhol en los extremos 5' y 3' del gen. El cebador CynDrX no incluye el codén de término,
sino que incluye dos codones que le permiten fusionarlo a una etiqueta de His en el vector

de expresion pET22b+. La secuencia de los cebadores se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificacion del gen CynD.

Cebador Secuencia

CynDfN 5"-ACCTGCCATATGACAAGTATTTACC-3
26 nt

T, 56°C
42% GC
CynDrX 5"-CTCGAGAACTTTTTCTTCCAGTATACC-3
27 nt

T, 57°C
41% GC

Las secuencias sombreadas corresponden a los sitios de restriccion introducidos.

La amplificacion se realizé en las siguientes condiciones de termociclado:

1 ciclo 95°C /3.0 min
29 ciclos 95°C /1.0 min
51°C /1.0 min
72°C /1.5 min
1 ciclo 72°C / 15.0 min




La PCR se realizé utilizando el siguiente protocolo:

Reactivo (nL)
CynDfN (120 ng/ul) 1.0
CynDrX (120 ng/ul) 1.0
Amortiguador para Taq 10x 50
dNTP’s (2.5 mM) 1.0
Taq 10x (20 U/uL) 0.1
Molde (10 ng/ul) 1.0
Agua bidestilada 40.9

4.4 Ligacion del gen cynD en el vector pGEM-T

Una vez amplificado el gen cynD, de aproximadamente 1000pb, se ligé en el vector pGEM-
T. Este vector cuenta con 3015 pb, un operador lac, una secuencia Shine-Dalgarno y el gen
de la B-lactamasa que le confiere resistencia a la ampicilina (Figura 7). La ligacién se

realizé de acuerdo a las instrucciones del producto: incubacion a 4°C por 24 horas.
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Figura 7. Mapa del vector de clonacién pGEM-T.

4.5 Transformacion de E. coli con la ligacion entre el vector pGEM-T y el gen cynD



La reaccion de ligacion entre el vector pPGEM-T con el gen cynD se utiliz6 para transformar
en células competentes de E. coli DH5a. por electroporacién con el siguiente protocolo:
1. Tomar una alicuota de células electrocompetentes (50 uL) almacenadas a -70°C y
descongelar en hielo lentamente.
2. Ya descongeladas, agregar el DNA a transformar (2 pL) y dejar en hielo por 5
minutos.
3. Transcurrido el tiempo de incubacién en hielo pasar las células competentes a una
celda de electroporacion de 2 mm de paso previamente enfriada. A continuacién
producir la descarga eléctrica de 2.0 kV en el electroporador (Gene pulser 11, BIO-
RAD).
4. Posterior al choque eléctrico se afiaden 0.5 mL de medio LB a las células y se pasan
a tubos estériles para ser incubadas por una hora a 37°C con agitacion.

5. Por ultimo sembrar 100 puL de las células transformadas en placas de agar LB con

ampicilina (50 pg/mL) e incubar toda la noche a 37°C.

4.6 Purificacion del plasmido pGEM-cynD
La extraccién y purificacion del plasmido pGEM-cynD se realizé siguiendo el método de
lisis alcalina descrito por Sambrook y Russell (2001) (36) con las siguientes

modificaciones:
1. Cultivar el microorganismo en 5 mL de LB con ampicilina (50 pg/mL) hasta una
DOy, de 1. Centrifugar por 5 minutos a 14,000 rpm a 15°C.
2. Resuspender las células en 100 puL de disolucién I (50 uM glucosa, 25 uM Tris-HCI
pH 8,10 uM EDTA y 10 mg/mL de lisozima) e incubar a 37°C por 1 hora.
3. Adicionar 200 uL de una disolucién recién preparada de 0.2 M NaOH y 4% de
SDS. Mezclar suavemente por inversion e incubar en hielo durante 10 minutos.
4. Agregar 150 pL de una disolucién de acetato de potasio 5 M pH 5 y poner en hielo
durante 10 minutos.
5. Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. Traspasar 400

ul del sobrenadante a un tubo nuevo.



6. Agregar 400 pL de fenol saturado de amortiguador y mezclar suavemente.

Adicionar 400 pL de cloroformo y mezclar suavemente. Centrifugar a 14,000 rpm
durante 5 minutos a temperatura ambiente.

7. Traspasar 700 uL de la fase acuosa a un tubo limpio y precipitar el ADN plasmidico
mediante la adicién de un volumen igual de 2-propanol. Mezclar suavemente e incubar
a temperatura ambiente por 30 minutos.

8. Recolectar el precipitado (pldsmido) por centrifugaciéon a temperatura ambiente
durante 15 minutos a 14,000 rpm.

9. Lavar tres veces el precipitado con 0.5 mL etanol al 70%, secar al vacio y

resuspender en 50 UL de amortiguador TE adicionado con RNAsa.

4.7 Digestiones del plasmido pGEM-cynD
Se digirié el plasmido pGEM-cynD con las enzimas Xhol y Ndel en un periodo de
incubacién de 3 horas a 37°C. La reaccién de digestion se preparé como se describe a

continuacion:

Reactivos Xhol/Ndel (uL)
Plasmido pGEM-CynD 3.0
Enzima Ndel (20.000 U/uL) 0.5
Enzima Xhol (20.000 U/uL) 0.5
Amortiguador 4, 10x 1.0
Agua destilada 5.0

4.8 Subclonacién del gen cynD en el vector pET22b(+)
Una vez hechas las digestiones en el plasmido pGEM-cynD con Xhol y Ndel se obtuvo el
inserto del gen cynD, el cual fue purificado en un gel de agarosa con el DNA and Gel Band

Purification Kit de Amersham Biosciences. Por otro lado el vector pET22b(+) también fue



digerido y purificado bajo las mismas condiciones. Este plasmido posee un peso de 5493 pb

(Figura 8). Se determinaron las concentraciones de ambos productos (vector e inserto) para

su posterior ligacion.

4.9 Ligacion entre pET22b(+) y el gen cynD
Por la concentracién encontrada del vector y el inserto se mezclaron en una relacion 1:1

para la ligacién como se muestra en la siguiente tabla en incubacién a 4°C por 24 horas:

Componente Cantidades en (uL)
pET22b(+)* 5
Inserto cynD* 5
DNA Ligasa de T4 (400.000 U/uL) 2
Amortiguador 10x 2
Agua Destilada 6

*Previamente digeridos con las enzimas de restriccion Ndel y Xhol.
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Figura 8. Mapa del vector de expresion pET22b(+).



El producto de la ligacion fue utilizado para transformar células electrocompetentes BL21
de las cuales posteriormente se purifico el pldsmido y fue digerido también con las enzimas

Xhol y Ndel para verificar la existencia del inserto dentro del vector.

4.10 Mutagénesis sitio-dirigida

Se disefiaron cebadores para realizar la mutacion sitio-dirigida en el gen cynD. Esta
mutacion se produjo con la finalidad de eliminar uno de los sitios de restriccion de Ndel
que naturalmente se encuentra en el gen cynD y que nos impidié usar el inserto que se
encontraba en el plasmido pGEM-cynD para subclonarlo en el vector de expresion
pET22b(+). La mutacién sitio-especifica para el sitio de restriccion Ndel se llevd a cabo
siguiendo las instrucciones del kit Qiuk Change (stratagene), las condiciones de reaccién y

de termociclado. Los cebadores disefiados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Cebadores mutagénicos.

Cebador Secuencia
° BPCDF 5-GAAGTATTCACCTATGAGGAC-3'
) BPCDR 5- GTCCTCATAGGTGAATACTTC -3'

En negritas y subrayadas se encuentran las bases que fueron cambiadas con respecto a la secuencia del gen

silvestre

La PCR se realizé utilizando el siguiente protocolo:

Reactivos Volumen (uL)

Agua destilada 30

Amortiguador para Pfu 10x
ADN molde, pGbpl_nx (10 ng/uL)
Oligo cebador F (120 ng/uL)

L

Oligo cebador R (120 ng/uL)




dNTPs 2.5 mM 1
Pfu polimerasa (2.5 U/uL) 1

La amplificacion se realizé en las siguientes condiciones de termociclado:

1 ciclo 95°C / 3min
95°C / 1min

15 ciclos 51°C/ 1min
72°C / 15min

1 ciclo 72°C/ 1min

Posterior al termociclado se le agregd a la mezcla resultante 1 pUL. de la enzima de
restricciéon Dpnl y se incub6 por 2 horas a 37°C para eliminar el ADN parental metilado.
posteriormente se utilizé 1 UL de la muestra para transformar en células electrocompetentes
de E. coli XL1-Blue. Las células recombinantes se seleccionaron en placas de agar LB con
ampicilina y se les extrajo el plasmido por el método de lisis alcalina descrito previamente.
Se verificé el éxito de la mutacién por medio de la secuenciacién y la digestion de los
plasmidos purificados en geles de agarosa al 1%.

El gen mutado, pero que codifica para una proteina idéntica a la silvestre, se cortd con las
enzimas de restriccion Ndel y Xhol al igual que el verctor pET22b(+), se purificaron el gen
(cynD) y el vector (pET22b(+)) y se ligaron como se describié previamente. Nuevamente se
utilizé la reaccion de ligacion para transformar células competentes de E. coli XL1-Blue y
las células transformantes fueron seleccionadas en placas de agar LB con ampicilina. Una
vez mds se purificaron los pldsmidos de las colonias transformadas y se verifico la
presencia del inserto por cortes con las enzimas de restriccion Ndel y Xhol, asi como por
secuenciacion. El pldsmido con el gen cynD mutado, denominado pET-cynD, se utiliz6
para transformar células electrocompetentes de E. coli BL21(DE3), que serian utilizadas

posteriormente para producir la proteina CynD.

4.11 Induccion de actividad por IPTG



Para inducir el gen cynD se ensayd a una concentracién de IPTG 0.5 mM. A partir de las
colonias obtenidas de la transformacion en células BL21(DE3), se sembré una colonia de la
caja Petri para ponerla a crecer toda la noche en 10 mL de medio LB con ampicilina. De
ese tubo se tomaron 500 pL para inocular dos tubos de 10 mL con medio LB y ampicilina.
A uno de los tubos se le adicion6 IPTG a una concentracion final de 0.5 mM, mientras que
el otro se usé como control. Ambos tubos se dejaron crecer en incubacién a 37°C con
agitacion constante (230 rpm) durante cuatro horas. En ese lapso se fueron tomando
alicuotas de 500 pl cada media hora, tanto del tubo control como del tubo con IPTG.
Posteriormente se obtuvo la biomasa por centrifugacién de cada una de las fracciones a
14000 rpm por 5 minutos. Las células fueron resuspendidas en 20 pl de agua y 5 pl de
amortiguador de cargado (Tris-HCI 0.1 M, 2-mercaptoetanol 5%, SDS 2%, EDTA 5mM,
glicerol 10%, pH 7.). Ya resuspendida la biomasa fueron puestas en bafio de agua hirviendo

durante 10 minutos. Las fracciones fueron corridas en geles de poliacrilamida en

condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS) (37).

4.12 Purificacion de la proteina CynD

Una vez inducida la actividad, se desarrolld el protocolo para la obtencién del extracto
intracelular y su posterior purificacién a partir de un lote de un litro de cultivo. Se prepard
el preindculo sembrando una colonia de la bacteria transformante en 10 mL de medio LB
con ampicilina. Este se incubé toda la noche a 37°C con agitacién 220 rpm. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacién se inoculd, con 5 mL del preindculo, un matraz de 2 L
con 1 L del mismo medio de cultivo. Al inicio de la fase exponencial de crecimiento (DO,
= 0.6) se afnadi6 el IPTG a una concentracién final de 0.5 mM y se incubé a 37°C durante
cuatro horas. Se obtuvo la biomasa por centrifugacién a 5000 rpm durante 15 minutos, y
esta fue lavada tres veces con KCl al 0.15% (400 mL). Las células fueron resuspendidas en
20 mL de amortiguador de sonicado (fosfato de potasio 20 mM, NaCl 300 mM, imidazol
20 mM, pH 7.5). Posteriormente la muestra se sometié a 20 pulsos de sonicacién de 20
segundos de duracién a 40-50 W de potencia. Finalmente se centrifugé la muestra a 15000
rpm por 20 minutos, y el sobrenadante se conservé a 4°C para su purificacién en el

cromatégrafo.



La fusion de una etiqueta de histidinas con nuestra proteina permite su purificacién
mediante una resina de afinidad que contiene niquel, que es un metal afin al grupo imidazol
de la His. Se utilizé el equipo cromatogrifico HPLC de Waters el cual consiste en un
controlador (600S), una bomba (626), detector dual de absorbancia (2487), desgasificador
en linea (AF) y un colector de fracciones (III), el programa utilizado para el manejo del
equipo fue el Empower (Waters). Se utiliz6 una velocidad de flujo de 4 mL/min durante
toda la corrida cromatografica para pasar las disoluciones por la columna. Primero se
pasaron 200 ml de agua destilada, 200 mL de NiSO, 10 mM y 200 mL de amortiguador de
equilibrado (fosfato de potasio 20 mM, NaCl 20 mM e imidazol 20 mM, pH 7.5). Después
se inyectaron 15 ml de extracto intracelular, enseguida se pasaron 200 del amortiguador de
equilibrado. Para eluir la proteina se pas6 el amortiguador de elusion (fosfato de potasio 20
mM, NaCl 500 mM e imidazol 500 mM, pH 7.5) de forma gradual para formar un
gradiente de imidazol de 20 a 500 mM durante 80 min, al final se recogen las fracciones (de
4 mL). Una vez recolectadas las fracciones, estas son analizadas en geles SDS-PAGE para

determinar en que parte del gradiente se encuentra nuestra proteina asi como su pureza.

4.13 Determinacion de proteinas por el método del Acido Bicinconinico (BCA)
Los iones Cu+ formados en condiciones alcalinas se ligan al enlace peptidico de los
aminoacidos en las proteinas. Este complejo es detectado por la reaccién con el BCA

produciendo un color purpura intenso, el cual es proporcional a la cantidad de proteina.

Preparacion del reactivo BCA

Reactivo Cantidad Procedimiento
BCA 5.00¢g Enjuagar todo el material a usar con agua
Na,CO; anhidro 8.55 g destilada. En un vaso de pp, disolver las
Tartrato dibasico sales con un poco de agua destilada. Ajustar
dihidratado 0809 el pH a 11.3 con una disolucién de NaOH
NaOH lentejas 2009 concentrada (10N, por ejemplo). Aforar a
- 500mL con agua destilada. Transferir la
NaHCO; anhidro 4.73¢g
disolucion a un frasco de vidrio y conservar
H,0 Aforar a 500 mL

en refrigeracion (4°C).

Curva de calibracion con un estandar de albimina bovina



#tubo [proteina] Std. Agua *Mezcla
(mg/mL) Alblmina destilada BCA-Cu®
(1 mg/mL)
(uL) (L) (mL)

1(B) 0 0 100 1

2 0.02 2 98 1

3 0.05 5 95 1

4 0.1 10 90 1

5 0.15 15 75 1

6 0.2 20 80 1

7 0.4 40 60 1

8 0.6 60 40 1

9 0.8 80 20 1

10 1 100 0 1

*Mezcla: 9,800uL de BCA + 200uL de CuSO, 4% w/v (4 g/100 mL). La disolucion adquiere un color verde.

Para la preparacion de la muestra problema (extracto intracelular sonicado) se siguid el

siguiente protocolo:

Se diluyeron 10 pL del extracto intracelular o cualquier otra muestra con 90 UL de agua
destilada (factor de dilucién 1 en 10). Posteriormente se diluyeron 10 uL de la disolucién
anterior con 90 UL de agua destilada (factor de dilucién 1 en 10), finalmente se adiciond 1

mL de mezcla BCA-Cu**. Se mezclé perfectamente (en vortex) y se incub6 a 37°C durante
30 minutos. Por dltimo se midié absorbancia a 562 nm y los valores se interpolaron en la

curva patron.

4.14 Ensayo colorimétrico de cianuro

Se utilizé el método colorimétrico para la determinacién de la cantidad de cianuro disefado
por Fisher y Brown (1952) (33), el cual fue modificado para nuestros fines (determinar la
cantidad de sustrato consumido por la CynD). Se toma una alicuota de 50 puL de una
disoluciéon que contiene cianuro, asi como de disoluciones de NaCN de concentracién
conocida para usarlos como patrén (ver adelante). Posteriormente a cada tubo se le agregan

50 uLL de NaHCO; 0.5 M y 50 uL de &cido picrico (1% p/v). Las muestras se incuban en



bafio Maria por 5 minutos. Al terminar el tiempo de incubacién son puestos de inmediato
en hielo para la conservar el color producto de la reaccién. Finalmente a cada tubo se le
agregan 850 UL de agua y se leen en el espectrofotometro a 520 nm contra un control de

referencia, que es agua (no la concentracion 0.0 de cianuro).

4.15 Ensayo cinético para la enzima CynD

Para obtener las velocidades iniciales de la reaccidn catalizada por la enzima recombinante
se utilizé el método colorimétrico descrito anteriormente, el cual nos permite cuantificar
cuanto cianuro fue consumido por la enzima (30).

Se prepararon tubos con concentraciones conocidas de NaCN y amortiguador de fosfatos
100 mM pH 7. La reaccién enzimdtica es iniciada por la adicién de la enzima a una
concentracion final de 20 nM e incubada por 20 min a 30°C. Al cabo de ese tiempo se
inactiva la enzima por calentamiento en bafio Maria durante 10 min. De esta disolucion se
toman 50 mL para determinar concentracién de cianuro por el método colorimétrico

descrito previamente. El protocolo seguido se muestra a continuacion:

NaCN H20 NaCN 50 mM Amortiguador* Enzima 0.5 pM
(mM) (LL) (LL) (LL) (LL)
0.0 200 0 280 20
0.5 195 5 280 20
1.0 190 10 280 20
2.0 180 20 280 20
3.0 170 30 280 20
5.0 150 50 280 20
7.0 130 70 280 20
10.0 100 100 280 20
12.0 80 120 280 20
15.0 50 150 280 20
200 0 200 280 20

* amortiguador de fosfatos 100 mM, pH 7.



Capitulo 5. Resultados

5.1 Extraccion de DNA cromosémico de B. pumilus GMA1
De las células reactivadas de B. pumilus (Figura 9) se purific6 DNA cromosdémico como se

describe en los métodos.

Figura 9. Cepa activada de B. pumilus GMAI1 en placa de agar LB

5.2 Amplificacion del gen cynD por PCR y clonacion en el vector pPGEM-T

Se logré amplificar el gen cynD mediante PCR (Figura 4). El producto de amplificacion
mostro un peso aproximado de 1000 pb, peso esperado para el ADN que corresponderia al
gen cynD que codifica para la cianuro dihidratasa de otras especies de B. pumilus (10). El
amplicon del gen cynD se lig6 con del vector pPGEM-T como se describi6 en la seccién de
métodos.

5.3 Transformacion de la ligacion entre el vector pGEM-T con el gen cynD en células
competentes de E. coli
Una vez hecha la reaccién de ligacion se realizé la electroporacion para transformar células

competentes de E. coli DH5a, de las cuales se obtuvieron colonias aisladas, lo cual nos

indico el resultado positivo en la ligacion.
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Figura 10. Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, ADN cromosémico de B.
pumilus; tercer carril, muestra la amplificacién del gen cynD 1000 pb aprox. En el cuarto
carril se muestra en gen cynD 1000 pb en el vector pGEM 3051 pb digeridos con Xhol y

Ndel. Las muestras se analizaron en gel de agarosa al 1%.

5.4 Purificacion y analisis del plasmido pGEM-cynD

El plasmido pGEM-cynD, producto de la ligacién, se analizé por digestion con las enzimas
de restriccion Xhol y Ndel. La digestion que este tuviese los sitios de restriccion
adicionados por los cebadores y el inserto del gen cynD con un peso de aproximadamente
1000 pb mediante la digestion con las, tanto el inserto como el vector se encontraron en el

gel de agarosa al 1% con un peso de 3000 y 1000 pb respectivamente (Figura 10, carril 4).

5.5 Secuencia del gen cynD y subclonacion en el vector de expresion pET22b(+)

Las digestiones hechas tanto al plasmido pGEM-cynD, como al vector pET22b(+) para la
posterior ligacién entre el inserto que corresponde al gen cynD y el vector pET22b(+)
fueron verificadas en gel de agarosa al 1% (Figura 12). En este experimento se encontraron
bandas en los pesos esperados, esto es en 5.5 kpb para el pET22b(+) y en aproximadamente
1.0 kpb para el inserto. Cabe mencionar que el peso del inserto aparece un poco menor a lo
esperado. Sin embargo asumimos que este comportamiento se debia a la elevada
concentracion de inserto que se observa en la figura. Estas bandas fueron purificadas y

posteriormente ligadas como se describe en la metodologia.



Figura 11. Digestion del el plasmido pGEM-cynD (aproximadamente 3.0 y 1.0 kpb
respectivamente) con Ndel y Xhol en los carriles 2 y 3. En el carril 1 se encuentra un
marcador de peso molecular y en el carril 4 estd el vector pET22b(+) (aproximadamente 5.5

kpb) digerido con las mismas enzimas de restriccion.

La reaccién de ligacion se utilizé para transformar células competentes de E. coli XL1-
Blue. Sin embargo, en ninguno de los intentos de transformacién se lograron obtener
colonias transformantes. Simultdneamente se secuencié el inserto cynD de B. pumilus
GMAI (Tabla 4). La secuencia, traducida a proteina, corresponde a una proteina con 98%
de identidad a la que codifica el gen cynD reportado para la cepa C1 de B. pumilus (1)
(Tabla 5 y Figura 12). Ambos genes contienen un sitio de restriccién para Ndel vecino al
extremo que codifica para el extremo carboxilo terminal de la proteina CynD (Tabla 5), y
en consecuencia cercano al sitio de restriccién Xhol que adicionamos en dicha region. La
presencia de este sitio genera una region parcial del gen cynD flanqueado por dos sitios de
restriccion Ndel, que evidentemente no pueden ser clonados en el vector pET22b(+)
cortado con las enzimas de restriccion Ndel y Xhol. La cercania entre este sitio extra y el
sitio Xhol hicieron complicada su deteccién ya que no fue evidente el cambio de tamaifio
del inserto (ver Figuras 10 y 11). Por lo cual se decidié hacer mutagénesis sitio dirigida
para eliminar uno de los sitios de restriccion para Ndel. La secuencia del gen cynD de B.

pumilus GMA1 fue depositada en el GenBank con el nimero de acceso EU713463.

Tabla 4. Secuencia del gen cyrnD de B. pumilus GMAL1.



CATATGACAAGTATTTACCCAAAGTTTCGAGCAGCTGCCGTGCAAGCAGCACCTGTCTACTTAAATTTGGAAG
CAAGCGTTGAGAAATCATGTGAACTGATCGACGAGGCAGCTTCAAATGGTGCAAAGCTTGTGGCATTCCCAGA
AGCATTTTTACCTGGTTATCCTTGGTTTGCTTTTATTGGTCATCCAGAATATACGAGAAAGTTCTATCATGAA
TTATATAAAAATGCCGTTGAAATCCCTAGCTTAGCCATTCAAAAAATCAGTGAGGCAGCAAAAAGAAATGAAA
CGTATGTTTGTATATCATGCAGTGAAAAAGATGGCGGCTCCCTCTATTTAGCTCAGCTTTGGTTTAATCCAAA
TGGGGATTTAATAGGAAAACACCGGAAAATGAGAGCTTCTGTAGCAGAAAGACTCATTTGGGGGGATGGAAGT
GGAAGTATGATGCCAGTCTTTCATACTGACATTGGAAACCTTGGCGGATTGATGTGCTGGGAGCATCAAGTCC
CGCTTGATCTTATGGCGATGAATGCTCAAAATGAGCAAGTACATGTAGCCTCTTGGCCAGGTTATTTTGACGA
TGAAATTTCAAGCAGATATTATGCCATCGCGACACAGACATTTGTGCTGATGACATCATCTATATATACGGAA
GAAATGAAAGAAATGATTTGTTTAACGCAGGAGCAAAGAGATTACTTTGAAACATTTAAGAGCGGGCATACGT
GCATTTACGGGCCGGACGGGGAACCGATCAGTGATATGGTTCCTGCTGAAACGGAAGGAATTGCTTACGCTGA
AATTGATGTAGAAAGAGTCATTGATTACAAGTATTATATTGATCCGGCTGGACACTACTCCAATCAAAGTTTG
AGTATGAATTTTCATCAGCAGCCCACTCCGGTTGTAAAACATTTACATCATCAAAAAAATGAAGTATTCACAT
ATGAGGACATTCAATATCAACATGGTATACTGGAAGAAAAAGTTCTCGAGAATCACTAGTGAATTC

En negritas se resaltan los sitios de restricciones para Ndel (CATATG), Xhol (CTCGAG) y EcoRI
(GAATTC) insertadas por los cebadores. En cursivas se muestran los codones de inicio (ATG) y de término

(TAG) de la proteina silvestre.

Tabla S. Secuencia de la cianuro dihidratasa (CynD) de B. pumilus GMAL1.

MTSIYPKFRAAAVQAAPVYLNLEASVEKSCELIDEAASNGAKLVAFPEAFLPGYPWFAFIGHPEYTRKFYHEL
YKNAVEIPSLAIQKISEAAKRNETYVCISCSEKDGGSLYLAQLWFNPNGDLIGKHRKMRASVAERLIWGDGSG
SMMPVFHTDIGNLGGLMCWEHQVPLDLMAMNAQNEQVHVASWPGYFDDEISSRYYATATQTFVLMTSSIYTEE
MKEMICLTQEQRDYFETFKSGHTCIYGPDGEPISDMVPAETEGIAYAEIDVERVIDYKYYIDPAGHYSNQSLS
MNFHQOPTPVVKHLHHQKNEVFTYEDIQYQHGILEEKV*

En negritas y sombreados se muestran los aminodcidos putativos que conforman la triada catalitica de esta

enzima, Glu48, Lys130 y Cys164 (38).
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Figura 12. Alineamiento de las secuencias de aminodcidos de las cianuro dihidratasas
conocidas de distintas cepas de B. pumilus. Las cepas corresponden y sus nimeros de
acceso en el GenBank son: C1, AAN77004; GMA1, EU713463; 8A3, AAN77003; SAFR-
032, NC_009848.



5.6 Mutagénesis sitio dirigida
La secuencia del sitio de restriccion interno Ndel (CATATG) estd compartida entre tres

codones correspondientes a Thr315, Tyr316 y Glu317:

ACA TAT GAG
Thr Tyr Glu

Para no alterar la secuencia de la proteina se decidié cambiar la primera adenina del sitio de
restriccién (regién sombreada) por una citosina, formando el codéon ACC que también

codifica para treonina:

ACC TAT GAG
Thr Tyr Glu

Con esta informacion y la secuencia del gen cynD se disefiaron los cebadores BPCDF y
BPCDR (ver seccion de métodos) para eliminar el sitio de restriccion Ndel extra que no
permite la clonacién del gen en el vector pET22b(+). La mutagénesis sitio-dirigida usando
el plasmido pGEM-cynD como molde resulté exitosa como se comprobd por secuenciacion

del gen cynD (resultado no mostrado).

5.7 Subclonacion del gen cynD mutado en pET22b(+)

El plasmido pGEM-cynD mutado se utilizé para nuevamente intentar la subclonacion del
gen cynD en el vector pET22b(+) usando la misma metodologia descrita previamente. En
esta ocasion la transformacion de células electrocompetentes de E. coli XL1-Blue con la
reaccion de ligacion produjo varias colonias recombinantes, a las que se les extrajo el
plasmido y se verifico la presencia del inserto y la mutacion por secuenciacion. Este
plasmido se utilizd para transformar células electrocompetentes de E. coli BL21(DE3) y

probar su expresion.

5.8 Analisis de induccidn de la expresion del gen cynD
La expresion del gen cynD se evalu6 mediante la presencia de la proteina CynD. En la
Figura 13 se muestran los perfiles de proteina intracelular de las células inducidas y sus

respectivos controles. Principalmente a las 3 y 4 h después de la induccién es evidente la



aparicion de una banda intensa cuyo peso molecular coincide con el peso molecular tedrico
de esta proteina (38 kDa). Con estas condiciones de induccion se procedio al escalamiento

del cultivo a 1 L para realizar la purificacion de la enzima por afinidad.

100kD

75kD

50kD
39kD
37kD

Figura 13. Gel SDS-PAGE que muestra la induccién de actividad por IPTG a lo largo de 4
horas. En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular. En los carriles 2,3,5y 7 se
muestran los perfiles de proteinas intracelulares de células sin inducir después de 1,2,3 y 4
h (controles). En los carriles 4, 6, 8, y 10 se muestran los perfiles de proteinas
intracelulares de células inducidas, mostrando el maximo de induccidén a la hora 4. La
banda correspondiente a la CynD se encuentra en el peso molecular de aproximadamente

39 kDa.

5.9 Purificacion de la enzima por cromatografia de afinidad

La produccién de la enzima se realizé en 1 L de medio de cultivo como se describe en la
seccion de métodos. Las células cosechadas después de la induccién se rompieron por
ultrasonido y se separ6 la fraccidn soluble del extracto celular (15 ml) por centrifugacion.
Esta fraccion se inyectd en la columna de afinidad para etiquetas de histidina, previamente
equilibrada como se marca en el protocolo. La proteina unida a la matriz se eluyé de la
columna con un gradiente de imidazol de 20 a 500 mM. En el cromatograma se puede ver
un aumento gradual en la absorbancia a 280 nm durante el gradiente debido a la capacidad

del imidazol de absorber la luz UV (Figura 14). No obstante, entre los minutos 130 y 150 la



absorbancia aumenta debido a la elisioén de la proteina. Esto corresponde a un intervalo del

gradiente de 60 a 85%, o bien a un intervalo de concentracién de imidazol de 308 a 428

mM.
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Figura 14. Cromatograma de la purificacién de la CynD en columna de afinidad (Ni). La
velocidad de flujo de 4ml/min, a temperatura ambiente (23°C), con un gradiente de elucién
de 20 a 50 mM de imidazol, mediante la combinaciéon de amortiguador de equilibrado
(fosfato de potasio 20 mM, NaCl 500 mM e imidazol 20 mM, pH 7.5) y amortiguador de
elucion (fosfato de potasio 20 mM, NaCl 500 mM e imidazol 500 mM, pH 7.5).

Para comprobar que la enzima era el pico observado entre los minutos 130 y 150 se
analizaron estas fracciones por SDS-PAGE. El resultado del andlisis se muestra en la
Figura 15. Como se puede ver, en todo el intervalo se observa una especie
electroforéticamente pura que corresponde al mismo peso que la proteina sobre-expresada

observada en el extracto intracelular.



Figura 15. SDS-PAGE de las fracciones del minuto 130 al 155 de la purificacion. En el
primer carril se muestra el extracto intracelular del que se inici6 la purificacion. Los carriles
2 al 7 contienen muestras de las fracciones de los minutos 130, 135, 140, 145, 150 y 155

respectivamente.

5.10 Conservacion de la proteina pura

Una vez determinadas las fracciones en la que se encontrd la proteina pura estas fueron
colectadas y dializadas frente a 50 volimenes de una disolucién de fosfato de potasio 20
mM pH 7.5, a 4°C y en presencia de 1 mM de B-mercaptoetanol. Posteriormente se
concentro la proteina con polietilenglicol y finalmente con glicerol para su conservacion a -
20°C. Cabe mencionar que no se estudio sistemdticamente el efecto de el almacenamiento
en estas condiciones. Sin embargo fue notorio que después de tres semanas la enzima

perdi6 totalmente su actividad.

5.11 Propiedades cinéticas de la cianuro dihidratasa recombinante de B. pumilus
GMA1

Los pardmetros cinéticos k. y K, de la enzima recombinante fueron medidos mediante el
ensayo colorimétrico para la determinacion de cianuro descrito en los métodos. La curva de
velocidad inicial en funcién de la concentracion de sustrato se encuentra en la figura 16.
Los datos se ajustaron a la ecuacién de Michaelis-Menten y se obtuvieron los pardmetros

cinéticos.
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Figura 16. Gréfica de las velocidades iniciales de la cianuro dihidratasa (CynD)

recombinante en funcién de la concentracion de NaCN a 30°C y pH de 7.5.

Tabla 6. Parametros cinéticos de la cianuro dihidratasa de B. pumilus GMAL.
Vmax = 0.272 + 0.032 mM min™'
Keat = 227 £ 27 s

Km= 8.816 £ 2.11 mM

Los valores de K,, de la cianuro dihidratasa de Bacillus pumilus GMAI1 tiene valores
similares a los de las enzimas de P. stutzeri AK61 y B. pumilus C1 (tabla 7). Por su parte la
cianuro hidratasa G. sorghi presenta una K, mucho mayor. Desafortunadamente el nuestro
es el unico trabajo en el que se reporta una k. Sin embargo, a partir de los datos de la
enzima de B. pumilus C1 pudimos calcular que su k corresponde a 63 s, aunque la
temperatura del ensayo fue de 23°C (13). Esta diversidad de condiciones de reaccién hace
imposible su comparacion directa. Sin embargo pudimos comprobar que nuestra enzima
tiene propiedades cinéticas relativamente similares a las enzimas ya reportadas. Esto la
convierte en un modelo para el estudio de las interacciones proteina-proteina que, como se

menciond en la introduccién, permiten la formacién de filamentos. Mds interesante atin es



la posibilidad de explorar condiciones de pH que favorezcan la formacién de fibras y
correlacionarlas con las propiedades cataliticas de la enzima. De hecho era de esperarse que
si una elevada concentracion de sustrato favorece la formacion de fibras, deberiamos de
observar un comportamiento cinético sigmoide y no el hiperbdlico observado. Los estudios
cinéticos de esta enzima aun tienen mucho por ensefarnos sobre sus propiedades

estructurales.

Tabla 7. Propiedades cinéticas reportadas para algunas enzimas degradadoras de

cianuro.

Enzima K, pH/Temp °C V nax Fuente

(mM) (mmol” min™ mg?’)

Cianuro dihidratasa 73+14 7.6/23 0.097 +0.011 (13)
de B. pumilus C1
Cianuro dihidratasa 59+20 7.6/23 0.10+0.016 (12)
de P. stutzeri
Cianuro dihidratasa 8.8+2.1 7.5/30 0.35 +£0.039* Este trabajo.
de B. pumilus GMA1
Cianuro hidratasa de 90 +35 7.8/23 4415 13)
G. sorghi

* La diferencia de valor entre este dato y el mostrado en la tabla 6 obedece a las unidades en que esta

reportado. En este caso es una velocidad maxima especifica.



Capitulo 6. Conclusiones y perspectivas

6.1 Conclusiones

Se logré amplificar el gen cynD de B. pumilus GMA1 por PCR.

El amplicén correspondiente al gen cynD fue clonado en el vector pPGEM-T.

La secuencia del gen cynD de B. pumilus GMAT1 presenta una identidad de 98% a nivel de

proteina con el gen cynD de B. pumilus C1.

El gen cynD de B. pumilus GMA1 presenta un sitio de restriccion de Ndel en la region que
codifica para el C-terminal de la cianuro dihidratasa. Este sitio de restriccién fue eliminado
por mutagénesis sitio-dirigida sin alterar la secuencia de la proteina. El gen cynD de B.

pumilus GMA1 pudo ser clonado y expresado en E. coli gracias a esta mutacion silenciosa.

La enzima recombinante expresada, con una etiqueta de His en el extremo C terminal, es

capaz de utilizar cianuro como sustrato, como se demostré por el método colorimétrico.

El ensayo colorimétrico para la determinacion de cianuro se utilizé para estudiar la cinética
de utilizacién del mismo. Mediante las velocidades iniciales se lograron calcular los
parametros cinéticos de la cianuro dihidratasa recombinante de B. pumilus GMA1.La V,,
en las condiciones estudiadas (30°C, pH7.5) es de 0.2724 mM min"' mg', que corresponde
auna k_, de 227 s™'. La constante de Michaelis-Menten, K, en las mismas condiciones fue

cat

de 8.816 mM.



6.2 Perspectivas

Es necesario desarrollar un estudio mas a fondo para caracterizar adecuadamente la CynD
de B. pumilus GMA1 en el cual se tomen en cuenta mas variaciones en los factores que
influyen en la cinética enzimética como son pH, temperatura, tiempos de incubacién, la
concentracion de enzima, asi como la de sustrato. Una vez hecha esta caracterizacion seria
conveniente hacer ciertas mutaciones en el sitio activo como lo propone Atsushi 1997 (33),

lo cual influira en la funcion de nuestra enzima.

Estudiar si esta enzima recombinante presenta la capacidad de formar filamentos como se
ha reportado para otras cianuro dihidratasas y nitrilasas. Del mismo modo es importante

estudiar la relacion entre el estado de oligomerizacion y la catdlisis.
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