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DESCRIPCION
Nitrilo hidratasa procedente de Rhodococcus

El invento se refiere a un racimo de polinucleétidos procedente de Rhodococcus, que codifica unos polipéptidos con
la actividad de una nitrilo hidratasa, a una proteina auxiliadora P15K, que activa a esta enzima, y a unas secuencias
de nucledtidos, que codifican un transportador de cobalto, a unos microorganismos transformados con ellas, en los
que las secuencias de nucledtidos que codifican estas proteinas se presentan de manera reforzada, y a la utilizacion
de los microorganismos transformados para la preparacion de amidas a partir de nitrilos.

Las nitrilo hidratasas ya se describieron en gran namero en la bibliografia (Synthetic applications of nitrileconverting
enzymes [Aplicaciones sintéticas de enzimas convertidoras de nitrilos]; Martinkova, Ludmila; Mylerova, Veronika;
Current Organic Chemistry (2003), 7(13), 1279-1295). Ya desde 1983 se emplean nitrilo hidratasas para la
preparacion de acrilamida a la escala de varios miles de toneladas por afio. Este procedimiento biocatalitico se ha
acreditado como competitivo en comparacion con los procedimientos quimicos (Enzymic synthesis of acrylamide: a
success story not yet over [Sintesis enzimética de acrilamida: una historia exitosa que no ha acabado todavia];
Kobayashi, Michihiko; Nagasawa, Toru; Yamada, Trends in Biotechnology (1992), 10(11), 402-8).

Junto a las nitrilo hidratasas, que se pueden emplear para la conversion quimica de acrilonitrilo, se describieron p.ej.
también aquellas que son especialmente adecuadas para la conversion quimica de metacrilonitrilo (A nitrile
hydratase of Pseudonocardia thermophila and the genes encoding and manufacture of the enzyme for conversion of
nitriles to amides [Una nitrilo hidratasa de Pseudonocardia thermophila y los genes que la codifican, y la
manipulacion de la enzima para la conversion de nitrilos en amidas] (documento de patente europea EP 790310), de
3-cianopiridina (Process for producing amides with Rhodococcus nitrile hydratase [Un procedimiento para producir
amidas con la nitrilo hidratasa de Rhodococcus], (documento de solicitud de patente internacional WO 2002055670)
o de 2-hidroxinitrilos tales como el 2-hidroxi-4-metiltio-butironitrilo (A nitrile hydratase of Rhodococcus and its use in
the manufacture of amides [Una nitrilo hidratasa de Rhodococcus y su uso en la preparacion de amidas] (documento
WO 2002070717) and Enzymic conversion of a-hydroxynitriles to the corresponding a-hydroxyamides, acids o acid
salts [Y la conversidon enzimatica de a-hidroxinitrilos para dar las correspondientes a-hidroxiamidas, acidos o sales
de é&cidos] (documento WO 9832872). En contraposicién a esto, hasta ahora no se conoce en absoluto ninguna
nitrilo hidratasa, con cuya ayuda se puedan convertir quimicamente de una manera efectiva los 2-aminonitrilos. La
nitrilo hidratasa procedente de Rhodococcus sp. Cr4 convierte quimicamente p.ej. a los 2-hidroxinitrilos con una alta
actividad, pero no en absoluto a un sencillo 2-aminonitrilo tal como el aminoacetonitriio (documento WO
2002070717).

La conversion enzimética de aminonitrilos en las correspondientes amidas abre una atractiva ruta de sintesis para
dar aminoacidos, puesto que las 2-aminoamidas pueden ser saponificadas de un modo sencillo (documento WO
2001060789). Este proceso transcurre en condiciones moderadas, con una selectividad muy alta y sin la formacion
de productos secundarios tales como unas sales, como las que resultan en el caso de la hidrdlisis quimica.

Alternativamente, ciertas amidas se pueden hacer reaccionar también con hidroxidos de metales alcalinos o alcalino-
térreos para dar las correspondientes sales de los acidos. Se prefiere especialmente este modo de proceder en el
caso del empleo del hidréxido de calcio para la conversion quimica de la 4-metiltio-a-hidroxibutiramida (amida de
MHA); puesto que la sal de calcio del MHA se puede emplear directamente como una forma de producto alternativa
a la metionina o al MHA como aditivo para piensos.

Para la preparacion de un producto comercial, tal como p.ej. la DL-metionina, no es suficiente, sin embargo, poner a
disposicién un catalizador con una alta actividad. Para el aumento de la actividad se debe de establecer un sistema
de expresion para los genes que deben de ser reforzados. Para esto se aconseja la expresion heterologa p.ej. sobre
todo en el seno de Escherichia coli, Bacillus, Pseudomonas, Pichia, Sacharomyces o Aspergillus, puesto que estos
microorganismos poseen un rapido crecimiento, alcanzan unas muy altas densidades celulares y estan disponibles
unas herramientas de biologia molecular que permiten un muy alto nivel de expresién (Lee SY (1996) High cell-
density culture of Escherichia coli [Cultivo con alta densidad celular de Escherichia coli] TIBTECH 14:98-105;
Riesenberg D, Guthke R (1999) High-cell-density cultivation of microorganisms [Cultivacion con alta densidad celular
de microorganismos]. Appl Microbiol Biotechnol 51:422-430).

Es conocido el hecho de que para la expresion heterdloga de unas nitrilo hidratasas deben de ser expresados
concomitantemente por lo menos 3 genes. Junto a los dos genes estructurales, ademas de esto, debe de ser
reforzada una correspondiente proteina auxiliadora tanto para las enzimas que dependen del hierro como también
para las enzimas que dependen del cobalto (Nojiri M. y colaboradores, (1999) Functional expression of Nitrile
hydratases in Escherichia coli: Requirement of a nitrile hydratase activator and a post-translational modification of a
ligand cysteine [Expresion funcional de nitrilo hidratasas en Escherichia coli: Necesidad de un activador de la nitrilo
hidratasa y modificacion después de la traduccion de un ligando de cisteina]. J. Biochem 125: 696-704, y
Overproduction of stereoselective nitrile hydratase from Pseudomonas putida 5B in Escherichia coli: activity requires
a novel downstream protein [Sobreproducccion de una nitrilo hidratasa estereoselectiva procedente de
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Pseudomonas putida 5B en E. coli: la actividad requiere una nueva proteina corriente abajo], Wu, S.; Fallon, R. D;
Payne, M. S. Applied Microbiology and Biotechnology (1997), 48(6), 704-708).

Adicionalmente a estos 3 genes, en Rhodococcus rhodochrous J1, en un racimo de genes, junto a los genes
estructurales y al gen de la proteina auxiliadora, se encontr6é otro gen que codifica un transportador de cobalto (A
novel transporter involved in cobalt uptake [Un nuevo transportador que participa en la absorcién de cobalto],
Komeda, Hidenobu y colaboradores, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America [Actas de la Academia Nacional de Ciencias de los Estados Unidos de América](1997), 94(1), 36-41). Tanto
la sobreexpresion en Rhodococcus como también la expresién concomitante en E. coli dan lugar a una absorcion
aumentada de iones de Co®" a partir del medio de cultivo. Ademas de esto, se pudo mostrar que en el caso de la
expresion concomitante del transportador de cobalto en comin con las otras 3 proteinas se puede conseguir la
misma actividad de nitrilo hidratasa en el caso de una concentracion mas baja de Co en el medio, en comparacion
con la expresioén a solas de los genes estructurales y de la proteina auxiliadora. No obstante, este efecto aparece en
Rhodococcus, de acuerdo con Komeda y colaboradores, solamente en el caso de unas concentraciones situadas
por debajo de 42 uM.

A partir del documento EP 0 362 829 se conoce la fermentacion de Rhodococcus rhodochrous en presencia de sales
de cobalto.

Es una misiéon del invento hacer accesibles unas nitrilo hidratasas con una alta actividad, que en particular
conviertan quimicamente a los a-aminonitrilos en amidas.

El invento comprende los siguientes objetos:

1. Un racimo aislado de polinucledtidos procedentes de Rhodococcus opacus, que contiene cuatro secuencias de
nucleétidos, que codifican cuatro polipéptidos con unas secuencias de aminoacidos, que son idénticas en cada caso
en por lo menos un 90 % con las secuencias de aminoacidos contenidas en las secuencias SEQ ID NO:2 hasta SEQ
ID NO:4 y SEQ ID NO:6, poseyendo los polipéptidos las actividades de una nitrilo hidratasa, que se compone de
unas subunidades a y B3, de la proteina auxiliadora P15K y de un transportador de cobalto.

2. Unos polinucleétidos de acuerdo con 1., escogidos entre el conjunto que se compone de

a) un polinucledtido, que se compone de las posiciones 1 hasta 708 de la secuencia de nucleétidos SEQ ID
NO:1 o de la secuencia de nucleétidos complementaria con ésta,

b) un polinucledtido con una secuencia de nucledtidos, que corresponde a la secuencia procedente de a)
dentro del marco de la degeneracion del cédigo genético,

¢) un polinucleétido, que se hibrida en condiciones rigurosas con las secuencias complementarias a) o b),
abarcando las condiciones rigurosas el lavado en 0,1 x SSC a una temperatura de 50-68°C y

d) un polinucledtido con una secuencia de nucledtidos procedente de a), b) o c¢), que contiene unas
mutaciones con sentido neutras en su funcion,

codificando los polinucledétidos la subunidad B de la nitrilo hidratasa.
3. Unos polinucleétidos de acuerdo con 1., escogidos entre el conjunto que se compone de:

a) un polinucleétido, que se compone de las posiciones 710 hasta 1.327 de la secuencia de nucle6tidos
SEQ ID NO:1 o de la secuencia de nucleétidos complementaria con ésta,

b) un polinucledtido con una secuencia de nucle6tidos, que corresponde a la secuencia procedente de a)
dentro del marco de la degeneracion del cédigo genético,

¢) un polinucledtido, que se hibrida en condiciones rigurosas con las secuencias complementarias a) o b),
abarcando las condiciones rigurosas el lavado en 0,1 x SSC a una temperatura de 50-68°C y

d) un polinucledtido con una secuencia de nucledtidos procedente de a), b) o c), que contiene unas
mutaciones con sentido neutras en su funcion,

codificando los polinucledétidos la subunidad a de la nitrilo hidratasa.

4. Un polipéptido de acuerdo con 1., que contiene las secuencias de aminoacidos, que son idénticas por lo menos
en un 90 % a las SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:3, teniendo el polipéptido la actividad de una nitrilo hidratasa.
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5. Una sonda o un cebador, que contiene por lo menos 20 nucle6tidos consecutivos dentro de las posiciones 1 hasta
1.327 de la secuencia de nucle6tidos SEQ ID NO:1 o de su forma complementaria.

6. Un polinucleétido aislado de acuerdo con 2), que se hibrida en condiciones rigurosas con el complemento que
tiene las posiciones 1 hasta 708 de la SEQ ID NO:1, abarcando las condiciones rigurosas el lavado en 0,1 x SSC a
una temperatura de 50 a 68°C.

7. Un polinucledtido aislado de acuerdo con 4), que se hibrida en condiciones rigurosas con el complemento que
tiene las posiciones 710 hasta 1.327 de la SEQ ID NO:1, abarcando las condiciones rigurosas el lavado en 0,1 x
SSC a una temperatura de 50 a 68°C.

8. Unos vectores que contienen un(os) polinucleétido(s) escogidos entre 1) hasta 3) y 6) hasta 7).

9. El vector pUD15, que se compone de la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO:24.

10. El vector pUD16, que se compone de la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO:25.

11. Una célula anfitriona, transformada o transfectada mediante la introduccion de un polinucleétido de acuerdo con 1).
12. Una célula anfitriona, transformada mediante la introduccion de un vector de acuerdo con 8) hasta 10).

13. Una célula anfitriona transformada de acuerdo con 11) o 12), siendo la célula anfitriona una bacteria de la familia
de las Enterobacteriaceae, en particular Escherichia coli.

14. Un procedimiento para la preparacion de amidas a partir de nitrilos con unas nitrilo hidratasas procedentes de
Rhodococcus o de unos microorganismos que contienen esta enzima, en el que

a) un microorganismo transformado, que contiene unos genes sobreexpresados con las secuencias de
nucleotidos gscogidas entre las de las reivindicaciones 1 hasta 3y 6, 7, se fermenta en presencia de 0,15 a
4 mM de Co®’, en unas condiciones, que dan lugar a la formacién de la nitrilo hidratasa,

b) esta enzima se deja enriquecerse en el microorganismo, y
c) esta enzima se aisla a partir de las células, o
d) se cosechan los microorganismos y se obtienen unas células en reposo, que contienen la enzima, y

e) la enzima o los microorganismos que la contienen se hacen reaccionar con los compuestos de las
férmulas generales

R X

CN

R"-CN 0
en las que significan:

X: OH, H, alquilo con 1 hasta 4 atomos de C, en particular NHy;

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

0 grupos cicloalquilo con 3 a 6 &tomos de C,

radicales alquileno sustituidos con grupos alquiltio,

correspondiendo el alquilo aqui a un radical de C;a C3 y el alquileno a un radical divalente de C3 a Csg,

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

R": un anillo insaturado de uno o dos ntcleos, con 6 a 12 4&tomos de C, eventualmente sustituido con uno o
dos grupos alquilo de C; - Cs, Cl, Br o F, un radical alquil-nitrilo monovalente con 1 a 6 &tomos de C,

para dar las correspondientes amidas.
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15. Un procedimiento de acuerdo con 14), caracterizado porque se emplean unas células anfitrionas de acuerdo con
las reivindicaciones 11 hasta 13.

16. Una nitrilo hidratasa recombinante producida de acuerdo con 14) con el origen de Rhodococcus opacus, que
convierte quimicamente a a-aminonitrilos con una actividad especifica de >50 U/mg de biomasa seca.

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

Los conceptos de "transformacién”, "transfeccion”, "conjugacion” y "transduccién" se refieren a unas medidas
técnicas conocidas a partir del estado de la técnica, con el fin de introducir ADN ajenos.

Asimismo, son un objeto del invento unos polinucledtidos, que se componen esencialmente de una secuencia de
polinucledtidos, y que son obtenibles por escrutinio mediante una hibridacion de un correspondiente banco genémico
de Rhodococcus opacus, que contiene el gen completo o partes de éste, con una sonda, que contiene las
secuencias de los polinucle6tidos conformes al invento procedentes de la SEQ ID NO:1 o unos fragmentos de ésta,
y un aislamiento de la mencionada secuencia de polinucleotidos.

Los polinucleétidos, que contienen las secuencias de acuerdo con el invento, son adecuados como sondas de
hibridacion para un ARN, un ADNc (cromosomal) y un ADN, con el fin de aislar unos &cidos nucleicos o
respectivamente 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 ADNCc.

Los polinucleétidos, que contienen las secuencias de acuerdo con el invento, son adecuados ademas como unos
cebadores, con cuya ayuda, por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, acronimo de Polymerase
Chain Reaction) se puede producir unos ADN de genes, que codifican las proteinas conformes al invento.

Aquellos oligonucleottidos, 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 nucleotidos consecutivos.
Asimismo, son adecuados 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 "polinuclettido” se refiere por lo general a unos polirribonucleétidos y polidesoxirribonucleétidos,
pudiendo tratarse de unos ARN o ADN no modificados o de unos ARN o ADN modificados.

Los polinucledtidos conformes al invento incluyen unos polinucledtidos de acuerdo con la SEQ ID NO:1 y también
aquéllos, que son idénticos por lo menos en un 90 %, 93 %, 95 %, 97 % o0 99 % con los polinucledtidos 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 incluyen unos polipéptidos de acuerdo con las secuencias SEQ ID NO:2
hasta SEQ ID NO:4 y SEQ ID NO:6, y también aquéllos, que son idénticos por lo menos en un 90 %, y de manera
especialmente preferida por lo menos en un 91 %, 95 %, 97 % o0 99 % con los polipéptidos de acuerdo con las
secuencias SEQ ID NO:2 hasta SEQ ID NO:4 y SEQ ID NO: 6.

El polinucledtido de la SEQ ID NO:1 contiene varias secuencias individuales, que codifican diferentes proteinas. Las
secuencias para la subunidad a y para la proteina auxiliadora P15K se solapan.

Los genes, que codifican las subunidades a y B de la nitrilo hidratasa, deben de ser expresados en comun, con el fin
de obtener una proteina activa.

La SEQ ID NO:2 reproduce la secuencia de aminoacidos de la subunidad 8 y la SEQ ID NO:3 reproduce la de la
subunidad a de la proteina, que muestra una actividad de nitrilo hidratasa.

La SEQ ID NO:2 se deriva de las posiciones 1 hasta 708 y la SEQ ID NO:3 se deriva de las posiciones 710 hasta
1.327 de la secuencia de nucle6tidos SEQ ID NO:1.
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La secuencia de aminoacidos de la denominada proteina auxiliadora P15K se encuentra en la SEQ ID NO:6,
correspondientemente a las posiciones 1.324 hasta 1.737 en la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO:1.

La proteina auxiliadora activa a la nitrilo hidratasa y debe de estar presente en comin con esta enzima en el
microorganismo que produce la nitrilo hidratasa.

La SEQ ID NO:4 representa la secuencia de aminoacidos del transportador de cobalto y se deriva de las posiciones
2.076 hasta 3.146 de la secuencia de nucle6tidos SEQ ID NO:1.

El cododn iniciador ttg en la SEQ ID NO:4 es traducido por el programa PatentIN version 3.1 como leucina, y el codén
iniciador gtg en la SEQ ID NO:6 es traducido como valina. Correctamente debe quererse decir metionina.

Se encontr6 que mediante una expresion concomitante del transportador de cobalto, la actividad de la nitrilo
hidratasa en E. coli es aumentada en un multiplo. Esto es véalido también cuando se utlizan unas altas
concentraciones de cobalto en el medio, que estan situadas en algunos 6érdenes de magnitud por encima de las
concentraciones que se presentan en la naturaleza. Sorprendentemente, la expresion concomitante del
transportador de cobalto no da lugar a una contaminacién del organismo sino solamente a una sensibilidad
ligeramente aumentada de las células frente a unas altas concentraciones de cobalto en el medio.

Para el aislamiento del racimo de genes conforme al invento se establece por lo general primeramente un banco
gendmico de este microorganismo en Escherichia coli (E. coli). El establecimiento de bancos gendémicos se ha
descrito en unos libros de texto y manuales generalmente conocidos. Como ejemplos de ellos se citaran el libro de
texto de Winnacker: Gene und Klone, Eine Einfuihrung in die Gentechnologie (Genes y clones, una introduccion a la
tecnologia genética) (editorial Verlag Chemie, Weinheim, Alemania, 1990), o el manual de Sambrook y
colaboradores: Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Clonacion molecular, un manual de laboratorio) (Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Un banco gendmico muy conocido es el de la cepa W3110 de E. coli K-12,
que fue establecido por Kohara y colaboradores (Cell 50, 495-508 (1987) en vectores A. Bathe y colaboradores
(Molecular and General Genetics (Genética molecular y general), 252:255-265, 1996) describen un banco genémico
de C. glutamicum ATCC13032, que se establecié con la ayuda del vector cosmidico SuperCos | (Wahl y
colaboradores, 1987, Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 84:2160-2164) en la cepa NM554de
E.coli K-12 (Raleigh y colaboradores, 1988, Nucleic Acids Research 16: 1563-1575).

Para la produccién de un banco genémico en E. coli se pueden utilizar también unos plasmidos tales como el
pBR322 (Bolivar, Life Sciences [Ciencias de la vida], 25, 807-818 (1979)) o pUC9 (Vieira y colaboradores, 1982,
Gene [Genes], 19:259-268). Como anfitriones se adecuan especialmente aquellas cepas de E. coli, que son
defectuosas en la restriccion y la recombinacién. Un ejemplo de ellas es la cepa DH5amcr, que fue descrita por
Grant y colaboradores (Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 87 (1990) 4645-4649). Los
fragmentos de ADN largos clonados con ayuda de césmidos se pueden subclonar a continuacion, por su parte, en
unos vectores habituales, que son adecuados para la secuenciacion, y seguidamente se pueden secuenciar, tal
como se describe p.ej. en la cita de Sanger y colaboradores (Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, 74:5463-5467, 1977).

Las secuencias de ADN obtenidas se pueden investigar entonces con unos algoritmos conocidos o respectivamente
con unos programas de andlisis de secuencias tales como p.ej. el de Staden (Nucleic Acids Research [Investigacion
de acidos nucleicos] 14, 217-232(1986), el de Marck (Nucleic Acids Research 16, 1829-1836 (1988) o el programa
GCG de Butler (Methods of Biochemical Analysis [Métodos de analisis bioquimicos] 39, 74-97 (1998)).

Las secuencias codificadoras de ADN, que se establecen a partir de las secuencias contenidas en la SEQ ID NO:1
por medio de la degeneracion del codigo genético, son asimismo una parte componente del invento. De igual
manera son una parte componente del invento unas secuencias de ADN, que se hibridan con estas secuencias o
con partes de ellas. En el mundo especializado se conocen ademdas unos intercambios conservativos de
aminoéacidos 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 de esto, 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 funcion de ésta, o incluso pueden estabilizarla. Unos datos acerca de esto los encuentra un
experto en la especialidad, entre otros lugares, en las citas de Ben-Bassat y colaboradores (Journal of Bacteriology
[Revista de bacteriologia] 169:751-757 (1987)), de O'Regan y colaboradores (Gene 77:237-251 (1989)), de Sahin-
Toth y colaboradores (Protein Sciences [Ciencias de las proteinas] 3:240-247 (1994)), de Hochuli y colaboradores
(Bio/Technology 6:1321-1325 (1988)) y en conocidos libros de texto de la genética y la biologia molecular.

Finalmente, constituyen una parte componente del invento unas secuencias de ADN, que se producen por medio de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) mediando utilizacién de unos cebadores, que se establecen a partir
de la SEQ ID NO: 1. Tales oligonucleotidos tienen tipicamente una longitud de por lo menos 15 nucleétidos.
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Unas instrucciones para la identificacién 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 hibridacion 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] (1991) 41: 255-260). La hibridacién 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
polinucleétidos 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 variacién de
la composicion de los tampones, de la temperatura y de la concentracion de sales. La reaccion de hibridacion se
lleva a cabo por lo general con una rigurosidad relativamente baja en comparacién con la de las etapas de lavado
(Hybaid Hybridisation Guide [Guia de hibridacién Hybaid, Hybaid Limited, Teddington, Reino Unido, 1996).

Para la reaccion de hibridacién se puede emplear, por ejemplo, un tampoéon 5x SSC a una temperatura de
aproximadamente 50°C - 68°C. En este caso, unas sondas se pueden hibridar también con unos polinucleétidos,
gue 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 hasta 2x SSC y eventualmente a continuacion hasta 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 eventualmente posible disminuir la concentracién de las sales
hasta 0,1x SSC. Mediante un aumento escalonado de la temperatura de hibridaciéon, en escalones de
aproximadamente 1 - 2°C desde 50°C hasta 68°C, se pueden aislar unos fragmentos de polinucleétidos, 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 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 reaccién 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 nidmero 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 o respectivamente las
otras proteinas adicionales.

Se ha acreditado como ventajoso expresar el gen que codifica el transportador de cobalto en menor extension, por
ejemplo, con un vector que tiene un nimero mas bajo de copias - por lo menos una copia menos - que las
secuencias de polinucleétidos que codifican las subunidades a y B y la proteina auxiliadora P15K. La diversa
expresion de los mencionados genes se puede conseguir también mediante la utilizacion de unos promotores
diversamente fuertes.

Los nucledtidos que codifican las subunidades a y B y la proteina auxiliadora se presentan de manera preferida en
comuUn en un vector, con un promotor comun o con dos promotores separados.

Los microorganismos transformados o recombinantes, producidos de esta manera, son asimismo una parte
constituyente del invento.

Se encontré que el refuerzo de los genes, que codifican la nitrilo hidratasa, la proteina auxiliadora P15K y el
transportador de cobalto 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
fuerte o de que se utiliza un gen, que codifica una correspondiente enzima con una alta actividad, y eventualmente
se combinan estas medidas técnicas.

Para la consecucion de una sobreexpresion se puede mutar la region de promotor y de regulacion o el sitio de
fijacion a ribosomas, que se encuentra situada/o secuencia arriba del gen estructural. De igual manera, actian unas
casetes de expresion, que son incorporadas 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
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fermentacién. Mediante unas medidas técnicas destinadas a la prolongacion de la duracion de vida atil del ARN-m
(mensajero) se mejora asimismo la expresion.

Ademas, mediante una evitaciéon 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, 0 se pueden integrar y amplificar en el cromosoma. Alternativamente, se puede
conseguir ademas una sobreexpresion de los correspondientes genes mediante una modificacién de la composicion
de los medios y mediante una realizacion de la cultivacion.

Mediante las medidas técnicas de refuerzo, en particular una sobreexpresion, se aumenta la actividad o la
concentracién de la correspondiente proteina por lo general por lo menos en un 10 %, 25 %, 50 %, 75 %, 100 %,
150 %, 200 %, 300 %, 400 % o 500 %, como maximo hasta 1.000 % o 2.000 %, referido a la proteina de tipo
silvestre o respectivamente a la actividad o la concentracion de la proteina en unos microorganismos no
transformados con las secuencias de nucleétidos conformes al invento.

Otro objeto del invento es la puesta a disposicién de unos vectores replicables por lo general autbnomamente en las
cepas anfitrionas escogidas, los cuales son compatibles entre si y contienen por lo menos unas secuencias de
nucleétidos de acuerdo con las reivindicaciones 2, 3 y 4, o una secuencia de nucleé6tidos de acuerdo con la
reivindicacion 4.

Un vector de ADN se puede introducir en células eucaridticas o procaridticas mediante unas conocidas técnicas de
transformacion.

Como organismo anfitrién sirven de manera preferida unos microorganismos, para los que existen unos sistemas de
expresion, tales como p.ej. Pseudomonas, Pichia, diferentes levaduras, Saccaromyches, Aspergillus o la familia de
Streptomyces, en particular E coli. Los microorganismos del género Rhodococcus son asimismo adecuados.

Un objeto del invento es asimismo un procedimiento para la produccién de la nitrilo hidratasa procedente de
Rhodococcus, en particular de Rhodococcus opacus 0 de unos microorganismos que contienen esta enzima, en el
que

a) se fermenta un microorganismo transformado, que contiene unos genes sobreexpresados con las
secuencias de nucleétidos de acuerdo con las reivindicaciones 1 hasta 4, en presencia de 0,15 a 4 mM
(mmol/l) de Co®, en particular de 0,3 a 4 mM, en unas condiciones, que dan lugar a la formacion de la
nitrilo hidratasa,

b) se deja enriquecerse esta enzima en el microorganismo, y
c) se aisla esta enzima a partir de las células, o
d) se cosechan los microorganismos y se obtienen como unas células en reposo que contienen la enzima.

La nitrilo hidratasa producida por medios recombinantes convierte quimicamente a a-aminonitrilos con una actividad
de > 50 U/mg de la biomasa seca.

De manera preferida, se fermenta en presencia de 0,5 a 3,5 mM de Co?* en particular de 0,7 a 3 mM, que se afiade
al caldo de fermentacién de manera preferida como una sal soluble.

Los microorganismos utilizados conforme al invento se pueden cultivar de una manera continua o discontinua en el
procedimiento batch (cultivacion por tandas) o en el procedimiento fed batch (procedimiento de afluencia) o en el
procedimiento fed batch repeated (procedimiento de afluencia repetida). Una recopilacion acerca de meétodos
conocidos de cultivacion se encuentra en el libro de texto de Chmiel (BioprozeRtechnik 1. Einfihrung in die
Bioverfahrenstechnik [Técnica de bioprocesos 1. Introduccion en la técnica de los bioprocesos] (editorial Gustav
Fischer, Stuttgart, 1991)) o en el libro de texto de Storhas (Bioreaktoren und periphere Einrichtungen [Biorreactores y
disposiciones periféricas] (editorial Vieweg, Braunschweig/Wiesbaden, 1994)).

El medio de cultivo que se ha de utilizar debe de satisfacer de un modo adecuado los respectivos requisitos
establecidos por las respectivas cepas. Unas descripciones de medios de cultivo de diversos microorganismos estan
contenidas en el manual de métodos de bacteriologia general "Manual of Methods for General Bacteriology" de la
American Society for Bacteriology [Sociedad americana de bacteriologia (Washington D. C., EE.UU., 1981).

Como fuente de carbono se pueden utilizar azlcares 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
estedrico 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.
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Como fuente de nitrégeno se pueden utilizar unos compuestos que contienen nitrdgeno, tales como peptonas, un
extracto de levadura, un extracto de carne, un extracto de malta, agua de maceracién de maiz, harina de soja y
urea, y/u 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, dihidrégeno-fosfato de potasio o hidrogeno-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 aminoéacidos y vitaminas,
adicionalmente a las sustancias arriba mencionadas. Las sustancias de partida mencionadas se pueden afiadir 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 fosférico o acido sulfurico. Para realizar la
represion del desarrollo de espuma se pueden emplear unos agentes antiespumantes tales como p.ej. ésteres de
poliglicoles con &cidos grasos. Con el fin de mantener la estabilidad de los plasmidos, se pueden afiadir al medio
unas adecuadas sustancias que actlan selectivamente tales como p.ej. antibi6ticos. 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 tratamiento del cultivo por lo menos durante tanto tiempo hasta que €l haya
sobrepasado la fase de crecimiento logaritmico. Este objetivo se alcanza normalmente en el transcurso de 10
horas hasta 70 horas.

Asimismo es objeto del invento un procedimiento para la produccién enzimética de amidas a partir de nitrilos, que
contiene las siguientes etapas:

a) la reaccién de un compuesto que contiene grupos nitrilo con una enzima procedente de Rhodococcus,
en particular de Rhodococcus opacus, que tiene la actividad de nitrilo hidratasa, y

b) eventualmente la separacion de la amida.
En una variante del procedimiento, las células se cosechan, se lavan y se recogen en un tampon como una
suspension a un valor del pH de 5-9, en particular de 6,8 a 7,9. La concentracion celular de las células en reposo es
por regla general de 1 - 25 %, en particular de 1,5 a 15 % (peso en humedo/v). Ellas se pueden permeabilizar 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 los compuestos de nitrilo que deben de ser transformados
atraviesen la pared celular y pueda salir la amida resultante.

El biocatalizador (catalizador de células enteras) muestra una sobresaliente estabilidad, de tal manera que se
pueden alcanzar unas concentraciones del producto situadas por encima de 100 g/I.

También es posible separar la nitrilo hidratasa conforme al invento a partir de las células segin unos métodos
conocidos, eventualmente purificarla y emplearla para la conversion quimica de los nitrilos.

Objeto del invento es también un procedimiento, que esta caracterizado porque se hacen reaccionar unos
compuestos de las formulas generales

] x

CN

(I)

R"-CN (1
en las que significan:

X: OH, H, alquilo con 1 a 4 atomos de C, en particular NH;
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R: H, un radical alquilo saturado con 1 a 12 atomos de C, ramificado o sin ramificar, eventualmente sustituido
con NHg, radicales alquenilo con 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 el alquilo aqui a un
radical de C;a Czy el alquileno a un radical divalente de C3 a Cs,

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

R": un anillo aromatico de uno o dos nucleos, con 6 a 12 atomos de C, eventualmente sustituido con uno o dos
grupos alquilo de C1- C3 6 Cl 6 F, un radical alquil-nitrilo con 1 a 6 atomos de C.

para dar las correspondientes amidas.
Los siguientes nitrilos se hacen reaccionar de manera preferida:

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:
3-amino-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-@,B-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 convertidos quimicamente en la soluciéon de reaccidon no esta
restringida a determinados intervalos.

Con el fin de evitar una inhibicion de la actividad enzimatica por medio del substrato, la concentracion del nitrilo se
mantiene por lo general en 0,001 hasta 10 p/p% (= % en peso/peso), en particular en 0,1 hasta 2 p/p%, referida a la
cantidad del biocatalizador como masa celular secada. El substrato se puede afiadir al comienzo de la reaccion en
su totalidad o en el transcurso de la reaccién de una manera continua o discontinua.

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

Sin embargo, la reaccion 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 0,001 a 8 p/p% como
masa celular secada.

El peso en seco de la masa celular se determina con un Moisture Analyser MA45 (de Sartorius).

También es posible inmovilizar a la enzima aislada segin unas técnicas conocidas por lo general, y emplearla luego
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 reaccién 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, p.ej., con respecto de las células de la biomasa, y la amida o bien se saponifica para dar el
correspondiente acido, o se convierte quimicamente mediando adicion de hidréxidos de metales alcalinos o alcalino-
térreos, en 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
Clonacién de la nitrilo hidratasa procedente de Rhodococcus opacus

Un ADN cromosomal de Rhodococcus opacus se digirid con las enzimas de restriccion PinAl, Pstl y Xmal (de
Roche) y los fragmentos se separaron sobre un gel de agarosa al 0,8 %. Se llevé a cabo una transferencia de borron
de Southern segln los métodos clasicos (p.ej. en Sambrook y colaboradores: Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) sobre una membrana cargada positivamente de nilén (Hybond-
N+, de Amersham). La hibridacién se efectu6 con una sonda marcada con DIG segun las instrucciones del
fabricante (Roche). La sonda se produjo mediante una PCR con los cebadores degenerados 1F y 1R con un ADN
gendmico como molde. Los cebadores se habian derivado de regiones homélogas de la subunidad 8, que se
determinaron mediante una alineacion de secuencias de diversas NHasas. Sus secuencias se obtuvieron a partir de
unos bancos de datos. Para el aislamiento de un fragmento de PinAl detectado con un tamafio de aproximadamente
2,2 kb (kilobases), unos fragmentos de ADN cortados con PinAl con un tamafio comprendido entre 2 y 2,5 kb se
purificaron mediante una electroforesis en gel preparativa, se ligaron dentro del vector pUC18 (de Promega) cortado
con Xmal y la tanda de ligacion se transformé en el seno de E. coli JM 109 (de Promega). Unos transformantes
positivos se identificaron mediante una hibridacion de colonias con la misma sonda. Los clones obtenidos de esta
manera contenian una insercion de 2.206 nt (nucledtidos) con el gen de la subunidad 8 y con la mayor parte del gen
de la subunidad a de la nitrilo hidratasa.

Para la secuencia ausente, con el método arriba descrito, se prepar6 con los cebadores 2F y 2R una nueva sonda,
gue se hibrida junto al extremo 3' del fragmento clonado de PinAl. Como molde sirvid el fragmento de PinAl clonado
en pUC18. Antes de la hibridacion con esta sonda, desde la membrana mas arriba descrita se eliminaron
primeramente las sefiales cromaticas asi como la primera sonda segun las instrucciones del fabricante (Roche).
Sobre esta membrana, con la segunda sonda se detectd una banda de Pstl con un tamafio de 2 kb. Tal como se ha
descrito mas arriba, se cloné el correspondiente fragmento de ADN en el vector pUC18 abierto con Pstl, el producto
se transformo en el seno de E. coli IM109 y unos clones positivos se identificaron a través de una hibridacion de
colonias. El fragmento de Pstl tiene un tamafio de 1.883 nt y contiene una parte (en 3') del gen de la subunidad a de
la nitrilo hidratasa, el gen de la proteina auxiliadora P15K y una parte (en 5% del gen del transportador de cobalto.

Con el fin de clonar un fragmento de ADN con la secuencia ausente del gen del transportador de cobalto, con los
cebadores 3F y 3R y con el fragmento de Pstl clonado en pUC18 como molde se produjo una sonda, que se hibrida
junto al extremo 3' del fragmento clonado de Pstl. Con esta sonda, sobre la misma membrana, desde la que se
habian eliminado por su parte unas sefiales crométicas y la segunda sonda, se detecté una banda de Xmal con un
tamafio de aproximadamente 1,7 kb. El correspondiente fragmento de ADN se cloné en el vector pUC18 abierto con
Xmal, el producto se transformé en el seno de E. coli IM109 y los clones positivos se identificaron a través de una
hibridacion de colonias. Para esto, se emple6 una sonda, que habia sido amplificada con los cebadores 4F y 3R. El
fragmento de Xmal tiene un tamafio de 1.747 nt y contiene una parte (en 3'-) del gen del transportador de cobalto.

La secuencia continua del racimo de genes, que contiene los polinucledtidos que codifican las subunidades ay B de
la nitrilo hidratasa, de la proteina auxiliadora P15K y del transportador de cobalto, se reproduce en la SEQ ID NO:1.

Ejemplo 2
Construccion de los vectores de expresion

Los genes estructurales se clonaron en un conocido vector de expresion para E. coli, en el que los genes
introducidos se encuentran bajo del control de un promotor de ramnosa. Adicionalmente, se introdujo un segundo
promotor de ramnosa. El gen para la subunidad B-UE se amplific6 para esto con los cebadores 5F y 5R, que
introdujeron los sitios de corte para las enzimas de restriccion Ndel, BamHI y Hindlll. El segundo promotor de
ramnosa se amplificé con los cebadores 6F y 6R, que introdujeron los sitios de corte para las enzimas de restriccion
BamHI, Ncol, y HindlIl. El gen para la subunidad a-UE se amplificé con los cebadores 7F y 7R, que introdujeron los
sitios de corte para las enzimas de restriccion Ncol, Kpnl y Hindlll. El gen para la proteina P15K se amplificé con los

11



10

15

20

25

30

35

cebadores 8F y 8R, que introdujeron los sitios de corte para las enzimas de restriccion Kpnl y Hindlll, y que
modificaron el codon iniciador de GTG a ATG. El vector de expresion, que resultd de esta manera, se llama pUD 15.

ES 2 400 360 T3

El mapa de restriccién se encuentra en la Figura 1, y la secuencia bajo la SEQ ID NO:24.

El gen para el transportador de cobalto se clon6é en otro vector de expresion para E. coli, en el que los genes
introducidos estan también bajo el control del promotor de ramnosa. Para esto, él se amplifico con los cebadores 9F
y 9R, que introdujeron los sitios de corte para las enzimas de restriccion Ndel y Hindlll, y que modificaron el codon

iniciador de TTG a ATG. El vector de expresion, que resulté de esta manera, se llama pUD 16.

El mapa de restriccién se encuentra en la Figura 2, y la secuencia bajo la SEQ ID NO:25.

Los plasmidos de expresién se transformaron en el seno de la cepa E. coli DSM 14459, que se ha presentado en la
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Colecciéon alemana de microorganismos y

cultivos celulares) (DSMZ).

Cebador:

1F

5'-ATG AAY GGH ATY TTC GA-3’

1R

5-ATC CAG TGY YHG TAG TA-3

2F

5'-CGA AGA CAT GAT CGT CGT G-3

2R

5-ACC GGT CCC ACA CCG A-3’

3F

5-TCG AGG AGATCG GAG G-3'

3R

5-GTATCG AAG GTG CTC ATC-3’

4F

5-CGC GGG CTG GGT GAA-3'

5F

5-CGG CGG AAT TCAAGA AGG AGA CCC GCATAT GAACGG-3

5R

5-GGT GCA AGC TTGGAT CCT GTC AGA TTC CTC GAG TAG-3

6F

5'-GCG AAG GAT CCT GCA TGC ATC GAA ATT AAT ACG-3°

6R

5-CAT CAAGCTTTT CGC CAT GGC TAT ATC TCC TTC-3°

7F

5-CTGACAGGATCCAAGAAGGAGATATAGCCATGGCCGA-3

7R

5-GTTGCAAGCTTGGTACCGCTCAAGACATCGCCTCCCT-3

8F

5-GTG GGT ACC AAG AAG GAG GCG ATC ATATGA GCA CGC-3

8R

5-GCG GAC GAG TAG CGAAGC TTG TTA GTT CAC CG-¥

9F

5'-TCA AAG CTT GAA GGA GAT ATA CAT ATG ACG ATT ACT-3’

9R

5'-GTC AAG CTT GGT ACC GAC ATC TCA CAC CTT CGA-3’

Los genes se encuentran en los segmentos:

pUD15: gen de lasubunidad B: nt25-732
gen de la subunidad a:  nt 949 - 1.566
gen de la P15K: nt 1.592 - 2.005

pUD16: gen del transportador de cobalto: nt 25 - 1.095

Ejemplo 3

Expresion heter6loga de la nitrilo hidratasa en E. coli DSM 14559

La cepa DSM 14559 se depositd en conexidn con el documento de patente alemana DE 101 55 928.

Las células transformadas con el pUD15 se cultivaron en un medio LB (LB Bouillon segin Miller, VWR), que
contenia 1 mM de CoCl, y 100 pg/ml de ampicilina, mediando sacudimiento a 37°C. La cultivacién para las células
transformadas con pUD15 y pUD16 se llevé a cabo analogamente, el medio contenia, no obstante, adicionalmente
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50 ug/ml de cloramfenicol. Las células se sobreinocularon después de esto todavia 3 veces mas en el mismo medio,
después de que ellas hubieren alcanzado por lo menos una ODego (densidad 6ptica a 600 nm) de 2. Después de 12 -
16 horas se sobreinoculé tanta cantidad del cultivo previo en un cultivo principal, tal que éste tuviese una ODggo de
0,1. El medio de cultivacién 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.

Ejemplo 4
Determinacion de las actividades enzimaticas

Las células se cultivaron tal como se ha descrito en el Ejemplo 3, se separaron mediante una centrifugacion con
respecto del medio de cultivo y se resuspendieron en el tampdén patrén (un tampon de fosfato de potasio 50 mM, de
pH 7,5). 50 pl de esta suspension de células se afiadieron a 700 pl del tampén clasico y, para la iniciacion de la
reaccion, se mezclaron con 250 pl de una solucién 200 mM del nitrilo en el tampén patrén. 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 interrumpio la
reaccion mediante la adicién de 20 pl de un &cido fosférico semiconcentrado y las células se separaron mediante
centrifugacion.

Analitica por HPLC

Columna Intersil ODS-3V

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 unidad (U) se define como la cantidad de la enzima, que convierte quimicamente en un minuto a
1 pmol del nitrilo de N-formil-valina en la amida. La actividad especifica se indica en U por mg de biomasa seca
(U/mg de BTM).

Esta se mide con el Moisture Analyser modelo MA45 (de Sartorius).

Ejemplo 5

Expresion concomitante de los genes que codifican la subunidad a y la subunidad  de la nitrilo hidratasa y la
proteina p15K.

La expresion se llevd a cabo tal como se ha descrito en el Ejemplo 3 con la cepa de E. coli DSM 14459
transformada, que contiene el plasmido pUD15. La actividad especifica de las células fue de 23 U/mg de BTM.
Ejemplo 6

Expresion concomitante de los genes que codifican la subunidad a y la subunidad 8 de la nitrilo hidratasa, la proteina
p15K vy el transportador de cobalto.

La expresion se llevo a cabo tal como se ha descrito en el Ejemplo 3 con la cepa de E. coli DSM 14459
transformada, que contiene los plasmidos pUD15 y pUD16. La actividad especifica de las células fue de 81 U/mg de
BTM.

Ejemplo 7

Especificidad para el substrato

Se convirtieron quimicamente diversos nitrilos analogamente al Ejemplo 3 con células transformadas en reposo de la
cepa de E. coli DSM 14459, que contiene el plasmido pUD15. La actividad especifica, que se obtuvo con el nitrilo de
N-formil-valina, se estableci6 como igual a 100 %. Las otras actividades se indicaron con relacién a ésta. Los
resultados se reproducen en la Figura 3.

Ejemplo 8

Crecimiento de la cepa E. coli DSM 14459 transformada en presencia de sales de Co™".
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Las células transformadas de la cepa E. coli DSM 14459, que o bien contienen solamente el plasmido pUD15 o
pUD15 y pUD16, se cultivaron tal como se ha descrito en el Ejemplo 3. La concentracion de cobalto en el medio se
hizo variar en este caso de 0,5 a 2 mM. Después de 24 horas se midid la densidad 6ptica del cultivo a 600 nm.

E. coli con puUD15 E. coli con puD15y pUD16
CoCl; 0,5 mM 2,808 2,524
CoCl 1,0 mM 2,6955 2,173
CoClz 2,0 mM 2,330 2,113

Se pone de manifiesto que también en el caso de unas altas concentraciones de cobalto solamente se puede
comprobar una pequefia influencia sobre el crecimiento de las células.

Ejemplo 9

Reaccion del nitrilo de metionina con células en reposo transformadas de E. coli DSM 14459, que contienen el
pladsmido puUD15.

Unas células de E. coli DSM 14459, que contienen el plasmido pUD15, se cultivaron y se separaron por
centrifugacion tal como se ha descrito en el Ejemplo 3. 2,8 g de las células, referido al peso en himedo, se
resuspendieron en 47,2 ml de un tampoén de fosfato de potasio 50 mM, de pH 7,5, y se afiadi6 el nitrilo de metionina
a 20°C mediando agitacion enérgica, de una manera continua con una velocidad tal que la concentracion durante la
reaccion no sobrepasase en ningin momento los 15 g/l. El valor del pH se mantuvo constante en 7,5. La vigilancia
de la reaccion se llevo a cabo mediante una HPLC (cromatografia en fase liquida de alto rendimiento) tal como se ha
descrito en el Ejemplo 4. Después de 320 min habian reaccionado totalmente 9,1 g del nitrilo para dar 10,4 g de la
amida. Esto corresponde a una concentracion de 176 g/l.

Breve descripcion de las Figuras

Figura 1

Plasmido pUD15

rhaP promotor de ramnosa

beta gen de la subunidad 8 de la nitrilo hidratasa

alpha gen de la subunidad a de la nitrilo hidratasa
P15K gen de la proteina auxiliadora P15K

ori origen de la replicacion
bla gen para la resistencia a ampicilina (B-lactamasa)
Figura 2

Plasmido puD16

rhaP promotor de ramnosa

CoTrans gen del transportador de cobalto

ori origen de la replicacion

Cmr gen para la resistencia a cloramfenicol
Figura 3

Actividad especifica relativa en el caso de la conversion quimica de diversos nitrilos en comparacién con la actividad
en el caso de la conversién quimica del nitrilo de N-formil-valina.

14



10

15

20

25

30

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Degussa AG

ES 2 400 360 T3

<120> Nitrilo hidratasa de Rhodococcus opacus

<130> 040069 BT

<160> 25

<170> PatentIn version 3.1

<210>1
<211>3.146
<212> ADN

<213> Rhodococcus opacus

<220>

<221> CDS
<222>(1)..(708)
<223>

<220>

<221> CDS

<222> (710)..(1.327)
<223>

<220>
<221> CDS
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<223>

<400> 1
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gcc
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acc
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240
Laeu

aac

hsn

aac

hsn

gcc

Ala

gac

hsp
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cta

Leu

ggc

Gly

gac

Asp

tEc

gag

Glu

teg

Ser

atcc

Ile

Lys
20

tog

Ser

tLe

Phe

aac

Asn

tLe

Phe

gge

Gly

atg

Met

cgg

ATg

tac

Tyr

gat

ASp

ace

Thr

ttc

Phe

cac

His

cac

TyT
T
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gag

Glu

gca

Ala

tgc

Cys
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gag
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g9
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ceg
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caa

Gln

gto

Val

cac

His

gga

Gly

gtg

Val
25

g9c

Gly

gag

Glu

tag

Trp

15

acc

The

tee

Fhe

gcc
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cag

Gln

acg

The

gac

hap

cgc

Arg

cga

atg

Met

cat

His

guc

Gly

tea

Ser

gct

Ala

gac

Asp
&80

gee

Ala

atg

acg

Ala

ggc

Gly

ccC

Pro

gte

Val

oud

Gly

tgg

o
ckc

Leu

geoo

Ala

gaa

Glu

ccg

Pro

gada

Glu

tac

gag

Glu

cac

His

gte

Val

aag

Lys

aac

Asn

tat

ttc

Fhe
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gcc cag caa aag aac ctc atc aca gog goa gag ©bc gaa aag coge acyg

288

Ala Gln Gln Lys Asn Leu Ile Thr Ala Ala Glu Leu Glu Lys Arg Thr
85 80 95

Cat tte tac ©gg gat aac Cca gaa goc efc ctt cog gag oge aag gac

336

His Phe Tyr Arg Asp Asn Pro Glu Ala Pro Leu Pro Glu Arg Lys ASp
100 105 110

cca gag ctc ctc gac ttc gbg aac ace gog ate gog aac ggt ttc gog

iB4

Fro Gluw Leu Leu Asp Phe Val Asn Thr Ala Ile Ala Asn Gly Phe Ala
115 120 135

goe toc ogt gaa acc aat agg tcg goa gea tte aec ate gge gac cag

432

Ala Ser Arg Glu Thr Asn Arg Ser Ala Ala Phe Thr Ile Gly Asp Gln
130 135 140

gta ctg att gct gog gac agkt oca tte gga cac acc cga ©gg goc ggc
480

Val Leu Ile Ala Ala Asp Ser Pro Phe Gly His Thr Arg Arg Ala Gly
145 150 155 160

tac ate cgc got aag Acc gga gtc abe ace gog aca CAC ggc goc tac

528

Tyr Ile Arg Gly Lys Thr Gly Val Ile Thr Ala Thr His Gly Ala TyT
165 174 195

gte tat coc gac acc goc ggt aac ggg cte ggt gag tge Cca gag cac

576

Val Tyr Pro Asp Thr Ala Gly Asn Gly Leu Gly Glu Cys Pro Glu His
180 185 130

gtc tac acc gtg aag LLe acc goc acg gaa ctt tgg g9gc gaa cag age

624

Val Tyr Thr Vval Lys Phe Thr Ala Thr Glu Leu Trp Gly Glu Gln Ser
1495 200 205

ggt gak cgc cac agc acc gte tab thec gat gtc tgg gaa ©cg Lac ckc

672

Gly Asp Arg His Ser Thr Val Tyr Phe Asp Val Trp Glu Pro Tyr Leu
210 215 220

tcg ctc got acc goa ©oc LCL act cga gga atc tga © atg goc gaa cag
721

Ser Leu Ala Thr Ala Pro Ser Thr Arg Gly Ile Met Ala Glu Gln
225 230 235

oge acc gac acc caa ttg cgt aca cac gaa gaa gtc gbte gee cga gte
769

Arg Thr Asp Thr Gln Leu Arg Thr His Glu Glu Val Val Ala Arg Val
240 245 250 255

aag geg cte gag gog cbtg ctg atc gag aaa ggc gtc atg acg acc gag

B17 -

Lys Ala Leu Glu Ala Leu Leu Ile Glu Lys Gly Val Met Thr Thr Glu
260 265 270
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gcc gtc gac ©gg atg gcc gag gta tac gag aac gaa gbc ggco ccc cag

BES

Ala Val Asp Arg Met Ala Glu Val Tyr Glu Asn Glu Val Gly Pro Gln
275 280 285

akc gge got cag att gto goc aag gog tgg acc gac oog aag tte aag

913

Ile Gly Ala Gln Ile Val Ala Ly=s Ala Trp Thr Asp Pro Lys Phe Lys
2590 285 300

aag agg ttg ctg goc aat goc acg act geoeo tgo gca gag atg gge tac

961 :

Lys Arg Leu Leu hla Asn Ala Thr Thr Ala Cys hla Glu Met Gly Tyr
308 310 315

ggc ggt ctg cag ggo gaa gac abtg abe gte gbg gaa aac acc gac acc
100%

Gly Gly Leu Gln Gly Glu Asp Met Ile val val Glu Asn Thr Asp Thr
320 325 330 335

gta cac aac gog att gtg tgo acc cte tge too tge tac ccg tgg cog

1057

val His Asn Ala Ile Val Cys Thr Leu Cys Ser Cys Tyr Pro Trp Pro
340 345 350

gtc ttg gge cbg cca cog aac tgg tac aag geéa cog got tac ©gc goa

1105

Yal Leu Gly Leuw Pro Pro Asn Trp Tyr Lys Ala Pro Ala Tyr Arg Ala
355 360 365

cgg ate ghbg oge gaa oog Oogg aag gte ctc goc gag gac ttoc gac Lok

1153

arg Ile val Arg Glu Pro Arg Lys Val Leu Ala Glu Asp Phe AsSp Phe
370 375 380

coc atec oot gac gac gEc gag ace ogc gtg tag gac tog age goc gag

1201

Pro Ile Pro Asp Asp Val Glu Ile Arg Val Trp Asp Ser Ser Ala Glu
385 390 385

ctg oge tat tgg gtt tta ©cg cag cgc ocb goa cac ace gaa aga ttg
1249

Leu Arg Tyr Trp Val Leu Pro Gln Arg Pro Ala His Thr Glu Arg Leu
400 405 410 415

acg gaa tec gag bty gta geog oty gte ace ege gac tocg atg atec ggk

1237

Thr Glu Ser Glu Leu Val Ala Leu Val Thr Arg Asp Ser Met Ile Gly
420 425 430

gty gga ccg gtg agg gag gog atg tog tga goacgogoat tgacgoaacc
1347
val Gly Pro Val Arg Glu Ala Met Ser

415 440

gagctogggg aagocacgoeog geogaatcgag gogttggtgt gtgatctgec cggtggtgac
1407
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gtaggcteoac
1467

gtgtatcace
1527

cgccactgag
1587

gogoctogagt
1647

cgoacgogog
1707

coogtogoga
1767

etcegectge
1827

actgatteoee
1887

gcagcogteg
1947

tgotgottte
2007

gcgagogtca
2067

gogectbcaa

agggtcacta

agcagggcga

cggtactege

aagttcktcac

tctcatctge

tgtcoagoga

gacgeggtea

gggacgagcg

goccgaatag

goaacoggcoa
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cgagccgLog

cgaatggagt

gggaagggag

cgooagoggo

caccocacgg

ggtgaactaa

acgacacecte

craacgageca

aatagcggak

coccagatatc

aaccacageg

ggaaageca ttg acg att act acc act

2117

Leu Thr Ile Thr Thr Thr

tggy aca
2165
Trp Thr
455

goa ttg
2213
Ala Leu

aac ceg
2261

Asn Pro

gte ctg
2309
Val Leu

cgt

Arg

gee

ala

ggc

Gly

gocc gag ©

Glu A

4

Ala

cac L=

gtg

Val
475

His

gee get g

Ala Ala G

490

[ =

g<g <gg

Ala Arg H

505

Leu Gly

4453
g9 caa cga

rg Gln
B0
ta ggt atc

Ile

gt age ctg

1y Ser Leu

ac gog tee

is Ala Phe

510

ctg

Leu

aca

Ala

gct

Ala
495

gat

Asp

gaattgcgty

gagtttcage

cogtggaget

gocttatogg

dacacgaacc

ccegoggege

cgtgacaget

ccogogtata

cgcLogoggg

cactggacga

tecagageca

cCotbogogat

cctococcbgat

actacgagca

acgcagtggyg

accacca tgl.".

tactogtoog

toctogetea

aacagaacog

ggccggaceo

ggtgcgagge

geaccgteat

ggocgbigee

cgogtegatc

cEkggctcaat

cctegatgag

acatcgeogaa

ctggoccaget

cgaccegate

caaaggtate

atgeoagectga

cogatacaag

gtctagaaga

tog cca agg cag atc goc ggt <gg

Ser Pro Arg Gln Ile Ala Gly Arg

age get

Ala
165

Ser

actg tat

Met
480

Tyr

gge teg

Gly Ser

goo gac

Ala Asp

18

450
atc atc gge

Ile Ile Gly

cte cgc

Leu Gly Arg

gga ctg cceo
Leu

500

Gly Leu

cac atc

gcg

His Ile

515

Ala

acc ate

Thr Ile
- 4T

teg ggr

Ser
485

Gly

goc tat

Ala Tyr

gec ate

Ala Ile



gac gae

2357

Asp Asp
520

gtc gga
2405
val Gly
535

Ect cbg
2453
Ser Leu

tee cgg
2501

Ser Arg

cbg Etc
2549
Leu Fhe

cbhe cteo

25497

Lieu Leu
600

gac cte
2645
Asp Leu
515

agc gge
2693
Ser Gly

gtg ggc
2741
val Gly

ccg cktg
2789
Leu Leu

atg gcg

2817

Met Ala
B8O

tte gak
2BES
Fhe Asp
695

acc

[l

Phe

ate

Ile

gte

Val

teg

585
gct

Ala

gag

Glu

cga

Arg

ctyg

Lau

tEck

Ser
665

ate

Ile

ack

Thr

acc

Thr

LEEL

Fhe

gte

Val

gag

Glu
570

geg

Val

ctg

Leu

cge

Arg

ttg

Leu

ctc

Leu
650

ctc

Ly

gtg

val

gca

Ala

cge

Arg

ttec

Fhe

gt

Ala
555

gag

Glu

ctg

Leu

Ect

Ser

99

Gly

ogo

Arg
635

acg

Mot

act

Thr

age

Ser

gac

AEp
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atc

Ila

goc

Ala
540

EEC

Fhe

ate

Ile

gtg

Val

cgt

Arg

ety

Leu
620

999

Gly

ogt

Gly

gcc

Ala

ctk

Leu

tca

Ser
700

atg

Het
525

atg

Het

gga

Gly

Gly

goco

hla

cgg

ATg
605

ggt

Gly

ctyg

Leu

cte

Lau

tcg

Ser

cCca

PrQ
BE5

cte

LE:I.I

cbe

Leuw

gg99

Gly

gcg

Ala

g9t

Gly

gca

Ala
590

atg

Met

caa

Glu

attc

Ile

ggc

Gly

geca

ala
670

ctg

Ley

gte

val

(=144

Leu

cat

His

ggc

Gly

tac

575
cto

Leu

cgc

hrg

g9

ATg

ogt

ctg

655

acg

Ala

ttg

Leu

atg

Het

19

cgc

tog

Ser

teg

Ser
560

gtec

Val

aac

Asn

ack

Thr

gga
Gly

tog

Ser
640

gaa

Glu

age

Ser

(444

Phe

acc

gga

Gly

act

Thr
545

cte

Lau

geg

Ala

agt

Ser

Gly

ttg

625
[ A-1-]

Ser

acc

Thr

gga
Gly

Ala

ege

ATy
705

cgc

530
gte

val

agt

Ser

acc

Thr

| A o ]

gaa

Glu
610

===

Leu

=0

gca

Ala

Gly

gcg

Ala
[3:1u]

goc

Ala

cga

gte

Val

tog

Ser

bge

Cys

gt

Val
595

gat

Asp

agec

Ser

cac

His

tecc

Bar

cag

Gln
675

999

Gly

tat

TYT

coc

Fro

CtC

Lau

atg

Het

grg

Val
SED

ctyg

atc

Ile

tgg

Trp

atg

Metc

gaa

Glu
G560

cta

Lau

atg

Mec

tl:g

Ser

gto

Val

gee

val

gaa

Glu
565

gca

Ala

ege

fel=l=}

Ser

cEE

Leu

tac

Tvr
645

gtg

Val

teg

Ser

agc

Ser

tgg

ggc

Gly

cte

Leu
550

gcg

Ala

gtg

Val

aag

Lys

Gly

ato

Leu
630

ccg

Pro

aca

Thr

cEa

Lz

acc

Thr

teoe

Ser

710
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tat aac gat goc cag oge ©ge ctt oge CEC aac act gta ace acg ggt

25933

Tyr Asn Asp Ala Gln Arg Arg Leu Arg Phe Asn Thr Val Thr Thr Gly
Ti5 T20 725

gog ace atg gbte atc ggg bEtc ttc gite gog gga abc tac gtt btoct gga

2981

Ala Thr Met Val Ile Gly Phe Phe Val Ala Gly Ile Tyr Val Ser Gly
730 EEL] 740

ctg ctt geg eeg cta ©ca ggg Ete ggt tgg cbkg ace eck cbkg ggc geg

3029

Léu Leu Ala Pro Leu Pro Gly Phe Gly Trp Leu Thr Pro Leu Gly Ala
T45 750 755

atc gooc gac aac tbc gag tbtc ctc ggc tac goa gbc goc gga CLtg EEc

£l

Ile Ala Asp Asn Phe Glu Phe Leu Gly Tyr Ala Val Ala Gly Leu Fhe
760 TGS 770

gtt get acc tgg goa atec geoa goa otg gttt age ogg oot cga ogg ott
3125

Val Ala Thr Trp Ala Ile Ala Ala Leu Val Ser Arg Pro Arg Arg Leu
775 780 785 730

gtc gge age tocg aag gtg tga
3146
Val Gly Ser Ser Lys Val

785

<210>2

<211> 235

<212> PRT

<213> Rhodococcus opacus

<400> 2

Met Asn Gly Ile Phe Asp Leu Gly Gly Thr Asp Gly Met Gly Pro Val
i 5 10 15

Asp Asn Asp Lys Gly Thr Glu Pro Val Phe Arg Ser Ala Trp Glu Lys
20 25 30

Ala hla Phe Ser Met Phe Ala Gln Gly Ala Arg Ala Gly Leu Tyr Asn
35 . 40 45

Ile Asp Slu Phe Arg His Cys Val Glu Gln Met Asp Pro Ala Glu Tyr
50 55 60

Lew Leu Ser Asn Tyr Tyr Glu His Trp Thr His Ala Val Glu Hig Phe
65 70 75 80

20



ES 2 400 360 T3

Ala Gln Gln Lys Asn Leu Ile Thr Ala Ala Glu Leu Glu Lys Arg Thr

His Phe Tyr Arg Asp Asn Pro Glu Ala Pro Leu Pro Glu Arg Lys Asp
100 105 110

Pro Glu Leu Leu Asp Phe Val Asn Thr Ala Ile Ala Asn Gly Fhe Ala
115 120 125

Bla Ser Arg Glu Thr Asn Arg Ser Ala Ala Phe Thr Ile Gly Asp Gln
130 135 140

Val Leu Ile Ala Ala Asp Ser Pro Phe Gly His Thr Arg Arg Ala Gly
145 150 ’ 155 160

Tyr Ile Arg Gly Lys Thr Gly val Ile Thr Ala Thr His Gly Ala Tyr
185 170 175

Vval Tyr Pro Asp Thr Ala Gly Asn Gly Leu Gly Glu Cys Pro Glu His
180 1853 190

val Tyr Thr Val Lys Fhe Thr Ala Thr Glu Leu Trp Gly Glu Gln Ser
185 200 205

Gly Asp Arg His Ser Thr Val Tyr FPhe Asp Val Trp Glu Pro Tyr Leu
210 215 220

S5er Leu Ala Thr Ala Pro Ser Thr Arg Gly Ile
225 230 235

<210>3

<211> 205

<212> PRT

<213> Rhodococcus opacus

<400> 3

Met Ala Glu Gln Arg Thr Asp Thr Gln Leu Arg Thr His Glu Glu Val
1 5 10 15

Val Ala Arg Val Lys Ala Leu Glu Ala Leu Leu Ile Glu Lys Gly Val
20 25 o

Met Thr Thr Glu Ala Val Asp Arg Mec Ala Glu Val Tyr Glu Asn Glu
i5 40 45

21



ES 2 400 360 T3

Val Gly Pro Glm Ile Gly Ala Gln Ile Val Ala Lys Ala Trp Thr Asp
S0 5% &0

Pro Lys Phe Lys Lys Arg Leu Leu Ala Asn Ala Thr Thr Ala Cys= Ala
65 T0 75 1)

Glu Met Gly Tyr Gly Gly Leu Gln Gly Glu Asp Met Ile Val Val Glu
as a0 95

Agn Thr Asp Thr Val His Aen Ala Ile Val Cys Thr Leu Cys Ser Cys
100 105 110

Tyr Pro Trp Pro Val Leu Gly Leu Pro Pro Asn Trp Tyr Lys Ala Pro
115 120 125

Ala Tyr Arg Ala Arg Ile Val Arg Glu Pro Arg Lys Val Leu Ala CGlu
130 1313 140

hep Phe Asp Phe Pro Ile Pro Asp Asp Val Glu Ile Arg Val Trp AsD
145 150 155 160

Ser Ser Ala Glu Leu Arg Tyr Trp Val Leu Pro Gln Arg Pro Ala His
165 170 175

Thr Glu Arg Leu Thr Glu Ser Glu Lewe Val Ala Leu Wal Thr Arg Asp
180 185 180

Ser Met Ile Gly Val Gly Pro Val Arg Glu Ala Met Ser
185 200 205

<210>4

<211> 356

<212> PRT

<213> Rhodococcus opacus

<400> 4

Leu Thr Ile Thr Thr Thr Ser Pro Arg Gln Ile Ala Gly Arg Trp Thr
1 5 10 15

Arg Ala Glu Arg Gln Arg Leu Ser Ala Ile Ile Gly Thr Ile Ala Leu
20 25 3o

Leu His val Leu Gly Ile Ala Met Tyr Leu GJ.},r Arg Ser Gly Asn Pro
35 40 45

22



hla

Gly
65

Ile

val

Leau

145

hla

Glu

Arg

sSer
225

Ile

Asp

Ala

S0

Ala

Thr

Phe

Val

Glu

130

Val

Lieu

Arg

Leu

Leu

210

Lieu

Val

Ala

Ala

Ala

Arg

Arg

Phe

Ala

115

Glu

Lau

Ser

Gly

Arg

195

Met

Thr

Ser

Asp

Gln
275

Gly

Higz

Ile

Ala

100

Fhe

Ile

Val

Arg

Leu

180

Gly

Gly

Ala

Leu

Ser

260

Arg

Ser

Ala

Met

a5

Met

Gly

Gly

Ala

Arg

165

Gly

Leuw

Ser

Fro

245

Leau

Arg

ES 2 400 360 T3

Leuy

FPhe

70

Leu

Gly

Ala

Gly

Ala

150

Het

Glu

Ile

Gly

hla

230

Lau

Val

Leu

Ala
55

ASp

Leu

His

Gly

TYT

135

Leu

Arg

ATg

Leu

215

Ala

Leu

Met

Gly

Ala

Ser

s5er

120

Val

Asn

Thr

Gly

Ser

200

Glu

Ser

Phe

Thr

Phe
280

Ser

ASpP

Gly

105

Leu

Ala

Ser

Gly

Lau

185

Ser

Gly

Ala

Arg

265

Asn

23

Gly

His

Arg

90

Val

ser

Thr

Phe

Glu

170

Leu

Tep

Ala

Gly

Ala

250

Ala

Thr

Leu

Ile

5

val

Ser

Cys

Yal

155

Asp

Ser

His

Ser

Gln

235

Gly

Val

Leu

60

Ala

Pro

Lau

Met

Vval

140

Leu

Ile

Trp

Mat

Glu

220

Leu

Het

Ser

Ala

Ala

val

Val

Glu

125

Ala

Arg

Ser

Leu

205

Val

Ser

Ser

Thr
285

Ile

Gly

Leu

110

Ala

val

Lyvs

Gly

190

Fro

Thr

Leu

Thr

‘Ser

270

Gly

val

hsp

Val

95

Ser

Ser

Leau

Asp

175

Ser

Val

Leu

Het

Phe

255

Ala

Leu

Asp

an

Gly

Leu

Arg

Fhe

160

Leu

Gly

Gly

Ala

240

ASDp

Asn

Thr



10

<210>5

<211>3.146
<212> ADN

val
250

Ile

Ala
105

Pro Leu

Asp Asn Phe

Thr Trp Ala

Ser Ser Lys

355

<213> Rhodococcus opacus

<220>

<221> CDS

<222> (1.324)..(1.737)

<223>

<400> 5

atgaacggca
50

ggcaccgage
120

ggcgooogag
180

cccgoogagt
240

geccagoaaa
300

gataacccag
360

accgogatcg
420

atcggcgacce
480

tacatccgog
540

Gly Pha Phe

Pro Gly FPhe

il

Glu
325

Ile Ala Al

340

Val

tecbegatet

cggtgrtocg

ctggootota

atttactatc

agaacctcat

AagCCCCoCh

cgaacggtkt

aggtactgat

gtaagaccag

ES 2 400 360 T3

235

0

315

330

300

Val Ala Gly Ile Tyr Val Ser Gly Leu Leu

Gly Trp Leu Thr Pro Leu Gly Ala Ile Ala

320

Phe Leu Gly Tyr Ala Val Ala Gly Leu Phe Val Ala

335

a Leu Val Ser Arg Pro Arg Arg Leu Val Gly
345

aggeggaacc

ctcagegtag

caacategadc

gaactactac

cacagoggeoa

tcoggagoge

cgoggeoctes

tgctgocggac

agtcateacc

gacggcaktgg

gaaaaggecy

gagtroogge

gageactgga

gagctogaaa

aiggacccag

cgtgaaacca

agtccattog

gogacacacg

24

350

ggocagtoga

cottctegat

actgcgtoga

cgoatgoogt

agcgcacgcea

agctectega

ataggtcgge

gacacacccy

gogootacgt

cascgacaas

gttocgcacaa

gcagatggac

cgaacactte

ttootaccgg

cttocgtgaac

agcattcace

acgggccgge

ctatcccgac



ES 2 400 360 T3

accgooggta acgggetcgg tgagtgoccca gagcacgtot
600
accgaacttt ggggogaaca gagoggtgat cgocacagea
G660
gaaccgtacc tcteogoteoge tacegocacce totactogag
720
gogoacegac acécaattge grtacacacga agaagtegte
TR0
ggcgctgoty atcgagaaag gogtcatgac gacogaggee
B40
atacgagaac gaagtoggeec cocagategg cgetcagatt
900
cococgaagboc aagaagaggb tgoctggeccaa tgocacgact
980
cggoggtotyg cagggogaag acatgatogt cgtggaaaac
1020
gattgtgtge accctctgot cotgotacce gtggooggte
1080
gtacaaggca ccggebtace gogfacggat cgtgcgcgaa
1140
ggacttegac tttcocateo cogacgacgt cgagatcoge
1200
getgegotat tgggttttac cgoagogeooe tgocacacace
1260
getggtageg ctggtcacee gogactogat gatcggbgtg
1320
gte gtg agc acg ogc Att gac gea asc gag cte
1368

val Ser Thr Arg Ile Asp Ala Thr Glu Leu

1 3 10
cga atc gag gog thg gtg tgt gat ctg cof ggk
1416
Arg Ile Glu Ala Leu Val Cys Asp Leu Pro Gly

20 25
cgc gec tECc aac gag ccg tgg gaa ttg cgt gee
1464
Arg Ala Phe Asn Glu Pro Trp Glu Leu Arg Ala
kL] 4an
gco gtg tat cac cag ggb cac tac gaa tgg agt
1512
Ala Val Tyr His Gln Gly His Tyr Glu Trp Ser
1] 5%

25

acaccgtgaa
cogtoeatee
gaatctgaca
gococogagtea
gtogaccgga
gtegecaagg
gectgegeag
accgacaccg
ctgggoctge
cogoggaagyg
gtgtgggact
gaaagattga
ggaccggtga

ggg gaa

Gly Glu

ggt gac

Gly Asp

tte geg

Phe Ala

45

gag Lttt

Glu Phe
&0

gca

hla

gta

Val

atg

Met

cag

Gln

gttcaccge

cgatgtetg

tggoogaac

aggegeteg

tggecgagy

egtggaceg

agatgggcot

cacacaacg

cacogaact

toctegoeg

cgagogoccg

cggaateccy

gggaggcga

cge cgg

Arg
15

Arg

gge teca

Gly Ser
30

goc gtt

Ala val

Ctc Loo

Leu Ser



ES 2 400 360 T3

ctg atcc cgec cac tgyg
1560
Leu Ile

65

gocg teg acc §ag cag ggc

His
70

Ala Ser Ile Arg Glu Gln Gly

tgg agc tac tac gag cac tgg cte aat geog cte

1608
Trp Ser
80

His
B85

Glu hla Leu

990

T¥r Trp Leu Asn

gocc age tta Ccg gbg cte

1656
Ala Ser

ggc goco gac gca gge

Ala Leu Ser

100

Gly Asp Ala Val Gly

105

Leu

gai gl.t cte acc aco cca aac adc

1704
Glu Val

acg

Thr
120

Thr Pro Asn Asn His

115

Lew Thr Arg

gaa ccc ate teca tet geg gbtg aac taa

1757
Glu Pro

gte gog

Ala
135

Vval Ala Ile Ser Ser Val hen

110

ctggocagot ctetgoctge tgtecagega acgacaccte
1817

cgacccgatbe actgattooc gacgoggtta

1877

coaacgagca

caaaggtace
1937

goagetgbog gggacgagog aatagoggat

gocogaatag cocagatateo

atgcagectga
1997

cgotgottbo

cogatacaag
2057

gcgagogtoa goaaccggoa aaccacagcg

gtoctagaaga gacgattact accacttcoge

2117

ggaaagcatt

tggacacgtg gotatcatbeg

2177

ccgagoggea acgactgago

gtgcktaggea tctogggoge tegggtaaca

2237

togoaatgta

gctggotogg ctatgtecctyg

2297

gactgctege ggtgcocgge

atcgoggooca togacgacac caccogoatc atgotoctbto

2357
gtoggattot actgtegtec
2417

ttttcgocat ggggcacteg

26

gag

Glu
75

Gly

gag tcg

Glu Ser Val

gat gag cgc

ASp Glu Arg

cac cat gca

His Ala

125

His

ccegoggoge

cgtgacaget

cocogogtata

cgctogoggg

cactggacga

tccagagoca

caaggcagat

gcaccatcge

eggecgeege

acgcgttoga

gcggacgccg

tegttctoto

gg9a agg

Arg

gta

oo

Glu Pro

ctc goo

Ala
25

Leu

acg cge

Thr
110

Arg

cat cge

His Arg

tactegtecg

tetegtteac

aacagaacog

ggccggaccs

ggtgcgaggc

goaccgtcat

cgecggtegg

attgcogoac

tggtagecctg

tgcogaccac

accegbogge

cctgatcgto



<210>6

<211> 137
<212> PRT

getteggag
2477

tacgtegoga
2537

gttctgogea
2597

gacctegage
2657

cgogggctga
2717

ctggaaaccyg
27717

cagctatcgoc
2837

tkcgatackg
2897

cagogeeges
2957

grogeogogaa
3017

coctotgggeg
El )

gttgetacet
3137

aaggtgtga
1146

<213> Rhodococcus opacus

<400> 6

Val Ser Thr Arg

1

cgggctogot

cctgogtgge

agctoctoge

geagIcLaag

ttogttogte

catccgaage

taatggogat

cagactcact

Etegotteaa

tctacgtete

cgatocgocga

gggeaatcge

ES 2 400 360 T3

cagttcgatg
agtgcegete
cetgtotegt
rgaacgggga
ctggoacatg
gacattgotg
tgtgagoctt
cgtcatgacc
cactgtaacc
tggaccgeLe
caacttogag

agcactggtt

Ile Asp Ala Thr
5

Ile Glu Ala Leu Val Cys Asp Leu

20

gaagocgtooo

ttggtgetay

cggatgogoa

ttgetcaget

taccogatgg

toctoctcacty

ccattgttgt

cgoegoctact

acgggtgoga

gogoogotas

ctoctoggot

ageocggocke

gggtcgagga

tggecgoact

ctggggaaga

ggcttetoag

geCEgotCat

cotoocgeage

ttgcegeggg

cgtogtecta

ccatggtcoat

cagagttogy

acgcagtogeo

gacggcttgt

gatcggaggt

caacagttte

tatctocoggo

coggoegateg

gggtctegge

gageggaggt

gatgagcacc

taacgatgecs

cgggctctte

crcoggotgace

cggattgtto

cggcagetog

Glu Leu Gly Glu Ala Arg Arg Arg

10

15

Pro Gly Gly Asp Val Gly Ser Arg

25

30

ala Phe Asn Glu Pro Trp Glu Leu Arg Ala Phe Ala Mer Ala Val Ala

i5

40

27

45



10

15

20

25

30

35

40

Val

Ile
65

Ser

S5er

Val

Fro

<210>7
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 7

<210>8
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 8

<210>9
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400>9

<210> 10
<211> 16
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

Ala

TVE

Gly

Val
130

ES 2 400 360 T3

His Gln Gly His Tyr Glu Trp Ser Glu

Ser Ile Arg

Tyr Glu His
BS

Ala Leu Ser
100

Thr Thr Pro
115

hla Ile Ser

55

His Trp Glu Gla Gly Glu
T0 78

Trp Leu Asn Ala Leu Glu
90

Asp Ala Val Gly Leu Asp
105

Arg Asn Thr hsn His His
120

Sar Ala val Asn
1315

atgaayggha tyttcga
17

atccagtgyy hgtagta
17

cgaagacatg atcgtogtg
19

28

Fhe

Gly

Ser

Glu

His

Gln

val

Arg

Ala
125

Glu

Leu

Thr

110

Hisg

Ser Leu

Pro TEp
80

Ala Ala
95

Arg Glu

Arg Glu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<400> 10

<210> 11
<211>16
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11

<210> 12
<211>18
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 12

<210> 13
<211> 15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13

<210> 14
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 14

<210> 15
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

cggcggaatt caagaaggag acccgcatat gaacgg

£

ES 2 400 360 T3

accggbcoca cacoga

16

togaggagat cggagg
16

gtatcgaagg tgctcatc

i8

cgogggetgg gtaaa

15

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<400> 15

<210> 16
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16

<210> 17
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 17

<210> 18
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 18

<210> 19
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 19

<210> 20
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20

<210> 21
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

ES 2 400 360 T3

ggtgcaaget tggatcotgt cagattcoete gagtag
36

gcgaaggatc ctgcatgcat cgaaattaat acg
33

catcaagett ttegeocatgg ctatatcteoc tko
33 .

ctgacaggat ccaagaagga gatatagoca tggocoga
37

gttgoaaget togtacoget caagacatcg ccotooct
3T

gtgggtacca agaaggaggc gatcatatga gcacge
ig

30



10

15

20

25

30

<220>
<223> Cebador

<400> 21

<210> 22
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 22

<210> 23
<211>33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 23

<210> 24

<211> 6307
<212> ADN

ES 2 400 360 T3

goggacgagt agocgaagett gttagttcac cg
32

tcaaageottg aaggagatat acatatgacg attact
36

gtcAagocttg gtaccgacat ctcacacctb cga
33

<213> E. coli, Rhodococcus opacus

<400> 24

31



ES 2 400 360 T3

sattcttaay aaggagatat acatatgaac ggratcttog atctaggogg aaccgacggc
&0

atgggoccgy btogacaacda caaaggcace gagoocggbgt toogotcage gtgggaanad
120

googecttot ¢cgatgtteoge acaaggogos cgagotggoc toctacaacat cgacgagtto
180

cggoactgog tcgagcagat ggacccogoc gagtatttac tatcgaacta chacgagoac
240

tggacgcatyg cogtcgaoca ctbtogoocag caadagaace Lcatcacage ggcagagote
300

gaaaagcgoa cgcatttcta ocgggataac Ccagaagoce CoCCioocgga gogcaaggac
3E0

ccagagctos tcgacttocgt gaacacocgog atocgogaacg gtttogogge ctocogtgaa
420

accaataggt cggcagoatt caccatcgge gaccaggtac tgattgotge ggacagtoca
480

ttocggacaca coocgacggge cggcfacabe cgoggtaaga coggagtcat cacocgogaca
540 '

cacggogect acgbctatce cgacaccgos ggtaacggge toggbgagty cocagagoac
600

gtctacacog tgaagttcac cgocaccgaa ctttggggog aacagagocgg tgatcgcoccac
G660

agcaccgbtct atttocgatgkb ctgggaaccg tacctcotoge tegitacege accctotact
720

cgaggaatct gacaggates tgeatgeatc gaaattaata cgacgaaatt aatacgacte
780

actataggge aattgogate accacaattc agcaaattgt gaacatcatc acgttcatct
840

32



tteectggtt
900

ctttttagac
960

sgoacogaca
1020

gogohgotga
1080

tacgagaacg
1140

cogaagttca
1200

ggoggtctge
1260

attgtgtgca
1320

cacaaggcac
1380

gacttcgact
1440

ctgogeotatt
1500

ctggtagoge
1560

cottgagogg
1620

cggggaagca
1680

etcacgoges
1740

Ccaccagggt
1800

ctgggagcag
1860

cgagtoggra
1920

gcgegaagrt
1980

cgogatctea
2040

ES 2 400 360 T3

gocaatggoo

tggtegtaat

cocaattgog

togagaaagg

aagtoggoeoe

agaagaggttc

agggcgaaga

coctctgote

cggottacoeg

ttcccatcoe

gggttttacec

tggtcacccyg

caccaagaadg

cgocggogaa

rtcaacgage

cactacgaat

ggcgagggaa

ctogecgcca

ctcaccacoe

cctgoggtga

Ccacttooctg

gaacaatbck

tacacacgaa

cgtcatgacyg

cocagategge

gctggocaat

catgatcgte

chgectacceg

cgcacggate

cgacgacgkc

goagegooct

cgactogatyg

gagacgatca

cocgaggoght

cgtoggaatt

ggagtgaget

gggagccgtyg

goggogoctt

cacggaacac

actaacaagc

tcagtaacga

Caagaaggayg

gaagtegteg

accgaggoog

getcagattg

gocacgactg

gtggaaaaca

tggooggbot

grogcgogaac

gagatcogog

goacacacog

atcggtgtgg

tatgagcacg

agtgbgtgat

gegbgeetoe

Ccagobobee

gagctactac

atcggacgca

gaaccaccac

crggctgtLt

33

gaaggtegeg

atataggcat

coegagtoaa

tcgacoggat

togoocaagge

cctgogoaga

cegacaccogt

taggcctges

cgeggaaggt

tgtgggactc

aaagattgac

gaccggtigag

cgcattgacg

ctgecoggty

gegatggees

ctgategogt

gagcactgge

gtgggccteg

cacgcacatc

tggcggatda

aattcaggcg

ggccgaacag

ggegetogag

agecgaggta

gtggaccgac

gatgggctac

acacaacgog

accgaactygg

ccbegocgag

gagcgocgag

ggaatcogag

ggaggcgatg

caacogaget

gtgacgtagg

togeogtgta

cgagccgoca
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6191
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REIVINDICACIONES

1. Racimo aislado de polinucleétidos procedente de Rhodococcus opacus, que contiene cuatro secuencias de
nucleétidos, que codifican cuatro polipéptidos con unas secuencias de aminoacidos, que son idénticas en cada caso
en por lo menos un 90 % con las secuencias de aminoacidos contenidas en las secuencias SEQ ID NO:2 hasta SEQ
ID NO:4 y SEQ ID NO:6, poseyendo los polipéptidos las actividades de una nitrilo hidratasa, que se compone de las
subunidades a y B, de la proteina auxiliadora P15K y de un transportador de cobalto.

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

a) un polinucledtido, que se compone de las posiciones 1 hasta 708 de la secuencia de nucledtidos SEQ ID
NO:1 o de la secuencia de nucleétidos complementaria con ésta,

b) un polinucleétido con una secuencia de nucleétidos, que corresponde a la secuencia procedente de a)
dentro del marco de la degeneracion del cédigo genético,

¢) un polinucleétido, que se hibrida en condiciones rigurosas con las secuencias complementarias a) o b),
abarcando las condiciones rigurosas el lavado en 0,1 x SSC a una temperatura de 50-68°C y

d) un polinucleétido, con una secuencia de nucleétidos procedente de a), b) o c), que contiene unas
mutaciones con sentido neutras en su funcién,

codificando los polinucleétidos la subunidad  de la nitrilo hidratasa.
3. Polinucleétidos de acuerdo con la reivindicacion 1, escogidos entre el conjunto que se compone de:

a) un polinucleétido, que se compone de las posiciones 710 hasta 1.327 de la secuencia de nucledtidos
SEQ ID NO:1 o de la secuencia de nucledtidos complementaria con ésta,

b) un polinucledtido con una secuencia de nucleétidos, que corresponde a la secuencia procedente de a)
dentro del marco de la degeneracion del cédigo genético,

¢) un polinucledtido, que se hibrida en condiciones rigurosas con las secuencias complementarias
procedentes de a) o b), abarcando las condiciones rigurosas el lavado en 0,1 x SSC a una temperatura de
50-68°Cy

d) un polinucledtido, con una secuencia de nucleétidos procedente de a), b) o c), que contiene unas
mutaciones con sentido neutras en su funcién,

codificando los polinucleétidos la subunidad a de la nitrilo hidratasa,
y codificando los polinucledtidos la proteina auxiliadora P15K.

4. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1, que contiene las secuencias de aminoacidos, que son idénticas
por lo menos en un 90 % con las SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:3, teniendo el polipéptido la actividad de una nitrilo
hidratasa.

5. Una sonda o un cebador, que contiene por lo menos 20 nucledtidos consecutivos dentro de las posiciones 1 hasta
1.327 de la secuencia de nuclettidos SEQ ID NO:1 o de su forma complementaria.

6. Un polinucledtido aislado de acuerdo con la reivindicacion 2, que se hibrida en condiciones rigurosas con el
complemento con las posiciones 1 hasta 708 de la SEQ ID NO:1, abarcando las condiciones rigurosas el lavado en
0,1 x SSC a una temperatura de 50 a 68°C.

7. Un polinucleétido aislado de acuerdo con la reivindicacion 3, que se hibrida en condiciones rigurosas con el
complemento con las posiciones 710 hasta 1.327 de la SEQ ID NO:1, abarcando las condiciones rigurosas el lavado
en 0,1 x SSC a una temperatura de 50 a 68°C.

8. Unos vectores que contienen un(os) polinucledtido(s) escogidos entre los de las reivindicaciones 1 hasta 3 y 6
hasta 7.

9. El vector pUD15, que se compone de la secuencia de nucle6tidos SEQ ID NO:24.
10. El vector pUD16, que se compone de la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO:25.

11. Una célula anfitriona, transformada o transfectada mediante la introduccion de un polinucleétido de acuerdo con
la reivindicacion 1.
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12. Una célula anfitriona, transformada mediante la introduccién de un vector de acuerdo con las reivindicaciones 8
hasta 10.

13. Una célula anfitriona transformada de acuerdo con las reivindicaciones 11 o 12, siendo la célula anfitriona una
bacteria de la familia de las Enterobacteriaceae, en particular Escherichia coli.

14. Procedimiento para la preparacion de amidas a partir de nitrilos con unas nitrilo hidratasas procedentes de
Rhodococcus o de unos microorganismos que contienen esta enzima, en el que

a) un microorganismo transformado, que contiene unos genes sobreexpresados con las secuencias de
nucleétidos escogidas entre las de las reivindicaciones 1 hasta 3 y 6, 7, se fermenta en presencia de 0,15 a
4 mM de C02+, en unas condiciones, que dan lugar a la formacion de la nitrilo hidratasa,

b) esta enzima se deja enriquecer en el microorganismo, y

c) esta enzima se aisla a partir de las células, o

d) se cosechan los microorganismos y se obtienen las células en reposo, que contienen la enzima, y

e) la enzima o los microorganismos que la contienen se hacen reaccionar con los compuestos de las
férmulas generales

R' X

CN

R"-CN (L}
en las que significan:

X: OH, H, alquilo con 1 a 4 atomos de C, en particular NHy;

R: H, un radical alquilo saturado con 1 a 12 4&tomos de C, ramificado o sin ramificar,

eventualmente sustituido con NHa,

radicales alquenilo con 1 a 12 atomos de C, ramificados o sin ramificar, o

grupos cicloalquilo con 3 a 6 atomos de C,

radicales alquileno sustituidos con grupos alquiltio, correspondiendo el alquilo aqui a un radical de C;a Cs
y el alquileno a un radical divalente de Cs a Cs,

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

R": un anillo insaturado de uno o dos nucleos, con 6 a 12 4tomos de C, eventualmente sustituido con uno o
dos grupos alquilo de C; - C3, Cl, Br o F, un radical alquil-nitrilo monovalente con 1 a 6 &tomos de C,

para dar las correspondientes amidas,

15. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 14, caracterizado porque se emplean unas células anfitrionas de
acuerdo con las reivindicaciones 11 hasta 13.

16. Nitrilo hidratasa producida recombinantemente de acuerdo con la reivindicaciéon 14 con el origen de

Rhodococcus opacus, que convierte quimicamente a los a-aminonitrilos con una actividad especifica de >50 U/mg
de biomasa seca.
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Figura 2

6191 bps
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Figura 3

Aetividad especifica relativa [B4]

metacrilonitrilo acrilonitrilo nitrila de MHA  nitrila de metionina  nitrilo n:h?_ H-farmil -
valina
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