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DESCRIPCIÓN 

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 utilización para la 
preparación de amidas a partir de nitrilos en presencia de cianuros y a unas secuencias de polinucleótidos que 5 
codifican esta enzima. 

La reacción de α-hidroxinitrilos (cianhidrinas) y de α-aminonitrilos para dar las correspondientes amidas mediante 
nitrilo hidratasas abre una nueva variante de síntesis para dar α-hidroxiácidos y α-aminoácidos, puesto que las α-
hidroxi- y α-amino-amidas pueden ser saponificadas de un modo sencillo (Process and catalysts for the production of 
methionine [Procedimiento y catalizadores para la producción de metionina]. Ponceblanc, Herve; Rossi, Jean-10 
Christophe; Laval, Philip; Gros, Georges. (Rhone-Poulenc Animal Nutrition SA, Fr.), (documento de solicitud de 
patente internacional WO 2001060789). Alternativamente, las α-hidroxiamidas pueden ser hechas reaccionar 
también con hidróxidos de metales alcalinos o alcalino-térreos para dar las correspondientes sales de los 
hidroxiácidos. En este contexto se prefiere especialmente la reacción de la 4-metiltio-α-hidroxibutiramida (amida de 
MHA) con el hidróxido de calcio, puesto que la sal de calcio de MHA se puede emplear como aditivo para piensos 15 
directamente como una forma alternativa de producto con respecto a la metionina o el MHA. 

No obstante, los α-hidroxinitrilos y α-aminonitrilos se descomponen fácilmente para dar aldehídos y ácido cianhídrico 
o respectivamente aldehídos, ácido cianhídrico y amoníaco. El ácido cianhídrico resultante es un fuerte agente 
inhibidor para casi todas las nitrilo hidratasas conocidas, con la excepción de la nitrilo hidratasa prcedente de 
Rhodococcus equi XL-1, que en el caso de una concentración 20 mM de cianuro muestra la más pequeña pérdida 20 
de actividad que se conoce hasta ahora. (Production of amides from nitriles by Rhodococcus equi cells having a 
cyanide resistant-nitrile hydratase. [Producción 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., Japón), (documento de solicitud de patente europea EP 1 266 962 A). 

La pequeña productividad del producto, de aproximadamente 8 g de la amida por g de biomasa seca de las células 25 
en reposo, el largo período de tiempo de reacción de 43 horas, y la concentración relativamente pequeña del 
producto de 75 g/l conducen a la búsqueda de unas nitrilo hidratasas mejoradas. 

El objetivo del invento aquí descrito consiste, por lo tanto, en poner a disposición un biocatalizador, que no esté 
sujeto a estas limitaciones. Además de esto, es ventajosa una tolerancia todavía más alta del biocatalizador frente al 
cianuro, puesto que los α-hidroxinitrilos y los α-aminonitrilos se `preparan, para garantizar una conversión química 30 
rápida y completa del aldehído, de manera preferida con un exceso de 1-3 % del ácido cianhídrico, que permanece 
parcialmente en el producto. Por consiguiente, durante la biotransformación 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 misión del invento consiste en poner a disposición unas nitrilo hidratasas, que tengan una estabilidad aumentada 35 
frente a los iones de cianuro presentes en la solución de reacción al realizar la conversión química de nitrilos en 
amidas. 

Son objeto del invento unos polinucleótidos aislados, procedentes de microorganismos del género Pseudomonas, 
que codifican unos polipéptidos con las secuencias de aminoácidos, que son idénticas en un 97 % hasta un 100 % a 
las secuencias de aminoácidos que están contenidas en las secuencias SEQ ID NO:2 o 3, poseyendo los 40 
polipéptidos, que contienen las secuencias SEQ ID NO:2 o 3, en común en cada caso la actividad de una nitrilo 
hidratasa tolerante al cianuro, o respectivamente formando ellos esta nitrilo hidratasa. 

Los polinucleótidos proceden de Pseudomonas marginalis. 

Además, constituyen un objeto del invento unos polinucleótidos, que se escogen entre el conjunto que se compone 
de 45 

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

b) unos polinucleótidos, que contienen unas secuencias de nucleótidos, que corresponden a las secuencias 
procedentes de a) dentro del marco de la degeneración del código genético, 

c) unos polinucleótidos, que contienen unas secuencias de nucleótidos de acuerdo con a), que contienen 50 
unas mutaciones con sentido neutras en su funcíón, 

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

codificando los polinucleótidos una nitrilo hidratasa tolerante al cianuro. 
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Asimismo, son objeto del invento los polipéptidos codificados por estos polinucleótidos 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 proteínas activadoras, cuya expresión 5 
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 habían sido transformadas o transfectadas por medio 
de los polinucleótidos conformes al invento. 

Las células anfitrionas pueden contarse entre los eucariotas o procariotas, para los que se conoce un sistema 10 
estable de expresión, en particular 

Como organismo anfitrión sirven de manera preferida los microorganismos, para los que existen sistemas de 
expresión, 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 eucariótícas o procariótícas mediante unas técnicas conocidas de 15 
transformación o transfección. 

Los ´conceptos de “transformación", "transfección", "conjugación" y "transducción" 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 descripción asimismo unos polinucleótidos, que se componen en lo esencial de una secuencia de 
polinucleótidos, y que son obtenibles por escrutinio mediante una hibridación de un correspondiente banco genómico 20 
de Pseudomonas marginalis, que contiene el gen completo o partes de éste, con una sonda, que contiene las 
secuencias de los polinucleótidos 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 polinucleótidos. 

Los polinucleótidos, que contienen las secuencias de acuerdo con la descripción, son adecuados como sondas de 
hibridación para un ARN, un ADNc (cromosomal) y un ADN, con el fin de aislar unos ácidos nucleicos o 25 
respectivamente unos polinucleótidos o unos genes en su plena longitud, que codifican las proteínas conformes al 
invento, o con el fin de aislar aquellos ácidos nucleicos o respectivamente polinucleótidos 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 polinucleótidos o 30 
unas secuencias derivadas de éstos, tales como p.ej. un ARN o un ADNc. 

Los polinucleótidos, que contienen las secuencias de acuerdo con la descripción, son adecuados además como 
cebadores, con cuya ayuda, por medio de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR acrónimo de Polymerase 
Chain Reaction) se puede producir un ADN de genes, que codifican las proteínas conformes al invento. 

Aquellos oligonucleótidos, que sirven como sondas o cebadores, contienen por lo menos 25 ó 30, de manera 35 
preferida por lo menos 20, de manera muy especialmente preferida por lo menos 15 nucleótidos consecutivos. 
Asimismo, se adecuan unos oligonucleótidos con una longitud de por lo menos 40 ó 50 nucleótidos. Eventualmente 
también se adecuan unos oligonucleótidos con una longitud de por lo menos 100, 150, 200, 250 ó 300 nucleótidos. 

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

El concepto de "polinucleótido" se refiere por lo general a unos polirribonucleótidos y polidesoxirribonucleótidos, 40 
pudiendo tratarse de ARN o ADN no modificados o de ARN o ADN modificados. 

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

Por el concepto de "polipéptidos" se entienden unos péptidos o unas proteínas, que contienen dos o más 45 
aminoácidos unidos a través de enlaces peptídicos. 

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 % o 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 genómico se pueden investigar entonces con unos 50 
algoritmos o respectivamente con unos programas de análisis 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 degeneración del código 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 además unos intercambios conservativos de 
aminoácidos tales como p.ej. el intercambio de glicina por alanina o el de ácido aspártico por ácido glutámico en 5 
proteínas como "mutaciones con sentido" (en inglés "sense mutations"), que no conducen a ninguna modificación 
fundamental de la actividad de la proteína, es decir que son neutras en su función. Además es conocido el hecho de 
que unas modificaciones realizadas junto al extremo terminal de N y/o C de una proteína no perjudican 
esencialmente a la función 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 10 
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 biología molecular. 

Finalmente, constituyen una parte componente de la descripción unas secuencias de ADN, que se producen por 
medio de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) mediando utilización de unos cebadores, que se establecen 15 
a partir de las SEQ ID NO: 1, 4, 6 y 9. Tales oligonucleótidos tienen típicamente una longitud de por lo menos 15 
nucleótidos consecutivos, en particular de 20, 30 o 40 de ellos. 

Unas instrucciones para la identificación de secuencias de ADN mediante hibridación, las encuentra un experto en la 
especialidad, entre otros lugares, en el manual "The DIG System Users Guide for Filter Hybridization (Guía para los 
usuarios del sistema DIG para la hibridación en filtro)" de la entidad Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, 20 
Alemania, 1993) y en la cita de Liebl y colaboradores (International Journal of Systematic Bacteriology [revista 
internacional de bacteriología sistemática] 41: 255-260 (1991)). La hibridación tiene lugar en condiciones rigurosas, 
es decir que se forman solamente unos híbridos, en los que la sonda y la secuencia diana, es decir los 
polinucleótidos tratados con la sonda, son idénticas/os en por lo menos un 90 %. Es conocido que la rigurosidad de 
la hibridación, inclusive las etapas de lavado, es (son) influida(s) o respectivamente determinada(s) por variación de 25 
la composición de los tampones, de la temperatura y de la concentración de sales. La reacción de hibridación se 
lleva a cabo por lo general con una rigurosidad relativamente baja en comparación con la de las etapas de lavado 
(Hybaid Hybridisation Guide, Hybaid Limited, Teddington, Reino Unido, 1996). 

Para la reacción de hibridación se puede emplear, por ejemplo, un tampón 5x SSC a una temperatura de 
aproximadamente 50°C - 68°C. En este caso, unas sondas se pueden hibridar también con unos polinucleótidos, 30 
que tienen una identidad de menos que un 70 % con la secuencia de la sonda. Tales híbridos son menos estables y 
se eliminan mediante lavado en condiciones rigurosas. Esto se puede conseguir, por ejemplo, mediante una 
disminución de la concentración de sales a 2x SSC y eventualmente a continuación a 0,5x SSC (The DIG System 
User's Guide for Filter Hybrisation, Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania, 1995), ajustándose una 
temperatura de aproximadamente 50°C - 68°C. Es conforme al invento el hecho de disminuir la concentración de las 35 
sales hasta una concentración correspondiente a 0,1x SSC. Mediante un aumento escalonado de la temperatura de 
hibridación, en escalones de aproximadamente 1 - 2°C desde 50°C hasta 68°C, se pueden aislar unos fragmentos 
de polinucleótidos, que poseen por ejemplo una identidad de por lo menos un 90 % hasta un 95 % con respecto a la 
secuencia de la sonda empleada. Otras instrucciones adicionales para la hibridación son obtenibles en el comercio 
en forma de los denominados estuches (p.ej. el DIG Easy Hyb de la entidad Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 40 
Alemania, n° de catálogo 1603558).  

Unas instrucciones para la amplificación de secuencias de ADN con ayuda de la reacción 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 (Síntesis de oligonucleótidos: Un enfoque práctico) (IRL Press, 
Oxford, UK, 1984) y en la cita de Newton y Graham: PCR (Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Alemania, 45 
1994). 

Por lo general, se procede de tal manera que se clona un gen bien expresable en un vector con un bajo número de 
copias, y los genes que tienen un rendimiento de expresión más débil se clonan en un vector con un número más 
alto de copias y/o con un promotor fuerte. Las células anfitrionas son transformadas con estos vectores de tal 
manera que, en comparación con el organismo de partida, ellas contengan por lo menos en cada caso una copia 50 
adicional de las secuencias de nucleótidos que codifican la formación 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 encontró que el refuerzo de los genes, que codifican la nitrilo hidratasa conforme al invento y la proteína auxiliar 
P47K en microorganismos, conducen a una producción aumentada de la nitrilo hidratasa o también a una actividad 55 
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 número 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 comparación con el organismo de partida no recombinado. 

Para la consecución de una sobreexpresión se puede mutar la región de promotor y de regulación o el sitio de 
fijación a ribosomas, que se encuentra situado secuencia arriba del gen estructural. De igual manera, actúan unos 
casetes de expresión, que son incorporados secuencia arriba del gen estructural. Por medio de unos promotores 5 
inducibles es adicionalmente posible aumentar la expresión en el transcurso de la producción de aminoácidos por 
fermentación. Mediante unas medidas técnicas destinadas a la prolongación de la duración de vida útil del ARN-m 
(mensajero) se mejora asimismo la expresión. 

Además, mediante evitación de la degradación de la proteína enzimática se refuerza asimismo la actividad 
enzimática. Los genes o las construcciones artificiales de genes o bien pueden presentarse en plásmidos con 10 
diferentes números de copias, o se pueden integrar y amplificar en el cromosoma. Alternativamente, se puede 
conseguir además una sobreexpresión de los correspondientes genes mediante una modificación de la composición 
de los medios y mediante una realización de la cultivación. 

Asimismo son un objeto del invento 

1)  un procedimiento para la preparación enzimática de amidas a partir de nitrilos, que comprende las 15 
siguientes etapas: 

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

b) separación de la amida formada, realizándose que 

c) para la conversión química del nitrilo en la amida se emplea una nitrilo hidratasa conforme al 20 
invento. La actividad restante de ésta, después de la conversión química 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 había empleado 
para la reacción en ausencia de iones de cianuro, en unas condiciones por lo demás idénticas. 

2)  un procedimiento de acuerdo con 1), caracterizado porque la actividad restante después de la reacción en 25 
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, 30 

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 números DSM 16275 y DSM 16276, y tiene las secuencias de 35 
aminoácidos 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 fórmulas generales 

 

  40 
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 en las que significan: 

 X: OH, H, alquilo con 1 hasta 4 átomos de C, NH2 

R: H, un radical alquilo saturado con 1 a 12 átomos de C, ramificado o sin ramificar, eventualmente 
sustituido con NH2, 

 radicales alquilo insaturados, con un enlace doble y con 1 a 12 átomos de C, ramificados o sin 5 
ramificar, grupos cicloalquilo con 3 a 6 átomos 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 C8, 

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

R'': un anillo insaturado de uno o dos núcleos, con 6 a 12 átomos de C, eventualmente sustituido con 10 
uno o dos grupos alquilo de C1 - C3, Cl, Br o F, 

 un radical alquil-nitrilo monovalente con 1 a 6 átomos de C 

para dar las correspondientes amidas, 

9) un procedimiento de acuerdo con 8), caracterizado porque se hace reaccionar un compuesto de la fórmula 
general (I) en presencia de ácido cianhídrico o de una sal del ácido cianhídrico, 15 

10)  un procedimiento de acuerdo con 9), caracterizado porque la reacción 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 concentración final de 1 mol con 3 % en moles a 
30 mMol de cianuro, 

11) un procedimiento de acuerdo con uno o varios de los puntos 1) hasta 10) caracterizado porque como nitrilo 20 
se emplea el nitrilo de metionina, 

12)  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 reacción, como la que se obtiene cuando se hacen 
reaccionar de acuerdo con el estado de la técnica el ácido cianhídrico y el 3-metiltio-propionaldehído en 25 
presencia de una base auxiliar tal como p.ej. trietilamina. 

 Ésta se puede emplear ventajosamente sin ninguna purificación. 

 Esto apunta a la estabilidad adicional de las enzimas conformes al invento frente a aldehídos y aminas. 

13) Un procedimiento, en el que como compuesto precursor para la metacrilamida se emplea el 2-hidroxi-2-
metil-propionitrilo. 30 

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

15)  Nitrilo hidratasas tolerantes al cianuro, aisladas a partir de las cepas del género Pseudomonas, en 
particular a partir de las cepas presentadas bajo los números DSM 16275 y DSM 16276 de Pseudomonas 35 
putida y Pseudomonas marginalis, 

La presentación se efectuó el 09.03.2004 en la DSMZ, Deutsche Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen 
(Colección alemana de microorganismos y cultivos celulares) en Braunschweig, Alemania, según el Convenio de 
Budapest. 

Estas cepas son especialmente adecuadas para producir las enzimas conformes al invento. 40 

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

Asimismo, es un objeto de la descripción un procedimiento para la preparación 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 45 
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 logarítmico, se cosechan las células. 

A continuación 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  5 

c) la enzima aislada a partir de las células del microorganismo con unas medidas técnicas conocidas  

para la transformación 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 descripción además,unos procedimientos para la producción recombinante de los polipéptidos 10 
conformes al invento, cultivándose un microorganismo que produce estos polipéptidos, induciéndose eventualmente 
la expresión de los respectivos polinucleótidos y aislándose 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 15 
polinucleótidos aislados a partir de microorganismos de la familia Pseudomonas, que codifican unos 
polipéptidos con las secuencias de aminoácidos, que son idénticas en un 90 hasta 100 % a las secuencias 
de aminoácidos que están contenidas en las secuencias SEQ ID NO:2, 3 y 5, o 7, 8 y 10,  poseyendo los 
polipéptidos en cada caso en común la actividad de una nitrilo hidratasa tolerante al cianuro, 

b) a partir de estos microorganismos se aísla eventualmente la enzima con la actividad de nitrilo hidratasa o se 20 
produce una fracción proteínica, que contiene esta enzima, y 

c) se transfiere el microorganismo de acuerdo con a) o la enzima de acuerdo con la fracción b), o que contiene 
a ésta, a un medio, que contiene un compuesto que contiene grupos nitrilo, de las fórmulas generales (I) y 
(II). 

El medio de cultivo que se debe de utilizar para la fermentación tiene que satisfacer de un modo adecuado los 25 
requisitos de las respectivas cepas. Unas descripciones de medios de cultivo para diferentes microorganismos están 
contenidas en el manual "Manual of Methods for General Bacteriology" (Manual de métodos de bacteriología 
general) de la American Society for Bacteriology (Washington D.C., USA, 1981). 

Como fuente de carbono se pueden utilizar azúcares e hidratos de carbono tales como p.ej. glucosa, sacarosa, 
lactosa, fructosa, maltosa, una melaza, un almidón y una celulosa, aceites y grasas tales como p.ej. aceite de soja, 30 
aceite de girasol, aceite de cacahuete y grasa de coco, ácidos grasos tales como p.ej. ácido palmítico, ácido 
esteárico y ácido linoleico, alcoholes tales como p.ej. glicerol y etanol, y ácidos orgánicos tales como p.ej. ácido 
acético. Estas sustancias se pueden utilizar individualmente o como una mezcla. 

Como fuente de nitrógeno se pueden utilizar ventajosamente nitrilos orgánicos o amidas de ácidos tales como 
acetonitrilo, acetamida, metacrilonitrilos, metacrilamida, isobutironitrilo, isobutiramida o urea, también en 35 
combinación con otros compuestos que contienen nitrógeno, tales como peptonas, un extracto de levadura, un 
extracto de carne, un extracto de malta, agua de maceración de maíz, harina de soja, y/u otros compuestos 
inorgánicos tales como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de 
amonio. Las fuentes de nitrógeno se pueden utilizar individualmente o como una mezcla. 

Como fuente de fósforo se pueden utilizar ácido fosfórico, dihidrógeno-fosfato de potasio o hidrógeno-fosfato de 40 
dipotasio, o las correspondientes sales que contienen sodio. El medio de cultivo debe de contener además 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 aminoácidos y vitaminas, 
adicionalmente a las sustancias arriba mencionadas. Las sustancias de partida mencionadas se pueden añadir al 
cultivo en forma de una tanda única o se pueden administrar como alimento de una manera adecuada durante la 45 
cultivación.  

Para realizar el control del valor del pH del cultivo se emplean de un modo adecuado unos compuestos de carácter 
básico tales como hidróxido de sodio, hidróxido de potasio, amoníaco o respectivamente agua amoniacal, o unos 
compuestos de carácter ácido tales como ácido fosfórico o ácido sulfúrico. Para realizar la represión del desarrollo 
de espuma se pueden emplear agentes antiespumantes tales como p.ej. ésteres de poliglicoles con ácidos grasos. 50 
Con el fin de mantener unas condiciones aerobias, se introduce(n) en el cultivo oxígeno o unas mezclas gaseosas 
que contienen oxígeno, tales como p.ej. aire. La temperatura del cultivo se sitúa 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 

 



 8

crecimiento logarítmico. Este objetivo se alcanza normalmente en el transcurso de 10 horas hasta 70 horas. A 
continuación de esto, de manera preferida las células se cosechan, se lavan y se recogen en un tampón como una 
suspensión a un valor del pH de 6-9, en particular de 6,8 a 7,9. La concentración de las células es de 1 - 25 %, en 
particular de 1,5 a 15 % (peso en húmedo/volumen). La permeabilidad se puede aumentar con métodos físicos o 
químicos, p.ej. con tolueno, tal como se describe en la cita de Wilms y colaboradores, J. Biotechnol., tomo 86 (2001), 5 
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 10 

dinitrilos saturados: 

malononitrilo, succinonitrilo, glutaronitrilo, adiponitrilo 

mono- y dinitrilos aromáticos, sin sustituir y sustituidos: 

benzonitrilo, 2,6-difluoro-benzonitrilo, ftalonitrilo, isoftalonitrilo, tereftalonitrilo, 

α-amino-nitrilos: 15 

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

nitrilos con grupos carboxilo: 

ácido cianoacético 

β-amino-nitrilos: 20 

amino-3-propionitrilo 

nitrilos insaturados: 

acrilonitrilo, metacrilonitrilo, cianuro de alilo, crotononitrilo 

α-hidroxi-nitrilos: 

α-hidroxi-n-propionitrilo, α-hidroxi-n-butironitrilo, α-hidroxi-isobutironitrilo, α-hidroxi-n-hexanonitrilo, α-hidroxi-n-25 
heptanonitrilo, α-hidroxi-n-octanonitrilo, α,γ-dihidroxi-β,β-dimetil-butironitrilo, la cianhidrina de acroleína, la cianhidrina  
de metacrilaldehído, 3-cloro-lactonitrilo, 4-metiltio-α-hidroxibutironitrilo y α-hidroxifenil-propionitrilo. 

La concentración de los nitrilos que deben ser hechos reaccionar en la solución de reacción no está restringida a 
determinados intervalos. 

Con el fin de evitar una inhibición de la actividad enzimática por medio del substrato, la concentración del nitrilo  se 30 
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 añadir al comienzo de la reacción en su 
totalidad o en el transcurso de la reacción de una manera continua o discontinua. 

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

Cuando la solubilidad del compuesto de nitrilo en el sistema acuoso de reacción sea demasiado pequeña, se puede 35 
añadir un agente solubilizante. 

Sin embargo, la reacción se puede llevar a cabo alternativamente también en un sistema bifásico de agua y un 
disolvente orgánico. 

En el caso de la utilización de células del microorganismo como un material activo enzimáticamente, la cantidad de 
las células empleadas en relación con la cantidad del substrato es de manera preferida de 0,02 a 10 p/p% como 40 
masa celular secada. 

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

La reacción 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 período de tiempo de 0,1 a 100 horas. 45 
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El valor del pH que debe de ser respetado de la mezcla de reacción no está restringido a determinados valores 
mientras tanto que la actividad enzimática no sea perjudicada. Después de la reacción, la amida formada se puede 
separar y purificar desde la solución de reacción, tal como es conocido. 

Asimismo, es objeto del invento un procedimiento, en el que  la amida o respectivamente  la solución que contiene la 
amida, se separa, por ejemplo, con respecto de la biomasa, y la amida o bien se saponifica para dar el 5 
correspondiente ácido, o se hace reaccionar mediando adición de hidróxidos de metales alcalinos o alcalino-térreos, 
para dar las correspondientes sales de los ácidos. De manera preferida, la amida de MHA se saponifica con 
hidróxido de calcio y se aísla la correspondiente sal de calcio. 

Ejemplos 

Ejemplo 1 10 

Condiciones de cultivación 

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 sacudió 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)  

K2HPO4 7 g 

KH2PO4 3 g 

Citrato de Na 0,5 g 

Glicerol 2 g 

FeSO4 * 7 H2O 0,004 g 

MgSO4 * 7 H2O 0,1 g 

Acetamida 2 g 

Solución de sales de elementos traza 0,1 ml 

Agua desmineralizada  hasta 1.000 ml 

  15 

Medio para el cultivo principal (pH 7,0)  

K2HPO4 7 g 

KH2PO4 3 g 

Citrato de Na 0,5 g 

Glicerol 2 g 

FeSO4 * 7 H2O 0,004 g 

MgSO4 * 7 H2O 0,1 g 

Acetamida 10 g 

Solución de sales de elementos traza 0,1 ml 

Agua desmineralizada  hasta 1.000 ml 

  

Solución de sales de elementos traza  

EDTA, Na2 * 2 H2O 158 mg 

Na2MoO4 * 2 H2O 4,7 mg 
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ZnSO4 * 7 H2O 70 mg 

MnSO4 * 4 H2O 18 mg 

FeSO4 * 7 H2O 16 mg 

CuSO4 * 5 H2O 4,7 mg 

CoSO4 * 6 H2O 5,2 mg 

Agua desmineralizada  hasta 1.000 ml 

 

Ejemplo 2 

Aislamiento e identificación de los microorganismos 

Las dos cepas MA32 y MA113 se seleccionaron mediante determinación de la actividad de nitrilo hidratasa de las 
células en reposo en presencia de cianuro de potasio 2 mM. 5 

Propiedades de MA32: 

forma de las células   bastoncillos 

anchura     0,6 - 0,8 µm 

longitud     1,5 - 3,0 µm 

movilidad    + 10 

flagelos     polares > 1 

reacción gram    - 

lisis mediante KOH al 3 %   + 

aminopeptidasa (de Cerny)  + 

oxidasa     + 15 

catalasa     + 

crecimiento a 41°C   - 

aprovechamiento del substrato 

 adipato    - 

 citrato    + 20 

 malato    +  

 fenil-acetato   - 

 D-glucosa   + 

 maltosa    - 

 manitol    + 25 

 arabinosa   + 

 manosa    + 

 trehalosa   + 

 sorbitol    + 

 eritrol    + 30 

 citraconato   + 
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 inositol    + 

ADH     + 

ureasa     - 

hidrólisis de gelatina   + 

hidrolisis de esculina   + 5 

levano a partir de sacarosa  + 

desnitrificación    + 

lecitinasa    + 

fluorescencia    + 

piocianina    - 10 

El perfil de los ácidos grasos celulares es típico para el conjunto I de las Pseudomonadas 

El análisis de un segmento con una longitud de 484 pb (pares de bases) del ARNr 16S estableció una coincidencia 
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: 15 

forma de las células   bastoncillos 

anchura     0,6 - 0,8 µm 

longitud     1,5 - 3,0 µm 

movilidad    + 

flagelos     polares > 1 20 

reacción gram    - 

lisis mediante KOH al 3 %   + 

aminopeptidasa (de Cerny)  + 

oxidasa     + 

catalasa     + 25 

crecimiento a 41°C   - 

aprovechamiento del substrato 

 adipato    - 

 citrato    + 

 malato    +  30 

 fenil-acetato   + 

 D-glucosa   + 

 maltosa    - 

 manitol    - 

 arabinosa   - 35 

 manosa    - 

 trehalosa   - 
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 inositol    - 

 β-alanina   + 

 α-cetoglutarato   + 

 bencilamina   + 

 hipurato    + 5 

 azelato    + 

 D-mandelato   + 

ADH     + 

ureasa     - 

hidrólisis de gelatina   - 10 

hidrolisis de esculina   - 

levano a partir de sacarosa  - 

desnitrificación    - 

lecitinasa    - 

fluorescencia    + 15 

piocianina    - 

El perfil de los ácidos grasos celulares es típico para el conjunto I de las Pseudomonadas 

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

Tomando en cuenta todos los datos, el MA113 pudo ser identificado como Pseudomonas putida. 20 

Ejemplo 3 

Determinación de la actividad enzimática 

Las células se cultivaron tal como se ha descrito en el Ejemplo 1, se separaron mediante centrifugación con respecto 
del medio de cultivo y se resuspendieron en el tampón clásico (un tampón de fosfato de potasio 50 mM, de pH 7,5). 
50 µl de esta suspensión de células se añadieron a 700 µl del tampón clásico y, para la iniciación de la reacción, se 25 
mezclaron con 250 µl de una solución 200 mM del nitrilo en el tampón clásico. La concentración de las células en la 
suspensión celular se había de dimensionar en este caso de tal manera que, después de 10 min a 20°C, el nitrilo 
hubiese sido convertido químicamente en un 5-30 %. Después de 10 min a 20°C, se interrumpió la reacción 
mediante adición de 20 µl de un ácido fosfórico semiconcentrado y las células se separaron mediante centrifugación. 

Analítica por HPLC  

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

Fase móvil una mezcla de un tampón de fosfato de potasio 10 mM, de pH 2,3, y de 
acetonitrilo en la relación 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 

Detección  por UV a 200 nm 

 30 

La actividad de una U (unidad) se define como la cantidad de la enzima, que convierte químicamente a 1 µmol de 
metacrilonitrilo en un minuto para dar la amida. Si junto a la amida se formó también el ácido, entonces una U se 
define como la cantidad de la enzima que convierte químicamente a 1 µmol de metacrilonitrilo en un minuto para dar 
la amida y el ácido. 
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En la Figura 1 y 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 µl de una suspensión celular producida de una manera análoga a la del Ejemplo 3 se añadieron a 700 µl del 
tampón clásico, que contenía 0; 21,4; 53,6 y 107,1 mM de cianuro de potasio (concentración final 0, 20, 50, 100 mM 5 
de cianuro). Para la iniciación de la reacción se añadieron 200 µl de una solución 200 mM del nitrilo en el tampón 
clásico, que tenía en cada caso la misma concentración de cianuro que la solución de reacción restante. La 
concentración de las células en la suspensión celular se había de dimensionar en este caso de tal manera que el 
nitrilo se hubiese convertido químicamente en un 16 % en la tanda sin cianuro, después de 10 min a 20°C. Después 
de 10 min a 20°C, la reacción se interrumpió mediante adición de 20 µl de ácido fosfórico semiconcentrado y se 10 
determinó el grado de conversión de una manera análoga a la del Ejemplo 2. 

En la Figura 3 y en la Figura 4 se representan las actividades relativas para la conversión química de metacrilonitrilo 
en dependencia de la concentración de cianuro. 

Ejemplo 5 

Reacción de la cianhidrina de acetona con células en reposo de Pseudomonas marginalis MA32 15 

Unas células de Pseudomonas marginalis MA32 se cultivaron tal como se ha descrito en el Ejemplo 1 y se 
separaron por centrifugación. Una cantidad de las células tal que contenía 1,16 g de la biomasa seca, se diluyó con 
un tampón de fosfato de potasio 50 mM de pH 8,0 hasta llegar a un volumen final de 50 ml. Adicionalmente, a la 
mezcla de reacción se le añadieron 0,02 mM de ácido 2-metil-1-propano-borónico. La cianhidrina de acetona recién 
destilada se añadió a 4°C mediando agitación enérgica de una manera continua, con una velocidad tal que la 20 
concentración durante la reacción no sobrepasase en ningún momento los 5 g/l. El valor del pH se mantuvo 
constante en 7,5. La vigilancia de la reacción se llevó a cabo mediante una HPLC (cromatografía en fase líquida de 
alto rendimiento) tal como se ha descrito en el Ejemplo 3. Después de 140 min habían reaccionado totalmente 10,0 
g del nitrilo para dar 10,7 g de la amida y 1,4 g del ácido. 

En la Figura 5 se representa el transcurso cronológico de la reacción que se consiguió con la cepa MA113. 25 

Ejemplo 6 

Reacción 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 centrifugación. Una cantidad de las células tal que contenía 0,34 g de la biomasa seca, se diluyó con 
un tampón de fosfato de potasio 50 mM de pH 8,0 hasta llegar a un volumen final de 70 ml. Adicionalmente, a la 30 
mezcla de reacción se le añadieron 0,02 mM de ácido 2-metil-1-propano-borónico. El nitrilo de MHA en bruto se 
añadió a 4 °C mediando agitación enérgica de manera continua con una velocidad tal que la concentración durante 
la reacción no sobrepasase en ningún momento los 10 g/l. El valor del pH se mantuvo constante en 8,0. La vigilancia 
de la reacción se llevó a cabo mediante una HPLC tal como se ha descrito en el Ejemplo 2. Después de 510 min 
habían reaccionado totalmente 10,05 g del nitrilo para dar 11,13 g de la amida y 0,31 g del ácido. Esto corresponde 35 
a una concentración final de 139 g de la amida por litro. 

El nitrilo de MHA había sido preparado directamente a partir de 3-metiltio-propionaldehído y de un ligero exceso de 
ácido cianhídrico. Una solución 50 mM de este nitrilo de MHA en agua contenía 0,5 mM de cianuro (Spektroquant®, 
de Merck). 

En la Figura 6 se representa el transcurso cronológico de la reacción, que se consiguió con la cepa MA32. 40 

Ejemplo 7 

Clonación del racimo de genes para la nitrilo hidratasa de Pseudomonas marginalis MA32 y construcción de un 
vector de expresión 

El racimo de genes para la nitrilo hidratasa, que contiene una subunidad α, una subunidad β y una proteína 
activadora de la nitrilo hidratasa, cuya expresión concomitante es esencial para la actividad de la nitrilo hidratasa 45 
(Nojiri y colaboradores, 1999, Journal of Biochemistry, 125:696-704), se amplificó por una PCR con los cebadores 
1F y 1R, que introdujeron unos sitios de corte para las enzimas de restricción NdeI y HindIII. El producto de PCR así 
obtenido se ligó en un vector cortado con NdeI y HindIIII, en el que los genes introducidos están bajo el control del 
promotor de ramnosa. El vector de expresión que se formó de esta manera, se denomina pKE31. 

El mapa de restricción se encuentra en la Figura 7 y la secuencia está dentro de la SEQ ID NO:1. 50 
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El plásmido de expresión fue transformado en el seno de la cepa de E. coli DSM 14459, que había sido presentada 
en la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) el día 22.08.2001. 

Cebador: 

 

1F: SEQ ID NO:11 5 

1R: SEQ ID NO:12 

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

gen para la subunidad α;  nt  25-609 

gen para la subunidad  β:   nt  650-1.312 

gen para la proteína activadora: nt 1.309-2.577 10 

Ejemplo 8 

Clonación 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 α, una subunidad β y una proteína 
activadora de la nitrilo hidratasa, cuya expresión conjunta es esencial para la actividad de la nitrilo hidratasa (Nojiri y 
colaboradores, 1999, Journal of Biochemistry, 125:696-704), se amplificó por una PCR con los cebadores 1F y 1R.  15 

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

Cebador: 

 

2F: SEQ ID NO:13 

2R: SEQ ID NO:14 20 

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

gen para la subunidad α:  nt  1-582 

gen para la subunidad  β:   nt  624-1.286 

gen para la proteína activadora: nt 1.283-2.360 

Ejemplo 9 25 

Expresión heteróloga de las nitrilo hidratasas procedentes de Pseudomonas marginalis MA32 en E. coli DSM 14459 

E. coli DSM 14459 fue presentada en conexión con el documento de patente alemana DE 101 55 928. 

Las células transformadas con el pKE31 se cultivaron en un medio LB (LB Bouillon según Miller, VWR), que 
contenía  2 mM de citrato de hierro(III) y 100 µg/ml de ampicilina, mediando sacudimiento a 37°C. Después de 12 - 
16 horas se sobreinoculó una cantidad del cultivo previo en un cultivo principal tal que éste tuviese una OD600 30 
(densidad óptica a 600 nm) de 0,1. El medio de cultivación del cultivo principal correspondía al del cultivo previo, 
pero contenía adicionalmente 2 g/l de L-ramnosa. La cosecha de las células se efectuó después de una cultivación 
durante 22 horas a 30°C. 

 



 15

Ejemplo 10 

Determinación de las actividades enzimáticas 

La cultivación de la células y la determinación 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 plásmido pKE31 de la cepa E. coli DSM 14459 tenían una actividad específica de 5 
17 U/mg de BTM. 

Ejemplo 11 

Determinación de las actividades enzimáticas en presencia de 100 mM de cianuro de potasio  

La cultivación de las células y la determinación de las actividades se llevó a cabo en presencia de cianuro de potasio 
100 mM, tal como se ha descrito en el Ejemplo 9 y en el Ejemplo 4. 10 

Las células transformadas con el plásmido pKE31 de la cepa E. coli DSM 14459 tenían una actividad específica de 
11 U/mg de BTM. 

CONVENIO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DE LA PRESENTACIÓN DE 
MICROORGANISMOS PARA LAS FINALIDADES DE TRAMITACIÓN DE PATENTES 

FORMULARIO INTERNACIONAL 

Degussa AG 

Projekthaus Biotechnologie 

Rodenbacher Chaussee 

63457 Hanau 

 

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

 

I. CARACTERIZACIÓN DEL MICROORGANISMO 

Lista de referencia asignada por el PRESENTADOR: 

JM109 (deltarhaB) 

NÚMERO DE ENTRADA  asignado por el LUGAR DE 
PRESENTACIÓN INTERNACIONAL: 

DSM 14459 

 

II. DESCRIPCIÓN CIENTÍFICA Y/O DESIGNACIÓN TAXONÓMICA PROPUESTA 

 

Con el microorganismo designado bajo I. se entregó 

                  (  ) una descripción científica 

                  (x) una designación taxonómica propuesta 

(marcar con una cruz lo que sea correcto), 

 

III. ENTRADA Y ACEPTACIÓN 

Este lugar de presentación internacional acepta al microorganismo designado bajo I, que fue presentado allí el 
2001-08-22 (fecha de la primera presentación)1. 
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IV. ENTRADA DE LA SOLICITUD DE TRANSFORMACIÓN 

El microorganismo designado bajo I fue presentado en este Lugar de Presentación Internacional el     (fecha de la 
primera presentación) y se entregó un encago de transformación de esta primera presentación en una presentación 
según el Convenio de Budapest    (fecha de la entrega de la solicitud de transformación) 

 

V. LUGAR DE PRESENTACIÓN INTERNACIONAL 

 

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Dirección: Mascheroder Weg 1b 

 D-38124 Braunschweig 

 

Firma(s) de la(s) persona(s) autorizada(s) para la 
representación del lugar de presentación internacional  

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

 

Fecha: 2001 -08-24 

 

1En caso de que sea correcta la regla 6.4 letra d, éste es el momento, en el que se había adquirido el estado de un 
lugar de presentación internacional. 

Hoja de formulario DSMZ-BP/ (página única) 0196 

 

CONVENIO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DE LA PRESENTACIÓN DE 
MICROORGANISMOS PARA LAS FINALIDADES DE TRAMITACIÓN DE PATENTES 

 

FORMULARIO INTERNACIONAL 

 

Degussa AG 

Projekthaus Biotechnologie 

Rodenbacher Chaussee 

63457 Hanau 

 

 

CERTIFICADO DE LA CAPACIDAD DE VIVIR 

expedido según la regla 10.2 por el LUGAR DE 
PRESENTACIÓN INTERNACIONAL abajo indicado 

 

I. PRESENTADOR II. CARACTERIZACIÓN DEL MICROORGANISMO 

 

Nombre: Degussa AG 

Projekthaus Biotechnologie 

Dirección: Rodenbacher Chaussee 

63457 Hanau 

 

NÚMERO DE ENTRADA asignado por el LUGAR DE 
PRESENTACIÓN INTERNACIONAL: 

         DSM 14459 

Fecha de la presentación o de la transmisión1: 

       2001-08-22 

III. CERTIFICADO DE LA CAPACIDAD DE VIVIR 
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La capacidad de vivir del microorganismo mencionado bajo II se ensayó el 2001-08-222. 

En ese momento, el microorganismo  

(X)3 era capaz de vivir 

(   )3 ya no era capaz de vivir 

 

IV. CONDICIONES EN LAS QUE SE LLEVÓ A CABO EL ENSAYO DE LA CAPACIDAD DE VIVIR4 

 

 

V. LUGAR DE PRESENTACIÓN INTERNACIONAL 

 

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Dirección: Mascheroder Weg 1b 

 D-38124 Braunschweig 

 

Firma(s) de la(s) persona(s) autorizada(s) para la 
representación del lugar de presentación internacional  

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

 

Fecha: 2001 -08-24 

 

 

1 Indicación de la fecha de la primera presentación. Cuando se haya llevado a cabo una nueva presentación 
o una transmisión, se ha de indicar la fecha de la respectivamente última presentación o transmisión 
renovada. 

2 En los casos previstos en la regla 10.2 letra a cifras ii e iii, indicación del último ensayo de la capacidad de 5 
vivir. 

3 Marcar con una cruz lo que sea correcto. 

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

Hoja de formulario DSMZ-BP/9 (página única) 0196 

 10 

CONVENIO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DE LA PRESENTACIÓN DE 
MICROORGANISMOS PARA LAS FINALIDADES DE TRAMITACIÓN DE PATENTES 

 

FORMULARIO INTERNACIONAL 

 

Degussa AG 

Service Center Biokatalyse 

Rodenbacher Chaussee 4 

63457 Hanau 

 

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

 

I. CARACTERIZACIÓN DEL MICROORGANISMO 

 

Lista de referencia asignada por el PRESENTADOR: 

         MA32 

NÚMERO DE ENTRADA asignado por el LUGAR DE 
PRESENTACIÓN INTERNACIONAL 

   DSM 16275 

 

II. DESCRIPCIÓN CIENTÍFICA Y/O DESIGNACIÓN TAXONÓMICA PROPUESTA 

 

Con el microorganismo designado bajo I. se entregó 

( ) una descripción científica 

(x) una designación taxonómica propuesta 

(marcar con una cruz lo que sea correcto). 

 

III. ENTRADA Y ACEPTACIÓN 

 

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

 

IV. ENTRADA DE LA SOLICITUD DE TRANSFORMACIÓN 

El microorganismo designado bajo I fue entregado en este Lugar de Presentación Internacional el             (fecha de 
la primera presentación) y se entregó una solicitud de transformación de esta primera presentación en una 
presentación según el Convenio de Budapest       (fecha de la presentación de la solicitud de transformación). 

 

V. LUGAR DE PRESENTACIÓN INTERNACIONAL 

 

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Dirección: Mascheroder Weg 1b 

 D-38124 Braunschweig 

 

Firma(s) de la(s) persona(s) autorizada(s) para la 
representación del lugar de presentación internacional  

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

 

Fecha: 2004 -03-09 

 

 

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

CONVENIO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DE LA PRESENTACIÓN DE 
MICROORGANISMOS PARA LAS FINALIDADES DE TRAMITACIÓN DE PATENTES 
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FORMULARIO INTERNACIONAL 

 

Degussa AG 

Service Center Biokatalyse 

Rodenbacher Chaussee 4 

63457 Hanau 

 

 

CERTIFICADO DE LA CAPACIDAD DE VIVIR 

expedido según la regla 10.2 por el LUGAR DE 
PRESENTACIÓN INTERNACIONAL abajo indicado 

 

I. PRESENTADOR II. CARACTERIZACIÓN DEL MICROORGANISMO 

Nombre: Degussa AG 

Service Center Biokatalyse 

Dirección: Rodenbacher Chaussee 4 

63457 Hanau  

 

NÚMERO DE ENTRADA asignado por el LUGAR DE 
PRESENTACIÓN INTERNACIONAL: 

                DSM 16275 

Fecha de la presentación o de la transmisión1: 

                  

                2004-03-04 

III. CERTIFICADO DE LA CAPACIDAD DE VIVIR 

 

La capacidad de vivir del microorganismo mencionado bajo II se comprobó 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 LLEVÓ A CABO EL ENSAYO DE LA CAPACIDAD DE VIVIR4 

 

 

 

V. LUGAR DE PRESENTACIÓN INTERNACIONAL 

 

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Dirección: Mascheroder Weg 1b 

 D-38124 Braunschweig 

 

Firma(s) de la(s) persona(s) autorizada(s) para la 
representación del lugar de presentación internacional  

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

 

Fecha: 2004 -03-09 

 

1 Indicación de la fecha de la primera presentación. Cuando se haya llevado a cabo una nueva presentación 
o una transmisión, se ha de indicar la fecha de la respectivamente última presentación o transmisión 
renovada. 
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2 En los casos previstos en la regla 10.2 letra a cifras ii e iii, indicación del último ensayo de la capacidad de 
vivir. 

3 Marcar con una cruz lo que sea correcto. 

4 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 PRESENTACIÓN DE 
MICROORGANISMOS PARA LAS FINALIDADES DE TRAMITACIÓN DE PATENTES 

 

FORMULARIO INTERNACIONAL 

Degussa AG 

Service Center Biokatalyse 

Rodenbacher Chaussee 4 

63457 Hanau 

 

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

 

I. CARACTERIZACIÓN DEL MICROORGANISMO 

Lista de referencia asignada por el PRESENTADOR: 

      

           MA113 

NÚMERO DE ENTRADA asignado por el LUGAR DE 
PRESENTACIÓN INTERNACIONAL: 

           DSM 16276 

 

II. DESCRIPCIÓN CIENTÍFICA Y/O DESIGNACIÓN TAXONÓMICA PROPUESTA 

 

Con el microorganismo designado bajo I. se entregó 

( ) una descripción científica 

(x) una designación taxonómica propuesta 

(marcar con una cruz lo que sea correcto). 

 

III. ENTRADA Y ACEPTACIÓN 

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

 

IV. ENTRADA DE LA SOLICITUD DE TRANSFORMACIÓN 

El microorganismo designado bajo I fue entregado en este Lugar de Presentación Internacional el          (fecha de la 
primera presentación) y se entregó una solicitud de transformación de esta primera presentación en una 
presentación según el Convenio de Budapest             (fecha de la presentación de la solicitud de transformación). 

 

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

Dirección: Mascheroder Weg 1b 

 D-38124 Braunschweig 

Firma(s) de la(s) persona(s) autorizada(s) para la 
representación del lugar de presentación internacional  

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

 

Fecha: 2004 -03-09 

 

1 En caso de que sea correcta la regla 6.4 letra d, éste es el momento, en el que se había adquirido el estado de un 
sitio de presentación internacional. 

 

CONVENIO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DE LA PRESENTACIÓN DE 
MICROORGANISMOS PARA LAS FINALIDADES DE TRAMITACIÓN DE PATENTES 

 

FORMULARIO INTERNACIONAL 

 

Degussa AG 

Service Center Biokatalyse 

Rodenbacher Chaussee 4 

63457 Hanau 

 

 

CERTIFICADO DE LA CAPACIDAD DE VIVIR 

expedido según la regla 10.2 por el LUGAR DE 
PRESENTACIÓN INTERNACIONAL abajo indicado 

 

 

I. PRESENTADOR II. CARACTERIZACIÓN DEL MICROORGANISMO 

Nombre: Degussa AG 

Service Center Biokatalyse 

Dirección: Rodenbacher Chaussee 4 

63457 Hanau  

 

NÚMERO DE ENTRADA asignado por el LUGAR DE 
PRESENTACIÓN INTERNACIONAL: 

                DSM 16276 

Fecha de la presentación o de la transmisión1: 

                  

                2004-03-04 

III. CERTIFICADO DE LA CAPACIDAD DE VIVIR 

 

La capacidad de vivir del microorganismo mencionado bajo II se comprobó 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 LLEVÓ A CABO EL ENSAYO DE LA CAPACIDAD DE VIVIR4 
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V. LUGAR DE PRESENTACIÓN INTERNACIONAL 

 

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Dirección: Mascheroder Weg 1b 

 D-38124 Braunschweig 

 

Firma(s) de la(s) persona(s) autorizada(s) para la 
representación del lugar de presentación internacional  

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

 

Fecha: 2004 -03-09 

 

1 Indicación de la fecha de la primera presentación. Cuando se haya llevado a cabo una nueva presentación 
o una transmisión, se ha de indicar la fecha de la respectivamente última presentación o transmisión 
renovada. 

2 En los casos previstos en la regla 10.2 letra a cifras ii e iii, indicación del último ensayo de la capacidad de 5 
vivir. 

3 Marcar con una cruz lo que sea correcto. 

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

LISTADO DE SECUENCIAS 

<110> Degussa AG 10 

<120> Nitrilo hidratasas tolerantes al cianuro 

<130> 040061 

<160> 14 

<170> PatentIn version 3.3 

<210> 1 15 

<211> 6828 

<212> ADN 

<213> Pseudomonas marginalis 

<220> 

<221> CDS 20 

<222> (25) .. (609) 

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

<220> 

<221> CDS 

<222> (650) .. (1312) 25 

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

<220> 

<221> Genes 
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<222> (1309) .. (2577) 

<223> Gen para la proteína activadora 

<400> 1 

 

5 
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<210> 2 

<211> 194 

<212> PRT 

<213> Pseudomonas marginalis 5 

<400> 2 
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<210> 3 

<211> 220 

<212> PRT 

<213> Pseudomonas marginalis 5 

<400> 3 
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<210> 4 

<211> 1269 

<212> ADN 

<213> Pseudomonas marginalis 5 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) .. (1269) 

<223> Gen de la región codificadora de la proteína activadora 

<400> 4 10 
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<210> 5 

<211> 422 

<212> PRT 

<213> Pseudomonas marginalis 5 

<400> 5 
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<210> 6 

<211> 2371 

<212> ADN 

<213> Pseudomonas putida 5 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) .. (582) 

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

<220> 10 

<221> CDS 

<222> (624) .. (1286) 

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

<220> 

<221> Genes 15 

<222> (1283) .. (2371) 

<223> Gen para la proteína activadora 

<400> 6 
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<210> 7 

<211> 193 

<212> PRT 

<213> Pseudomonas putida 5 
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<210> 8 

<211> 220 

<212> PRT 

<213> Pseudomonas putida 5 

<400> 8  
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<210> 9 

<211> 1089 
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<212> ADN 

<213> Pseudomonas putida 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) .. (1089) 5 

<223> Gen para la proteína activadora 

<400> 9 

 



 42
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<210> 10 

<211> 362 

<212> PRT 

<213> Pseudomonas putida 5 

<400> 10 
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<210> 11 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 5 

<220> 

<223> Cebador 1F 

<400> 11 

ctccaccata tgagtacagc tacttcaacg         30 

<210> 12 10 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador 1R 15 

<400> 12 

cttcataagc ttctatctcg gatcaaatgg         30 

<210> 13 

<211> 25 

<212> ADN 20 

<213> Secuencia artificial  

<220> 

<223> Cebador 2F 

<400> 13 

atgacggcaa cttcaacccc tggtg         25 25 

<210> 14 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial  

<220> 30 

<223> Cebador 2R 

<400> 14 

tcagctcctg tcggcagtcg          20 
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REIVINDICACIONES 

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

2.  Polinucleótidos de acuerdo con la reivindicación 1, escogidos entre el conjunto que se compone de: 5 

a)  unos polinucleótidos, que contienen la SEQ ID NO:1 o unas secuencias de nucleótidos complementarias 
con ella, 

b) unos polinucleótidos, que contienen unas secuencias de nucleótidos, que corresponden a las secuencias 
procedentes de a) dentro del marco de la degeneración del código genético, 

c) unos polinucleótidos, que contienen unas secuencias de nucleótidos de acuerdo con a), que contienen 10 
mutaciones con sentido neutras en su función, 

d) unos polinucleótidos, 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 polinucleótidos una nitrilo hidratasa tolerante al cianuro. 15 

3. Polipéptidos, que contienen unas secuencias de aminoácidos, 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 reivindicación 3, cuya 
actividad restante después de la conversión química 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 20 
enzima, cuando ésta se había empleado para la reacción en unas condiciones por lo demás idénticas en ausencia 
de iones de cianuro. 

5. Vectores, que contienen un polinucleótido, que se escoge entre los de acuerdo con la reivindicación 1 ó 2. 

6. Célula anfitriona, transformada o transfectada mediante la introducción de un polinucleótido de acuerdo con una o 
varias de las reivindicaciones 1 ó 2. 25 

7. Célula anfitriona, transformada mediante la introducción de un vector de acuerdo con la reivindicación 6. 

8. Procedimiento para la preparación enzimática de amidas a partir de nitrilos, que tiene las siguientes etapas: 

a) conversión química de un compuesto que contiene grupos nitrilo con una enzima microbiana (un 
polipéptido) de acuerdo con la reivindicación 4, que tiene la actividad de una nitrilo hidratasa y 

b) separación de la amida formada,  30 

realizándose que para la conversión química del nitrilo en la amida se emplea una nitrilo hidratasa tolerante al 
cianuro de acuerdo con la reivindicación 3 ó 4. 

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

10. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 9, caracterizado porque se emplean células en reposo del 35 
microorganismo. 

11. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 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. 40 

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 reivindicación 13, caracterizado porque los microorganismos empleados se han 
presentado bajo el número DSM 16276. 

15. Procedimiento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 8 hasta 14, caracterizado porque se hacen 45 
reaccionar los compuestos de las fórmulas generales 
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 en las que significan: 

 X: OH, H, alquilo, NH2; 

R: H, un radical alquilo saturado con 1 a 12 átomos de C, ramificado o sin ramificar, eventualmente 
sustituido con NH2, 5 

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

 radicales alquileno sustituidos con grupos alquiltio, correspondiendo en este caso el alquilo a un 
radical de C1  a C3 y el alquileno a un radical divalente de C3 a C8, 

R': H, alquilo con 1 a 3 átomos de C, 10 

R'': un anillo insaturado de uno o dos núcleos con 6 a 12 átomos de C, eventualmente sustituido con 
uno o dos grupos alquilo de C1-C3, Cl, Br o F, 

 un radical alquil-nitrilo con 1 a 6 átomos de C 

para formar las correspondientes amidas. 

16. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 15, caracterizado porque se hace reaccionar un compuesto de la 15 
fórmula general (I) en presencia de ácido cianhídrico o de una sal del ácido cianhídrico. 

17. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 16, caracterizado porque la reacción se lleva a cabo en 
presencia de una concentración inicial de desde más 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 20 
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 está contenido en la mezcla de reacción procedente 
de la preparación de este nitrilo. 

20. Procedimiento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 8 hasta 17, caracterizado porque como nitrilo 25 
se emplea el 2-hidroxi-2-metil-propionitrilo. 

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

22. Nitrilo hidratasas tolerantes al cianuro, aisladas a partir de las cepas del género Pseudomonas, presentadas bajo 
el número DSM 16276. 
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Figura 1 

MA32 

 

 



 50

 

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 
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Figura 7 
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