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DESCRIPCION
Nitrilo hidratasas tolerantes al cianuro.

El invento se refiere a nitrilo hidratasas tolerantes al cianuro, que proceden en particular de cepas de Pseudomonas
putida o Pseudomonas marginalis, y que tienen una tolerancia aumentada al cianuro, a su utilizacion para la
preparacién de amidas a partir de nitrilos en presencia de cianuros y a unas secuencias de polinucleétidos que
codifican esta enzima.

La reaccion de a-hidroxinitrilos (cianhidrinas) y de a-aminonitrilos para dar las correspondientes amidas mediante
nitrilo hidratasas abre una nueva variante de sintesis para dar a-hidroxiacidos y a-aminoacidos, puesto que las a-
hidroxi- y a-amino-amidas pueden ser saponificadas de un modo sencillo (Process and catalysts for the production of
methionine [Procedimiento y catalizadores para la produccion de metionina]. Ponceblanc, Herve; Rossi, Jean-
Christophe; Laval, Philip; Gros, Georges. (Rhone-Poulenc Animal Nutrition SA, Fr.), (documento de solicitud de
patente internacional WO 2001060789). Alternativamente, las a-hidroxiamidas pueden ser hechas reaccionar
también con hidroxidos de metales alcalinos o alcalino-térreos para dar las correspondientes sales de los
hidroxiacidos. En este contexto se prefiere especialmente la reaccion de la 4-metiltio-a-hidroxibutiramida (amida de
MHA) con el hidroxido de calcio, puesto que la sal de calcio de MHA se puede emplear como aditivo para piensos
directamente como una forma alternativa de producto con respecto a la metionina o el MHA.

No obstante, los a-hidroxinitrilos y a-aminonitrilos se descomponen facilmente para dar aldehidos y acido cianhidrico
o respectivamente aldehidos, acido cianhidrico y amoniaco. El acido cianhidrico resultante es un fuerte agente
inhibidor para casi todas las nitrilo hidratasas conocidas, con la excepciéon de la nitrilo hidratasa prcedente de
Rhodococcus equi XL-1, que en el caso de una concentracion 20 mM de cianuro muestra la mas pequefia pérdida
de actividad que se conoce hasta ahora. (Production of amides from nitriles by Rhodococcus equi cells having a
cyanide resistant-nitrile hydratase. [Produccién de amidas a partir de nitrilos por células de Rhodococcus equi que
tienen una nitrilo hidratasa resistente al cianuro] Nagasawa, Tohru; Matsuyama, Akinobu. (Daicel Chemical
Industries, Ltd., Japdn), (documento de solicitud de patente europea EP 1 266 962 A).

La pequefia productividad del producto, de aproximadamente 8 g de la amida por g de biomasa seca de las células
en reposo, el largo periodo de tiempo de reaccién de 43 horas, y la concentracidon relativamente pequefia del
producto de 75 g/l conducen a la busqueda de unas nitrilo hidratasas mejoradas.

El objetivo del invento aqui descrito consiste, por lo tanto, en poner a disposiciéon un biocatalizador, que no esté
sujeto a estas limitaciones. Ademas de esto, es ventajosa una tolerancia todavia mas alta del biocatalizador frente al
cianuro, puesto que los a-hidroxinitrilos y los a-aminonitrilos se “preparan, para garantizar una conversion quimica
rapida y completa del aldehido, de manera preferida con un exceso de 1-3 % del acido cianhidrico, que permanece
parcialmente en el producto. Por consiguiente, durante la biotransformacién pueden aparecer unas concentraciones
del cianuro que sobrepasan los 20 mM. Los productos secundarios y los reactivos, tales como unas aminas
empleadas como bases auxiliares, no deben de inhibir tampoco a la actividad de la nitrilo hidratasa.

La misién del invento consiste en poner a disposicion unas nitrilo hidratasas, que tengan una estabilidad aumentada
frente a los iones de cianuro presentes en la solucién de reaccién al realizar la conversion quimica de nitrilos en
amidas.

Son objeto del invento unos polinucledtidos aislados, procedentes de microorganismos del género Pseudomonas,
que codifican unos polipéptidos con las secuencias de aminoacidos, que son idénticas en un 97 % hasta un 100 % a
las secuencias de aminoacidos que estan contenidas en las secuencias SEQ ID NO:2 o 3, poseyendo los
polipéptidos, que contienen las secuencias SEQ ID NO:2 o 3, en comun en cada caso la actividad de una nitrilo
hidratasa tolerante al cianuro, o respectivamente formando ellos esta nitrilo hidratasa.

Los polinucleotidos proceden de Pseudomonas marginalis.

Ademas, constituyen un objeto del invento unos polinucleétidos, que se escogen entre el conjunto que se compone
de

a) unos polinucleétidos, que contienen la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO:1 o unas secuencias de
nucledtidos complementarias con ella,

b) unos polinucledtidos, que contienen unas secuencias de nucleétidos, que corresponden a las secuencias
procedentes de a) dentro del marco de la degeneracion del codigo genético,

c) unos polinucledtidos, que contienen unas secuencias de nucledtidos de acuerdo con a), que contienen
unas mutaciones con sentido neutras en su funcion,

d) unos polinucledtidos, que se hibridan en condiciones rigurosas con las secuencias complementarias
procedentes de a) o c),

codificando los polinucleétidos una nitrilo hidratasa tolerante al cianuro.
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Asimismo, son objeto del invento los polipéptidos codificados por estos polinucleétidos con las secuencias SEQ ID
NO:2 o 3, que tienen la actividad de unas nitrilo hidratasas tolerantes al cianuro, procedentes de microorganismos
del género Pseudomonas, que tanto se pueden enriquecer en los microorganismos o se pueden presentar en una
forma aislada. La SEQ ID NO:2 codifica la subunidad alfa de la nitrilo hidratasa, la SEQ ID NO:3 codifica la
subunidad beta de la nitrilo hidratasa, y las SEQ ID NO:5 y 10 codifican unas proteinas activadoras, cuya expresién
concomitante es esencial para la actividad de las nitrilo hidratasas (Nojiri y colaboradores, 1999, Journal of
Biochemistry, 125:696-704).

Conforme al invento, se utilizan unas células anfitrionas, que habian sido transformadas o transfectadas por medio
de los polinucleétidos conformes al invento.

Las células anfitrionas pueden contarse entre los eucariotas o procariotas, para los que se conoce un sistema
estable de expresion, en particular

Como organismo anfitrién sirven de manera preferida los microorganismos, para los que existen sistemas de
expresion, tales como p.ej. Pseudomonas, Pichia, diversas levaduras, Saccharomyces, Aspergillus, o de la familia
de Streptomyces, en particular E. coli. Asimismo se adecuan unos microorganismos del género Rhodococcus.

El ADN de vector se puede introducir en células eucariéticas o procaridticas mediante unas técnicas conocidas de
transformacion o transfeccion.

Los ‘conceptos de “transformacion”, "transfeccion", "conjugacion” y "transducciéon" se refieren a unas medidas
técnicas conocidas a partir del estado de la técnica, con el fin de introducir un ADN ajeno.

Son objeto de la descripcion asimismo unos polinucleétidos, que se componen en lo esencial de una secuencia de
polinucledtidos, y que son obtenibles por escrutinio mediante una hibridacién de un correspondiente banco genémico
de Pseudomonas marginalis, que contiene el gen completo o partes de éste, con una sonda, que contiene las
secuencias de los polinucleétidos conformes al invento procedentes de las SEQ ID NO:1, 4 o 6, 9, o unos
fragmentos de éstas, y el aislamiento de la mencionada secuencia de polinucleétidos.

Los polinucleétidos, que contienen las secuencias de acuerdo con la descripcién, son adecuados como sondas de
hibridacion para un ARN, un ADNc (cromosomal) y un ADN, con el fin de aislar unos acidos nucleicos o
respectivamente unos polinucleétidos o unos genes en su plena longitud, que codifican las proteinas conformes al
invento, o con el fin de aislar aquellos acidos nucleicos o respectivamente polinucleétidos o genes, que tienen una
alta similaridad de las secuencias con las de los genes conformes al invento. Ellos se pueden aplicar asimismo como
una sonda sobre unos denominados conjuntos (en inglés "arrays"), micro conjuntos (en inglés "micro arrays") o
chips de ADN (en inglés "DNA chips"), con el fin de detectar y determinar los correspondientes polinucleétidos o
unas secuencias derivadas de éstos, tales como p.ej. un ARN o un ADNc.

Los polinucledtidos, que contienen las secuencias de acuerdo con la descripcion, son adecuados ademas como
cebadores, con cuya ayuda, por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR acrénimo de Polymerase
Chain Reaction) se puede producir un ADN de genes, que codifican las proteinas conformes al invento.

Aquellos oligonucleétidos, que sirven como sondas o cebadores, contienen por lo menos 25 6 30, de manera
preferida por lo menos 20, de manera muy especialmente preferida por lo menos 15 nucleétidos consecutivos.
Asimismo, se adecuan unos oligonucleétidos con una longitud de por lo menos 40 6 50 nucledtidos. Eventualmente
también se adecuan unos oligonucleétidos con una longitud de por lo menos 100, 150, 200, 250 6 300 nucledtidos.

El concepto de "aislado" significa separado a partir de su entorno natural.

El concepto de "polinucledtido" se refiere por lo general a unos polirribonucledtidos y polidesoxirribonucleétidos,
pudiendo tratarse de ARN o ADN no modificados o de ARN o ADN modificados.

Los polinucleétidos conformes al invento incluyen unos polinucleétidos de acuerdo con la SEQ ID NO:1 y también
aquéllos, que son idénticos por lo menos en un 90 %, 93 %, 95 %, 97 % 0 99 % con los polinucleétidos de acuerdo
con la SEQ ID NO:1.

Por el concepto de "polipéptidos" se entienden unos péptidos o unas proteinas, que contienen dos o mas
aminoacidos unidos a través de enlaces peptidicos.

Los polipéptidos de acuerdo con el invento comprenden unos polipéptidos de acuerdo con las secuencias SEQ ID
NO:2 y 3, y también aquéllos, que son idénticos por lo menos en un 97 % 0 99 % a los polipéptidos de acuerdo con
las secuencias SEQ ID NO:2 y 3.

Las secuencias de ADN obtenidas a partir del deseado banco gendmico se pueden investigar entonces con unos
algoritmos o respectivamente con unos programas de analisis de secuencias conocidos, tales como p.ej. el de
Staden (Nucleic Acids Research 14, 217-232 (1986)), el de Marck (Nucleic Acids Research 16, 1829-1836 (1988)) o
el programa GCG de Butler (Methods of Biochemical Analysis 39, 74-97 (1998)).
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Las secuencias codificadoras de ADN, que se establecen a partir de las secuencias contenidas en la SEQ ID NO:1 a
través de la degeneracion del codigo genético, son asimismo una parte componente del invento. De igual manera
son una componente del invento unas secuencias de ADN, que se hibridan con estas secuencias o con partes de
ellas en condiciones rigurosas. En el mundo especializado se conocen ademas unos intercambios conservativos de
aminodcidos tales como p.ej. el intercambio de glicina por alanina o el de acido aspartico por acido glutamico en
proteinas como "mutaciones con sentido" (en inglés "sense mutations"), que no conducen a ninguna modificacion
fundamental de la actividad de la proteina, es decir que son neutras en su funcién. Ademas es conocido el hecho de
que unas modificaciones realizadas junto al extremo terminal de N y/o C de una proteina no perjudican
esencialmente a la funciéon de ésta, o incluso pueden estabilizarla. Unos datos respecto a esto los encuentra un
experto en la especialidad, entre otros lugares, en las citas de Ben-Bassat y colaboradores (Journal of Bacteriology
169:751-757 (1987)), de O'Regan y colaboradores (Gene 77:237-251 (1989)), de Sahin-Toth y colaboradores
(Protein Sciences 3:240-247 (1994)), de Hochuli y colaboradores (Bio/Technology 6:1321-1325 (1988)) y en
conocidos manuales de la genética y la biologia molecular.

Finalmente, constituyen una parte componente de la descripcion unas secuencias de ADN, que se producen por
medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) mediando utilizacion de unos cebadores, que se establecen
a partir de las SEQ ID NO: 1, 4, 6 y 9. Tales oligonucleétidos tienen tipicamente una longitud de por lo menos 15
nucleotidos consecutivos, en particular de 20, 30 o0 40 de ellos.

Unas instrucciones para la identificacion de secuencias de ADN mediante hibridacion, las encuentra un experto en la
especialidad, entre otros lugares, en el manual "The DIG System Users Guide for Filter Hybridization (Guia para los
usuarios del sistema DIG para la hibridaciéon en filtro)" de la entidad Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim,
Alemania, 1993) y en la cita de Liebl y colaboradores (International Journal of Systematic Bacteriology [revista
internacional de bacteriologia sistematica] 41: 255-260 (1991)). La hibridacion tiene lugar en condiciones rigurosas,
es decir que se forman solamente unos hibridos, en los que la sonda y la secuencia diana, es decir los
polinucledtidos tratados con la sonda, son idénticas/os en por lo menos un 90 %. Es conocido que la rigurosidad de
la hibridacién, inclusive las etapas de lavado, es (son) influida(s) o respectivamente determinada(s) por variacion de
la composicion de los tampones, de la temperatura y de la concentracion de sales. La reacciéon de hibridacion se
lleva a cabo por lo general con una rigurosidad relativamente baja en comparacion con la de las etapas de lavado
(Hybaid Hybridisation Guide, Hybaid Limited, Teddington, Reino Unido, 1996).

Para la reaccion de hibridacion se puede emplear, por ejemplo, un tampén 5x SSC a una temperatura de
aproximadamente 50°C - 68°C. En este caso, unas sondas se pueden hibridar también con unos polinucleétidos,
que tienen una identidad de menos que un 70 % con la secuencia de la sonda. Tales hibridos son menos estables y
se eliminan mediante lavado en condiciones rigurosas. Esto se puede conseguir, por ejemplo, mediante una
disminucion de la concentracion de sales a 2x SSC y eventualmente a continuaciéon a 0,5x SSC (The DIG System
User's Guide for Filter Hybrisation, Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania, 1995), ajustdndose una
temperatura de aproximadamente 50°C - 68°C. Es conforme al invento el hecho de disminuir la concentracién de las
sales hasta una concentracion correspondiente a 0,1x SSC. Mediante un aumento escalonado de la temperatura de
hibridacion, en escalones de aproximadamente 1 - 2°C desde 50°C hasta 68°C, se pueden aislar unos fragmentos
de polinucleodtidos, que poseen por ejemplo una identidad de por lo menos un 90 % hasta un 95 % con respecto a la
secuencia de la sonda empleada. Otfras instrucciones adicionales para la hibridacion son obtenibles en el comercio
en forma de los denominados estuches (p.ej. el DIG Easy Hyb de la entidad Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemania, n° de catalogo 1603558).

Unas instrucciones para la amplificacion de secuencias de ADN con ayuda de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) las encuentra un experto en la especialidad, entre otros lugares, en el manual de Gait:
Oligonukleotide synthesis: A Practical Approach (Sintesis de oligonucleétidos: Un enfoque practico) (IRL Press,
Oxford, UK, 1984) y en la cita de Newton y Graham: PCR (Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Alemania,
1994).

Por lo general, se procede de tal manera que se clona un gen bien expresable en un vector con un bajo nimero de
copias, y los genes que tienen un rendimiento de expresion mas débil se clonan en un vector con un nimero mas
alto de copias y/o con un promotor fuerte. Las células anfitrionas son transformadas con estos vectores de tal
manera que, en comparacion con el organismo de partida, ellas contengan por lo menos en cada caso una copia
adicional de las secuencias de nucleétidos que codifican la formacion de la nitrilo hidratasa.

Los microorganismos transformados o recombinantes, producidos de esta manera, en particular los del género
Pseudomonas, son asimismo una parte constituyente del invento.

Se encontré que el refuerzo de los genes, que codifican la nitrilo hidratasa conforme al invento y la proteina auxiliar
P47K en microorganismos, conducen a una produccion aumentada de la nitrilo hidratasa o también a una actividad
aumentada de la nitrilo hidratasa.

El concepto de "refuerzo" describe en este contexto el aumento de la actividad intracelular en un microorganismo de
una o varias enzimas, que es (son) codificada(s) por el correspondiente ADN, mediante el recurso de que, por
ejemplo, se aumenta el nimero de copias del gen o respectivamente de los genes, de que se utiliza un promotor
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fuerte o de que se utiza un gen, que codifica una correspondiente enzima con una alta actividad, y eventualmente se
combinan estas medidas técnicas, en comparacion con el organismo de partida no recombinado.

Para la consecucion de una sobreexpresion se puede mutar la regién de promotor y de regulacion o el sitio de
fijacion a ribosomas, que se encuentra situado secuencia arriba del gen estructural. De igual manera, actian unos
casetes de expresion, que son incorporados secuencia arriba del gen estructural. Por medio de unos promotores
inducibles es adicionalmente posible aumentar la expresion en el transcurso de la produccién de aminoacidos por
fermentaciéon. Mediante unas medidas técnicas destinadas a la prolongacién de la duracién de vida util del ARN-m
(mensajero) se mejora asimismo la expresion.

Ademas, mediante evitacion de la degradacion de la proteina enzimatica se refuerza asimismo la actividad
enzimatica. Los genes o las construcciones artificiales de genes o bien pueden presentarse en plasmidos con
diferentes numeros de copias, o se pueden integrar y amplificar en el cromosoma. Alternativamente, se puede
conseguir ademas una sobreexpresion de los correspondientes genes mediante una modificacion de la composicion
de los medios y mediante una realizacién de la cultivacion.

Asimismo son un objeto del invento

1) un procedimiento para la preparacion enzimatica de amidas a partir de nitrilos, que comprende las
siguientes etapas:

a) reaccion de un compuesto, que contiene un(os) grupo(s) nitrilo, con una enzima microbiana, que
tiene actividad de una nitrilo hidratasa y

b) separacion de la amida formada, realizandose que

c) para la conversion quimica del nitrilo en la amida se emplea una nitrilo hidratasa conforme al
invento. La actividad restante de ésta, después de la conversién quimica de metacrilonitrilo en
presencia de 20 mM (mM = mmol/l) de iones de cianuro a 20°C después de 30 min, es por lo
menos de un 90 % de la actividad restante de la misma enzima, cuando ésta se habia empleado
para la reaccion en ausencia de iones de cianuro, en unas condiciones por lo demas idénticas.

2) un procedimiento de acuerdo con 1), caracterizado porque la actividad restante después de la reaccion en
presencia de 50 mM de iones de cianuro es de por lo menos 60 %,

3) un procedimiento de acuerdo con 1) o 2), caracterizado porque se emplean unos microorganismos que
producen y contienen la enzima, o un material lisado de éstos.

4) un procedimiento de acuerdo con 3), caracterizado porque se emplean células en reposo del
microorganismo,

5) un procedimiento de acuerdo con 1) o 2), caracterizado porque se emplea la enzima purificada,

6) un procedimiento de acuerdo con 1) hasta 5), caracterizado porque la enzima procede de microorganismos
de la especie Pseudomonas putida o Pseudomonas marginalis.

7) un procedimiento de acuerdo con 6, caracterizado porque la enzima procede de microorganismos del
género Pseudomonas, presentado bajo los nimeros DSM 16275 y DSM 16276, y tiene las secuencias de
aminoacidos con las secuencias SEQ ID NO:2 y 3,

8) un procedimiento de acuerdo con uno o varios de los puntos 1) hasta 7), caracterizado porque se hacen
reaccionar unos compuestos de las férmulas generales

CN

(I)

R®-CN (II)
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en las que significan:
X: OH, H, alquilo con 1 hasta 4 atomos de C, NH;

R: H, un radical alquilo saturado con 1 a 12 atomos de C, ramificado o sin ramificar, eventualmente
sustituido con NHa,

radicales alquilo insaturados, con un enlace doble y con 1 a 12 atomos de C, ramificados o sin
ramificar, grupos cicloalquilo con 3 a 6 4tomos de C,

radicales alquileno sustituidos con grupos alquiltio, correspondiendo el alquilo en este caso a un
radical de C1 a C3 y el alquileno a un radical divalente de C3 a Cs,

R': H, cuando R no signifique H, alquilo con 1 a 3 atomos de C,

R": un anillo insaturado de uno o dos nucleos, con 6 a 12 atomos de C, eventualmente sustituido con
uno o dos grupos alquilo de C1- C3, Cl, Bro F,

un radical alquil-nitrilo monovalente con 1 a 6 atomos de C
para dar las correspondientes amidas,

un procedimiento de acuerdo con 8), caracterizado porque se hace reaccionar un compuesto de la formula
general (I) en presencia de acido cianhidrico o de una sal del acido cianhidrico,

un procedimiento de acuerdo con 9), caracterizado porque la reaccidon se lleva a cabo en presencia de
0,1 % en moles hasta 3 % en moles de cianuro, referido al nitrilo empleado, de manera preferida de > 2
hasta 3 % en moles. Esto corresponde en el caso de una concentracion final de 1 mol con 3 % en moles a
30 mMol de cianuro,

un procedimiento de acuerdo con uno o varios de los puntos 1) hasta 10) caracterizado porque como nitrilo
se emplea el nitrilo de metionina,

un procedimiento de acuerdo con uno o varios de los puntos 1) hasta 10), caracterizado porque como nitrilo
se emplea el 2-hidroxi-4-metiltio-butironitrilo.

De manera preferida se emplea una mezcla de reaccidon, como la que se obtiene cuando se hacen
reaccionar de acuerdo con el estado de la técnica el acido cianhidrico y el 3-metiltio-propionaldehido en
presencia de una base auxiliar tal como p.ej. trietilamina.

Esta se puede emplear ventajosamente sin ninguna purificacion.
Esto apunta a la estabilidad adicional de las enzimas conformes al invento frente a aldehidos y aminas.

Un procedimiento, en el que como compuesto precursor para la metacrilamida se emplea el 2-hidroxi-2-
metil-propionitrilo.

El invento esta orientado asimismo a microorganismos aislados y purificados del género Pseudomonas,
presentados bajo los numeros DSM 16275 (MA32, Pseudomonas marginalis) y DSM 16276 (MA113,
Pseudomonas putida), y

Nitrilo hidratasas tolerantes al cianuro, aisladas a partir de las cepas del género Pseudomonas, en
particular a partir de las cepas presentadas bajo los nUmeros DSM 16275 y DSM 16276 de Pseudomonas
putida y Pseudomonas marginalis,

La presentacion se efectué el 09.03.2004 en la DSMZ, Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen
(Coleccion alemana de microorganismos y cultivos celulares) en Braunschweig, Alemania, segin el Convenio de
Budapest.

Estas cepas son especialmente adecuadas para producir las enzimas conformes al invento.

El concepto de "microorganismos aislados y purificados" se refiere a unos microorganismos, que se presentan en
una concentracion mas alta que de un modo natural.

Asimismo, es un objeto de la descripcidon un procedimiento para la preparacion de la nitrilo hidratasa tolerante al
cianuro antes descrita, en cuyo caso

a)

se fermenta un microorganismo que produce esta nitrilo hidratasa, en particular del género Pseudomonas
marginalis o Pseudomonas putida, en unas condiciones, en las que la enzima se forma en el
microorganismo, y
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b) como muy pronto después de haber pasado por la fase de crecimiento logaritmico, se cosechan las células.
A continuacién se emplea

a) o bien el microorganismo, que contiene la enzima, como en forma de células en reposo, eventualmente después
de haber aumentado la permeabilidad de la membrana celular, o

b) el material lisado de las células, o
c) la enzima aislada a partir de las células del microorganismo con unas medidas técnicas conocidas
para la transformacién conforme al invento de nitrilos en amidas.

En el caso de la nitrilo hidratasa se puede tratar tanto de una enzima producida con microorganismos no
recombinantes como también de una enzima producida de un modo recombinante.

Son un objeto de la descripcién ademas,unos procedimientos para la produccién recombinante de los polipéptidos
conformes al invento, cultivandose un microorganismo que produce estos polipéptidos, induciéndose eventualmente
la expresion de los respectivos polinucledtidos y aislandose las enzimas eventualmente a partir del cultivo.

Por lo general se trata de un procedimiento, en el que

a) se fermentan unos microorganismos, en particular del género Pseudomonas marginalis o Pseudomonas
putida, en los que se refuerzan, en particular se sobreexpresan por medios recombinantes, unos
polinucledtidos aislados a partir de microorganismos de la familia Pseudomonas, que codifican unos
polipéptidos con las secuencias de aminoacidos, que son idénticas en un 90 hasta 100 % a las secuencias
de aminoacidos que estan contenidas en las secuencias SEQ ID NO:2, 3y 5,07, 8 y 10, poseyendo los
polipéptidos en cada caso en comun la actividad de una nitrilo hidratasa tolerante al cianuro,

b) a partir de estos microorganismos se aisla eventualmente la enzima con la actividad de nitrilo hidratasa o se
produce una fraccion proteinica, que contiene esta enzima, y

c) se transfiere el microorganismo de acuerdo con a) o la enzima de acuerdo con la fraccion b), o que contiene
a ésta, a un medio, que contiene un compuesto que contiene grupos nitrilo, de las férmulas generales (1) y

().

El medio de cultivo que se debe de utilizar para la fermentacion tiene que satisfacer de un modo adecuado los
requisitos de las respectivas cepas. Unas descripciones de medios de cultivo para diferentes microorganismos estan
contenidas en el manual "Manual of Methods for General Bacteriology" (Manual de métodos de bacteriologia
general) de la American Society for Bacteriology (Washington D.C., USA, 1981).

Como fuente de carbono se pueden utilizar azicares e hidratos de carbono tales como p.ej. glucosa, sacarosa,
lactosa, fructosa, maltosa, una melaza, un almidén y una celulosa, aceites y grasas tales como p.ej. aceite de soja,
aceite de girasol, aceite de cacahuete y grasa de coco, acidos grasos tales como p.ej. acido palmitico, acido
estearico y acido linoleico, alcoholes tales como p.ej. glicerol y etanol, y acidos organicos tales como p.ej. acido
acético. Estas sustancias se pueden utilizar individualmente o como una mezcla.

Como fuente de nitrégeno se pueden utilizar ventajosamente nitrilos organicos o amidas de acidos tales como
acetonitrilo, acetamida, metacrilonitrilos, metacrilamida, isobutironitrilo, isobutiramida o wurea, también en
combinacién con otros compuestos que contienen nitrégeno, tales como peptonas, un extracto de levadura, un
extracto de carne, un extracto de malta, agua de maceraciéon de maiz, harina de soja, y/u otros compuestos
inorganicos tales como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de
amonio. Las fuentes de nitrégeno se pueden utilizar individualmente o como una mezcla.

Como fuente de fosforo se pueden utilizar acido fosférico, dihidrogeno-fosfato de potasio o hidrégeno-fosfato de
dipotasio, o las correspondientes sales que contienen sodio. El medio de cultivo debe de contener ademas unas
sales de metales, tales como p.ej. sulfato de magnesio o sulfato de hierro, que son necesarias para el crecimiento.
Finalmente, se pueden emplear unas sustancias esenciales para el crecimiento tales como aminoacidos y vitaminas,
adicionalmente a las sustancias arriba mencionadas. Las sustancias de partida mencionadas se pueden afadir al
cultivo en forma de una tanda Unica o se pueden administrar como alimento de una manera adecuada durante la
cultivacion.

Para realizar el control del valor del pH del cultivo se emplean de un modo adecuado unos compuestos de caracter
basico tales como hidroxido de sodio, hidroxido de potasio, amoniaco o respectivamente agua amoniacal, o unos
compuestos de caracter acido tales como acido fosforico o acido sulfurico. Para realizar la represion del desarrollo
de espuma se pueden emplear agentes antiespumantes tales como p.ej. ésteres de poliglicoles con acidos grasos.
Con el fin de mantener unas condiciones aerobias, se introduce(n) en el cultivo oxigeno o unas mezclas gaseosas
que contienen oxigeno, tales como p.ej. aire. La temperatura del cultivo se sitia normalmente en 10°C hasta 40°C y
de manera preferida en 10°C hasta 30°C. Se prosigue el cultivo hasta que él haya sobrepasado la fase de
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crecimiento logaritmico. Este objetivo se alcanza normalmente en el transcurso de 10 horas hasta 70 horas. A
continuacién de esto, de manera preferida las células se cosechan, se lavan y se recogen en un tampén como una
suspensién a un valor del pH de 6-9, en particular de 6,8 a 7,9. La concentracion de las células es de 1 - 25 %, en
particular de 1,5 a 15 % (peso en humedo/volumen). La permeabilidad se puede aumentar con métodos fisicos o
quimicos, p.ej. con tolueno, tal como se describe en la cita de Wilms y colaboradores, J. Biotechnol., tomo 86 (2001),
19-30, de tal manera que el nitrilo que debe de ser transformado pueda atravesar la pared celular y la amida pueda
salir.

Se hacen reaccionar de manera preferida los siguientes nitrilos:

mononitrilos saturados:

acetonitrilo, propionitrilo, butironitrilo, isobutironitrilo, valeronitrilo, isovaleronitrilo, capronitrilo
dinitrilos saturados:

malononitrilo, succinonitrilo, glutaronitrilo, adiponitrilo

mono- y dinitrilos aromaticos, sin sustituir y sustituidos:

benzonitrilo, 2,6-difluoro-benzonitrilo, ftalonitrilo, isoftalonitrilo, tereftalonitrilo,
a-amino-nitrilos:

a-amino-propionitrilo, a-aminometiltio-butironitrilo, a-amino-butironitrilo, amino-acetonitrilo, todos los nitrilos que se
derivan de aminoacidos naturales, a-amino-3,3-dimetil-propionitrilo, a-amino-2,3-dimetil-propionitrilo

nitrilos con grupos carboxilo:

acido cianoacético

B-amino-nitrilos:

amino-3-propionitrilo

nitrilos insaturados:

acrilonitrilo, metacrilonitrilo, cianuro de alilo, crotononitrilo

a-hidroxi-nitrilos:

a-hidroxi-n-propionitrilo, a-hidroxi-n-butironitrilo, a-hidroxi-isobutironitrilo, a-hidroxi-n-hexanonitrilo, a-hidroxi-n-
heptanonitrilo, a-hidroxi-n-octanonitrilo, a,y-dihidroxi-,3-dimetil-butironitrilo, la cianhidrina de acroleina, la cianhidrina

de metacrilaldehido, 3-cloro-lactonitrilo, 4-metiltio-a-hidroxibutironitrilo y a-hidroxifenil-propionitrilo.

La concentracion de los nitrilos que deben ser hechos reaccionar en la solucién de reaccién no esta restringida a
determinados intervalos.

Con el fin de evitar una inhibicién de la actividad enzimatica por medio del substrato, la concentracién del nitrilo se
mantiene por lo general en 0,02 hasta 10 p/p% (= % en peso/peso), en particularen 0,1 hasta 2 p/p%, referida a la
cantidad del biocatalizador como masa celular seca. El substrato se puede afiadir al comienzo de la reaccion en su
totalidad o en el transcurso de la reaccion de una manera continua o discontinua.

La determinacion del peso en seco se efectua con el equipo Moisture Analyser MA 45 (de Sartorius).

Cuando la solubilidad del compuesto de nitrilo en el sistema acuoso de reacciéon sea demasiado pequefia, se puede
afiadir un agente solubilizante.

Sin embargo, la reaccién se puede llevar a cabo alternativamente también en un sistema bifasico de agua y un
disolvente organico.

En el caso de la utilizacién de células del microorganismo como un material activo enzimaticamente, la cantidad de
las células empleadas en relacion con la cantidad del substrato es de manera preferida de 0,02 a 10 p/p% como
masa celular secada.

También es posible inmovilizar la enzima aislada segun unas técnicas conocidas por lo general y emplearla
entonces en esta forma.

La reaccion se lleva a cabo por lo general a unas temperaturas de -5°C a 50°C, en particular de 0°C a 30°C, y
durante un periodo de tiempo de 0,1 a 100 horas.
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El valor del pH que debe de ser respetado de la mezcla de reaccion no esta restringido a determinados valores
mientras tanto que la actividad enzimatica no sea perjudicada. Después de la reaccién, la amida formada se puede
separar y purificar desde la solucién de reaccion, tal como es conocido.

Asimismo, es objeto del invento un procedimiento, en el que la amida o respectivamente la solucién que contiene la
amida, se separa, por ejemplo, con respecto de la biomasa, y la amida o bien se saponifica para dar el
correspondiente acido, o se hace reaccionar mediando adicién de hidréxidos de metales alcalinos o alcalino-térreos,
para dar las correspondientes sales de los acidos. De manera preferida, la amida de MHA se saponifica con
hidréxido de calcio y se aisla la correspondiente sal de calcio.

Ejemplos
Ejemplo 1

Condiciones de cultivacion

Los cultivos previos se cultivaron en tubitos de vidrio en el transcurso de 24 h mediando sacudimiento a 30°C en un
volumen de 5 ml. Se inocularon 100 ml del cultivo principal con 1 ml del cultivo previo y se sacudié durante 42 h a

25°C en un matraz de Erlenmeyer con un volumen total de 1.000 ml.

Medio para el cultivo previo (pH 7,0)

KoHPO, 79
KH2PO4 39
Citrato de Na 0,59
Glicerol 249
FeSO4 * 7 H,0 0,004 g
MgSO,* 7 H.0 0,19
Acetamida 29
Solucién de sales de elementos traza 0,1 ml

Agua desmineralizada

hasta 1.000 ml

Medio para el cultivo principal (pH 7,0)

KoHPO4 79
KHzPO, 39
Citrato de Na 0,59
Glicerol 29
FeSQO4 * 7 H,O 0,004 g
MgSO4* 7 H.0 0,19
Acetamida 1049
Solucién de sales de elementos traza 0,1 ml

Agua desmineralizada

hasta 1.000 ml

Solucién de sales de elementos traza

EDTA, Naz * 2 H,0

158 mg

NazMOO4 *2 Hzo

4,7 mg
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ZnS0O4 * 7 H0 70 mg
MnSQOq * 4 H,O 18 mg
FeSO,4 * 7 H20 16 mg
CuSO4 * 5 H0 4,7 mg
CoSO04 * 6 H0 5,2 mg

Agua desmineralizada

hasta 1.000 ml

Ejemplo 2

Aislamiento e identificacion de los microorganismos

Las dos cepas MA32 y MA113 se seleccionaron mediante determinacién de la actividad de nitrilo hidratasa de las
células en reposo en presencia de cianuro de potasio 2 mM.

Propiedades de MA32:
forma de las células
anchura
longitud
movilidad
flagelos
reaccion gram
lisis mediante KOH al 3 %
aminopeptidasa (de Cerny)
oxidasa
catalasa
crecimiento a 41°C
aprovechamiento del substrato
adipato
citrato
malato
fenil-acetato
D-glucosa
maltosa
manitol
arabinosa
manosa
trehalosa
sorbitol
eritrol

citraconato

bastoncillos
0,6-0,8um
1,5-3,0 um
+

polares > 1

+

10




10

15

20

25

30

35

inositol
ADH
ureasa
hidrélisis de gelatina
hidrolisis de esculina
levano a partir de sacarosa
desnitrificacion
lecitinasa
fluorescencia

piocianina

El perfil de los acidos grasos celulares es tipico para el conjunto | de las Pseudomonadas

El andlisis de un segmento con una longitud de 484 pb (pares de bases) del ARNr 16S establecié una coincidencia

ES 2382335713

+

del 100 % con la secuencia de Pseudomonas marginalis

Tomando en cuenta todos los datos, el MA32 pudo ser identificado como Pseudomonas marginalis.

Propiedades de MA113:
forma de las células
anchura
longitud
movilidad
flagelos
reaccion gram
lisis mediante KOH al 3 %
aminopeptidasa (de Cerny)
oxidasa
catalasa
crecimiento a 41°C
aprovechamiento del substrato
adipato
citrato
malato
fenil-acetato
D-glucosa
maltosa
manitol
arabinosa
manosa

trehalosa

bastoncillos
0,6 -0,8 um
1,5-3,0 ym
+

polares > 1

+

11
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inositol -
B-alanina +
a-cetoglutarato +
bencilamina +
hipurato +
azelato +
D-mandelato +
ADH +

ureasa -
hidrélisis de gelatina -
hidrolisis de esculina -
levano a partir de sacarosa -
desnitrificacion -
lecitinasa -
fluorescencia +
piocianina -
El perfil de los acidos grasos celulares es tipico para el conjunto | de las Pseudomonadas

El analisis de un segmento con una longitud de 476 pb del ARNr 16S establecioé una coincidencia del 100 % con la
secuencia de Pseudomonas putida

Tomando en cuenta todos los datos, el MA113 pudo ser identificado como Pseudomonas putida.
Ejemplo 3
Determinacion de la actividad enzimatica

Las células se cultivaron tal como se ha descrito en el Ejemplo 1, se separaron mediante centrifugacion con respecto
del medio de cultivo y se resuspendieron en el tampon clasico (un tampén de fosfato de potasio 50 mM, de pH 7,5).
50 ul de esta suspension de células se afiadieron a 700 pl del tampdn clasico y, para la iniciacion de la reaccion, se
mezclaron con 250 pl de una solucion 200 mM del nitrilo en el tampon clasico. La concentracion de las células en la
suspension celular se habia de dimensionar en este caso de tal manera que, después de 10 min a 20°C, el nitrilo
hubiese sido convertido quimicamente en un 5-30 %. Después de 10 min a 20°C, se interrumpid la reaccion
mediante adicion de 20 pl de un acido fosférico semiconcentrado y las células se separaron mediante centrifugacion.

Analitica por HPLC

Columna Intersil ODS-3V (de GL Sciences Inc.)

Fase movil una mezcla de un tampén de fosfato de potasio 10 mM, de pH 2,3, y de
acetonitrilo en la relacion de 85:15 para el nitrilo de metionina, el nitrilo de MHA y
la cianhidrina de acetona, o respectivamente de 99:1 para todos los otros

substratos
Caudal 1 ml/min
Deteccion por UV a 200 nm

La actividad de una U (unidad) se define como la cantidad de la enzima, que convierte quimicamente a 1 pmol de
metacrilonitrilo en un minuto para dar la amida. Si junto a la amida se formé también el acido, entonces una U se
define como la cantidad de la enzima que convierte quimicamente a 1 umol de metacrilonitrilo en un minuto para dar
la amida y el &cido.

12
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En la Figura 1y en la Figura 2 se representan las actividades relativas de las cepas MA32 y MA113.
Ejemplo 4
Influencia del cianuro sobre la actividad de la nitrilo hidratasa

50 pl de una suspensién celular producida de una manera analoga a la del Ejemplo 3 se afiadieron a 700 pl del
tampon clasico, que contenia 0; 21,4; 53,6 y 107,1 mM de cianuro de potasio (concentracion final 0, 20, 50, 100 mM
de cianuro). Para la iniciacion de la reaccion se afadieron 200 pl de una solucién 200 mM del nitrilo en el tampdn
clasico, que tenia en cada caso la misma concentracion de cianuro que la solucion de reaccion restante. La
concentracion de las células en la suspension celular se habia de dimensionar en este caso de tal manera que el
nitrilo se hubiese convertido quimicamente en un 16 % en la tanda sin cianuro, después de 10 min a 20°C. Después
de 10 min a 20°C, la reaccion se interrumpié mediante adicion de 20 ul de acido fosférico semiconcentrado y se
determind el grado de conversion de una manera analoga a la del Ejemplo 2.

En la Figura 3 y en la Figura 4 se representan las actividades relativas para la conversién quimica de metacrilonitrilo
en dependencia de la concentracion de cianuro.

Ejemplo 5
Reaccion de la cianhidrina de acetona con células en reposo de Pseudomonas marginalis MA32

Unas células de Pseudomonas marginalis MA32 se cultivaron tal como se ha descrito en el Ejemplo 1 y se
separaron por centrifugacion. Una cantidad de las células tal que contenia 1,16 g de la biomasa seca, se diluy6 con
un tampon de fosfato de potasio 50 mM de pH 8,0 hasta llegar a un volumen final de 50 ml. Adicionalmente, a la
mezcla de reaccion se le afiadieron 0,02 mM de acido 2-metil-1-propano-borénico. La cianhidrina de acetona recién
destilada se afadid a 4°C mediando agitacién enérgica de una manera continua, con una velocidad tal que la
concentracion durante la reaccion no sobrepasase en ningdn momento los 5 g/l. El valor del pH se mantuvo
constante en 7,5. La vigilancia de la reaccion se llevé a cabo mediante una HPLC (cromatografia en fase liquida de
alto rendimiento) tal como se ha descrito en el Ejemplo 3. Después de 140 min habian reaccionado totalmente 10,0
g del nitrilo para dar 10,7 g de la amida y 1,4 g del &cido.

En la Figura 5 se representa el transcurso cronoldgico de la reaccion que se consiguio con la cepa MA113.
Ejemplo 6
Reaccion del nitrilo de MHA en bruto con células en reposo de Pseudomonas marginalis MA32

Unas células de Pseudomonas marginalis MA32 se cultivaron tal como se ha descrito en el Ejemplo 1 y se
separaron por centrifugacion. Una cantidad de las células tal que contenia 0,34 g de la biomasa seca, se diluy6 con
un tampon de fosfato de potasio 50 mM de pH 8,0 hasta llegar a un volumen final de 70 ml. Adicionalmente, a la
mezcla de reaccién se le afiadieron 0,02 mM de acido 2-metil-1-propano-borénico. El nitrilo de MHA en bruto se
afadio a 4 °C mediando agitacién enérgica de manera continua con una velocidad tal que la concentraciéon durante
la reaccion no sobrepasase en ningin momento los 10 g/l. El valor del pH se mantuvo constante en 8,0. La vigilancia
de la reaccion se llevé a cabo mediante una HPLC tal como se ha descrito en el Ejemplo 2. Después de 510 min
habian reaccionado totalmente 10,05 g del nitrilo para dar 11,13 g de la amida y 0,31 g del acido. Esto corresponde
a una concentracion final de 139 g de la amida por litro.

El nitrilo de MHA habia sido preparado directamente a partir de 3-metiltio-propionaldehido y de un ligero exceso de
acido cianhidrico. Una solucion 50 mM de este nitrilo de MHA en agua contenia 0,5 mM de cianuro (Spektroquant®,
de Merck).

En la Figura 6 se representa el transcurso cronoldgico de la reaccién, que se consiguié con la cepa MA32.
Ejemplo 7

Clonacion del racimo de genes para la nitrilo hidratasa de Pseudomonas marginalis MA32 y construccion de un
vector de expresion

El racimo de genes para la nitrilo hidratasa, que contiene una subunidad a, una subunidad § y una proteina
activadora de la nitrilo hidratasa, cuya expresion concomitante es esencial para la actividad de la nitrilo hidratasa
(Nojiri y colaboradores, 1999, Journal of Biochemistry, 125:696-704), se amplificd por una PCR con los cebadores
1F y 1R, que introdujeron unos sitios de corte para las enzimas de restriccion Ndel y Hindlll. El producto de PCR asi
obtenido se ligé en un vector cortado con Ndel y Hindllll, en el que los genes introducidos estan bajo el control del
promotor de ramnosa. El vector de expresion que se formé de esta manera, se denomina pKE31.

El mapa de restriccion se encuentra en la Figura 7 y la secuencia esta dentro de la SEQ ID NO:1.
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El plasmido de expresion fue transformado en el seno de la cepa de E. coli DSM 14459, que habia sido presentada
en la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) el dia 22.08.2001.

Cebador:

-

1F 5°-CTC CAC CAT ATG AGT ACA GCT ACT TCA ACG -3

1R |57-CTT CAT AAG CTT CTA TCT CGG ATC ARA TGG-3°

1F: SEQ ID NO:11
1R: SEQ ID NO:12

Los genes se encuentran en los segmentos de la SEQ ID NO:1: (nt = nucledtidos)

gen para la subunidad a; nt 25-609

gen para la subunidad f3: nt 650-1.312
gen para la proteina activadora:  nt 1.309-2.577
Ejemplo 8

Clonacion del racimo de genes para la nitrilo hidratasa de Pseudomonas putida MA113

El racimo de genes para la nitrilo hidratasa, que se compone de una subunidad a, una subunidad 8 y una proteina
activadora de la nitrilo hidratasa, cuya expresién conjunta es esencial para la actividad de la nitrilo hidratasa (Nojiri y
colaboradores, 1999, Journal of Biochemistry, 125:696-704), se amplificd por una PCR con los cebadores 1F y 1R.

La secuencia se encuentra dentro de la SEQ ID NO:6.

Cebador:

2F |5°-ATG ACG GCA ACT TCA ACC CCT GGT G-3°

2R 5‘-TCA GCT CCT GTC GGC AGT CG-3°

2F: SEQ ID NO:13
2R: SEQ ID NO:14

Los genes se encuentran en los segmentos de la SEQ ID NO:5:

gen para la subunidad a: nt 1-582

gen para la subunidad f3: nt 624-1.286
gen para la proteina activadora:  nt 1.283-2.360
Ejemplo 9

Expresion heterdloga de las nitrilo hidratasas procedentes de Pseudomonas marginalis MA32 en E. coli DSM 14459
E. coli DSM 14459 fue presentada en conexion con el documento de patente alemana DE 101 55 928.

Las células transformadas con el pKE31 se cultivaron en un medio LB (LB Bouillon segun Miller, VWR), que
contenia 2 mM de citrato de hierro(lll) y 100 ug/ml de ampicilina, mediando sacudimiento a 37°C. Después de 12 -
16 horas se sobreinoculd una cantidad del cultivo previo en un cultivo principal tal que éste tuviese una OD600
(densidad optica a 600 nm) de 0,1. El medio de cultivacion del cultivo principal correspondia al del cultivo previo,
pero contenia adicionalmente 2 g/l de L-ramnosa. La cosecha de las células se efectué después de una cultivacion
durante 22 horas a 30°C.

14
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Ejemplo 10
Determinacion de las actividades enzimaticas

La cultivacién de la células y la determinacion de la actividad se llevaron a cabo tal como se ha descrito en el
Ejemplo 9 y en el Ejemplo 3.

Las células transformadas con el plasmido pKE31 de la cepa E. coli DSM 14459 tenian una actividad especifica de
17 U/mg de BTM.

Ejemplo 11
Determinacion de las actividades enzimaticas en presencia de 100 mM de cianuro de potasio

La cultivacion de las células y la determinacién de las actividades se llevo a cabo en presencia de cianuro de potasio
100 mM, tal como se ha descrito en el Ejemplo 9 y en el Ejemplo 4.

Las células transformadas con el plasmido pKE31 de la cepa E. coli DSM 14459 tenian una actividad especifica de
11 U/mg de BTM.

CONVENIO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DE LA PRESENTACION DE
MICROORGANISMOS PARA LAS FINALIDADES DE TRAMITACION DE PATENTES

FORMULARIO INTERNACIONAL
Degussa AG
Projekthaus Biotechnologie
Rodenbacher Chaussee
63457 Hanau

ACUSE DE RECIBO EN EL CASO DE LA PRIMERA
PRESENTACION expedido segun la regla 7.1 por el
LUGAR DE PRESENTACION INTERNACIONAL abajo
indicado

I. CARACTERIZACION DEL MICROORGANISMO

Lista de referencia asignada por el PRESENTADOR: NUMERO DE ENTRADA asignado por el LUGAR DE

PRESENTACION INTERNACIONAL:
JM109 (deltarhaB)

DSM 14459

Il. DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

Con el microorganismo designado bajo I. se entregd
( ) una descripcion cientifica
(x) una designacién taxondémica propuesta

(marcar con una cruz lo que sea correcto),

1. ENTRADA Y ACEPTACION

Este lugar de presentacion internacional acepta al microorganismo designado bajo |, que fue presentado alli el
2001-08-22 (fecha de la primera presentacién)1.
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IV. ENTRADA DE LA SOLICITUD DE TRANSFORMACION

El microorganismo designado bajo | fue presentado en este Lugar de Presentacion Internacional el

(fecha de la

primera presentacion) y se entregdé un encago de transformacién de esta primera presentacién en una presentacion

segun el Convenio de Budapest

(fecha de la entrega de la solicitud de transformacion)

V. LUGAR DE PRESENTACION INTERNACIONAL

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH

Direccion: Mascheroder Weg 1b

D-38124 Braunschweig

Firma(s) de la(s) persona(s) autorizada(s) para la

representacion del lugar de presentacion internacional

o del (de los) empleado(s) encargado(s) por ella(s)

Fecha: 2001 -08-24

"En caso de que sea correcta la regla 6.4 letra d, éste es el momento, en el que se habia adquirido el estado de un

lugar de presentacion internacional.

Hoja de formulario DSMZ-BP/ (pagina unica) 0196

CONVENIO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DE LA PRESENTACION DE
MICROORGANISMOS PARA LAS FINALIDADES DE TRAMITACION DE PATENTES

FORMULARIO INTERNACIONAL

Degussa AG
Projekthaus Biotechnologie
Rodenbacher Chaussee

63457 Hanau

CERTIFICADO DE LA CAPACIDAD DE VIVIR

expedido segun la regla 10.2 por el LUGAR DE
PRESENTACION INTERNACIONAL abajo indicado

|. PRESENTADOR

Il. CARACTERIZACION DEL MICROORGANISMO

Nombre: Degussa AG
Projekthaus Biotechnologie
Direccion: Rodenbacher Chaussee

63457 Hanau

NUMERO DE ENTRADA asignado por el LUGAR DE
PRESENTACION INTERNACIONAL:

DSM 14459
Fecha de la presentacion o de la transmision':

2001-08-22

Ill. CERTIFICADO DE LA CAPACIDAD DE VIVIR

16
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La capacidad de vivir del microorganismo mencionado bajo Il se ensayo el 2001-08-22°.
En ese momento, el microorganismo
(X)3 era capaz de vivir

( )*ya no era capaz de vivir

IV. CONDICIONES EN LAS QUE SE LLEVO A CABO EL ENSAYO DE LA CAPACIDAD DE VIVIR?

V. LUGAR DE PRESENTACION INTERNACIONAL

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON | Firma(s) de la(s) persona(s) autorizada(s) para la
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH representacion del lugar de presentacion internacional

Direccion: Mascheroder Weg 1b o del (de los) empleado(s) encargado(s) por ella(s)

D-38124 Braunschweig &/ ét/
QAT 2P

Fecha: 2001 -08-24

Indicacion de la fecha de la primera presentacion. Cuando se haya llevado a cabo una nueva presentacion
0 una transmision, se ha de indicar la fecha de la respectivamente Ultima presentacion o transmision
renovada.

En los casos previstos en la regla 10.2 letra a cifras ii e iii, indicacion del ultimo ensayo de la capacidad de
vivir.

Marcar con una cruz lo que sea correcto.
Rellenar cuando se hayan solicitado los datos y cuando los resultados del ensayo hayan sido negativos.

Hoja de formulario DSMZ-BP/9 (pagina unica) 0196

CONVENIO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DE LA PRESENTACION DE
MICROORGANISMOS PARA LAS FINALIDADES DE TRAMITACION DE PATENTES

FORMULARIO INTERNACIONAL

Degussa AG

Service Center Biokatalyse
Rodenbacher Chaussee 4
63457 Hanau

ACUSE DE RECIBO EN EL CASO DE LA PRIMERA
PRESENTACION expedido segun la regla 7.1 por el
LUGAR DE PRESENTACION INTERNACIONAL abajo

17
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indicado

I. CARACTERIZACION DEL MICROORGANISMO

NUMERO DE ENTRADA asignado por el LUGAR DE
PRESENTACION INTERNACIONAL

Lista de referencia asignada por el PRESENTADOR:
DSM 16275
MA32

II. DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

Con el microorganismo designado bajo I. se entregd
() una descripcion cientifica
(x) una designacion taxonémica propuesta

(marcar con una cruz lo que sea correcto).

ll. ENTRADA Y ACEPTACION

Este lugar de presentacion internacional acepta al microorganismo designado bajo |, que fue entregado alli el 2004-
03-04 (fecha de la primera presentacion)’.

IV. ENTRADA DE LA SOLICITUD DE TRANSFORMACION

El microorganismo designado bajo | fue entregado en este Lugar de Presentacién Internacional el (fecha de
la primera presentacién) y se entregd una solicitud de transformacion de esta primera presentacion en una
presentacion segun el Convenio de Budapest (fecha de la presentacion de la solicitud de transformacion).

V. LUGAR DE PRESENTACION INTERNACIONAL

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON | Firma(s) de la(s) persona(s) autorizada(s) para la
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH representacion del lugar de presentacion internacional

Direccion: Mascheroder Weg 1b o del (de los) empleado(s) encargado(s) por ella(s)

D-38124 Braunschweig &/ ét/
. ~
AV X

Fecha: 2004 -03-09

"En caso de que sea correcta la regla 6.4 letra d, éste es el momento, en el que se habia adquirido el estado de un
lugar de presentacion internacional.

CONVENIO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DE LA PRESENTACION DE
MICROORGANISMOS PARA LAS FINALIDADES DE TRAMITACION DE PATENTES

18
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FORMULARIO INTERNACIONAL

Degussa AG
Service Center Biokatalyse
Rodenbacher Chaussee 4 CERTIFICADO DE LA CAPACIDAD DE VIVIR

63457 Hanau expedido segun la regla 10.2 por el LUGAR DE
PRESENTACION INTERNACIONAL abajo indicado

I. PRESENTADOR Il. CARACTERIZACION DEL MICROORGANISMO

Nombre: Degussa AG NUMERO DE ENTRADA asignado por el LUGAR DE

PRESENTACION INTERNACIONAL:
Service Center Biokatalyse

DSM 16275
Direccion: Rodenbacher Chaussee 4

Fecha de la presentacion o de la transmision':
63457 Hanau

2004-03-04

Ill. CERTIFICADO DE LA CAPACIDAD DE VIVIR

La capacidad de vivir del microorganismo mencionado bajo Il se comprobé el 2004-03-08 2
En ese momento, el microorganismo
(X)3 era capaz de vivir

( )3 ya no era capaz de vivir

IV. CONDICIONES EN LAS QUE SE LLEVO A CABO EL ENSAYO DE LA CAPACIDAD DE VIVIR*

V. LUGAR DE PRESENTACION INTERNACIONAL

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON | Firma(s) de la(s) persona(s) autorizada(s) para la
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH representacion del lugar de presentacion internacional

Direccion: Mascheroder Weg 1b o del (de los) empleado(s) encargado(s) por ella(s)

D-38124 Braunschweig &/ ét/
. ~
AV X

Fecha: 2004 -03-09

Indicacion de la fecha de la primera presentacion. Cuando se haya llevado a cabo una nueva presentacion
o una transmisién, se ha de indicar la fecha de la respectivamente Ultima presentacién o transmisién
renovada.
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En los casos previstos en la regla 10.2 letra a cifras ii e iii, indicacion del ultimo ensayo de la capacidad de
vivir.

Marcar con una cruz lo que sea correcto.
Rellenar cuando se hayan solicitado los datos y cuando los resultados del ensayo hayan sido negativos.

CONVENIO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DE LA PRESENTACION DE
MICROORGANISMOS PARA LAS FINALIDADES DE TRAMITACION DE PATENTES

FORMULARIO INTERNACIONAL
Degussa AG
Service Center Biokatalyse
Rodenbacher Chaussee 4
63457 Hanau

ACUSE DE RECIBO EN EL CASO DE LA PRIMERA
PRESENTACION expedido segun la regla 7.1 por el
LUGAR DE PRESENTACION INTERNACIONAL abajo
indicado

I. CARACTERIZACION DEL MICROORGANISMO

Lista de referencia asignada por el PRESENTADOR: NUMERO DE ENTRADA asignado por el LUGAR DE
PRESENTACION INTERNACIONAL:

DSM 16276
MA113

Il. DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

Con el microorganismo designado bajo I. se entregd
() una descripcion cientifica
(x) una designacion taxonémica propuesta

(marcar con una cruz lo que sea correcto).

[ll. ENTRADA Y ACEPTACION

Este lugar de presentacion internacional acepta al microorganismo designado bajo I, que fue entregado alli el 2004-
03-04 (fecha de la primera presentacién)1.

IV. ENTRADA DE LA SOLICITUD DE TRANSFORMACION

El microorganismo designado bajo | fue entregado en este Lugar de Presentacion Internacional el (fecha de la
primera presentacién) y se entregd una solicitud de transformacion de esta primera presentacion en una
presentacion segun el Convenio de Budapest (fecha de la presentacion de la solicitud de transformacion).

V. LUGAR DE PRESENTACION INTERNACIONAL
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Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH

Direccion: Mascheroder Weg 1b

D-38124 Braunschweig

Firma(s) de la(s) persona(s) autorizada(s) para la

representacion del lugar de presentacion internacional

o del (de los) empleado(s) encargado(s) por ella(s)

Fecha: 2004 -03-09

"En caso de que sea correcta la regla 6.4 letra d, éste es el momento, en el que se habia adquirido el estado de un

sitio de presentacion internacional.

CONVENIO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DE LA PRESENTACION DE
MICROORGANISMOS PARA LAS FINALIDADES DE TRAMITACION DE PATENTES

FORMULARIO INTERNACIONAL

Degussa AG
Service Center Biokatalyse
Rodenbacher Chaussee 4

63457 Hanau

CERTIFICADO DE LA CAPACIDAD DE VIVIR

expedido segun la regla 10.2 por el LUGAR DE
PRESENTACION INTERNACIONAL abajo indicado

|. PRESENTADOR

Il. CARACTERIZACION DEL MICROORGANISMO

Nombre: Degussa AG
Service Center Biokatalyse
Direccion: Rodenbacher Chaussee 4

63457 Hanau

NUMERO DE ENTRADA asignado por el LUGAR DE
PRESENTACION INTERNACIONAL:

DSM 16276

Fecha de la presentacion o de la transmision':

2004-03-04

Ill. CERTIFICADO DE LA CAPACIDAD DE VIVIR

La capacidad de vivir del microorganismo mencionado bajo Il se comprobé el 2004-03-08 2

En ese momento, el microorganismo
(X)3 era capaz de vivir

( )3 ya no era capaz de vivir

IV. CONDICIONES EN LAS QUE SE LLEVO A CABO EL ENSAYO DE LA CAPACIDAD DE VIVIR?
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V. LUGAR DE PRESENTACION INTERNACIONAL

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH

Direccion: Mascheroder Weg 1b

D-38124 Braunschweig

Firma(s) de la(s) persona(s) autorizada(s) para la
representacion del lugar de presentacion internacional

o del (de los) empleado(s) encargado(s) por ella(s)

Fecha: 2004 -03-09

0 una transmision, se ha de indicar la fecha
renovada.
vivir.

Marcar con una cruz lo que sea correcto.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Degussa AG

<120> Nitrilo hidratasas tolerantes al cianuro
<130> 040061

<160> 14

<170> PatentIn version 3.3
<210> 1

<211> 6828

<212> ADN

<213> Pseudomonas marginalis
<220>

<221> CDS

<222> (25) .. (609)

<223> Gen de la region codificadora de la subunidad alfa

<220>
<221> CDS
<222> (650) .. (1312)

Indicacion de la fecha de la primera presentacion. Cuando se haya llevado a cabo una nueva presentacion

de la respectivamente Ultima presentacion o transmision

En los casos previstos en la regla 10.2 letra a cifras ii e iii, indicacion del ultimo ensayo de la capacidad de

Rellenar cuando se hayan solicitado los datos y cuando los resultados del ensayo hayan sido negativos.

<223> Gen de la region codificadora de la subunidad beta

<220>

<221> Genes

22




<222> (1309) .. (2577)

<223> Gen para la proteina activadora

<400> 1
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gtgogttaca
gaacgLrtto
gttgacgsocg
gagtactcac
agtgeotococa
ggacogaagy
cgtbgggaac
ghagoaatbgg
cggoaacaat
geootboogyg
ggtatcattg
acggggagic
ctgattaago
aaacttcatt
aaaatbecott
ggatcttctt
cogobaccag
actggettoa

caccacttca

accgacagad
gatagaaget
gaacgoagaa
coctgacoooa
cocoatgoga
ctgogocbtt
gocgggagod
gocataaact
gtbtetacaa
gacaataacca
atttocegtgt
cagaaacgot
togaactgga
caatgatgag
ggcaagagoa
cagbocacaga
taaccatgag
agobaacoge
cggagotgaa
caacaacgtt
taatagactg
chtggotagtt
cagcactggg
aggcaactat
attggtaact
tttaatttaa
aacgbgagtt
gagatootet
cggtggtttyg
ﬁcaqancgca

agaactotgt

ES 2382335713

ccctgoocge
tebgetbbgr
goggbctgat
tgoccgaackte
gagtagggas
cgttttatet
gatbbgaacg
gooaggoabo
actctbttght
cbgatasatyg
cgoccktatt
ggtgaaagta
tetcascago
cactttbaaa
actoggtogo
aaagcatebt
tgataacact
CLLtttgoac
tgaagocatba
gogoaaacta
gatggaggcy
tabtgctgat
gocagatggt
ggatgaacga
gEcagaccaa
aaggatctag
ttegtbocac
ttttetgoge
tttgooggat
gataccaaak

agoaccgect

Eénﬂﬂ&#&ﬂ&
cggatgagag
aaaacagaalt
agaagtgaaa
chaccaggoa
gtigttbgte
ttgogeagoa
aaabtaagca
ttatttbbet
cttoaataat
coctbtitty
asagacgetg
ggtaagatcc
gttotgotat
cgoatacact
acggatggoa
goggecaact
aacatggggg
coaaacgacy
ttaactggog
gataaagttg
azatoctggag
aagoootoes
aatagacaga
gtttactecat
gtgaagatce
tgagoegbcag
gtaatotgot
caagagotac
actgtectto

acatacctog

26

geccatggog
aagattkitca
Ltgectggeg
cgoogtageg
tcasataaan
ggtgaacgct
acggoocgga
gaaggocato
aaatacatte
attgaaaaag
cogoatittg
aagatcagbt
ttgagagttt
gtggogoggt
attckcagaa
tgacagtaag
tactbctgac
afcatqtaac
agocgtgacac
pactasttac
caggaccact
coggtgagod
gbatogtagt
tocgotgagat
atatacttta
tetttgataa
accoogtaga
gottgoaaas
caactotbth
tagtgtagec

ctoctgotaak

attgocosoa
goectgataca
goagtagoge
cogatggtag
cgaaaggctc
ctoctgagta
gogtggcogg
chgacggabg
aaatatgtat
gaagagtatg
cetteoctgrt
gaggtgcacga
tocgooccogaa
attatccoght
tgacttggth
agaattatge
aacgatogga
tegocEtgat
cacgatgock
totagottoo
tetgegotoey
tgggtétoge
tatctacacyg
aggtgoctoa
gattgattta
totocatgacco
asagatcaaa
aaad3aaacca
tocgaaggta
gbagttagge

cobgbtacea

2562
2622
2682
2742

2802

‘2862

2922
2982
3042
3102
3162
32332
3282
3342
3403
34632
3522
3583
3p4z
3702
3762
3823
3gBa
3542
4002
40862
4122
4182
£242
4302

4362



gtagetgoby
coggataagy
cgaacgaccht
coogaaggga
acgagggags
ctoctgacttyg
goCagcantg
tttockgegk
accgotegoo
cgootgatgo
gractotoag
gotacgtgac
acgggotbgt
catgtgtcag
atcagegbog
gagbttetec
cttttectgt
atgataccga
cggttactog
aaaatcacte
agocageage
gbbtocagac
gacgtotige
coagtaaggeo
accoghbggec
gacgcgaktgy
tgattggete
aggtegaggt
gggoguoged
cgeagtgacg

ttgaagetglk

coagtogoga
cgcagoggto
acaccgaact
gaaaggogya
Ltooaggoga
agogbtogatt
cggoottkbit
tatcocotga
goagoogaas
ggtatttteot
tacaatckge
tgggtcatgy
ctgotocogg
aggttttcac
togtgaagog
agaagcgtta
ttggbocactt
tgaaacgaga
ascgtbgtga
agggtoaatg
atocctgogat
tktacgzaac
agoagoagtc
aacccogoca
aggacccaac
atatgttotyg
caattocttag
ggcocggete
cobacaabes
atcagoggtic

cooctgatggt

ES 2382335713

taagtogtgt
gogctgaacy
gagataccta
caggbatcog
aaacgootgg
tttotgatge
acggbtecty
ttctghggat
gaccgagogo
cobtacgoat
bctgatgoog
ctgogocoeg
catcogetta
cogboateace
attcacagalb
atgtotgget
gatgoctooy
gaggatgote
gogtaaacaa
coagogetio
goagatoogg
acggaaacog
gettcacgkt
gootagoogy
gobgooogag
ccaagggttg
agtggtgaat
cabtgcacocgo
atgoocascoo
c;gtgatcga

cgtcatotac

cttaccgugt
gggggttegt
cagoghbgago
ghaagoggea
tatoktttata
tegtcaggog
gooctbtbget
aaccgtatta
agogaghtoag
ctgtgogata
catagttaag
acaccogoca
cagacaaget
gaaacgogeg
gtotgeootgt
tetgatdang
tgtaagogog
acgatacggg
cbggoggtat
gitaatacag
aacabtastgg
Ragaccatce
cgotogegta
gtectcaacq
atgogoogog
gtbbgogoat
cogttagoga
gacgcaacg<
gttocatgtg
agtrtaggetg

ctgoctogac

27

togactcaag
goacacagoe
tatgagaaag
aggtoggaac
gtectgtegg
ggoggagoct
ggoctttige
cogockttga
Cgagcoagga
tttcacacog
cocagtataca
acaccogoty
gtgaccgteot
aggoagobge
tcateoogegt
cgggocatgt
aattteotgtt
ttactgatga
ggatgoggod
atgtaggtgt
tgcagggogs
atgttgttge
togotgatte
acaggagoac
tgeggekaet
toacagkttot
ggtgoogooy
goggaggcag
ctogocgagy
gtaagagceg

agoatggoot

acgatagtta
cagotiggag
cgocacgoth
aggagagogc
gttteogocac
atggaaaaac
tcacatgttc
gtgagctgat
agoggaagag
catatatggt
cboogotato
acgegceoty
cogggagotyg
ggtaaagote
coagotegtt
taagggcggt
catgggggta
tgaacatgeoc
ggaccagaga
toccacagggh
toactteooge
tcaggtegea
attctgotaa
gatcatgoge
ggagatggog
cogoaagaat
gobttocattc
acaaggtars
oggoataaat
cgagogabes

goasncygegay

4422
4482
4542
4602
4562
473232
4782
4842
49032
2962
5022
S083
5142
5202
5262
5322
5382
5442
5502
5562
5bdd
5682
5742
802
5BE2
5822
Z982
g042
6102
8l62

Gaz22



catcocgatg
cgcgaacgoc
ctbctogeog
gaktcogaat
gocghaaatg
agtcataaghk
gaaggcboto
gooccagtagt
tocaccacaat
cocabttttoo
atgaac
<210> 2

<211> 194
<212> PRT

cogooggaad
agcaagacgt
aaacgtotgg
accgoaagog
acocagagog
goggogacga
aagggcaccyg
aggttgaggc
tcagcaaatt

tgbcagtaac

<213> Pseudomonas marginalis

<400> 2

Met Ser
1

3ln val

aln
35

Val val Rla

S0

Lys
65

Asp Gly

Gly Glu

Ile val

cys

Elu
115

Pro

Fro

Ali Thr Ser
5

Lys Ser

20

Elu

Lys Ala

Thr Ala Ala

Ile Val Ala

B

Ser Leau

100

ES 2382335713

cgagaagaat
aAgoocagsgo
tggcgggace
acacgcogakt
chbgooggoac
tagtocatgoo
gtogacgokbe
cgttgageoac
gbgaacatca

gagaaggteg

Fro Gly

Il=
25

Elu

His Gly TIp

Val
55

Asp Pro

Eln

Leu Glu Asp

Sar
105

Fhe Glu

120

Gly

cataatgggy
gtoggocges
agtgacgaay
catcagtogog
ctgtectacg
cCcgogooccac
toecttatge
cgccgécg:a
toacgttoat

cgaattcagg

Glu
10

Arg

Pro Glu

SeT

Gln Fhe

&0

Fhe
75

Thr
20

Fro

Ren

Fhe ﬁrg

28

Ala

Gly

Glu

Fi% 44

Gly Tyr

Fro

Ala

aaggocoatboo
atgocggoga
gettgagoga
chtocagogas
agtigcatga
cggaaggago
gackoctaca
aggaatggtg
etttcnctgg

cgotttbtag

Trp Ala

15

Wal

Gly

L

Gly

Ly=

Val

125

Glu

Ala

Liau

Fro

Asm

a5

Gly

val

agoctogegt
taatggoctg
gogogtgoaa
agoggtocto
taaagaagac
tgactgggbt
tbaggaagca
cabtgeatoga
ttgocaatgg

actggtogta

Fhe

aln

G@ln
g0

Val

krg

6282
6342
6402
6462
6522
6582
6642
6702
G762
GE2Z

GHLE



@lu Gly Arg Thr Val Leu Arg Glu
135

Met Val Val Lys Val Trp Asp Thr
145

Leu Pro Val Arg Pro Glu Gly Ser
165

Gln Ala Leu Val Thr Lys Asp Val

130

val Gly

<210> 3

<211> 220

<212> PRT

180

150

<213> Pseudomonas marginalis

<400> 3

et
1

Pro

Ly=

Val
&5

Glu

Asp

His

Glu

Lysa

a0

Arg

Ala

Eln

Gly

Val
130

Gly

Thr

His

35

Fna

Gln

Ala

115

wal

Fhue

Ile

20

Liena

Ser

His

Leau

100

Wal

ASn

Ala

val

Val

L&

85

Fly

Ala

hap

Ber

AED

Gly

Ta

val

Sar

Ile

ASpD

Leu

Ser

Glu

23

Thr

Glu

Hig

Glu
135

ES 2382335713

140

155

170

185

Gly

Ser

val

Gln

Gly
120

Gly

Mat

Arg

Gly

Lyg

10%

Arg

Wal

His

Val
g

Fra

Ala

Glo
Gln
Ila
.h!.a.u
Glu
=

Ile
Ala

Fro

Gly

29

Gl

YWal

Gly

Wal
a0

Arg

Thr

Asn

Fhe

Hiz
140

Leu Gly Thr Glu Leu Pro Arg Asp

Ser Ala Glu Ser Arg Tyr Leu Val

160

1758

150

Fhe

Fhe

Al=

45

E1lu

Eln

Fro

Zlu

125

Il=

Gly

Lys

30

Asp

Wal

Ala

Ala

110

Wal

Arg

Lys
1=

Gln

Hizm

Ile

E1lu

895

His

Ely

et

Glu Hig Met Ser Glu Slu Sln Leun

Leu Ile Gly Wal Ala Leu Pro Arg

Val

Asp

Ala

a0

Ala

Asp

Fro



10

Ela Tvr Wal Arg Gly Lys Glu

145 150

Lys Trp Pro Phe Pro Asp Ala

155

His Gln Pro Thr Tyr His Val

iso

Asp Ala Ala Asp Glu Gly Fhe

185

Leu Asp Lys Ala Ala Gly Ala

2140

<210> 4

<211> 1269

<212> ADN

<213> Pseudomonas marginalis
<220>

<221> CDS

<222> (1) .. (1269)

<223> Gen de la region codificadora de la proteina activadora

<400> 4

215

ES 2382335713

Gly

Ile

@lu

Val

200

Arg

Val

Gly

Fhe

185

val

Ala

Val

His

170

hla

Wal

Val

30

Leu His Arg Thr Ser Glu
155 1e0

Gly Asp Val Ser Ala Ala
175

val ILys Asp Leu Trp Gly
150

Aep Lau Pha Glu Ser Tyr
205

Asn Pro
220



atg
et

ggc
Gly

aak

gt
val

ggkt
Gly
&5

cbg
Lew

cgh

aca

tte
Fhea

cac

aakt
Ben
50

ege
Arg

oge
Arg

=R s

gac

obe
Lezu

gaa
Glu
35

atc

Ile

gat
ASD

goo
Ala

gat
Asp

u v [ad
Ely

ggc
Gly

ggc
cly

gakt
Asp

gag
=lu

gat
AED

tac
Tvr
100

goc
Ala

goo
Ala

otg
Lazna

goc
ala

cbg

ttg
Leu

BS

cag
Gln

g
Gly

oo

gas
Glu

ato
Ile
70

cke

ctg ctg

Lau

Len

gea
Bla

aag
Lye

gtg
Wal

gag
Glu

gag
Gl

gag
Glu

atk
Ile

ES 2382335713

age
Ser

goo
Ala
40

gty
val

atg
Met

cag
Gln

gas
Glu

ocga
hArg

acc

gteo
Val

cag
Eln

ago
Ser

ate
Ila

toc
Ser
105

cta
10

obg
| T

atec
Ile

ogo
Arg

agc
Asn

aga
Bar
80

acg

31

cto
Lewn

gto
wal

gat
ABD

ogg
Gly
75

atg
Mek

agg
Gly

gtg
Val

aac
AST

aat
Asn

gte
Wal
[0

tge
Cys

ote

atc
Ile

acyg

cac

His

gac
Asp
15

gog

ate
Ila

goa
Ala

too
Ser

gke
Wal

ake
Ile
E11]

atg
Met

ctg
L

cgeo

cgs

gag
Gl
110

cEe
15
otg

Leu

age

Sar

cac
His

tgo
Cye

caa
Gln
95

cog
Fro

teg
Ser

cge

Glu

cgt
Arg

acc

cag
Gln

atg
Heat

4B

]

144

192

240

288

336



cog
Pro

age
Ser

[=l= o
Arg
145

goe
Ala

cag
Eln

gat
Asp

aog
Fro

Ber
225

cog

Pro

teg
Sar

o4 o
Fhe

gag
Gly

ckg
Leta
305

Eat

gac
Azp

Val

gaa
Elu
130

Lte

acg

gk
Val

goa
Ela
acg
210

ctg

[= = 1=
Gly

gac
hsp

cac
His

oy
Arg
290

gaa
G@lu

gtc
Val

gaa
Glu

gcg
Ala
115

ctg

cag
Gln

cea
Fro

gag
Flu

gcg
Al
195

goca
Ala

ocbe

ace

oeg
Fro
275

tEg

acc

Gly

tac

gag
E1lu

geg
Ala

gaa
=lu

gac
ASD
tac
180
cag

Gin

cgg
Arg

qgc
G3lw

atg
Metk
tat
260

caa
@ln

ctg
Leu

ggc
Gly

cgc
Arg

cog
Arg
340

acg

ogeo
Arg

ctyg
Leu

goa
Ala
185

goo
Ala

tat

ate
Tle

acc

Thr

ggc
GLly

ogg
ATg

coc
Arg

ctg
Lew
gy

325

ctg
Liu

tte
Fhe

ctyg
Leu

cte
Lau
150
ol
Pro

aac
Een

cag
a3ln

atg
Met

cat
His
230

asa

gtg
wal

ttg

ago
Ser
ctyg
310

tag
Trp

cag
Eln

geg
Ala

gac
Asp
135

gaa
Glu

aag
Lys

[a { s
Val

qoc
Ala

cog
Pro
215

ctg
Leu

atg
Met

cte
Lieu

aaa
Liys
285

gtg
Vval

aac
Asn

gge
Ely

ES 2382335713

cte
Fhe
1240

= baclag

teg
Sar

ocgo
Arg

att
Ile

Vval
200

atg
Mekt

ol
Phe

gag
zlu

ollala
Ser

gaco
Asp
2840

aat
cly

Caa
Eln

Ece
Fhe

ate
Ila

ettt
Leu

tEg

cog
Fro

cac
His
cke
185
cag

Gln

goc
hla

gat
Asp

gcg
Ala
tog
265

ttt

tac
Tyr

age
Ser

ate
Ile

agg
Arg
345

gac

atg
Val

cCac
His
chkg
170
gte

val

gog
Ala

cag
His

tta

goa
Ela
250

otg
Val

cbo

tteo

ggc
Gly

gag
Gla
330

goo
Ala

32

got
Ala

acg

acc

gat

gtg
Val
140

gkte
Wal

155 -

gooc
Ala

aat

atea
Ila

Gly

oo

Pro
235

gac
hsp

tac

cag
Eln

aag
Lys
315

cog
Fro

aaa

gakt
Asp

aag
Lys

ote

ASTL
220

age
Ser

gcg
Ala

cgk

cag
Gln

ckk
Leu
300
cgg

teg
Ser

3= 15}

ggc tteo
Gly Phe
125

gte gat
Val Asp

gac cag
Asp Glo

cty ckg
Lew Leu

cbg gat
Leu Asp
130

aca ggc
Thr Gly
205

atc cca
Ile Fro

cho gog
Leu Ala

cog goo
Fro Ala

gag . cga
Glu Arg
270

coo tgg
Pro Trp
285

goe ago
Ela Ser

tte cag
Fhe Gln

cas tgg
Gln Trp

gag age
bhep Ber
350

agc
Ser

ggc
G1ly

gat

ate
Ile
175

atg
L

ctt
Leu

toa
Ser

acg
Ala

too
Sear
255

gca
Ala

tgo
Cya

agoc
Arg

tgg
Trp

coo
Fro
335

gtg
Val

cteo
Leu

agt
Ser
gac
160
gaa

Glu

atec
Ile

anc

goc
Ala

tog
Ser
240

gag
Glu

cct
Pro

aac
Aszn

cac
His

gac
hEpD
a0

=d=i=
Arg

gte

184

432

480

528

576

g24

672

T20

768

Ble

god

a1z

960

1008

1056



ggc
Gly

gac
Asp

ate
Ile
385

Ett

[=-la e
Fro

<210>
<211>
<212>

gac
heo

gog
Ala
370

geoo
hla

gac
hap

[=cnt. |
Fro

5
422
PRT

Egc
355
tta

Lieu

goe
Ala

ca

ket
Fhe

hrg

cag
31ln

ggc
Gl

cag
Gln

gat

hap
420

CaEg
Eln

cge
Arg

cca
Pro

acc
Thx
405

coF
Pro

aag
Glu

gag
Glu

ckg
380

cktt

aga
Arg

<213> Pseudomonas marginalis

<400>

5

Met Thr Asp

1

Ely

Azn

val

Gly

65

Leu

Pro

Fhe

Azn

540

Arg

ATg

Val

Glu

35

Ila

Asp

Ala

ABD

Ala
115

Gly

Gly

20

Gly

AsSp

Glu

Asp

100

Glu

Ala

hRla

Lau

Ala

Leu

Thr

Gln

Gly

Arg

&Zlu

Ila

70

Ligta

Leu

Ehe

ttg
Leu

cto
Leu
373

goc
Ala

goo
Ala

tag

Ela

s

WVal

3lu

55

G3lu

Glu

Ile

ES 2382335713

gtg
Val
360

gac
hAsp

tgg

cgo
brg

Ser
Thr
Ala
40

Val
Mek
Gln

Glu

Fhe
120

tet
Fhe

cac
His

caa
Gln

coc
Pro

Arg

Val

Gln

Ser

Ile

Ser

105

Leu

atcdc
Ila

tgo
Cors

gog
Ala

coa
Pro
410

Leu

Ile

BEg

ASn

Sar

80

Thx

33

oggc
Gly

adals)
Leu

ctg
Leu
385

cac
Hie

Val

Ely

]

Mat

Gly

Ala

cag
Gln

oty
Letd
380

CCa

Bro

aAgc
Sar

ggc cko
3ly Lem

365

ago god
Ser Ala

ggg gog
Gly Ala

cca tgg
Fro Trp

Val Thr

hsn His

hsn AED

60

45

Val Ala

Cyvs Ile

Lau Ala

Tle Ser

Aep Gly

125

gac

cag

Gln

act

coi

gaa
Elu

goco
Ala

400

415

Wal

Ile
30

Mat

Arg

Glu
110

Fhe

Sar

His

Gln
95

Ser

Etg

Ser

Elu

Arg

Gln

Mat

Leun

1104

1152

1200

1248

1269



Ser

AXg

145

Ala

Gln

Fro

Sar

225

Fro

Ser

Gly

Leu
305

Gly

Glu

130

Thr

Val

Thr

210

Liau

Gl

hsp

Hie

Arg

290

Glu

Val

Glu

Asp

Ala
370

Len

GEln

Pro

Glu

Ala

155

Rla

Lieu

Trp

Thr

Pro

275

Lan

Thr

Gly

Cys
155

Lau

Ala

Glu

AST

Tyr

180

Gln

Rryg

Gly

Mel

280

Eln

Gly

Arg

Arg

340

Gln

Arg

Liu

hla

165

Ala

Tyr

Ile

Thr

Axrg

245

Ely

Arg

325

Lo

Gln

Arg

Lz

Lieu

150

Pro

AEN

Gln

Mel

Him

230

Lys

val

L

Sar

Len

310

Gln

Glu

Glu

Asp
135

Glu

Val

Ala

Pro

215

Mat

L

Lys

295

Val

Asn

Gly

Lieu

Leu
375
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Ser

Ile

Val

200

Het

Fhe

Glu

Sar

hsp

280

aly

Gln

Fhe

Ile

Val

I60

Asp

Pro

Hizm

185

Gln

Ala

Asp

hla

265

Fhe

Ser

Ila

Arg

345

Fha

His

Wal

His

Lew

174

Wal

Ala

Hisz

Bla

250

val

Leen

Fhe

Gly

Glu

130

Ala

Ila

Cys

34

155

Ala

Asn

Ile

Gly

Pro

235

Asp

Gln

Ly's
315

Gly

Leu

Val
140

WVal

Asp

Lys

E=n

220
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@ly Gln Asp Glu Leu Ile Glu Met Ser Asn Gly Cys Ile Cys Cys Thr
65 70 75 a0
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Gly
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305

Arg
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Elu

Gly

210

Val

Gly

3ln

Hi=m

Arg

250

GElu

val

Rla

hep

L

Mat

Thr

Glu

Ala

195

Ala

Trp

Thx

Pro

275

Leu

Ile

Gly

Asp

100

Glu

Ala

ala

Asp

180

Gln

Eln

Gly

Met

Tyvx

260

Gln

cly

Him

ATy

Met

Asp

185

nla

Ila

Thr

Lys

245

Gly

Ary

Arg

Lau

3zs

Lau

Phe

Lau

150

Ser

RED

Eln

Gln
230

Eln

Val

Sex

Lo
310

Glu

Ile

Ala

ASR

135

Asp

Arg

Wal

Ala

Fra

215

Leu

Met

295

Val

ASTL
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Gln

Elu

Phe

120

Thr

Ser

Il=

Leu

200

Met

FPhe

Asp

Sar

AED

280

Gly

His

Ile

Ser

1058

Leu

Leu

Fro

Pro

185

Gln

Val

Rsp

Sar

80

Asp

Val

GElu

Leu

170

Val

ala

Ala

Ll

His

© 250

265

Fhe

Ser

Ile

val

Ely

ASp
330

45

Ala

Gly

Thr

155

Ala

Asn

Val

Gl

PFro

235

AED

Gln
315

Tlae

Esn

Val

140

Wal

Asp

Lys

Leu
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220
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Arg

Lizu

300

d3ln

Ber

Rla

ser

31y

125

wal

Ala

Arg

Ala

205

Val

Lieu
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Ala

Bro

2835

Ala

Fhe

aln

Elu

110

Fha

A=Ep

Arg

Leia

Asp

130

GEly

Ala

Ala

hla

Axrg

270

Sar

Gln

Gln

85

Pro

Bar

Ala

Ala

Ile

175

Leun

Lau

Len

hla

Gly

255

Ala

Arg

Arg

Tep

Fro
335

Gln

Heab

Leu

Sar

AED

L6l

Glu

Val

‘Asn

Ear

Ala

240

Glu

Fro

Asp

His

320

Gln
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Asp Lys Tyr Arg Leu Gln Gly Ile Met Ala Lys Trp Asp Ser Ile Val
340 345 350

Gly Asp Cyg Arg Glm Glu Leu Lys Ser Leuw
355 360
<210> 11
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador 1F
<400> 11
ctccaccata tgagtacagc tacttcaacg 30
<210> 12
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador 1R
<400> 12
cttcataagc ttctatctcg gatcaaatgg 30
<210> 13
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador 2F
<400> 13
atgacggcaa cttcaacccc tggtg 25
<210> 14
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador 2R
<400> 14

tcagctcctg tcggcagtcg 20
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REIVINDICACIONES

1. Polinucledtidos aislados, que codifican unos polipéptidos con las secuencias de aminoacidos, que son idénticas
en un 97 hasta un 100 % a las secuencias de aminoacidos, que estan contenidas en las secuencias SEQ ID NO:2 o
3, poseyendo los polipéptidos la actividad de una nitrilo hidratasa tolerante al cianuro.

2. Polinucleétidos de acuerdo con la reivindicacion 1, escogidos entre el conjunto que se compone de:

a) unos polinucledtidos, que contienen la SEQ ID NO:1 o unas secuencias de nucleétidos complementarias
con ella,
b) unos polinucleotidos, que contienen unas secuencias de nucleétidos, que corresponden a las secuencias

procedentes de a) dentro del marco de la degeneracion del cédigo genético,

c) unos polinucledtidos, que contienen unas secuencias de nucledtidos de acuerdo con a), que contienen
mutaciones con sentido neutras en su funcion,

d) unos polinucledtidos, que se hibridan con las secuencias complementarias procedentes de a) en
condiciones rigurosas, entendiéndose por el concepto de "condiciones rigurosas" el lavado en 0,1x SSC a
una temperatura de 50 a 68°C,

codificando los polinucleétidos una nitrilo hidratasa tolerante al cianuro.

3. Polipéptidos, que contienen unas secuencias de aminoacidos, que son idénticas en un 97 % hasta un 100 % a las
secuencias SEQ ID NO:2 o 3.

4. Polipéptidos con la actividad de una nitrilo hidratasa tolerante al cianuro de acuerdo con la reivindicacion 3, cuya
actividad restante después de la conversion quimica de metacrilonitrilo en presencia de 20 mM (mM = mmol/l) de
iones de cianuro a 20°C, después de 30 min, es de por lo menos un 90 % de la actividad restante de la misma
enzima, cuando ésta se habia empleado para la reaccién en unas condiciones por lo demas idénticas en ausencia
de iones de cianuro.

5. Vectores, que contienen un polinucleétido, que se escoge entre los de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2.

6. Célula anfitriona, transformada o transfectada mediante la introduccién de un polinucleétido de acuerdo con una o
varias de las reivindicaciones 1 6 2.

7. Célula anfitriona, transformada mediante la introduccién de un vector de acuerdo con la reivindicacion 6.
8. Procedimiento para la preparacion enzimatica de amidas a partir de nitrilos, que tiene las siguientes etapas:

a) conversién quimica de un compuesto que contiene grupos nitrilo con una enzima microbiana (un
polipéptido) de acuerdo con la reivindicacion 4, que tiene la actividad de una nitrilo hidratasa y

b) separacion de la amida formada,

realizandose que para la conversién quimica del nitrilo en la amida se emplea una nitrilo hidratasa tolerante al
cianuro de acuerdo con la reivindicacion 3 6 4.

9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 8, caracterizado porque se emplean unos microorganismos, que
producen y contienen la mencionada enzima, de acuerdo con la reivindicacién 6 6 7 o un material lisado de éstos.

10. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 9, caracterizado porque se emplean células en reposo del
microorganismo.

11. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado porque se emplea una nitrilo hidratasa
purificada.

12. Procedimiento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 8 hasta 11, caracterizado porque la enzima
procede de unos microorganismos de la especie Pseudomonas marginalis.

13. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 8 hasta 11, caracterizado porque la enzima procede de unos
microorganismos empleados de la especie Pseudomonas marginalis.

14. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 13, caracterizado porque los microorganismos empleados se han
presentado bajo el numero DSM 16276.

15. Procedimiento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 8 hasta 14, caracterizado porque se hacen
reaccionar los compuestos de las férmulas generales
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CN
R
(I)
R*-CN (II)
en las que significan:
X: OH, H, alquilo, NH;
R: H, un radical alquilo saturado con 1 a 12 atomos de C, ramificado o sin ramificar, eventualmente

sustituido con NHa,

radicales alquilo insaturados, que tienen un enlace doble y 1 a 12 atomos de C, ramificados o sin
ramificar, grupos cicloalquilo con 3 a 6 atomos de C,

radicales alquileno sustituidos con grupos alquiltio, correspondiendo en este caso el alquilo a un
radical de C1 a Cs y el alquileno a un radical divalente de C3z a Csg,

R': H, alquilo con 1 a 3 atomos de C,

R": un anillo insaturado de uno o dos nlcleos con 6 a 12 atomos de C, eventualmente sustituido con
uno o dos grupos alquilo de C4-Cs3, Cl, Bro F,

un radical alquil-nitrilo con 1 a 6 atomos de C
para formar las correspondientes amidas.

16. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 15, caracterizado porque se hace reaccionar un compuesto de la
férmula general (1) en presencia de acido cianhidrico o de una sal del acido cianhidrico.

17. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 16, caracterizado porque la reaccién se lleva a cabo en
presencia de una concentracion inicial de desde mas que 0,5 % en moles de cianuro hasta de 3 % en moles de
cianuro, referida al nitrilo empleado.

18. Procedimiento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 8 hasta 17, caracterizado porque como nitrilo
se emplea el 2-amino-4-metiltio-butironitrilo.

19. Procedimiento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 8 hasta 17, caracterizado porque como nitrilo
se emplea el 2-hidroxi-4-metiltio-butironitrilo, que eventualmente esta contenido en la mezcla de reaccion procedente
de la preparacion de este nitrilo.

20. Procedimiento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 8 hasta 17, caracterizado porque como nitrilo
se emplea el 2-hidroxi-2-metil-propionitrilo.

21. Microorganismos del género Pseudomonas, presentados bajo el numero DSM 16276.

22. Nitrilo hidratasas tolerantes al cianuro, aisladas a partir de las cepas del género Pseudomonas, presentadas bajo
el numero DSM 16276.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6

MA32

Concentracién de la amida [g/L]

ES 2382335713

160

140

e

120 -

el

100

=O=concentracion de la amida
- concentracion del acido

~

~ B

/

40

/

0 min

100 min

A
PO W —\ r .4
¢ * — = —

B

200 min 300 min 400 min 500 min

periodo de tiempo de reaccion [min]

54

600 min



ES 2382335713

Figura 7
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