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Resumen

El cianuro es un compuesto altamente toxico que se puede encontrar en la naturaleza de
forma orgdanica e inorganica. Muchas industrias como la textil, la papelera, y la minera, entre
otras, usan cianuro para sus diferentes procesos. Debido a la alta toxicidad del compuesto
todo residuo industrial debe ser sometido a algun tipo de tratamiento que permita degradar
el cianuro a compuestos menos téxicos antes de ser desechados. Los tratamientos mas
comunes son de origen quimico como la clorinacion alcalina, oxidacién con peréxido de
hidrogeno y precipitacién con hierro férrico, los cuales generan altos costos y desechos
igualmente toxicos. Como una alternativa bioldgica de degradacion se han propuesto
microorganismos y enzimas. La degradacién por microorganismos es un reto por las altas
concentraciones de cianuro que se pueden encontrar en desechos industriales (> 5000 ppm)
y el elevado pH que se usa para prevenir la formacion de &cido cianhidrico. La enzima cianuro
dihidratasa de Bacillus pumilus ha sido estudiada como una alternativa para degradar cianuro
en aguas provenientes de la industria. Sin embargo, su baja solubilidad, baja tolerancia a pH
basico y a altas temperaturas reducen las posibilidades de que esta enzima sea usada a nivel
industrial. En este trabajo se evaluaron diferentes metodologias para purificar la enzima, asi
como la capacidad de células de E. coli BL21(DE3) transformadas con un plasmido
recombinante que expresa la enzima cianuro dihidratasa de Bacillus pumilus (CynD) para
degradar cianuro. Se encontr6 que la enzima presenta bajos niveles de solubilidad. Ademas,
la enzima no se pudo recuperar de cuerpos de inclusién y en general se obtuvieron bajos
rendimientos de purificacion. Se prob6 la capacidad de las células completas de degradar
cianuro a diferentes valores de pH, diferentes temperaturas y se ret6 el sistema a aguas
residuales provenientes de la cianuracion minera. Se encontr6 que CynD en las células
completas tienen una mayor resistencia al pH, la temperatura, la concentracion de cianuro y
la concentracién de metales que lo reportado para la enzima purificada. Ademas, se encontrd
gue la enzima presente en células completas logra degradar hasta el 70% del cianuro que se

encuentra en una soluciéon de cianuraciéon minera en 30 minutos.
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Abstract

Cyanide is a highly toxic compound that can be found in nature in organic and inorganic
form. Many industries such as textiles, paper, and mining, among others, use cyanide for
their different processes. Due to the high toxicity of the compound, all industrial waste must
be subjected to some type of treatment that allows degrading the cyanide to less toxic
compounds before being discarded. The most common treatments are of chemical origin
such as alkaline chlorination, oxidation with hydrogen peroxide, precipitation with ferric iron
etc, which generate high costs and equally toxic waste. As a biological degradation
alternative, microorganisms and enzymes have been proposed. The degradation by
microorganisms is a challenge due to the high concentrations of cyanide that can be found
in industrial waste (= 5000 ppm) and the high pH used to prevent the formation of
hydrocyanic acid. The enzyme cyanide dihydratase from Bacillus pumilus has been studied
as an alternative to degrade cyanide in industrial waters. However, its low solubility, low
tolerance to basic pH and high temperatures reduce the chances that this enzyme is used
industrially. In this work, was evaluated different methodologies to purify the enzyme as
well as the capacity of E. coli BL21 (DE3) cells transformed with a recombinant plasmid
that expresses the enzyme cyanide dihydratase (CynD) of Bacillus pumilus to degrade
cyanide. It was found that the enzyme has low levels of solubility. In addition, the enzyme
could not be recovered from inclusion bodies and in general low purification yields were
obtained. The ability of whole cells to degrade cyanide at different pH values, different
temperatures was tested and the system was challenged to wastewater from mining
cyanidation. It was found that CynD in the whole cells have a higher resistance to pH,
temperature, cyanide concentration and metal concentration than the purified isolated
enzyme. In addition, it was found that the enzyme present in whole cells has the capacity
to degrade up to 70% of the cyanide found in a mining cyanide solution.

Keywords: Cyanide, Bioremediation, Cyanide dihydratase, Mining cyanide, Bacillus

pumilus
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1. Introduccion

El cianuro es un compuesto quimico que se forma por la unién, mediante un triple enlace,
entre un atomo de carbono y un atomo de nitrégeno. Generalmente se conocen como
cianuros a sustancias que tienen dentro de su composicion quimica un grupo CN;
técnicamente la definicién de cianuro es una molécula unida por un triple enlace con una
carga negativa de -1, en la cual estan unidos un atomo de carbono en estado de oxidacién

+2 y un atomo de nitrégeno en el estado de oxidacion -3(1).

Los cianuros se encuentran en la naturaleza en pequefas cantidades ya que algunas
bacterias, hongos, algas y plantas tienen la capacidad de producirlos, sin embargo, también
se puede encontrar de forma inorganica el cual es sintetizado quimicamente(2). Este
compuesto en concentraciones muy bajas, como las encontradas en algunos alimentos, no
suele generar ningln riesgo para la salud humana ni animal. Sin embargo, a
concentraciones medianamente altas es considerado como un compuesto altamente téxico.
En humanos su inhalacién, consumo, o contacto con la piel puede causar intoxicacion, esto
se debe a que el cianuro se une al centro activo de la citocromo oxidasa evitando que se
dé la fosforilacién oxidativa, causando hipoxia celular o hipoxia citotdxica(2). En el caso de
los humanos, concentraciones de cianuro superiores a 0,5 mg por kg de peso podrian

causar la muerte(3).

A pesar de su toxicidad el cianuro es utilizado en diferentes procesos industriales como la
manufactura de hierro o acero, extraccion minera, la fabricacion de pesticidas(2). revelado

de fotografias, manufactura de plasticos, fumigacion de barcos entre otras(4).

En la mineria el cianuro se usa para la extraccion de oro y plata, debido a la facilidad que
presenta el CN- para crear complejos con estos metales(5). El oro y la plata son metales
cuya extraccion es compleja debido a que requieren diferentes tratamientos que permitan
separarlos de otros metales.En general el mayor atractivo del oro es que es inmune a la

accion de una gran variedad de quimicos, sin embargo, no lo es con respecto al cianuro,
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este compuesto tiene la capacidad de acomplejarse con el oro y separarlo de otros
minerales(6). Los procesos de lixiviacion de oro pueden realizarse con cianuro o con
mercurio. No obstante, a nivel mundial, el proceso de recuperacién de oro con cianuro ha
relevado los procesos que utilizan amalgama de mercurio como agente lixiviante ya que

este Ultimo es mas econdmico y menos contaminante(6).

El proceso de cianuracién consiste en el uso de soluciones de cianuro de entre 10000 a
20000 ppm, en condiciones oxidantes; con el fin de lixiviar el metal de interés separandolo
de otros compuestos minerales. Posteriormente, a la solucién que contiene el oro se le
adiciona zinc o carbon activado los cuales permiten la recuperacion del metal. Al final del
proceso se genera una solucion cianurada libre de oro que puede ser reutilizada en el
proceso, sin embargo, debido a la alta concentracién de otros minerales muchas de las
soluciones de cianuro usadas deben ser enviadas a plantas de tratamiento para retirar

contaminantes y poder ser vertidas a cuerpos de agua(6).

En Latinoamérica la mineria de oro se encuentra en crecimiento, para el 2010 la region
produjo el 19% de la produccion total mundial siendo liderado por paises como Peru, Méjico
y Brasil. El crecimiento en la demanda mundial de metales ha aumentado el crecimiento de
la industria minera en América latina, siendo en la actualidad la regién con mayor cantidad
de recursos invertidos en exploracién minera. Actualmente Colombia ocupa el quinto puesto

en términos del aumento de la exploracion minera en la region(7).

En el 2015 en Colombia hubo una produccion de 59,2 toneladas de oro(8).
Tradicionalmente en Colombia la extraccion de oro se ha realizado con mercurio el cual es
un compuesto altamente toxico, regiones como Antioquia y Bolivar presentan niveles de
mercurio muy por encima de los estandares aceptables causando problemas de salud en
la poblaciéon. Para mitigar la contaminacion con mercurio y siguiendo las estrategias
mundiales, a partir del 2010 se sanciono la ley 1382 la cual dentro de sus reformas mas
importantes incluye la eliminacion del de mercurio en la mineria, lo cual impulsa el uso de
estrategias como la cianuracién para la recuperacion del oro(9). Actualmente no se
presentan reportes oficiales sobre contaminacion con cianuro, esto en parte debido a que
la eliminacion del mercurio ha sido gradual y muchas industrias aun lo utilizan, por otra
parte, los procesos de cianuracion se llevan a cabo en grandes piscinas de cianuro donde
en teoria no se deberian presentar fugas. A pesar de la menor toxicidad del cianuro, en

comparacion con el mercurio, se ha demostrado que la llegada de cianuro, asi como otros
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metales pesados, a efluentes acuiferos tiene un efecto letal en la biodiversidad tanto

microbiana como de la flora y la fauna del lugar(10,11).

En Colombia se encuentran regulados los valores minimos permisibles de cianuro, el agua
de consumo humano y domestico no debe contener mas de 0,2 ppm. Para asegurar la
preservacién de la flora y fauna los efluentes no deben de contener mas de 0,05 ppm, el
agua considerada potable debe tener niveles maximos de 0,1 ppm y los residuos solidos

no deben exceder 1 ppm(12).

Los tratamientos para la eliminacién de cianuro buscan degradar el compuesto hacia formas
menos téxicas, esto se logra ya sea por proceso de oxidacién o de precipitacién. Algunos
procedimientos buscan remover cianuro y otros tienen como finalidad recuperarlo. Existen
una gran variedad de tratamientos que van desde los mas simples que solo requieren el
uso de agua hasta otros mas complejos como la cloracién alcalina, precipitacién con hierro
y las que incluyen el uso de diéxido de azufre, peroxido de hidrogeno vy, &cido

peroxosulfarico(1,13).
Cloracion alcalina.

Este proceso destruye casi todas las formas del cianuro exceptuando el cianuro férrico, la
reaccién se lleva a cabo en condiciones alcalinas y en presencia de cloro, donde se propicia
una reaccién de oxidacién en la cual el cianuro es convertido en N2 y CO-_ El proceso se da
en dos pasos basicos, inicialmente el cianuro se oxida e hidroliza para convertirse en
cianato, esta reaccion se lleva a cabo a un pH de 11, en el segundo proceso el cianato se
oxida para convertirse en nitrégeno y bicarbonato, esta reaccion se da a un pH de 8,5. Sin
embargo, debido a que controlar el pH se torna bastante costoso y complicado en muchas
ocasiones solo se realiza el proceso hasta la primera reaccion dado que el cianato es

considerablemente menos toxico que el cianuro(1,13).
Di6xido de azufre (INCO)

En principio esta técnica se basa en el uso de SO, aire y cobre como catalizador, la
reaccion se lleva a cabo en condiciones controladas de pH. Este tratamiento permite la
oxidacion del cianuro libre y cianuro complejado y lo convierte en cianato, ademas se da
una precipitacion del ferrocianuro el cual no se oxida a cianato como las demas especies,
este precipitado es bastante estable a diferentes condiciones de pH por lo cual hace facil

su remocion. Esta técnica es una de las més usadas y eficientes para la remocion de
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cianuro en la industria minera debido a su alta eficiencia en cuanto eliminacion de

cianuro(1,13).
Per6xido de hidrogeno

En este caso el principio para la destruccion del cianuro es el mismo que mediante SO,
pero a diferencia de este se utiliza como agente oxidante el perdxido de hidrogeno. La
reaccién es catalizada igualmente por cobre y se obtiene como producto final cianato y
agua, generalmente este método se usa precipitacion para lograr concentraciones finales
muy bajas de cianuro hasta (1mg/L). Generalmente las aguas resultantes de este proceso
pueden ser descargadas después de remover el cianuro férrico y los metales que se

precipitan en el proceso(1,13).
Acido peroximonosulfurico

Este método obedece al mismo principio que el método de oxidacion con peroxido de
hidrogeno y dioxido de azufre, se diferencia de estos porque este método evita el uso de
cobre y solo es aplicado en casos en que los otros dos métodos no son viables(1,13).

Precipitacién de ferrocianuro

La adicién de hierro férrico en presencia de cianuro permite que este forme un complejo y
se forme ferrocianuro el cual puede ser facilmente precipitado, este proceso se lleva cabo
adicionando sulfato ferroso y entre pH 5y 6. Generalmente es muy Util cuando en la solucién
hay presente gran cantidad de cianuro libre. La reaccion del cianuro con el hierro permite
disminuir la toxicidad del cianuro y disminuir las concentraciones de la solucion en un rango
entre 1y 5 mg /L(1,13).

Métodos bioldgicos

Uno de los principales inconvenientes de los métodos fisicos y quimicos para
descontaminar aguas con cianuro es que estos son solo efectivos cuando el cianuro se
encuentra de forma libre o débilmente unido a metales. El uso de grandes cantidades de
reactivos no solo representa un alto costo de proceso, sino que ademas acarrea el pago de
una gran cantidad de impuestos, sumado a esto muchos de los quimicos usados para

degradar cianuro también presentan una alta toxicidad(14).
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Muchos organismos como bacterias y hongos tienen la capacidad de degradar cianuro y
usarlo como fuente de carbono y nitrdgeno, esta capacidad los presenta como una
alternativa para el uso de ellos como fuente de biorremediacion. Las reacciones para
degradar cianuro mediadas por microorganismos se pueden dar en condiciones aerdbicas
0 anaerdbicas y se puede ver afectada por condiciones de pH, temperatura, presencia de
otros nutrientes y oxigeno(1).

Generalmente la biorremediacién se realiza en biorreactores que pueden ser activos, es
decir totalmente controlados, o pasivos donde se deja que el proceso ocurra sin
intervencion. Los biorreactores pasivos tienden a ser mas rentables, de facil manejo y
mayor durabilidad. No obstante, con el tiempo es dificil mantener la integridad de la
comunidad degradadora.

Varios estudios han mostrado la capacidad de diferentes tipos de microorganismos para
degradar cianuro, entre estos se encuentran Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli,
Alcaligenes, Acinetobacter, Bacillus, klebsiella, Corynebacterium  nitrophilus,
Brevibacterium, Pseudomonas pseudoalcaligenes(15)

La degradacion del cianuro por parte de los microorganismos se basa principalmente en
rutas metabdlicas en las cuales se encuentran involucradas una gran variedad de enzimas
con diferentes mecanismos de accién entre los que se encuentran la hidrolisis, la oxido
reduccion, la sustitucion y trasferencia, y la sintesis. Entre las enzimas con capacidad para
usar cianuro como sustrato se encuentran las nitrilasas, cianuro hidratasas, cianuro
monoxigenasas, dioxigenasas y nitrogenasas, entre otras(14). Todas estas enzimas son de
bastante interés para ser usadas independientemente para tratamiento de aguas
contaminadas con cianuro, sin embargo, debido a su naturaleza y sus mecanismos de
accion se pueden ver afectadas por diferentes factores como el pH, la concentracién de

cianuro o la presencia de metales(14).

El objetivo de este trabajo fue determinar la capacidad de la enzima cianuro dihidratasa de
Bacillus pumilus producida de forma recombinante en E.coli para degradar el cianuro

presente en soluciones acuosas.






2. Anadlisis bioinformatico de secuencias de
enzimas con posible actividad degradadora de

cianuro

2.1 Introduccidn

Los microorganismos cumplen una funcion vital en todos los ecosistemas, por lo cual su
caracterizacion y el estudio de sus funciones son de especial interés para la comunidad
cientifica en general. Sin embargo, las técnicas microbiolégicas tradicionales solo logran
conocer y caracterizar las especies cultivables, las cuales son tan solo una pequefa
porcion de toda la diversidad presente en un ecosistema. Por lo que en la actualidad se
han propuesto metodologias de estudio que permitan caracterizar tanto especies
cultivables como no cultivables. Los estudios metagenémicos permiten no solo conocer
estos dos tipos de especies sino caracterizar sus genes y las funciones de estos atreves
del andlisis de las secuencias de ADN presentes en un ambiente especifico. Esta
perspectiva ha sido de especial interés en el andlisis de ambientes altamente
contaminados donde las especies microbianas presentes tienen potencial para procesos

de biorremediacion(16-19).

Los estudios metagendémicos se han convertido en una herramienta clave para la
explotacion de la biodiversidad microbiana, por medio del estudio de nuevos
microorganismos y la creacion de librerias de enzimas con gran potencial e interés en
diferentes procesos(17). Unos de los microambientes de més interés son los procesos de
fermentaciones artesanales, ya que, en estos se encuentra una amplia diversidad
microbiana que exhibe diversas actividades enziméticas con posibles aplicaciones de

interés industrial o en biorremediacion.
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Un ejemplo de estos procesos artesanales basados en fermentacion es la obtencion de
almidon de yuca partir de yuca amarga. La yuca (Manihot esculenta) es una de las plantas
gue produce compuestos cianurados de manera natural. La yuca se clasifica de acuerdo
a su produccion de cianuro en dulce y amarga, siendo esta ultima la que tiene contenido
de cianuro mas alto y cuyo consumo sin tratamiento puede ser toxico para humanos y
animales(20,21). En Colombia, y Brasil el almidon producido a partir de esta variedad de
yuca es usado en productos tradicionales como el pandebono, pan de yuca entre otros(22).

Para la obtencion de almidon agrio de yuca se realiza un proceso de fermentacion de la
yuca. Generalmente, este proceso se hace de forma artesanal en lugares conocidos como
rayanderias. En general, el proceso es poco tecnificado y las condiciones del inoculo no
son establecidas. El objetivo de estos procesos de fermentacién es la obtencion del
almidon. Sin embargo, en el proceso también se elimina el cianuro presente en la yuca(12).
Por este motivo, los microorganismos presentes en este proceso de fermentacion son de
gran interés por su capacidad de sobrevivir en ambientes con altos contenidos de cianuro,
y sus enzimas son candidatas potenciales para usarse en procesos de biorremediacién de

aguas de cianuracion.

Con el objetivo de evaluar la presencia de enzimas con actividad degradadora de cianuro
presentes en los microorganismos implicados en el proceso de fermentacién de almidén
de yuca Soto et al han realizado estudios metagenémicos de un tanque de fermentacion
de yuca del departamento del Cauca (Trabajo en proceso de publicacion). Los datos
obtenidos por Soto y colaboradores en su investigacién fueron usados como base para
realizar un andlisis bioinformatico de secuencias que permitiera determinar identidades de

las enzimas encontradas.

2.2 Metodologia

2.2.1 Secuencias de posibles enzimas degradadoras de cianuro

Los datos de secuencias metagenomicas se analizaron usando el programa Protein
BLAST (23) del NCBI para identificar posibles proteinas anotadas como degradadoras de

cianuro. Este analisis arroj6 4 con posible identidad de enzimas capaces de degradar



cianuro. Estas secuencias se codificaron como (Cl, C2, C3 y C4). Las secuencias

originales se encuentran en el anexo A.

2.2.2 Analisis de secuencias

La identidad de las secuencias se analiz6 por medio del algoritmo de busqueda BLAST
usando como plataforma estandar Protein BLAST de la base de datos NCBI(23). Se tomé
como criterio de seleccion el porcentaje de identidad de las secuencias resultado de la
bldsqueda con la secuencia usada para realizar la busqueda.

Por medio del programa Mega7(24) y el algoritmo Muscle (25-28)se realizé el alineamiento
de las secuencias obtenidas por BLAST y se obtuvo una secuencia consenso para cada

una de las secuencias analizadas.

Las secuencias en las cuales no existia cubrimiento total con la secuencia semilla fueron
alineadas con multiples secuencias las cuales se seleccionaron por presentar una
identidad mayor al 60%

2.2.3 Modelamiento de la estructura tridimensional proteica

La estructura se modelo por medio del programa Swiss-Model(29,30), usando como

templete la estructura con mayor identidad, segun el resultado arrojado por BLAST.

2.3 Resultados y discusidn

2.3.1 Secuencia 1.

El analisis por medio de BLAST de la secuencia C1 arrojé como resultado un porcentaje
de identidad del 99% con nitrilasas de acetobacter orientalis. Como se muestra en la figura
1. Esta proteina se encuentra dentro de la super familia de las nitrilasas especificamente
se relaciona con las cianuro hidratasas.

1 = 100 150 200 280 a0 322

Query seq. o e ————————————————————————————

putative active site bk by k
catalytic triad h Y

Putative dimer interface  bp [ [ -

Specific hits
Superfanilies nitrilase superfamily

Figura 1. BLAST de secuencias C1
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El alineamiento de la secuencia C1 con la reportada para la nitrilasas de acetobacter
orientalis se puede observar que no existen gaps entre las dos secuencias analizadas, ni

cambios de aminoécidos (figura 2)

CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE (3.8)

gene_id_38134 MTPLRVA
gl| 889751459 [ref |WP_848841512.1 MTPLR

QAGTSLFDTPETLERMQAHCEALAAL GVELVYFPEAYIGEYPEKGLTFGAVM
‘QAGTSLFDTPETLERMQAHCEARAAL GVELVYFPEAYIGGYPKGLTFGAVH

GVIEKEGATLYCKALFFG
VIEKEGATLYCTALFFG

gene_id_38134 GSRFPEGREEYLAYINKSAIMVPGPETVQIGSFAATMLAHIY
gi|889751450 | ref|WP_B48841512.1 GSRFPEGREEYLAYWKSAIMVPGPETVQIGSFAATME AHI

gena_id_38134 PDGALLGKHRELMPTATERLVIWGQGDGS TLPYFETEAGRLGAATCWENYMPALRQSLYAQ
gi|889751459 [ref|WP_g48841512.1 PDGOAL LGKHRELMPTATERLVIWGRGDGSTLPVFETEAGRLGAAT CWENYMPALROSLYAQD

gene_id_38134
gl|889751459 | ref|WP_248841512.1

APTVDERDTHOASMRHIAYEGRTFYL SACQYMTRADAPEQYECHOGHNRETVLT
APTVDERDIWQASMRHIAYEGRTFVLSACQYMTRADAPEQYECHQGHNPETVLI

gene_id_38134 (GOSVIVNPFOEI TAGPVYDREAILTADIDLDOWIRAKYDLDVAGHY ARPDVFSLOVDTT
gi]889751458 [ref |WP_848841512.1 (GGSVIVNPFGEIIAGPVYDREAILTADIDLDODWVIRAKYDLDVAGHYARPDVFSLQVDTT

gene_id_38134 AKTPVAFTTQETGPLSLPDALE
gl |889751459 | ref|WP_248841512.1 AKTPVAFTTQETGPLSLPDALE

Figura 2: Alineamiento de la secuencia C1 con la reportada para la nitrilasa de Acetobacter

orientalis.

La cepa Acetobacter orientalis se encuentra principalmente en alimentos fermentados

como yogurt, tofu y Tempe, asi como en algunas frutas como coco, y carambolo (31,32).

Las nitrilasas de tipo cianuro hidratasa se caracterizan por hidrolizar nitrilos en amonio y

su correspondiente acido carboxilico(31,32).

Esta enzima ha sido aislada de diferentes tipos de hongos y de acuerdo a su origen tiene
mayor o menor actividad, su principal limitacion es que no degrada efectivamente cianuro

complejado con metales(14).

La estructura tridimensional de la proteina correspondiente a la secuencia C1 se model6
usando como template la estructura de la enzima nitrilasa de Syechocystis sp. (PDB ID:

3wuy), determinada mediante cristalografia de rayos X con una resolucion de 3.1 A (33) ,
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con la que comparte una identidad del 33,11%. El modelo obtenido fue un monémero que
se identifica dentro de la familia de las nitrilasas (Figura 3.), La estructura obtenida tiene
un QMEAN mayor a -4 por lo cual se considera que el modelo obtenido se acerca al de

una estructura obtenida experimentalmente(24).

Global Quality

GMEAN IR T 276
CR B W36
Allatom [T T M -056
Sovationiis ~ | ] -044
Torsion [T~ W -2.20

Figura 3. Estructura Modelada por homologia de la Cianuro hidratasa de Acetobacter

Orientalis.

2.3.2 SecuenciaC2yC4

El analisis por medio de BLAST de las secuencias C2 y C4 dio como resultado alta
identidad con la hidrolasa carbono-nitrogeno proveniente de Acetobacter papayae, enzima

gue se encuentra dentro de la superfamilia de las nitrilasas (figura 4).

III Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 25 S0 s 100 125 150 1350
Query seq. active site
direr interface
Superfanilies nitrilase superfamily
L Max Total Que E .
Description Qs Ident Accession
score score cover value
carbon-nitrogen hydrolase [Acetobacter papayae] 355 355 99% 9e-121 96% WP_025861073.1
B 1 25 S0 75 100 125 150 175 151
WIERY) &= active site
dimer interface
Superfanilies nitrilase superfamily
i Max Total Query E :
Description Ident  Accession

score score cover  valle

carhon-nitrogen drolase [Acetobacter papayas 360 369 100% T1e-127 98% WR_0258A10731
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Figura 4 BLAST secuencia C2 (a) y C4 (b)

Los alineamientos respectivos de las secuencias C2 y C4 con la secuencia de Acetobacter
papayae (figuras 5 y 6) revelaron que las secuencias encontradas en el metagenoma

pertenecen a una misma proteina, sin embargo, no se encuentran completas.

CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE (3.8)

MTOPLRLGVLAWEVARIGTIEDYAAHLDRLVAQGAADADL LLMPEYACMEVASALVDAPD

EET

gene_id_59541
gi|647583511 | ref|WP_B25861873.1]

gene_id_59541 PAMELEAVCAQSDALLAIMADTAMRHGVI
gi|647583511 |ref|WP_B25861073.1| PGAELEAVCAHSDALLEIMARGAAMAHGY

¥ XEXXFERTX K

MPGTLPRPEVEGVRNRAFLIAPDGRIMFQD
IPGTLPRPEAQGURIIRAPLIAPDGATIIF QD

EEXEEXERE X EFXEXEXXFEXXERREER

EEEE EXRE o ERERED

gene_id 58541
gi|647583511 | ref|WP_B258510873.1]

(HVMTARFENESWGYRAGNPPGYVFETPHGLIGAAVCYDSEFPMLTRRQIEAGAWLILVRTC
(HVMTRFENESWGYRAGNPPGYVFETPHGLIGAAVCYDSEFPMLTRRQIEAGAKWLILVPTC

e T T T I I s T TTII I T I T T T T

gene_id 58541
gi|647583511 | ref|WP_B258510873.1]

TDSLHGFMNRVAISAQARAL ENQCFVAVAPTYGDAPKLATLDENHGCAGVYGPVDRG- -~ -
TDSLHGFMNRVAISAQARALENQCF HPT.-GDHPI L ~.TLDEMHECHG‘ MYGFVDRGFPAD

S T T T s T T T s T T T T T T T T T ey

GIMGEGKLDQGGEWVFYTLNPETLDAVRENGAVRNCRDWPAQVPALEFLFVEY

gene_id_ 59541
gi|647583511 | ref|WP_B25861873.1|

Figura 5 alineamiento C2 contra hidrolasa carbono-nitrogeno Acetobacter papayae

CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE (3.8)

MTQPLRLGVLAWEVARIGTIEDYAAHLDRLVAQGAADADL LLMPEYACMEVASALVDAFD

gene_id_ 96825
gi|647583511 | ref|WP_B25861873.1|

gene_id_96@25
gi|647583511 | ref|WP_B82558610873.1|

gene_id 96825
gi|647583511 | ref|WP_B258612873.1|

gene_id_96@25
gi|647583511 | ref|WP_B2558610873.1|

gene_id 96825
gi|647583511 | ref|WP_B258612873.1|

ILMPGTLPRPEAEGVRNRAPLIAPDGRIMFQD
PEAELEAVCAHSDALLEIMAGAAM QHG‘IL jﬁTLPQPEHQG»QM?HPLIHPDﬁwI FQD

CEEERFRREEERER R R

{HVMTRFENESHGVRAGNPPGVFETPRGLIGTAVCYDSEFPMLTRRQIEAGAWLILVPTC
<HVMTRFENESWGVRAGNPPGVFETPWGL IGAAVCYDSEFPMLTRRQIEAGAKLILVPTC

T LT S T ST T T

TDSLHGFNRVRISAQARAL ENQCFVAVAPTVGDAPKWLAT LDENHGCAGVYGPYDRGFPAD
TDSLHGFNRVA ISAQARAL ENQCFVAVAPTVGDAFWLAT LDENHGCAGVYGFVDRGFPAD

T T LT T T PR TP P e P

GIMAEGRLDQGEWVFVTLNPETLDAY - - - == == == === === mmm e o e e
GIMGEGKLDQGGWVFVTLNPETLDAVRENGAVRNCADHRAQVP AAEPLPVEY

%% k% FEkdkdkddkikdkdkkdd

Figura 6 Alineamiento C4 contra hidrolasa carbono-nitrogeno de Acetobacter papayae
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Con el objetivo de tener una secuencia completa para esta proteina putativa, se realizdé un
alineamiento entre las secuencias C2 y C4. La secuencia consenso resultado de este
alineamiento se usdé como query de busqueda usando BLAST. Con las secuencias,
resultado de esta busqueda, que arrojaron identidad superior al 60% se realiz6 un

alineamiento multiple. (figura 8)

gi|775268788 |db] | GANT7607.1|
gi| 775264694 |db] | GANSEE74.1|
Consensus/1-292

-MTALHLAL CQYRI TRVAGLDAYAARLDALLAEAGP - -ADLLVL PEYASLEAAAVA- --D
VMK PLRLGVLAWEVAK IDSLEDYALHLDRLVAEGAAK - SDLLLMPEYACMEAAAA - -TK
MTQPLALGVLAWEVARIGTIEDYAAHLDRLVAQGAAD- ADLLLMPEYACMEVASAL- -VD

gi|647583511 | ref|WP_825851673.1] MTQPLALGVLAWEVARIGT IEDYAAHLDRLVAQGAAD - ADLLLMPEYACMEVASAL - -VD
gi|206263424 | gb | EFHE9933 . 1] -MTTLRLALHQYPVERPESTAAAAK LDRWLAEARANGAELAVMPEYACVELGSALSGLS
gi| 759645552 | ref |WP_843353648.1] -MTLLRLGTLAWPVGRPAGI EGYAAR LDAFVAEAAGR - ADLL LMPEYAPMEIVGG-- - -
gi| 759616717 | ref |WP_843334866.1| '”THLQLGH_HJJ\GRPHGIEGYHHR DGFVAEAKGR - ADLL LMPEYAPHEIVGG- - -- -
gi| 775268788 | dbj | GANT7687.1] PPOVAAELATAVAQADAMLDVMRAAARRHEVWL LAGSL PMRGADGRVHNC AP LFDPEGRY
gi| 775264694 | dbj | GANSEET4, 1] EPDPSAELEATCTHSDAILAIMREAAK KHAVWLMPGTLPRSEATG -VRNRAPLIAPDGSY
Consensus/1-292 APDPAAEL EAVCAHSDALLAIMRDAAMRHGVILMPGT LPRPEAEG - VRNRAPLIAPDGRI
gi| 647583511 | ref|WP_825851673.1] APDPGAEL EAVCAHSDALL EIMRGAAMRHGVILMPGT LPRPEAQS - VRNRAPLIAPDGRI
gi|206263424| gb | EFHE9933. 1] PASEAEELAAMYAAAPEILAAMRGAAQRAGLIWL LPGSLPMRDEDGATRNRAPLI TPEGRL
gi| 759645952 | ref |WP_843353648. 1] EADAAAEL RAMYGIAPAVYEAMRAT ARRHGVIMYPGSLPM - EAGERVWHRAPLIAPDGRL
gi| 759616717 | ref |WP_843334866.1| #ﬁGE..E_RHﬂJEHHPﬂmJEH RGtaLRHGJlLﬂPGSLJI HJGD?\JH APLIAPDGRL
gi| 775268788 | dbj | GANT7687.1] AFQOKQVMTRFERESWQVAPGAPPSVFATPWGRIGYATCYDVEF PTLVRAQVAAGALTL
gi| 775264694 | dbj | GANSEET4.1] AFQDKHVMTRFETESWGEVE AGNPPGVFETPWGLIGTSVCYDSEF PHLARAQVEAGALLIL
Consensus/1-292 MF QDKHVMTRF ENESWGEVRAGNPPGVF ETPWGL TGAAVCYDSEF PMLTRRQIEAGALIL
gi| 647583511 | ref|WP_825851673.1] MF QDKHVMTRF ENESWGEVRAGNPPGVF ETPWGL TGAAVCYDSEF PMLTRRQIEAGALIL
gi| 206263424 | gb | EFHE9933 . 1] AFQDKHAMTRFETERWGYS AGAGPRVFDTEWGRIGYS ICYDSEF PKHVRAQVEAGALLVL
gi| 759645952 | ref |WP_843353648. 1] AFQDKRIMTRFEAESWGVS AGAGFYVFGTPYUGTIGLS ICYDAEF PEHVRAQVEAGALLVL
gi| 759616717 | ref|WP_843334866.1| ﬁFQDIQI'Tw EAERIGUSAGAGPVVFPTPUGLVGLSVCYDAEF PK HJRaQJEHG#JLJ_
gi| 775268788 | dbj | GANT7687.1] APSCTDTLHGFNRVL LSARARALENQCYVAVAPTVGDAPWSAT L DANRGHAAYL GPVDRG
gi| 775264694 | dbj | GANSEE74.1] YPTCTDSMHGF NRVE ISAQARALENQCFVAYSPTVGDAPWLAT L DENHGCAGVYGPVDRG
Consensus/1-292 YPTCTDSLHGFNRVR ISAQARALENQCFVAVAPTVGDAPWLAT L DENHGCAGVYGPVDRG
gi|647583511 | ref|WP_825851073.1] YPTCTDSLHGFNRVR ISAQARALENQCFVAVAPTVGDAPWLAT L DENHGCAGVYGPVDRG
gi|206263424| gb | EFHR933 . 1] YPTCTDTLHGFNRVRFSAAARALENQCFVAVSPTVGDAPWSAAL DONRGT AAVYGPIDRG
gi| 759645952 | ref |WP_843353648. 1] YPACTDSLHGYNRVRLSAQARALENQCVVAVAPTVGLAPWSAS L DENHGAASVHGPVDRG
gi| 759616717 | ref|WP_843334866.1| VPACTDSL HGvMQ\WLsﬂqHRﬂLENQC\»HJHPT\GaﬁﬂusHthmnHGhﬂs'HGPJDRG
gi| 775268788 | dbj | GANT7687.1] FPEDGVLARGALDEAMWLHARLDPARLDAYRESGAVANHRDWPDM - PYPPCPYRTRA

gi| 775264694 | dbj | GANSEE74.1] FPDDGVIVEGY LDOGEWIF ATLSPDTLEEVRENGAVANCRDWPT IVPSAGKNAF SDA

Consensus/1-292 FPADGIMAEGY L DOGEWNWFYTLNPETLDAVRENGAYANCRDWPAQVPAAERLPVEY-

gi|647583511 | ref|WP_@25851673.1] FPADGIMGEGE LDOGEWNFYTLNPETLDAVRENGAYANCRDWP AQVPAAERLPVEY-

gi|296263424| gb | EFHR9933 . 1] FPEDGVIAEGTADQGQIVYADLDPART EAVRRDGAYLNHRDWPRQ-SFPRELPAAFA

gi| 759645952 | ref|WP_243353648. 1] FPADGVLAAGAMDAPGIVF CPLOPGAT ERVRREGAYLNHRDWPYG - PYEPPALAVLA

gi| 759616717 | ref|WP_843334866.1| -PEDEMLﬂEGﬁIDQPﬁthCS DPGAVERVRREGAVLNHRDWPKG-PVDPPALATFA

*% EE . ¥ n k¥ FEE B EEEE

Figura 7. Alineamiento multiple de la secuencia conceso entre C2 y C4 y las secuencias
con porcentaje de identidad mayor al 60% encontradas con BLAST.

Este alineamiento arrojo una secuencia consenso (figura 9) la cual cuando fue usada como
query en BLAST confirm6 su identidad como hidrolasa carbono nitrégeno de Acetobacter
papayae. Esta secuencia fue usada para modelar su estructura tridimensional.
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Consenso MMTPLRLGYLAWEVAR TAGTEDYAAHLDRLVAEAAADGADL L LMPEYACMEAASALSGYD

semilla MTQPLRLGVLAWEVARTGTIEDYAAHLDRLVAQGAAD -ADLL LMPEYACHEVASAL - -VD

Consenso APDPAAEL EAMVAHADAT L AAMRGAAMRHGVWLMPGS L PMPEADGRVRNRAPL TAPDGRL

semilla APDPAAEL EAVCAHSDAL LATMRDAAMRHGVYLMPGT LPRPEAEG-VRNRAPLTAPDGRT

Consenso AFQDKHVMTRF EAESWGYSAGAPPGVFETPWGL IGASVCYDSEFPK LVRAQVEAGAWLIL

semilla MFQDKHVMTRF ENESWGYRAGNPPGYF ETPIGL IGAAVCYDSEFEML TRRQT EAGAWLTL

Consenso VPTCTDSLHGFNRVRISAQARALENQCFVAVAP TVGDAPWSATLDENHGCAGVYGPVDRG

semilla VETCTDSLHGFNRVRTSAQARALENQCFVAVAPTVGDAPKLATLDENHGCAGYYGPVDRG

Consenso FPADGVLAEGALDOGGHVFATLDPATLEAVRENGAVRNHRDWPAQVPVARPLPAEFA

semilla FPADGIMAEGK LDQGEWN YT LNPET LDAVR ENGAVRNCRDWPAQVPAAEPLPVEY -

Figura 8 alineamiento entre secuencia consenso contra secuencia semilla (C2+C4)

La secuencia consenso se analizé por medio del programa BLAST y se determin6 que
mantuvo su identidad con la hidrolasa carbono nitrégeno de Acetobacter papayae.

La estructura tridimensional que corresponde a las secuencias C2 y C4 fue modelada
usando como template , la estructura de la enzima nitrilasa de Nit-fragile histidine triad
fusion protein (PDB ID: 1ems.1.A), determinada mediante cristalografia de rayos X con
una resolucién de 2.8 A (34). El modelo en general presenta un buen ajuste con la
estructura de una proteina obtenida experimentalmente, QMEAN mayor a -4, la estructura
es un homo tetramero (figura 10) con un porcentaje de identidad con el templete de
22,56%(24).


https://swissmodel.expasy.org/templates/1ems.1
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Global Quality Estimate
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ce BT W-280
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Solvationi. | 1 -1.54
Torsion T 279

Figura 9. Estructura modelada por homologia de hidrolasa carbono nitrégeno de

Acetobacter papayae

2.3.3 SecuenciaC3

La comparacién de la secuencia C3 frente a los repositorios de secuencias demostro que
la proteina C3 tiene una identidad de nitrilasa del microorganismo Acetobacter papayae,

esta enzima también pertenece a la super familia de las nitrilasa (figura 11)

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 25 S0 7= 100 125 150 175 187
uery se e ————
fuery seq. active site

dimer inberface

superfanilies | nitrilase superfamily

Max Total Query E

Ident  Accession
score score cover value

Description

nitrilase [Acetobacter papayae] 365 365 100% 5e-129 93% WP_025860393.1

Figura 10. BLAST secuencia C3

El alineamiento de ambas secuencias se presenta en la figura 12
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CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE (3.3)

gene_id 66932

gi|647582798 | ref|WP_825860393 .1 MRTAGLQTAGTPGRVDANL TELGQAVVRARODNVQLLVTPELFYTGYDIGESLRDLARFD
gene_id_66932 e mmmmm- e oo - AEHTPOGLYNAATLVDAQGHTVLHYRKQHL FGALDRAFFL
gi|647582798 | ref|WP_825860393 .1 PLPATRAMAASHGVAT LVGYAEHTEQGLYNSATLYDAEGHT L LHYRKQHLF GELDRAFFL
gene_id_ 66932 PGESAOPEVVSFOGMRVASHMICYDVEFPEYVRATALAGCEL LLVPTAQMEPFTFVAREVIR
gi|647582798 | ref|WP_825860393 .1 PESAPPEVITYQGMRLASMICYDVEFPEYVRATALAGCEL LLVPTAQMEPFTFIAREVIR

gene_id_56932 TRAWENQIY LAY INHDGOEGQTHYVGNSOIVAPDATVLART EQGTGL I TADVSAQWY
gi|547582798 | ref|WP_B825860393.1] TRAWENQIY LAY INHDGOEGQTRYVGNSOIVAPDASYLARTEQGTEL I TADVS AQVVAR
gene_id_56932 QHANPYLQDRAPASYQSLVAAFEKDTP
gi|647582798 | ref|WP_B825860393.1] QHANPYLQDRAPASYQSLVAAFEKDMP

Figura 11. Alineamiento de la secuencia C3 contra la secuencia reportada para la nitrilasa

de acetobacter papayae.

Se encontro6 que la secuencia C3 corresponde a una porcién de la secuencia de la nitrilasa
de acetobacter papaye menos el extremo N-terminal. Para la obtencion de la secuencia
completa se tomo la seccidn inicial de la secuencia reportada para la nitrilasa de A.

papayae y se unio con la secuencia obtenida del metagenoma.

La prediccién de la estructura tridimensional para esta proteina se modelo usando como
template la estructura de la enzima amidasa alifatica ( PDB ID: 5JQN), la cual fue
determinada mediante cristalografia de rayos X con una resolucion de 1.19 A(34) las
secuencias comparten una identidad del 36,58%. la dio como resultado un homo-dimero

figrua 13. LI valor QMEAN se encuentra entre los valores de ajuste aceptables (figura 13)
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Figura 12 Estructura de Nitrilasa de Acetobacter Papayae

Las amidasas se caracterizan por catalizar la reaccion:

Amida +H,O= Monocarboxilato + NHs

Estas enzimas son las encargadas de permitir que los organismos usen acetamida como
fuente de carbono y nitrégeno(35,36). Esta enzima se encuentra dentro de la familia de las

nitrilasas(37).

La superfamilia de las nitrilasas son un grupo de enzimas que se caracterizan por hidrolizar
enlaces no peptidicos de carbono y nitrégeno, cuentan con similitudes en sus secuencias
y estan presentes en organismos tanto procariotas como eucariotas, sin embargo, tienen

actividad en diferentes sustratos y su actividad metabdlica varia entre unas y otras(38).

A pesar de su gran variedad estructural, las enzimas pertenecientes a esta super familia
tienen como caracteristica una triada catalitica compuesta por acido glutamico, lisina y
cisteina y una formacion afa y sus estructuras secundarias consisten en su mayoria en
helices a. A pesar de esto, su especificidad varia entre unas y otras. Las nitrilasas alifaticas
actuan sobre nitrilos alifaticos, las nitrilasas aromaticas o heterociclicas actlian sobre
nitrilos aromaticos y heterociclicos y las arilacetonitrilasas actian sobre arilacetonitrilos

tales como fenilacetonitrilo y fenilpropionitrilo(37).
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Ese tipo de enzimas se han encontrado en bacterias, hongos filamentosos, levaduras y
plantas, y su importancia en los organismos varia desde el uso de nitrilos como fuente de

carbono y nitrégeno hasta como mecanismo de defensa ante situaciones de estrés(37,39).

Entre las secuencias analizadas, la cianuro hidratasa de Acetobacter orientalis es la
enzima que se reporta en la literatura como la que mayor afinidad puede mostrar frente al
cianuro, ya que otras especies de nitrilasas muestran especificidad para otras especies de
nitrilos(15).

Las secuencias aqui analizadas se encuentran en estudio por el grupo de investigacion en
biocatalizadores de la Universidad Icesi, sin embargo, para el presente trabajo se eligié
estudiar la enzima cianuro dihidratasa de Bacillus pumilus la cual habia sido reportada
previamente en la literatura y a la que se le habia analizado su expresion en E.coli como

sistema heterdlogo recombinante (40-43).



3. Degradacion enzimatica de cianuro

3.1 Introduccion.

Dada la importancia del tratamiento de aguas contaminadas con cianuro varios grupos de
investigacion se encuentran interesados en trabajar con enzimas que tengan la capacidad
de degradar este compuesto. En la naturaleza existen una gran variedad de enzimas
capaces de degradar cianuro entre las que se destaca la cianuro dihidratasa la cual se

encarga de catalizar la formacion de amoniaco y formiato a partir de cianuro (6).
RCN + H>0 <> RCOOH + NHs

A pesar de que esta enzima lleva més de veinte afios de haber sido reportada por primera
vez, tan solo en los Ultimos afios han aparecido reportes de estudios realizados con el

objetivo de entender y explotar su potencial.

La primera identificacién de cianuro dihidratasa en Bacillus pumilus fue reportada por
Meyers y colaboradores en 1993, el grupo de trabajo logré aislar la enzima responsable
de la capacidad de Bacillus pumilus para degradar cianuro. La enzima fue aislada y
caracterizada cinéticamente y se encontré que su actividad podria verse mejorada por la

presencia de algunos metales como Sc3*, Cr*, Fe**, and Th3*(44)

Posteriormente esta misma enzima fue identificada en otro microrganismo, Watanabe y
colaboradores (1998) lograron aislar una cepa bacteriana de aguas residuales de una
planta de revestimiento de metales la cual tenia capacidad para degradar cianuro. Esta
cepa fue analizada con técnicas estandar para su identificacion microbiol6gica. Esta
identificacion dio como resultado a Pseudomonas stutzeri, a la cual se le realiz6 un
aislamiento y caracterizacién de la enzima encargada de degradar cianuro. Esta enzima
fue identificada como una proteina polipéptica de 38KDa, cercana a la familia de las

cianidasas e identificada como cianuro dihidratasa, esta enzima presento un Km de 1.7



20 DEGRADACION ENZIMATICA DE CIANURO POR LA ENZIMA
CIANURO DIHIDRATASA DE BACILLUS PUMILUS PRODUCIDA DE
FORMA RECOMBINANTE EN CELULAS DE E. COLI

mM para cianuro, una actividad especifica de 54,6 pMol de amonio producido por minuto,
y una actividad optima a 30 grados y pH 7.5(45)

En un trabajo posterior, este mismo grupo estudié el posible sitio activo de la cianuro
dihidratasa proveniente de Pseudomonas stutzeri AK61, para ello se realizd6 un analisis
comparativo de la secuencia de esta enzima con otras enzimas de la familia de las
nitrilasas. Se encontré que la secuencia de aminoacidos de la cianuro dihidratasa tiene alta
homologia con nitrilasas provenientes de diferentes especies y con la enzima cianuro
hidratasa. Adicionalmente, se identificaron tres regiones homologas en todas las enzimas
analizadas. Con el fin de investigar la funcionalidad de estas regiones homologas se
realizaron mutaciones dirigidas hacia los residuos que podrian afectar la actividad catalitica
de la enzima, esto permiti6 encontrar que el cambio de la cisteina en la posiciéon 163
ocasiona que la enzima pierda su actividad catalitica por lo cual se establecié que este
residuo juega un papel fundamental para el correcto funcionamiento de la enzima.
Resultados similares se encontraron en nitrilasas de Rhodococcus rhodochrous K22

Alcaligenis faecalis IM3 y Rhodococcus rhodochrous J1(46).

La enzima cianuro dihidratasa también ha sido producida de forma recombinante.
Jandhyala y colaboradores (2003), clonaron el gen de cianuro dihidratasa proveniente de
Bacillus pumilus en un vector de expresion en E. coli con el objetivo de estudiar
estructuralmente esta enzima. La enzima purificada de Bacillus pumilus fue analizada por
microscopia electrénica y se realiz6 una reconstruccion tridimensional de la estructura de
la proteina, analisis por electroforesis y analisis por Maldi-Tof. La proteina producida en
E.coli fue purificada de la fraccién soluble usando una cola de histidina y se le realizaron
analisis de degradacion de cianuro y cinéticos. Los investigadores reportaron que la
proteina tiene una estructura irregular con dos espirales simétricas, con una separacion
aproximada de 8nm, una longitud total de 18,5nm y un diametro total de 9,5nm. A pesar
gue la proteina fue producida en E.coli BL21(DE3), la proteina producida mostré
problemas de solubilidad por lo cual los autores no lograron purificarla en altas cantidades.
La proteina purificada mostré una actividad total de 2.3 U y una actividad especifica de 135
U/mg(43).
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Posterior a estos estudios se han realizado diferentes andlisis que permiten entender la
funcion de diferentes regiones de la enzima. Uno de estos estudios fue realizado en el
2015 por Crum y colaboradores quienes investigaron el efecto de la hibridacioén de la
Porcion C- terminal de la proteina sobre su resistencia a la temperatura y al pH. Para ello
crearon una cianuro dihidratasa quimérica la cual en su porcion C-terminal contenia
residuos tanto de la enzima proveniente de Bacillus pumilus como de Pseudomonas
stutzeri. A esta enzima mutada se le realizaron mediciones cinéticas, de estabilidad
térmica, resistencia al pH y de actividad. Los autores encontraron que el extremo C-
terminal de la proteina es fundamental para la estabilidad térmica de la misma ya que esta
involucrado en la formacién de una interfaz que es crucial para mantener la actividad y la
estabilidad de la enzima. Ademas, encontraron que la enzima quimérica aumenta el rango
de pH en el cual la enzima se encuentra activa, logrando retener la actividad enzimatica

hasta pH 9,5 en el cual generalmente la enzima nativa no presenta actividad(42).

Este mismo grupo en 2016, evalud el efecto de mutaciones al azar sobre la termo
estabilidad, tolerancia al pH y cinéticas de degradacién. Para ello se usé la técnica de error-
prone PCR con el fin de crear mutantes de cianuro dihidratasa de Bacillus pumilus. Se
generaron cuatro enzimas (K93R, D172N, A202T y E327K) cada una con una mutacién
aleatoria diferente. Se encontrd que ninguna de las cuatro mutaciones mejoro la tolerancia
al pH; dos de las mutaciones (K93R y D172N) aumentaron significativamente la termo
estabilidad de la enzima; mientras que la mutacién A202T ubicada en la dimerizacién
desestabiliza la proteina y hace que esta pierda su actividad catalitica. Estos resultados

confirman la conformacion de la enzima propuesta por otros autores(41).

Otros estudios estructurales se han llevado a cabo para buscar residuos claves en el sitio
activo de la enzima. Park y colaboradores (2016) identificaron residuos a lo largo de la
formacion dimérica de la enzima, los cuales pudieran alterar su conformacion o la actividad,
para ello usaron un escaneo de cisteinas a lo largo de la regién de interés, este analisis
les permitié encontrar que existen dos secuencias en la interface de formacién del dimero
gue estan directamente involucradas con la actividad de la proteina, ademas que existe
dentro de esa misma regién un residuo de glutamato el cual esta unido por puentes de

hidrogeno a un posible siti6 activo de lisina(47).

A pesar de los diferentes estudios que se han realizado sobre la enzima, no se han

encontrado formas nativas ni mutantes que le permitan a la enzima aumentar
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considerablemente su resistencia al pH, a la temperatura y resistencia a metales lo cual
impide que esta sea usada en procesos industriales donde las condiciones de pH y
concentracion de metales suelen ser altas y adversas para el correcto funcionamiento de

la enzima.

Uno de los sectores industriales donde existe un mayor potencial para el uso de enzimas
gue degradan cianuro es la mineria, en la cual se realizan piscinas de cianuracion para
acomplejar metales como oro y plata y facilitar su extraccién. Sin embargo estos sistemas
retan la capacidad de las enzimas para degradar cianuro por sus pH basicos(10-12), altos
contenidos de cianuro (9000-15000 ppm), y presencia de otros metales(6).

El oro puede ser separado de otros metales presentes en la tierra de varias formas, una
de ellas es la lixiviacion con soluciones alcalinas de cianuro. El oro forma complejos con el
cianuro permitiendo su separacion de otros metales y posterior recuperacion. La solucién
resultante después de la lixiviacibon se conoce como solucion barren y tiene altas
concentraciones de cianuro y otros metales. Normalmente, parte de la solucion barren es
reutilizada en el proceso de lixiviacion y otra parte debe ser tratada para remover el cianuro

y posteriormente verterla al ambiente(48) .

En este trabajo se produjo la enzima cianuro dihidratasa de Bacillus pumilus de forma
recombinante en E.coli, se evalud su solubilidad, condiciones de purificacion, y se evalué
el uso de células completas de E.coli transformadas con la enzima para degradar cianuro
en condiciones de pH basicos, altas temperatura, diferentes concentraciones de cianuro y
presencia de metales pesados. Ademas, se retd la enzima en aguas de cianuracién minera

y se evaluo su capacidad para degradar cianuro en ellas y su viabilidad en el tiempo.

3.2 Metodologia.

3.2.1 Células competentes

Se usaron cepas de E. coli DH5a y E.coli BL21(DE3) que se encuentran en el stock de
cepas del laboratorio de bioquimica de la universidad ICESI. Las células se hicieron

competentes mediante un tratamiento con CaCl, 0.1M y glicerol. Para ello, una colonia se
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inocul6é en 5 mL de caldo Luria Bertani (LB) y se incubo toda la noche a 37 °C con agitacion
(300 rpm). Un mililitro (ImL) del cultivo se inoculé en 100mL de caldo LB. El cultivo se
incub6 a 37 “C con agitacion (300rpm) hasta obtener una densidad 6ptica a 600nm de 0,3.
El medio se enfrié por 15 minutos en hielo y posteriormente se centrifugo por 10 min a 4°C
a 6000 rpm. El sobrenadante se descartd y el pellet obtenido se re-suspendié en 70 mL de
solucién de CaCl, 0,1M frio durante 30 min. Las células re-suspendidas se centrifugaron
nuevamente y el sobrenadante se removio, el pellet resultante se re-suspendié en 12 mL
de CaCl; 0,1 My 15% de glicerol. La suspensién fue dividida en alicuotas de 0,5mL en
tubos eppendorf, congeladas con nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C hasta su uso.

3.2.2 sintesis del gen que codifica por CynD

La secuencia del gen de la enzima cianuro dihidratasa de Bacillus pumilus codifica por la

siguiente secuencia de aminoacidos:

MTSIYPKFRAAAVQAAPIYLNLEASVEKSCELIDEAASNGAKLVAFPEAFLPGYPWFAFIG
HPEYTRKFYHELYKNAVEIPSLAIQKISEAAKRNETYVCISCSEKDGGSLYLAQLWFNPNG
DLIGKHRKMRASVAERLIWGDGSGSMMPVFQTEIGNLGGLMCWEHQVPLDLMAMNAQ
NEQVHVASWPGYFDDEISSRYYAIATQTFVLMTSSIYTEEMKEMICLTQEQRDYFETFKS
GHTCIYGPDGEPISDMVPAETEGIAYAEIDVERVIDYKYYIDPAGHYSNQSLSMNFNQQP
TPVVKHLNHQKNEVFTYEDIQYQHGILEEKVHHHHHH

Para la produccién recombinante, los codones correspondientes fueron optimizados para
la produccion de la proteina en E. coli, y se adiciono una cola de histidina en el extremo C-
terminal para facilitar su purificacion. El plasmido fue adquirido comercialmente a la
empresa DNA 2.0, el plasmido corresponde a un PD451 con resistencia a kanamicina y

promotor lac. El plasmido se nombré BpumC1CynD.

El plasmido BpumC1CynD se replicé en cepas de DH5a. Para transformar las células se
adicionaron 100 puL de células competentes con 1 uL de plasmido, a una concentracion de
100ng/uL, en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se dejaron incubar por 5 minutos y
posteriormente se realizé un choque térmico a 42°C por 30 segundos. Inmediatamente, se
adicionaron 250 pL de caldo LB y se dejé en un periodo de recuperacion por 1 hora a 37°C
con agitacion constante. Posteriormente se adicionaron 80 ul del cultivo a una placa con

agar LB suplementada con kanamicina (1ul/mL) y se incubo por 16 horas a 37°C. Se
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realizaron dos controles: el control positivo, E. coli DH5a en una placa con Agar LB, el
crecimiento de la cepa indica que las células ain son viables, y la misma cepa en una
placa con agar LB y kanamicina, la ausencia de crecimiento demostro que las células sin

el plasmido no tienen ninguna resistencia al antibiotico.

El plasmido BpumC1CynD fue obtenido mediante miniprep usando el Kit E.Z.N.A plasmid
miniprep Kit, siguiendo las instrucciones del proveedor.

3.2.3 Produccion de la enzimarecombinante

La produccion de la proteina CynD recombinante se llevé a cabo en cepas de E. coli BL21

(DE3) transformadas con el plasmido BpumC1CynD por choque térmico.

Una colonia de células transformadas con el plasmido fue inoculada en 5mL de caldo LB
suplementada con 5 uL de kanamicina 50 mg/mL para una concentracion final de 50
pg/mL. El medio de cultivo fue incubado por 16 h a 37°C con agitacién constante (300 rpm).
Luego del periodo de crecimiento inicial, 1mL del cultivo fueron inoculados en 100mL de
medio LB suplementado con kanamicina (50 pug/mL), el medio se incubo a 37°C y una
agitacion constante de 300 rpm hasta una ODsoo de 0,5. La produccion de proteina se
indujo mediante la adicion de IPTG 0,4mM y se incubd a una temperatura de 37°C durante
6 horas. Al cabo de este tiempo, el cultivo celular se centrifugé a 5000 rpm en una
centrifuga Eppendorf modelo 5804R, usando un rotor de angulo fijo F-34-6-38. Los pellets

celulares se almacenaron a -80°C para su uso posterior.

Para determinar la expresion de CynD Se tom6 1mL de muestra cada hora empezando
desde la hora O hasta la hora la hora 6. Las muestras fueron centrifugadas y el
sobrenadante fue descartado, los pellets obtenidos se guardaron a -20C para analisis
posterior. Para analizar el contenido proteico de las alicuotas los pellets bacterianos se re-
suspendieron en 100pL de buffer Laemmli de carga 1X(43). Las muestras se calentaron a
90 °C durante 5 min y se centrifugaron a 11000rpm por 10 min. 10 a 20 uL de cada muestra

fueron usados para analizar por electroforesis SDS-PAGE usando geles al 15%.
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3.2.4 Pruebas de solubilidad.

Para determinar la solubilidad de la enzima CynD producida de forma recombinante en
E.coli se realizé una prueba de solubilidad usando tres soluciones diferentes: BugBuster
protein extraction reagent (Novagen). Buffer 1: Tris pH 8, NaCl 150mM, EDTA 1mM, triton
X100 0,1%, Lisozima 0,25mg/mL, MgSO4 20mM, Benzonaza 25 unidades. Buffer 2:
NaH.P0O4 50mM, NaCl 300mM Imidazol 10mM Benzonaza 25 unidades.

En el caso del BugBuster, se siguieron las instrucciones del proveedor(49).El pellet
bacteriano de 1 mL de cultivo fue re-suspendido en 50uL de BugBuster con
aproximadamente 2 unidades de benzonaza, se realiz6 una incubacién a temperatura
ambiente con agitacion por 20 minutos. Posteriormente, se realiz6 centrifugacion a 11000
rpm por 10 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo eppendorf donde se mezcl6 por
partes iguales con buffer de carga 2X. El pellet se re-suspendié en 100 pyL de buffer de
carga 1X. Ambas fracciones fueron analizadas por electroforesis SDS page en gel de

poliacrilamida 15%.

Para las demas soluciones de re-suspension se realizé el mismo protocolo que para
BugBuster y las muestras fueron analizadas por electroforesis SDS page en gel de
poliacrilamida 15%.

3.2.5 Optimizacién de la solubilidad de la enzima

Con el fin de determinar si existe una condicién en la cual se mejore la solubilidad de la
enzima se evalud el efecto de la temperatura y la concentracion de IPTG en la induccién
asi como la concentracion de dos detergentes y de NaCl en la lisis celular sobre la
solubilidad de la enzima(50). Para este ultimo se usé un disefio factorial como se muestra

en la tabla 1.
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Tabla 1. Disefio experimental solubilidad de la enzima

Factor Niveles Respuesta
Detergente Tween, triton X100
Concentracién del | 0.4,0.8.1.2.1,6.2 Solubilidad de la proteina.

detergente (%)
Concentracioén de sal (mM) | 100, 250, 400, 500

Cada uno de los tratamientos fue realizado usando alicuotas de 500 pL con una
concentracion de proteina de 4,3 g/mL a pH 7.

Las muestras se trataron de una manera similar a la descrita para el tratamiento con
Bugbuster. El analisis de las fracciones soluble e insoluble de las muestras se realiz6 por

electroforesis SDS page en gel de poliacrilamida al 15%.

3.2.6 Purificacion

Para la purificacién de las proteinas se realiz6é un disefio unifactorial con dos niveles

Tabla 2. Disefio factorial para la purificacién de la proteina

Factor Niveles Respuesta

Purificacion por cuerpos de

Metodologia de purificacion | inclusion Proteina purificada

Purificacibn  por fraccion

soluble

La purificacion de la fraccion soluble se realizdé en columna de cromatografia liquida con
resina de niquel. El pellet celular fue re-suspendido en buffer lisis con Tris 50mM a pH 8,
150mM NacCl, EDTA 1mM, Triton X-100 0,1%, Lisozima 0,25mg/mL, MgSQOs4, 20 mM. y
sonicado durante 2 minutos con pulsos constantes de 15 y 10 segundos de relajacion. La
solucién fue centrifugada durante 30 min a 4C y el sobrenadante fue cargado en la

columna pre-equilibrada con buffer de lisis con 10 mM imidazol, se realizé un lavado con
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buffer tris pH 8 50mM, 300mM NaCl y 20mM de imidazol. La elucién de la proteina se
realizé con buffer Tris pH 8 50mM, 300mM de NaCl y 250mM de imidazol.

Las fracciones obtenidas se analizaron por electroforesis SDS con un gel de poliacrilamida
al 15%.

Para la purificacién de CynD de los cuerpos de inclusién, el pellet celular obtenido luego
de la expresion fue lavado con NaH2PO4 50mM, NaCl 300mM Imidazol 10mM Benzonaza
25 unidades. El pellet obtenido después del lavado fue re-suspendido en 50mM de buffer
tris pH 8, 150 mM de NaCl, 10 mM de imidazol, desnaturalizado con urea 8 M, y sonicado
durante 2 minutos con pulsos constantes de 15 y 10 segundos de relajacion. La solucién
fue centrifugada y el sobrenadante obtenido se carg6 en la columna de niquel, el lavado y
la elucién se realizaron con buffer de tris pH8, 2 mM de NacCl, variando la concentracion
de imidazol para el lavado desde 20mM hasta 200mM y para la elucion se usé una
concentracion de imidazol de 250mM.

3.2.7 Cuantificacion de cianuro

La cuantificaciéon de cianuro se realiz6 por el método del acidé picrico (51) en el cual, se
mezclaron 500 uL de carbonato de sodio a 0.5 M, 500 yL de la solucién de cianuro y 500
WL de acido picrico al 1%. Esta solucién se calent6 en agua en ebullicion durante 5 minutos,
y la reaccion se detuvo con 3,5 mL de agua destilada(51). La coloracién de la solucion
resultante se determiné a 520 nm usando un espectrofotbmetro GENESYS 10S (Thermo
Scientific).

El contenido de cianuro fue calculado basado en una curva de calibracion realizada con
las mismas condiciones explicadas anteriormente, usando soluciones con concentraciones
de cianuro de 0, 1 5, 10 20 50 y 500ppm.

Para cuantificar la actividad de CynD, el porcentaje de cianuro removido se calcul6 de

acuerdo a la ecuacion 1.

= (contenido de cianuro inicial — contenido de cianuro final)
X

% de cianuro removido - - —
contenido de cianuro inical

Ecuacion 1

El contenido de cianuro inicial se tomé como el de una solucién control la cual fue

mantenida a las mismas condiciones que aquellas a las que se adicion0 enzima. Esta

100
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solucion control permite corregir la posible pérdida de cianuro por evaporacion como acido
cianhidrico.

3.2.8 Degradacion de cianuro por células completas de E.coli

expresando CynD

Una colonia de células E. coli BI21 (DE3) previamente transformadas con el plasmido
BpumC1CynD se inoculdé en 5 ml de caldo LB suplementado con kanamicina y se incubo
durante 16 horas a 37°C y 300 rpm. El mismo procedimiento sin adicion de antibiético se
realizé con una colonia de E. coli BI21 (DE3) sin transformar. Este Ultimo cultivo serviria

como control negativo de degradacion de cianuro.

Para la produccion de la proteina, se diluyo el cultivo inicial 100 veces en medio fresco con
antibiotico. Una vez alcanzado un ODego de 0,5 se realizé induccion a 37° C con IPTG
0,4mM y se dej6 crecer durante 3 horas antes de recolectar como pellet celular. A esta
cepa se le denomina E.coli CynD en el resto del manuscrito.

Los cultivos de E. coli BL21(DE3) sin el plasmido se incubaron en las mismas condiciones
sin la adicion de IPTG ni antibiotico.

Las células se recolectaron mediante centrifugaciéon a 20 °C y 5800 rpm durante 30
minutos, los pellets celulares fueron usados de inmediato o guardados a -80 °C para uso
posterior.

Para las pruebas de degradacion de cianuro usando células completas E. coli CynD, los
pellets celulares fueron llevados a un ODggo de 1.1.

Se probaron tres soluciones para la re-suspension de las células: caldo LB, Buffer tris pH
8 (20mM) y buffer tris pH 8 (20mM) con 5% de tolueno y 1mM de EDTA.

. Las pruebas de degradacion de cianuro se realizaron en tubos Eppendorf con 20 mM
buffer tris pH 8.0, 100 pl de re-suspension celular, 5 mM de cianuro de sodio y se completo

con agua hasta 1 mL. La reaccion se llevd a cabo a 25°C y con agitaciéon constante.

La actividad de las células fue monitoreada durante 1 hora tomando muestras a 0,10,20,

4, 60 min y el contenido de cianuro se midio por el método del acido picrico.
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Como controles de la degradacion enzimética se usaron células de E. coli BL21 (DES3) sin
transformar, y para monitorear la evaporacion de cianuro se realizé el mismo tratamiento

a una solucién sin adicién de células.

Todos los resultados son el promedio de tres ensayos independientes.

3.2.9 Estabilidad de E. coli Cynd frente al pH

Para evaluar la estabilidad de la enzima en las células completas a diferentes valores de
pH se realiz6 la reaccion en un rango de pH entre 8 y 10. Los buffers usados fueron 20mM
buffer tris (pH 8), 50mM buffer glicina (pH 9 y 10). La reaccién se realiz6 con 5mM de
cianuro y 100 L de una solucién de células resuspendidas en caldo LB hasta un ODggo de
1.1. Enun volumen total de 1mL a una temperatura de 25°C, con agitacion constante. La
reaccion se monitoreo por 1 hora tomando alicuotas cada 0, 10, 20, 40 y 60 min. El cianuro
en las soluciones se midié por el método del acido picrico. Todas las pruebas se hicieron
por triplicado.

Como controles de la reaccidon se usaron células de E. coli BL21 (DE3) sin transformar, y
para monitorear la evaporacion de cianuro el mismo tratamiento se realizé sin la adicion

de células.

3.2.10 Estabilidad de E. coli CynD frente a la temperatura

La termoestabilidad de la enzima en las células completas fue determinada incubando 1mL
de resuspension celular en un bafio seco a 42, 50 y 60 °C por 10 minutos. Posteriormente
100ul de las células incubadas se mezclaron con 20mM de buffer tris pH 8 y 5mM de
cianuro de sodio y agua hasta un volumen de 1 mL, la reaccién se llevé a cabo por 10 min

a temperatura ambiente en cabina de extraccién con agitaciéon constante.

La concentracion final de cianuro fue determinada por el método del &cido picrico.
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3.2.11 Efecto de latemperatura de reacciéon sobre la

actividad enzimatica de E. coli Cynd

El efecto de la temperatura de reaccién se determiné usando reacciones de 1mL
compuestas por 100ul de células resuspendidas en caldo LB hasta un ODggo de 1.1, 20mM
buffer tris pH 8 y 5mM de cianuro de sodio en un bafio seco a 25, 30, 37, 42, 50, 60, 70,
80C y 4°C durante 10 min. Después de este tiempo el contenido de cianuro de la solucién
fue medido por el método del &cido picrico.

3.2.12 Efecto de la concentracidn de cianuro sobre la

actividad de E. coli Cynd

Para medir el efecto de la concentracion de cianuro sobre la actividad de E.coli CynD se
llevaron a cabo reacciones en un volumen total de 1 mL. La solucién de reaccion estaba
compuesta por 100ul de células resuspendidas en caldo LB hasta un ODego de 1.1, buffer
tris 20mM (pH 8.0) y concentraciones de cianuro en un rango de 1, 3, 5 10, 15y 20 mM.
La reaccion se llevé a cabo con agitacién constante a 25° C por 10 min. La cantidad de
cianuro restante en la solucion fue determinada por el método del &cido picrico vy

comparada con la de un control incubado de manera similar, pero sin adicion de células.

3.2.13 Pruebas de actividad de E.coli-Cynd en aguas

residuales de cianuracion minera.

Las aguas residuales de cianuraciébn minera, denominadas solucion barren, fueron
obtenidas de una mina de oro ubicada en el municipio de Buenos aires cauca Colombia,

perteneciente a la sociedad minera del sur S.A.S. el 1 de junio del 2017.

El cianuro presente en la solucién fue medido por el método del acido picrico descrito

anteriormente.

La actividad de E.coli-CynD en la soluciéon barren fue determinada usando células
resuspendidas en caldo LB hasta un ODeoo de 1.1. Todas Las reacciones fueron llevadas

a cabo por 30 minutos, con agitacion constante y a temperatura ambiente. Las reacciones
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con solucién barren sin diluir se llevaron a cabo adicionando 100 ul o 300 pl de células a

un volumen de solucién barren adecuado para mantener un volumen de reaccion de 1 mL.

También se realizaron ensayos con solucion barren diluida 1:30 en buffer tris 20mM (pH
8.0). La reaccion se llevo a cabo usando 100 pl o 300 ul de resuspension celular en un

volumen total de 1 mL.

Como control se realiz6 la medicion de actividad en solucién barren diluida 1:30 en agua,
Adicionalmente, la actividad de la enzima fue determinada usando soluciéon barren diluida
en agua y 300uL de células, los cuales estaban conformados por 200 uL de células
BL21(DE3) sin transformar, y 100 uL de células E.coli-CynD.

En todos los casos el contenido de cianuro se determind por el método del acido picrico
para la reaccion enzimatica y para un control sin adicion de agente biol6gico. El porcentaje

de remocién de cianuro fue determinado usando estos dos valores y la ecuacion 1.

3.2.14 Medicién de metales en la soluciéon Barren

La determinacion del contenido de metales en la solucién barren de la minera se realizé
por ICP-MS de acuerdo al método epa 200.8(43) por el laboratorio SGS de la ciudad de

Bogota con numero de orden 306040.
Los parametros del andlisis se reportan en la tabla 3.

Tabla 3. Parametros de medicidon de metales en solucién

MSD %

DUP LCS % Ms %
Parametro Unidad LC MB recovery recovery
Plata total mg metal/L 0,007 <0,0070 96%
Aluminio
total mg metal/L 0,159 <0,1590 2% 99%
Arsenico
Total mg metal/L| 0,0045 <0,00450 94%
Cadmio
Total mg metal/L | 0,0048 <0,00480 97%
Cobalto
Total mg metal/L | 0,0046 <0,00460 91%
Cromo total | mg metal/L| 0,0046 <0,00460 96%
Cobre total | mg metal/L | 0,0088 <0,00880 96%
Hierro total | mg metallL| 0,149 | <0,1490 107%
Mercurio
total mg metal/L| 0,0006 <0,00060 104%

106%
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Niquel total | mg metal/L | 0,0045 <0,00450
Plomo total | mg metal/L| 0,0054 <0,00540
Estafio total | mg metal/L| 0,0099 <0,00990

3.2.15 Efecto de la presencia de metales sobre la actividad de
E.coli Cynd .

Se evaluo el efecto de hierro (FeSQO.), mercurio (HgCl,), niquel (Ni(NO3)2) y cobre (CuSOs)
sobre la actividad enzimatica de E.coli Cynd. Para ello se realizaron reacciones en 1 mL
de buffer tris 20mM (pH 8) con 5mM de cianuro de sodio y 100uL de células E.coli Cynd
resuspendidas en caldo LB hasta un ODeo de 1.1. Las reacciones se llevaron a cabo
adicionando 0, 1,10 y 200uM de cada una de las sales metdlicas. La reaccion se llevé a
cabo a temperatura ambiente en agitacion constante por 10 min. La actividad relativa en
presencia del metal se calcul6 por comparacion con la solucién sin metal usando la

ecuacion 2.

% Actividad relativa = (actividad con el metal/actividad del control) » 100 Ecuacion 2

3.2.16 Pruebas de viabilidad celular

Para determinar la viabilidad de las células E.coli Cynd en la solucién barren se realizé una
dilucién 1:10 de células, en estado de crecimiento (resuspendidas en buffer LB) y células
permeabilizadas (resuspendidas en buffer tris pH 8, 5% de tolueno y 1mM EDTA), en
solucion barren. Las muestras fueron almacenadas a temperatura ambiente sin agitacion
durante 3 dias. Cada dia, 10uL de la muestra fueron mezclados con 90uL de caldo LB y
se realizé siembra en placas con agar LB, con y sin adicion de kanamicina, e incubadas a
temperatura ambiente. Después de 48 horas de realizada la siembra se realizé el conteo

de unidades formadoras de colonia (UFC).

Como control de crecimiento, se diluyeron células en crecimiento y permeabilizadas en
relacion 1:10 en caldo LB. Estos cultivos crecieron durante 3 dias y se contaron las UFC

obtenidas en placa para para cada dia cultivo.

La esterilidad del caldo LB y de la solucion barren se determiné sembrando 100uL de cada

una en placa con agar LB e incubando a 37 grados durante 24 horas.
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Ademas, después de 3 dias de incubacion en la solucion barren las células
permeabilizadas fueron incubadas a 37 ‘C con agitaciéon constante en caldo LB durante 16
horas, posteriormente se tomaron 100uL de solucion y se realizd siembra en placa con
agar LB. Las placas fueron incubadas durante 24 horas a 37 'C, al cabo de este tiempo se

realizé el conteo de UFC en las placas.

3.2.17 Analisis estadistico y controles

El andlisis estadistico se realizé con el software Minitab 18, con un nivel de confianza del
95%. Todos los analisis se realizaron por triplicado.

Como control de la perdida de cianuro por evaporacion se incluyé una solucién en cada
uno de los experimentos a la cual no se adicionaron células. La concentracion de cianuro
medida para esta solucion al cabo de la incubacién se tomé como la concentracion de
cianuro total contra la que se comparé la degradacion enzimética. Como control de la
degradacién enzimatica contra la biol6gica que pudiera ser ocasionada por reacciones del
cianuro con las proteinas celulares de E. coli se realizaron pruebas con la adicion de E.
coli BL21 (DES3) sin transfomar y por tanto sin expresar CynD.

Todos los valores reportados presentan la correccién debido a evaporacion y la adicion de

otras proteinas celulares.

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Produccioén de la enzima recombinante

En la figura 14 se observa la prueba de induccién de CynD durante 6 horas. La secuencia
genética de CynD predice un polipetido de 38,2 kDa. Se puede apreciar una banda de
aproximadamente este peso molecular que aparece luego de la primera hora luego de la
induccién con IPTG. Se encontrd que 3 horas después de la induccién la concentracion de
proteina recombinante se mantiene constante, por lo cual se determiné que este tiempo

era 6ptimo para la produccion de la proteina
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Figura 13 prueba de produccion de de CynD a diferentes tiempos de induccién.

Otros autores han reportado que el tiempo 6ptimo de produccion de esta enzima es de 4
horas, sin embargo se reportan temperaturas de incubacion inferiores (30°C)(43). Al
disminuir la temperatura de incubacion el proceso de produccién de la proteina es mas
lento debido a que el metabolismo del organismo se ve afectado disminuyendo la velocidad
de las reacciones(52).

3.3.2 Pruebas de solubilidad

BugBuster protein extraction reagent es un reactivo formulado para el rompimiento de las
paredes celulares de E.coli, este rompimiento permite la salida de las proteina solubles.
Debido a su formulacién con diferentes tipos de detergentes, este reactivo permite realizar
pruebas de solubilidad a pequefia escala sin usar otros elementos como sonicadores o

prensas francesas(43) .

Al realizar la prueba de solubilidad con BugBuster se observé que CynD no se enriquecia
en la fraccion soluble del lisado celular, sin embargo se quiso probar si este mismo
resultado se obtenia con otros buffer con diferente composicion y adicién de lisozima la
cual es conocida por su capacidad para degradar la pared bacteriana debido al
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rompimiento de enlaces glucosidicos del peptidoglicano(43). Por lo cual se realiz6 una

prueba de solubilidad con 3 Buffer diferentes (figura 15).

Figura 14 prueba de solubilidad con diferentes buffers: BB: Bug buster Buff 1: Tris pH 8,
NaCl 150mM, EDTA 1mM, triton X100 0,1%, Lisozima 0,25mg/mL, MgSO4 20mM,
Benzonaza 25 unidades. Buff 2: NaH,PO4 50mM, NaCl 300mM Imidazol 10mM
Benzonaza 25 unidades. Sol: fraccién soluble. Insol: fraccion insoluble

Se encontré que el buffer 1 logra solubilizar parcialmente la enzima, sin embargo, gran
parte de la misma se encuentra agregadas junto con las membranas, estas formaciones
se conocen como cuerpos de inclusién y son comunes en procedimientos en los cuales se
producen proteinas de forma recombinante en E.coli, este tipo de comportamientos se
debe a que la célula tiene respuesta de estrés metabdlico frente a este tipo de
procedimiento(53). En el caso de CynD, otros autores ya han reportado que la enzima
presenta insolubilidad lo que limita su recuperacion(43).

Las condiciones de temperatura y concentracion de IPTG se variaron con el fin de
aumentar la solubilidad de la enzima, varios estudios han demostrado que la disminucion
de la temperatura de induccion de las proteinas disminuye la insolubilidad de las mismas,
esto se debe a que a medida que se aumenta la temperatura se favorece las interacciones
hidrofébicas las cuales son las responsables de las reacciones de agregacion(53). En este
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estudio se encontr6 que la disminucion de la temperatura no tuvo efecto sobre la
solubilidad de la enzima, ya que al disminuir la temperatura de induccion no se observé un
aumento en la forma soluble de CynD. La concentracién de IPTG se vari6 entre 1 mM y
0,4 mM, se ha demostrado que altas concentraciones de IPTG tienen un efecto adverso
en los sistemas de expresion de E.coli ya que disminuyen el rendimiento de la enzima y
aumenta su insolubilidad(54). El IPTG tiene un efecto sobre el sistema ya que durante la
fase previa a la induccion el promotor lac se encuentra en un estado de represion, con la
adicion del anélogo IPTG, el represor se libera dejando libre el promotor para iniciar la
expresion de la proteina. Sin embargo, el exceso de IPTG tiene un efecto adverso ya que
la célula tiende a desperdiciar recursos lo cual disminuye su tasa de crecimiento y aumenta
las reacciones de estrés(43). Para el caso de CynD no se encontré que la disminucion de
IPTG tuviera un efecto positivo en la solubilidad de la enzima, sin embargo, debido a que
a una concentracion de IPTG de 0,4mM se logré expresar la proteina correctamente se

escogib esta concentracion para el resto del estudio.

La solubilizacion de las proteinas recombinantes es uno de los pasos mas criticos durante
la expresion por lo cual se deben buscar diferentes alternativas que permitan la
recuperacion de la fraccion soluble de la enzima. Como estrategia alterna a la disminucién
de la temperatura y la concentracién de IPTG, se usaron diferentes tipos de detergentes
para probar su efecto sobre la solubilizacion de CynD. Los detergentes actan sobre la
membrana lipidica extrayendo las proteinas de membrana hacia un ambiente acuoso, el
efecto de los detergentes consiste en la destruccion de la capa lipidica incorporando tanto
los lipidos como las proteinas en micelas del detergente. Cuando la solubilizacién es
eficiente, se logran romper las interacciones lipido-proteina y proteina -proteina lo que

permite la separacion y posterior solubilizacién de las mismas(50).

Para evaluar la capacidad de dos detergentes para solubilizar la enzima CynD se
realizaron pruebas con diferentes condiciones y se encontré que los detergentes probados
(Tween 20 y Triton X-100) no lograron solubilizar la enzima por lo cual esta metodologia

fue descartada (datos no mostrados).
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3.3.3 Purificacion

Una vez establecido el tiempo de crecimiento luego de induccion 6ptimo para CynD se
procedi6 a intentar realizar la purificacién. Se propuso aprovechar la cola de histidina
adicionada al gen y realizar una purificacion por cromatografia liquida con resina de
niquel de la fraccién soluble que se obtenia al usar el buffer 1. Para este fin el pellet
celular fue tratado con este buffer y la fraccién soluble se separ6 de la insoluble. La

fraccion soluble se pas6 por la columna y se realiz6 electroforesis SDS_PAGE para

evaluar el proceso de purificacion, (figura 16).

Figura 15. Gel de electroforesis SDS-PAGE para purificacion de la fraccion soluble de
CynD

A pesar de que el buffer 1 permite recuperar aproximadamente un 40% de la proteina
recombinante en la fraccion soluble (figura 15), Al intentar realizar la purificacion de la
fraccion soluble de la proteina se observo que esta parece no unirse a la resina de niquel
provocando que la proteina salga de la columna y no se logre hacer una purificacion. Esto
se puede apreciar por la banda que aparece en el pozo correspondiente a Flow T en el gel
de la figura 16. Acorde con esta hip6tesis no se observa ninguna banda en la elucion de la
columna, correspondiente al peso de CynD (38,2 kDa). Las bandas inespecificas que se
observan en la elucion corresponden a la unién no especifica y débil de proteinas de E.coli
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gue en un proceso de purificacion efectivo hubieran sido facilmente desplazadas por la

enzima con la cola de histidina.

Los sistemas de purificacién en los cuales se utiliza cola de histidina suelen ser eficaces
ya que este aminoacido tiene la capacidad de ligarse a iones metalicos inmovilizados como
el niquel. A medida que se aumenta la concentracion de imidazol esta interaccion se ve
debilitada permitiendo que la proteina eluya(55). Los resultados obtenidos suponen que la
cola de histidina agregada a la proteina no esta interactuando de manera correcta con la
resina de niquel impidiendo la purificacion de la proteina, estos comportamientos son
propios de situaciones en donde la cola de histidina no se encuentra suficientemente
expuesta. En estos casos una alternativa es realizar una desnaturalizacién de la proteina
agregando urea y purificar la proteina desnaturalizada para luego intentar
renaturalizarla(56).

Se intent6 purificar la proteina desnaturalizada de cuerpos de inclusion, para esto se usé
buffer con adiciéon de urea (8M), al pellet celular y se siguieron protocolos reportados en la
literatura. No obstante, este procedimiento no mostré resultados positivos y todo parece
indicar que la proteina seguia agregada dentro de los cuerpos de inclusién o la cola de
histidina no estaba disponible para interactuar con el niquel. Como una estrategia
alternativa se procedio a desnaturalizar, adicionando urea 8 M, a la fraccion soluble de la
proteina obtenida con el buffer 1 y posteriormente, intentar purificar la proteina
desnaturalizada con la columna de niquel. Para intentar evitar la acumulacion de proteinas
en la resina se realizaron lavados con gradiente de imidazol y concentraciones de NacCl

elevadas (2 M), los resultados se muestran en la figura 17(56).
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Figura 16 Gel de electroforesis SDS-PAGE para la purificacion de la fraccion soluble de

CynD obtenida con el buffer 1 desnaturalizada con urea

La desnaturalizacion de la proteina soluble obtenida con buffer 1 permitio la interaccion
entre la proteina y la resina. Esto se observa en la desaparicion de la banda
correspondiente en el pozo FT del gel mostrado en la Figura 17. Esto supone que se logré
exponer la cola de histidina de CynD lo que le permite unirse a la resina de niquel para su
purificacién. Sin embargo, la purificacion no presento rendimientos altos (bandas
imperceptibles en la imagen) lo que supone que este procedimiento a pesar de lograr
purificar la enzima requiere de grandes cantidades de cultivo para obtener una cantidad
razonable de la enzima. Ademas, se requeriria de un proceso de renaturalizacion de la

proteina desnaturalizada esperando recuperar su actividad.

Uno de los inconvenientes mas comunes en el uso de bacterias para la produccion de
proteinas recombinantes es la agregacion en cuerpos de inclusion, este comportamiento
depende directamente de cada proteina(56) y sus causas pueden ser variadas. Sin
embargo, generalmente se debe al estrés térmico al que se somete la célula durante la
produccion de proteina, presencia de intermediarios agregados dentro del sistema, y
proteinas parcialmente plegadas. Esta condicion puede ser reversible, es decir, la proteina
puede ser recuperada de los cuerpos de inclusion(57), pero estos procesos ademas de
generar altos costos debido a que la proteina debe ser nuevamente plegada pueden
causar pérdidas de actividad y de selectividad a las enzimas(52,56,57).
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Debido a todos los inconvenientes encontrados para la obtencion de la enzima CynD
purificada, se decidio realizar pruebas de degradacion de cianuro con células completas.
Se ha reportado que estos procesos generan menores costos, ademas estas enzimas
muestran una mayor resistencia a condiciones adversas como pH y temperatura, debido a

la proteccion que brindan las membranas celulares (58).

3.3.4 Degradacion de cianuro por células completas de E.coli que

expresan CynD

El uso de células completas como biocatalizadores ha sido ampliamente estudiado ya que
estas a diferencia de las enzimas purificadas tienen la capacidad de regenerar cofactores
y proteger las enzimas de condiciones adversas(58). En general, las soluciones resultantes
de la cianuracion del oro representan un reto para el uso de enzimas o microorganismos
para su biorremediacion por el alto contenido de cianuro, lo que las hace toxicas para las
células. Ademas, estas soluciones son mantenidas a valores altos de pH requeridos para

evitar la formacién del muy volatil y téxico acido cianhidrico(1) .

Debido a la complejidad para obtener la enzima CynD de forma pura, y su susceptibilidad
a condiciones extremas, se evalu6 el comportamiento de la enzima cuando se encuentra
expresada dentro de las células de E.coli. Con el fin de determinar las condiciones de re-
suspension optimas que permitieran a las células de E.coli BI21(DE3) que expresan CynD
remover la mayor cantidad de cianuro, se evaluaron 3 tipos de soluciones de re-
suspension: buffer LB, el cual por sus condiciones le permite a la célula tener los nutrientes
necesarios para su crecimiento (Growing cells), Buffer tris 20 mM (pH 8.0) el cual tiene las
condiciones para que la célula se mantenga en estado estable sin crecimiento (Resting
cells) y buffer tris 20 mM (pH 8) con 5% de tolueno y 1mM de EDTA, el tolueno en este

ultimo buffer permeabiliza la membrana celular (Permeabilized cells)(59).

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4. Se encontr6 que para todas las
soluciones de resuspension celular, después de 10 min de tratamiento se elimina
aproximadamente el 99% del cianuro presente en la solucién. El andlisis estadistico
demostré que no existe diferencia significativa en la capacidad de remocion de cianuro

para las tres soluciones de resuspension celular. Ademas, se encontr6 que las células de
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E.coli BI21(DE3) que no expresan la proteina CynD en cualquiera de las tres condiciones
de re-suspension no logran remover el cianuro presente en la solucién, por lo cual el
porcentaje de cianuro removido por E,coli (0,42+0,7%) no tiene diferencia estadisticamente
significativa con el cianuro removido por evaporacion en la solucién control sin adicion de
ningun tipo de células (0,56+1,1). Estos resultados demuestran que el estado del cultivo
celular (growing o resting) y de la membrana no tiene un efecto significativo sobre la

capacidad de la enzima CynD que esta dentro de la célula para degradar cianuro.

Tabla 4. Efecto de la solucion de re-suspensién celular sobre la actividad de E.coli CynD

en soluciones de cianuro de sodio a una concentracion de 5mM

Solucién de re-suspension del pellet | % de CN- removido

celular de E.coli CynD

Caldo Lb 99,07+0,82
Buffer tris pH 8 98,48+0,72
buffer tris pH 8 con 5% tolueno y 1mM | 98,63+1,3?
EDTA

*Valores que comparten letra son estadisticamente iguales.

En contraste con la eficiencia del uso de células completas que expresan CynD para la
remocién de cianuro, estudios realizados con un consorcio de bacterias del género Bacillus
sp mostraron una maxima eficiencia de degradacion del 60% de cianuro en un periodo de
8 dias de tratamiento para aguas con concentraciones iniciales de 200ppm (4mM) de
cianuro(60). Por otra parte, en estudios realizados con Pseudomonas fluorecens se
encontré que este microrganismo es capaz de degradar cianuro en solucién sin embargo
esta respuesta metabdlica tarda aproximadamente 7 dias y solo se observa degradaciéon
significativa del cianuro a partir del dia 2 para concentraciones iniciales de cianuro de 500
ppm(61). Por el contrario, E. coli CynD degrada aproximadamente el 100% de una solucion
con concentracion inicial de 500 ppm (10mM) de cianuro en 10 minutos, lo que sefala la
potencialidad de esta metodologia para la remocién de cianuro en aguas residuales

industriales.

Los resultados encontrados demuestran que usando enzimas se logra un alto porcentaje
de remocién de cianuro en cortos tiempos de proceso, comparado con lo reportado por
otros autores para consorcios de bacterias y otros tipos de microorganismos(60,61) . El

corto tiempo de reaccion que se presenta para llegar a porcentajes de degradacion
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cercanos al 100%, puede ser el motivo por el cual no exista una influencia directa del
estado de la célula, por lo cual no es necesario la adicion de nutrientes para que la reaccion

sea eficiente.

Los resultados encontrados en esta investigacion demuestran que existe factibilidad en el
uso de células E.coli CynD en estado vegetativo (resting cells). Esto en procesos
industriales presenta ventajas frente al uso de células en crecimiento ya que disminuye los
costos y facilita el proceso dividendolo en dos etapas: 1) la formacion de biomasa y 2) la
biocatalisis. Esta separacion facilita en términos operativos y de costos la ultima fase, ya
gue no es necesario que se dé en condiciones en la cual la célula se encuentra en su

crecimiento optimo (59).

3.3.5 Estabilidad de E.coli CynD frente al pH

Debido a la volatilidad del &cido cianhidrico los procesos industriales con cianuro se
realizan a valores de pH basicos (pH11-12) donde gran cantidad de microorganismos no
son viables y sus enzimas pierden actividad. Con el fin de determinar el efecto del pH de
la solucion sobre la actividad de E.coli-CynD se evalud la capacidad de las células
completas para degradar cianuro a pH 9y 10.

La figura 15 muestra el efecto del pH sobre la capacidad de degradacién de cianuro de E.
coli CynD. Se encontré que la enzima tiene una actividad optima a pH 8 logrando una
degradacién maxima del 98%+0,16% a los 10min. A medida que el pH aumenta, la
actividad de la enzima se ve afectada, a pH 9 se logra un porcentaje de remocion maximo
del 97%+0,16% a los 20 min, a partir de este tiempo no existen diferencias
estadisticamente significativas con el tratamiento a pH 8 a los 10 min, es decir que a estos
tiempos (10 min a pH 8 y 20 min a pH 9) se logra remover la totalidad del cianuro presente
en la soluciéon. A pH 10 disminuye la actividad de la enzima. En este caso después de
40min de tratamiento el maximo de degradacion fue del 78% + 3%. Otros experimentos
mostraron que hasta 3 horas de tratamiento a este pH el porcentaje de degradacién no

aumenta, lo que sugiere que la enzima ya no es activa (datos no mostrados).
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Figura 17 . Efecto del pH sobre el porcentaje de remocién de cianuro por E.coli CynD.

Los resultados obtenidos a pH 8 concuerdan con los reportados por otros autores donde
se comprueba que la enzima presenta una actividad maxima a pH entre 7 y 8(40-42), sin
embargo estos mismos trabajos demuestran que a medida que se aumenta el pH a 9 la
enzima pierde toda su actividad(41). Otros trabajos muestran que aun después de
evolucién dirigida por mutaciones aleatorias tampoco se logra aumentar la actividad de la
enzima a pH superiores a 9(40). Estos resultados reflejan la importancia de la membrana
celular en los procesos de degradacién de cianuro con enzimas altamente sensibles al pH
como la cianuro dihidratasa, la cual al encontrarse protegida por la membrana celular es
capaz de retener su actividad a medida que se expone a pH mas béasicos. Estudios previos
muestran que la enzima CynD expuesta a pH 9 muestra espirales desnaturalizadas lo cual
puede ser el causante de su pérdida de actividad, y esta desnaturalizacion se hace mas

evidente a medida que se aumenta el pH(40).

3.3.6 Termoestabilidad de E. coli CynD

La enzima CynD es sensible al aumento de temperatura lo que ocasiona pérdida de
actividad al exponerse a temperaturas mayores a 42 grados(40-42). Con el fin de
determinar si este mismo comportamiento se presenta para el uso de células de E. coli
CynD, se evalué el efecto de la temperatura de incubacion sobre la actividad de la enzima
dentro de la célula. Para ello las células se encubaron durante 10 minutos a 42, 50y 60 °C

y se evaluo la remocion de cianuro después de este periodo de incubacion.
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El efecto de la temperatura de incubacion de las células sobre la actividad de E. coli CynD
se presenta en la tabla 5. Aqui se observa que la actividad se ve disminuida a media que
aumenta le temperatura de incubacion de esta. No obstante, aun luego de una incubacion
a 60 °C la enzima retiene 83% de actividad. Estos resultados contrastan con otros estudios
realizados con CynD purificada que muestran que al incubar la enzima a 42 °C durante 1
hora se tiende a perder su actividad catalitica(40—-42), La diferencia con los resultados
obtenidos en esta investigacion se puede atribuir e a que la membrana celular actiia como
protectora de la célula evitando la desnaturalizacion de la misma, sin embargo, a medida
gue se aumenta la temperatura la pared celular se ve afectada impidiendo que esta proteja

a la enzima del dafio térmico.

Tabla 5. Efecto de la temperatura de incubacién de las células E. coli CynD sobre el

porcentaje de cianuro removido

Porcentaje de

Temperatura °C cianuro removido*

42 94,3+2,52
50 91,9+1,7%
60 83,3+3,4°

*Valores que comparten letra son estadisticamente iguales

3.3.7 Efecto de la temperatura de reaccién sobre la actividad
enzimatica de E.coli Cynd

Las enzimas tienen a aumentar o disminuir su actividad debido a la temperatura a la cual

se lleva a cabo la reaccion, generalmente en los procesos mineros las aguas de

cianuracién se encuentran abiertas al ambiente en grandes piscinas en donde el control

de la temperatura es dificil, por lo cual se evalué el efecto de la temperatura a la cual se

lleva a cabo la reaccion sobre la actividad de E.coli-CynD.

La temperatura de la reaccion tiene un efecto significativo sobre el porcentaje de cianuro
removido por la enzima, se observo que la actividad 6ptima de la enzima se encuentra
entre los 37 y 50 °C, a temperaturas mas bajas la actividad de la enzima disminuye, sin

embargo, la disminucion mas significativa se observa a temperaturas superiores. Se
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encontré que a 80 °C la remocién del cianuro se debe mayormente a evaporacion (Tabla
6).

A medida que se aumenta la temperatura de la reaccion las enzimas aumentan su actividad
llegando a un equilibrio entre temperatura optima y actividad maxima, sin embargo, a
media que la temperatura sobrepasa ciertos limites el efecto es contrario y se presenta
una pérdida de actividad debido a una desnaturalizacion de la enzima por efecto del
calor(62,63) .

Tabla 6. Efecto de la temperatura de reaccion sobre el porcentaje de cianuro removido por
E.coli CynD.

Temperatura Porcentaje de

cianuro removido
4 65,9+0,19
25 79,6+3,5b¢
30 73,4%6,5¢
37 84,6+2,62
42 91,0+0,952
50 91,9+0,5
60 27,1+2,7¢
70 22,5+4,9¢
80 3,56+2,4¢

*Valores que comparten letra son estadisticamente iguales

El porcentaje de actividad alcanzado a 50 C es superior al reportado por otros autores en
la literatura donde se muestra que a esta temperatura la enzima pierde su actividad(64)
estos resultados resaltan la capacidad de las células completas para mantener la
integridad de las enzimas, contrario a lo reportado para la enzima purificada la cual es

altamente sensible a desnaturalizacién por temperaturas superiores a los 42 ‘C(65).
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3.3.8 Efecto de la concentracidon de cianuro sobre la actividad
enzimatica

En la tabla 7 se muestra el efecto de la concentracién de cianuro sobre la actividad de

E.coli CynD. En este caso se encontré que hasta 20mM no existe un punto de saturacion

tal que la enzima pierda su actividad, sin embargo, si se aprecia una leve disminucién en

los porcentajes de remocion de cianuro a medida que aumenta la concentracion de este.

Tabla 7. Efecto de la concentracién de cianuro sobre la actividad de E.coli-CynD

Concentracién | Porcentaje de

de CN- (mM) cianuro
removido

1 98,9+2,1%

3 96,3+0,7°

5 99,9+0,1?

10 98,610,1%

15 93,9+0,8%

20 91,7+0,4¢

*Valores que comparten letra son estadisticamente iguales.

Otros estudios realizados con la enzima cianuro dihidratasa purificada muestran que a
concentraciones de 20mM de cianuro y pH 8 la actividad enzimatica se disminuye hasta
en un 50%(60), estos resultados son interesantes y no es claro a qué se debe el aumento
de la tolerancia de CynD intracelular a la concentracion de cianuro. Una hipétesis es que
la concentracion efectiva de cianuro al interior de la célula nunca llega a los valores
inhibitorios observados para la enzima purificada. Esta caracteristica le permitiria a E.coli-
CynD mantenerse activa en condiciones ambientales complejas que se asemejan mas a
las encontradas en procesos industriales como la mineria de oro donde se usan
concentraciones elevadas de cianuro(40). Por ejemplo, la concentracion de cianuro libre
determinada para la muestra de solucién barren con la que se trabaj6 en esta investigacion
fue de 14937 +100 ppm (300 mM).
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3.3.9 Pruebas de actividad de E.coli CynD en aguas residuales de

cianuracion minera

Con el fin de evaluar la capacidad de E. coli CynD para degradar cianuro en efluentes
mineros, se retd el sistema de células completas a la soluciéon barren de una compafiia
minera colombiana. Las reacciones se llevaron a cabo a pequefia escala en el laboratorio.
Se encontré que cuando E. coli CynD es adicionada directamente a la solucién barren no
hay una degradacion apreciable. Por otro lado, si la solucién barren se diluye, se logra
aumentar la degradacion del cianuro a un 10%. No obstante, parece existir un componente
en la misma que inhibe la accion de la enzima. Sin embargo, al aumentar la proporcion de
células en la reaccion se logra remover hasta el 70% del cianuro presente en la solucién

barren (figura 19).
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Figura 18. Actividad enzimatica de E.coli CynD en aguas de cianuracion minera.
Tratamiento A: 100 uL de resuspension celular en 1mL solucion barren. Tratamiento B:
100 pL de resuspension celular en 1 mL solucién barren diluida 1:30 con agua. Tratamiento
C: 300 pL de resuspension celular en 1mL de solucién barren diluida 1:30. Todas las

reacciones se llevaron a cabo por 30min.

Los resultados son congruentes con la hipotesis que existe un elemento en la solucion
barren que inhibe la accion de la enzima. No obstante, al aumentar la concentracion de

células que contienen la enzima, la inhibicién disminuye y se observa actividad enzimatica,
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logrando hasta un 70% de remocion de cianuro en 30 min. Estos resultados nos llevan a
formular la hip6tesis que existe un componente en las células que se une con el agente
inhibidor, de esta forma al aumentar la cantidad de células una porcién se inactiva mientras

otra permanece activa y logra degradar el cianuro de la solucién.

Para determinar si es algiin componente normal de E.coli el que ejerce el efecto al unirse
al agente inhibidor, se realizé un analisis de actividad usando 300uL de resuspensién
celular. Esta solucion celular estaba compuesta por 200uL de células E. coli BI21(DE3),
sin transformar y por tanto sin expresar CynD, y 100 pL de células de E. coli CynD. Este
experimento mostro que el efecto protector de la inhibicion no estaba presente cuando las
células adicionadas no expresaban CynD. Este resultado nos lleva a proponer que es la
propia enzima CynD la cual interacciona con el agente inhibidor, por lo cual al aumentar la
cantidad de enzima agregada el agente inhibidor se acompleja con una parte de la enzima
dejando otra porcion libre para actuar sobre el cianuro.

Las enzimas del grupo de las nitrilasas como la cianuro dihidratasa contienen varios
residuos cémo acido glutamico y cisteina de la triada catalitica, los cuales podrian actuar
como sitio de unién para metales. La solucién proveniente de la minera tiene un alto
contenido de metales y es conocido que la union de iones metdlicos al centro activo de la
enzima produce inhibicion(37,39). Si esta hipétesis es correcta, el agente inhibidor puede
afectar el centro activo de la enzima y debido a esto no hay actividad cuando la
concentracion de enzima es menor a la concentracién del inhibidor. Igualmente, solo al
aumentar la cantidad de E.coli CynD se logra complejar el inhibidor y una parte de enzima

no inhibida se mantiene activa.

3.3.10 Efecto de metales en solucién sobre la actividad de
E.coli CynD.

El analisis de concentracion de metales en la solucién barren se muestra en la tabla 8. De
los metales analizados se pudieron determinar con exactitud las concentraciones de
arsénico, hierro, mercurio y niquel. Las concentraciones de los demés metales analizados

se encuentran por debajo de los limites deteccion del método.
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Tabla 8. Concentracion de metales totales en la solucion barren determinado mediante

ICP-MS

Limite de
Metal ppm deteccién del
meétodo
Aluminio <0,159 0,159
Arsénico 0,005 0,0045
Cadmio <0,0048 0,0048
Cobalto <0,0046 0,0046
Cobre <0,0088 0,0088
Cromo <0,0046 0,0046
Estafio <0,0099 0,0099
Hierro 0,207 0,149
Mercurio 0,05 0,0006
Niquel 0,026 0,0045
Plata <0,007 0,007
Plomo <0,0054 0,0054

Los resultados de estos analisis muestran que ademas de las altas concentraciones de

cianuro en la solucion, las concentraciones de metales y elevado pH convierten este tipo

de soluciones en medios complejos para la biocatdlisis ya que estos factores que pueden

afectar la actividad de una enzima y suponen un gran reto para la viabilidad de todos los

seres vivos incluidos los microorganismos.
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Reportes previos han mostrado que metales como el plomo, el zinc y el cadmio disminuyen
la actividad de la enzima CynD purificada(64). Se evalué el efecto de los metales
predominantes en la solucién barren sobre la actividad de E.coli CynD. Para ello se midio
la degradacion de cianuro en soluciones con concentraciones incrementales de hierro,
mercurio, niquel y cobre. Se encontré que el hierro y el niquel no inhiben significativamente
a E.coli CynD, mientras el mercurio y el cobre, a concentraciones de 200ppm, logran
disminuir la actividad de la enzima contenida en E.coli (Figura 20).
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Figura 19 Efecto de la presencia de metales sobre la actividad relativa de E.coli CynD. Las
reacciones se llevaron a cabo en un volumen total de 1mL, buffer 20 mM Tris (pH 8), 5mM,
NaCN, y temperatura ambiente.

Otros autores han evaluado la resistencia de la enzima CynD de bacillus pumilus a la
presencia de metales. En estos reportes, al igual que en este estudio, se encontré que el
hierro no inhibe la enzima. Por el contrario, el mercurio disminuye mas del 90% de la
actividad de la enzima purificada(64). En contraste, no existen reportes previos que
evallen el efecto del cobre sobre la actividad de CynD. Haciendo un paralelo con lo
observado en este estudio para el mercurio, la inhibicién del cobre a la enzima purificada

puede ser sustancialmente mayor que la observada para E.coli CynD.

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que a pesar de que existe una
perdida en actividad en presencia de mercurio, esta solo es del 40%. Esto contrasta con

la inhibicion de mas del 90% observada para la enzima purificada. Por lo cual se puede
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concluir que el uso de células completas confiere proteccién a la enzima y esta cualidad
permitiria que esta sea activa en condiciones en las cuales la enzima purificada no lo es.
El alto contenido de metales, encontrado en aguas residuales de mineria, es un reto para
el uso de CynD purificada en estrategias de biorremediacion, por el contrario, las células
completas podrian mostrar un mejor desempefio para biodegradar cianuro en muestras

complejas.

3.3.11 Pruebas de viabilidad

Las células de E.coli CynD son organismos genéticamente modificados y a pesar de su
alta actividad, su uso a nivel industrial podria ser restringido ya que la liberacién de este
tipo de microorganismos esté restringida y controlada. Por lo cual se realizé una prueba de
viabilidad para evaluar si E.coli-CynD eran viables al entrar en contacto con la solucion
barren o si por el contrario las condiciones de dicha solucion hacian que la célula no vivera

por mucho tiempo.

Para ello se evalud la viabilidad de células E. coli CynD incubadas en la solucién barren.
Esto se llevo a cabo por conteo de unidades formadoras de colonia en placa. Se probaron
células resuspendidas en medio LB como células a las cuales se les permeabilizo su
membrana con tolueno. Los resultados fueron comparados con un control de células
mantenidas en paralelo en caldo LB. Este control permite determinar si algiin cambio en el

conteo se debe al efecto de la solucion barren o al tiempo del proceso.

Se encontré que desde el dia O el conteo de células en la solucién barren disminuye con
respecto al control (cultivo en caldo LB) y que esta disminucién se sigue dando durante los
tres dias en que se evalué la viabilidad celular. Ademas, Las células con membrana sin
permeabilizar presentan un conteo mayor que las células permeabilizadas. Para estas
Ultimas después de 3 dias en la solucién barren su conteo en placa es 0 como se muestra
en la figura 21. Ademas, se encontré6 que no existen diferencias significativas en el
crecimiento en agar con o sin kanamicina por lo cual se puede afirmar que las células que
estan presentes en la solucién aun contienen el plasmido y por lo tanto su caracteristica

resistencia a la kanamicina.
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Figura 20 Conteo de unidades formadoras de colonia en placas luego de sembrar células
E.coli CynD en estado de crecimiento (Lb) y permeabilizadas (Tolueno) incubadas en

solucion barren o caldo LB (control).

Con el objetivo de probar si las células de E.coli CynD a las cuales se les permeabilizo su
membrana celular y fueron expuestas a solucién barren eran capaces de recuperarse en
las condiciones adecuadas, y establecer si realmente existia una muerte celular y no un
estado de células viables no cultivables, se tomaron células incubadas en solucion barren
por 3 dias y se inocularon en caldo Lb. Este cultivo se mantuvo a una temperatura de 37
°C con agitacion constante, y se analiz6 este cultivo por conteo en placa durante 3 dias.
Se encontré que después de 3 dias de permanecer en la solucién barren las células

permeabilizadas no mostraron recuperacion al incubarlas en medio LB.

La célula de E. coli tiene la capacidad de regenerar su membrana celular cuando se
encuentra en las condiciones de nutrientes adecuadas. Esto se puede observar para
células permeabilizadas con tolueno, que luego son incubadas en solucién con nutrientes.
Sin embargo, las células permeabilizadas que son incubadas en la solucion barren no se
observa regeneracion y las células pierden viabilidad al cabo de tres dias. La incapacidad
de E.coli CynD permeabilizada para reproducirse, permite concluir que una vez en contacto

con la solucion barren, las células de E.coli dejan de ser organismos vivos y su membrana
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celular actia simplemente como un liposoma que recubre y protege el contenido proteico,

incluida CynD.
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4. Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

La enzima cianuro dihidratasa es una proteina altamente insoluble, y dificil de purificar,
ademds presenta un bajo rendimiento de recuperacién por lo cual se dificulta su uso como

enzima purificada a escalas industriales ya que se tendrian costos de produccion elevados.

El uso de células completas de E. coli BI21(DE3) que expresan CynD son una alternativa
para la degradacién de cianuro a nivel industrial, ya que estas a comparacion de la enzima
aislada, tienen una resistencia a pH basico, temperatura y alta concentracion de cianuro.,
Ademas, presentan menor perdida de actividad cuando se encuentra en presencia de
metales. Todas estas caracteristicas son claves a nivel industrial donde la degradacion de
cianuro se realiza a pH altamente bésico, no hay control de la temperatura, ya que los
procesos se realizan al aire libre, se manejan altas concentraciones de cianuro y en

muchos casos puede haber presencia de metales.

Cuando las células E.coli-CynD se usan en las proporciones adecuadas estas logran
degradar hasta el 60% del cianuro presente en una solucién real de cianuracion minera.
Esto demuestra que el uso de esta enzima recombinante protegida en el ambiente celular

de E.coli es una alternativa viable para degradar cianuro a nivel industrial.

4.2 Recomendaciones

Se recomienda estudiar otros métodos de purificacion que permitan obtener la enzima de
forma pura con altos rendimientos.
Estudiar estrategias de recuperacion de las células para evitar fugas de organismos vivos

modificados en estado viable al medio ambiente.
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5. Anexos

5.1 Anexo A: secuencias analizadas

A continuacion, se presentan las secuencias analizadas en el capitulo 1.
Secuencia C1

>gene_id_38134[][MTPLRVAVVQAGTSLFDTPKTLERMQAHCEAAAALGVKLVVFPEAYI
GGYPKGLTFGAVMGSRFPEGREEYLRYWKSAIMVPGPETVQIGSFAATMKAHIVVGVIE
KEGATLYCKALFFGPDGALLGKHRKLMPTATERLVWGQGDGSTLPVFETEAGRLGAAIC
WENYMPALRQSLYAQGINVWCAPTVDERDIWQASMRHIAYEGRTFVLSACQYMTRADA
PEQYECHQGHNPETVLIKGGSVIVNPFGEIIAGPVYDREAILTADIDLDDVIRAKYDLDVAG
HYARPDVFSLQVDTTAKTPVAFTTQETGPLSLPDAIE

Secuencia C2

>gene_id_59541
GAPDPAAELEAVCAQSDALLAIMRDTAMRHGVWLMPGTLPRPEVEGVRNRAPLIAPDG
RIMFQDKHVMTRFENESWGVRAGNPPGVFETPWGLIGAAVCYDSEFPMLTRRQIEAGA
WLILVPTCTDSLHGFNRVRISAQARALENQCFVAVAPTVGDAPWLATLDENHGCAGVYG
PVDRG

Secuencia C3

>gene_id_ 66932
AEHTPQGLYNAATLVDAQGHTVLHYRKQHLFGALDRAFFLPGSAQPEVVSFQGMRVAS
MICYDVEFPEYVRATALAGCELLLVPTAQMEPFTFVAREVIRTRAWENQIYIAYINHDGQE
GQTHYVGNSQIVAPDATVLARIEQGTGLITADVSAQVVARAQHANPYLQDRRPASYQSL
VAAFEKDTP

Secuencia C4

>gene_id_96025
HGVWLMPGTLPRPEAEGVRNRAPLIAPDGRIMFQDKHVMTRFENESWGVRAGNPPGV
FETPWGLIGTAVCYDSEFPMLTRRQIEAGAWLILVPTCTDSLHGFNRVRISAQARALENQ



56 DEGRADACION ENZIMATICA DE CIANURO POR LA ENZIMA
CIANURO DIHIDRATASA DE BACILLUS PUMILUS PRODUCIDA DE
FORMA RECOMBINANTE EN CELULAS DE E. COLI

CFVAVAPTVGDAPWLATLDENHGCAGVYGPVDRGFPADGIMAEGRLDQGGWVFVTLN
PETLDAV

5.2 Anexo B: Vector de CynD

A continuacién, se presenta el mapa del vector usado para la clonacion del gen que
expresa CynD

BpumC1CynD

pD451- SR-246588
44968 bp
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