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Resumen 

La enzima cianuro dihidratasa (CynD) es producida por algunas bacterias y es capaz de 

degradar el cianuro, una sustancia tóxica utilizada en varias industrias. Para biorremediar el 

cianuro se necesita mantener un pH de 9, lo que hace que la CynD de algunas bacterias 

pierdan su actividad. Se necesita la estructura tridimensional de la CynD para entender mejor 

las interacciones entre sus dominios y superficies y mejorar su tolerancia al pH mediante la 

creación de mutantes. El objetivo de esta investigación es expresar, purificar y cristalizar la 

rCynD de B. safensis PER-URP-08 (rCynDPER-URP-08). Se evidenció que diferentes 

concentraciones de inóculo de plásmido (67,8; 135,6 y 271,2 ng/ µL) pueden transformar 

Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS) con una eficiencia de 1,24; 2,3x10-1 y 7,7x10-1  ufc/ng 

respectivamente (p=0,49), y que se puede inducir rCynDPER-URP-08 con IPTG a 18º, 30 y 37ºC 

(p=0,1). Así mismo, se obtuvo que la pureza de la proteína es similar al realizar una 

cromatografía con elución isocrática o en gradiente (p=1). Con respecto a la actividad 

enzimática, el Km y kcat de rCynDPER-URP-08 se mantiene a pH 9 (p=0.48 y p=0.093 

respectivamente), por lo cual, debe ser considerada como candidata para la biorremediación 

de residuos con cianuro. En cuatro de las condiciones utilizadas se lograron obtener cristales, 

siendo los más grandes los generados con la adición de un stock de aminoácidos (60-95 µm), 

mientras que los cristales generados con los cationes divalentes tuvieron un tamaño más 

pequeño (27,78-29,09 µm) (p=0,0032). Dado que estos aditivos tienen la capacidad de 

formar sales, es necesario que un siguiente estudio analice el patrón de difracción de rayos 

X para determinar que los cristales son de proteínas. 

Palabras clave: Cianuro dihidratasa, CynD, Bacillus safensis, cristalización.  
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Abstract 

The cyanide dihydratase enzyme (CynD) is produced by certain bacteria and is capable of 

degrading cyanide, a toxic substance used in various industries. To bioremediate cyanide, a 

pH of 9 is needed, which causes CynD in some bacteria to lose its activity. The three-

dimensional structure of CynD is needed to better understand the interactions between its 

domains and surfaces and improve its pH tolerance by creating mutants. The objective of 

this research is to express, purify, and crystallize rCynD from B. safensis PER-URP-08 

(rCynDPER-URP-08). It was found that different concentrations of plasmid inoculum (67.8, 

135.6, and 271.2 ng/µL) can transform Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS) with an 

efficiency of 1.24, 2.3x10-1, and 7.7x10-1 cfu/ng, respectively (p=0.49), and that rCynDPER-

URP-08 can be induced with IPTG at 18°C, 30°C, and 37°C (p=0.1). The purity of the protein 

is similar when using either isocratic or gradient elution chromatography (p=1). Regarding 

to enzymatic activity, the Km and kcat of rCynDPER-URP-08 are maintained at pH 9 (p=0.48 and 

p=0.093, respectively), making it a candidate for the bioremediation of cyanide waste. 

Crystals were obtained in four of the conditions used, with the largest crystals generated 

with the addition of an amino acid stock (60-95 µm), while crystals generated with divalent 

cations were smaller (27.78-29.09 µm) (p=0.0032). Since these additives have the ability to 

form salts, further study is needed to analyze the X-ray diffraction pattern to determine that 

the crystals are protein. 

Keywords: Cyanide dihydratase, CynD, Bacillus safensis, crystallization. 
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I. Introducción 

La CynD, también llamada cianuro dihidratasa, es una enzima que pertenece a la 

superfamilia de las nitrilasas (EC 3.5.5.1). Esta enzima ha sido aislada de Bacillus pumilus, 

Bacillus safensis, Pseudomonas stutzeri y Alcaligenes xylosoxidans (Ingvorsen, et al., 1991; 

Kunz, et al., 1992; Meyers, et al., 1993; Watanabe, et al., 1998; Jandhyala, et al., 2003; 

Sewell, et al., 2003; Justo, et al., 2022), dado que tiene la capacidad de degradar cianuro 

convirtiéndolo en compuestos menos tóxicos (formiato y amoniaco) (Raybuck, 1992; Gupta, 

et al., 2010; Kumar, et al., 2017). 

El cianuro (-C≡N) se incorpora al medio ambiente como contaminante primordialmente a 

través de actividades antropológicas, ya que su afinidad con otros metales es aprovechada 

en la minería y en las industrias metalúrgica, química, de galvanoplastia, entre otras (Young 

y Jordan, 1995; Yarar, 2001; Botz, et al., 2005; Kyucak y Akcil, 2013). Cabe señalar, que 

su toxicidad radica principalmente en su capacidad de inhibir la respiración celular 

(Antonini, et al. 1971; Jensen, et al., 1984; Jones, et al., 1984), y como resultado, puede 

afectar al sistema nervioso central y el control de la función respiratoria hasta conducir a la 

muerte (Services, 2002). 

Por otra parte, el Ministerio del Medio Ambiente del Perú ha establecido en sus Estándares 

de Calidad Ambiental para agua un límite de cianuro de 0,0052 mg/L en la categoría de 

conservación del ambiente acuático para lagunas, lagos y ríos (D. S. N° 004-2017-MINAM, 

2017). A pesar de ello, se han encontrado niveles de cianuro que superan este límite en aguas 

superficiales (ríos, lagunas y puquios) de Cajamarca (Narro y Vásquez, 2017), La Libertad 

(Tuesta, 2010; Carbajal y Cisneros, 2012; Ibañez, 2016; Castillo y Lecca, 2019, Nuñuvero 

y Vigo, 2019), Puno (Argota-Pérez, et al., 2014) y Tumbes (Fernandez, 2019). 
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El cianuro puede ser degradado a través de la biorremediación, que es una técnica alternativa 

ecológica que no genera contaminación secundaria, es potencialmente económica y no 

requiere de fuentes de energía complementarias (Nelson, et al., 1998; Stott, et al., 2001; 

Akcil, 2003; Baxter y Cummings, 2006; Dash y Balomajumder, 2009; Bhalla, et al., 2017; 

Kumar, et al., 2017; Sharma, et al., 2019a). Cabe mencionar que a la fecha se ha logrado 

biorremediar aguas residuales de la industria joyera (Cobos, et al., 2015; Luque-Almagro, 

et al., 2015; Ibañez, et al., 2017), de galvanoplastia (Patil y Paknikar, 2000; 

Sirianuntapiboon, et al., 2007; Wu, et al., 2014; Mekuto, et al., 2015) y de la coquización 

(obtención de combustible sólido a partir de carbón) (Jeong y Chung, 2006; Sharma y 

Phillip, 2015; Joshi, et al., 2016), relaves mineros (Nelson et al., 1998; Evangelho, et al., 

2001; Stott, 2001; Baxter y Cummings, 2006) y otros efluentes (Annachhatre y Amornkaew, 

2001; Quan, et al., 2004; Wang, et al., 2004; Chen, et al., 2008; Dash, et al., 2008; 

Kaewkannetra, et al., 2009; Mekuto, et al., 2014) contaminados con cianuro empleando 

consorcios bacterianos. 

En la actualidad la enzima CynD es una de las alternativas modernas para la biorremediación 

de residuos con cianuro, ya que no requiere la intervención de sustratos ni cofactores 

adicionales para su funcionamiento (Meyers, et al., 1991; Park, et al., 2017; Sharma, et al., 

2019b); no obstante, su uso en la biorremediación se ve limitado debido a su inestabilidad 

térmica y baja tolerancia al pH alcalino. Estas características pueden ser mejoradas a través 

del diseño racional de proteínas, que requiere el conocimiento de la estructura tridimensional 

en alta resolución de la CynD (Sharma, et al., 2019a). Una de las técnicas más usada para 

resolver la estructura de las proteínas es la cristalografía de rayos X, donde es esencial 

cultivar cristales de la enzima, por ello se plantea expresar, purificar y cristalizar rCynD de 

B. safensis PER-URP-08 (rCynDPER-URP-08).  
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1.1 Planteamiento del problema 

Estudios realizados en Perú registran altas concentraciones de cianuro en aguas superficiales 

aledañas a zonas mineras en Cajamarca (0,034-0,04 mg/L), La Libertad (0,01-27,07 mg/L), 

Puno (0,13-0,14 mg/L) y Tumbes (0,5-0,9 mg/L) (Tuesta, 2010; Carbajal y Cisneros, 2012; 

Argota-Pérez, et al., 2014; Ibañez, 2016; Narro y Vásquez, 2017; Castillo y Lecca, 2019; 

Fernandez, 2019; Nuñuvero y Vigo, 2019), las cuales superan el límite máximo permisible 

de cianuro (0,0052 mg/L) determinado por el Ministerio del Ambiente (D. S. N° 004-2017-

MINAM, 2017).  

En la actualidad la eliminación de residuos contaminados con cianuro se realiza en su 

mayoría a través de métodos físicos y químicos, los cuales generan por si mismos otros 

subproductos nocivos; así, las industrias continúan liberando otros contaminantes que 

pueden afectar al medio ambiente y a la salud pública (Young y Jordan, 1995; Yarar, 2001; 

Botz, et al., 2005; Kyucak y Akcil, 2013).  

En este contexto, la biorremediación enzimática toma relevancia al ser un método que 

permite la degradación natural del cianuro; sin embargo, existen dificultades para mantener 

condiciones óptimas que permitan el funcionamiento de estas enzimas. Mediante la 

ingeniería enzimática es posible realizar cambios en la cadena de aminoácidos para obtener 

enzimas quiméricas con propiedades mejoradas, por ejemplo, la tolerancia al pH alcalino o 

termoestabilidad (Wang, et al., 2012; Crum, et al., 2015b; Crum, et al., 2016); no obstante, 

la ausencia de la estructura tridimensional en alta resolución de algunas de estas enzimas 

limita el avance en este campo. 

Por consiguiente, es importante desarrollar investigaciones que posibiliten el entendimiento 

de las interacciones intramoleculares e intermoleculares de las enzimas. Para conocer la 
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información estructural a través de la cristalografía de rayos X, es necesario cristalizar la 

enzima a estudiar.  
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1.2 Justificación de la investigación 

La biorremediación es un método efectivo y responsable con el medio ambiente e incluso 

hay estudios que avalan que puede ser más rentable que los métodos convencionales de 

remediación (Nelson, et al., 1998; Kyucak y Akcil, 2013; Naymunda, 2017). Una de las 

formas de impulsar esta técnica es determinar variantes de enzimas que permitan la 

degradación sostenida del cianuro. 

Debe señalarse que las enzimas degradadoras de cianuro conocidas se encuentran inactivas 

a pH alcalino, siendo esta la condición en la que se mantienen los residuos con cianuro para 

prevenir la volatilización de HCN (Martínková, et al., 2015); por consiguiente, es esencial 

obtener variantes con tolerancia al pH alcalino para garantizar una remediación a largo plazo 

en su aplicación práctica.  

La determinación de la estructura tridimensional permitirá conocer la naturaleza precisa de 

las interacciones, ubicar los aminoácidos relevantes en los dominios y las superficies de 

interacción y entender el impacto de los dominios altamente conservados y variables, de 

modo que se podrán proyectar las mutaciones de aminoácidos que puedan mejorar las 

propiedades de interés.  
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1.3 Objetivo general 

- Expresar, purificar y cristalizar la proteína rCynD de B. safensis PER-URP-08. 

1.4 Objetivos específicos 

- Transformar Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS) usando un plásmido de expresión 

con el inserto del gen CynD de B. safensis PER-URP-08. 

- Inducir y purificar la proteína rCynD de las células transformadas de Escherichia 

coli BL21(DE3)(pLysS). 

- Determinar la actividad enzimática de la proteína rCynDPER-URP-08 

- Cristalizar la proteína rCynDPER-URP-08 a diferentes pH y concentraciones de PEG 

8000.  
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II. Marco teórico  

2.1 Proteína CynD 

Es una enzima también conocida como cianuro dihidratasa, que convierte el cianuro (CN-) 

en amoníaco (NH3) y formiato (HCOOH) mediante la vía hidrolítica (White, et al., 1988; 

Meyers, et al., 1993; Watanabe, et al., 1998; Jandhyala, et al., 2003, 2005). Por otro lado, 

se conoce que es de origen bacteriano, ha sido aislada de Bacillus pumilus cepas C1 y 8A3 

(Meyers, et al., 1993; Jandhyala, et al., 2003), Bacillus safensis cepa PER-URP-08 (Justo, 

et al., 2022), Pseudomonas stutzeri AK61 (Kunz, et al., 1992; Watanabe, et al., 1998; 

Sewell, et al., 2003) y Alcaligenes xylosoxidans subsp. denitrificans DF3 (Ingvorsen, et al., 

1991).  

La CynD pertenece a la superfamilia de las nitrilasas (EC 3.5.5.1), las cuales se caracterizan 

por hidrolizar el triple enlace carbono-nitrógeno de los nitrilos (ROC≡N), poseer una tétrada 

catalítica CEEK (cisteína, glutamato, glutamato, lisina) y poseer en su estructura dimérica 

un pliegue αββα-αββα (Pace y Brenner, 2001; Thuku, et al., 2009; Martínková, et al., 2015; 

Benedik y Sewell, 2018; Mulelu, et al., 2019). Además, presentan una estructura dimérica 

subyacente que puede extenderse formando grandes homooligómeros helicoidales 

(generalmente de 10-18 subunidades); se ha reportado que estos oligómeros espirales se 

diferencian de sus homólogos que no los forman por la presencia de dos inserciones (12-14 

aminoácidos) y la extensión C-terminal (Sewell, et al., 2005). 

Se conoce la estructura tridimensional de CynD de B. pumilus (CynDpum) de la cepa C1 

(resolución=3.2 nm) y de Pseudomonas stutzeri (CynDstut) de la cepa AK61 (resolución=2.5 

nm) a través de la reconstrucción tridimensional de micrografías electrónicas. Por un lado, 

CynDpum posee un dímero de 37kDa que forma un espiral compacto (9 nm de diámetro) de 

18 subunidades a pH 6-8 y espirales mayores a pH 5.4 (Meyers, et al., 1993; Jandhyala, et 
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al., 2003). Por otro lado, CynDstut presenta una estructura espiral (radio exterior de 5.1 nm) 

de 14 subunidades (Sewel, et al., 2003), siendo cada subunidad de 38kDa (Watanabe, et al., 

1998). En ambos casos cuentan con simetría axial y hélice izquierda. Cabe señalar que el 

alineamiento de sus secuencias de aminoácidos presenta 80% de identidad y 91% de 

similitud (Jandhyala, et al., 2003). 

2.2 Cianuro: toxicidad, fuentes y remediación 

La palabra cianuro se emplea para describir moléculas que contienen el grupo –C≡N en su 

composición (Kuyucak y Akcil, 2013). Por lo general, el cianuro está presente como cianuro 

libre o en complejo. La forma más nociva es el cianuro libre, dependiendo del pH de la 

solución se puede encontrar como anión de cianuro (CN-) o cianuro de hidrógeno (HCN). 

Por otro lado, su origen puede ser natural a través del proceso de cianogénesis de plantas, 

hongos, algas y bacterias o artificial mediante gases de escape de los vehículos, incendios o 

quema de deshechos y actividades industriales (industria minera, metalúrgica, química, 

galvanoplástica, entre otras) (Luque-Almagro, et al., 2005; Services, 2002). Se incorpora 

como contaminante del agua principalmente por aguas residuales industriales (Jaszczak, et 

al., 2017), por medio de fugas durante el transporte, fallas de presas de relaves, fallas en las 

actividades de carga y descarga, y filtraciones de vertederos y embalses (Yarar, 2001). 

El HCN puede ingresar al organismo por inhalación, ingestión o absorción cutánea; a pesar 

de que el cianuro no se bioacumula en el cuerpo, se le considera como un compuesto 

altamente nocivo para los organismos aeróbicos ya que una baja exposición puede tener 

efectos letales en corto tiempo. Los iones CN− tienen la capacidad de inhibir metaloenzimas 

incluyendo glutamato descarboxilasa, xantina oxidasa, superóxido dismutasa, NO sintasa, 

nitrito reductasa y citocromo c oxidasa (Jaszcak, et al., 2017); el efecto en esta última se 

considera altamente crítico, ya que bloquea el transporte de electrones inhibiendo la 
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respiración celular (Antonini, et al., 1971; Jones, et al., 1984). En el caso de los humanos, 

esta reducción de oxígeno, afecta principalmente al sistema nervioso central y el control de 

la función respiratoria, lo cual puede conducir a la muerte (Services, 2002). 

Los métodos de remediación pretenden convertir el cianuro en compuestos con menor 

toxicidad, insolubles y/o que no puedan ser absorbidos por los organismos; se pueden 

abordar por dos vías: la atenuación natural y los procedimientos de tratamiento planificados. 

La atenuación natural consiste en la colocación de las soluciones de cianuro en estanques 

expuestos a la atmósfera, donde principalmente el HCN se volatiliza y en segundo plano 

ocurren otras reacciones como hidrólisis, fotólisis, oxidación, formación de complejos o 

tiocianatos y precipitación. Los procedimientos planificados consisten en separaciones 

físicas (electrodeposición, tecnología de membranas, carbón activado, resinas, entre otros), 

métodos de destrucción química (ozono, cloración alcalina, peróxido de hidrógeno, 

volatilización de soluciones ácidas, proceso de dióxido de azufre/aire (INCO), ácido 

peroximonosulfúrico, entre otros) y procedimientos biológicos (plantas, hongos, 

protozoarios y bacterias) (Kyucak y Akcil, 2013; Arbabi, et al., 2015; Nyamunda, 2017). 

2.3 Cristalización de proteínas 

Una de las técnicas más usada para resolver la estructura de las proteínas es la cristalografía 

de rayos X, donde es esencial cultivar cristales que se empaquen en una disposición 

simétrica a modo de mosaico. Para la formación de cristales, la solución debe alcanzar un 

estado de sobresaturación, donde la cantidad de proteínas en solución exceda su límite de 

solubilidad. De esta manera, las proteínas son expulsadas de la solución y forman pequeños 

agregados o núcleos ordenados que permitirán el crecimiento de cristales, a esta etapa se le 

conoce como fase de nucleación. La sobresaturación de la proteína se puede lograr 
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añadiendo precipitantes para reducir su solubilidad, como sales neutras, polímeros o 

disolventes orgánicos (Holcomb, et al., 2017). 

Las proteínas se pueden cristalizar a través de experimentos de difusión de vapor, donde la 

“gota” compuesta por una mezcla de solución de proteína (únicamente proteína o mezcla de 

proteína y aditivos) y solución precipitante (precipitante) se coloca en equilibrio con el 

precipitante colocado en un pocillo. La diferencia de concentraciones impulsa al vapor de 

agua a migrar desde la gota hacia el pocillo, a medida que esto ocurre, la proteína se 

concentra hasta la saturación, nucleación y posterior crecimiento de cristales de proteína. 

Existen dos técnicas ampliamente usadas: el “hanging drop”, donde la gota se coloca en un 

portaobjetos de vidrio siliconado invertido sobre el pocillo; y el “sitting drop”, donde la gota 

se coloca en un pedestal sobre el pocillo (Drenth, 2007; Bolanos-Garcia y Chayen, 2009). 

III. Antecedentes 

White et al. (1988), evidenciaron que cultivos de Pseudomonas spp. aisladas de aguas 

residuales industriales fueron capaces de degradar cianuro en amoniaco y formiato, a una 

tasa de 0.2-0.5 µg cianuro/mg de peso seco/min. Adicionalmente, comprobaron que los 

extractos libres de células degradaron 0.22-0.41 µg de cianuro/mg de proteína/minuto. Debe 

señalarse, que cultivaron las bacterias aisladas en matraces laterales de 300 mL con 50 mL 

de medio de lactato agitados a 200 rpm a 30ºC. 

Meyers et al. (1991), comprobaron que B. pumilus C1 tiene la capacidad de degradar cianuro 

libre en ausencia de cofactores. Además, señalaron que la actividad degradadora está 

relacionada a la fase de crecimiento exponencial tardía/estacionaria temprana. También 

evidenciaron que la degradación ocurrió rápidamente de manera intracelular y en los 

extractos libres de células. Por último, sugirieron que Mn2+ es requerido en el medio de 
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crecimiento para la producción de la actividad degradante del cianuro de las células de B. 

pumilus. 

Meyers et al. (1993), observaron que CynDpum de la cepa C1 presentó una actividad óptima 

a 37ºC y pH 7.8-8.0, logrando una constante de Michaelis-Menten (Km) igual a 2.56 ± 0.48 

mM y una velocidad máxima (Vmax) 88,03 ± 4,67 mmol/min/mg/L; mientras que al agregar 

10 µm de Cr3 la Km se duplicó a 5.28 ± 0.38 mM y la Vmax aumentó a 197,11 ± 8,51 

mmol/min/mg/L. 

Watanabe et al. (1998), evidenciaron que la actividad degradadora de P. stutzeri AK61 fue 

independiente de la presencia de cianuro. Adicionalmente, sugirieron que la CynDstut 

funcional es una proteína agregada de 38 kDa, y que presentó una actividad óptima a 30ºC 

y pH 7.5, logrando una Km de 1.7 mM. 

Nagasawa et al. (2000), evidenciaron que la nitrilasa de Rhodococcus rhodochrous J1 

permaneció inactiva en su forma homodimérica de 80kDa; no obstante, se convirtió en una 

enzima activa luego de una incubación con benzonitrilo, donde se observó que se ensambla 

formando un oligómero de 410kDa, el cual propusieron que fuera un decámero.  

Pace et al. (2000), cultivaron cristales de la nitrilasa NitFhit de Caenorhabditis elegans 

empleando el método de “hanging drop” a temperatura ambiente, donde mezclaron 2 µL de 

la solución de proteína (7 mg mL–1 en NaHEPES 10 mM pH 7, NaCl 50 mM, DTT 5 mM) 

y 2 µL del precipitante (2-metil-2,4-pentanodiol al 38% (MPD)) para obtener la gota. 

Además, usaron 1 mL de precipitante en el pocillo, y luego de una semana se sembraron los 

microcristales individuales en gotas similares y se equilibraron frente a MPD al 35% por un 

mes, obteniendo cristales con dimensiones de ~100 µm x 200 µm x 300 µm. Cabe 

mencionar, que el NitFhit es un complejo tetramérico de 200 kDa. 
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Jandhyala et al. (2003), evidenciaron mediante la reconstrucción tridimensional por 

microscopía electrónica que la CynDpum de la cepa C1 forma una espiral de 18 subunidades 

a pH 8. Con este propósito, realizaron su clonación y expresión empleando pET26b y E. coli 

BL21(DE3)(pLysS); se debe destacar, que insertaron 6 histidinas en la C-terminal (6-His) 

para simplificar la posterior purificación por cromatografía de afinidad con resina de níquel. 

Además, observaron que el crecimiento óptimo de E. coli se logró a 30 y 37 ºC. También 

demostraron que CynDpum se encontró en la cepa 8A3 exhibiendo una actividad 

degradadora comparable a C1. 

Johnston et al. (2003), cristalizaron una nitrilasa hipotética P018 de levadura que tiene 

similitud de secuencia con las hidrolasas CN. Con esta finalidad, los cristales fueron 

cultivados usando el método “sitting drop”, donde se mezclaron volúmenes iguales de 

proteína (3 mg/mL) y precipitante (PEG 8000 al 10% en Hepes 100 mM pH 7, con cloruro 

de magnesio 5 mM) para obtener la gota. Asimismo, se emplearon 800 µL de precipitante 

en el pocillo. Por último, se obtuvieron cristales de 300 µm x 400 µm x 100 µm luego de 

una semana de equilibrio a temperatura ambiente. Cabe mencionar que el uso de 

concentraciones más altas de proteína formó cristales maclados.  

Sewel et al. (2003), evidenciaron a través de la reconstrucción tridimensional por 

microscopía electrónica que la CynDstut de la cepa AK61 presentó una estructura espiral de 

14 subunidades. Adicionalmente sugirieron que la interacción entre subunidades se produjo 

a través de la superficie A (para formar el dímero) y C (para formar el oligómero). 

Sakai et al. (2004), consiguieron cristalizar la nitrilasa hipotética PH0642 de Pyrococcus 

horikoshii con 29.9 kDa, que tiene similitud de secuencia con las proteínas de la superfamilia 

de nitrilasas. Para este fin, emplearon el método de “hangin drop” a 20ºC, usando una gota 
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de 10 µL (mismo volumen de solución de proteína y precipitante); y un precipitante 

compuesto por 100 mM de acetato de sodio, pH 4.1 y 45% MPD. 

Jandhyala et al. (2005), realizaron la expresión y purificación de CynDpum y CynDstut 

empleando E. coli BL21(DE3)(pLysS). Primero se cultivó la E. coli transformada en caldo 

Luria-Bertani (LB) (suplementado con 100 μg/mL ampicillina, 30 μg/mL cloranfenicol, 25 

μg/ mL kanamicina) durante la noche a 30ºC y 250 rpm. Luego una alícuota se inoculó en 

medio LB fresco (1:100) y se incubaron en matraces de 2 L a 30ºC o 37ºC con agitación, al 

alcanzar una OD600nm de 0.5, se agregó β-D-1- tiogalactopiranósido (IPTG) 1 mM al 

cultivo para inducir la producción de CynDpum. Posteriormente se incubó por 3-10 horas a 

30ºC con agitación, y se centrifugó durante 30 minutos a 5800 rpm y 4ºC. Por último, los 

pellets de los cultivos fueron resuspendidos, lisados y resuspendidos (tampón fosfato 20 

mM-NaCl 100 mM (pH 7,8) más imidazol 10 mM (pH 7,8)) y las enzimas (marcadas con 

6-His) fueron purificadas utilizando cromatografía de afinidad de iones de níquel 

inmovilizado con la ayuda de una columna de quelación de metales HiTrap de 5 mL 

(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) cargada con 2.5 mL NiSO4 0.1 M. 

Tsai et al. (2006), obtuvieron cristales cúbicos de la nitrilasa CN-hidrolasa de Xanthomonas 

campestris (XC1258), mediante el método de “sitting drop”, empleando para la gota 0.5 µL 

de solución de proteína (28 mg mL-1 en Tris 20 mM a pH 8 y NaCl 80 mM) y 0,5 µL de 

precipitante. Así mismo, se empleó como precipitante cacodilato de sodio 0.1 M, pH 6.5 y 

citrato de sodio 1 M; alcanzando el equilibrio luego de 3 días a 295 K. Por otro lado, se 

mezclaron 1,5 µL de solución de proteína y 1.5 µL de precipitante para la gota, y luego de 

una semana de equilibrio a 277 K se obtuvieron cristales adecuados para la difracción de 

rayos X, cuyo tamaño fue de 150 µm x 150 µm x 100 µm. 
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Andrade et al. (2007), consiguieron cristalizar la nitrilasa acilamida amidohidrolasa de 

Pseudomonas aeruginosa a 305 K, mediante el método de “sitting drop” luego de unas horas 

de equilibrio, alcanzando su tamaño máximo a las 24-30 horas. Para obtener la gota se 

mezcló 5 µL de la enzima (25 mg mL-1) con 2 µL de precipitante (15% (v/v) PEG 4000 y 

solución saturada al 5% (v/v) de (NH4)2SO4 a pH 6.8) y se usaron 500 µL de precipitante en 

el pocillo. Cabe señalar que la enzima fue hexamérica y estuvo compuesta por seis 

subunidades idénticas con un peso molecular de aproximadamente 38 kDa. 

Hung et al. (2007), emplearon el método de “hanging drop” para cristalizar la nitrilasa AmiF 

formamidasa de Helicobacter pylori. Con este fin, la gota estuvo compuesta por 1µL de 

solución de proteína (10 mg/mL en Tris-HCl 50 mM a pH 8) y 1µL de precipitante 

(cacodilato de sodio 0.1 M a pH 6.5, tiocianato de potasio 0.15 M y PEG 550 MME al 20%). 

Se obtuvieron cristales de un tamaño máximo de ~ 600 µm x 100 µm x 100 µm, luego de 

una equilibración de 2 días a 20ºC. 

Lundgren et al. (2007), lograron la formación cristales de la nitrilasa β-alanina sintasa (βAS) 

de Drosophila melanogaster, a través del método “hanging drop” obteniendo un tamaño 

máximo de 150 x 50 x 20 µm. Adicionalmente, observaron que los cristales se formaron 

luego de 14-30 días de equilibrio a 293º K usando como precipitante 1 mL de PEG 3350 al 

9-12% (p / v), fosfato-citrato 0.1 M a pH 4.2 y NaCl 0.2 M; Por otro lado, las gotas de 4 µL 

consistieron en volúmenes iguales de solución de proteína (6–12 mg mL-1 βAS y aditivos 5 

mM N-carbamil-β-alanina y 5%(v/v) glicerol) y precipitante.  

Thuku et al. (2007), observaron que la nitrilasa de Rhodococcus rhodochrous J1 presentó 

un oligómero activo de 480 kDa y un dímero inactivo de 80 kDa. Así mismo, al escindir 39 

aminoácidos de la C-terminal, la enzima formó largas hélices activas, similares a la enzima 

nativa. 
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Barglow et al. (2008), obtuvieron cristales en forma de X de la nitrilasa-2 de ratón (mNit2) 

con un tamaño de hasta 500 µm empleando el método de “hanging drop” a temperatura 

ambiente. Para ello, emplearon como precipitante CaCl2 250 mM, Hepes 100 mM a pH 8 y 

polietilenglicol monometil éter 550 (PEG MME 550) al 30% (v/v), con 12 mg/mL de mNit2, 

donde las gotas consistieron en 1 µL de precipitante y 1 µL de solución de proteína. 

Raczynska et al. (2011), cristalizaron la nitrilasa termoactiva de Pyrococcus abyssi (PaNit) 

mediante el método de “hanging drop” usando como precipitante PEG 550 MME al 35%, 

MgCl2 o Mg(CH3COOH)2 0.2 M y TrisHCl 0.2 M a pH 7.5. 

Wang et al. (2012), identificaron que los mutantes de CynDpum con los alelos “C5” 

(Q86R+E96G+D254E) y “H7” (E35K+Q322R+E327G) permitieron que la E. coli 

transformada degradara cianuro a pH 10, mientras que la enzima nativa permaneció inactiva 

sobre un pH 9. También demostraron que para los mutantes simples y dobles de C5 y H7 la 

actividad disminuyó a pH 10, a excepción de la mutante única E327G, la cual tuvo una 

actividad comparable a la triple mutante original (H7). Por último, demostraron que existe 

una correlación entre la formación mejorada de fibras y la estabilidad mejorada. 

Zhang et al. (2014), obtuvieron cristales de la nitrilasa de Syechocystis sp. PCC6803 

(Nit6803) con un tamaño de 300 µm x 300 µm x 100 µm. Con este objetivo, la cristalización 

se desarrolló a 20ºC luego de 3 días, empleando como gota una mezcla de 1.0 µL de proteína 

y 1.0 µL de precipitante (15% de PEG 5000 MME, 1 mM de ditiotreitol, 3% de tascimate y 

100 mM de HEPES a pH 6.8).  

Crum et al. (2015a), realizaron deleciones del C-terminal de la CynDpum, la CynDstut y la 

cianuro hidratasa de Neurospora crassa (CHTcras), observando que la CynDpum Δ303 y 

CynDstut Δ330 mostraron inestabilidad al incubarlos a 38ºC con respecto a la enzima nativa, 

mientras que CHTcras Δ339 no mostró cambios significativos. Por otro lado, encontraron 
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que la actividad enzimática disminuyó en más del 50% para CynDpum Δ293, Cynstu Δ310, 

CHTcras Δ339 y Δ323; y se perdió para CynDpum Δ279, Cynstu Δ302 y CHTcras Δ307; 

por el contrario, la CynDpum Δ303 y Cynstu Δ330 mantuvieron la actividad en 87.5% y 

97.3% respectivamente.  

Crum et al. (2015b), evaluaron la actividad de un hibrido entre CynDpum (aminoácidos 1-

286) y CynD-stut (aminoácidos 287–335), el cual mostró una estabilidad 15-20 veces mayor 

a 42ºC en comparación a la enzima nativa; además mostró su mayor actividad a pH 9 y 

retuvo 40% de esta actividad a pH 9.5. También sugirieron que el C-terminal está 

involucrado en interacciones con la superficie de dimerización A y la superficie de 

oligomerización C; sin embargo, mencionaron que no se puede conocer la naturaleza precisa 

de las interacciones debido a la falta de datos estructurales de alta resolución. 

Kandasamy, et al. (2015), aislaron diez cepas bacterianas de las aguas residuales de una 

fábrica de yuca, entre ellas B. pumilus, que presentaron la capacidad de degradar cianuro en 

concentraciones de hasta 5 mM. Además, sugirieron que la degradación ocurrió por una 

hidrolisis directa del cianuro, ya que encontraron en el sobrenadante de los cultivos 

amoníaco y el formiato.  

Crum et al. (2016), encontraron que las mutaciones en los aminoácidos E327K, K93R y 

D172N de CynDpum degradaron cianuro a mayor velocidad a pH 7.7 en comparación a la 

nativa. Además, indicaron que estas mutaciones aumentaron la termoestabilidad. Por otro 

lado, le atribuyeron a la mutación A202T la inactivación de la enzima. Adicionalmente 

construyeron un modelo por homología empleando Nit6803 con 31% de identidad (PDB ID: 

3WUY), donde se mostraron que CynD tuvo una inserción de 2 residuos (cerca al 

aminoácido 224); y una deleción de 7 residuos (cerca al aminoácido 190) que acortó la hélice 

α de la superficie A, la cual es la interfase entre monómeros. De acuerdo al modelo en 
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mención, el aminoácido 93 estuvo ubicado en la superficie D/E cerca de una interfaz; el 

aminoácido 172 estuvo ubicado en la superficie A y dirigido hacia el sitio activo; el 

aminoácido 202 estuvo ubicado en la superficie A; y el aminoácido 327, que corresponde a 

la región C-terminal, no se visualizó. 

Park et al. (2016a), produjeron CynDpum a partir de E. coli BL21(DE3)(pLysS) 

transformada usando pET28a con la inserción de la enzima. Para ello las células se 

cultivaron a 37 ° C hasta obtener una DO600 entre 0.4 y 0.6, se indujeron añadiendo IPTG 

a 1 mM y se transfirieron a 30°C durante 2-3 horas. Se debe señalar que la enzima fue 

etiquetada con 6-His lo que permitió su purificación usando “HisPurTM Cobalt Spin 

Column”.  

Park et al. (2016b), expresaron CynDpum de E. coli BL21(DE3)(pLysS) transformada con 

este gen, empleando caldo LB con antibióticos como medio de cultivo. Con este fin se 

realizó el cultivo por una noche, luego este fue diluido (200 μl en 3 mL de medio) y se 

cultivó a 37 ° C hasta alcanzar una DO600 entre 0.5 y 0.7; la expresión se indujo usando 

IPTG a 1 mM, posteriormente se transfirieron a 37°C durante 1-2 h.  

Lu et al. (2017), obtuvieron cristales hexagonales de la nitrilasa apolipoproteína N-acil 

transferasa de E. coli con un tamaño de 300 x 100 x 20 µm, usando el método de “hanging 

drop”.  Para lograrlo, la cristalización se realizó a 16ºC usando como precipitante Tris-HCl 

50 mM (pH 7.5) y PEG 550 MME al 26% (v/v) suplementado con dos detergentes (n-Heptil-

b-D-tioglucopiranósido y CHAPSO). 

Carmona-Orozco y Panay (2019), realizaron la clonación y expresión de CynDpum 

empleando pD451-BpumCynD (con etiqueta 6-His) y E. coli BL21(DE3)(pLysS). Primero 

se cultivó la E. coli transformada en caldo LB durante 16 horas a 37ºC y 300 rpm. Luego 

una alícuota se inoculó en medio LB fresco (1:100) suplementado con kanamicina (25 
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µg/mL); al alcanzar una OD600nm de 0.5-0.9, se agregó IPTG 0,4 mM al cultivo para 

inducir la producción de CynDpum y se incubó por 4 horas. Por último, centrifugaron el 

cultivo durante 30 minutos a 5800 rpm y 4ºC, y los sedimentos que no se usaron 

inmediatamente se almacenaron a -80ºC. También verificaron la expresión de CynD usando 

SDS-PAGE, y emplearon como control negativo un cultivo sin antibióticos y sin 

transformar.  

Mulelu et al. (2019), determinaron la estructura por criomicroscopía electrónica (resolución 

3.4 Å) de la nitrilasa 4 de Arabidopsis thaliana, una nitrilasa helicoidal activa, encontrando 

que cuenta con un núcleo αßßα dispuesto en dímeros a través de la interfaz A y la tétrada 

catalítica CEEK. Adicionalmente sugirieron que la C-terminal influye en la oligomerización 

y la termoestabilidad. 

Justo et al. (2022), aislaron una cepa de Bacillus que tiene la capacidad de degradar cianuro 

y luego del análisis del genoma la denominaron Bacillus safensis PER-URP-08. Además, 

identificaron la presencia de la enzima CynD (CynDPER-URP-08), cuyo monómero presenta 

una masa de 38.5 kDa.  
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IV. Materiales y métodos 

4.1 Lugar de ejecución 

Laboratorio del Departamento de Bioquímica del Instituto de Química de la Universidad de 

Sao Paulo. 

4.2 Tipo y diseño de investigación 

La investigación fue experimental y factorial. 

4.3 Variables 

4.3.1 Variables independientes: 

- Concentración de plásmido: 67,8; 135,6 y 271,2 ng/50 µL de bacterias 

competentes. 

- Temperatura de inducción: 18, 30, 37ºC. 

- Tipo de elución: Isocrática, en gradiente. 

- pH del ensayo enzimático: 8 y 9. 

- Condiciones de cristalización 

o pH: 10,5; 11; 11,5. 

o Concentración de PEG 8000: 6, 8, 10 y 12% 

4.3.2 Variable dependiente: 

- Eficiencia de transformación: número de colonias por ng de plásmido. 

- Concentración de rCynDPER-URP-08 inducida: intensidad de banda. 

- Pureza de rCynDPER-URP-08: ratio de intensidad de banda. 

- Actividad degradante de rCynDPER-URP-08: Km y kcat. 

- Tamaño de cristales. 
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4.4 Operacionalización de las variables 

 Operacionalización de las variables 

Objetivos 

específicos 

Variable Definición Tipo de variable Indicador 

Transformar 

Escherichia coli 

BL21(DE3)(pLys

S) usando un 

plásmido de 

expresión con el 

inserto del gen 

CynD de B. 

safensis PER-

URP-08. 

Concentración 

de plásmido. 

 

Cantidad de plásmido 

presente en la 

transformación de las 

bacterias 

competentes. 

Independiente Cuantitativa 67,8; 135,6 y 

271,2 ng/50 

µL de 

bacterias 

competentes. 

Eficiencia de 

transformación. 

 

Capacidad de 

inserción del 

plásmido en las 

bacterias 

competentes. 

Dependiente Cuantitativa Número de 

colonias por 

ng de 

plásmido. 

Inducir y purificar 

la proteína 

rCynDPER-URP-08 de 

las células 

transformadas de 

Escherichia coli 

BL21(DE3)(pLys

S). 

Temperatura de 

inducción 

 

Magnitud física que 

refleja la cantidad de 

calor empleada en la 

inducción. 

Independiente Cuantitativa 18, 30, 37ºC. 

Tipo de 

elución. 

Condiciones de 

eluyente durante la 

purificación.  

Independiente Cualitativa Isocrática y 

en gradiente. 

Concentración 

de rCynD 

inducida. 

Cantidad de rCynD 

presente en la banda 

de SDS-PAGE luego 

de la inducción. 

Dependiente Cuantitativa Ratio de 

intensidad de 

banda de 

rCynD 

(inducido / 

no 

inducido). 

 

Pureza de 

rCynD. 

 

Proporción de 

intensidad de banda 

de rCynD respecto a 

todas las bandas del 

gel. 

Dependiente Cuantitativa Ratio de 

intensidad de 

bandas 

(rCynD/total 

de bandas). 

Determinar la 

actividad 

enzimática de la 

proteína 

rCynDPER-URP-08 

mediante el 

“Ammonia Assay 

Kit” 

pH  Concentración de 

iones de hidrógeno 

presentes en el 

“Ammonia Assay 

Reagent”. 

Independiente Cualitativa 8, 9. 

Actividad 

degradante de 

rCynD. 

Capacidad de la 

proteína de 

desintegrar un 

sustrato específico. 

Dependiente Cualitativa Valores de 

Km y kcat. 

Cristalizar la 

proteína 

rCynDPER-URP-08 a 

diferentes pH y 

concentraciones 

de PEG 8000. 

pH Concentración de 

iones de hidrógeno 

presentes en la 

solución precipitante. 

Independiente Cuantitativa  10,5; 11; 

11,5 

Concentración 

de PEG 8000 

Cantidad de soluto 

presente en la 

solución precipitante. 

Independiente Cuantitativa 6, 8, 10 y 

12% 
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Tamaño de 

cristales 

Dimensiones físicas 

de los cristales 

obtenidos. 

Dependiente Cuantitativa µm. 

 

4.5 Procedimientos y análisis de datos 

4.5.1 Transformación de Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS) usando un plásmido 

de expresión con el inserto del gen CynD de B. safensis PER-URP-08. 

El plásmido pET-11a con un inserto del gen CynD de B. safensis PER-URP-08 fue 

donado por el Departamento de Bioquímica del Instituto de Química de la Universidad 

de Sao Paulo y conservado a -16ºC. Es importante mencionar que el plásmido expresante 

cuenta con un gen de resistencia a la ampicilina, además, el gen de la proteína de interés 

está marcado con 6 histidinas insertadas en el extremo C-terminal (Anexo 1). Se 

determinó la concentración del plásmido y, a continuación, se realizaron diluciones 

seriadas obteniendo las siguientes concentraciones: 67,8, 135,6 y 271,2 ng/µL. 

Seguidamente, se inocularon 0,5 µL de los plásmidos en bacterias E. coli 

BL21(DE3)(pLysS) competentes, se incubaron a 42ºC por 1 minuto e inmediatamente 

después se colocaron en hielo por 5 minutos. Posteriormente, se agregó 1 mL de caldo 

2XTY (levadura y triptona) y se incubaron a 37ºC por 1 hora. Después, se sembraron 

por extensión 100 µL del cultivo en agar 2XTY/Amp (suplementado con ampicilina) y 

se incubaron a 37ºC por 18 horas. Luego se realizó un conteo de las colonias formadas 

de acuerdo a la concentración de plásmido empleado. Por último, se determinó si hubo 

diferencias significativas entre las concentraciones de plásmido expresante empleadas 

como inóculo en la transformación mediante el método de Kruskal-Wallis. Cabe señalar 

que estas inoculaciones y las que se mencionarán fueron realizadas en la cámara flujo 

laminar. También es necesario mencionar que este ensayo se replicó 6 veces.  
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4.5.2 Inducción y purificación de la proteína rCynDPER-URP-08 de las células 

transformadas de Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS). 

Para estandarizar la temperatura de inducción se inocularon 3 colonias resistentes a la 

ampicilina en 5mL de caldo 2XTY/Amp y se incubaron a 37ºC por 24 horas. A 

continuación, una alícuota fue tomada e inoculada en un matraz con 100 mL de caldo 

2XTY/Amp. Luego de 6 horas, cuando el cultivo alcanzó un OD600 de 0.78, se 

añadieron 30 µL de IPTG y se incubaron las bacterias en agitación constante a 18, 30 y 

37ºC por 24 horas. Posteriormente, la concentración de rCynDPER-URP-08 inducida fue 

calculada utilizando SDS-PAGE y el programa ImageJ. Por último, se determinó si hubo 

diferencias significativas entre las temperaturas usadas para la inducción mediante el 

método de Kruskal-Wallis. Cabe señalar que este ensayo se replicó 2 veces. 

Para realizar la purificación se empleó el procedimiento descrito previamente, sin 

embargo, la inducción se realizó empleando un inóculo inicial de 5 mL de cultivo y 1 L 

de caldo 2XTY/Amp. Una vez obtenidas las bacterias sobreexpresantes de rCynDPER-

URP-08, estas fueron lisadas empleando un sonicador por 7 minutos (15 seg pulso, 35 seg 

pausa). Este paso y los subsecuentes fueron realizados a 4°C. Luego, las muestras lisadas 

fueron centrifugadas a 15 000 rpm por 30 minutos y el sobrenadante fue utilizado para 

los ensayos de purificación. Después, se realizó una cromatografía por afinidad donde 

se empleó una columna HiTrap 5 mL Chelating HP cargada con NiSO4 300 mM, para 

ligar las 6 histidinas ubicadas en el C-terminal de la proteína de interés; al realizar la 

elución se consideró el cambio gradual (en gradiente) o total (isocrática) de la inyección 

de buffer lisis (imidazol 20 mM, NaCl 100 mM, Tris 20 mM a pH 8) por buffer de 

elución (imidazol 500 mM, NaCl 100 mM, Tris 20 mM a pH 8). A continuación, se 

realizó una cromatografía por exclusión de tamaño empleando una columna HiLood 
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26/600 Superdex 200 y buffer GF (CAPs 20 mM, NaCl 100 mM, pH 11) para eliminar 

residuos. Ambas cromatografías se realizaron usando el sistema de purificación AKTA. 

Seguidamente, se concentraron las fracciones de interés en una celda de ultrafiltración 

Amicon usando una membrana PM30 hasta obtener 500 µL. Posteriormente, la 

concentración y pureza de rCynD fue calculada utilizando SDS-PAGE y el programa 

ImageJ. Por último, se determinó si hubo diferencias significativas entre los tipos de 

elución empleados mediante el método de Wilcoxon. 

4.5.3 Determinación de la actividad enzimática de la proteína rCynDPER-URP-08. 

Para determinar la actividad enzimática, se realizó la purificación empleando el 

procedimiento descrito previamente, sin embargo, la cromatografía por exclusión de 

tamaño se realizó empleando buffer GF a pH 8 (Tris 20 mM, NaCl 100 mM). Se 

realizaron los ensayos de degradación de cianuro con el “Ammonia Assay Kit” para 

evaluar la actividad de la proteína purificada. En una placa de 96 pocillos se agregaron 

a las filas A, B y C 100 µL de “Ammonia Assay Reagent” (ARR) (pH 8 o 9 según 

corresponda), 5 µL de CynD 11,1 µM y 1 µL de L-glutamato dehydrogenasa (GDH). 

Luego, se agregaron a la fila D 50 µL de buffer GF (pH 8 o 9 según corresponda) y se 

realizaron diluciones de NaCN 1,11 5 µM, obteniendo concentraciones finales 0.0075, 

0.0125, 0.015, 0.025, 0.0325, 0.05, 0.0525, 0.0625, 0.1, 0.125, 0.25, 0.5 de NaCN 

(Figura 1).  
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Figura 1. Placa empleada para la determinación de la actividad enzimática. 

A             

100 µL de AAR + 5 µL de CynD 

1.11 µM + 1 µL GDH. 
B             

C             

D             
Diluciones de NaCN 1,11 µM en 

buffer GF. 

 

Después, se pasaron 5 µL de la fila D a las filas A, B y C con una micropipeta multicanal 

y se mantuvo a 30ºC. Posteriormente, se leyeron las absorbancias de las filas A, B y C a 

340 nm cada 20 segundos por 10 minutos, a partir de los datos de absorbancia se estimó 

el amonio generado y se calcularon los valores de Km (constante de Michaelis-Menten) 

y kcat (número de recambio). Por último, se determinó si hubo diferencias significativas 

en la medición del Km y kcat entre los pH empleados durante el análisis cinético mediante 

el método de Wilcoxon. Cabe señalar que este ensayo se replicó 6 veces. 

4.5.4 Cristalización de la proteína rCynDPER-URP-08 a diferentes pH y 

concentraciones de PEG 8000  

Se preparó una batería de soluciones de precipitación empleando diferentes 

concentraciones de PEG 8000 (6, 8, 10, 12%), pH (10.5, 11, 11.5) y aditivos, como se 

muestra a continuación:  

Figura 2. Batería de soluciones de precipitación. 

pH 10.5 11.0 11.5 

% PEG 6 8 10 12 6 8 10 12 6 8 10 12 

A
d

it
iv

o
s 

Mix de halógenos                         

Stock de aminoácidos                         

Mix NPS                         

Etilen glicoles                         

Alcoholes                         

Monosacaridos                         

Ácidos carboxilicos                         

Cationes divalentes                         
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Para preparar las soluciones de precipitación, se emplearon 100 µL de solución de CAPS 

como buffer (pH 10.5, 11, 11.5), 500 µL de solución PEG, 100 µL de solución de 

aditivos y 300 µL de agua miliQ. 

Posteriormente, se tomó una placa de cristalización y se agregaron 100 µL de cada 

solución de precipitación en el pocillo. Luego, 1 µL de la proteína purificada se colocó 

en el pedestal y se mezcló con 1 µL de la solución del pocillo. Posteriormente, se selló 

la placa de cristalización, se incubó a 18ºC y se revisó durante 4 semanas para verificar 

la formación de cristales con ayuda de un estereoscopio. Seguidamente, se realizó la 

medición de los cristales formados empleando un lente ocular con escala. Por último, se 

determinó si hubo diferencias significativas en el tamaño de los cristales entre las 

condiciones de cristalización empleadas mediante el método de Kruskal-Wallis. 

  



35 

 

 

V. Resultados 

5.1 Transformación de Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS) usando un plásmido de 

expresión con el inserto del gen CynD de B. safensis PER-URP-08. 

El plásmido pET-11a con el inserto del gel CynD de B. safensis fue transformado en la 

cepa BL21(DE3)(pLysS) de E. coli usando 3 concentraciones: 67,8; 135,6 y 271,2 

ng/µL. Luego se realizó el conteo de colonias formadas y se calculó la eficiencia de la 

transformación (número de colonias formadas/concentración de plásmido) (Anexo 2 y 

Anexo 3).  Por último, se determinó mediante el método de Kruskal-Wallis que no 

existen diferencias significativas (p=0,49) en la eficiencia de transformación entre las 

concentraciones de plásmido empleadas en la transformación (Figura 3). 

Figura 3. Eficiencia de transformación de acuerdo a la concentración de plásmido 

inoculado. 
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5.2 Inducción y purificación de la proteína rCynDPER-URP-08 de las células 

transformadas de Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS). 

Se expresó rCynDPER-URP-08 en E. coli, BL21(DE3)(pLysS) con IPTG (300 µM) a 18, 30 

y 37ºC por 18 horas. Para evaluar la expresión de rCynDPER-URP-08 entre las temperaturas 

de inducción se empleó Image J tomando como referencia los resultados del SDS-PAGE 

(Figura 4 y Figura 5). Para ello, se calculó la intensidad de las bandas del rCynDPER-

URP-08 en los cultivos no inducidos e inducidos, y de una banda observable en todas las 

muestras que se empleó para normalizar todos los datos (rCynD/Norm) (Anexo 4). 

Posteriormente, se calculó la concentración de rCynDPER-URP-08 usando las ratios del 

cultivo no inducido y los inducidos (Ratio I/ Ratio NI) (Anexo 4). Por último, se 

determinó mediante el método de Kruskal-Wallis que no existen diferencias 

significativas entre las temperaturas usadas para la inducción (p=0,1) (Figura 6¡Error! 

No se encuentra el origen de la referencia.).  

 

Figura 4. SDS-PAGE del primer ensayo de inducción. NI: no inducido. 18º: inducción 

a 18ºC. 30º: inducción a 30ºC. 37º: inducción a 37ºC. 
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Figura 5. SDS-PAGE del segundo ensayo de inducción. NI: no inducido. 18º: 

inducción a 18ºC. 30º: inducción a 30ºC. 37º: inducción a 37ºC. 
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Figura 6. Concentración de rCynDPER-URP-08 inducida en diferentes temperaturas. 

 

La rCynDPER-URP-08 fue purificada mediante una columna HiTrap usando una elución 

isocrática y en gradiente (Figura 7 y Figura 8), seguida de una cromatografía por 

exclusión de tamaño (10-600 KDa) (Anexo 7 y Anexo 9). Para evaluar la pureza de la 

proteína obtenida con elución en gradiente e isocrática, se realizó un SDS-PAGE 

(Figura 9, Figura 10 y Figura 11). Luego, tomando como referencias estos resultados, 

se empleó Image J para medir la intensidad de las bandas del rCynDPER-URP-08 y del resto 

de bandas del gel. Posteriormente, se calculó la ratio entre la intensidad de rCynDPER-

URP-08 y la intensidad total (rCynD/Total) para estimar la pureza de la proteína (Anexo 

6). Se obtuvo un porcentaje de pureza similar de rCynDPER-URP-08 al emplear una elución 

en gradiente (x̄ =0,51) o una elución isocrática (x̄ =0,50) (Anexo 6). Mediante el método 

de Wilcoxon se determinó que no existen diferencias significativas entre los tipos de 

elución empleados (p=1) (Figura 12). 
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Figura 7. Cromatograma de cromatografía por afinidad con elución en gradiente. 

 

Figura 8. Cromatograma de cromatografía por afinidad con elución isocrática. 

 



40 

 

 

Figura 9. SDS-PAGE de la purificación usando cromatografía por afinidad con 

elución en gradiente y cromatografía por exclusión de tamaño. 

 

Figura 10. SDS-PAGE de la purificación usando cromatografía por afinidad con 

elución isocrática y cromatografía por exclusión de tamaño. 
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Figura 11. SDS-PAGE de las fracciones de interés de las cromatografías con elución en 

gradiente e isocrática respectivamente. 

 

Figura 12. Pureza de rCynDPER-URP-08 obtenida empleando cromatografía con elución 

en gradiente e isocrática. 
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5.3 Determinación de la actividad enzimática de la proteína rCynDPER-URP-08. 

La proteína rCynDPER-URP-08 purificada fue incubada con diferentes concentraciones de 

NaCN a dos pHs diferetes (8 y 9). Se midió la formación de NH4 en el tiempo para 

estimar la velocidad inicial de rCynDPER-URP-08. A partir de estos datos se estimó la 

velocidad inicial en cada concentración de NaCN, y posteriormente se calculó la Km y 

kcat empleando la ecuación de Michaelis – Menten (Figura 13 y Figura 14). Se 

determinó mediante el método de Wilcoxon que no existen diferencias significativas en 

la estimación del Km y kcat entre los pH empleados durante el análisis cinético (p=0.48 y 

p=0.093 respectivamente) (Tabla 2, Figura 15 y Figura 16). 

Figura 13. Velocidad inicial (Vo) vs Concentración inicial de Cianuro a pH 8 
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Figura 14. Velocidad inicial (Vo) vs Concentración inicial de Cianuro a pH 9 

 

 

 Análisis cinético de rCynDPER-URP-08 empleando pH 8 y 9. 

pH Km (x̄ ± sd) kcat (x̄ ± sd) 

8 1,09 ± 0,66 4,83 ± 1,57 

9 0,97 ± 1,20 2,99 ± 1,41 
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Figura 15. Km obtenida empleando los pH 8 y 9 durante el análisis cinético.  

 

Figura 16. kcat obtenida empleando los pH 8 y 9 durante el análisis cinético. 

 

5.4 Cristalización de la proteína rCynDPER-URP-08 a diferentes pH y concentraciones 

de PEG 8000  

La proteína purificada fue colocada en una placa de cristalización empleando 

condiciones de cristalización diferentes, dado que se usaron distintas concentraciones 

de PEG (6, 8,10 y 12%), pHs (10,5; 11; 11,5) y aditivos (Figura 2). Las placas de 
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cristalización fueron revisadas durante 4 semanas. Luego de 17 días se observó la 

formación de cristales en 4 de las condiciones empleadas y se realizó la medición de los 

cristales (Tabla 3). De acuerdo al método de Kruskal-Wallis, se observó que los 

cristales más grandes se encontraron en la condición 2 (x̄ =95,00), luego en la condición 

1 (x̄ =60,00) y finalmente en las condiciones 3 (x̄ =27,78) y 4 (x̄ =29,09). Cabe señalar 

que el tamaño de los cristales entre las condiciones 3 y 4 no presentó diferencias 

significativas (Figura 21). Por ende, las condiciones de cristalización en donde se 

empleó el stock de aminoácidos como aditivo tuvieron los cristales más grandes. 

 Tamaño de cristales formados en diferentes condiciones de cristalización. 

Denominación Condición de cristalización Tamaño de los 

cristales (x̄ ± sd) 

Figura 

Condición 1 6% de PEG 8000, pH 10,5 y stock 

de aminoácidos como aditivo 

60 ,00± 10,00 µm Figura 17 

Condición 2 8% de PEG 8000, pH 11 y stock 

de aminoácidos como aditivo 

95,00 ± 7,07 µm Figura 18 

Condición 3 12% de PEG 8000, pH 10,5 y 

cationes divalentes como aditivo 

27,78 ± 4,41 µm Figura 19 

Condición 4 10% de PEG 8000, pH 11 y 

cationes divalentes como aditivo 

29,09 ± 7,01 µm Figura 20 
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Figura 17. Cristales en la condición de 6% de PEG 8000, pH 10,5 y stock de 

aminoácidos como aditivo (aumento de 40x).  

 
 

Figura 18. Cristales en la condición de 8% de PEG 8000, pH 11 y stock de aminoácidos 

como aditivo (aumento de 40x). 
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Figura 19. Cristales en la condición de 12% de PEG 8000, pH 10,5 y cationes divalentes 

como aditivo (aumento de 40x). 

 

 

Figura 20. Cristales en la condición de 10% de PEG 8000, pH 11 y cationes divalentes 

como aditivo (aumento de 40x). 
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Figura 21. Tamaño de los cristales formados en diferentes condiciones de cristalización. 
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VI. Discusión 

Se ha descrito la expresión, purificación y cristalización de la proteína rCynDPER-URP-08 

empleando a Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS) como sistema de expresión. Además, se 

confirmó la degradación de cianuro a través de la producción de amonio (NH3). 

En el presente estudio, se utilizó el plásmido pET-11a con un inserto del gen CynD de B. 

safensis PER-URP-08 y una etiqueta de 6 histidinas (C-terminal) para expresar rCynDPER-

URP-08. Este enfoque es similar a los empleados en estudios anteriores que utilizaron 

plásmidos basados en pET para la expresión de proteínas CynD de otras especies (Jandhyala 

et al., 2003; Sewel et al., 2003; Jandhyala et al., 2005; Wang et al., 2012; Crum et al., 2015b; 

Crum et al., 2016; Park et al., 2016a; Park et al., 2016b; Carmona-Orozco y Panay, 2019). 

Aunque los estudios anteriores no reportaron datos sobre la eficiencia de transformación, se 

pueden tomar como referencia los estudios de Pope et al. (1996) y Heiat et al., (2014) 

quienes también utilizaron vectores basados en pET y el método de choque térmico para la 

transformación bacteriana, donde se encontraron eficiencias de 7,9x10-2 – 1,7x10-1 y 5 – 

1,8x10 ufc/ng, respectivamente, mientras que en el estudio realizado se mostró una 

eficiencia de 2,3x10-1 – 1,24 ufc/ng. Es importante destacar que los estudios de Pope et al. 

y Heiat et al. emplearon diferentes genes, plásmidos y condiciones de cultivo bacteriano, lo 

que podría haber influido en las diferencias observadas en la eficiencia de transformación. 

El crecimiento de E. coli transformada (inserto de rCynDpum) a 22, 30 y 37°C fue evaluado 

por Jandhyala et al. (2003), no obstante, la expresión de rCynD durante la inducción no ha 

sido evaluada. Estudios previos emplearon las temperaturas de 18ºC (Justo et al., 2022), 

22ºC (Jandhyala et al., 2005), 30ºC (Jandhyala et al., 2005; Crum et al., 2015a; Crum et al., 

2015b; Crum et al., 2016; Park et al., 2016a) y 37ºC (Sewel et al., 2003; Wang et al., 2012; 

Park et al., 2016b) durante la inducción de los cultivos, por esta razón, en el presente estudio 
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se evaluó la expresión de rCynDPER-URP-08 en las temperaturas 18, 30 y 37ºC. No se 

encontraron diferencias significativas entre las temperaturas empleadas en este estudio por 

lo que nuestro sistema de expresión puede ser utilizado en cualquiera de estas temperaturas. 

Según Martínková et al. (2015), la biorremediación de residuos con cianuro debe llevarse a 

cabo a un pH igual o superior a 9 para evitar la volatilización de HCN. Se ha demostrado 

que rCynDpum y rCynDstut alcanzan su actividad óptima a pH 7,6-8 (Meyers et al., 1993; 

Jandhyala et al., 2005) y se inactivan a pH 9 y 10 respectivamente (Crum et al., 2015b; 

Watanabe et al., 1998). Crum et al. (2015b), construyó una enzima quimérica que mantiene 

su actividad a pH 9 (Km = 1,5 ± 0,5) empleando los residuos 1-286 de CynDpum y 287–335 

de CynDstut. En el presente estudio se demuestra que la enzima rCynDPER-URP-08 continúa 

siendo activa a pH 9, lo cual es congruente con lo presentado por Justo et al. (2022). Además, 

se comprobó que la actividad no se ve afectada significativamente al emplear pH 8 (Km = 

1,09 mM; kcat = 4,83 reacciones/segundo) o 9 (Km = 0,97 mM; kcat = 2,99 

reacciones/segundo), lo que sugiere que esta enzima puede ser una buena candidata para la 

biorremediación de cianuro. 

Cabe señalar que, de acuerdo a lo presentado por Jandhyala et al. (2003), la adición de la 

etiqueta de 6 histidinas en el extremo C-terminal no tiene un impacto en la actividad 

enzimática, sin embargo, sería importante que futuros estudios evalúen la actividad de la 

enzima empleando la etiqueta de 6 histidinas en el N-terminal en lugar de en el C-terminal, 

dado que el C-terminal presenta mayor variabilidad y está relacionado a la tolerancia a pH 

alcalinos (Crum et al., 2015). 

Los cristales obtenidos deben ser expuestos a rayos X en una siguiente investigación para 

analizar el patrón de difracción y determinar si los cristales corresponden a una proteína o 

una sal formada por los componentes de las soluciones de precipitación y/o los aditivos 
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(stock de aminoácidos y cationes divalentes). Si se trata de proteínas, se podrá observar una 

menor distancia entre las reflexiones en el patrón de difracción en comparación con las sales. 

Esta característica indicaría que la célula unitaria del cristal es de mayor tamaño, lo que 

confirma su naturaleza proteica (Anexo 13) (Andrade et al., 2007; Martiradona, 2014).  
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VII. Conclusiones 

 

De los resultados obtenidos podemos concluir que: 

1. Se logró transformar bacterias Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS) mediante el uso de 

diferentes concentraciones de plásmido (67,8; 135,6 y 271,2 ng/50 µL de bacterias 

competentes), demostrando una eficiencia de 1,24; 2,3x10-1 y 7,7x10-1  ufc/ng 

respectivamente, sin observar diferencias significativas (p=0,49).   

2. Se demostró que las temperaturas 18, 30 y 37ºC permiten la inducción de la expresión 

de rCynDPER-URP-08 en Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS), donde no se evidenció 

diferencias significativas (p=0,1). 

3. El uso de una elución isocrática o en gradiente en el ensayo de cromatografía no afectó 

significativamente la pureza de rCynDPER-URP-08 obtenida (p=1).  

4. La actividad enzimática (Km y kcat) de rCynDPER-URP-08 se mantuvo a pH 9 (p=0.48 y 

p=0.093 respectivamente), estos datos demostraron que puede ser una alternativa para 

la bioremediación de residuos contaminados con cianuro.  

5. Los cristales más grandes (60-95 µm) se obtuvieron usando una solución de 

precipitación suplementada con aminoácidos, mientras que usando una solución de 

precipitación suplementada con cationes divalentes produjo cristales más pequeños 

(27,78-29,09 µm), con diferencias significativas (p=0,0032). 

6. En la presente investigación no se logró determinar si los cristales obtenidos son de 

origen proteico o son de sales (cationes y aminoácidos) incorporados en la solución de 

precipitación. Para este efecto se requiere analizar el patrón de difracción de rayos X, 

lo cual no es objeto de esta investigación.   
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VIII. Recomendaciones 

- Determinar la temperatura óptima para la actividad de la enzima, realizando las 

reacciones de degradación de cianuro a diferentes temperaturas. 

- Evaluar la termoestabilidad de la enzima, incubándola a diferentes temperaturas y 

posteriormente midiendo su actividad enzimática residual. 

- Revisar las placas de cristalización durante los meses posteriores al ensayo inicial, 

dado que los cristales se pueden formar años después de la exposición a las 

condiciones de cristalización. 
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X. Anexos 

 Mapa del plásmido pET-11a con el inserto del gen CynD de B. safensis PER-

URP-08.   

 

Nota: Se observa que el plásmido expresante cuenta con el gen de CynD marcado 

con una etiqueta de 6 histidinas en el extremo C-terminal y con un gen de resistencia 

a la ampicilina. Los genes mencionados se encuentran regulados por el promotor 

T7, el cual puede ser inducido usando IPTG. 
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 Número de colonia formadas de acuerdo a la concentración de plásmido 

inoculado.  

Concentración 

de plásmido 

(ng/ul) 

Número de colonias por placa  x̄ ± sd 

Ensayo 

1 

Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4 Ensayo 5 Ensayo 6 

67,8 65 32 384 3 0 20 84 ± 148,8 

135,6 88 9 86 1 0 0 30,67 ± 43,77 

271,2 28 15 996 4 29 173 207,50 ± 391,27 

 

 Eficiencia de transformación de acuerdo a la concentración de plásmido 

inoculado. 

Concentración 

de plásmido 

(ng/ul) 

Eficiencia de transformación  x̄ ± sd 

Ensayo 

1 

Ensayo 

2 

Ensayo 

3 

Ensayo 

4 

Ensayo 

5 

Ensayo 

6 

 

67,8 0,96 0,47 5,66 0,04 0,00 0,29 1,24 ± 2,19 

135,6 0,65 0,07 0,63 0,01 0,00 0,00 0,23 ± 0,32 

271,2 0,10 0,06 3,67 0,01 0,11 0,64 0,77 ± 1,44 

 

 Concentración de rCynDPER-URP-08 en cultivos no inducidos e inducidos a 

diferentes temperaturas. 

Muestra Temp. 

(ºC) 

Nº 

Ensayo 

Intensidad 

rCynD 

Intensidad del 

Normalizador 

Ratio 

Norm. 

(rCynD/N

orm) 

Ratio 

rCynD 

(Ratio 

I/NI) 

x̄ ± sd 

No 

Inducido 

(NI) 

NA 1 6006,70 7259,75 0,83 NA NA 

2 10404,70 12943,58 0,80 NA 

Inducido 

(I) 

18 1 4815,37 1356,25 3,55 4,29 4,38 ± 0,14 

2 9926,21 2775,68 3,60 4,48 

30 1 6280,51 2058,86 3,04 3,67 3,87 ± 0,27 

2 12233,27 3764,91 3,26 4,06 

37 1 5615,82 2202,99 2,56 3,10 3,06 ± 0,06 

2 10669,24 4415,63 2,42 3,01 
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 Concentración de rCynDPER-URP-08 en cultivos no inducidos e inducidos a 

diferentes temperaturas (tabla extendida). 

Nº 

Ensayo 

Temperatura Intensidad 

rCynd 

Intensidad del 

Normalizador 

Ratio 

(rCynD/Norm) 

Resultado 

(Ratio I/NI) 

1 No Inducido 6006,70 7259,75 0,83 NA 

18 3670,70 1022,56 3,59 4,34 

18 4352,82 1254,97 3,47 4,19 

18 6422,60 1791,21 3,59 4,33 

30 5073,41 1797,09 2,82 3,41 

30 5454,65 1718,09 3,17 3,84 

30 8313,48 2661,39 3,12 3,78 

37 5166,94 1900,80 2,72 3,29 

37 5259,11 2078,80 2,53 3,06 

37 6421,41 2629,39 2,44 2,95 

2 No Inducido 10404,70 12943,58 0,80 NA 

18 7309,36 2132,26 3,43 4,26 

18 9407,60 2377,85 3,96 4,92 

18 13061,67 3816,92 3,42 4,26 

30 9597,48 2771,85 3,46 4,31 

30 11186,18 3679,09 3,04 3,78 

30 15916,13 4843,80 3,29 4,09 

37 7480,94 3139,80 2,38 2,96 

37 9845,48 3912,34 2,52 3,13 

37 14681,31 6194,75 2,37 2,95 

 

 Pureza de rCynDPER-URP-08 obtenida empleando cromatografía con elución 

en gradiente e isocrática. 

Tipo de 

elución 

Total rCynD Pureza 

(rCynD/Total) 

x̄ ± sd 

En 

gradiente 

245009,21 131844,41 0,54 0,51 ± 0,03 

245395,00 123872,24 0,50 

170901,92 82187,61 0,48 

Isocrática 157333,08 79585,60 0,51 0,50 ± 0,02 

172805,88 81180,02 0,47 

152876,64 77905,83 0,51 
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 Cromatograma de cromatografía por exclusión de tamaño. 

 

 Cromatograma de cromatografía por exclusión de tamaño (zoom). 
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  Cromatograma de cromatografía por exclusión de tamaño. 

 

  Cromatograma de cromatografía por exclusión de tamaño (zoom). 
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 Análisis cinético de rCynDPER-URP-08 empleando pH 8 y 9. 

pH Ensayo Km  x̄ ± sd kcat  x̄ ± sd 

8 Ensayo1 1,65 1,09 ± 0,66 4,6 4,83 ± 1,57 

Ensayo2 0,57 3,65 

Ensayo3 0,32 3,03 

Ensayo4 1,74 6,99 

Ensayo5 0,6 4,25 

Ensayo6 1,67 6,44 

9 Ensayo1 0,88 0,97 ± 1,20 3,42 2,99 ± 1,41 

Ensayo2 0,13 1,35 

Ensayo3 3,31 5,03 

Ensayo4 0,96 4 

Ensayo5 0,33 2,39 

Ensayo6 0,22 1,74 

 

 Tamaño de los cristales formados en diferentes condiciones de cristalización 

(tabla extendida). 

Denominación  Condición de cristalización Tamaño de los cristales 

Condición 1 6% de PEG 8000, pH 10,5 y stock 

de aminoácidos como aditivo 

70 60 50 - - - - - - - - 

Condición 2 8% de PEG 8000, pH 11 y stock 

de aminoácidos como aditivo 

100 90 - - - - - - - - - 

Condición 3 12% de PEG 8000, pH 10,5 y 

cationes divalentes como aditivo 

30 20 30 30 30 30 30 30 20 - - 

Condición 4 10% de PEG 8000, pH 11 y 

cationes divalentes como aditivo 

40 30 30 30 30 20 30 40 20 30 20 
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  Patrón de difracción de rayos X de un cristal de (A) Amidasa de 

Pseudomonas aeruginosa y (B) Sulfuro de Zinc.  

  

Nota: Se observa una menor distancia entre las reflexiones del patrón de difracción en la 

proteína Amidasa en comparación con la sal ZnS, lo cual indica un mayor tamaño de la 

célula unitaria del cristal de proteína. Tomado de Crystallization, diffraction data collection 

and preliminary crystallographic analysis of hexagonal crystals of Pseudomonas 

aeruginosa amidase (p. 214), por Andrade et al, 2007, Acta Crystallographica y de A 

photograph of crystal order (p.7) Martiradonna, L. A, 2014, Nature 511. 
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