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Resumen

El uso de biocatalizadores que presentan estereoquimica definida es uno de los principales caminos
a seguir en el area de la quimica organica sintética, y depende esencialmente de la obtencion y estudio
de nuevas enzimas. Recientemente, se encontrd una cepa que produce una nitrilasa en muestras de
suelo, la cual se identific6 como Rhodococcus pyridinivorans. Las nitrilasas desempefian, con gran
enantioselectividad, la conversion de nitrilos en sus correspondientes acidos carboxilicos. Pese a su
amplia distribucion en la naturaleza, la bioquimica de estas enzimas se encuentra pobremente descrita
en la literatura y se carece de una estructura cristalografica. A diferencia de la mayor parte de las
enzimas de la subfamilia de las nitrilasas, la nitrilasa de R. pyridinivorans ha mostrado que convierte
eficientemente sustratos alifaticos y aromadticos. En ensayos de biotransformacién se comprobaron
niveles de conversion de valeronitrilo y benzonitrilo que se aproximan al rendimiento estequiométrico.
Esto la agrupa dentro de un nimero reducido de nitrilasas capaces de utilizar ambos tipos de nitrilos y
la hace un buen prospecto para obtener informacion fisicoquimica y cinética. El trabajo tiene como
punto de partida la nitrilasa de R. pyridinivorans obtenida de la bacteria silvestre por induccion del gen
nitA con caprolactama. El rendimiento que se obtiene a partir de cultivos de la cepa silvestre es muy
bajo, por lo que se decidi6 clonar el gen nitA en E. coli, para obtener a la enzima de forma
recombinante. Por medio de electroforesis desnaturalizante se identifico una banda de proteina
correspondiente al mondmero de la nitrilasa de 34 kDa. Esta banda se purifico para ser analizada por
espectroscopia de masas y se determiné la secuencia de aminoacidos de los fragmentos obtenidos por
digestion proteolitica. Los oligonucle6tidos utilizados para clonar este gen se disefiaron basados en la
secuencia de la nitrilasa, que mostré el mayor puntaje de identidad con la de los péptidos. El gen nitA
se clono en el vector pPGEM-T y se subclond en el vector de expresion pET-24a+. La secuencia de este
gen reveld una identidad mayor al 90% con la secuencia CAC88237 de R. rhodochrous. Se logréd
expresar con €xito a la nitrilasa recombinante y se desarrollo una estrategia de purificacion que permite
obtener a la proteina funcional y estable. Se obtuvieron las constantes cinéticas para los dos sustratos
tipo, benzonitrilo y valeronitrilo. Estas constantes indican que la enzima recombinante es mucho mas
activa para el benzonitrilo que para el valeronitrilo. Esta enzima es un modelo de estudio bastante
atractivo. Por la dependencia de la actividad y especificidad de su estado oligomérico, la clonacion de
este gen, la expresion de su enzima funcional y el establecimiento de protocolos para su purificacion y
manejo, facilitaran y permitiran la continuaciéon de los estudios de caracterizacidon estructurales y

cinéticos sobre esta enzima.



Introduccion

Aspecto historico de las nitrilasas

Recientemente ha habido un gran avance en los métodos biologicos para caracterizar y analizar la
secuencia y la funcion de genes, operones e incluso genomas de organismos obtenidos directamente del
ambiente. Este campo se conoce como metagendmica o gendmica ambiental. Dentro de los multiples
beneficios que conlleva el desarrollo de esta area se encuentran el descubrimiento de nuevas funciones
biologicas, perfiles metabolicos de comunidades microbianas y un incremento en la informacion
contenida en las bases de datos. Esto ha causado que el nimero de familias que se conocen también
haya ido en aumento.

Desde un punto de vista pragmatico, la metagendémica ha permitido el descubrimiento de enzimas
con un amplio rango de aplicaciones biotecnologicas. La nitrilasa es una de estas enzimas que ha
atraido gran interés como biocatalizador. Por su capacidad de convertir nitrilos en sus correspondientes
acidos carboxilicos. Hasta el 2005 existian 41 patentes basadas en enzimas capaces de hidrolizar
nitrilos tan s6lo en EUA de un total de méas de 200 en todo el mundo. A pesar del gran interés industrial
en torno a estas enzimas, son muy pocos los trabajos que tratan con los aspectos enzimologicos como el
mecanismo catalitico y la estructura de estas proteinas (Podar et al., 2005).

La actividad de nitrilasa fue descrita por primera vez por Thimann y Mahadevan en 1964 a partir de
una enzima que fue aislada de hojas de cebada, al descubrir que catalizaba la conversion del
indolacetonitrilo (IAN) a 4cido indolacético (IAA), por lo que en un principio recibid el nombre de
indolacetonitrilasa. Posteriormente se descubrid que esta enzima actuaba sobre un rango mas amplio de
nitrilos por lo que se le cambio el nombre a nitrilasa. La primer nitrilasa bacteriana que se descubri6
fue aislada de una bacteria de suelo, posiblemente, del género Pseudomonas, seleccionada por su
capacidad de crecer utilizando ricino como unica fuente de carbono (O'Reilly y Turner, 2003). Las
primeras investigaciones llevaron a pensar que las nitrilasas eran especificas para nitrilos aromaticos
(Harper, 1977a, b) pero, posteriormente, se reportaron nitrilasas de diversas fuentes que eran activas
tanto con nitrilos alifaticos (Kobayashi et al., 1990a) como con nitrilos aromaticos (Wieser et al., 1997;

Vejvoda et al, 2007).



Hasta la fecha se han caracterizado aproximadamente 10 nitrilasas, 1 de plantas y 9 de bacterias
(Mylerova y Martinkova, 2003; O’Reilly y Turner, 2003). Sin embargo, sélo se han clonado 6 genes y
s6lo se ha reportado en la literatura la sobreexpresion de la nitrilasa de Rhodococcus rhodochrous J1.
Ademas s6lo se han podido purificar a homogeneidad las nitrilasas de: R. rhodochrous J1 (Kobayashi
et al., 1992), Alcaligenes faecalis JM3 (Nagasawa y Yamada, 1990b) y Pseudomonas fluorescens
(Layh et al., 1998).

Las nitrilasas en la naturaleza

Las nitrilasas se han encontrado en plantas, animales, hongos, bacterias e incluso en algunos
procariontes filogenéticamente aislados. Se encuentran formando parte de las rutas metabolicas del
cianuro, lo que le permite a estos organismos degradar estos compuestos para utilizarlos como fuente
de carbono y nitrogeno.

Se ha especulado mucho acerca de que el metabolismo microbiano de nitrilos es, por lo menos en
parte, una consecuencia de las relaciones ecoldgicas entre organismos eucariontes y procariontes. Lo
cierto es que las relaciones establecidas por similitud en la secuencia entre diferentes nitrilasas, no
reflejan la taxonomia de los organismos en los que se les encuentra. Un ejemplo claro de esto, es el
hecho de que la mayoria de los géneros o especies que presentan dos nitrilasas (Pseudomonas,
Kleibsiella pneumoniae y Burkholderia fungorum) tienen genes de estas enzimas que no estan
emparentados entre si y pertenecen a diferentes subfamilias. Esto sugiere que hayan acontecido eventos
de duplicacion génica lejanos o que se hayan adquirido genes por transferencia horizontal (Podar,
2005).

Gran parte de los microorganismos en los que se ha descubierto actividad de nitrilasa son bacterias
que habitan en sedimentos terrestres o marinos. Sin embargo, no existe ninguna relacion entre las
ubicaciones biogeograficas y las relaciones filogenéticas deducidas a partir de la similitud de su
secuencia. Llegandose a encontrar, alin dentro de una misma region, secuencias de nitrilasa muy
distintas entre si. También se han encontrado nitrilasas con secuencias similares en regiones
geograficamente apartadas y que se encuentran bajo diferentes condiciones climaticas (Robertson et al.,
2004).

Algunos microorganismos ademas de contar con una ruta de degradacion de nitrilos mediada por las
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nitrilasas, en la que estos compuestos se degradan a 4cido carboxilico y amonio en un solo paso,
presentan otra via de degradacion que se lleva a cabo en dos pasos por la accién consecutiva de las
nitrilo hidratasas y las amidasas. Un ejemplo de esto es la produccion y degradacion de aldoximas

(Fig. 1) por organismos de los géneros Rhodococcus, Corynebacterium y Fusarium (Kato et al., 2000).

Aldoxima Nitri
. itrilasa
OH deshidratasa rloon
R__N R—C=N T
Y N
L. Acido
\H( \ Nitrilo carboxilico
Aldoxi o
oxima H,0 Nitrilo

hidratasa Amidasa

Q
R—-C-NH,
Amida

Figura 1. Ruta de degradaciéon de aldoximas (Kato et al., 2000). Este es uno de los muchos casos en los que

microorganismos degradan nitrilos tanto por la via de las nitrilasa como por la via de la nitrilo hidratasa-amidasa.

Las nitrilasas en plantas participan en la sintesis de compuestos como las auxinas, principalmente en
la del de acido indolacético (IAA), la biotina y los cianolipidos (O'Reilly y Turner, 2003; Pace y
Brenner, 2001; Banerjee et al., 2002; Piotrowski et al., 2001; Bartel y Fink, 1994; Bartling et al., 2007).
También estdn involucradas en la sintesis de la B-ciano-L-alanina, lo que constituye una ruta de
detoxificacion de cianuro. El cianuro es un metabolito téxico para la planta que es liberado
inevitablemente en todas las plantas superiores durante la sintesis de la hormona etileno o a partir de
glucosidos cianogénicos, los cuales son sintetizados por algunas plantas debido a que les brindan
resistencia a fitopatogenos (O'Reilly y Turner, 2003; Jenrich et al., 2007). En resumen, esta ruta de
desintoxicacion consiste en hacer reaccionar un cianuro y una cisteina para obtener una molécula de 3-
ciano-L-alanina (Fig. 2). Aqui interviene la cianoalanina hidratasa, esta enzima fue descrita como una
nitrilasa que también presenta actividad de nitrilo hidratasa. Asi gracias a esta, la 3-ciano-L-alanina es
convertida en 4cido aspartico y asparagina en proporciones de =1:1 y amonio. Homoélogos de estas
nitrilasas se han encontrado en varias plantas superiores, entre ellas algunos pastos de la familia

Poaceae (Jenrich et al., 2007).



Cianoalanina

GOOH sintasa GOOH
HC=N + H2N~(|3H H2N—CI:H
CH, CH,
| |
SH C=N
Cianuro L-Cisteina SH; B-Cianoalanina
H20, Cianoalanina
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(nitrilasa)
COOH COCH
NH;  +  H)N-CH * HoN-CH
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_Cs ¢
HO O H,N" 0
Amonio L-Acido aspartico L-Asparagina

Figura 2. Ruta de detoxificacion del cianuro en plantas superiores (Jenrich et al., 2007). En plantas superiores es muy
importante la ruta de desintoxicacion del cianuro en la que se forma la B-cianoalanina. La enzima encargada de degradar
esta molécula es una nitrilasa que también presenta actividad de nitrilo hidratasa, conocida con el nombre de cianoalanina

hidratasa.

El potencial biotecnoldgico de las nitrilasas

Uso industrial de las nitrilasas

Las nitrilasas, al igual que las nitrilo hidratasas, son enzimas con un enorme potencial
biotecnoldgico, ya que la industria quimica hace uso extenso de varios nitrilos para fabricar una gran
variedad de polimeros y productos quimicos con multiples funciones. Los nitrilos pueden servir como
intermediarios en la sintesis orgdnica de aminas, amidas, dcidos carboxilicos, ésteres, aldehidos,
cetonas y otros compuestos heterociclicos (Tauber et al, 2000; March, 2001; Zhou et al, 2005), los
cuales se usan como disolventes, conservadores, intermediarios en la sintesis de farmacos, herbicidas,
pesticidas, edulcorantes, etc. Algunos ejemplos son el acetonitrilo que es utilizado como solvente, el

adiponitrilo que se usa como precursor del nylon-6,6 y el acrilonitrilo que es precursor de fibras
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acrilicas y plasticos. El diclobenil (2,6-diclorobenzonitrilo, también conocido por su nombre comercial,
Casoron) se ocupa como herbicida en los cultivos de arroz, trigo, cebada, maiz y bayas (Zhou et al.,
2005). La nitrilasa sobreexpresada de R. rhodochrous J1 ha servido en la produccion de compuestos
como el &cido acrilico, componente principal de la pintura acrilica, el 4cido metacrilico, que se usa en
la fabricacion de polimeros para la construccion de muebles y objetos diversos (Nagasawa et al,
1988b), el acido p-aminobenzoico, ingrediente activo de los bloqueadores solares (Kobayashi et al.,
1989b) y el acido pirazinoico, un agente antimicobacteriano (Kobayashi et al., 1990b). Actualmente se
utiliza a la nitrilo hidratasa de Rhodococcus rhodochrous en la produccion a gran escala de acrilamida
y nicotinamida (Matthew et al., 1988; Nagasawa y Yamada, 1990a). Otra aplicacion en potencia de las
enzimas capaces de hidrolizar nitrilos es la modificacion enzimatica de materiales sintéticos. Un
ejemplo de gran peso es la demanda que existe por mejorar las propiedades del poliacrilonitrilo. En este
caso se busca mejorar propiedades como la cantidad de humedad que puede absorber y la velocidad de
secado sin afectar las buenas propiedades mecanicas del polimero como su elasticidad (Fischer-Colbrie
et al., 2007; Giibitz y Paulo, 2003).

El uso de enzimas en la obtencion de estos productos, es de particular importancia en aquellos casos
en los que los sustratos o los productos son labiles a altas temperaturas o valores extremos de pH; ya
que estas enzimas permitirian la conversion de estos compuestos a temperaturas y pH moderados.
También se ha puesto especial interés en nitrilasas de organismos termofilos como la de Bacillus
pallidus (Almatawah et al., 1999; Cramp y Cowan, 1999). Este interés se debe principalmente a que las
enzimas de organismos termofilos son por lo general mas resistentes a la protedlisis y a su
desnaturalizacion quimica y fisica que sus contrapartes mesoéfilas (Daniel et al., 1982). Por lo que, en
definitiva, un mejor entendimiento de este tipo de enzimas podria permitir su uso extensivo en la

industria, incrementando la produccion y disminuyendo los costos.

Nitrilasas y nitrilo hidratasas en la eliminacion de nitrilos contaminantes del ambiente

El uso desmesurado de los nitrilos por la industria ha dispersado estos compuestos en el ambiente
como desechos industriales y residuos de productos agroquimicos. Por lo que, si su liberacion no llega
a controlarse, puede llegar a convertirse en una serio problema ambiental. Esta problematica ha
permitido que se considere la accion de las nitrilasas dentro del campo de la biorremediaciéon como una
alternativa para la eliminacion de nitrilos contaminantes del ambiente. Hasta el momento, s6lo se ha

implementado la degradacion de estos compuestos utilizando microorganismos completos, dado que la
6



degradacion de nitrilos de esta forma presenta la ventaja de que puede llevarse a cabo por medio de dos
rutas enzimaticas distintas. Estas rutas, de las cuales ya se hizo mencion anteriormente, involucran la
accion de las nitrilasas o de las nitrilo-hidratasas (NHasas) junto con las amidasas (Zhou et al., 2005;
Kobayashi y Shimizu, 2000).

Estos sistemas han probado ser eficaces en la detoxificacion enzimdtica de herbicidas basados en
nitrilos (Harper, 1985; Stalker et al., 1988) y en la degradacion del acetonitrilo, acrilonitrilo y
benzonitrilo (Tinggang et al., 2007). De acuerdo al seguimiento de este proceso, el acetonitrilo y el
acrilonitrilo siguen preferentemente la ruta de dos pasos (NHasa-amidasa). Mientras que la degradacion
del benzonitrilo ocurre en un solo paso (nitrilasa), convirtiéndose directamente en 4cido benzoico y
amonio. En general, este y otros estudios han mostrado que estos sistemas de degradacién pueden

funcionar en un amplio rango de condiciones, incluso en ambientes anaerobios.

Aplicacion de las nitrilasas en la sintesis asimétrica

El conocimiento de que dos formas enantioméricas del mismo compuesto pueden diferir en
actividad y reactividad es de relevancia no so6lo para los seres vivos sino también para la industria
quimica y farmacéutica de hoy en dia. La utilizacion de biocatalizadores con estereoquimica definida
es entonces uno de los principales caminos a seguir dentro de la linea de investigacion de la quimica
organica sintética y depende esencialmente del descubrimiento y estudio de nuevas enzimas. El
conocimiento del espacio de secuencias protéicas que se tiene actualmente, a pesar de ser bastante
amplio, sigue representando tan so6lo una pequena fraccion de la informacion disponible en la bidsfera.
Este espacio no explorado de secuencias abre la posibilidad de que existan enzimas con geometrias y
parametros cinéticos que se ajusten a las necesidades planteadas (Robertson et al., 2004).

Las nitrilasas son, en este rubro, enzimas que representan una herramienta poco explorada que
podria servir en la sintesis de moléculas enantiopuras. La hidrélisis enzimdtica de nitrilos tiene la
capacidad de llevar a cabo conversiones con valores cercanos al 100% de exceso enantiomérico dada la
irreversibilidad y enantioselectividad de la reaccion. Estas se han utilizado en la sintesis quiral de
algunos fArmacos y se sabe que actlan con gran estéreo y regio-especificidad (Mylerova y Martinkova,
2003; Banerjee et al., 20006a, b). Como el &acido (R)-4-amino-3-fenilbutirato que se usa como
tranquilizante, 0 el (R)-4-ciano-3-hidroxi-butanoico intermediario en las sintesis de Lipitor, fArmaco

que se usa para disminuir los niveles de colesterol (Singh et al., 2006).



La superfamilia de las nitrilasas

Los cianuros son compuestos abundantes en la naturaleza y se les puede encontrar como cianuros
inorganicos (HCN) o como cianuros orgéanicos o nitrilos (RCN). Estos ultimos son, en su mayoria,
extremadamente toxicos, mutagénicos y carcinogénicos (Pollak et al.,, 1991). La conversiéon de un
nitrilo a su correspondiente 4cido es un proceso que puede llevarse a cabo en un solo paso, tal y como
lo hacen las cianuro deshidratasas (CDH) y las nitrilasas. O en dos pasos, pasando por un intermediario
amida, como en el caso de las cianuro hidratasas (CH) y las nitrilo hidratasas (O’Reilly y Turner, 2003;
Nagasawa et al., 1986).

En base a un andlisis de secuencia y de especificidad de la reaccion, se agrupd a las CDH, CH y
nitrilasas dentro de la misma familia, la cual, a su vez, forma parte de una superfamilia conocida con el
nombre de superfamilia de las nitrilasas. Mientras que las nitrilo hidratasas, a pesar de ser
funcionalmente mdas parecidas, quedaron fuera de este grupo debido a la falta de similitud en la
secuencia. Se puede decir entonces que dentro de la conversion de nitrilos tenemos dos grupos de

enzimas que no estan relacionados evolutivamente (O Reilly y Turner, 2003; Pace y Brenner, 2001).

RCOOH

RCONH, 4+——— RCN
Nitrilo hidratasa

HCN

Figura 3. Reacciones de conversion de cianuros en sus correspondientes acidos carboxilicos. Las enzimas

enmarcadas dentro del cuadro gris se encuentran relacionadas evolutivamente, a juzgar por su similitud en su secuencia.

Todos los miembros de esta superfamilia son enzimas que llevan a cabo una gran variedad de
reacciones hidroliticas de enlaces C-N de tipo no peptidico. Se han clasificado, por similitud de
secuencias y por la especificidad de la reaccion, en trece ramas distintas. Se piensa que la superfamilia
de la nitrilasa probablemente surgi6 antes de que ocurriera la separacion de plantas, animales y hongos.
Posteriormente, divergi6é en familias y luego se disperso lateralmente a arqueas y bacterias. Aunque
histéricamente ha sido llamada superfamilia de las nitrilasas, en realidad la mayoria de las ramas

contienen miembros que son amidasas con distintas afinidades o enzimas que condensan cadenas acilo
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a grupos amino y solamente los miembros de una rama de la superfamilia presentan la actividad de
nitrilasa (O’Reilly y Turner, 2003; Pace y Brenner, 2001).

Se puede decir que dentro de la superfamilia de las nitrilasas se llevan a cabo cuatro tipos de
reacciones generales. Sin embargo, independientemente del tipo de reaccion, se propone que todas
estas reacciones proceden a través de un intermediario acil-enzima. Estas reacciones son:

a) La reaccion de la nitrilasa. Como se mencion6 anteriormente, s6lo la rama 1 de la superfamilia de
las nitrilasas lleva a cabo esta funcion.

b) La reaccion de amidasa. Llevada a cabo por miembros de las ramas 2, 3,4, 7 y 8.

c¢) La reaccion de carbamilasa. Realizada por miembros de las ramas 5 y 6.

d) La reaccion de amidasa en sentido inverso. Desempefiada por la rama 9.

El dominio Nit como estructura modelo y la probable triada catalitica de las

nitrilasas

Aunque no se tiene la estructura cristalografica de ninguna nitrilasa, se cuenta con la estructura
cristalografica de algunos miembros de la superfamilia de las nitrilasas, como el dominio Nit de la
proteina NitFhit del gusano C. elegans, que pertenece a la rama 10 de la superfamilia (PDB ID, 1EMS;
Pace et al., 2000), las enzimas N-carbamil-D-amino amido-hidrolasas de Agrobacterium radiobacter
(PDB ID, 1FO6; Wang et al., 2001) y de Agrobacterium sp. cepa KNK712 (PDB ID, 1ERZ; Cheng-Yu
et al., 2003), una hidrolasa CN putativa de levadura (PDB ID, 1F89; Kumaran et al., 2003), una
proteina hipotética PH0642 de Pyrococcus horikoshii (PDB ID, 1J31; Sakai et al., 2004) y una amidasa
de Geobacillus pallidus RAPc8 (PDB ID, 2PLQ; Agarkar et al., 2007).

A partir del 2000, el grupo de Pace propuso como estructura modelo de las nitrilasas al dominio Nit
de la proteina NitFhit de C. elegans. NitFhit se encuentra formando parte de un complejo tetramérico,
donde se forman dos interfaces homotipicas entre los dominios Nit a las que se les ha dado el nombre
de interface norte-sur e interfase este-oeste. Hasta el momento, no se han encontrado sustratos para este
dominio, pero se piensa que de tener actividad, ésta mantendria una relacion estrecha con el dominio
Fhit. Con frecuencia los genes de enzimas que trabajan en rutas metabolicas relacionadas mantienen
ubicaciones génicas cercanas entre si y en algunas ocasiones esto ha coincidido con la fusion de dos
genes, permitiendo que en algunos organismos se forme una proteina a partir de dos proteinas sin

relacion filogenética. Los eventos de fusion han sido bastante comunes en la superfamilia de las
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nitrilasas, ya que distintos miembros de las 7 ramas han pasado por este suceso. Es probable que en
algunos casos la fusion haya relacionado la produccion de amonio con su consumo, aunque en otros
parece que este evento incidid en miembros de esta superfamilia que estdn mas relacionados con
cascadas de sefializacion celular. Este es el caso del homologo de NitFhit en el humano, el cual sirve de

supresor de tumores (Pace et al., 2000).

Figura 4. Dominio Nit de la proteina NitFhit de C. elegans (Pace et al., 2000). Este dominio presenta el motivo
ABBA, en el que tres hélices a (rojo) forman cada una de las tapas y en medio se tiene dos hojas B (naranja) de seis hebras

cada una. Los loops se sefialan en amarillo y los aminoacidos de la triada catalitica putativa en verde.

A pesar de que se desconoce la funcidon del dominio Nit, esta proteina presenta un 22% de similitud
con nitrilasas de plantas y bacterias. Ademas ha servido para establecer un patron general de
plegamiento que es un motivo estructural Unico formado por cuatro capas a-B-B-a, el ABBA
“sandwich” (Fig. 4), en donde en la parte inferior se encuentran tres hélices o formando una tapa, en
medio dos hojas beta de seis hebras cada una y en la parte superior se encuentra otra tapa formada
también por tres hélices o.. Aunque los segmentos de la secuencia que corresponden a las hélices a y
las hebras [ estan alternados, la arquitectura general de la estructura tridimensional de tipo sdéndwich a.-
B-B-o se conserva una vez que se pliega la proteina por completo (Pace et al., 2000; Brenner, 2002).
Este motivo estructural posiciona una triada catalitica Glu-Lys-Cys que media la catélisis en la

superfamilia de las nitrilasas. El andlisis de mas de 176 secuencias proteicas no redundantes de la
10



superfamilia de la nitrilasa (Fig. 5), apoya la idea de que estas enzimas poseen esta triada Glu-Lys-Cys
(Pace y Brenner, 2001). De las nitrilasas descritas hasta el momento (rama 1 de la superfamilia),
incluyendo aquéllas del género Rhodococcus, se ha visto que todas se inactivan por compuestos
capaces de modificar quimicamente el grupo tiol. Esto es una evidencia que indica la participacion de
por lo menos una cisteina en la catalisis que desempefian estas enzimas. Para la nitrilasa de R.
rhodochrous J1 se determind la cantidad de cisteinas reactivas por subunidad, utilizando el modificador
quimico 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico). La estequiometria de la reaccion de inactivacion, junto
con el alineamiento de distintas nitrilasas en el que se observa una cisteina altamente conservada,
sugieren la participacion de este residuo en la funcion del sitio activo (Kobayashi et al., 1992). Un
estudio posterior en el que se disefiaron enzimas mutantes en las que se sustituyd esta cisteina por
alanina, mostr6é que el cambio causa la pérdida de la actividad catalitica, lo que apoya fuertemente esta

idea.
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Figura 5. Alineamiento de las secuencias consenso de las trece ramas de la superfamilia de las nitrilasas (Pace y
Brenner, 2001). Los residuos estrictamente conservados en todas las ramas estin en letras rojas con fondo amarillo, los
residuos conservados en por lo menos nueve ramas, se encuentran en letras azul oscuro con fondo azul claro, mientras que
las letras negras con fondo azul turquesa denotan a aquellos residuos conservados en un intervalo de 6 a 8 ramas. Las letras
mayusculas indican un nivel de consenso de al menos 90%, mientras que las letras minusculas representan un consenso

minimo de 50%. La ausencia de letras indica un consenso menor al 50%.
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Figura 6. Representacion del sitio catalitico putativo formado por los residuos E54, K127 y C169, basada en la

estructura cristalogréafica del dominio Nit de C. elegans (Pace et al., 2000).

Estructuray funcion de las nitrilasas

En la mayoria de los microorganismos, las nitrilasas no se expresan constitutivamente. Se ha
reportado que la nitrilasa en Nocardia sp. se induce por benzonitrilo (Collins y Knowles, 1983). El
acetonitrilo se ha usado para inducir la expresion de nitrilasa en Fusarium oxysporum (Goldhust y
Bohak, 1989). En Rhodococcus rhodochrous J1 la nitrilasa se induce fuertemente por el isovaleronitrilo
(Nagasawa et al., 1988a).

Las nitrilasas son enzimas formadas por subunidades con un tamafio promedio de 40 kDa (variando
dentro de un rango de 32 a 47 kDa). Las subunidades se asocian en homooligdmeros, siendo este
ultimo estado la forma activa. Los homooligomeros son de diferentes tamafios dependiendo de la
especie, dentro de un rango de 6 a 26 subunidades (O'Reilly y Turner, 2003). En algunos casos el
sustrato induce esta asociacion. Por ejemplo, en presencia de benzonitrilo los mondémeros de la nitrilasa
de Nocardia sp NCIB 11216 se asocian en un dodecamero de 560 kDa (Harper, 1977a) y la nitrilasa de
R. rhodochrous, ademas de asociarse, se transforma a su forma activa en presencia del sustrato, sales o
disolventes organicos (Nagasawa et al; 2000). Recientemente, se observo la estructura de uno de estos

multimeros mediante microscopia electronica (Fig. 7). Se trata del oligbmero de la nitrilasa
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recombinante de Rhodococcus rhodochrous J1. Este adoptd una estructura helicoidal tras la
modificacion pos-transcripcional de sus subunidades, en la que se cort6 el extremo carboxilo terminal a
partir del aminoacido 327. Aunque de primera intencidn, esta oligomerizacién podria ser tachada de
artificio, la evidencia indica que es probable que los 39 aminoacidos del extremo carboxilo terminal no
sean mas que un mero impedimento estérico para la formacion de la hélice, por lo que se espera

encontrar estructuras similares para los oligdbmeros de otras nitrilasas (Thuku et al., 2007).

Figura 7. Micrografia electrénica de los oligbmeros formados a partir de las subunidades truncadas de la
nitrilasa recombinante de R. rhodochrous J1. La barra de escala blanca ubicada en la esquina inferior izquierda es
igual a 50 nm (Thuku et al., 2007).

Basados en la especificidad por el sustrato, las nitrilasas se clasifican en tres categorias. Aquéllas
que hidrolizan nitrilos aromaticos o heterociclicos, las que degradan preferentemente nitrilos alifaticos
o arilacetonitrilos y las que tienen la capacidad de hidrolizar tanto nitrilos aromaticos como alifaticos
(Banerjee et al., 2002).

Mahadevan y Thimann (1964), e incluso Harper (1977a), fueron los primeros en proponer posibles
mecanismos cataliticos para las nitrilasas. Actualmente, el mecanismo propuesto con mayor aceptacion
para la reaccion catalizada por las nitrilasas involucra un ataque nucleofilico de un grupo tiol del
residuo cisteina de la triada sobre el carbono del grupo ciano, lo que forma un intermediario tiomidato.
Después, entra una molécula de agua que se disocia posiblemente por el efecto basico del grupo ciano y
el OH ataca nucleofilicamente al carbono imidico formando un intermediario iminoéster tetraédrico
que se hidroliza dando lugar al acido carboxilico, amoniaco y a la enzima libre (Kobayashi et al.,

1998).
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Antecedentes

R. pyridinovorans como modelo de estudio

Ignacio Regla (tesis de doctorado, 2005) y Victor Saldivar realizaron un tamizaje ambiental en
Jiutepec, Morelos, en el que se recolectaron diferentes cepas de suelo. La seleccion se hizo en un medio
que contenia un nitrilo aromatico (benzonitrilo) o un nitrilo alifatico (valeronitrilo), como Unica fuente
de carbono y nitrdgeno. La cepa obtenida en ambos medios recibié el nombre de V51B y fue
identificada, mediante la secuenciacion del gen del RNA ribosomal 16S, como Rhodococcus
pyridinovorans.

Las nitrilasas se encuentran ampliamente distribuidas dentro del género Rhodococcus, el cual esta
compuesto por mico- actinomicetos Gram-positivos. Los actinomicetos constituyen un grupo mal
definido de microorganismos que, aunque son unanimemente clasificados dentro de los Esquizomicetos
formando el orden Actinomicetales, en general son estudiados separadamente por sus caracteristicas
especiales. El rasgo mas destacable es su capacidad para formar agregados filiformes, parecidos a las
hifas flngicas y que tienen aproximadamente una micra de espesor, originando un micelio ramificado

que puede subdividirse en células bacterianas aisladas. Su cultivo en un medio liquido no produce una
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turbidez uniforme como en el caso de las bacterias sino que forman agregados y su crecimiento no
sigue el modelo exponencial de las bacterias sino el cubico propio de los hongos.

Los estudios previos sobre el metabolismo de los rodococos han revelado un espectro de actividades
enzimaticas que se han aplicado a la transformacion estéreo y regio-especifica de nitrilos y esteroles, y
a la biotransformacion enantioselectiva de a-amino amidas a (S)-a-amino acidos, particularmente a la
produccion industrial de acrilamida.

En los ensayos de actividad realizados por Antonio Anaya (tesis de licenciatura, 2006), tanto las
células completas como los extractos celulares de R. pyridinovorans VV51B fueron capaces de realizar
la conversion del benzonitrilo y del valeronitrilo, lo que indica que esta cepa sintetiza una nitrilasa
capaz de hidrolizar tanto nitrilos aromaticos, como alifaticos.

Esto resulta interesante ya que las nitrilasas que son capaces de hidrolizar ambos tipos de nitrilos
son escasas. No hay hasta ahora un estudio completo de estas enzimas, ademas de que se desconoce su

mecanismo de estabilizacion por ligandos y la relacion entre su actividad y su asociacion oligomerica.

Objetivo

Este proyecto propone la clonacion del gen nitA de R. pyridinovorans y su subclonaciéon en un
vector de expresion en E. coli para la produccion de la enzima recombinante, con el propésito de hacer
un estudio estructural y enzimoldgico completo para el uso de esta enzima en la sintesis

enantioselectiva de acidos carboxilicos de interés.

Objetivos particulares

Dentro de los objetivos particulares, se ha planeado disefiar un conjunto de oligonucle6tidos que
sirvieran para poder clonar, mediante PCR, el gen nitA. Disefiar oligonucledtidos en base a secuencias
consenso obtenidas a partir de alineamientos de secuencias de nitrilasas en el GenBank o en base a la
secuenciacion de la nitrilasa de R. pyridinovorans. Clonar el gen nitA en un vector de expresion y
obtener las condiciones de expresion de la proteina en un sistema de E. coli bajo el control del

promotor lac.
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Materiales y Métodos

Medios de cultivo

Medio Luria — Bertani (LB)

Reactivo

Tryptona

Extracto de Levadura
NaCl

Bacto Agar

Cantidad (g) requerida para 1 L de medio

1
5
1
5

0

0

- Se ajusta el pH a 7, en el caso de los medios liquidos no se agrega agar.

Medio con caprolactama

Reactivo

Glucosa

Glutamato monosodico
Fosfato de Na

Extracto de Levadura
Sulfato de Mg
Caprolactama

- SeajustaelpHa7

(Nagasawa et al, 1990c)

Cajas con LB solido

Cantidad (g) requerida para 1 L de medio
15

Se utilizaron concentraciones finales de Kanamicina de 25 pg ml™ y de 10 ug ml* para

Ampicilina.
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El glicerol y el etanol (99.9%) se obtuvieron de Merck. ElI marcador de ADN fue una escalera de
ADN de 1 kb de Invitrogene. EI amortiguador de las reacciones de PCR fue el 10x Reaction Buffer
de Stratagene. Para clonar el gen nitA se utiliz6 el pPGEM®-T Easy Vector System de Promega. El

resto de los reactivos que se utilizaron son de Sigma. Se us6 agua desionizada y de grado mili Q.

Induccidn de la nitrilasa con benzonitrilo, valeronitrilo y caprolactama

La induccion de la nitrilasa de R. pyridinovorans se realiz6 basada en la informacion descrita por
Nagasawa et al (1988a) y Kobayashi et al (1989b). Esta se llevo a cabo en aproximadamente 3 dias
utilizando benzonitrilo o valeronitrilo. EI microorganismo se incub6 a 30°C con agitacion (200 rpm).
En el caso del benzonitrilo y del valeronitrilo se utiliz6 un preinéculo de 10 ml para inocular 250 ml
de medio LB. Al mismo tiempo, se agregd 1 ul de benzonitrilo por cada ml de medio 6 0.5 ul de
valeronitrilo por ml de medio, con la intencion de que la bacteria utilizara estos sustratos y empezara
a expresar la nitrilasa. Como la bacteria consume el sustrato, al cabo de cierto tiempo es normal que
éste desaparezca. Por esta razon, después de cierto tiempo se hicieron refuerzos agregando la misma
cantidad de sustrato que se agreg0 en la inoculacion. Entre 4 y 6 h despues, se volvio a agregar
sustrato. Entre 14 y 18 h después se utiliz6 el cultivo de 250 ml para inocular un matraz de 1 L de
medio LB, al mismo tiempo se volvio a agregar sustrato. Se agregé sustrato por Gltima vez entre las
28 y las 30 h y se cosecharon las células a las 36 h.

También se ocupo caprolactama como inductor. Para este caso se utiliz6 un medio de cultivo
diferente reportado por Nagasawa et al (1990c). Dado que la caprolactama no es sustrato, sus niveles
no disminuyen a lo largo del tiempo, por lo que no fue necesario agregar caprolactama
posteriormente. En este caso la induccién tardé alrededor de 4 dias, al termino de los cuales se
cosecharon las células.

Se creci6 un cultivo control para tener un punto de referencia. A este cultivo no se le agreg6
ningun inductor y se crecieron de manera similar a los cultivos inducidos con benzonitrilo y
valeronitrilo, ya que se utilizé un preinoculo de 10 ml para inocular 250 ml de LB, los cuales fueron a
su vez utilizados para inocular 1 L de LB, cosechdndose a las 36 h aproximadamente. La induccion se
realiz6 en dos ocasiones para probar la reproducibilidad del evento.

Después de cosechar las células se lavaron de 3 a 4 veces utilizando un amortiguador (KHPO, 50
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mM, pH 7.2). Posteriormente, se pusieron 8 ml de amortiguador de lisis (Trietanolamina 10 mM
(TEA), acido etilendiaminotetraacético 1.0 mM (EDTA) vy ditiotreitol 1.0 mM (DTT), pH 7.6), se
agrego 1 mg de lizosima por cada 3 g de biomasa y se puso en agitacion, a 37 °C por 3 h.

Para sonicar se utilizaron 8 pulsos de 2 min de duracion a una amplitud de 60, dejando lapsos de 1
min entre cada pulso para evitar que la muestra se sobrecalentara. El sonicado se centrifug6 a 18 000
rom por 30 min, se recuperd el sobrenadante de esta centrifugacion y se hizo una precipitacion
diferencial del 20% al 45% con sulfato de amonio (NH,4),SO,.

Cada una de las muestras de la primera y la segunda induccion (Sin inductor [S1 y S2],
benzonitrilo [B1 y B2], valeronitrilo [V1 y V2] y caprolactama [C1 y C2]) se dializaron y se
analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE).

Obtencidn de la secuencia por espectrometria de masas

Con la colaboracién del Dr. Guillermo Mendoza, se realiz6 un anélisis de espectrometria de masas
a la proteina inducida por los sustratos. Para realizar este analisis, se corrieron dos SDS-PAGE al
7.5%. EIl primer gel fue preparativo y en este solo se corrio el precipitado al 45% de (NH,4),SO, de un
cultivo inducido con valeronitrilo. EI segundo gel fue analitico y se utilizé para correr el marcador de
pesos moleculares junto con las muestras de precipitados al 45% de (NH,).SO, de cultivos inducidos
con caprolactama y valeronitilo. También, se corrieron muestras de los mismos cultivos sin inducir.

Se realizo una transferencia del gel preparativo a una membrana de difluoruro de polivinildeno
(PVDF), donde posteriormente se tifio con azul de Coomasie. La banda correspondiente a la nitrilasa
fue identificada y aislada utilizando el gel analitico como referencia. Se realiz6 una digestion con
tripsina de esta banda para realizar el analisis de los péptidos mediante el espectrdmetro de masas por
ionizacion por electro espray (ESI). Se usO un espectrometro de masas hibrido en tandem 3 200 Q
TRAP de Applied Biosystems/MDS Sciex, equipado con una fuente idnica nano-electro espray y una
cabeza MicrolonSpray Il. El instrumento estaba acoplado en linea a un sistema de nano-
cromatografia liquida de ultra rendimiento ACQUITY de Waters (nanoACQUITY UPLC), equipado
con una columna de desalado y una columna analitica C18 UPLC con puentes de etileno (BEH),
ambas de Waters. El espectrometro de masas se operé en modo de adquisicién dependiente de
informacion, lo que involucra un cambio automatico del modo MS al MS/MS en la deteccion de los
iones cargados (2* a 4"). Para la identificacion de proteinas, los datos de MS/MS se usaron para
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realizar una busqueda en la base de datos no redundante del Centro Nacional para Informacion
Biotecnoldgica (NCBInr, http://www.ncbi.nih.gov) usando el programa MASCOT (Versién 1.6b9,
Matrix Science, UK).

Transformacion de células competentes

Se prepararon células electro y quimiocompetentes de E. coli de las cepas Topl0, XL1-Blue y
BL21 (DE3) pLys. Para cada transformacion se usaron 50 uL de células y de 1 a 3 uL del plasmido
correspondiente. Las células electrocompetentes se transformaron con un pulso de 2.5 V en una celda
de 0.2 cm, a 4 °C. Las células quimiocompetentes se incubaron a 4°C y se les dio un choque térmico a
42 °C por 50 s. Para ambos casos, después de la transformacion, las células se incubaron nuevamente
a 4 °C por 5 min. Se recuperaron en 1 ml de LB, dejandolas a 37°C con agitacion (200 rpm) por 1 h.
Al término de esta hora se sembraron de 100 a 300 uL de las células en placas de agar con el

antibiotico correspondiente.

Purificacion de ADN total

Para la obtencién del ADN gendmico total se centrifugaron cultivos de R. pyridinovorans de 10 ml
crecido por 12 h, la pastilla se resuspendio en 100 uL de disolucién 50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCI
pH 8, 10 MM EDTA y 10mg/ml de lisozima. Se incubd a 37°C,1 h. Se adicion6 200 uL de disolucion
recién preparada de 0.2 M NaOH y 4% de SDS, mezclandose y dejando incubar en hielo durante 10
min. Se agreg6 150 uL de una disolucion 5 M de acetato de potasio (pH 5) y se incubé en hielo
durante 10 min. Se centrifugd a maxima velocidad durante 5 min a temperatura ambiente. A la fase
liquida se le agregé medio volumen de fenol saturado de amortiguador y medio volumen de
cloroformo. Se mezclo, se centrifugd y se recuperod la fase acuosa. Este paso puede repetirse varias
veces para procurar que la muestra de ADN esté limpia. Se agregd 2-propanol y se dej6 a temperatura
ambiente durante por lo menos 30 min. Finalmente, se centrifugd, se deseché el sobrenadante y la
pastilla se lavo con etanol al 70%. La pastilla se resuspendio en 50 uL de H,0 con RNAsa a una

concentracion final de 50 pg/ml.
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Purificacion de plasmidos de ADN

Para la obtencién de plasmidos derivados de pGEM-T de las cepas recombinantes se utilizo el
QlAprep Miniprep kit (QIAgen). El principio bajo el cual trabaja este método es realizar la lisis
alcalina de las células, para, posteriormente, separar lipidos y demas componentes proteicos del
ADN. Finalmente, el ADN se une a una columna con una membrana de silicatos (A altas
concentraciones de sal se forma un puente entre las cargas negativas de la membrana, las cargas
positivas de las sales y las cargas negativas de los grupos fosfato del ADN). Para los plasmidos
pET24-a+ y derivados de este se utilizd la extraccion por fenol-cloroformo. Esto se hizo con la
finalidad de obtener una concentracion apropiada del vector, dado que el método de obtencién por

columna resulté poco eficiente para este tipo de vector y cualquier constructo derivado de éste.

Disefio de oligonucledtidos para amplificar nitA a partir del ADN total

Se disefiaron los oligonucle6tidos para que fueran complementarios a los extremos 5’ y 3’ del gen
de la secuencia CAC88237 de R. rhodochrous, a los cuales se les dio el nombre de Amipa y Carparv

para facilitar su manejo (Tabla 1).

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados en la clonacién de la nitrilasa de R. pyridinovorans

Nombre: Amipa Carparv

Secuencia (5’-3’): ATG GTC GAA TAC ACA AAC ACA TCA GAG GGT GGC TGT CGC CCG
Longitud (b): 21 21

Contenido de GC: 38.1% 71.4%

To: 52.3°C 66. 4°C

Disefio de oligonucledtidos para la insercion de sitios de restriccion en el gen nitA

Para introducir los sitios de restriccion para Ndel y Hindlll en las regiones flanqueantes del gen
nitA, se disefiaron dos oligonucledtidos con secuencia similar a los que se utilizaron para amplificar el

gen a partir del ADN genomico, con la diferencia de que al oligo que hibrida en el extremo 5’ se le
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adicion0 el sitio de restriccion para Ndel y al que hibrida en el extremo contrario, el de Hindlll. Se
ajusto la longitud de la secuencia de ambos oligos para que la Tm no mostrara valores muy distintos
entre uno y otro. A estos oligonucledtidos se les dio el nombre de Andel y Chindlll (Tabla 2) para

facilitar el referirse a ellos.

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados para introducir sitios de restriccion en la nitrilasa de R. pyridinovorans

Nombre: Andel Chindlll

Secuencia (5’-3’): CAT ATG GTC GAATAC ACAAACACATTC AAG CTT TCA GAG GGT GGC TGT
Longitud (b): 27 21

Contenido de GC: 37.0% 52.4%

Tt 54.6°C 59.1°C

Reaccidn en cadena de la polimerasa

Todas las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador PTC-200 Peltier Thermal Cycler de
MJ Research. Dentro de la mezcla de reaccion de cada PCR se incluyé el amortiguador (10 mM KClI,
10 mM (NHg4)2SO04, 20 mM Tris-HCI, 2 mM MgSOy, 0.1% Triton x-100, 0.1 mg mlde BSA, pH
8.8), moléculas ADN templado, dNTPs y dos oligonucle6tidos como cebadores. Se utilizo la Taq
polimerasa de New England BioLabs. El ciclado fue 2" a 95°C, 30" a50°C y 1'20"" a 68°C.

Se probaron las siguientes condiciones para amplificar el gen:

(1) 0.4 pmol pL™* de Amipa, 1 pmol uL™* de Carparv, 3.35 ng uL™ de ADN. (2) 0.4 pmol pL™ de
Amipa, 1 pmol pL™* de Carparv, 33.5 ng L™ de ADN. (3) 1.4 pmol uL™ de Amipa, 1 pmol pL™ de
Carparv, 3.35 ng pL* de ADN. (4) 1.4 pmol pL* de Amipa, 1 pmol pL™ de Carparv, 33.5 ng uL™ de
ADN.

Electroforesis en geles de agarosa

Se utilizaron geles al 1% de agarosa en amortiguador TAE (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM).
Los geles se tifieron con bromuro de etidio por 10 min. Como estandar de masa molecular se uso el

marcador de pesos moleculares de escalera de ADN de 1kb de Invitrogene.
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Purificaciéon de ADN en geles de agarosa

En la purificacion de ADN a partir de geles de agarosa se utilizé el QIAquick Gel Extraction Kit.
Este kit esta disefiado para extraer ADN de 70 pb a 10 kpb de geles de agarosa. La purificacién
elimina nucleétidos, enzimas (polimerasas o enzimas de restriccién) y sales, previniendo que
interfieran en las siguientes reacciones. Se basa en correr un gel de agarosa 1%, a partir del cual se
corta el fragmento que contiene el ADN que se desea purificar. Este fragmento se disuelve y se une a

columnas de silica, de la misma forma que para la purificacion de plasmidos.

Secuenciacion

En cada paso de la clonacion se mandd a secuenciar a la Unidad de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autonoma de México. Se utilizaron los
oligonucledtidos universales SP6y, Y T7: para las clonas en pGEM-T Easy vector, T7p0 Y T7wr para
las del vector pET24-a+ y para secuenciar el amplificado de PCR se usaron los mismos
oligonucleotidos que se ocuparon en la reaccion (Carparv y Amipa). Todos los alineamientos se

realizaron con el programa Bioedit.

Ensayos de expresion y solubilidad

Se ocuparon células de la cepa de E. coli BL21 (DE3) pLys, esta tiene un plasmido que le confiere
resistencia a Cm y codifica de forma constitutiva el represor de lac (lacl) y la lisozima.
Se probd la expresion y solubilidad del gen nitA en pET24-a+ con BL21 (DE3) Plys y del gen

nitA en pGEM-T utilizando la misma cepa.

Expresion. Para cada ensayo se usaron 2.5 ml de un cultivo de 12 h en 10 ml de LB para inocular
250 ml de LB. Todos los cultivos se crecieron con kanamicina. Los cultivos se dejaron crecer hasta
que alcanzaran una D.O.sp0 de 0.5 — 0.6, momento en el que se agregd isopropil-p-D-
tiogalactopiranosido (IPTG). En estos ensayos se probaron distintas concentraciones de IPTG (0.05,
0.5y 1 mM) y cada uno se hizo a 25 y 37°C. Se tomaron alicuotas antes de induciry 1 h,2hy 3 h

después de la induccion. Para las inducciones de clonas en pGEM-T se tomaron alicuotas a las 24 h.
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Solubilidad. A las 3 h después de la induccién, se centrifugaron los cultivos a 10 000 rpm por 10
min. Se desechd el sobrenadante y la pastilla de células se resuspendioé en 7 ml de amortiguador de
lisis con NaCl 2 M. Se sonico a 4°C con 8 pulsos de 35 de amplitud y 30 s de duracion, dejando
intervalos de 1 min entre pulso y pulso. Después de sonicar, se centrifugé el extracto celular a 10 000

rpm por 10 min. Se tomd una alicuota de 10 uL del sobrenadante y otra alicuota de la pastilla.

SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio)

Se utilizé el método de Laemli (Laemmli, 1970), con geles al 7.5y al 12% de poliacrilamida. Se
uso6 el marcador Dalton V como estandar de peso molecular y para la tincion de los geles se aplicd

azul de Coomasie.

Expresion de la nitrilasa recombinante

La expresion se realizo en células BL21 (DE3) pLys, utilizando la segunda clona que se obtuvo del
gen nitA dentro del vector pET24a+. Cada litro de cultivo fue inoculado con un preinoculo de 10 ml
crecido por 12 h y se dejé en crecimiento hasta alcanzar una D.O.00 de 0.5 — 0.6. En este momento se
afiadié 0.5 mM de IPTG a 37°C durante 3 h, al término de las cuales se centrifugd para cosechar las
células. Las celulas obtenidas de un litro de cultivo se resuspendieron en 40 ml de amortiguador de
lisis con NaCl 2 M. Las células se rompieron por sonicacion y el extracto total se centrifugd a 1 500
rpm durante 15 min a 4°C para separar la fraccion soluble. El sobrenadante se precipitd primero al 20%
y luego al 45% de saturacion con (NH;),SOs..

Purificacion de la nitrilasa recombinante

En una estrecha colaboracion con el Q.F.B Ramiro Antonio Anaya de la UNAM, se monté el
método de purificacion de la nitrilasa recombinante. La fraccion precipitada al 45% se solubiliz6 en un
volumen minimo de amortiguador de fosfatos 10 mM/ EDTA 1mM/ NaCl 200 mM/ -mercaptoetanol
14.25 mM, pH 7.0 (Amortiguador P). Después, se centrifugd a 14 000 rpm durante 10 min. El

solubilizado se pas6 por una columna de exclusion molecular Sephacryl S-300 equilibrada con
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amortiguador P a un flujo de 0.5 ml min™. Las fracciones obtenidas en esta y las siguientes
cromatografias fueron analizadas por SDS-PAGE y por ensayos de actividad para el sustrato
benzonitrilo. La determinacién de la actividad se hizo utilizando el método cromatogréafico por HPLC y
el método colorimétrico. Las fracciones con actividad recolectadas a la salida de esta columna se
juntaron y se concentraron con una segunda cromatografia. En este paso, se utilizé una columna de
intercambio anionico Source Q equilibrada con el amortiguador P, aplicando un gradiente de NaCl de
200 mM a 350 mM en 70 min. Una vez terminado el gradiente, se realiz6 un lavado llevando a 1 M de
NaCl el amortiguador de corrida. Con la finalidad de concentrar toda la enzima, a las fracciones con
actividad recolectadas durante este paso de purificacion se les agregé el mismo volumen de
amortiguador P sin NaCl. La muestra se pas6 nuevamente por la columna de intercambio i6nico
equilibrada con amortiguador P. Se cambi6 la concentracion de NaCl de 200 a 500 mM sin gradiente,

para despegar la proteina de la columna.

Ensayo cromatografico de actividad

Se utilizé HPLC (cromatografia de liquidos de alta resolucion) acoplado a una columna C18 de
Waters para seguir la reaccion de conversion de benzonitrilo a acido benzoico, dado que esta columna
puede separar estos dos compuestos. No obstante, este método sélo pudo aplicarse para este sustrato,
puesto que ni el valeronitrilo ni el &cido valérico absorben en el UV.

La mezcla de reaccion incluye benzonitrilo 5 mM y la enzima o muestra a la que se le quiera
determinar la actividad de nitrilasa, en un volumen total de 100 uL. Para detener la reaccion se tomaron
50 pL de esta mezcla y se le agregaron 50 ml de fase (70% de amortiguador de PO4 50 mM, pH 3y
30% de acetonitrilo). Se centrifugo6 a 14, 000 rpm durante 4 min para separar la proteina de los demas
componentes y asi poder detectar estos ultimos por cromatografia.

Se utiliz6 un flujo de 1 ml min™y se midié la absorbancia a 220 nm a la salida de la columna durante
10 min. En general el perfil cromatogréfico que se obtiene presenta hasta tres picos. EI primer pico que
aparece entre 1 y 2 min corresponde al B-mercaptoetanol que se usa como reductor de la enzima. En
muchas ocasiones, este pico es incluso despreciable. ElI segundo pico sale entre los 3y 4 min y
corresponde al acido benzoico, mientras que el tercer pico, correspondiente al benzonitrilo, sale entre
los 6 y 7 min. El area bajo la curva se utilizé para calcular el porcentaje de transformacion total a 10 y
20 min de reaccion.
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Ensayo de determinacion de amonio con L-GDH

Para realizar la cuantificacion de amonio se uso un ensayo de actividad acoplado en el que se ocupd
a la enzima L-Glutamato deshidrogenasa bovina (L-GDHp) de Sigma. Cada mezcla de reaccién se
realizd en amortiguador de trietanolamina 100 mM, pH 7.6 en un volumen total de 1 ml e incluye a-
cetoglutarato 13 mM, NADH 200 uM, benzonitrilo o valeronitrilo (para los cuales se provaron
diferentes concentraciones dentro del rango de 1 a 20 mM), la enzima o muestra a la que se le quiera
determinar la actividad de nitrilasa y 0.1 mg pl™ de L-GDH,. En este ensayo, es importante que la
muestra se encuentre libre de (NH,4).SO,, ya que este compuesto interfiere directamente en la medicion.
Por lo que, todas las muestras fueron previamente dializadas. Para los ensayos a tiempo fijo, las
reacciones se dejaron transcurrir de 1.5 a 15 min, al término de los cuales se detuvieron con la adicion
de HCI. Posteriormente, se neutralizaron las mezclas con la adicion de NaOH y se centrifugaron para
deshacerse de la nitrilasa. Las absorbancias se midieron en el espectrofotometro a 340 nm. Se dedujo la
diferencia en la absorbancia (AAbs) restandole al valor de absorbancia final (la absorbancia al término

de la reaccidn) el valor de la absorbancia inicial (la absorbancia antes de comenzar la reaccion).

Ensayo colorimétrico de actividad

Se utilizo el kit comercial para medicion de amonio de Merck. El ensayo se probo a escala para
manejar volumenes totales de 1 ml. Para detener la reaccién, por cada ml de la mezcla de reaccion, se
agregaron 120 ul de una mezcla de los reactivos 1 y 2 (se disuelven 14 mg del reactivo 1 por cada 550
ul del reactivo 2). El reactivo 1 es hidroxido de sodio (NaOH) y el reactivo 2 es hipoclorito de sodio
(NaClO) disuelto en un derivado del fenol. La reacciones se detuvieron al agregar esta solucion, con lo
que se alcalinizd la mezcla y la enzima qued6 inactiva. Se dejaron incubar por 10 min a 30°C, al
término de los cuales se agregaron 14 ul del reactivo 3 (nitroprusiato). Las mezclas se dejaron durante
5 min més, momento durante el cual se formé el indofenol gradualmente hasta Ilegar a un méaximo,

adquierendo una coloracion verdosa. Se realizo la lectura en el espectrofotdmetro a 580 nm.

25



Resultados y discusion

BuUsqueda de secuencias consenso

Para realizar el disefio de un conjunto de oligonucledtidos que fueran capaces de hibridizar con la
secuencia del gen nitA, se hizo la basqueda de secuencias consenso, es decir, secuencias que estuvieran
conservadas entre nitrilasas. Como una primera aproximacion, se realizd una busqueda mediante un
BLAST de proteinas que mostraran parentesco con secuencias de nitrilasas. EI BLAST arrojé como
resultado las secuencias de méas de 480 proteinas con un intervalo promedio de identidad del 34 al 68%.
Dentro de estas secuencias se obtuvieron nitrilasas de organismos conocidos, nitrilasas de organismos
no cultivados, nitrilasas putativas, cianuro hidratasas, amidohidrolasas, entre otras. A partir de esta
primera busqueda, se seleccionaron las secuencias de aminoacidos de 25 nitrilasas para las cuales se
conoce el organismo del que provienen y se realizo un alineamiento entre estas secuencias (Fig. 9). En
este alineamiento, los residuos estrictamente conservados se encuentran marcados en rojo, los menos
conservados se encuentran en azul y los residuos variables se encuentran en negro. Es de destacarse
que en las partes centrales de la secuencia se encuentran algunas regiones bien conservadas. Sin
embargo, las regiones que corresponden a los extremos amino y carboxilo terminal presentan una
elevada variabilidad, estos aminoacidos estdn marcados en negro en la figura 9.

En este alineamiento, también, se observa la triada catalitica conformada por los residuos G70,
K166 y C201 marcados con una estrella, los cuales se encuentran estrictamente conservados en las 25
secuencias analizadas. Sin embargo, no se pudo obtener ninguna secuencia consenso para los extremos

amino y carboxilo del gen de la nitrilasa.
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LYHGYSE-REA---GSRYLSOYFIDERGEIYANRRKLKPTHYERTIYGEGHGTDFL THDOF-AFGRYGGLHCHEHF QPLSKFHHYSLGEOYHYASHPAHSPLO--PDY---FOLSIEANAT----YTRSYA
YYLGFTE-RSG---GTLYLAQALIDDCGRYYATRRKLKPTHYERSYYGEGDGSDLAYHDT-TLGRLGALCCAEHIOPLSKYAHYAOHEOYHIAAHPSFSYYR--GAA---FOLSAOANNA----ASOYYA
¥YLGFCE-ROD---GTLYIAOATITDDEGRYYSTRRELKP THRERTYYGEGDGSHLSYHOT-SIGRIGALSCAEHIOPLSKYAHYSANEOIHYARHPSFSYYR--GAA---FOLSPEANLA----ASOYYA
AYLGLSE-RDG---G5LYIAQHLTGADGETIAKRRKLRP THAERTYYGEGDGSDLAYHERPDIGRIGALCCHEHLQPLSKYAHYAOHEQYHYARHPSFSLYD--PFA-—-PALGAEYHHA----ASRYYA
YYLGYSE-RNK---ASLYIGOHITDDHGETYGYRRELKATHYERTHFGEGDGASLRTFET-PYGYLGALCCHEHLQPLSKYAHYAQHNEOTHYARHPSFSLYR--HAT-—-SALGPEYHTA----ASRYYA
¥HHGYSE-IDG---G51THAOSHISSSGEILFHRRELKP THYERTLFGEGDGSDF QYYD T-DCGRYGALCCHEHL OPLSKFARYSHHEOTHCASHPSFTLYR=-DHA---YALGPEANHA----ASAYYA
YYHGFSE-IDG---GTLYLSOYFISDAGEITFKRRKLKP THYERTLYGEGDGSDFRYYES—SYGRLGALCCAEHIOPLSKYAHYSHNEQYHYASHPSF TLYR-—DKA-—-YALGHEYHLA----ASOIYA
IALGYSE-RSG---GSLYLGACLIDDKGAHLHSRRKLKP THYERTYFGEGYARDLIYSDT-ELGRYGALCCHEHL SPLSKYALYSOHEATHIAARHPSFSLYS--EQA-—-HALSAKYHHA----ASOIYS
LSFGYSE-RAG---RTLYHSOHLIDADGITKIRRRELKPTRFERELFGEGDGSDLAYAOT-SYGRYGALNCAENL OSLNKFALAREGEOTHISAHP-——-F T—-L G5---PY¥LYGDSIGA----TIHOYYA
IYLGYSE=-RDA=-=-=-GSIYHAOSFISPEGEIYHHRRKLKP THYERSINGDSOADSLKTYYDSPFGKIGGLHCHEHLOPLLRYYEYEQGYOTHYASHPAHFPHT -=KSYPHGFCATGDGSKL --=-=-ASOFHA
Y¥LISCSE-KDG---G5LYLAULHFHPRGDLIGKHRKHRASYAERLIHGDGSGSHAPYFOT-EIGHL GGLHCHEHOYPLDLHANNAONEOYHYASHPGYFODE--ISS RYYA
YCISCSE-KDG---GSLYLAQLHFHPEGDLIGKHRKHRYSYAERLCHGDGHGSHHPYF ET-ETGHL GGLHCHEHHYPLDIAAHHSOHEOYHYARKHPGFFDDE--TAS——————————————————- SHYA
YCYSYSE-KDN---ASLYLTOLHFDPHGHLIGKHRKFKPTSSERAVHGDGDGSHAPYFKT- EYGNLGELQEHEHHLPLNIHHHESLNEQUHUHSHPHFUPKG--HUSSR?SSSUEHSTNHHHQIISQFYH
FCYSYTE-KDG=--=-G5L YL TOLHFDPHGDLIGKHRKLKATHAEK TIHGDGDGSHAPYFET-EF GHL GGLOCHEHF LPLHNYARHASHHEOYHYASHPIGHPOE--GHLFGPEOCY TAT =======m—= KYYA
YYLGYHE-REE---G5L YHTAULIFDADGALYLKRREITPTYHERHYHGAGDGAGLRTYDT-TYGRLGALACHEHYHPLARYALHAQHEATHCGRF PGSHY——————————
YYWGYHE-RDH---GSLYNTOLYFDADGSLYLKRRKITPTYHERHYHGHGDGAGLKYADT-AYGRYGALACHEHYNPLARYSLHAQHEETHCANFPGSLY-
YYLGYNE-RDH---G5LYNTOLIFDYDGRLAVKRRKITPTFHERHINGOGDAAGLKYAOT-GIGRYGALACHEHYNPLARYALHTOHEETHCSOFPGSLY -
¥LLGINE-RDG---G5L YHAOLLTDOTGTYLLKRRKITPTYHERHYHGOGDGAGL TYYP T-5SLGRYGALACHEHYNPLARF SLHAOGEETHCANFPGSLY-
YLLGYHE-RDG---GSLYNTOLLTSDAGDLLLKRRKITPTYHERHYHGAGGGAGL TYYET-YLGKYGALACHEHYHPLARFSLHTOGEETHCAQFPGSLY—————-
LYIGIME-RDPYSYGTLYNSHLYIGADGSLLGRHRELYPTHAEKL THAGGDGSSIRYHDT-SYGPLGTLACGENTHTLARFALLSOGEL YHYANYI-ALPYA--PA--—-SYNHAEAIRI----RATAHS
LSYGYTE-RTHISHGCLYHNTHLLFAPTGELLNHRRELYPTHAEKL THRHGDASDLRPYOT-ELGHIGYLICGENTHPLARY TLLAOGEOTIHIATYPPAHPFR--RTGGROTYHLRKAIEI----RSAAHA
LYLGTHEISDRAGSETLYHSLFYFONTGELHGRHRKLHP THEERAIHGRGOPSSLATYET-DYGRLGGLICYENHHTLSKARL TTHGEETHAAYHPGFHEQHGHPGDKTRAETSEAYDSCDYYPAHREYA
LYHGATIEKE----GYTLYCTYLFFSPOGAFLGKHRKLHPTSLERCIHGOGDGSTIPYYDT-PIGKLGAALCHENRHPLYRTALYAKGIEL Y CAPTAD-———————=——————-| GSKEHOS----5HLHIA
LYHGATEKD----GYTLYCTALFFSPOGOFLGKHRELHPTSLERCIHGOGDGSTIPYYDT-PIGKL GARICHENRHPLYRTALYAKGIEL YCAPTAD——— —=GSKEHDS----5HLHIA
LYIGYYERA==-==GYTLYNTYLSFOPLGKYLGKHRKYHP TALERYFHGFGDGSTIPYYDT-PIGKHGALICHENRHPLLRTAHYAKGIELY CAPTYD=—m ==CHPTHLS==-==5HTHIA
FYIGYIERD----GGTLYCTALFFSPEGRLLGKHRKLHP TAHERLYHGFGDGSTIPYIDT-PIGKHGAYICHENYHPLLRHAHYSKGIOLYCAPTAD——— ——DRETHYP----THRHIA
YWIGYHERE----LGTHYCTYLYFGPDGSLLGKHRKLHP TAGERLAHGFGDGSTLPYFDT-PIGKIGAYICHENYHPHLRHTHYAKGYSLYCAPTAD———
IYWGYIERD----GGTLYCTILFFSPEGELLGKHRKLHPTALERLLHGYGDGSTFPYYDT-PLGKLGAYYCHENYHPLLRHAHYGKOIOTYCAPTAD———
LYYGYIERS=---EATLYCTALFFAPDGTLIGKHRKLHP TATERLYHGOGDGSTIETL DT-AYGKL GARICHENYHPYLROYHYAGGYHIHCAPTYD—-——
IVIGYYERE----ASTLYCSYFFYSPSG-YLGKHRELLPTALERCYHGAGDGSTHPYF S T-S5YGKIGSAICHENYHPLYRHTLYSKEIOIYLAPTYD-——
LYWGYIERG----GSTLYCTALFFOPRDGLYAKHRKLHPTGTERLINGOGDGSTLPYYDT-ARGRAGARLCHENHHPLLRCAHYAKGYOTHCAPTYD———
TVCGINERDRERGGGTLYHTYYTIGADGRYONRHRELHP THPERHVHGLGDASGLRYYD T-PAGRIGCLICHENYHPLARYALYAQGYEIYIAPTYD———
YYIGHHEIDSEFSGSTLFHTYYYIDANGKIYNRHRKIHP THPERHYHGFGDGSGLRYYDT=5YGRIGCLICHENYHPLARYSLFTODIDIYIAP THD === ==5GDSHIA=-=--=5HHHIA
YYIGILERHTEASHASLFHTLLFIDDHGHINGKHRKLIPTGAERLYHAQGDGSTLAYFDT-5SFARLGGLICHENYHPLARQTHYHGGTOILAAPTHD——— ——KSEHHRL ----5HKHIA
YYHGLHERAG-RASGTLYNSLITIGPDGSTLHLHRELTPTHTERIYHGAGDGAGLRYYDT-PAGRYGGLYCHEHHHPLAROALHAGDEOTHYARHPD————==——=—— e TPEHHHL----AARTYA
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LEGATFYYCTTOYYTPEAHE-FFCDNDE-QRKLIGR————- GGGFARIIGPDGRDLATPLAEDEEGILYADIDLSAITLAKAAADPYGHYSRPDYLSLHFHOQRHTTPYH—-TAISTIHATHTLYPOSGAL
TEGOTFYLASTHYIGKATOD-LFAGDDDAKRALLPL===-=-=GOGHART YGPDGKSLAEPLPEDAEGLL YAELDLEOITL AKARRDPAGHYSRPDYLSLKIDTRNHTPYOYITADGRTSLHSHSRYENYRL
TEGOTFYLARTHYIGKATOD-LFAGDDEAKRALLPL~----GOGHART YGPDGKSLAEPLAENAEGLLYAELDLEOITYAKARADPAGHYSRPDYLSLKYDTRNHTPYOYYTEDGGSSLHSHSRYENYRL
TEGATFYLCSTAYIGPSAIE-TFCLNDE-ORALLPA-----GCGHART YGPDGSELAKPLAEDAEGILYAEIDLEATL L AKAGADPYGHYSRPDYLSYQFDPRHNHTPYHRIGIDGRLDYNTRSRYENFRL
LEGOCF YLAPCAPYSKEHLD-ELTDSPAKAELLLE GGGFANIYGPDGAPLCTPLAETEEGILYADIDLGYIGYAKARYDPYGHYSRPDYLRLLYNREPHTRYHYYOPOSLPETSYLAFGAGADA
LEGGCYYLAPCALYSKEHLE-HLADTPOKROLLLE GGGFAQTFGPDAKPLCEPFPETOEGLLYADYDLGFIGYAKARYDPTGHYSRPDYYRLLHNSKPATRYHSFORDPTEYNTOGE
YEGSCFYLAPCATYSOAHID-ELCDRPDKHALLHA GGGHARIFGPDGSALARDL PPDOEGLLIAEIDL GHIGIAKNAARDPAGHYSRPDYTRLLLHKKPLHRYEHF---SLPYDSARRALPGEAR
AEGOCFYLAPCATYSPEHMIE-HLCDSDAKRSLLOA: GGGHARTFGPDGSDLATPLGEHEEGLLYATLDPAALTLAKYARDPAGHYSRPDYTRLHFHPHPTPCYYDLPDLPISSESIELLRPDIAL
LEGACYYIAATATITGADHFD-KLCDTPDKAHLLHPRSPGTPGGGF SHIF GPDGOPHAENLAEDEEGLYIADYSLPHISYAKARGDPYGHYSRPDYYRLLLHRHPAPRYHAFEDAPHYEDPY TPAPLOANE
LEGGCF ¥YLHASATTGADHFD=-HLCDTPEKADLLNAEG=-AKPGGGYSHIF GPDGOPHCEHLPODKEGILYADYDLSHIATIAKAAYDPTGHYARGDYYRLHYHRSPRRTSYSFSEDEHARYTFTET
YEGOCF TIAASSYYTOETLD-HLEYGEHHASLLKY: GGGSSHIFAPDGRTLAPYLPHDAEGLITADLHHEETAFAKATNDPYGHYSKPEATRLYLDLGHREPHTRYHSKSYIOEEAPEPHYOSTA
AETGTFYLHSTRYYGPTGIA-AFEIEDRYNPHAYL. GGGYARTYGPDHOLKSKSLSPTEEGIYYAEIDLSHLEARKYSLOPTGHYSRPDYF SYSINRAROPAYSEYIDSHGDEDPRAACEPDEGD
TEGOTFYLACTOILTKENLA=-KONLYEEGITQYP ===mm=m= GGGFAHIFGPDGSPLYEAPPPGYECYLOADIDLONIDYAKATADPYGHYSRPDLLOLRYHKTARKCYYDHE
IATOTFYLHTSSIYTEEHKE-HICL TOEQRDYFETF~----KSGHTCIYGPDGEPISDHYPAETEGIAYADIDYERYIDYKYYIDPAGHYSHOS-L SHHFNOOQPTPYYKOLNDNKHEYLTYEATQYONGH
TCHOAF YLHTSSIYSEEHKD-HLCETOEERDYFNTF-----KSGHTRIYGPDGEPISDLYPAETEGIAYAEIDIEKIIDFKYYIDPYGHYSNOS-L SHHFHOSPHPYYRKIGERDSTYFTYDOLHLSYSD
ISHOVYYIHSTHLYGODHID-HIGKDEFSKNFLPL. GSGHTAIISHTG-EILASIPODAEGIAYAEIDLNOITYGKHLLDPAGHYSTPGFLSLTFDOSEHYPYKKIGEQTHHFISYEDLHEDKHD
ISHOYFCLLSSOIHTEEQRD-KICETEEQRHFHKY GHGFSKITAPHGHEIGHKLAHDEEGITYADIOLEQITIPGKFLIDSAGHYSTPGFLSLSFORTEKKPIKHIGESAQETYTYEETOYGHKA
LESGCFYINATGHL TA===E=-OKLOITTDEKHHOAL====5GGCY TATISPEGKHLCEPIAEG=-EGLATADLDFSLIAKRKRHHDSYGHYARPDLLOL TLHHOPHSALEANPYTPH--ATPAYSDPELTE
LESGCFYYNATGHL TD---A-0IESITPDOSLOKAL ----RGGCHTATTSPEGKHLARPL TEG-EGHYIADLDHALITKRKRHHDSYGHYARPELL SLATNAEPAOTHRPHHASPSLSTSRSPDHEYPPA
LEAGCF YYHATGHL TD---A-0IESITGDPHLOKAL-—--RGGCHTALYSPEGOHLAEPLRSG-EGHYIADLDHSLITKRKRHHDSYGHYARPELLSLATHDRPATTYTPHGTSG5--AAREFEGHCHER
LEAGCFYISSTAMLDP==-=-A=-DLATITPDASLHKAF===-=0GGCHTAYISPEGRYLAGPLPEG=-EGLATAELDPSLITKRKRHHDSYGHYSRPDLLGLRIDRTPARLIEDOPGLPLOAPLDLPITATSLP
LEAGCFYLSSTAMLDP---A-DYDTITPDRSLHKAF-—--0GGCHTAIISPEGRYLAGPLPEG-EGLATAELDKSLITKRKRHHDSYGHYSRPDLLSLRINRSPATOYD-ATGSARALPELPHLEAAPAE
FEGKYF TIYACSALSEE ITA-AHSEGRPANRDLLSR-—--PHSAHSGY IDPHGHPYGEPLIDA-EGIYYADIDLGECIRPKLHHDITGGYHRFDIFHLTYDRTPRASARFYDAEQPYDPDEETPP
FEGKYFNIYSSGLLDEGITK~-DITATAPDLEPTLRE----APAPASHILGPTGEPLVEPLYGD-EGITYADIDY TESIEVKOAHDIVGY YORFDYFOLTVDORPOLPINLIRGPETSYDSRHGAETYETA
FETOSFYARCSAYHSEAYPD-GF SEDELGFHY === —==——~| AAGGSHLYNPAGIVKAGPLI-GEEGLL TREFRDDERRATKAYFDAHGHY TRUDAYHLSISDE TLAPSOPOEASKHAYAGNGSLSARRAD
TEGGCF YLSACOF CORKHFP-DHPDYLF TOHYDDKEHDSIVSOGGSYIISPLGOYLAGPNFES-EGLYTADIDLGDIARAKLYFDSYGYYSRPDYLHLTYHEHPRKSYTFYTKYEKAEDDSHK
TEGGCFYLSACOFCLRKDFP-DHPDYLFTOHYDDKEPDSIVSOGGSYIISPLGOYLAGPNFES-EGLI TADLDLGDYARAKLYFDSYGHYSRPDYLHL TYHEHPKKPYTFISKYEKAEDDSHK

LEGGCF YLSACOF CRRKHYP-PPPEYTFCGLEEEPSPESYYCSGGSYIISPLGTYLAGPHYES-EALL TADLDLGEIYRAKFDFDYYGHYSRPEYLSLYYKSDPKPAYSFISARGRDDDYYAT
LEGRCFYLTSCOYIKRGSFP===PDY=-=-=-AATOGDDPETYHHRGGSCIYDPLGRYLAGPDYEG=-ECIL TADIDLHDIARAKFDFDYYGHYARPEYFKLYYHETATPPYYSCGDOSGEPFYAAREAKAKDO
LEGRCFYLTTCOYYKRGDFP---DDY---RCSITDOPEATYHHGGARIIDPLGKYLAGPYFDO-ETLL TAELDHDDLGRAKFDFDYAGHYARPDYFHLTYHEAPOOAYRLKA

LEGRCF YLSACQHLRGKDFP---PEF——-HHALDYQPDTYLHRGGSCIYDPHGOLLAGPY YDE-DAILYADIDLDAYTRGKHDFDYYGHYARPDIF SLTYDERPKPPYTTLKP
YEGRLFY¥LSACOYHTRADAP-==ADY=--=0CIOGHDPETELIAGGSYIIDPHGHILAGPL YGO=-EGYLYADIDLSDTIKARYDLDYSGHYGRPDIFEIKYDROSHOYITDOFSRDOATEKKPYSDSETSO
LEGRCFYYSACOFLKSSDYP--—LDH---PLRKEHGEDKYLIRGGSCAYDPLGTYLYEPDFTK-ETIRYTEFDLSDLALGKHDLDYYGHYSRPDYFOLKYHENSOSTYYKK

HEGRCF Y¥YSACOYOPSPRAL-G——-———— TDYPGHDPERPLIRGGSYIVGPLGDLL TEPLIGE-AGLYTARIDTDELYRARYDFDYYGHYARPDYF SLHYDERAKRTYYFGE
LEGRCHYYGSGTALRASDIP-0DFPA---RAELFPDPEEHRINDGDSYYYDPHGKYYAGPLRRE-AGILYAEIDTARYAPSRRTLDY TGHYARPDIFELOYRRTPYTPYRYVDG
REGGCHYLSTATALOGEDIP-ESFPE---RDOHLFP-AEEHINPGDAYYIKPFGGITAGPLHRE-KGILYSDIDLGAARDSRKALDYAGHYHNRPDIFHFEYDRRTOPPIKFIDDSHGSD

REGGHF YISCCHALKHODIP=DHYEF===K=KYYPEGREHINTGHSCI¥YNPDGEILSGPYQHK-EETLYGEYDL TLYAOSKRHFDARGHYARPDYF TFYYHRGESKSS
FEGRCFYISAGOYLTTDDYPAEILDAYROGYGPDAPAHGLLF DGGSGYAGPDGSHYVEPYIGE-ARTIIATLOLGORTAOQSHOLOLAGHYSRPDYLEL SYDRRROAGGIHFTD
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Figura 9. Alineamiento multiple de 25 secuencias de nitrilasas de especies conocidas.

Induccién de la nitrilasa de R. pyridinovorans

Como no se encontraron secuencias consenso en los extremos a partir de las cuales se pudieran

disefiar oligonuclettidos que sirvieran para amplificar el gen de la nitrilasa, hubo un cambio de

estrategia. Se buscd obtener una banda de proteina en cultivos inducidos que correspondiera a la

nitrilasa de R. pyridinovorans, con el fin de secuenciarla, deducir la secuencia nucleotidica

correspondiente al gen nitA y disefiar en base a esta los oligonucleétidos necesarios para clonar el gen.

Recordemos que las nitrilasas no son enzimas que se expresen de forma constitutiva y que,

generalmente, requieren de la presencia de sustrato para hacerlo. La nitrilasa de R. pyridinovorans no

es la excepcidn, esta enzima se ha logrado expresar utilizando benzonitrilo, valeronitrilo y

caprolactama. Aun cuando la caprolactama no es sustrato de esta enzima, ha mostrado ser un inductor

eficiente, ademéas de ser muy barato, estable y seguro. Se piensa que la forma en la que actlan estas
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moléculas seria afectando el control transcripcional del gen nitA. Este gen se encuentra bajo el control
de un regulador transcripcional llamado nitR. Se piensa que cuando el sustrato o la caprolactama estan
presentes en el medio, éstas forman un complejo con nitR, este complejo se une a un sitio especifico
dentro de la regién del promotor de nitA (PnitA) y estimula la transcripcion de nitA (Komeda et al.,
1996).

Aunque el proceso de induccion de la nitrilasa utilizando caprolactama tarda 60 h, presenta la

ventaja de que generalmente se obtiene mas biomasa y, por lo tanto, un poco mas de proteina.

68 kDa g

45kDa

34.7kDa !

24 kDa

18.4 kDa
14.3kDa |

Figura 10. Induccién de la nitrilasa en células de R. pyridinovorans. (1) Marcador de peso molecular. (2) y (3)
Cultivos sin inductor. (3) y (4) Cultivos inducidos con caprolactama. (6) y (7) Cultivos inducidos con valeronitrilo. (8) y (9)
Cultivos inducidos con benzonitrilo. En las inducciones realizadas con valeronitrilo, benzonitrilo y caprolactama podemos

observar la aparicion de una banda de aproximadamente 34 kDa.

En la figura 10 se puede ver que en las muestras inducidas con caprolactama y valeronitrilo aparece
una banda de proteina en los cultivos inducidos de aproximadamente 34 kDa. La misma banda aparece
con benzonitrilo como inductor, con la diferencia de que en este ultimo aparece una segunda banda de
30 kDa. En el gel se muestra el patron de bandas de dos cultivos diferentes. Esto significa que la
induccion es reproducible. EI peso molecular aparente, 34 kDa, corresponde al peso promedio

reportado para el monémero de la nitrilasa de otras especies.
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Obtencidn de la secuencia por espectrometria de masas

A partir de la banda de proteina del cultivo inducido con valeronitrilo fue posible obtener la
secuencia de la nitrilasa de R. pyridinovorans como se describe a continuacion. Se corrié un gel
preparativo de la fraccion al 45% de (NH,4),SO,4 de un cultivo inducido con valeronitrilo (Fig. 11, carril
1), el gel fue transferido con éxito a una membrana de PVDF. Ya en esta membrana se tifio y se
identificd la banda correspondiente a la nitrilasa utilizando el gel analitico como referencia. El gel
analitico muestra la aparicion de una banda con un peso aproximado de 35 kDa, tanto para la muestra
inducida con caprolactama, como para aquélla en la que se uso valeronitrilo (Fig. 11 carriles 3y 4). En
estas muestras inducidas al igual que en el gel preparativo, aparecié una segunda banda de
aproximadamente 34 kDa. Esta banda no se habia podido apreciar durante las inducciones realizadas
anteriormente, puesto que se sobreponia con la banda de 35 kDa por la matriz de los geles utilizados.

La banda de 35 kDa se corto y se digirio con tripsina para secuenciar los péptidos resultantes por
espectrometria de masas, en colaboracion con el Dr. Guillermo Mendoza. Se realizaron dos corridas en
el espectrometro de masas, durante las cuales se secuenciaron 9 péptidos (Tabla 3). Cada péptido
obtuvo un mouse score mayor a 54, lo que indica identidad (p<0.05). Estos péptidos fueron analizados
con el programa Mascot® con el fin de identificar homdlogos de nuestra nitrilasa. Mascot es una
herramienta de computo que utiliza los datos de la espectrometria de masas para identificar proteinas
por comparacion con espectros de masas calculados para las secuencias primarias depositadas en las
bases de datos de secuencia.

Los resultados obtenidos con los péptidos de la primera corrida indicaron que la proteina mas
parecida era la nitrilasa de R. rhodochrous J1 (Kobayashi et al., 1992). Sin embargo, durante la
segunda corrida del espectrometro de masas se lograron identificar méas péptidos, lograndose una
cobertura de la secuencia del 37.16 %, lo que le concedié el puntaje global méas alto a la secuencia
CAC88237 de R. rhodochrous (> 90%). Esta proteina tiene un pl de 5.21 y una masa tedrica de 40 587
Da. En la figura 12 se pueden ver las partes de la secuencia de esta proteina que coinciden con los
péptidos identificados en el espectrometro de masas.
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Figura 11. Induccion de la nitrilasa de R. pyridinovorans. (1) Gel preparativo que se utilizo en la transferencia a la

membrana de PVDF para la espectrometria de masas. (2) Marcador de pesos moleculares. (3) Muestra inducida con

caprolactama. (4) Muestra inducida con valeronitrilo. (5) y (6) Muestras sin inductor.

Tabla 3. Péptidos identificados por espectrometria de masas

Secuencia Inicio-final Score mouse
MVEYTNTFK 1-9 58
VAAVQAQPVWFDAAK 10-24 94
YHENSLTMDSPHVQR 74-88 62
LKPTHVERSVYGEGNGSDISVYDMPFAR 132-159 101
LGALNCWEHFQTLTK 160-174 72
QAADPVGHYSRPDVLSLNFNQR 290-311 86
TTPVNTPLSTIHATHTFVPQFGALDGVR 313-340 75
ELNGADEQR 341-349 67
ALPSTHSDEDTDR 350-361 89
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Figura 12. Secuencia de la proteina que mostré la mayor identidad con los péptidos identificados por
espectrometria de masas. Las secuencias de los péptidos identificados durante la espectometria de masas se encuentran
dentro de los cuadros rojos y sobrepuestos en la secuencia CAC88237 de R. rhodochrous, con la cual mostraron identidad

total. Los triangulos sefialan a los aminoacidos de la triada catalitica putativa.

Clonacién del gen de la nitrilasa de R. pyridinovorans
Disefio de oligonucle6tidos

Debido a la identidad (> 90%) que presentaron las secuencias de los péptidos identificados por
espectrometria de masas con la secuencia de la proteina CAC88237 de R. rhodochrous, se trabajo bajo
la idea de que los residuos de los extremos amino y carboxilo terminal eran los mismos para la nitrilasa
de R. pyridinovorans. Ademas, la nitrilasa de R. rhodochrous J1 (Kobayashi et al., 1992) present6 los
mismos residuos que la secuencia CAC88237 para el extremo amino terminal. También, se encontrd
que el extremo carboxilo terminal de estas dos proteinas es idéntico, con la excepcion de los dos
Gltimos residuos. La proteina CAC88237 termina en treonina y leucina, mientras que el de la nitrilasa
de R. rhodochrous J1 termina en serina e isoleucina. Esto apoy0 la idea de disefiar oligonucleétidos que
fueran complementarios a los extremos amino y carboxilo terminales, basados en la secuencia
CAC88237.
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Amplificacion y clonacién a partir de ADN total

Debido a que los oligonucleétidos Amipa y Carparv tienen una Tm distinta (méas de 10°C de
diferencia), se realizaron varias reacciones de PCR para encontrar las condiciones necesarias para aislar
el producto correspondiente al gen completo de la nitrilasa. Se encontraron las condiciones para
alcanzar la mejor amplificacion del gen de la nitrilasa (Fig. 13, carril3). En esta reaccion se utiliz6 una
concentracion final de ADN genémico de 3.35 ng pL™, una menor proporcion del oligonucleétido
Amipa con respecto al oligonucleétido Carparv y se utilizé Taq polimerasa con el siguiente ciclado (2
a95°C, 307" a50°Cy 120" a68°C) x 30 veces.
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Figura 13. Reacciones de PCR que se llevaron a cabo para obtener el gen de la nitrilasa de R. pyridinovorans. (1)

Reaccion sin ADN gendmico (2) Marcador de pesos moleculares. (3), (4), (5) y (6) amplificaciones del gen nitA utilizando

diferentes concentraciones de oligonucleotidos y ADN genémico.

Se realiz6 una purificacién de la banda correspondiente a la nitrilasa (aproximadamente 1 100 pb), a
partir de un gel preparativo. Una vez purificado, este fragmento se ligo al vector pPGEM-T Easy Vector
y se transformaron células DH5a. Las cepas que contenian el plasmido con el inserto se seleccionaron
por color. Se obtuvo el plasmido de estas colonias y, posteriormente, se realizd una digestion con
EcoRI. EIl vector tiene sitios de restriccion para EcoRI en ambos extremos del sitio de clonacion, razon
por la que se decidié hacer uso de esta enzima para comprobar la presencia del gen de la nitrilasa.
Aunqgue en el gel de agarosa no se observé ningan fragmento del tamafio que se esperaba (1 100 pb)

para ninguna de las digestiones, en una aparecieron bandas en los 900 y 200 pb. Por lo que, se buscaron
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sitios de restriccion para EcoRI dentro de la secuencia del gen de la proteina CAC88237. Se encontrd 1
sitio en la posicion 229, lo que significaba que, muy probablemente, el gen de la nitrilasa de R.
pyridinovorans también tenia este sitio. Entonces, durante la digestion el gen no s6lo estaba liberandose
del plasmido, sino que también sufria un corte dentro de la secuencia del gen. Dado que el tamafio de
los fragmentos observados coincidia con esta hipotesis, se procedio a secuenciar el DNA recuperado en

este plasmido.
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Figura 14. Clonacion del gen de la nitrilasa de R. pyridinovorans. (A) 1. Marcador de pesos moleculares. 2.
Amplificado del Gen de la nitrilasa previamente purificado. (B) Ligacion del producto de PCR con el vector pGEM-T Easy
Vector (C) Transformacién del vector con el inserto en células quimiocompetentes DH5a (D) Extraccion de plasmidos
(QlAprep Miniprep kit) (E) Digestion de los plasmidos con EcoRI. (F) 1. Se pueden ver tres bandas: una en 5 000 pb que
corresponde al plasmido linearizado y otras dos en los 900 y 200 pb que aparecen porque el gen de 1 100 pb es digerido dos
veces por EcoRlI. 2. Marcador de pesos moleculares. 3. Plasmido sin digerir.

Subclonacion de nitA en el vector de expresion pET-24a+

Obtencidn de nitA con sitios de restriccion

Se realizd una PCR para introducir los sitios de restriccion en el gen nitA. En esta reaccion se utilizé
el gen nitA clonado dentro del pPGEM-T como molde y los oligonucleotidos Andel y ChindllIl. El ciclo
fue de 2" a 95°C, 30’ a 55°C y 1’ 20°” a 68°C. Se us6é la Taqg polimerasa con el fin de subclonar este

amplificado de nueva cuenta en el vector pGEM-T. Una vez obtenido el amplificado (de
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aproximadamente 1 100 pb) se procedio a purificar por gel. Se realiz6 una ligacion con una relacion 3:1
de inserto:vector. Al mismo tiempo, se llevo a cabo una reaccion de ligacion con el inserto incluido
dentro del kit para usarla como control positivo. El producto de la ligacion se transform6 en células
DH5a en cajas con Ampicilina [10 pg ml™], 0.5 mM de IPTG y 80 pug ml™ de X-Gal. Se utiliz
nuevamente el criterio de colonias blancas y azules para distinguir aquellas colonias que contenian
vector con inserto. La eficiencia de la ligacion fue muy baja ya que en el control positivo se obtuvieron
varias colonias blancas, mientras que en la otra caja tan sélo se obtuvo una colonia.

Se extrajo el plasmido de esta colonia y se analiz6 mediante dos reacciones de digestion. En la
primera se utilizé EcoRlI, ya que previamente se habia observado que esta enzima no solo era capaz de
liberar el inserto al cortar en los sitios de restriccion que se encuentran rodeando el sitio de clonacion,
sino que también realizaba un corte del gen generando dos fragmentos de, aproximadamente, 900 y 200
pb. La segunda reaccién de digestion fue una doble digestion con Ndel y Hindlll, la cual tenia la
intencion de liberar el inserto y comprobar la funcionalidad de los sitios de restriccion recién ligados.
Las digestiones arrojaron resultados acordes a los esperados, tal y como se puede ver en la figura 15.
Para la digestion con EcoRlI se obtuvieron dos fragmentos de 900 y 200 pb y para la doble digestion se
obtuvo uno de 1 100 pb.
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Figura 15. El gen nitA con los sitios de restriccion para Ndel y Hindlll en pGEM-T. Electroforesis en gel de
agarosa en el que se muestra: (1) Doble digestion con Ndel y Hindlll (2) Marcador de pesos moleculares. (3) Digestion con
EcoRl.
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El sitio de clonacion maltiple de este vector cuenta también con un sitio de restriccion para Ndel en
su extremo 5°. Dado que el gen de la nitrilasa con los sitios de restriccion (nitArs) es simétrico, el gen
podria haber quedado en dos posibles direcciones dentro del vector. En un caso el gen quedaria en el
mismo sentido que el gen lacZ (Fig. 16 a) y en el otro, el gen queda en direccion opuesta al gen lacZ
(Fig. 16 b).

5 3
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Ndel Ndel HindIII
HindIIl Ndel )
(B) 5 3
3 5’
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Figura 16. Orientacién de nitA con sitios de restriccion en pGEM-T. Se puede observar en gris la region
correspondiente a nitA, en blanco el vector y los sitios de restriccion denotados con distintos patrones de bandeo (A) Gen en

la misma direccion que lacZ. (B) Gen en direccion opuesta a lacZ.

Clonacién de nitAys en el pET-24a+

Se procedio a realizar una digestion sencilla con Hindlll del pET-24a+ y del pGEM-T con nitAres
por 12 h (se utilizo este tiempo debido a los problemas que se habian presentado previamente). Se
revisd en un gel analitico que todo el ADN estuviera linearizado y se agregé Ndel a las mezclas de
reaccion. Se dejé proseguir durante otras 6 h y se hizo otro gel analitico para confirmar la liberacion del
inserto. Posteriormente, se realizé un gel preparativo para aislar y purificar a nitAes y al pET-24a+. Se
revisd la concentracion final de ambos mediante un gel analitico y por absorbancia a 260 nm en el
espectrofotdmetro. Finalmente, se realiz6 la ligacion probando con las relaciones 1:3 y 3:1 de
inserto:vector.

El producto de estas ligaciones fue transformado en células quimiocompetentes ToplO y
electrocompetentes DH5a.. Todas las células fueron plaqueadas en cajas con kanamicina para
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seleccionar a las que tuvieran al pET-24a+.

Se extrajo el plasmido de las colonias que crecieron en las cajas con kanamicina y se analizd
mediante dos pruebas. La primera consistio de una doble digestion con Ndel y Hindlll y la segunda
consistio en realizar un PCR con los oligonucledtidos que se utilizaron para introducir los sitios de
restriccion (Andel y Chindlll). En la PCR se uso el siguiente ciclo: 2" a 95°C, 30’ a55°Cy 1’ 20" a
68°C. El resultado de la digestion fue una banda de 5 000 pb que corresponde al vector pET-24a+,
seguida por otra de 1 100 pb que es del gen nitA (Fig. 17, carril 3). La prueba de PCR también dio
positivo y generé un amplificado de 1 100 pb (Fig. 17, carril 4). Con esto se comprobd que el gen nitA

habia sido clonado dentro del vector pET-24a+.

Figura 17. Pruebas de la presencia de nitA dentro de pET-24a+.
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Secuencia del Gen de la nitrilasa de R. pyridinovorans

En cada paso de la clonacion, el ADN se mandé a secuenciar a la Unidad de Biologia Molecular del
IFC, UNAM con los oligonuclettidos universales SP6y, Y T7tr. Ambos oligonucle6tidos hibridan con
el vector pGEM-T Easy vector, el oligonucledtido T7g hibrida a la izquierda al sitio multiple de
clonacion, mientras que el oligonucledtido SP6y, hibrida a la derecha de este sitio. De esta manera, se
obtuvo la secuencia del gen nitA por ambos extremos, de las dos clonas que se mandaron a secuenciar.
Para la primer clona, el gen de la nitrilasa de R. pyridinovorans resulté de la misma longitud (1 101 pb)
que el gen de la proteina CAC88237, mostrd cinco diferencias a nivel de la secuencia de nucledtidos

que se ven reflejadas como cinco aminoacidos distintos en la secuencia de aminoacidos (Fig. 18).
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Figura 18. Diferencias entre la nitrilasa de R. pyridinovorans y la proteina CAC88237. Se muestran los cambios a
nivel de nucledtidos y de aminoacidos que presentd la primera clona con respecto a la proteina CAC88237. De acuerdo a la
secuenciacion del producto de PCR y de la segunda clona, en realidad s6lo la que esta encerrada en el cuadro rojo result6

ser una diferencia veridica entre ambas secuencias.

La segunda clona también present6 un gen de una longitud de 1 101 pb y mostré solo una diferencia
a nivel de la secuencia de nucle6tidos con respecto al gen de CAC88237. Presentando una adenina en
la posicion 95 en lugar de una timina, lo que cambia el aminoécido isoleucina de la posicion 32 por un
aspartico en la secuencia de la proteina (Fig. 18).

Para comprobar que la secuencia de la nitrilasa clonada correspondia al de la enzima silvestre, se
mando a secuenciar de manera directa el producto del PCR con el que se amplifico el gen a partir del
DNA genomico de la bacteria. Se ocuparon los oligonucle6tidos Amipa y Carparv. La secuencia
obtenida mostro sélo una diferencia a nivel de nucledtidos, la cual fue la misma que para la segunda
clona. Esta evidencia apoya la idea de que el gen nitA de R. pyridinovorans difiere Gnicamente por un
nucledtido del gen de CAC88237.

A pesar de que con esto se demuestra que no se introdujeron mutaciones durante la clonacién, no se
puede estar seguro de que el 100% de la secuencia del gen clonado sea exactamente la misma que la
del gen silvestre. Esto se debe a que de los dos oligonucleétidos que se utilizaron para amplificar el
gen, el que hibrida en el extremo 3’ se hizo en base a la suposicién de que los ultimos cinco
aminoacidos eran los mismos que para la proteina CAC88237 (Ala, Thr, Ala, Thry Leu). Por lo que si

esta suposicion no es correcta, el gen clonado no seria exactamente idéntico al gen silvestre.
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Se realizd6 un alineamiento entre el gen de CAC88273, y la segunda clona de nitA de R.

pyridinovorans obtenida en este trabajo (Kobayashi et al., 1992). En este alineamiento se puede

observar la Unica diferencia entre estos genes (Fig. 19). A nivel de la secuencia de aminoacidos, la

diferencia entre la nitrilasa de R. pyridinovorans y la proteina de CAC88273 solo presentan una

diferencia como se puede observar en el alineamiento de la figura 20. La identidad entre el gen nitA de

R. rhodochrous J1 y el gen de la proteina CAC88273 es del 97.28%, mientras que entre el gen de la

proteina CAC88273 y nitA de R. pyridinovorans es del 99.9%. Por lo que, en un futuro, resultaria

interesante saber si estas pequefias diferencias entre las secuencias de estas enzimas tienen peso sobre

su actividad.
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Figura 19. Alineamiento de nucleotidos entre la secuencia del gen de CAC88237 y el gen nitA de R. pyridinovorans

que se clond. Los puntos denotan identidad con respecto a la secuencia CAC88237. Dentro del cuadro gris se encuentra el

triplete de nucleétidos en donde se encuentra el Unico nucle6tido distinto entre estos dos genes, ambos de longitud de 1 101

pb.
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Figura 20. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de CAC88237 y la nitrilasa recombinante de R.

pyridinovorans. Los puntos denotan identidad con respecto a la secuencia CAC88237. Ambas proteinas son de 366

aminodcidos y su Unica diferencia reside en la posicion 32 sefialada dentro del cuadro gris. Los colores indican similitud

entre aminoécidos, basada en las propiedades de sus cadenas laterales.
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Expresion del gen nitA

Cinética de induccion

Aunque cronolégicamente se utilizd primero a la primera clona, los resultados mostrados de esta
seccion en adelante, corresponden a los que se realizaron con la segunda clona. Se transformaron
células BL21 (DE3) pLys con el gen de nitA de R. pyridinovorans dentro del vector pET-24a+, para
comprobar la funcionalidad de la construccion. Se utilizaron estas células debido a que el gen de la
nitrilasa se encuentra bajo el control del promotor T7 y las células BL21 pueden expresar la RNA
polimerasa de T7 al inducirse con IPTG. Se llevaron a cabo los ensayos de expresion tal y como vienen
descritos en la metodologia. Se tomaron alicuotas de cada uno de los cultivos, antes y después de la
induccion a los 30 min, 1 h, 2h, 3 h, 4 h'y 24 h, se analizaron los extractos completos con SDS-PAGE
al 12% (Fig. 21). En esta cinética se puede observar la induccion de una banda de aproximadamente

34.7 kDa, que corresponde al peso observado en la induccién de nitA en R. pyridinovorans.
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Figura 21. Cinética de
induccion de nitA. Cada
uno de los tiempos de
induccion se puede ver por
duplicado ya que el primer
carril corresponde a la
cinética realizada a 30°C y
el segundo a la realizada a
37°C. (A) Antes de inducir,
30 min, 1 hy 2 h después de
la induccion. EI marcador de
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derecha (B) 3 h,4hy24h
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Expresion y solubilidad

Dado que los ensayos de expresion con IPTG 0.5 mM a 37°C durante 3 h resultaron favorables, se
procedio a romper las células para purificar la enzima a partir de la fraccion soluble. Después de lisar y
centrifugar las transformantes (previamente inducidas), se observo que una gran parte de la proteina se
iba al precipitado en forma de cuerpos de inclusion, aunque quedaba una porcion significativa de esta
en la fraccién soluble. Se probaron diferentes condiciones en las que se cambio tanto la concentracion
de IPTG (0.5 y 0.05 mM) como la temperatura (25, 30 y 37°C) para intentar obtener mayores
proporciones de la proteina en la fraccion soluble. Lamentablemente, aun bajo aquellas condiciones en
las que se observo una disminucion significativa en la expresion de la proteina recombinante (valores
de temperatura y concentracion de IPTG mas bajos), la mayor parte de esta seguia quedando atrapada
dentro de la fraccion insoluble. La adicién de 2 M de NaCl y el reajuste del pH del amortiguador que se
habia estado utilizando durante la sonicacion (de 7.7 a 8.0) tampoco sirvieron para mejorar esta
situacion.

También se probd con el gen que se obtuvo dentro del vector pPGEM-T. Formalmente, el pPGEM-T
es un vector de clonacién, pero aun cuando tal vez no sea el mejor vector de expresion, puede ser
utilizado como tal. EI pGEM-T presenta dos promotores, el plac y el pT7 (Promega, Technical Manual
No. 042). Por lo que, se tratd de aprovechar que en esta segunda clona se habia obtenido el gen nitA
bajo el control de pT7. Este es un promotor especifico para la RNA polimerasa de T7 por lo que no
puede ser reconocido por la RNA polimerasa de E. coli (Ikeda y Richardson, 1986). Por ello, se pensé
que se podria realizar la expresion de la enzima utilizando la cepa BL21, ya que esta tiene clonada a la
polimerasa de T7 en su genoma y puede inducirse con la adicion de IPTG. Sin embargo, en todos los
ensayos de expresion no se logré inducir la nitrilasa y éste resultd ser un sistema inadecuado para la
obtencion de esta enzima.

Se siguid entonces trabajando con el gen dentro del vector pET24-a+. Finalmente s decidié utilizar
aquellas condiciones en las que se habia observado una mayor expresion (temperatura de 37°C y una
induccién con 0.5 mM de IPTG durante 3 h). Aunque se perdié proteina en la fraccién insoluble, una
porcion significativa de la enzima permanecié en la fraccion soluble permitiendo su posterior

purificacion (Fig. 22).
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Purificacion de la nitrilasa recombinante

Induccion y precipitacion con (NH4)2SO4

Bajo las condiciones determinadas en los ensayos de solubilidad, se realiz6 una induccion a las
transformantes (BL21 DE3 pLys). Una vez que se rompieron las células, el sobrenadante del extracto
crudo fue sometido a una precipitacion diferencial con (NH4),SO,. Se dio un seguimiento completo al
proceso de induccion, asi como a la precipitacion analizando las fracciones por SDS-PAGE al 12%.
Los resultados pueden observarse en la figura 22. En el carril 5 de este gel, se tiene la fraccidn soluble
0 sobrenadante resultado de centrifugar el extracto crudo. Los siguientes carriles muestran las
fracciones solubles e insolubles resultado de las precipitaciones con (NH4),SO4 al 20 y al 45%,
respectivamente. A pesar de que gran parte de la proteina expresada se pierde en la fraccion insoluble
durante la primera centrifugacion, la cantidad de proteina soluble y su posterior proceso de
precipitacion al 45% de (NH4).SO4, cumple con concentrar la proteina lo suficiente como para permitir
su purificacion.
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Figura 22. Induccion y precipitacion con (NH,4),SO, utilizados en la purificacion de la nitrilasa recombinante. La
flecha indica la banda correspondiente a la nitrilasa. En los primeros cuatro carriles tenemos la induccion realizada a 37°C y
0.5 mM de IPTG a lo largo de 3 h. Del carril 5 en adelante se observa la precipitacion con (NH;),SO;.
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Cromatografia

La pastilla del precipitado al 45% se solubilizd en el menor volumen posible y se pas6 por una
columna de filtracion en gel (Sephacryl S-300). Utilizando una longitud de onda de 280 nm para
registrar la salida de proteina de la columna, se obtuvo el cromatograma que se muestra en la figura 23.
En este se pueden ver tres picos, el primero de los 120 a los 150 min, el segundo de los 160 a los 200

min y el tercero de los 220 a los 320 min.

¢ Nit ‘L

4,00 24B7 Channel 1 (28000 rm)
350
3.004
2504
2.004

e,

1 50
1.004

0.50+

0.00+

D.DEII I QIEI.IDEII I J:D.IDEII I E:EI.IDDI IE:EI.IIZIIII I'I IEIDI.EIIII I1IQDI.EI;ZI I1 ;1IZII.IZIIE|I1 EDIDEI I'1 :IREIID;II IQIIIII,EI;J IQIQEII.D;J Izaltljl.tlllj IQIIBIJI.EIIEI IQISDI.DIEI I3IIZ|EII.DIE| I3I2EII.IZII] I3;1EII.DIIZI I3II30|.EIID ISISDI.EIIEI IdIEID.DEI
Minutes
Figura 23. Cromatograma de la columna Sephacryl S-300. La presencia de nitrilasa se identificd dentro de la zona

que comprende el segundo pico y parte de los picos aledafios, desde los 140 min hasta los 235 min.
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Figura 24. SDS-PAGE 12% de las fracciones eluidas de la columna Sephacryl S-300. El primer carril corresponde a
la muestra introducida a la columna y que ademas sirve de marcador para identificar la banda correspondiente a la nitrilasa
(a la altura de la flecha). El resto de los carriles corresponde al sondeo realizado a las fracciones cuyo tiempo de elucién

coincide con la aparicion de picos en el cromatograma. La nitrilasa aparece principalmente del carril 3 al 12.
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Se analizaron estos picos mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y ensayos de actividad
(ensayo cromatogréafico y colorimétrico). El perfil electroforético obtenido por SDS-PAGE al 12%
(Fig. 24) revel6 que la proteina estaba presente en las fracciones comprendidas entre los 140 min y los
235 min, cubriendo por completo lo que corresponde al segundo pico y un poco mas tanto a su
izquierda como a su derecha.

Las fracciones con mayor actividad de nitrilasa se encontraron a la mitad de este pico, lo que
corresponde con la cantidad de proteina observada en el gel para esta regidén. Se juntaron estas
fracciones para pasarlas por una columna de intercambio anionico (Source Q). El perfil cromatografico
que se obtuvo en esta segunda columna (Fig. 25) muestra un primer pico que sale antes de que
comience el gradiente salino y que corresponde al frente o porcion de la muestra que no se pega a la
columna. Durante el gradiente de 200 a 350 mM de NaCl que empieza a partir de los 80 min y termina
a los 150 min, aparecieron otros dos picos. Posteriormente, empieza la fase de lavado, donde aparecen
otra serie de picos que corresponden al conjunto de moléculas que quedan unidas inespecificamente a
la columna tras el gradiente y que so6lo se despegan a elevadas concentraciones de sal. De acuerdo al
perfil electroforético, se encontrd a la nitrilasa en las fracciones comprendidas dentro del segundo pico
que aparece durante el gradiente (Fig. 26). Aunque practicamente pura, la enzima habia quedad muy
diluida. No se concentro por ultrafiltracion, puesto que ya se habia visto que la enzima tendia a agregar,
por lo que se optd por la adicion de (NH,4),SO,4 para su conservacion. Sin embargo, no fue posible
estabilizar a la nitrilasa con la adicion de esta sal, puesto que el cambio en la fuerza ionica provocé la
agregacion de la proteina. La unica forma de deshacer esta agregacion fue la adicion de glicerol a una
concentracion final de 25%. Pero, aun cuando gran parte de la enzima vuelve a quedar soluble, la

actividad decae con respecto a la original.
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Figura 25. Cromatograma de la columna de intercambio i6nico. La nitrilasa se encontr6 en el segundo de los dos
picos que aparecieron durante el gradiente salino de 200 a 350 mM de NaCl. El gradiente empieza a los 80 min y termina a

los 150 min. Después permanece constante hasta los 210 min, momento en el que se incrementa la concentracién de NaCl a

1 M para lavar la columna.
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Figura 26. SDS-PAGE 12% de las fracciones eluidas de la columna de intercambio iénico. El carril 1 y 11

contienen la muestra introducida a la columna y sirven de marcador. El resto de los carriles muestran fracciones
comprendidas dentro del gradiente de 200 a 350 mM de NaCl. La banda correspondiente a la nitrilasa (a la altura de la

flecha) aparece principalmente del carril 7 al 20.
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Por esta razon, se realizé una tercera cromatografia en la que se ocup0 la columna de intercambio
idnico Source Q para concentrar la proteina. Se juntaron las fracciones obtenidas en la primer columna
de intercambio que presentaron mayor concentracion y actividad de nitrilasa. Esta muestra se paso a
través de la columna y se utilizé un solo pulso de 200 a 500 mM de NaCl para despegar a la proteina.
Con esto, la nitrilasa salié en un volumen de aproximadamente 6 ml que corresponde al pico de mayor
absorbancia del cromatograma (Fig. 27a). De nueva cuenta, se reviso la presencia de la proteina con
SDS-PAGE al 12% (Fig. 27b) y se midi6 la actividad para confirmar que no hubiera una pérdida
significativa de actividad. Este ultimo paso mostrd ser apropiado, puesto que la proteina queda
concentrada, se eliminan muchas de las otras proteinas al quedar unidas a la columna y no se pierde
actividad durante el proceso. Al no poderse apreciar otras bandas en el gel de poliacrilamida, se puede
decir que queda pura. La enzima se guardd en la misma solucion en la que salié (amortiguador P con
NaCl 500 mM), agregando 0.1 mM de azida de sodio y 14 mM de -mercaptoetanol para mantener el
estado reducido de la enzima. Bajo estas condiciones la actividad de la enzima permanecié constante

para los sustratos benzonitrilo y valeronitrilo.
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Figura 27. Cromatograma de la columna de intercambio idnico que se utiliz6 para concentrar la nitrilasa. (A)
Pico correspondiente a la salida de la nitrilasa de la columna mediante el pulso de 200 a 500 mM de NaCl. (B) SDS-PAGE
12% de las fracciones comprendidas dentro de este pico. La banda tiene un peso que coincide con el de la nitrilasa y no se

observan otras bandas, lo que muestra que se obtiene a la proteina pura y concentrada.
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Actividad de la nitrilasa recombinante

Uno de los principales objetivos de este proyecto fue clonar una enzima que fuera capaz de convertir
tanto nitrilos aromaticos como alifaticos, por esta razén la nitrilasa expresada en células de R.
pyridinovorans se mostré desde un principio como un candidato perfecto para este propdsito. Por lo
mismo, una de las prioridades era confirmar la funcionalidad de la enzima recombinante una vez
obtenida, demostrando que puede utilizar los mismos sustratos que convirtié satisfactoriamente la
enzima silvestre de R. pyridinovorans.

El método de HPLC se utilizd para darle seguimiento a la actividad de la nitrilasa recombinante
utilizando benzonitrilo como sustrato durante la purificacion (Fig. 28), aunque posteriormente, también
se puso en funcionamiento el método colorimétrico para realizar esta prueba. A lo largo de este
proceso, la enzima se mantuvo capaz de utilizar a este nitrilo aroméatico como sustrato.

Con la proteina pura y también utilizando el método cromatografico, se hizo una primera
aproximacion de las constantes cataliticas de esta enzima. En estos ensayos se probaron diferentes
concentraciones de benzonitrilo (0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.3, 0.7, 1, 2 y 5 mM) y una
concentracion de proteina constante de 1.2 pg ml™. La mezcla de reaccion se detuvo tomando alicuotas
a diferentes tiempos (0, 1.5, 3, 4.5, 6, 7.5 y 9 min) y mezclandolas volumen a volumen con la mezcla
de elucion para HPLC en fase reversa que se encuentra a pH 3. El area bajo la curva de los picos en el
cromatograma permitieron la determinacion de la concentracion de acido benzoico producido, asi como
la cantidad de benzonitrilo remanente a cada uno de los diferentes tiempos. Los valores de las
pendientes que se obtuvieron con estos datos (Antonio Anaya, tesis de maestria, UNAM), demostraron
que la velocidad no cambia mucho de 25 uM de benzonitrilo en adelante. Por lo que, bajo estas
condiciones, a partir de esta concentracion de benzonitrilo se alcanza la velocidad maximay que para
poder calcular otras constantes cinéticas era necesario utilizar concentraciones de benzonitrilo por
debajo de 25 uM. Sin embargo, dada la sensibilidad del equipo, el calculo de las areas de los picos
utilizando concentraciones de benzonitrilo por debajo de esta concentracion se mostré inexacto. Por lo
que, la determinacion de las constantes cinéticas no pudo llevarse a cabo utilizando el método

cromatografico.
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Figura 28. Cromatogramas obtenidos con el método de HPLC para deteccion de actividad de la nitrilasa. (a)
Perfil cromatogréfico en el que se observan los tres picos que se pueden llegar y que corresponden al B-mercaptoetanol,
acido benzoico y benzonitrilo, respectivamente. (b) Cromatograma de una mezcla de reaccién sin nitrilasa. (c)

Cromatograma de una mezcla de reaccion con nitrilasa, una vez que se ha convertido todo el sustrato.

La incapacidad de utilizar HPLC a concentraciones micromolares de benzonitrilo, o de detectar el
valeronitrilo y el acido valérico, dejo a la determinacion del amonio producido como una de las
posibilidades para poder darle seguimiento a la reaccion. ElI amonio (NH;") es el otro producto
resultante de la conversion del benzonitrilo y el valeronitrilo a sus correspondientes acidos en la
reaccion catalizada por la nitrilasa, por lo que la estequiometria de ésta nos permite determinar que por
cada molécula de amonio producida, también se forma un &cido carboxilico y se pierde un nitrilo.

El primer método que se intento utilizar fue el ensayo acoplado con la L-Glutamato deshidrogenasa
bovina (L-GDHp) como enzima acoplante, en el que se midié indirectamente la produccién de amonio
(NH,") mediante el cambio en la absorbancia a 340 nm (Fig. 29). La L-GDHj, cataliza la aminacion del
alfa-cetoglutarato (a-KG) convirtiéndolo en glutamato (Glu). La estequiometria de esta reaccion
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describe que una molécula de amonio se une a otra de a-KG para formar una sola molécula de
glutamato. Esta reaccion utiliza como cofactor al NADH y oxida Unicamente una molécula de este
compuesto por cada Glu producido. EI NADH presenta absorbancia a una longitud de onda de 340 nm,
pero deja de absorber al pasar a su estado oxidado (NAD). La diferencia en la absorbancia (A Abs) es
entonces proporcional a la cantidad de amonio producido, o lo que es lo mismo, al nitrilo consumido

durante la reaccion.

Nitrilasa L-GDH,
R-CN+H,0 —— > R-COO +NH; + a-KG / \ » Glu

NADH NAD

Figura 29. Reaccidn general del ensayo acoplado. De acuerdo a este esquema, la nitrilasa hidroliza al nitrilo produciendo
su acido carboxilico y amonio. Este es a su vez utilizado por la L-GDH, para transaminar el a-KG con la subsecuente

oxidacion de una molécula de NADH.

El ensayo acoplado se utiliz6 de dos formas. En la medicion de actividad a tiempo fijo y en la
medicion de actividad en tiempo real. Para el primer caso, la reaccion de la nitrilasa se dejo transcurrir
a tiempos fijos (de 1.5 a 15 min), al término de los cuales se frenaba la reaccion con la adicion de HCI.
Posteriormente, se neutralizaba esta mezcla y se eliminaba cualquier traza de nitrilasa, para asi poder
determinar con el ensayo acoplado la cantidad de amonio producido mediante el cambio en la
absorbancia (AAbs = AbSinicial — AbSsina). EI ensayo mostrd, efectivamente, un AAbs significativo para
todas las reacciones que se llevaron a cabo en presencia de nitrilasa. Encontrando los AAbs mas
grandes para aquellos casos en los que se dejo transcurrir la reaccion por mas tiempo. Sin embargo, la
precision del método no mostro ser lo suficientemente buena como para utilizarla en la determinacion
de constantes cinéticas.

En la medicion de actividad en tiempo real, el a-KG, el NADH y la L-GDH, se agregaron de
manera conjunta con los otros componentes (nitrilo y agua) y se disparaba la reaccién con la adicion de
nitrilasa. En principio, el cambio de absorbancia deberia de ocurrir a la par de la reaccion de la

nitrilasa, por lo que a una concentracion fija de enzima aparecerian pendientes completamente rectas
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para cada una de las diferentes concentraciones de sustrato. No obstante, las rectas obtenidas mostraron
cierta curvatura que se atribuye a un mal acoplamiento entre la produccién de amonio y velocidad con
que este es utilizado por la L-GDHy. La responsable en este caso es la L-GDHy, tras corroborar esta
aseveracion con la observacion de trazos mas rectos al agregar el doble de enzima acoplante.

Aparentemente, la elevada Km de la L-GDHy, para el NH;" y que el valeronitrilo tiene un efecto
inhibidor sobre la enzima, hace que el método no sea confiable.

Fue entonces que se adaptd un metodo colorimétrico comercial que sirve para determinar la
concentracion de amonio producido durante la reaccién catalizada por la nitrilasa. el cual esta basado
en el método original desarrollado por Berthelot (Patton y Crouch, 1977). En este método los iones
amonio reaccionan con fenol e hipoclorito de sodio(NaClO) bajo condiciones alcalinas. Una vez en
presencia del catalizador nitroprusiato de sodio (Naz[Fe(CN)sNO]), se produce un indofenol verde que

puede medirse perfectamente a una longitud de onda de 580 nm (Fig. 30).

OH
OH
CsFeN a0
Nitroprusiato
NHs + WaClo + R
Amonio Hipoclorito de sodio NaH
B ' Hidréxido O N
Fenol o de sodio
sus derivados Indof enol

Figura 30. Reaccion del ensayo colorimétrico. De acuerdo a este esquema, la mezcla de derivado de fenol e
hipoclorito de sodio reacciénan con el amonio en presencia del catalizador nitroprusiato. El producto de la reaccion es el

indofenol, que es cuantificable en el espectrofotdmetro a 580 nm.

La aplicacion de este método fue crucial para comprobar que la enzima recombinante era capaz de
utilizar tanto al benzonitrilo como al valeronitrilo como sustrato y en la determinacion de sus
constantes cinéticas. EI método colorimétrico se mostrd preciso en la determinacion de amonio
utilizando concentraciones micromolares de benzonitrilo y valeronitrilo, sin mostrar interferencia por
alguno de los compuestos de la mezcla de reaccion (sustratos, productos o compuestos como el p-

mercaptoetanol). Se utilizé entonces para determinar las constantes cinéticas mediante experimentos a
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tiempo fijo. Para trazar el comportamiento cinético de la enzima se utilizaron concentraciones de 0 a
0.2 M para benzonitrilo, mientras que para el valeronitrilo se utilizaron concentraciones mayores de
sustrato que van de 0 a 3 M. Se utilizd el programa Origin® v 5.0 para realizar el ajuste de los datos, se
us6 la ecuacién de Michaelis-Menten (Y = Vina*X/(K + X)) para los datos de valeronitrilo y una
ecuacion de inhibicion por sustrato (Y = Vima™X/(Km + X*(1+X/K)))) para los datos de benzonitrilo. Se
obtuvieron ajustes satisfactorios con valores de R? de 0.99 para el valeronitrilo y de 0.96 para el
benzonitrilo. En el caso del nitrilo alifatico valeronitrilo, se obtuvo una cinética de tipo Michaelis —
Menten, ya que en la grafica de velocidad contra concentracién de sustrato se observa una hipérbola
bien definida (Fig. 31b). La Ky, de la nitrilasa para este compuesto fue de 68.75 uM, mientras que su
Vinax fue de 0.62 umol NH," min™ mg™. Este comportamiento no se repite para el nitrilo aromatico
benzonitrilo, en donde a simple vista la gréafica denota una inhibicion por sustrato (Fig. 31a). La Ky, de
la nitrilasa recombinante para este compuesto fue de 26.52 uM y su Vs fue de 16. 8 umol NH;" min™
mg™. Se calculé la ke por sitio para cada uno de estos sustratos y se obtuvo una ke de 11.2 seg™ para
el benzonitrilo y una ke de 0.41 seg™ para el valeronitrilo.

De acuerdo a estas constantes cinéticas, la nitrilasa recombinante tiene una actividad 2.5 veces mayor
con benzonitrilo que con valeronitrilo. Como se menciond en los antecedentes, los resultados obtenidos
en ensayos de biotransformacion en células enteras de la cepa de origen, indicaban que esta nitrilasa
transformaba ambos sustratos indistintamente. De acuerdo a la cinéticas obtenidas, la nitrilasa
recombinante de R. pyridinovorans tiene una actividad 25 veces mayor con benzonitrilo que con
valeronitrilo. Estas diferencias se han observado para otras nitrilasas, como la de R rhodochrous J1.
Los autores (Nagasawa et al, 2000) muestran que la enzima inducida por caprolactama, en células
enteras, tiene mayor actividad por el acrilonitrilo que por el benzonitrilo. Una vez purificada la enzima,
ésta pierde actividad por acrilonitrilo, manteniendo solo la actividad por benzonitrilo. Si se adiciona
sulfato de amonio y glicerol a la enzima pura se recupera la actividad por el acrilonitrilo. En paralelo
determinan el estado oligomérico de la enzima en presencia de estos agentes estabilizadores y se
observa que estos inducen una asociacion entre las subunidades formando un décamero activo para
ambos sustratos. Las nitrilasas aisladas de varias especies del genero Rhodococcus son dimeros
inactivos; la presencia de altas concentraciones de sustrato, como benzonitrilo también inducen su
asociacion formando decameros o dodecameros cataliticamente activos. Solo la nitrilasa de Klebsiella
0zaenae mantiene una estructura dimérica funcional (Stevenson et al, 1992). Estos resultados sugieren

que la actividad y la especificidad por los sustratos esta en funcion del estado oligomérico de la
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nitrilasa. Desconocemos el estado oligomérico activo de la nitrilasa de R. pyridinovorans, y una de las
perspectivas de este trabajo es estudiar como el estado de oligomerizacion afecta la actividad de esta
enzimay cuales son las determinantes fisicoquimicas de este proceso.

En un trabajo reciente (Soo-Jin et al, 2008) con la nitrilasa de R. rhodochrous ATC 33278, que
hidroliza sustratos alifaticos y aromaticos, obtienen mutantes de la tirosina 142, por alanina, valina o
leucina haciendo a la enzima especifica por benzonitrilo. Este es el primer reporte en el que se
demuetra que un residuo que no forma parte de la triada catalitica se requiere para la actividad de la
enzima. La tirosina 142 esta presente en la secuencia de la nitrilasa de R. pyridinovorans por lo que
resultaria interesenta realizar mutantes en esta posicion y en los residuos de la interfase que nos

proporcionen informacion sobre esta aparente activacion por oligomerizacion

(@) Figura 31. Comportamiento cinético
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Conclusiones

Hasta el momento se ha logrado clonar satisfactoriamente el gen nitA de R. pyridinovorans. No s6lo
se cuenta con el gen dentro del vector pPGEM-T, sino también dentro del vector de expresion pET24-a+.
Con la obtencion y comparacion de las secuencias de las dos clonas obtenidas, junto con la secuencia
del amplificado de PCR, podemos decir con seguridad que durante el proceso de clonacién no se
incorporaron mutaciones a la secuencia. Lamentablemente, la evidencia disponible no es suficiente
para confirmar que los ultimos 18 nucle6tidos del gen clonado sean idénticos a los del gen de la enzima
silvestre. Esto se debe a que los oligonucleotidos que se utilizaron para amplificar el gen se disefiaron
bajo la suposicion de que la secuencia de los extremos del gen nitA era la misma que la del gen de
CAC88237.

Se logrd expresar satisfactoriamente la nitrilasa recombinante en células de E. coli BL21 (DE3)
pLys transformadas con la segunda clona del gen nitA dentro del vector peT24-a+. Para esto, se utilizé
una induccion con 0.5 mM de IPTG a 37°C durante 3 h. Con este sistema de expresion y con una
precipitacion diferencial con (NH4),SO,4 al 20 y 45%, se recuperd una porcién significativa de la
enzima. Se logro purificar y concentrar la enzima a partir del precipitado al 45% tras realizar tres
cromatografias de manera consecutiva. Las columnas que se utilizaron en la purificacion fueron una de
exclusion molecular (Sephacryl S-300), seguida por una de intercambio aniénico (Source Q) con un
gradiente de 200 a 350 mM de 70 min de duracion. Para concentrar la enzima se utilizé de nueva
cuenta la columna de intercambio, pero con un solo pulso de 300 a 500 mM. La enzima se conservé en
el mismo amortiguador en el que salio de la ultima cromatografia (amortiguador P con NaCl 500 mM),
con la adicion de azida de sodio 0.1 mM para evitar la contaminacion microbiana.

La adaptacion del método colorimétrico sirvié para determinar la actividad de esta enzima a partir
de la cuantificacion de amonio producido durante la reaccion. Se pudieron determinar las constantes
cinéticas Ky y Vmax para el benzonitrilo y el valeronitrilo. Los valores de estas constantes indican que la
enzima presenta una actividad mucho mayor para el nitrilo aromatico benzonitrilo que para el nitrilo
alifatico valeronitrilo.

Los logros mencionados han facilitado la obtencion de la nitrilasa de R. pyridinovorans, lo cual abre
un campo de posibilidades para el estudio de esta enzima en aspectos como su asociacion y capacidad
de conversidn de diferentes tipos de nitrilos bajo distintas condiciones. De manera mas especifica, las

propiedades que determinan sus selectividades quirales (enantio-) y posicionales (regio-).
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