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Procedimiento para eliminar tiramina de diferentes fuen-
tes. El procedimiento se basa en las reacciones cataliza-
das por los genes presentes en las agrupaciones génicas
tyn y hpa de Pseudomonas putida U, partiendo de trans-
formar tiramina y dopamina en 4-hidroxifenilacetaldehído
y 3,4-dihidroxifenilacetaldehído, reacción que puede con-
tinuarse a los ácidos 4-hidroxifenilacético y 3,4-dihidro-
xifenilacético respectivamente, mediante las enzimas del
cluster tyn y que, si se complementa con las enzimas del
cluster hpa, permite la degradación y tiramina y dopamina
en ácido pirúvico y ácido succínico. La invención se refiere
además a las enzimas que catalizan el proceso, molécu-
las de ácido nucleico que las codifican, vectores que per-
mitan su expresión y, especialmente a microorganismos
recombinantes transformados con dichos vectores. Ade-
más, la invención se refiere al uso de microorganismos
que posean los genes adecuados para expresar las pro-
teínas implicadas en el proceso para reducir la tiramina y
dopamina de alimentos.
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DESCRIPCIÓN

Procedimiento para eliminar tiramina de diferentes fuentes.

Campo técnico de la invención

El campo técnico de la invención pertenece a la Biotecnología. La invención consiste se refiere a un nuevo proce-
dimiento para disminuir el contenido de tiramina y/o dopamina en una muestra que se basa en una vía de degradación
bacteriana de estos compuestos desconocida hasta ahora que lleva a cabo la transformación de tiramina y de dopamina
en los ácidos 4-hidroxifenilacético y 3,4-dihidroxifenilacético respectivamente, compuestos que, al ser degradados
por las enzimas de otro cluster complementario, son finalmente degradados en ácido pirúvico y ácido succínico: La
invención se refiere al procedimiento basado en las enzimas que catalizan las reacciones de dicha vía, así como a las
proteínas que intervienen en la vía, las secuencias que las codifican, los vectores a partir de los cuales pueden expre-
sarse y los microorganismos recombinantes en los que se expresen las proteínas implicadas en la ruta, así como en el
uso de estos microorganismos recombinantes y los que expresen las enzimas de la ruta de forma natural para disminuir
el contenido de tiramina y/o dopamina en muestras que las contengan, preferentemente alimentos y bebidas.

Estado de la técnica

Aminas biogénicas. Aspectos generales

Las aminas son compuestos químicos derivados del amoniaco que resultan de la sustitución de los hidrógenos de
esa molécula por radicales alquilo. Según se sustituyan uno, dos o tres hidrógenos, las aminas serán primarias, secun-
darias o terciarias. Cuando son originadas como consecuencia de la actividad de organismos vivos y poseen actividad
biológica (cumplen importantes funciones en las células) reciben el nombre de aminas biogénicas o biogénicas. En
función del número de grupos amino presentes en la molécula podemos diferenciar, monoaminas, diaminas y po-
liaminas. Las monoaminas alifáticas están muy extendidas en la naturaleza donde también es abundante la diamina
putrescina, mientras que las poliamidas espermidina y espermina son producidas por animales, por plantas y por la
mayoría de las bacterias (1).

Las aminas aromáticas, originadas por descarboxilación de aminoácidos, son las aminas más comunes en los
alimentos (histamina, 2-feniletilamina, tiramina, etc.) y también tienen gran importancia como transmisores dentro
del sistema nervioso central (dopamina, noradrenalina, epinefrina, serotonina, etc.).

Podemos hacer una distinción entre aminas biogénicas endógenas, que son aquellas que son sintetizadas en di-
ferentes tejidos de los organismos superiores (como por ejemplo la adrenalina producida en la médula adrenal o la
histamina en los mastocitos) y aminas biogénicas exógenas, que son las ingeridas en la dieta. Estas aminas biogénicas
exógenas pueden estar presentes en los alimentos de origen vegetal (frutas y hortalizas), o bien pueden aparecer en los
alimentos como consecuencia de la actividad microbiana durante el procesado (cura de carnes y quesos) o durante el
almacenaje de los mismos. Debido a que pueden provocar efectos nocivos tanto en el hombre como en los animales,
son consideradas sustancias tóxicas.

Las aminas biogénicas más importantes que pueden encontrarse en los alimentos son la histamina, la putrescina,
la cadaverina, la tiramina, la triptamina, la feniletilamina, la espermina y la espermidina; y los alimentos que las
contienen pueden ser muy variados (pescado, carne, huevos, quesos, bebidas fermentadas, etc.) (2).

Afortunadamente, los organismos cuentan con diferentes sistemas naturales de destoxificación (monoaminooxi-
dasa -MAO- o la diaminooxidasa -DAO-) que les permiten eliminar las aminas biogénicas, evitando los efectos
perjudiciales causados por estos compuestos. Sin embargo, puede haber casos en que estos sistemas no funcionan
correctamente, o se encuentran inhibidos por la acción de determinados fármacos, por lo que la presencia de aminas
biogénicas en los alimentos puede suponer un grave problema para la salud.

Por todas estas razones es muy interesante seleccionar microorganismos que al ser utilizados en los procesos de
elaboración de alimentos (curados, fermentaciones, etc.), no acumulen aminas biogénicas, o que lo hagan en concen-
traciones que no sean peligrosas para la salud. La Ingeniería Genética y la Ingeniería Metabólica podrían contribuir a
obtener este tipo de cepas asegurando, además, que se conserven otra serie de propiedades y características que son
necesarias para mantener los estándares de identidad y calidad de los alimentos.

Las aminas biogénicas como neurotransmisores

Desde hace décadas se tiene constancia de que la transmisión catecolaminérgica está mediada por aminas biogé-
nicas entre las que se incluyen las catecolaminas (dopamina, noradrenalina y adrenalina) derivadas del aminoácido
tirosina; la indolamina serotonina, sintetizada a partir del triptófano; y la histamina, producida a partir del aminoácido
histidina.
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Catecolaminas

Bajo el término catecolaminas se engloban todas aquellas aminas biogénicas derivadas de la tirosina que contienen
un grupo catecol y un grupo amino en su molécula. El primer paso en la síntesis de catecolaminas está catalizado
por la enzima tirosinahidroxilasa mediante una reacción que requiere oxígeno como substrato y tetrahidrobiopterina
como cofactor, y permite obtener como producto final dihidroxifenilalanina (DOPA) (Figura 1). Por lo tanto, la tasa de
tirosinahidroxilasa va a ser el factor limitante para la síntesis de las tres aminas neurotransmisoras catecolaminérgicas
(dopamina, noradrenalina y adrenalina).

La dopamina se produce por la descarboxilación de L-DOPA. Esta reacción se lleva a cabo por la enzima DOPA
descarboxilasa. El área del cerebro donde se encuentra en mayor abundancia es en el corpus estriatum, jugando un
papel esencial en la coordinación de los movimientos corporales (3). En pacientes que padecen la enfermedad de
Parkinson, por ejemplo, se ha observado degeneración de las neuronas dopaminérgicas, lo que va a dar lugar a la
característica disfunción motora asociada a esta enfermedad (4).

La noradrenalina, también llamada norepinefrina, requiere para su síntesis, a partir de dopamina, la acción de la
dopamina-β-hidroxilasa. Esta catecolamina se produce mayoritariamente en las neuronas de los ganglios simpáticos y
su acción está relacionada con el sueño, la vigilia, la atención y la conducta.

La adrenalina, también llamada epinefrina, está presente en el cerebro en niveles más bajos que las otras dos
catecolaminas. La enzima que sintetiza la adrenalina, la feniletanolamina-N-metiltransferasa, se localiza solo en las
neuronas secretoras de esta catecolamina.

Las enzimas más importantes en el catabolismo de catecolaminas son la monoaminooxidasa (MAO) y la catecol
O-metiltransferasa (COMT) (5). Estas enzimas se encuentran respectivamente en las mitocondrias y en el citoplasma
tanto de las células neuronales como de las gliales. Los inhibidores de estas enzimas se utilizan en clínica como
antidepresivos (6).

Histamina

Esta amina biogénica neurotransmisora se produce por descarboxilación de la histidina debido a la acción de la
histidinadescarboxilasa (Figura 2A). En su metabolismo intervienen tanto la histidinametiltransferasa como la MAO.
La mayor concentración de este neurotransmisor se encuentra en las neuronas del hipotálamo y su acción está rela-
cionada con los procesos de alerta y atención. La histamina también es liberada por los macrófagos en respuesta a
reacciones alérgicas o a daños en los tejidos.

Serotonina

Esta indolamina, también llamada 5-hidroxitriptamina, se sintetiza en las neuronas a partir del triptófano ingerido
con los alimentos tras ser hidroxilado a 5-hidroxitriptófano mediante una reacción catalizada por la enzima triptófano-
5-hidroxilasa. Posteriormente, el 5-hidroxitriptófano se descarboxila por medio de la acción de una 5-hidroxitriptofano
descarboxilasa para dar lugar a la serotonina (Figura 2B). La principal enzima encargada de su degradación es la MAO,
al igual que sucede en las demás aminas biogénicas. La serotonina está implicada en la regulación del sueño y de la
vigilia.

Además de las monoaminas neurotransmisoras, existen otras aminas biogénicas que poseen una estructura mole-
cular parecida y que actúan como neuromoduladores o “falsos neurotransmisores”. Estas aminas endógenas, también
denominadas aminas “traza” o microaminas, se encuentran en pequeñas cantidades en el sistema nervioso central y su
estudio está adquiriendo una importante relevancia en los últimos años.

Aminas “traza”

Con el término aminas “traza” o microaminas, se hace referencia a una familia de aminas endógenas, estructural
y metabólicamente relacionadas con la dopamina, la noradrenalina y la serotonina (7-8). En este grupo se incluyen p-
y m-octopamina, p- y m-tiramina, triptamina y β-feniletilamina (Figura 3). Todas estas moléculas están heterogénea-
mente distribuidas en el cerebro de mamíferos en concentraciones muy bajas (0,1-100 ng/g de tejido) (9), pero juegan
un papel importante en la coordinación de la respuesta sináptica mediada por las aminas biogénicas neurotransmisoras.

Recientemente se han caracterizado dos receptores específicos de estas aminas “traza” que no pueden ser activados
por las monoaminas neurotransmisoras. Estos receptores se denominan TA1 y TA2, pertenecen a la familia de recepto-
res asociados a las proteínas G (GPCRs) y se encuentran localizados en la membrana plasmática pre- y post-sináptica
de las neuronas receptoras. Son activados por triptamina, p-tiramina y por β-feniletilamina, así como por anfetamina,
3,4-metilenedioximetanfetamina (MDMA) y otros tipos de drogas alucinógenas. (10). Este descubrimiento ha des-
pertado un gran interés por estos compuestos a los que, dada su relevancia fisiológica, se les denomina “anfetaminas
endógenas” (11-12).
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Además de estos aspectos recientemente descubiertos, desde hace años se conoce la función co-transmisora jugada
por estas aminas “traza” en los sistemas de neurotransmisión mediados por dopamina, noradrenalina o por serotonina
(8). La similitud estructural de estas aminas “traza” con las monoaminas neurotransmisoras, les va a permitir actuar
como sustitutos o “falsos neurotransmisores” en los sistemas de dopamina y noradrenalina. Además, debido a su
similitud funcional están siendo utilizados en el tratamiento de la encefalopatía hepática (13) o en la enfermedad de
Parkinson (14).

Finalmente las aminas “traza” pueden servir de neuromoduladores en el sistema nerviosos central, pero antes de
explicar esta actividad debería hacerse una clara distinción entre neurotransmisor y neuromodulador (15).

Se denomina neurotransmisor, a la molécula liberada por una neurona al canal sináptico en respuesta a una ac-
tividad eléctrica y que posteriormente se va a unir específicamente a sus receptores post-sinápticos, provocando la
inducción de un cambio en la excitabilidad de la célula post-sináptica y de este modo, permitir el paso de la informa-
ción.

Un neuromodulador es también una molécula liberada por una neurona, pero que en este caso no es capaz de
provocar un cambio en la excitabilidad de la membrana de la célula post-sináptica por sí mismo, ya que necesita de la
presencia de un neurotransmisor. La liberación de un neuromodulador actúa modificando la acción (incrementándola
o disminuyéndola) de un neurotransmisor coexistente.

Por lo tanto, no es extraño que las aminas “traza”, hayan estado implicadas en la mayoría de los trastornos neu-
ropsiquiátricos asociados a disfunciones en los sistemas de catecolaminas e indolaminas, ya que estos compuestos
modulan los procesos de señalización que ocurren en los terminales post- y pre-sinápticos de estos sistemas. Se cree
que alteraciones en la función de estas “aminas traza” están involucradas en la etiología de una gran variedad de tras-
tornos neuropatológicos, incluidas las alucinaciones, esquizofrenia, depresión, estados de ansiedad, hiperactividad,
trastorno bipolar, etc. (11, 16-18).

Presencia de aminas biogénicas en los alimentos

Las aminas biogénicas, además de estar presentes en el sistema nervioso central cumpliendo funciones neuro-
transmisoras y neuromoduladoras, se encuentran presentes en los alimentos y bebidas fermentadas, donde se generan
mediante la descarboxilación de sus aminoácidos precursores. Su acumulación (especialmente la de aminas biogéni-
cas aromáticas) puede hacer que la ingesta de estos alimentos resulte perjudicial para la salud. Las principales aminas
biogénicas que pueden provocar toxicidad cuando se acumulan en alimentos, aparecen reflejadas en la figura 4.

Las aminas y poliaminas (PAs) solamente se encuentran de forma natural en los alimentos de origen vegetal, ya que
estas moléculas se encuentran en las plantas y en sus frutos, formando parte de las paredes celulares de éstos o actuando
como sistema defensivo frente al ataque de patógenos o de depredadores (19). Debido a su naturaleza química, estos
compuestos participan en numerosos procesos celulares básicos, así como en diferentes eventos relacionados con el
crecimiento, con el desarrollo y con la respuesta de las plantas a determinadas condiciones de estrés. Las PAs además
de ser esenciales para el crecimiento de las plantas, bajo condiciones apropiadas, pueden ejercer funciones específicas
de control de la morfogénesis (20).

La amina predominante dependerá del tipo de fruto o planta que se considere; así por ejemplo, en frutos como
el limón, la mandarina y la fresa, predomina la putrescina, mientras que en la frambuesa y en las setas, la amina
predominante es la tiramina (21). Se ha comprobado, además, que entre distintas variedades de un mismo fruto puede
haber una gran variación de los niveles de aminas (22).

Sin embargo, las aminas biogénicas presentes en muchos alimentos también pueden tener un origen exógeno,
siendo generadas mediante descarboxilación de los aminoácidos precursores. Así, aparecen en una gran variedad
alimentos, ya sean estos no fermentados (pescado, productos lácteos, carne, etc.) o bien aquellos otros que han sufrido
algún tipo de fermentación durante su elaboración (vino, cerveza, queso, etc.). Su acumulación es un aspecto a tener
muy en cuenta debido a los problemas toxicológicos que puede generar su ingestión.

Hay factores que van a limitar la acumulación de aminas biogénicas (sobre todo las que son debidas a la actividad
microbiana) en los alimentos. Así, por ejemplo, la disponibilidad de sustrato, el pH del medio, la concentración de
sales y la temperatura también van a tener una gran influencia en la producción de aminas. El piridoxal fosfato es
un factor requerido para que se lleve a cabo la descarboxilación de aminoácidos en la mayoría de las bacterias y, por
consiguiente, su presencia o ausencia será determinante para la síntesis de aminas biogénicas.

Presencia de aminas en alimentos no fermentados

La presencia de aminas biogénicas en los alimentos no fermentados es un indicador de la presencia de actividad
microbiana no deseada, y por lo tanto, el nivel de aminas presente puede ser utilizado como un indicador del deterioro
del alimento por acción de los microorganismos. Normalmente, la cantidad de histamina, putrescina y cadaverina se
incrementa durante el deterioro del alimento, mientras que los niveles de espermina y espermidina disminuyen. Debido
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a esta característica, se ha utilizado el Indice de Aminas Biogénicas (IAB), definido por Karmas (23) y expresado
en mg/Kg, para calcular el grado calidad de un alimento. En la actualidad la detección y cuantificación de aminas
biogénicas se realiza mediante técnicas de HPLC, tal y como se describirá más adelante en este trabajo.

IAB = [histamina] + [putrescina] + [cadaverina] /1 + [espermina] + [espermidina]

Pescados o carne con un valor de IBA por debajo de 1 son considerados de primera calidad, mientras que valores
alrededor de 10 indican una pobre calidad microbiológica del producto.

Entre los alimentos no fermentados que acumulan aminas endógenas cabe destacar el pescado y la carne, que se
caracterizan por acumular grandes concentraciones de histamina y tiramina, respectivamente, durante su almacena-
miento, aunque éste no sea prolongado. Más aún, se ha demostrado que la acumulación de aminas como consecuencia
de la actividad microbiana, no puede evitarse con el envasado al vacío del producto (24). La única medida efectiva
para evitar la acumulación de aminas biogénicas es el almacenamiento de los productos a bajas temperaturas (24).

Presencia de aminas en alimentos fermentados

Durante los procesos de preparación de alimentos fermentados, el producto suele ser incubado durante días, se-
manas e incluso meses, hasta alcanzar el grado necesario de fermentación o maduración, por lo que cabe esperar una
mayor proliferación de microorganismos y, por consiguiente, una mayor presencia de aminas biogénicas en esos pro-
ductos. Además, en la elaboración de estos alimentos se necesita la participación de microorganismos que modifiquen
las propiedades de la materia prima original, por lo que la eliminación de estos microorganismos desvirtuaría la cali-
dad, propiedades y características de los productos. Esto es lo que ocurre con alimentos tan populares como el queso,
los embutidos, el chucrut o el vino (25).

La amina más importante que se acumula en el queso durante la maduración del mismo es la tiramina (26) y, en
menor medida, la feniletilamina. Durante este proceso, la caseína es lentamente degradada por enzimas proteolíticas,
incrementando de este modo el contenido de aminoácidos libres que pueden ser susceptibles de servir de substrato a
descarboxilasas bacterianas específicas, para dar lugar a la formación de CO2 y una amina.

En cambio, la amina que se acumula mayoritariamente en los embutidos es la histamina (21), pero en este caso
su acumulación dependerá del proceso de elaboración, del tipo de carne utilizada, de su proporción y de la calidad
de la misma, así como del tiempo de maduración. En el caso de los embutidos, se puede disminuir en gran medida
la cantidad de aminas acumuladas en el producto final mediante la utilización de cultivos iniciadores (starters) que
contienen los microorganismos adecuados para llevar a cabo la fermentación requerida, pero que no producen estas
aminas indeseables. Esta medida, que ha supuesto un gran avance en la regularización de los procesos de fermentación,
no siempre es eficaz, ya que la flora microbiana endógena (presente en las materias primas originales) puede ser ya
capaz de producir aminas biogénicas por sí misma.

Un grupo de productos importantes en cuanto a la acumulación de aminas biogénicas son las bebidas fermentadas.
Tal es el caso de, la cerveza y especialmente, del vino. La presencia de aminas en estas bebidas es la responsable del
característico dolor de cabeza que se experimenta después de un consumo abusivo (26).

En el vino se encuentran principalmente histamina, tiramina y putrescina, en cantidades muy variables según
el tipo de vino. La concentración de estas aminas es baja durante la fermentación alcohólica y aumenta durante la
fermentación maloláctica. Esto explica que los vinos tintos tengan concentraciones superiores de estas aminas con
respecto a los vinos blancos, ya que estos últimos no sufren la fermentación maloláctica. Después de esta fermentación,
el vino suele ser sulfatado para eliminar las poblaciones de bacterias y levaduras indeseables a partir ese momento,
pero aún así, la concentración de aminas biogénicas sigue evolucionando y puede llegar hasta los 50 mg/l durante la
crianza (27). Aunque no existe una regulación definida en relación a la concentración de aminas biogénicas en el vino,
hay países que han establecido límites para la importación (Canadá y Suiza 10 mg/l, Holanda 5 mg/l). Esto es debido
a que la presencia de aminas en el vino entraña más riesgo que en otros alimentos, ya que al interactuar con ellas el
alcohol, se van a ver afectados los mecanismos de destoxificación del organismo y se incrementan las posibilidades
de intoxicación por ingesta de aminas.

Los niveles de aminas biogénicas en bebidas alcohólicas elaboradas mediante fermentaciones con levaduras, son
generalmente más bajos que los hallados en bebidas en cuya elaboración tiene lugar una fermentación ácido láctica
(excepto el yogurt), pero aun así estas pueden contener cantidades considerables de putrescina, cadaverina, histamina
y tiramina (2).

En resumen, las principales conclusiones que se pueden sacar acerca de la presencia de aminas biogénicas en los
alimentos son las siguientes:

La mayoría de los alimentos son susceptibles de deteriorarse por la acción de microorganismos capaces de producir
aminas biogénicas.

Concentraciones elevadas de ciertas aminas en los alimentos pueden resultar nocivos para la salud.
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Se debe dar gran importancia a la evaluación del contenido en aminas de los alimentos, así como a la presencia de
otros agentes potenciadores del efecto de éstas, tales como otras aminas, el alcohol o ciertas drogas.

Se pueden y se deben evitar las concentraciones elevadas de aminas biogénicas en los alimentos, mediante buenas
prácticas de fabricación y almacenaje de los mismos (control de la higiene, de la contaminación, de la temperatura,
etc.).

En la producción de alimentos que precisen de una fermentación acidoláctica, se deben utilizar cultivos iniciado-
res (starters) de microorganismos que sean aminoácido descarboxilasa negativos. En este sentido, resultaría de gran
utilidad la elaboración de cultivos starters que presenten en su composición microorganismos que no solamente no
produzcan esas aminas sino que sean capaces de degradarlas.

Toxicología de las aminas biogénicas

Como se ha indicado con anterioridad, la histamina, la tiramina, la triptamina y la β-feniletilamina son aminas
biológicamente activas que pueden provocar importantes efectos fisiológicos en el ser humano, tanto psicoactivos
(neuromoduladores) como vasoactivos. El consumo de alimentos con un elevado contenido en aminas biogénicas
puede provocar un gran número de efectos farmacológicos (Tabla 1) que caracterizan a determinadas enfermedades,
como por ejemplo la intoxicación con histamina o la “reacción del queso” producida por la ingesta de tiramina.
Además, las aminas están siendo actualmente estudiadas como precursores de compuestos carcinogénicos (21).

TABLA 1

Aminas biogénicas presentes en los alimentos y sus efectos en el organismo
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De entre todas las aminas biogénicas presentes en los alimentos, cabe destacar por su elevada toxicidad (conse-
cuencia del mayor número de efectos fisiológicos que provocan), la histamina y la tiramina.

La histamina es una amina muy activa biológicamente, ya que desempeña muchas acciones dentro del organis-
mo. Aunque los mastocitos y los basófilos sanguíneos contienen grandes cantidades de histamina, ésta se encuentra
almacenada en gránulos característicos y no se liberarán a menos que se produzcan reacciones especiales (reacción
alérgica). La histamina puede estimular el ritmo cardiaco y este efecto tiene como consecuencia la liberación de adre-
nalina y noradrenalina por las glándulas suprarrenales, excitación de la musculatura uterina y del tracto respiratorio,
estimulación tanto de neuronas motoras como sensoriales y control de la secreción gástrica (28). Por lo tanto, no es
sorprendente que en la intoxicación con histamina se manifiesten síntomas cutáneos como son la urticaria y la apari-
ción de edemas o erupciones, además de síntomas gastrointestinales, como por ejemplo, nauseas, vómitos y diarrea.
También se pueden dar otros síntomas como hipotensión, dolor de cabeza o palpitaciones (29).

A pesar del carácter tóxico ocasionado por un exceso de histamina, la presencia de esta amina en los alimentos no
tiene porqué ser peligrosa. Existen muchos alimentos que contienen pequeñas cantidades de histamina y que, por lo
tanto, van a ser fácilmente toleradas por el organismo gracias a la existencia de eficientes sistemas de destoxificación
en el tracto digestivo, que van a metabolizar tanto la histamina ingerida como la histamina formada por la propia flora
intestinal. Este sistema de destoxificación está compuesto por dos enzimas diferentes: la diamino oxidasa y la histidina-
N-metiltransferasa. Estas dos enzimas se encargan de convertir la histamina en productos sin actividad biológica, y
su eficiencia es elevada cuando existe un consumo de aminas normal en la dieta. Sin embargo, estos mecanismos son
menos eficaces si se ingieren grandes cantidades de aminas, o en presencia de otras aminas que potencien el efecto
tóxico causado por la histamina.

La presencia de tiramina induce la liberación de noradrenalina desde el sistema nervioso simpático, lo que va
a provocar un incremento de la presión sanguínea mediante la vasoconstricción periférica y un aumento del ritmo
cardiaco. También puede causar dilatación de las pupilas, aumento de la salivación, de la respiración y de los niveles
de azúcar en sangre (30).

En lo referente a la presencia de tiramina en los alimentos, cabe destacar no sólo su propia toxicidad, sino también
sus efectos nocivos en presencia de inhibidores de la monoamino oxidasa (MAO), pudiendo provocar estados críticos
de hipertensión (31-33). La MAO se encarga de la desaminación oxidativa de las aminas derivadas de los alimentos, y
constituyen el mejor sistema defensivo endógeno frente a estos compuestos tóxicos, permitiendo la degradación de los
mismos antes de que estos pasen al torrente circulatorio. La utilización de drogas inhibidoras de la MAO durante el
tratamiento de determinadas enfermedades mentales (depresión, esquizofrenia, etc.) va a provocar la inhibición de este
sistema natural de destoxificación y, como consecuencia de esta inhibición, se producirá la acumulación de tiramina
en la sangre, lo que generará estados críticos de hipertensión en los pacientes. El primer alimento que se asoció con
este proceso fue el queso, por lo que este incremento de la presión sanguínea es conocido como “reacción del queso”
y puede causar graves dolores de cabeza, hemorragias cerebrales o fallo cardiaco (1).

Además de poder actuar como agentes tóxicos, actualmente se está estudiando la implicación de las aminas en la
síntesis de derivados que podrían actuar como agentes mutagénicos. Al añadir nitratos a los alimentos como conser-
vantes, y al reaccionar éstos con las aminas presentes en dichos alimentos, se van a generar N-nitrosaminas, que son
compuestos carcinogénicos y constituyen un serio riesgo para la salud humana. Algunos ejemplos de estos procesos
son la reacción entre la tiramina y nitritos que va a originar 3-diazotiramina, compuesto que induce la aparición de
cáncer en la cavidad oral de ratas (30), y la reacción entre tiramina y nitratos que cuando transcurre en condiciones
ácidas da lugar a un compuesto mutagénico identificado como 4-(2-aminoetil)-6-diazo-2,4-ciclohexadienona (34).

Producción de aminas biogénicas en los alimentos

Como ya hemos indicado, la mayoría de las aminas presentes en los alimentos son generadas por descarboxilación
de sus correspondientes aminoácidos precursores, mediante la acción de enzimas específicas (aminoácido descarbo-
xilasas) producidas por los microorganismos presentes en esos alimentos. Estas descarboxilasas están presentes en un
gran número de especies pertenecientes a diferentes géneros bacterianos.

Para que se lleve a cabo la formación de aminas biogénicas en los alimentos se necesitan los siguientes requisitos:
a) disponibilidad de aminoácidos libres (generalmente originados por acción proteolítica); b) presencia de microorga-
nismos que posean enzima descarboxilasa (descarboxilasa positivos); y c) que se den las condiciones fisicoquímicas
oportunas que permitan tanto el crecimiento bacteriano como la síntesis y la actividad descarboxilasa. Los microorga-
nismos descarboxilasa positivos, pueden estar formando parte de la flora endógena de los alimentos, o ser introducidos
por contaminación durante los procesos de elaboración o de almacenaje. En el caso de alimentos y bebidas que durante
su elaboración sufren procesos de fermentación, la introducción de cultivos iniciadores puede afectar a la producción
de aminas biogénicas interaccionando, directa o indirectamente, tanto con la flora endógena como con la flora conta-
minante (2).

La mayoría de las descarboxilasas mantienen su actividad incluso después del proceso de pasteurización. Este
hecho, unido a que la mayor parte de la aminas son termoestables, implica no solo que la cantidad de aminas ya
formadas en los alimentos no se va a eliminar con el proceso de pasteurización, sino que, incluso, aumentará durante
el almacenaje.
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Descarboxilación de aminoácidos

En la descarboxilación de aminoácidos se produce la eliminación del grupo α-carboxilo del aminoácido en cuestión
para dar lugar a CO2 y a la amina correspondiente. Esta reacción está catalizada por descarboxilasas bacterianas que
son específicas para cada aminoácido. Así, por ejemplo, la ornitina puede ser degradada a putrescina y la lisina a cada-
verina mediante la acción de la ornitina descarboxilasa (35) y la lisina descarboxilasa (36) respectivamente. Del mismo
modo y siempre que se den las condiciones adecuadas, la histidina, la tirosina, el tritófano y la fenilalanina se descar-
boxilarán a histamina, tiramina, triptamina y β-feniletilamina mediante la acción de la histidina descarboxilasa (37),
la triptófano descarboxilasa (38), la tirosina descarboxilasa (39) y la fenilalaninadescarboxilasa (40), respectivamente.
También existe una descarboxilasa de L-aminoácidos aromáticos (AADC) que cataliza la reacción de descarboxilación
irreversible de L-DOPA a dopamina, pero que presenta una menor especificidad de sustrato que las anteriores, ya que
es capaz de llevar a cabo la descarboxilación tanto de tirosina, como de fenilalanina, 5-hidroxitriptófano y triptófano
(41).

Las aminoácido descarboxilasas han sido ampliamente estudiadas en los últimos años (42). La mayoría de ellas
utilizan pidoxal-5’-fosfato o piruvato como coenzima, y son dependientes de vitamina B6. Actualmente se dispone de
un gran número de secuencias correspondientes a aminoácido descarboxilasas que están recogidas en las diferentes
bases de datos. El análisis comparativo de las mismas ha permitido clasificarlas en cuatro grupos (Tabla 2) e identificar
regiones funcionalmente importantes dentro de esas secuencias.

Se han propuesto dos mecanismos de acción para la descarboxilación de aminoácidos, uno está basado en una
reacción dependiente de piridoxal fosfato, y otro requiere una molécula de piruvato como cofactor (43).

En las reacciones de descarboxilación dependientes de piridoxal-5-fosfato, se forma una base de Schiff debido a
la reacción del grupo aldehído del piridoxal con uno de los grupos amino pertenecientes a una lisina localizada en el
centro activo de la enzima (aldimina interna). El grupo carbonilo del piridoxal-5-fosfato reacciona fácilmente con los
aminoácidos para formar una nueva base de Schiff (aldimina externa) que funciona como intermediario, y que permite
que éstos sean posteriormente descarboxilados para dar lugar a la correspondiente amina y a la molécula de piridoxal
fosfato original.

En las reacciones de descarboxilación no dependientes de piridoxal-5-fosfato, está implicada una molécula de pi-
ruvato (101). En este caso será el grupo piruvil el que se une covalentemente al grupo amino del aminoácido formando
una base de Schiff, permitiendo que sean posteriormente descarboxilados mediante una reacción muy similar a la
reacción de descarboxilación dependiente de piridoxal-5-fosfato.

La descarboxilación de aminoácidos tiene una importante función energética para las bacterias en aquellos am-
bientes pobres en nutrientes, ya que al tratarse de una reacción endotérmica, constituye un sistema de generación de
ATP, a la vez que conduce a la síntesis de aminas. Por otro lado, la formación de aminas provocará un aumento del
pH del medio, favoreciendo el crecimiento bacteriano. Por todas estas razones, se puede considerar la descarboxila-
ción de aminoácidos como un mecanismo muy ventajoso que permite la adaptación al medio a un gran número de
microorganismos.

(Tabla pasa a página siguiente)
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TABLA 2

α-aminoácido descarboxilasas dependientes de piridoxal-P con sus secuencias conocidas
(Sandmeier et al., 1994)
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Microorganismos productores de aminas biogénicas

Enzimas con actividad descarboxilante han sido encontradas en un gran número de bacterias entre las que se
incluyen especies de enterobacterias, pseudomonádidos, enterococos y lactobacilos, entre otras (44).
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Existen varias enterobacterias con actividad descarboxilásica (fundamentalmente relacionada con la producción de
cadaverina y putrescina). Los estudios llevados a cabo in vitro con Enterobacter cloacae y con diferentes especies de
Serratia, así como en Citrobacter freundii y Enterobacter aerogenes, han puesto de manifiesto la capacidad de estos
microorganismos para formar grandes cantidades de putrescina y de cadaverina (45). Otras enterobacterias se carac-
terizan, en cambio, por ser grandes productoras de histamina; tal es el caso de Klebsiella oxytoca (46), Escherichia
coli (47) o de Morganella morganii (45). Aunque estas enterobacterias se encuentran en muy baja proporción en los
productos finales, unas malas prácticas de almacenamiento, o una fermentación incontrolada durante la elaboración,
pueden provocar una importante proliferación de las mismas.

Existen otros microorganismos que producen aminas biogénicas de diferente naturaleza. Tal es el caso de Pseudo-
monas putrefaciens, Aeromonas hydrophila y Plesiomonas shigelloides, microorganismos que suelen encontrarse en
el pescado en mal estado de conservación (21).

Las bacterias acidolácticas, se utilizan profusamente en procesos destinados a obtener diversos alimentos (embuti-
dos, vino, quesos, etc.) mediante fermentaciones, y aunque no pueden ser consideradas especies tóxicas ni patogénicas,
muchas de ellas son capaces de producir aminas biogénicas. Así por ejemplo, algunas cepas de Lactococcus y Leu-
conostoc producen cantidades apreciables de tiramina e histamina (39) y cepas de lactobacilos pertenecientes a las
especies Lactobacillus buchneri, L. alimentarius, L plantarum, L. curvatus, L. farciminis, L. bavaricus, L. homohio-
chii, L. reuteri y L. sakei, son grandes productoras de aminas, especialmente de tiramina (48-50). Muchas de estas
bacterias lácticas son utilizadas en la fabricación de quesos, y están incluidas en los cultivos iniciadores empleados
por la industria de productos lácteos. Tal es el caso de Lactococcus lactis subsp. lactis, Streptococcus. faecium, S.
mitis, Lactobacillus helveticus, L. casei, L. acidofilus y L. arabinose, todas ellas identificadas como productoras de
histamina (26).

Cuando se estudia la acumulación de aminas biogénicas en la carne, se ha observado que especies como Carno-
bacterium. divergens, C. piscicola y C. gallinarum son responsables de la presencia de elevadas concentraciones de
tiramina en ella (51).

Otros estudios han demostrado que Enterococcus faecalis es responsable de la acumulación de aminas biogénicas
(β-feniletilamina ente otras) en los alimentos fermentados (52).

También se ha puesto de manifiesto la producción de aminas biogénicas por parte de hongos y levaduras en ali-
mentos fermentados. Este es el caso de Debaryomyces y Candida, dos levaduras aisladas de carne fermentada, que
presentan una actividad histidina-descarboxilasa mayor incluso que la observada en las bacterias acidolácticas (50).

Métodos analíticos aplicados a la valoración de la capacidad de producción de aminas por parte de los microorga-
nismos: Detección y cuantificación.

Debido a los efectos tóxicos que pueden ocasionar las aminas presentes en los alimentos, ha sido necesario el diseño
de métodos y técnicas que permitan detectar capacidades productoras de aminas en los microorganismos utilizados en
los procesos de elaboración de productos alimenticios, así como cuantificar la presencia de aminas en estos alimentos.

Métodos empleados para detectar microorganismos con capacidad aminobiogénica

Se han desarrollado varios métodos bioquímicos que permiten la detección de cepas productoras de histamina y de
tiramina procedentes de carnes fermentadas y quesos (45, 53-54). Estos métodos se basan en un ensayo que implica el
uso de un medio sólido que contiene el aminoácido precursor de la amina a investigar y un indicador de pH. Dado que
la formación de aminas a partir de aminoácidos implica una elevación del pH del medio, si la cepa de estudio tiene
capacidad para formar aminas, ésta se verá reflejada por un cambio de color del indicador de pH presente en el medio.

También existen métodos de detección molecular que se basan en el diseño de cebadores específicos para las
secuencias de los genes que codifican las descarboxilasas responsables de la formación de aminas. Hasta el momento
se han desarrollado tres métodos de detección de genes implicados en la producción de aminas:

Sistema de detección del gen hdc que codifica una histidina descarboxilasa (54). Para el diseño de los cebadores
se compararon las secuencias de nucleótidos del gen hdcA de Lactobacillus sp30A, de Clostridium perfringens y las
secuencias de aminoácidos de la histidina descarboxilasas de estos dos microorganismos junto con las de Lactobacillus
buchneri y de Micrococcus. El análisis de las distintas secuencias reveló la existencia de un alto grado de homología
entre los genes hdc de las diferentes bacterias lácticas, lo que permitió diseñar cebadores específicos para la detección
de este gen.

Sistema de detección del gen tdc que codifica una tirosina descarboxilasa (55). Para el diseño de los cebadores se
compararon las secuencias de nucleótidos del gen tdc de Enterococcus faecalis, de Carnobacterium divergens y de
Lactobacillus brevis.

Sistema de detección del ocd que codifica una ornitina descarboxilasa (56). Para el diseño de los cebadores se
utilizó la secuencia de nucleótidos del gen de la ornitina descarboxilasa en una cepa de Oenococcus oeni.
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Métodos analíticos empleados para detectar aminas en alimentos

Hasta el momento, se han descrito varias metodologías que nos permiten detectar y cuantificar la presencia de
aminas en los alimentos. Aunque el método más utilizado es la cromatografía liquida de alta resolución (HPLC) la
primera valoración de aminas, se realizó mediante cromatografía en capa fina y tuvo por objeto la determinación
de histamina en comida de gatos (57). Actualmente, se han descrito multitud de métodos específicos de detección y
cuantificación de aminas en multitud de alimentos, basados todos ellos en técnicas de HPLC (58-63). En los últimos
años han aparecido métodos ELISA comerciales para el análisis de histamina en vinos y otros alimentos (64).

Algunos países han fijado valores máximos para la presencia de aminas en determinados alimentos. Así, por
ejemplo, Suiza ha establecido una concentración máxima de 10 mg/L de histamina en vino como valores tolerables
para la salud humana, mientras que otros países como Alemania, Bélgica y Francia recomiendan valores máximos más
bajos (2 mg/L, 5-6 mg/L y 8 mg/L, respectivamente). No se han impuesto límites máximos permitidos sobre el resto
de aminas biogénicas, aunque dada la importancia de los efectos de la tiramina en el organismo, es muy probable la
pronta aparición de recomendaciones o reglamentaciones sobre valores máximos permitidos para esta amina.

Degradación de aminas biogénicas

La presencia de aminas en el medio ambiente se está viendo incrementando de forma considerable en los últimos
años como consecuencia de la actividad industrial. Algunas de estas aminas, especialmente las metiladas, son muy
volátiles y están implicadas en la formación de óxido nítrico, un importante gas causante del “efecto invernadero”
(65-66). En cambio, otras aminas que están presentes en gran variedad de alimentos, pueden causar, como ya se ha
explicado anteriormente, efectos tóxicos en el organismo.

La identificación de las rutas y enzimas implicadas en el metabolismo de estas aminas pueden ser de gran ayuda
para la conversión de estos compuestos tóxicos en otros compuestos menos perjudiciales y evitar, de este modo, su
efecto perjudicial en los organismos y en el medio ambiente.

Muchos microorganismos pueden oxidar las aminas primarias generando productos que pueden ser utilizados
como fuente de carbono y energía, como fuente de nitrógeno, o como ambas (67) y que ya no son tóxicos.

Este mecanismo de oxidación de aminas primarias es un proceso ampliamente distribuido en la naturaleza, ya que
se ha identificado tanto en organismos eucariotas como en procariotas y es catalizado por diferentes enzimas, entre
las que se incluyen quinoproteínas amino oxidasas y quinoproteínas o quinohemoproteínas amino deshidrogenasas
(68). Tanto las amino oxidasas como las amino deshidrogenasas catalizan la conversión de las aminas en sus corres-
pondientes aldehídos. La diferencia radica en que mientras las amino oxidasas (presentes tanto en eucariotas como en
procariotas) producen peróxidos tóxicos, las amino deshidrogenasas (presentes exclusivamente en bacterias) producen
equivalentes reducidos que transfieren directamente los e− a la cadena respiratoria (69-70).

En cuanto a la localización de estas enzimas; parece ser que presentan una localización periplasmática en los mi-
croorganismos G-; algunas son solubles y otras están unidas a la cara externa de la membrana citoplasmática. Sin
embargo, en microorganismos G+ estas enzimas se encuentran en el citoplasma o unidas a la membrana citoplasmá-
tica por su cara interna. Por otro lado, en determinadas levaduras, se ha visto que su localización es exclusivamente
peroxisomal (68).

Como se ha mencionado anteriormente, las enzimas responsables de la desaminación oxidativa de las aminas
utilizan distintos cofactores que son reducidos tras la oxidación del substrato y que participan en la transferencia de
e− a uno o dos aceptores exógenos, tales como, el citocromo c, las cupredoxinas (azurina o amocianina) o el oxígeno
molecular. En función de quien sea aceptor natural de e− puede hacerse la distinción natural entre amino oxidasas y
amino deshidrogenasas.

La mayoría de las enzimas implicadas en la oxidación de las diferentes aminas a sus correspondientes aldehídos,
son oxidorreductasas que se caracterizan por utilizar cofactores diferentes a NAD(P)+ o FAD+ (aunque existen ex-
cepciones de flavoproteínas amino oxidasas que utilizan FAD como cofactor y que se explicaran más adelante). Estas
enzimas se denominan quinoproteínas, porque utilizan cofactores que presentan un grupo quinona (71) tales como
TPQ (topaquinona), TTQ (triptófano triptofilquinona), LTQ (lisina tirosilquinona) o CTQ (cisteína triptofilquinona).
Estos cofactores se caracterizan porque cada uno de ellos se forma a partir de uno o dos aminoácidos presentes en la
propia enzima tras sufrir una modificación química postranscripcional (72-74).

En función de la identidad del cofactor utilizado podemos diferenciar varios tipos de enzimas que catalizan reac-
ciones de desaminación oxidativa de aminas: amino oxidasas, quinohemoproteínas amino deshidrogenasas y quino-
proteínas amino deshidrogenasas.
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Quinoproteínas amino oxidasas

Estas enzimas reciben también la denominación de amino oxidasas dependientes de cobre (Q-AmO). En cuanto a la
estructura, son generalmente homodímeros formados por dos subunidades idénticas del mismo tamaño. Se caracterizan
porque en cada subunidad presentan una molécula de TPQ, un cofactor enzimático que se forma mediante modificación
postranscripcional a partir de uno de los residuos de triptófano existentes en la enzima. Poseen, además, una molécula
de cobre, Cu(II) que está coordinada con tres residuos de histidina y dos moléculas de agua (75-76). El Cu(II) es
necesario, tanto para la biosíntesis del cofactor de la enzima, como para la catálisis enzimática (76).

Estas enzimas se caracterizan porque son las únicas que están ampliamente distribuidas tanto en bacterias como
en organismos superiores y catalizan la oxidación de un gran número de aminas primarias. Así, en Klebsiella oxytoca
se ha caracterizado una Q-AmO y que está relacionada con la degradación de PhEtNH2 y de tiramina (68). Cuando
E. coli (77) o Klebsiella aerogenes (K. pneumoniae) se cultivan en presencia de tiramina también se ha observado
que se expresa una Q-AmO similar a la de Klebsiella oxytoca (68). Así mismo, se han identificado otras Q-AmO, en
bacterias G+ y en levaduras. Por ejemplo, en Arthrobacter globiformis se ha caracterizado una Q-AmO que contiene
cobre y que utiliza como substrato PhEtNH2 (75, 78), y en la levadura Hansenula polymorpha se ha identificado una
metilamina oxidasa implicada en la degradación de metilamina (76).

La reacción catalítica llevada a cabo por estas quinoproteínas amino oxidasas, transcurre mediante un mecanismo
ping-pong de transaminación que puede dividirse en dos hemirreacciones o etapas, en función del estado de oxidación
del cofactor (75, 78).

I. Hemirreacción reductiva: Desaminación oxidativa del substrato

Ia. El cofactor TPQ participa en esta etapa formando un enlace covalente con el substrato (a través del grupo
carbonilo del C5), dando lugar a la formación una base de Schiff con el substrato.

Ib. La base de Schiff es entonces desprotonada por un residuo de aspartato próximo al sitio activo y al mismo
tiempo se reduce el cofactor. En este paso se forma otra base de Schiff, pero ahora es el producto el que forma la base
de Schiff.

Ic. Posteriormente, se produce la hidrólisis de esta base de Schiff, liberándose el aldehído y dejando la forma
aminoresorcinol del TPQ reducido.

La estereoespecificidad de la abstracción del protón de la posición C1 del substrato ha sido estudiada en diferentes
enzimas, tanto bacterianas como de plantas y de animales. Se ha visto que la especificidad varía en función de la
naturaleza de la enzima y de los substratos utilizados. Así por ejemplo, en el caso de la dopamina, en ocasiones se
abstrae el protón pro-R y en ocasiones el pro-S, dependiendo de si la reacción transcurre en plantas o en animales (78).

II. Hemirreacción oxidativa: reducción del oxígeno molecular

En esta etapa se produce la re-oxidación del TPQ reducido (TPQred) y la liberación de amonio. La participación del
Cu(II) en esta etapa se apuntó tras el descubrimiento de la forma Cu(I)/topa semiquinona (TPQsq). Debido a que la 1
transferencia de e desde el TPQred al Cu(II) para formar Cu(I)/TPQseq es muy rápida, y debido a que el Cu(I) reacciona
fácilmente con el O2, el estado Cu(I)/TPQseq ha sido propuesto como un intermediario cinéticamente competente con
Cu(I) que oxida directamente al O2. De este modo, se establece un equilibrio entre la forma Cu(II)TPQred y Cu(I)/TPQsq
para la transferencia intramolecular de e− (75). Posteriormente, el aldehído generado tras la desaminación del substrato
es oxidado al correspondiente ácido.

Quinohemoproteínas amino deshidrogenasas

Son enzimas heterotriméricas constituidas por tres subunidades (αβγ) que utilizan como cofactor el CTQ, el cual
se forma a partir de un residuo de cisteína presente en la subunidad pequeña (γ). No se descarta la posibilidad de que
una cuarta proteína, cuya función es todavía desconocida, podría intervenir facilitando la formación del cofactor.

Estas enzimas presentan, además del grupo quinona, dos grupos hemo c, unidos a una de las subunidades de la
enzima, que actúan como grupos redox activos (69, 79). En este caso, los e− liberados durante el proceso de oxidación
son transferidos en último término a una citocromo oxidasa presente en la cadena de transporte, vía el citocromo c550,
como se ha visto en Paracoccus denitrificans; o vía la azurina como sucede en P. putida (80-81).

A este grupo pertenece la quinohemoproteína amino deshidrogenasa (QH-AmDH) de Pseudomonas putida U,
responsable de la desaminación oxidativa de la 2-feniletilamina (82) y la de Paracoccus denitrificans. Esta última
bacteria posee dos enzimas con actividad amino deshidrogenasa en su periplasma. Una metilamina deshidrogenasa
(MADH) que reconoce metilamina y una QH-AmDH que reconoce aminas primarias alifáticas y aromáticas, aunque
parece que muestra mayor actividad con n-butilamina y bencilamina (81, 83-84). Otra QH-AmDH que se encuentra
dentro de este grupo ha sido purificada a partir de P. putida IFO 15633 y ATCC 12633 (69, 79-80).
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Los cuatro genes que codifican la QH-AmDH de P. putida y de Paracoccus denitrificans han sido identificados y
secuenciados. El ORF1 codifica la subunidad α, que presenta dos grupos hemo que actúan como grupos redox durante
la oxidación; el ORF2 codifica una proteína, cuya función es desconocida, pero que desempeña un papel esencial en
la oxidación de estos compuestos; el ORF3 codifica la subunidad pequeña (a la que se encuentra unido el cofactor); y
el ORF4 codifica la subunidad β. Estos genes se transcriben conjuntamente, por lo que constituyen un único operón
(69).

El mecanismo de las reacciones catalizadas por este grupo de enzimas es el siguiente (80-81) (Figura 5):

La reacción se inicia mediante el ataque nucleofílico del nitrógeno del grupo amino al C6 perteneciente al grupo
carbonilo del cofactor CTQ, dando lugar a la formación de un intermediario carbinolamina (a).

La carbinolamina pierde una molécula de agua y se forma una imina (b).

A continuación un residuo del sitio activo (probablemente el Asp33γ) abstrae un protón del Cα de la amina para
formar el intermediario carbaniónico (c). Al mismo tiempo se reduce el CTQ tras captar una molécula de H2O, dando
lugar al intermediario d.

El producto resultante de esta oxidación, el aldehído (e), es finalmente liberado mediante la hidrólisis del nuevo
enlace imina que se había formado entre el Cα y el grupo amino.

Parece ser, por lo tanto, que hay una transferencia intramolecular de e− desde el complejo generado por el substrato
reducido-CTQ al hemo I, desde aquí al hemo II, y a partir de él se produce una transferencia intermolecular al aceptor
exógeno. Esta reacción oxidativa tendrá lugar a través de dos reacciones secuenciales hasta que se produce la re-
oxidación del cofactor y de los grupos hemo.

Se ha comprobado que la QH-AmDH de P. putida puede ser inhibida por p-nitrofenilhidrazina. Este compuesto
se une al sitio activo de la enzima, situado entre la subunidad β y γ, del mismo modo que lo haría el substrato. Esta
unión, provoca algunos cambios importantes en el cofactor CTQ y también cambios conformacionales en las cadenas
laterales de los residuos pertenecientes a los aminoácidos del sitio activo, causando así la modificación del centro
activo y, con ello, la pérdida de la actividad enzimática (80).

Quinoproteínas amino deshidrogenasas

Estas enzimas (Q-AmDH) utilizan como cofactor el TTQ que se forma a partir de dos residuos de triptófano
presentes en la subunidad pequeña de la enzima. Presentan una estructura α2β2, donde el cofactor se encuentra unido
a las subunidades β (83).

Dentro de este grupo se incluyen la metilamina deshidrogenasa (MADH) de Methylobacterium extorquens AM1 o
de Paracoccus denitrificans (65) y la amino deshidrogenasa de aminoácidos aromáticos (AADH) descrita en Alcali-
genes faecalis y que parece estar implicada en el catabolismo de diferentes aminas primarias tales como la PhEtNH2,
la tiramina y la triptamina (65).

Estas enzimas suelen utilizar como aceptor de e− las proteínas azules de cobre de tipo I (cupredoxinas). Así las
MADH utilizan la amicianina y las AADH la azurina (83, 85).

En cuanto a su organización genética, en Alcaligenes faecalis se han identificado nueve genes que se transcriben
en el mismo sentido y que, aparentemente, están implicados en la degradación de aminas (ORF1, aauBEDA, ORF2,
ORF3, ORF4 y hemE). Los genes aauA y aauB codifican la subunidad pequeña y la grande de la AADH, respectiva-
mente, y son homólogos de los genes mauA y mauB que codifican la MADH. Los genes aauE y aauD son homólogos
de mauE y mauD y, aparentemente, codifican proteínas que llevan a cabo la misma función (el transporte y plegamien-
to de la subunidad pequeña en el periplasma, respectivamente). Los genes homólogos de mauF, mauG, mauL, mauM
y mauN, que participan en la biosíntesis del cofactor TTQ, no se encuentran en el cluster aau. Sin embargo, se han
identificado otros ORFs, tales como el ORF2, que codifica un citocromo monohemo de tipo c, y los ORF1, ORF3, y
ORF4, a los que todavía no se les ha asignado ninguna función, pero que parecen ser esenciales para la degradación
de ciertas aminas, ya que su disrupción es letal en esta bacteria (65).

El mecanismo catalítico descrito para las AADH y las MADH es similar al propuesto para las QH-AmDH, aunque
estas enzimas carecen de los dos grupos hemo.

En las reacciones catalizadas por las Q-AmDH, la transferencia de 2e− desde el cofactor TTQ reducido hasta el
aceptor externo de e− se produce mediante dos reducciones consecutivas. El aceptor de e− es la azurina en el caso de
las AADH y la amicianina en el caso de las MADH. Ambos aceptores fisiológicos median la transferencia de e− hasta
diferentes tipos de citocromo c solubles. En el caso de las AADH, la reacción se favorece cuando la fuerza iónica es
alta, mientras que la actividad de las MADH disminuye cuando aumenta la fuerza iónica (85).
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En ambos casos, tras la liberación del producto, se genera una forma quinol del TTQ. Por ejemplo, en la reducción
del TTQ por metilamina, el formaldehído es liberado pero el grupo amino permanece unido al cofactor. Por lo tanto,
la reducción del substrato implica la formación de una forma aminoquinol del TTQ en el que uno de los oxígenos del
grupo carbonilo es reemplazado por el grupo amino derivado del substrato. La liberación del grupo amino se produce
tras la segunda transferencia de e− que permite la regeneración de la quinona (85).

Desaminación de tiramina

La desaminación de la tiramina es llevada a cabo fundamentalmente por amino oxidasas. Estas enzimas están am-
pliamente distribuidas en todos los organismos vivos y permiten la conversión, mediante oxidación, de tiramina y otras
aminas primarias en sus correspondientes aldehídos liberando una molécula de peróxido de hidrógeno (agua oxige-
nada). Debido a la elevada reactividad de estos productos (aldehído y peróxido de hidrógeno), deben ser rápidamente
transformados, mediante reacciones mediadas por una fenilacetaldehído deshidrogenasa dependiente de NAD y por
una catalasa de localización citoplasmática respectivamente.

Las amino oxidasas (AOs) que llevan a cabo esta reacción de desaminación de la tiramina, se pueden clasificar
en dos subgrupos: Flavoproteínas amino oxidasas (EC 1.4.3.4), que utilizan el FAD como cofactor, y quinoproteínas
amino oxidasas (EC 1.4.3.6) que, como se ha explicado anteriormente, se caracterizan por contener Cu(II) y TPQ
como cofactor.

Entre las flavoproteínas amino oxidasas, cabe destacar las monoamino oxidasas (MAOs) que se encuentran en
infinidad de organismos, y que como la tiramina oxidasa de Klebsiella aerogenes (86), la de Salmonella typhimurium
(87) o la de Sarcina lutea (88), son capaces de oxidar tiramina, dopamina y noradrenalina. Estas enzimas se inducen
por la presencia de tiramina y sus genes están sometidos a represión catabólica en presencia de glucosa. Pero la
MAO también está presente en organismos superiores, y en ellos se han descrito dos isoenzimas, MAOA y MAOB,
esta clasificación se realizó en función de la inhibición específica de la MAOA por el antidepresivo clogilina y de la
MAOB por el deprenil (89). Ambas isoformas son enzimas mitocondriales que juegan un importantísimo papel en la
inactivación de aminas biogénicas, tales como la adrenalina, noradrenalina, serotonina, dopamina y varias “aminas
traza” (entre ellas la tiramina).

Estas dos isoformas de la MAO están distribuidas de forma muy heterogénea en los diferentes tejidos del cuerpo
humano, por ejemplo, en el hígado la forma MAOB es predominante, mientras que en la mucosa del duodeno la
isoforma mayoritaria es la MAOA, siendo esta isoenzima la encargada de la desaminación de las aminas introducidas
con la dieta. Por esta razón se provocarán procesos de hipertensión críticos en aquellos pacientes que consuman
alimentos ricos en aminas y sigan tratamientos con inhibidores de la MAOA. Esta es una de las causas por las que
los tratamientos con fármacos inhibidores de la MAO, actualmente están dirigidos a la inhibición de la actividad de la
isoforma MAOB (90).

Pero no siempre la desaminación de tiramina es catalizada por flavoproteínas amino oxidasas. En muchos organis-
mos se han identificado quinoproteínas amino oxidasas, (cuyo mecanismo de acción ya se ha explicado anteriormente),
responsables de la desaminación de tiramina, tal es el caso de Klebsiella oxytoca (68), E. coli (77) y de Euphorbia
characias (91). En este último caso la enzima es un homodímero soluble que contiene en el centro activo un ión Cu
(II) y TPQ como cofactor.

En cambio otras bacterias G- desaminan la tiramina mediante la actividad de enzimas amino deshidrogenasas.
Este es el caso de Alcaligenes faecalis y de Pseudomonas aeruginosa (68) que poseen una amina deshidrogenasa
periplásmica que utiliza TTQ como cofactor.

Por último, cabe destacar la existencia de otro sistema de desaminación de tiramina que está mediado por una
peroxidasa (EC 1.11.1.7) y que en presencia de H2O2 cataliza, como paso previo a la oxidación de la tiramina, la
formación de un dímero intermediario (ditiramina). Esta peroxidasa requiere la presencia de H2O2 para llevar a cabo
su acción y se ha comprobado que esta enzima trabaja cooperativamente con las amino oxidasas, actuando estas
últimas como donadoras de H2O2. Posteriormente, el intermediario generado sufrirá una oxidación mediada por la
acción de la (flavoproteína o quinoproteína) amino oxidasa correspondiente en los dos grupos amino, dando lugar a
la formación de un di-p-hidroxifenilacetaldehído. (91-93). También puede ocurrir que esta peroxidasa utilice como
sustratos el aldehído y el H2O2 obtenidos como productos de la desaminación de tiramina por acción de las amino
oxidasas, dando lugar al di-p-hidroxifenilacetaldehído sin la formación previa de ditiramina (Figura 6).

Degradación microbiana de tiramina

Como se indicó anteriormente, la tiramina, puede desencadenar efectos tóxicos en enfermos tratados con inhibi-
dores de la MAO, o en personas sanas cuando su aporte en la dieta es muy elevado. Por ello, el conocimiento de las
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vías responsables de la degradación de este compuesto por un agente microbiano puede tener importantes aplicacio-
nes en el campo de la salud pública. Por otra parte la transferencia de los genes responsables de esa vía podría dotar
de capacidad para degradar tiramina a organismos empleados en la industria alimentaria, reduciendo de este modo,
la concentración de tiramina en los alimentos (quesos, vinos, etc.). Por último, el hecho de que la tiramina sea una
importante amina “traza” con función en el sistema nervioso central y que posea similitud estructural con importantes
neurotransmisores (por ejemplo, la dopamina), hace que el estudio de la ruta metabólica responsable de la degrada-
ción de este compuesto pueda tener interesantes aplicaciones farmacológicas, pudiendo ser usada, por ejemplo, para
el tratamiento de determinadas enfermedades neurológicas.

En determinados microorganismos tales como Klebsiella aerogenes (86), Micrococcus luteus (67), Salmonella
typhimurium (87) y E. coli (62) se ha descrito la presencia de enzimas con actividad tiramina oxidásica que son capaces
de oxidar la tiramina a 4-hidroxifenilacetaldehído. Además, varios de los genes y de las proteínas responsables de la
degradación de este compuesto han sido ya caracterizados (62). Así, por ejemplo, en E. coli K12, la degradación de
tiramina y de otras aminas aromáticas relacionadas (2-feniletilamina, dopamina) requiere la acción secuencial de una
monoamino oxidasa (miembro de la familia de las quinoproteínas amino oxidasas) codificada por el gen maoA, y una
fenilacetaldehído deshidrogenasa, producto del gen padA, que transforma el fenilacetaldehído generado por la proteína
MAOA en 4-OH-PhAc, el cual será posteriormente degradado por una ruta específica (94). Corriente arriba del gen
maoA se encuentra el gen maoB que se transcribe en el mismo sentido y que codifica un regulador transcripcional
perteneciente a la familia AraC. El producto del gen maoB activa la expresión de maoA pero no la del gen padA, que
se transcribe en sentido contrario. Esto indica que, aunque estos genes están físicamente próximos en el cromosoma y
forman parte de la misma ruta catabólica, no constituyen un operón (94). Todos los microorganismos en los que se ha
estudiado la degradación de tiramina utilizan las mismas enzimas descritas en E. coli.

Catabolismo de tiramina en P. putida U

Pseudomonas putida U (Colección Española de Cultivos Tipo CECT 4848) es una estirpe bacteriana capaz de
crecer en numerosos medios de cultivo con composición química definida (medios mínimos o MM), que contienen
como fuentes de carbono diferentes moléculas difícilmente degradables, algunas de las cuales pueden incluso llegar
a ser perjudiciales o tóxicas para procariotas y para eucariotas (95-98). Esta versatilidad metabólica, ha hecho que
esta bacteria fuese objeto de numerosos estudios bioquímicos y genéticos lo que ha conducido al esclarecimiento de
algunas de las rutas catabólicas responsables de la degradación de esas moléculas. Así, se han identificado las rutas
implicadas en la degradación del ácido fenilacético y de diferentes compuestos relacionados estructuralmente con él
(ácidos n-fenilalcanoicos, fenilacetaldehído, 2-feniletanol, etc) (82,96-98). Adicionalmente, se ha comprobado que P.
putida U es capaz de degradar eficientemente otros compuestos aromáticos tales como los aminoácidos fenilalanina,
tirosina y el ácido 3-hidroxifenilacético, utilizando para ello una vía, caracterizada por nuestro grupo de investigación,
que implica la conversión de todos esos compuestos en homogentísico que, posteriormente, es degradado hasta ácido
fumárico y ácido acetoacético (99-100).

Esta bacteria es también capaz de crecer en MM que contienen como únicas fuentes de carbono aminas alifáticas
(propil, butil, pentil, hexil, octal y nonilaminas) y aromáticas (2-feniletilamina, tiramina y dopamina). Las rutas res-
ponsables de la degradación de las aminas alifáticas y de la 2-feniletilamina han sido identificadas por nuestro grupo
(82), mientras que la ruta responsable de la asimilación de tiramina y de dopamina en esta bacteria se desconocía
hasta la fecha. De hecho, muchos investigadores proponían que la degradación de tiramina en bacterias pertenecientes
al género Pseudomonas se realizaba mediante las mismas enzimas descritas en E. coli, y implicaban la participación
de las enzimas codificadas por los genes maoA, padA y maoB (94). Sin embargo, los autores de la invención han
demostrado fehacientemente que, sorprendentemente, P. putida U degrada tiramina y dopamina mediante una nueva
ruta catabólica cuyas enzimas están codificadas por los genes tyn tal y como se describe más adelante. Esta nueva ruta
catabólica es la basa de la invención.
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Sumario de la invención

La presente invención se refiere a un método alternativo para la degradación de tiramina y/o dopamina en mues-
tras que las contengan. Se basa en el descubrimiento de una nueva ruta catabólica, identificada por los autores de la
invención en Pseudomonas putida U, capaz de degradar estas dos moléculas hasta dar lugar a ácido pirúvico y ácido
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succínico (o semialdehído succínico). La ruta completa implica la intervención de enzimas codificadas en dos clus-
ters, tyn y hpa, que se encuentran contiguos en el genoma de dicha bacteria. Las enzimas del primero de los clusters,
tyn, permiten la transformación tanto de tiramina como de dopamina en el correspondiente ácido 4-hidroxifenilace-
tico (3,4-hidroxifenilacetico en el caso de dopamina), en dos pasos: el primero implica la actuación de una tiramina
oxidasa compuesta por dos subunidades, TynA y TynB, capaz de actuar tanto sobre tiramina como sobre dopamina,
transformándolas en el correspondiente 4-hidroxifenilacetaldehído; la actuación sobre este compuesto de una deshi-
drogenasa, la enzima TynC, da lugar al correspondiente ácido 4-hidroxifenilacetico (3,4-hidroxifenilacetico en el caso
de dopamina). La actuación sobre este compuesto de las enzimas codificadas en el cluster hpa permite, mediante una
secuencia de reacciones catabólicas, su transformación en ácido pirúvico y ácido succínico (o semialdehído succíni-
co), dos metabolitos generales, cruce de distintas vías metabólicas en cualquier organismo. La ruta completa necesita
un paso más en la degradación de tiramina: mientras que la acción de las enzimas del cluster tyn sobre dopamina
da lugar directamente a ácido 3,4-dihidroxifenilacético, sustrato de una reacción catalizada por la dioxigenasa HpaD
(3,4-dihidroxifenilacético 2,3-dioxigenasa), la transformación de tiramina requiere la acción de una monooxigenasa
compuesta por dos subunidades, HpaB y HpaC (4-hidroxifenilacetico monooxigenasa) para transformar el compuesto
obtenido tras la acción de las enzimas del cluster tyn sobre la tiramina, el ácido 4-hidroxifenilacético, en ácido 3,4-
hidroxifenilacético. A partir de ahí, el procedimiento catabólico es común para ambos compuestos.

Tanto la ruta catabólica en sí como las enzimas que catalizan las reacciones que forman parte de la misma (y, en
particular, la primera de las enzimas de la ruta, la tiramina oxidasa TynAB) son nuevas y su naturaleza no era obvia
a partir del estado de la técnica pues, como se ha comentado previamente, la ruta responsable de la asimilación de
dopamina y tiramina en Pseudomonas putida U se desconocía hasta la fecha. El descubrimiento de esta ruta, además,
demuestra que la degradación de tiramina en Pseudomonas no se realiza mediante las mismas enzimas descritas en E.
coli, como proponían muchos autores. Es por ello que, tanto el procedimiento de degradación de tiramina y dopamina
que parte de la tiramina oxidasa de Pseudomonas putida (y que puede completarse hasta ácido pirúvico y succínico
mediante la acción de las sucesivas enzimas de la ruta), como la secuencia de aminoácidos de las enzimas que catalizan
dichas reacciones y las secuencias codificantes de dichas enzimas, forman parte la presente invención. También son
parte de la invención los vectores de expresión a partir de los cuales puedan sintetizarse dichas enzimas (o enzimas
con un alto grado de homología con las mismas, que sean capaces de catalizar las mismas reacciones), así como los
microorganismos recombinantes que hayan sido transformados con dichos vectores.

Dado el gran interés que la aplicación del procedimiento de la invención puede tener en alimentos, para disminuir
su contenido en tiramina y/o dopamina, constituyen aspectos alternativos adicionales de la invención el uso de micro-
organismos capaces de sintetizar al menos la primera, un subconjunto o la totalidad de las enzimas necesarias para
completar la ruta catabólica completa descrita para disminuir el contenido de tiramina y/o dopamina en alimentos que
las contengan o, incluso, el uso de dichos microorganismos para actuar sobre materias primas que se vayan a trans-
formar para ser convertidas en alimentos o bebidas listas para el consumo humano o animal y que, o bien contengan
de forma natural tiramina o dopamina, o que sean susceptibles de generarlas durante el proceso de transformación de
dichas materias primas en los alimentos finales. Esto es así tanto para el microorganismo que, según se divulga en
la presente solicitud, contiene de forma natural todos los genes necesarios para sintetizar las enzimas que catalicen
las reacciones de la ruta completa (Pseudomonas putida U), como para posibles microorganismos recombinantes que
hayan sido transformados con algún vector que permita la expresión de al menos uno de los genes codificantes de las
enzimas que catalizan las reacciones del procedimiento catabólico.

Los cluster tyn y hpa contienen además otros marcos abiertos de lectura que codifican polipéptidos que parecen
estar implicados en la regulación de la ruta catabólica descrita. Dichos polipéptidos, las secuencias que los codifican,
las realizaciones del procedimiento que se llevan a cabo estando presentes los polipéptidos reguladores codificados
en el cluster hpa y/o los polipéptidos reguladores codificados en el cluster tyn están también incluidos dentro del
alcance de la invención, así como los vectores de expresión que incluyen secuencias codificantes de los mismos y los
microorganismos transformados con dichos vectores.

Así, la presente invención proporciona tanto el procedimiento alternativo descrito para la degradación de tiramina
o dopamina en una muestra cualquiera, como las secuencias de las proteínas capaces de catalizar y regular el proceso
de degradación de tiramina y/o dopamina hasta ácido pirúvico y ácido succínico (o semialdehído succínico), así como
las secuencias nucleotídicas que codifican dichas proteínas. Los vectores de expresión que comprenden secuencias
codificantes de al menos una de dichas proteínas y los microorganismos transformados con ellos constituyen también
aspectos de la invención, así como el uso de Pseudomonas putida U o de cualquiera de dichos microorganismos
recombinantes para disminuir el contenido de tiramina y/o dopamina en una muestra de un alimento o bebida destinada
al uso humano o animal o en un algún producto intermedio de la transformación de las materias primas en el alimento
o bebida final, incluidas las propias materias primas.

Por tanto, un primer aspecto de la invención se refiere a las moléculas de ácido nucleico a partir de las cuales pueden
sintetizarse las proteínas capaces de catalizar y/o regular el procedimiento de la invención, o que codifican proteínas
con un alto grado de homología con las mismas (definida o bien por el porcentaje de coincidencia en los nucleótidos
(al menos 60%), o por la capacidad de aparearse en condiciones estrictas de hibridación (las condiciones en las que
hibridan cadenas de ácidos nucleicos complementarias, que son fácilmente identificables por el experto en la técnica
en cada caso específico, pero que pueden resumirse como condiciones de temperaturas elevadas (65ºC, por ejemplo)
y baja concentración de sales)), siempre y cuando sean capaces de llevar a cabo la misma actividad. Concretamente,
se refieren a las moléculas de ácido nucleico a partir de las cuales pueda sintetizarse la enzima que cataliza la etapa
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imprescindible del procedimiento de degradación, la tiramina oxidasa TynAB, o proteínas homologas a la misma que
presenten esa misma actividad. Por tanto, un primer aspecto de la presente invención se refiere a una molécula de ácido
nucleico aislada que codifica una proteína o complejo proteico capaz de actuar como tiramina oxidasa, seleccionada
del grupo que consiste en:

a) una molécula de ácido nucleico que comprende una primera secuencia que es idéntica, al menos en un 60%, a
la secuencia representada por SEQ ID NO: 3 (correspondiente al DNA que codifica la subunidad TynA de TynAB) y
una segunda secuencia que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 5 (DNA que
codifica la subunidad TynB de TynAB);

b) una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia que híbrida en condiciones estrictas con las
secuencias de a);

c) una molécula de ácido nucleico que comprende una primera secuencia que codifica un polipéptido cuya se-
cuencia de aminoácidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 4 (secuencia
de aminoácidos de TynA) y una segunda secuencia que codifica un polipéptido cuya secuencia de aminoácidos es
idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 6 (secuencia de aminoácidos de TynB);

d) una molécula de ácido nucleico que comprende una primera secuencia que codifica una variante alélica natu-
ral de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 4 y una segunda
secuencia que codifica una variante alélica natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos
representada por SEQ ID NO: 6, donde la molécula de ácido nucleico híbrida, bajo condiciones estrictas, con una
secuencia de DNA que comprende las secuencias mencionadas en a), o secuencias complementarias a las mismas.

En una realización preferida de la invención, la molécula de ácido nucleico comprende una primera y una segunda
secuencias en las que el porcentaje de homología en la alternativa a) o en la alternativa c) es del 100%.

En una realización adicional preferida, la molécula de ácido nucleico aislada comprende también un fragmento
de ácido nucleico a partir del cual pueda sintetizarse la enzima que cataliza la siguiente etapa del procedimiento de
degradación, la 4-hidroxifenilacetaldehído deshidrogenasa TynC, o una proteína homologa a la misma que realice
la misma función. Así, en dicha realización, la molécula de ácido nucleico aislada comprende adicionalmente una
secuencia que codifica una proteína capaz de actuar como 4-hidroxifenilacetaldehído deshidrogenasa, seleccionada
del grupo que consiste en:

a) una secuencia de ácido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID
NO: 7 (DNA codificante de TynC);

b) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que híbrida en condiciones estrictas con la
secuencia de a);

c) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya secuencia
de aminoácidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 8 (secuencia de
aminoácidos de TynC);

d) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica natural de un
polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 8, donde la molécula de ácido
nucleico híbrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de DNA que comprende la secuencia mencionada en
a), o una secuencia complementaria a la misma.

De nuevo, se prefiere especialmente que la molécula de ácido nucleico se corresponda con la de la alternativa a) o
c), en la que el porcentaje de homología es del 100%.

Otra realización adicional, complementaria de las anteriores, es aquella en la que la molécula de ácido nucleico
comprende también las secuencias codificantes de los polipéptidos que parecen tener una función reguladora en la
secuencia de reacciones catalizada por las enzimas TynAB y TynC, que puede seleccionarse entre TynR, TynD, Así,
otra realización adicional se refiere a una molécula de ácido nucleico aislada que comprende, adicionalmente a la
secuencia relacionada con TynC y/o las secuencias relacionadas con TynAB, una secuencia que codifica una proteína,
seleccionada del grupo que consiste en:

a) una secuencia de ácido nucleico que es idéntica, al menos en un 90%, a la secuencia representada por SEQ ID
NO: 9 (DNA codificante de TynR);

b) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que híbrida en condiciones estrictas con la
secuencia de a);
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c) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya secuencia
de aminoácidos es idéntica, al menos en un 90%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 10 (secuencia de
aminoácidos de TynR);

d) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica natural de un
polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 10, donde la molécula de ácido
nucleico híbrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de DNA que comprende la secuencia mencionada en
a), o una secuencia complementaria a la misma.

De nuevo, se prefiere especialmente que la molécula de ácido nucleico se corresponda con la de la alternativa a) o
c), en la que el porcentaje de homología es del 100%.

En otra posible realización, la molécula de ácido nucleico aislada comprende, adicionalmente a la secuencia corres-
pondiente a TynAB, y, optativamente, TynC y TynR, una secuencia que codifica una proteína, seleccionada del grupo
que consiste en:

a) una secuencia de ácido nucleico que es idéntica, al menos en un 90%, a la secuencia representada por SEQ ID
NO: 11 (DNA codificante de TynD);

b) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que híbrida en condiciones estrictas con la
secuencia de a);

c) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya secuencia
de aminoácidos es idéntica, al menos en un 90%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 12 (secuencia de
aminoácidos de TynD);

d) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica natural de un
polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 12, donde la molécula de ácido
nucleico híbrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de DNA que comprende la secuencia mencionada en
a), o una secuencia complementaria a la misma.

De nuevo, se prefiere especialmente que la molécula de ácido nucleico se corresponda con la de la alternativa a) o
c), en la que el porcentaje de homología es del 100%.

Adicionalmente a las combinaciones anteriores, la molécula de ácido nucleico aislada puede comprender también
la secuencia codificante a alguno de los restantes polipéptidos identificados en el cluster tyn: TynF, TynE y TynG, o
combinaciones de los mismos. Así, otra posible realización es aquella en la que la molécula de ácido nucleico aislada
comprende adicionalmente una secuencia que codifica una proteína, seleccionada del grupo que consiste en:

a) una secuencia de ácido nucleico que es idéntica, al menos en un 90%, a la secuencia representada por SEQ ID
NO: 13 (DNA codificante de TynF) y/o una secuencia de ácido nucleico que es idéntica, al menos en un 90%, a la
secuencia representada por SEQ ID NO: 15 (DNA codificante de TynE) y/o una secuencia de ácido nucleico que es
idéntica, al menos en un 90%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 17 (DNA codificante de TynG);

b) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que híbrida en condiciones estrictas con al menos
una de las secuencias de a);

c) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya secuencia
de aminoácidos es idéntica, al menos en un 90%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 14 (secuencia de
aminoácidos de TynF) y/o una secuencia que codifica un polipéptido cuya secuencia de aminoácidos es idéntica, al
menos en un 90%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 16 (secuencia de aminoácidos de TynE) y/o una
secuencia que codifica un polipéptido cuya secuencia de aminoácidos es idéntica, al menos en un 90%, a la secuencia
representada por SEQ ID NO: 18 (secuencia de aminoácidos de TynG);

d) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica natural de un
polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 14 y/o una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 16 y/o una
variante alélica natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO:
18, donde la molécula de ácido nucleico híbrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de DNA que comprende
al menos una de las secuencias mencionadas en a), o una secuencia complementaria a la misma.

De nuevo, se prefiere especialmente que la molécula de ácido nucleico se corresponda con la de la alternativa a) o
c), en la que el porcentaje de homología es del 100%.
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Para que la secuencia de reacciones catalizadas por las enzimas del cluster tyn se lleve a cabo en su totalidad,
se prefiere particularmente que la molécula de ácido nucleico aislada comprenda secuencias codificantes de todos
los polipéptidos que parecen estar codificados en el cluster: Así, en una realización particularmente preferida de este
aspecto de la invención, la molécula de ácido nucleico aislada comprende las secuencias representadas por SEQ ID
NO: 3 (DNA TynA), SEQ ID NO: 5 (DNA TynB), SEQ ID NO: 7 (DNA TynC), SEQ ID NO: 9 (DNA TynR), SEQ ID
NO: 11 (DNA TynD), SEQ ID NO: 13 (DNA TynF), SEQ ID NO: 15 (DNA TynE) y SEQ ID NO: 17 (DNA TynG).
Una posibilidad sería que la molécula de ácido nucleico comprendiera la secuencia representada por SEQ ID NO: 2,
que corresponde al cluster tyn de Pseudomonas putida U.

En una realización preferida, la molécula de ácido nucleico aislada comprende no sólo las secuencias de marcos
abiertos de lectura identificadas en el cluster tyn, sino también las de las enzimas capaces de catalizar las reacciones
que dan lugar a la transformación del compuesto obtenido por la acción de las enzimas el cluster tyn sobre la tira-
mina, transformándolo en ácido pirúvico y ácido succínico (o semialdehído succínico): las enzimas del cluster hpa,
preferiblemente con las secuencias codificantes de los polipéptidos adicionales que parecen estar también codificados
en ese mismos cluster, y que parecen tener función reguladora. Como en el caso del cluster tyn, están comprendidas
también dentro del alcance de la invención las moléculas de ácido nucleico a partir de las cuales pueden sintetizarse
las proteínas capaces de catalizar y/o regular la secuencia de reacciones que da lugar a la transformación del ácido 4-
hidroxifenilacético en ácido pirúvico y ácido succínico, es decir, las moléculas que codifiquen proteínas con un alto
grado de homología con las del cluster hpa de Pseudomonas putida U y que muestren la misma actividad (catalítica o
reguladora) que dichas proteínas. Así, en una realización particularmente preferida de la molécula de ácido nucleico
de la invención, la misma comprende, adicionalmente a las secuencias que codifican proteínas idénticas o análogas
en función y homólogas en secuencia a las delcluster Tyn, al menos 13 secuencias, de las que cada una de las cuales
codifica una proteína capaz de catalizar o regular una etapa de la transformación de un compuesto de Fórmula III,

en la que R1 es H,

en ácido pirúvico y ácido succínico (o semialdehído succínico) o alguna de sus sales, siguiendo la siguiente se-
cuencia de reacciones:

donde cada una de dichas secuencias se selecciona del grupo que consiste en:

a) una secuencia que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 19 (DNA
hpaB), SEQ ID NO: 21 (DNA hpaC), SEQ ID NO: 23 (DNA hpaD), SEQ ID NO: 25 (DNA hpaE), SEQ ID NO: 27
(DNA hpaF), SEQ ID NO: 29 (DNA hpaG1), SEQ ID NO: 31 (DNA hpaG2), SEQ ID NO: 33 (DNA hpaH), SEQ ID
NO: 35 (DNA hpaI), SEQ ID NO: 37 (DNA hpaA), SEQ ID NO: 39 (DNA hpaX), SEQ ID NO: 41 (DNA hpaR1),
SEQ ID NO: 43 (DNA hpaR2);

b) una secuencia que híbrida en condiciones estrictas con al menos una de las secuencias de a);
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c) una secuencia que codifica un polipéptido cuya secuencia de aminoácidos es idéntica, al menos en un 60%, a
la secuencia representada por SEQ ID NO: 20 (hpaB), SEQ ID NO: 22 (proteína hpaC), SEQ ID NO: 24 (proteína
hpaD), SEQ ID NO: 26 (proteína hpaE), SEQ ID NO: 28 (proteína hpaF), SEQ ID NO: 30 (proteína hpaG1), SEQ ID
NO: 32 (proteína hpaG2), SEQ ID NO: 34 (proteína hpaH), SEQ ID NO: 36 (proteína hpaI), SEQ ID NO: 38 (proteína
hpaA), SEQ ID NO: 40 (proteína hpaX), SEQ ID NO: 42 (proteína hpaR1), SEQ ID NO: 44 (proteína hpaR2);

d) una secuencia que codifica una variante alélica natural de un polipéptido que comprende la secuencia de ami-
noácidos representada por SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ
ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42 o
SEQ ID NO: 44, donde la secuencia híbrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de DNA que comprende al
menos una de las secuencias mencionadas en a), o una secuencia complementaria a la misma.

La Fig. 7 permite observar la reacción concreta catalizada por cada una de las enzimas mencionadas. Se observa
que la reacción catalizada por la 4-hidroxifenilacético monooxigenasa hpaBC sólo es necesaria en el caso de que el
compuesto de partida sea tiramina, pues la acción de las enzimas del cluster tyn sobre la dopamina ya da lugar a ácido
3,4-dihidroxifenilacético, el producto resultante de la actividad de hpaBC.

De nuevo, se prefiere especialmente que la molécula de ácido nucleico se corresponda con la descrita en la alter-
nativa a) o c), en la que el porcentaje de homología es del 100%. Aún se prefiere más el caso en el que la molécula de
ácido nucleico comprende la secuencia representada por SEQ ID NO: 45 (secuencia que representa al cluster hpa de
Pseudomonas putida U).

La inclusión en una cualquiera de las moléculas de ácido nucleico aislada de la invención de una secuencia codi-
ficante de una tirosina descarboxilasa permitiría que, al expresar las proteínas codificadas en ella, pudiera producirse
la descarboxilación de tirosina presente en el medio para dar lugar a la tiramina, que, a continuación, podría ser de-
gradada gracias a las restantes enzimas codificadas también en la molécula de ácido nucleico aislada: el compuesto
hasta el que se llegara dependería de la molécula de ácido nucleico aislada concreta elegida entre las posibles realiza-
ciones de la misma anteriormente descrita. Por ello, se prefiere el caso en el que la molécula de ácido nucleico aislada
comprenda, además, una secuencia codificante de una tirosina descarboxilasa. Se prefiere particularmente el caso en
el que la tirosina descarboxilasa es la tirosina descarboxilasa A de Lactococcus lactis (número de acceso en GenBank:
CAF33980, comprendida en el locus AJ630043).

Otro aspecto de la invención lo constituyen las nuevas enzimas y polipéptidos reguladores identificados, que sirven
para llevar a cabo el procedimiento de la invención: los correspondientes a los cluster tyn y/o hpa de Pseudomonas
putida U, así como aquellos que guarden un alto grado de homología con sus secuencias proteicas y que realicen
la misma función (actividad enzimática o reguladora). Por ello, un aspecto adicional de la invención se refiere a un
polipéptido o complejo proteico purificado que se selecciona del grupo de:

a) una tiramina oxidasa cuya secuencia de aminoácidos es idéntica al menos en un 60% a una primera secuencia
polipeptídica representada por SEQ ID NO: 4 (proteína TynA) y a una segunda secuencia polipeptídica representada
por SEQ ID NO: 6 (proteína TynB), las cuales pueden formar parte de una única secuencia polipeptídica o pueden estar
formando un complejo proteico, asociadas por enlaces distintos del enlace peptídico, tales como puentes de hidrógeno,
puentes disulfuro o fuerzas de van der Waals;

b) una hidroxifenilacetaldehído deshidrogenasa, cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia
polipeptídica representada por SEQ ID NO: 8 (proteína TynC);

c) una proteína idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por una secuencia que se
selecciona del grupo de SEQ ID NO: 10 (proteína TynR), SEQ ID NO: 12 (proteína TynD), SEQ ID NO: 14 (proteína
TynF), SEQ ID NO: 16 (proteína TynE) y SEQ ID NO: 18 (proteína TynG);

d) una hidroxifenilacetaldehído monooxigenasa cuya secuencia de aminoácidos es idéntica al menos en un 60%
a una primera secuencia polipeptídica representada por SEQ ID NO: 20 (proteína hpaB) y a una segunda secuencia
polipeptídica representada por SEQ ID NO: 22 (proteína hpaC), hidroxifenilacetaldehído monooxigenasa en la que la
secuencia idéntica al menos en un 60% a SEQ ID NO: 20 y la secuencia idéntica al menos en un 60% a SEQ ID NO:
22 pueden formar parte de una única secuencia polipeptídica o pueden estar formando un complejo proteico, asociadas
por enlaces distintos del enlace peptídico, tales como puentes de hidrógeno, puentes disulfuro o fuerzas de van der
Waals;

e) una hidroxifenilacetaldehído dioxigenasa, cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia poli-
peptídica representada por SEQ ID NO: 24 (proteína hpaD),

f) una deshidrogenasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada
por SEQ ID NO: 26 (proteína hpaE),

g) una isomerasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por
SEQ ID NO: 28 (proteína hpaF),
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h) una descarboxilasa cuya secuencia de aminoácidos es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica
representada por SEQ ID NO: 30 (proteína hpaG1);

i) una descarboxilasa cuya secuencia de aminoácidos es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica
representada por SEQ ID NO: 32 (proteína hpaG2),

j) una hidratasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por SEQ
ID NO: 34 (proteína hpaH),

k) una aldolasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por SEQ
ID NO: 36 (proteína hpaI),

l) una proteína idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por una secuencia que se
selecciona del grupo de SEQ ID NO: 38 (proteína hpaA), SEQ ID NO: 40 (proteína hpaX), SEQ ID NO: 42 (proteína
hpaR1), SEQ ID NO: 44 (proteína hpaR2),

o combinaciones de los mismos.

Se prefiere el caso en el que el polipéptido o complejo proteico comprende al menos una secuencia que es idéntica
a la mencionada en uno de los apartados a) a l).

También están comprendidas dentro del alcance de la invención las composiciones que comprendan al menos
uno de los polipéptidos o complejos proteicos mencionados. Se prefieren aquellas composiciones que comprendan
al menos la primera enzima del procedimiento, la que actúa sobre tiramina o dopamina: una tiramina oxidasa cuya
secuencia de aminoácidos es idéntica al menos en un 60% a una primera secuencia polipeptídica representada por SEQ
ID NO: 4 (proteína TynA) y a una segunda secuencia polipeptídica representada por SEQ ID NO: 6 (proteína TynB),
las cuales pueden formar parte de una única secuencia polipeptídica o pueden estar formando un complejo proteico,
asociadas por enlaces distintos del enlace peptídico, tales como puentes de hidrógeno, puentes disulfuro o fuerzas
de van der Waals; de entre ellas, se prefieren particularmente aquellas que comprendan adicionalmente una enzima
capaz de catalizar la segunda etapa del procedimiento, una hidroxifenilacetaldehído deshidrogenasa, cuya secuencia
es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por SEQ ID NO: 8 (proteína TynC); más
preferiblemente, la composición contendrá, además de esas dos enzimas, polipéptidos idénticos o análogos a los
restantes polipéptidos codificados en el cluster tyn de Pseudomonas putida U, es decir, al menos una proteína idéntica
al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por una secuencia que se selecciona del grupo de SEQ ID
NO: 10 (proteína TynR), SEQ ID NO: 12 (proteína TynD), SEQ ID NO: 14 (proteína TynF), SEQ ID NO: 16 (proteína
TynE) y SEQ ID NO: 18 (proteína TynG) y preferiblemente, todas ellas. Las composiciones que más se prefieren
son aquellas que comprenden los polipéptidos o complejos proteicos mencionados y, adicionalmente, polipéptidos o
complejos proteicos idénticos o análogos en función y homólogos en secuencia (al menos un 60%) a los codificados
en el locus hpa de Pseudomonas putida, es decir:

- una hidroxifenilacetaldehído monooxigenasa cuya secuencia de aminoácidos es idéntica al menos en un 60%
a una primera secuencia polipeptídica representada por SEQ ID NO: 20 (proteína hpaB) y a una segunda secuencia
polipeptídica representada por SEQ ID NO: 22 (proteína hpaC), hidroxifenilacetaldehído monooxigenasa en la que la
secuencia idéntica al menos en un 60% a SEQ ID NO: 20 y la secuencia idéntica al menos en un 60% a SEQ ID NO:
22 pueden formar parte de una única secuencia polipeptídica o pueden estar formando un complejo proteico, asociadas
por enlaces distintos del enlace peptídico, tales como puentes de hidrógeno, puentes disulfuro o fuerzas de van der
Waals;

- una hidroxifenilacetaldehído dioxigenasa, cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipep-
tídica representada por SEQ ID NO: 24 (proteína hpaD),

- una deshidrogenasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por
SEQ ID NO: 26 (proteína hpaE),

- una isomerasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por SEQ
ID NO: 28 (proteína hpaF),

- una descarboxilasa cuya secuencia de aminoácidos es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica
representada por SEQ ID NO: 30 (proteína hpaG1);

- una descarboxilasa cuya secuencia de aminoácidos es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica
representada por SEQ ID NO: 32 (proteína hpaG2),

- una hidratasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por SEQ
ID NO: 34 (proteína hpaH),

- una aldolasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por SEQ
ID NO: 36 (proteína hpaI),
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- una proteína idéntica al menos en un 60% a cada una de las secuencias polipeptídicas representadas por las
secuencias SEQ ID NO: 38 (proteína hpaA), SEQ ID NO: 40 (proteína hpaX), SEQ ID NO: 42 (proteína hpaR1), SEQ
ID NO: 44 (proteína hpaR2).

Como en los casos anteriores, se prefiere especialmente que los polipéptidos o complejos proteicos comprendidos
en la composición comprenda una secuencia cuya homología con la secuencia representada en el grupo de SEQ ID
NO: 4 a SEQ ID NO: 44 sea del 100%.

Otro aspecto de la invención es el relativo a un vector de expresión que comprende al menos una de las posibles
realizaciones de la molécula de ácido nucleico de la invención descritas anteriormente. En una realización preferida,
dicho vector es un plásmido. Se prefiere particularmente el caso en el que dicho plásmido comprende un fragmento de
ácido nucleico que comprende las secuencias codificantes comprendidas en el cluster Tyn de Pseudomonas putida U.
Una realización particular se refiere al caso en el que dicho fragmento de ácido nucleico está insertado en el plásmido
pK18::mob, que es un plásmido con capacidad de permanecer como forma replicativa autónoma en algunas especies
bacterianas y con capacidad integrativa en otras.

Otra realización preferida corresponde al caso en el que dicho plásmido comprende adicionalmente un fragmento
de ácido nucleico que comprende las secuencias codificantes presentes en el cluster hpa de Pseudomonas putida. Aún
se prefiere más el caso en el que el cluster hpa está insertado en el plásmido es pK18::mob.

En otra realización adicional el plásmido comprende además una secuencia codificante de una tirosina descarbo-
xilasa. Se prefiere el caso en el que la tirosina descarboxilasa es la tirosina descarboxilasa A de Lactococcus lactis.

En un aspecto adicional de la invención, se describe un organismo hospedador transformado con uno cualquiera
de los vectores de expresión descritos anteriormente. Un caso preferido es aquel en el que el organismo hospedador es
una bacteria, siendo ésta, preferiblemente, una bacteria capaz de transformar un azúcar en ácido láctico (bacteria aci-
doláctica). Estos microorganismos son importantes porque la formación de ácido láctico en distintas materias primas
da lugar en ella a desnaturalización y gelificación de proteínas, iniciando su transformación en derivados alimenticios
tales como queso, yogur, embutidos, etc. actúan como iniciadores de la transformación de muchas materias primas y,
en algunos casos (yogur), son responsables de su culminación; en otros, como el queso, particularmente las variedades
de queso curado, favorecen la acción de otros microorganismos, mohos en muchos casos, que son los responsables, por
ejemplo, de la aparición de sustancias sápidas características. Dado que en el proceso de transformación de materias
primas como la leche o la carne en queso o embutidos se producen a menudo cantidadades de tiramina que podrían
hacer aconsejable disminuir el contenido presente de dicha amina, disponer de bacterias lácticas que, además de reali-
zar su función en el proceso de transformación del alimento, dispongan de las enzimas para catalizar la ruta catabólica
divulgada en la presente solicitud, que permite la degradación de tiramina y/o dopamina, facilitaría la disminución de
los niveles finales de estas aminas biógenas presentes en el alimento final destinado al consumo humano o animal.

Una posible realización de este aspecto de la invención contempla el caso en el que el vector de expresión está
insertado en el genoma del hospedador. En otra realización alternativa, dicho vector de expresión permanece como
forma replicativa autónoma.

Otro aspecto de la invención, de gran importancia, se refiere a procedimientos que emplean las secuencias poli-
peptídicas descritas anteriormente, para disminuir el contenido de tiramina y/o dopamina en una muestra cualquiera,
con preferencia por los alimentos y las bebidas para consumo humano o animal, las materias primas a partir de las
cuales se originan o los productos intermedios de transformación de dichas materias primas en los alimentos o bebidas
finales. El procedimiento contempla todos los pasos de transformación de tiramina y/o dopamina de la ruta catabólica
descubierta por los inventores. Se consideran incluidas dentro del alcance de la invención todas las variantes del mismo
que comprendan la primera etapa, la transformación de tiramina y/o dopamina en su correspondiente 4-hidroxifenila-
cetaldehído. Así, un aspecto de la invención se refiere a un procedimiento para disminuir el contenido en una muestra
de un compuesto de la Fórmula I
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donde R1 es H (tiramina) u OH (dopamina)

que comprende una etapa en la que el compuesto de Fórmula I se transforma en un compuesto de Fórmula II,

donde R1 es H u OH,

caracterizado por que la transformación del compuesto de Fórmula I en un compuesto de Fórmula II está catalizada
por una tiramina oxidasa codificada por una molécula de ácido nucleico de la reivindicación 1 o 2 o por una tiramina
oxidasa cuya secuencia de aminoácidos es idéntica al menos en un 60% a una primera secuencia polipeptídica repre-
sentada por SEQ ID NO: 4 y al menos en un 60% a una segunda secuencia polipeptídica representada por SEQ ID
NO: 6, tiramina oxidasa en la que la secuencia idéntica al menos en un 60% a SEQ ID NO: 4 y la secuencia idéntica al
menos en un 60% a SEQ ID NO: 6 pueden formar parte de una única secuencia polipeptídica o pueden estar formando
un complejo proteico, asociadas por enlaces distintos del enlace peptídico, tales como puentes de hidrógeno, puentes
disulfuro o fuerzas de van der Waals.

Una realización preferida se refiere al caso en el que la tiramina oxidasa está formada por dos subunidades, una
de las cuales comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 4 (subunidad TynA de la tira-
mina oxidasa TynAB de Pseudomonas putida U) y la segunda de las cuales comprende la secuencia de aminoácidos
representada por SEQ ID NO: 6 (subunidad TynB de la tiramina oxidasa TynAB de Pseudomonas putida U).

En otra realización, se incluye una etapa en la que el compuesto de Fórmula II se transforma en un compuesto de
Fórmula III,

donde R1 es H u OH,

en el que la transformación del compuesto de Fórmula II en un compuesto de Fórmula III está catalizada por una
4-hidroxifenilacetaldehído deshidrogenasa codificada por una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo de:

a) una secuencia de ácido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID
NO: 7;

b) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que híbrida en condiciones estrictas con la
secuencia de a);
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c) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya secuencia de
aminoácidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 8;

d) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica natural de un
polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 8, donde la molécula de ácido
nucleico híbrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de DNA que comprende la secuencia mencionada en
a), o una secuencia complementaria a la misma;

o cuya secuencia de aminoácidos es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica de SEQ ID NO: 8.

En el caso de que intervenga una 4-hidroxifenilacetaldehído deshidrogenasa en el procedimiento, se prefiere que
comprenda una secuencia polipeptídica idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 8 (proteína TynC de
Pseudomonas putida U).

Se prefiere particularmente que, adicionalmente a las enzimas presentes que catalizan las etapas de transformación,
esté presente en la muestra al menos una proteína cuya secuencia de aminoácidos comprenda una secuencia idéntica
al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por una secuencia que se selecciona del grupo de SEQ
ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 18 o combinaciones de las mismas
(los restantes polipéptidos sintetizables a partir de las secuencias que forman parte del cluster tyn, y que parecen
tener actividad reguladora). Se prefiere el caso en el que los porcentajes de homología son del 100%. Se prefiere
particularmente que esté presente al menos una proteína que comprenda la secuencia de aminoácidos representada por
SEQ ID NO: 10 (TynR).

Se prefiere particularmente que el procedimiento no culmine con la obtención del compuesto de Fórmula III, si-
no que continúe hasta su degradación en ácido pirúvico y ácido succínico (o semialdehído succínico), especialmente
siguiendo la secuencia de reacciones catalizada por las enzimas del cluster hpa de Pseudomonas putida U: Cuando
el compuesto de partida es tiramina (R1 = H), el procedimiento requiere una etapa de transformación del ácido 4-
hidroxifenilacético en 3,4-dihidroxifenilacético, mientras que, cuando el compuesto de partida es dopamina (R1 =
OH), el compuesto de Fórmula III obtenido tras las reacciones catalizadas por las enzimas del cluster tyn es ya ácido
3,4-dihidroxifenilacético; a partir de ahí, las reacciones son idénticas tanto si se ha partido de tiramina como si se ha
partido de dopamina. Por ello, una realización adicional del procedimiento de la invención se refiere al caso en el que
el compuesto de Fórmula III obtenido es aquel en el que R1 es H, que comprende una etapa posterior en el que dicho
compuesto se transforma en el compuesto de Fórmula III, en el que R1 es OH, mediante una reacción catalizada por
una enzima con actividad 4-hidroxifenilacetaldehído monooxigenasa. Dentro de esta realización, se prefiere que la
4-hidroxifenilacetaldehído monooxigenasa capaz de catalizar esa reacción tenga un alto grado de homología con la
correspondiente enzima de Pseudomonas putida U, HpaBC, enzima compuesta por dos subunidades. Así, en ese caso,
se prefiere que la secuencia de aminoácidos de la 4-hidroxifenilacetaldehído monooxigenasa sea idéntica al menos en
un 60% a una primera secuencia polipeptídica representada por SEQ ID NO: 20 (HpaB) y a una segunda secuencia
polipeptídica representada por SEQ ID NO: 22 (HpaC), dichas secuencias pueden formar parte de una única secuen-
cia polipeptídica o pueden estar formando un complejo proteico, asociadas por enlaces distintos del enlace peptídico,
tales como puentes de hidrógeno, puentes disulfuro o fuerzas de van der Waals. Con mayor preferencia, la 4-hidro-
xifenilacetaldehído monooxigenasa está formada por dos subunidades, una de las cuales comprende una secuencia
polipeptídica idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 20 y la segunda de las cuales comprende una
secuencia polipeptídica idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 22.

Como se ha comentado, se prefieren las realizaciones del procedimiento en las que el compuesto de Fórmula III,
en el que R, es OH (ácido 3,4-dihidroxifenilacético), se transforma en ácido pirúvico y ácido succínico o semialdehído
succínico, o alguna de sus sales, siguiendo una secuencia de reacción análoga a la catalizada por las enzimas del cluster
hpa de Pseudomonas putida U. En dicha realización, el procedimiento comprende las siguientes etapas:

a) transformar ácido 3,4-dihidroxifenilacético en semialdehído 5-carboximetil-2-hidroximucónico;

b) transformar semialdehído 5-carboximetil-2-hidroximucónico en ácido 5-carboximetil-2-hidroximucónico,

c) transformar ácido 5-carboximetil-2-hidroximucónico en ácido 5-oxo-pent-3-ene-1,2,5-tricarboxílico,

d) transformar ácido 5-oxo-pent-3-ene-1,2,5-tricarboxílico en ácido 2-hidroxi-hept-2,4-diene-1,7-dioico,

e) transformar ácido 2-hidroxi-hept-2,4-diene-1,7-dioico en ácido 2-oxo-hept-3-ene-1,7-dioico,

f) transformar ácido 2-oxo-hept-3-ene-1,7-dioico en ácido 2,4-hidroxi-hept-2-ene-1,7-dioico,

g) escindir ácido 2,4-hidroxi-hept-2-ene-1,7-dioico en ácido pirúvico y ácido succínico o semialdehído succínico,

donde cualquiera de los ácidos citados puede estar en forma de cualquiera de sus sales.
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En una realización preferida, las enzimas utilizadas en las respectivas etapas son enzimas con una actividad análoga
a las del cluster hpa y con un alto grado de homología con las mismas (al menos 60%), es decir:

a) una hidroxifenilacetaldehído dioxigenasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia poli-
peptídica representada por SEQ ID NO: 24,

b) una deshidrogenasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada
por SEQ ID NO: 26,

c) una isomerasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por SEQ
ID NO: 28,

d) una descarboxilasa cuya secuencia de aminoácidos es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica
representada por SEQ ID NO: 30,

e) una descarboxilasa cuya secuencia de aminoácidos es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica
representada por SEQ ID NO: 32,

f) una hidratasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por SEQ
ID NO: 34,

g) una aldolasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por SEQ
ID NO: 36.

Más preferido aún es el caso en el que los citados porcentajes de homología son del 100%.

Con mayor preferencia, en las realizaciones del procedimiento que comprenden estas etapas, llevadas a cabo me-
diante las enzimas descritas, está presente en la muestra, adicionalmente a las enzimas que catalizan la secuencia de
reacciones, al menos una proteína análoga en función y con alta homología con al menos uno de los restantes poli-
péptidos codificados en el cluster hpa, es decir, una proteína cuya secuencia de aminoácidos comprende una secuencia
idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por una secuencia que se selecciona del grupo
de SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44, o combinaciones de las mismas. Más preferido
aún es el caso en el que los citados porcentajes de homología son del 100%.

Como se comentó previamente, en una posible realización adicional del procedimiento de la invención el com-
puesto de Fórmula I es aquel en el que R1 es H (tiramina) y el procedimiento comprende una etapa previa en la que el
compuesto de Fórmula I es el resultado de una reacción de descarboxilación de tirosina. Se prefiere el caso en el que
la descarboxilación de tirosina está catalizada por la tirosina descarboxilasa A de Lactococcus lactis.

En una realización del procedimiento de la invención, las enzimas que catalizan el procedimiento se añaden a la
muestra formando parte de una composición de la invención.

En otra realización, las enzimas que catalizan las etapas de dicho procedimiento se sintetizan en la muestra a partir
de uno de los vectores de expresión de la invención descrito anteriormente.

Se prefiere la realización en la que las enzimas que catalizan las reacciones del procedimiento de la invención son
sintetizadas por un microorganismo presente en la muestra o que se añade a la misma. En ese caso, una posibilidad
es que las secuencias codificantes de las enzimas sintetizadas por el microorganismo estén presentes en su genoma de
forma natural: es lo que sucede con Pseudomonas putida U (CECT 4848), cuya presencia en la muestra en la que se
quiere reducir el contenido en tiramina y/o dopamina es una de las posibles alternativas para realizar el procedimiento
de la invención.

Otra posible realización, por la cual se tiene también particular preferencia, corresponde al caso en el que el
microorganismo es uno de los organismos hospedadores recombinantes de la invención: ello da muchas posibilidades
para elegir los genes exógenos introducidos en el mismo y, con ello, las etapas del procedimiento de la invención. Por
otro lado, la elección del microorganismo otorga también mucha versatilidad para elegir las características adicionales
de las que se quiera dotar a la muestra, además de la disminución de tiramina y/o dopamina; esta característica es de
especial interés para su aplicación en la industria alimentaria.

De acuerdo con ello, son realizaciones del procedimiento de la invención de particular interés, aquellas en las que
el procedimiento de la invención se realiza en el marco de la industria alimentaria, siendo la muestra en la que se
quiere disminuir el contenido del compuesto de la Fórmula I (tiramina o dopamina) un alimento o bebida destinados
al consumo por seres humanos o animales, una materia prima de partida para la obtención de dicho alimento o bebida
o un producto intermedio en la obtención del alimento o bebida.

Un caso preferido es aquel en el que el alimento, materia prima o producto intermedio se selecciona entre un
derivado lácteo, leche o mezcla de leches procedente de cualquier mamífero, o un producto intermedio de la transfor-
mación de la leche o mezcla de leches y el compuesto de la Fórmula I que se desea transformar es aquel en el que
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R1 es H (tiramina), pues los derivados lácteos, y los quesos en particular, son productos en los que pueden aparecer
concentraciones de tiramina que aconsejen su disminución para hacerlos más apropiados para el consumo humano,
evitando posibles efectos secundarios. Por ello, en una realización preferida de la anterior, el alimento, materia pri-
ma o producto intermedio se selecciona entre queso, leche procedente de vaca, oveja o cabra (las especies de las
habitualmente procede la leche que se utiliza como materia prima en la elaboración del queso), una mezcla de leche
procedente de al menos dos de las especies anteriores; o un producto intermedio de la transformación de la leche o
mezcla de leches en queso. Es preferible el caso en el que las enzimas que catalizan las etapas del procedimiento son
sintetizadas por un microorganismo presente en la muestra o que se añade a la misma. Un caso específico es aquel en
el que el microorganismo es un organismo hospedador recombinante descrito anteriormente, preferiblemente una bac-
teria capaz de transformar un azúcar en ácido láctico, aún más preferiblemente perteneciente al género seleccionado
entre Lactobacillus; Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptocuccus. Esto aporta la ventaja, por una parte que
la transformación se lleve a cabo con un microorganismo de una especie de las que intervienen de forma natural en
el proceso de transformación del alimento; por otra, si el microorganismo se añade desde el principio, como cultivo
iniciador, estará presente desde el inicio del proceso para controlar la tiramina que se vaya produciendo. Así, otra
realización adicional se refiere al procedimiento descrito, en el que el microorganismo actúa como iniciador (starter)
de la transformación de la leche en derivado lácteo.

Otra realización alternativa del procedimiento de la invención es aquella en la que se realiza en una bebida alcohó-
lica, en la que la bebida, materia prima o producto intermedio se selecciona entre mosto, cebada, malta, vino, cerveza,
un producto intermedio de la transformación de la cebada en cerveza, un producto intermedio de la transformación
de mosto en vino, cualquier otra bebida alcohólica que requiera fermentación alcohólica por levaduras o cualquier
producto intermedio de transformación de la misma. De nuevo, se prefiere el caso en el que en el que las enzimas
que catalizan las etapas del procedimiento son sintetizadas por un microorganismo presente en la muestra o que se
añade a la misma, que es un organismo hospedador recombinante de la invención. En una realización particularmente
preferida, la bebida es vino y el microorganismo se añade al vino durante la fermentación maloláctica.

Otra realización alternativa describe un procedimiento, en el que el alimento, materia prima o producto intermedio
se selecciona entre un embutido; un producto intermedio de la transformación de la carne en el embutido o carne de
vacuno; porcino o cérvido o mezclas de las mismas destinadas a la preparación de un embutido.

Otra realización alternativa es aquella relativa a un procedimiento, en el que el alimento, materia prima o producto
intermedio se selecciona entre el chucrut; la materia prima del mismo o un producto intermedio de la obtención del
chucrut.

Aún más preferida es una realización en que en los dos últimos procedimientos citados, las enzimas que catalizan
las etapas del procedimiento son sintetizadas por un microorganismo presente en la muestra o que se añade a la misma
que es un organismo hospedador recombinante descrito anteriormente. Se prefiere el caso en el que el microorganismo
actúa como iniciador (starter) de la transformación de la materia prima en el embutido o chucrut.

Por su importancia en la aplicación en la industria alimentaria, un aspecto adicional de la invención se refiere al
uso de microorganismos que sinteticen las enzimas adecuadas para llevar a cabo el procedimiento de la invención para
disminuir el contenido de tiramina y/o dopamina en un alimento o bebida destinada al consumo humano o animal.
Una primera posibilidad es que el organismo sintetice esas enzimas de forma natural; por ello, una posible realización
es el uso de Pseudomonas putida U para disminuir el contenido de tiramina o dopamina en un alimento o bebida
destinada al consumo humano o animal, en la materia prima utilizada para su obtención o en un producto intermedio
de la transformación de la materia prima en el alimento o bebida.

La segunda posibilidad es que el microorganismo sea un microorganismo recombinante, en el que se hayan in-
troducido los genes adecuados para que sintetice las enzimas y polipéptidos reguladores deseados. Así, un último
aspecto se refiere al uso de un organismo hospedador recombinante de la invención, para disminuir el contenido de
tiramina o dopamina en un alimento o bebida destinada consumo humano o animal, en la materia prima utilizada para
su obtención o en un producto intermedio de la transformación de la materia prima en el alimento o bebida.

El control de los microorganismos starters que inician los procesos de transformación de determinadas materias
primas en alimentos o bebidas (derivados lácteos, embutidos, bebidas alcohólicas, otros alimentos en los que se dan
procesos de fermentación tales como el chucrut, los pepinillos o las aceitunas) ha cobrado gran interés en los últimos
años en la industria alimentaria, pues permite controlar las condiciones del proceso, dotar a los productos finales
de características deseadas y, en particular, facilita la obtención de productos finales cuyas características sean más
homogéneas e identificables por el consumidor como las características esperables en una determinada marca, hecho
más difícil de conseguir cuando se parte de los organismos iniciadores que contiene la materia prima de forma natural.
La utilización de iniciadores (starters) capaces de llevar a cabo el procedimiento de transformación de tiramina y/o
dopamina de la invención es una ventaja más dentro del control del proceso, permitiendo el control de la concentración
de estas aminas biogénicas desde el principio del proceso, según se van produciendo e, incluso, según los casos, que
sean los mismos microorganismo susceptibles de producirlas los que permitan su eliminación. Es por todo ello que
una realización preferida del uso de la invención es aquella en la que el organismo hospedador actúa como iniciador
(starter) del proceso de transformación de la materia prima en el alimento o bebida destinada al consumo humano o
animal. Se prefiere particularmente que el alimento sea un derivado lácteo (más preferiblemente queso), un embutido,
o un alimento durante cuya obtención se produce fermentación tal como chucrut, pepinillos o aceitunas.
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Descripción detallada de la invención

Se ha caracterizado en la bacteria P. putida U (CECT 4848) una nueva ruta catabólica responsable de la degradación
de las aminas biogénicas tiramina y dopamina. Los diferentes genes que codifican las enzimas que componen tal ruta,
se han identificado mediante el aislamiento de diferentes mutantes de Pseudomonas putida U incapaces de crecer en
medios que contenían como únicas fuentes de carbono tiramina o dopamina. El agente mutagénico utilizado fue el
transposon Tn5, que actúa integrándose al azar en el cromosoma de la bacteria (98, 105). Mediante este procedimiento
se aislaron once mutantes diferentes que fueron agrupados en tres tipos en función de su capacidad para degradar
diferentes fuentes de carbono. Los mutantes de tipo 1 incluían aquellos que eran incapaces de crecer en medios
químicamente definidos cuando contenían tiramina o dopamina como únicas fuentes de carbono. Sin embargo, estos
mutantes degradaban eficazmente los ácidos 4-hidroxifenilacético y 3,4-dihidroxifenilacético, así como otras muchas
fuentes de carbono. El segundo tipo (tipo 2) incluía un grupo de mutantes que no crecía en aquellos medios que
contenían como únicas fuentes de carbono tiramina o 4-hidroxifenilacético, pero que sí lo hacían en aquellos otros
a los que se había añadido dopamina u otras fuentes de carbono susceptibles de ser utilizadas por la cepa parental
(P. putida U CECT 4848). El tercer grupo de mutantes, aquellos incluidos en el tipo 3, se caracterizaban porque
no podían crecer en aquellos medios de cultivo en los que se utilizaban como únicas fuentes de carbono tiramina,
dopamina, 4-hidroxifenilacético o 3,4-dihidroxifenilacético. Sin embargo, estos mutantes crecían eficazmente en esos
mismos medios cuando estos compuestos se substituían por otras fuentes de carbono que podían ser asimilados por la
cepa silvestre.

Todos estos resultados nos indicaban que en los mutantes de tipo 1, el transposón se había integrado en una
secuencia de DNA perteneciente a alguno de los genes necesarios para la transformación de tiramina y de dopamina
en los ácidos 4-hidroxifenilacético y 3,4-dihidroxifenilacético respectivamente (Fig. 7), o bien el transposón se había
integrado en alguna zona que afectaba la expresión de alguno de esos genes. Además, el hecho de que estos mutantes
creciesen bien en medios suplementados con 4-hidroxifenilacético y 3,4-dihidroxifenilacético, sugería que en ellos
el transposón estaba afectando genes que tenían que ver con la desaminación de esas dos aminas pero no con etapas
catabólicas posteriores.

En los mutantes de tipo 2, el transposón debe haberse integrado en una secuencia de DNA correspondiente a alguno
de los genes que codifique enzimas requeridas para el catabolismo de tiramina y del ácido 4-hidroxifenilacético, pero
no para la degradación de dopamina. Teniendo en cuenta que sólo existe una etapa catalítica cuya alteración justifique
ese comportamiento metabólico, esos mutantes deberían estar afectados en el gen que codifica la 4-hidroxifenilacético
hidroxilasa (HpaBC en Fig. 7).

Los mutantes de tipo 3 no pueden catabolizar tiramina, dopamina, 4-hidroxifenilacético ni 3,4-dihidroxifenila-
cético, lo que indica que en ellos el transposón está afectando la expresión de alguno de los genes que codifican las
enzimas responsables de la transformación de 3,4-dihidroxifenilacético en los productos finales (ácido pirúvico y ácido
succínico) (Fig. 7).

La identificación del punto de inserción del transposón en cada uno de los mutantes y la secuenciación de las
zonas adyacentes, nos ha permitido la identificación de todos los genes necesarios para la degradación de tiramina,
dopamina, 4-hidroxifenilacético y 3,4-dihidroxifenilacético en P. putida U. Todos ellos se localizan en un fragmento
de DNA de 25132 pares de bases que incluye dos agrupaciones génicas (clusters) consecutivas (Fig. 8). El cluster tyn
(12339 pares de bases) agrupa los genes requeridos en P. putida U para la transformación de tiramina y dopamina de
los ácidos 4-hidroxifenilacético y 3,4-dihidroxifenilacético respectivamente, siendo ésta la primera descripción de este
conjunto de genes (tynABFECGRD) y, además, la primera evidencia de la que se pone de manifiesto que esta nueva
ruta está implicada en la desaminación de esos dos compuestos. Al lado del cluster tyn se halla el cluster hpa (12722
pares de bases), que contiene todos los genes (hpaR1TetRBCIHXFDEG2G1AR2) necesarios para el catabolismo del
ácido 4-hidroxifenilacético (incluyendo su derivado 3,4-dihidroxifenilacético) en esta bacteria (Fig. 8). Las secuencias
de todos esos genes (tyn y hpa) se incluyen en la Fig. 9.

En resumen, hemos demostrado que en P. putida U la transformación de tiramina y dopamina en ácido pirúvico y
en ácido succínico requiere los genes correspondientes a los clusters tyn y hpa, y que la la degradación de tiramina en
esta bacteria implica la participación de un mayor número de genes de los descritos para otros microorganismos (68,77,
86-88, 91, 94). Otra diferencia importante es que en P. putida U la desaminación de tiramina y de 2-feniletilamina
se lleva a cabo mediante la acción de diferentes complejos enzimáticos (82). En cambio los genes responsables de la
degradación del 4-OH-PhAc en P. putida U, tienen una organización muy similar a la descrita para la misma ruta de
E. coli.

La identificación de los genes tyn puede tener importantes implicaciones biotecnológicas ya que como hemos
indicado en el apartado “Estado de la Técnica”, el consumo de alimentos con un elevado contenido en tiramina pue-
de provocar un gran número de efectos farmacológicos. Por lo tanto, la obtención de una construcción genética que
permitiese a los organismos portadores degradar este compuesto, podría ser utilizada para transformar aquellos micro-
organismos que participan en la fermentación. Evitando, de este modo, que se produzca la acumulación de tiramina
en esos alimentos.

Esas cepas recombinantes con capacidad para degradar la tiramina se podrían utilizar incluso en la elaboración
de cultivos iniciadores (starters), dotando a los mismos de una mayor eficiencia, ya que los starters, aunque suelen
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estar constituidos por cepas no productoras de aminas biogénicas, no pueden evitar la acumulación de las aminas
producidas por la flora microbiana presente en las materias primas originales. En cambio, si estos starters contaran con
la presencia de bacterias capaces de degradar la tiramina y la dopamina evitarían la acumulación de estos compuestos
en los alimentos con independencia de las materias primas utilizadas en la elaboración de los mismos.

Además, analizada desde un punto de vista estrictamente económico, la posibilidad de dotar a cepas bacterianas
con interés para la industria alimentaria con la capacidad requerida para degradar la tiramina, puede ser esencial para
la elaboración de nuevos productos y la apertura de nuevos mercados ya que muchos países (Canadá, Suiza o Holanda
entre otros) están estableciendo límites para la concentración de aminas biogénicas en los alimentos importados, espe-
cialmente en el vino. La presencia de aminas en el vino entraña más riesgo que en otros alimentos, ya que al contener
alcohol, se van a ver afectados los mecanismos de destoxificación del organismo, incrementándose las posibilidades
de intoxicación por ingesta de aminas.

Mediante transferencia de las agrupaciones génicas tyn y hpa como cassettes genéticos aislados o en tándem
(clusters tyn y hpa) o genes idénticos, cuyas secuencias sean similares y que cumplan la misma función que los genes
tyn y hpa de P. putida U 4848 podríamos conferir a cualquier bacteria, tanto G+ como G-, de la capacidad requerida
para degradar tiramina y dopamina, evitando de este modo, la acumulación de este compuesto en aquellos alimentos en
cuyo proceso de elaboración interviniese dicha bacteria. La transferencia de los clusters tyn y hpa o genes idénticos,
cuyas secuencias sean similares y que cumplan la misma función que los genes tyn y hpa de P. putida U 4848 a
cepas de Lactococcus lactis prevendrían la acumulación de la tiramina (generada mediante descarboxilación de la
tirosina por la tirosina descarboxilasa presente en este organismo) en aquellos quesos y derivados en cuyo proceso de
elaboración intervenga esta bacteria.

Adicionalmente, el hecho de que las enzimas codificadas en los clusters tyn y hpa sean también capaces de degra-
dar la dopamina, permitirá disponer de organismos manipulados genéticamente que puedan asimilar este importante
neurotransmisor, lo que podría podría tener importantes aplicaciones en alimentación y en terapia génica ya que alguno
de los genes tyn podrían ser utilizados para el tratamiento de determinadas enfermedades degenerativas o de aquellas
relacionadas con trastornos mentales causadas por concentraciones elevadas de estas aminas.

Por último, mediante Ingeniería Metabólica, hemos logrado establecer una nueva ruta útil para la degradación del
aminoácido L-tirosina mediante la participación conjunta de las enzimas codificadas por los clusters tyn y hpa de P.
putida U y el gen tdcA que codifica la tirosindescarboxilasa de Lactococcus lactis (ver Ejemplo 5). Una aplicación
interesante de la confluencia en un mismo microorganismo de los genes tyn y hpa y tdcA, que permiten cataboli-
zar tirosina a través del intermediario tiramina, podría ser la de elaboración de alimentos con bajo contenido en este
aminoácido. Para la obtención de éstos podrían utilizarse cultivos iniciadores (starters) conteniendo microrganismos
diseñados explícitamente para que expresen las actividades enzimáticas Tyn, Hpa y TdcA. De esta forma dispondría-
mos de alimentos que podrían ser aptos para el consumo de aquellos enfermos aquejados de alcaptonuria (enfermedad
metabólica caracterizada por la ausencia de la enzima homogentisato dioxigenasa que provoca el bloqueo de la ru-
ta degradativa de fenilalanina y tirosina y que lleva implícita la acumulación de ácido homogentísico en los tejidos
provocando degeneración del tejido afectado) y de otras enfermedades relacionadas con la existencia de un excesivo
acumulo de catabolitos de de tirosina en diferentes tejidos (99-100).

Ejemplo 1

Identificación de los genes responsables de la degradación de tiramina y de dopamina en P. putida U

Pseudomonas putida U (CECT 4848) es una bacteria que puede crecer utilizando tiramina (5 mM) o dopamina (5
mM) como únicas fuentes de carbono, cuando se cultiva en un medio de composición química definida que contiene
(en g/L) KH2PO4 (13,6); (NH4)2SO4.7H2O (0,25); FeSO4.7H2O (0,0005). Si el medio de cultivo era sólido, se añadía,
además, agar al 2,5% (p/v). La incubaciones se realizaban en un agitador orbital, a 30ºC y a 250 rpm, utilizando
matraces Erlenmeyer de 500 mL que contenían 100 mL de medio (Fig. 10). Cuando se mutó P. putida U con el
transposón Tn5, siguiendo la metodología descrita por nosotros en otras publicaciones (82, 95, 98-100, 1005), aislamos
varios mutantes incapaces de degradar tiramina y dopamina (Fig 10) pero que, sin embargo, crecían bien cuando
al medio se añadían otras fuentes de carbono (ácidos 4-hidroxifenilacético, 3,4-dihidroxifenilacético, fenilacético,
benzoico, octanoico, glutámico, succínico, 2-feniletilamina). La localización mediante secuencia (98) del transposón
en el cromosoma de los diferentes mutantes, nos permitió comprobar que este elemento genético móvil se había
insertado en dos marcos abiertos de lectura u open reading frames (ORFs) (genes tynA y tynB) que codifican dos
proteínas (TynA y TynB) (Fig 7 y Fig 8) que, a tenor de estos resultados, eran imprescindibles para el cartabolismo de
tiramina y dopamina en P. putida U.

La secuenciación adicional de las zonas adyacentes a esos genes nos permitió identificar los ORFs indicados en
la figura 8 como tyn y cuya secuencias se incluyen en la Fig. 9. Todos esos genes (tynABFECGRD) se encuentran
próximos a otro cluster ya conocido (hpa), responsable de la transformación del ácido 4-hidroxifenilacético (y de sus
derivados) en metabolitos generales (ácidos pirúvico y succínico) (Fig 8 y Fig. 9).
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Ejemplo 2

Identificación de la unidad genética mínima funcional requerida para la desaminación oxidativa de tiramina y de
dopamina en P. putida U

El análisis funcional de los genes que componen el cluster tyn se realizó mediante la interrupción de cada uno
de ellos siguiendo un procedimiento que supone un evento de recombinación sencillo, y que se basa en la utilización
de un fragmento interno de cada gen tal y como se ha descrito en diferentes publicaciones (82, 98-100). Cuando la
interrupción de alguno de esos genes implicaba falta de función (ausencia de crecimiento en medios suplementados
con tiramina o con dopamina), una copia silvestre del gen que había sido afectado en cada mutante se clonaba en
un plásmido replicativo en Pseudomonas (pBBR1MCS-3, abreviadamente pMC) (102) y se expresaba, en trans, en
ese mutante, estableciendo si se revertía, o no, el efecto observado tras la mutación de ese gen concreto. Siguiendo
este método, comprobamos que en P. putida U los genes tynA, tynB, tynC y tynR eran imprescindibles para que se
produjera la desaminación de la tiramina y la dopamina y para la ulterior oxidación de los aldehídos generados a los
ácidos 4-hidroxifenilacético y 3,4-dihidroxifenilacético, respectivamente (Fig. 7).

En otros casos, la interrupción de ciertos genes (tyn F, tynE, tynG y tynD) no afectaba la capacidad de los diferentes
mutantes para degradar tiramina y dopamina, por lo que concluimos que, al menos en P. putida U, éstos no son
indispensables para asimilar esas aminas (probablemente porque existan en su genoma otros genes que codifiquen
enzimas homólogas).

Estos resultados indican que la construcción genética que posee la información mínima necesaria para catalizar la
desaminación oxidativa de la tiramina y de la dopamina en P. putida U, es tynABCR.

Ejemplo 3

Obtención de una construcción genética que permita degradar tiramina y dopamina en otras bacterias

Con objeto de disponer de una construcción genética que pudiera ser transferida a diferentes microorganismos de
tal modo que les confiriese la capacidad de degradar parcial o totalmente la tiramina y la dopamina, se clonaron los ge-
nes que integran todo el cluster tyn en los plásmidos pK18::mob (replicativo en E. coli e integrativo en Pseudomonas).
(82, 98-100,103) (Fig 11). Este plásmido carece de origen de replicación en Pseudomonas. El proceso de obtención
del cluster tyn se llevó a cabo por recombinación de un fragmento de ADN (clonado en pK18::mob) homólogo a la
región de uno de los extremos del cluster, por posterior digestión a totalidad del ADN con XbaI y por religamiento
final del ADN digerido. La selección de clones que contenían clonado el cluster tyn se realizó mediante selección del
marcador del plásmido (resistencia a km). Con ellos se transformaron E. coli W14 (un mutante incapaz de degradar
feniletilamina y tiramina por carecer de los genes maoA y maoB) (62, 94) y P. putida KT2440 una cepa silvestre muy
parecida metabólica y genéticamente a P. putida U, pero que carece de los genes tyn y hpa. Los resultados expuestos
en las Fig 12 revelan que la cepa de E. coli recombinante (E. coli W14 pKtyn), a diferencia de la cepa parental (E. coli
W14 o de esta cepa transformada con el plásmido sin inserto -E. coli W14 pK18::mob-) crecía en medios mínimos
suplementados con tiramina o con dopamina. Sin embargo, P. putida KT2440 pKtyn no podía hacerlo a no ser que se
suplementase otra fuente de carbono a los cultivos (Fig 13). En tal caso, al acabar de crecer, el análisis de los caldos
de cultivo mediante HPLC (ver condiciones al final del ejemplo) revelaba que P. putida KT2440 pKtyn había trans-
formado tanto la tiramina como la dopamina en 4-hidroxifenilacético y en 3,4-dihidroxifenilacético respectivamente
y que esta conversión no la llevaba a cabo la cepa silvestre (P. putida KT2440) ni esa misma cepa transformada con
el plásmido sin inserto (P. putida KT2440 pK18::mob). Estos resultados indican que en presencia de otra fuente de
carbono, la cepa recombinante P. putida KT2440 pKtyn expresa los genes tyn, pero, al no poseer los genes hpa, no
puede seguir degradando los productos generados (4-hidroxifenilacético, 3,4-dihidroxifenilacético) por lo que los ex-
creta acumulándolos en el caldo. En ausencia de una fuente de carbono adicional, P. putida KT2440 pKtyn no puede
crecer porque no puede obtener energía ni desde tiramina ni desde dopamina (Fig 13). Sin embargo, E. coli W14
pKtyn, degrada ambos compuestos ya que E. coli W14 posee un cluster hpa que le permite continuar degradando el 4-
hidroxifenilacético y el 3,4-dihidroxifenilacéticolos generados a través de la ruta Tyn (Fig. 12).

Adicionalmente, comprobamos que la expresión en E. coli W14 de una construcción que contenía todos los genes
tyn excepto el tynD era incapaz de crecer utilizando tiramina o dopamina como únicas fuentes de carbono a 37ºC,
mientras que si lo hacía a 30º. Estos resultados sugieren que el gen tynD que codifica una presunta tiramina desami-
nasa, podría constituir una subunidad catalítica que facilitase o acelerase la velocidad de desaminación a temperaturas
restrictivas para P. putida U.

Análisis de los caldos de cultivo mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC)

El consumo de de tiramina, dopamina, 4-hidroxifenilacético, 3,4-dihidroxifenilacético y de otros compuestos, así
como la acumulación de los intermediarios catabólicos acumulados por los diferentes mutantes cuando se cultivaban
en medio líquido, se realizó mediante análisis de HPLC. Para ello, se tomaron muestras de los caldos de cultivo (1 ml)
a diferentes tiempos. Éstas se centrifugaron (31.000 x g, 20 minutos) para eliminar los restos celulares y se filtraron
a través de filtros Millipore (tamaño de poro de 0,2 µm). Diferentes alícuotas de 20 µl fueron analizadas mediante
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HPLC (Beckman System Gold Mod 126. Progamable Solvent Module) equipado con un detector de longitud de onda
variable UV/visible (Beckman System Gold Diode Array Detector Module Mod 168), un integrador con el sistema de
análisis informático Waters Millenium 32 y una columna de fase reversa (Nucleosil C-18, 250 x 4,6 mm de diámetro
interno) microparticulada (tamaño de partícula 10 µm, tamaño de poro 1 µm) (Phenomenex Laboratorios U.S.A.) con
una precolumna Analytical Guard Cartridge System, (KJO-4282).

La fase móvil empleada contenía KH2PO4 (50 mM, pH 4) y acetonitrilo (CH3CN), en una proporción 99:1
(vol/vol). El flujo se mantuvo a 2,5 ml/min y el eluyente se monitorizó a 210 nm. En estas condiciones, los tiempos de
retención para dopamina, tiramina, 2-feniletilaminamPhEtNH2, ácido 3,4-dihidroxifenilacético, 4-hidroxifenilacético,
y ácido fenilacético fueron de 3; 4,5; 9,6; 13; 24 y 54 minutos, respectivamente.

Ejemplo 4

Obtención y utilización de una construcción genética que contiene todos los genes tyn y hpa y que confiere al orga-
nismo receptor la capacidad para asimilar tiramina y dopamina

Dado que la utilización de los genes tyn sólo permitía crecer a expensas de tiramina o de dopamina a aquellos
microorganismos que poseyesen una ruta hpa funcional, procedimos a diseñar una construcción genética que nos
permitiese transferir ambos clusters (tyn y hpa) a otros organismos, confiriéndoles la capacidad para degradar estas
dos aminas biogénicas hasta piruvato y succinato.

Para conseguirlo seguimos el procedimiento esquematizado en la Fig. 14 y que implicaba: (i) la clonación de los
genes adyacentes a los clusters tyn y hpa en sendos - plásmidos (pK18::mob y pJQ200KS) (104); (ii) dos eventos de
recombinación, sencillos e independientes, mediante los que se lograba insertar ambos plásmidos en el cromosoma
bacteriano (uno a cada lado, ver Fig. 14); (iii) la digestión a totalidad del cromosoma bacteriano con las endonucleasas
de restricción XbaI o HindIII, y (iv) la liberación de una fragmento de DNA que llevaba el plásmido pK18::mob y
un inserto de algo más de 25 kilobases que contenía los clusters tyn y hpa (Fig. 14). La transformación de P. putida
KT2440 con este plásmido integrativo mediante mating triparental (98, 105) confería a la bacteria recombinante la
capacidad para crecer en medios que contenían tiramina o dopamina como únicas fuentes de carbono (Fig 13).

Ejemplo 5

Diseño de un protocolo de deriva metabólica que confiere a diferentes microorganismos la capacidad de degradar el
aminoácido L-tirosina por la vía de la tiramina

El catabolismo del aminoácido L-tirosina (un aminoácido proteinogénico precursor de muchas aminas con extraor-
dinaria importancia biológica) ha sido estudiada en numerosos seres vivos. En ciertas bacterias (como por ejemplo
Pseudomonas) y en todas las células eucariotas, la degradación transcurre a través de una ruta bien conocida que im-
plica su desaminación (transaminación) a p-hidroxifenipirúvico; la descarboxilación y reordenación intramolecular de
este compuesto para dar homogentísico (2,5-dihidroxifenilacético); la apertura del anillo bencénico originando malei-
lacetoacético; su isomerización a fumarilacetoacético y, finalmente, la hidrólisis de este compuesto para dar fumárico
y acetoacético (99). Sin embargo, muchas bacterias, como es el caso de la paradigmática E. coli, no poseen una ruta
catabólica para transformar ese aminoácido en intermediarios generales y por consiguiente no puede crecer en aque-
llos medios en que sólo exista como fuente de carbono tirosina. Otras bacterias degradan sólo parcialmente la tirosina
mediante reacciones que implican su desaminación o su descarboxilación (ver estado de la técnica).

Nosotros hemos desarrollado un procedimiento que permite combinar los genes tyn y hpa de P. putida U y el
tdcA, que codifica la tirosindescarboxilasa de Lactococcus lactis, de modo que la expresión de unos o de otros en
diferentes microorganismos (en función de su capacidad catabólica) confiera al microorganismo receptor la capacidad
de degradar el aminoácido L-tirosina, vía tiramina, hasta piruvato y succinato.

P. putida U es capaz de degradar L-tirosina por la vía del homogentísico (99), sin embargo un mutante en el que se
ha delecionado el cluster hmg (99) no puede catabolizar completamente la tirosina, puesto que es incapaz de degradar
el ácido homogentísico, compuesto que se acumula en el caldo y que en contacto con el oxígeno del aire se oscurece
(como sucede a los pacientes alcaptonúricos). Sin embargo, este mutante P. hmg posee las rutas Tyn y Hpa funciona-
les. Por consiguiente, si esa bacteria fuese capaz de descarboxilar la tirosina a tiramina, podría crecer a expensas de
esta fuente de carbono. Para comprobarlo, clonamos el gen tdcA de Lactococcus lactis en el plásmido pBBR1MCS-
3 (pMC) y esa construcción fue utilizada transformar P. putida U ∆hmg. La cepa recombinante obtenida P. putida
U ∆hmg pMCtdcA) era capaz de degradar eficientemente L-tirosina cuando se cultivaba en diferentes medios conte-
niendo este aminoácido como única fuente de carbono (Fig. 15). Además, se observaba que la derivación metabolica
hacia tiramina era muy alta ya que apenas se acumulaba homogentisato en el medio de cultivo. Cuando esta misma
construcción (pMCtdcA) se utilizó para transformar un mutante de P. putida U en el que además del cluster hmg, se
había delecionado el gen hpd que codifica la enzima 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (responsable de la síntesis
de homogentísico desde 4-hidroxifenilpirúvico), la cepa recombinante obtenida (P. putida ∆hmg∆hpd pMCtdcA) de-
gradaba la tirosina incluso más eficazmente que aquella otra que carecía sólo del cluster hmg (Fig. 15). Este efecto
puede explicarse asumiendo que, al estar bloqueada la ruta degradativa en una etapa anterior a la formación del ácido

36



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 364 110 A1

homogentísico, la pérdida de intermediarios catabólicos excretables es menor y, por consiguiente, un mayor porcentaje
de L-tirosina será descarboxilado y degradado a través de las vías Tyn y Hpa.

Como ya hemos indicado anteriormente, E. coli W14 posee el cluster hpa por lo que esta bacteria puede degradar
4-hidroxifenilacético y 3,4-dihidroxifenilacético, pero no puede asimilar L-tirosina ni tiramina (todas las cepas de
E. coli carecen de las ruta del homogentísico y esta cepa en particular ha perdido, tras sufrir un evento de deleción,
los genes maoA y maoB). Por lo tanto, para que E. coli W14 pueda crecer en L-tirosina utilizando tiramina como
intermediario, precisa de una actividad tirosinadescarboxilasa que genere tiramina, y de las enzimas codificadas por
los genes tyn para transformar esa amina en 4-hidroxifenilacético.

La transformación de E. coli W14 con las construcciones pKtyn y pMCtdcA nos permitió obtener una cepa re-
combinante (E. coli W14 pKtyn pMCtdcApMCtdcA) que crecía en medios de composición definida que contenían L-
tyrosina o L-fenilalanina como únicas fuentes de carbono (Fig. 16).

Breve descripción de las figuras

La Figura 1 muestra la ruta biosintética de los neurotransmisores dopaminérgicos. En dicha ruta, el aminoácido
tirosina es hidroxilado por la tirosina hidroxilasa en dihidroxifenilalanima (L-DOPA), que a su vez es descarboxilado
a dopamina por la enzima DOPA descarboxilasa. La dopamina, por hidroxilación con dopamina hidroxilasa, da lugar
a noradrenalina, y ésta, a su vez, por acción de una feniletanolamina N-etiltransferasa, da lugar a adrenalina.

La Figura 2 es la representación esquemática de la síntesis de histamina (A) a partir de histidina por acción de una
histidina descarboxilasa, y serotonina (B) a partir de triptófano, gracias a dos enzimas: la triptófano 5-hidroxilasa y la
5-dihidroxitriptófano descarboxilasa.

La Figura 3 muestra la estructura de las aminas “traza” más importantes. La β-feniletilamina, la tiramina y la
triptamina son sintetizadas por decarboxilación de los correspondientes aminoácidos precursores por la acción de una
L-aminoácido aromático descarboxilasa. La octamina es sintetizada por hidroxilación de la tiramina por la acción de
una tiramina-β-hidroxilasa.

La Figura 4 representa las principales aminas biogénicas presentes en los alimentos y sus aminoácidos precursores.

La Figura 5 es una representación esquemática del mecanismo de reacción utilizado por las QH-AmDH para oxidar
las aminas primarias (figura modificada de Sun et al, 2003, ref. 81).

La Figura 6 es una representación esquemática de la oxidación de tiramina en Euphorbia characias.

La Figura 7 es la representación esquemática de los pasos metabólicos responsables de la degradación de tiramina,
dopamina, ácido 4-hidroxifenilacético y ácido 3,4-dihidroxifenilacético (homoprotocatéquico) en P. putida U y de las
enzimas que catalizan cada uno de ellos. Las distintas abreviaturas corresponden a: 4-OH-PhAc (ácido 4-hidroxife-
nilacético), 3,4-diOH-PhAc (ácido homoprotocatéquico), CHMS (semialdehído 5-carboximetil-2-hidroximucónico),
CHM (ácido 5-carboximetil-2-hidroximucónico), OPET (ácido 5-oxo-pent-3-ene-1,2,5-tricarboxílico), HHDD (áci-
do 2-hidroxi-hept-2,4-diene-1,7-dioico), OHED (ácido 2-oxo-hept-3-ene-1,7-dioico) y HHED (ácido 2,4-dihidroxi-
hept-2-ene-1,7-dioico). Las enzimas son: TynAB (tiramina oxidasa), TynC (4-OH-Fenilacetaldehído deshidrogena-
sa), HpaBC (4-OH-PhAc monooxigenasa), HpaD (3,4-diOH-PhAc 2,3-dioxigenasa), HpaE (CHMS deshidrogenasa),
HpaF (CHM isomerasa), HpaG1G2 (OPET descarboxilasa), HpaH (hidratasa) y HpaI (HHED aldolasa). En este es-
quema también se muestra la organización de los genes implicados en esta ruta catabólica en P. putida U. También se
indica en la figura el punto de bloqueo metabólico en los diferentes tipos de mutantes.

La figura 8 es el esquema de la organización genética de los dos clusters (tyn y hpa) implicados en la degradación
de tiramina y 4-OH-PhAc en P. putida. En este esquema, también se indica el punto de inserción del transposón Tn5,
en cada uno de los mutantes, así como algunos de los cortes de restricción utilizados para la elaboración de diferentes
construcciones genéticas.

La figura 9 es la secuencia de nucleótidos del fragmento de DNA que contiene los genes tyn y hpa en Pseudomonas
putida U (CECT 4848). Las regiones de la secuencia que poseen una estructura secundaria de tipo lazo (loop) se
encuentran recuadradas.

En la Figura 10, el diagrama de curvas de la izquierda representa las curvas de crecimiento medidas como como
(A540 nm) en medio MM + dopamina (5 mM) correspondientes a las cepas P. putida U CECT 4848 (silvestre) (�), P.
putida U tynR::pK18mob (∆) y de uno de los mutantes de tipo I (A0) (�), de tipo II (A2) (�) y de tipo III (A7) (�).
Las 5 gráficas de la derecha representan la concentración residual de dopamina en el caldo de cultivo de las distintas
cepas cultivadas en medio MM + dopamina (5 Mm). El comportamiento de los distintos mutantes incluidos en los
diferentes grupos, fue similar a cada uno de los indicados en la figura.
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La figura 11 es una representación esquemática de la construcción genética pKtyn. En esta construcción, se clo-
naron los genes que integran todo el cluster tyn en los plásmidos pK18::mob (replicativo en E. coli e integrativo en
Pseudomonas). (82, 98-100,103) (Fig 11).

En la Figura 12, el diagrama de curvas de la izquierda representa las curvas de crecimiento medidas como (A540 nm)
medidas en la cepa cepa E. coli W14 pKtyn (�, �) y de la cepa control E. coli W14 pK18::mob (�, �) cuando se
cultivaban a 30ºC (�, �) y a 37ºC (�, �) en un medio que contenía tiramina (5 mM) como única fuente de carbono.
El panel de la derecha representa la concentración residual de tiramina en el caldo de cultivo de E. coli W14 pKtyn
crecida a 30ºC y a 37ºC. Se obtuvieron resultados similares al cultivar dichas cepas en medio mínimo suplementado
con dopamina.

La Figura 13 representa las curvas de crecimiento correspondientes a las cepas P. putida KT2440 pKtynhpa XbaI
(�, �) y P. putida KT2440 pKtyn (�, �) cuando se cultivan en un medio que contiene tiramina (5 mM) (�, �) o 4-
OH-PhAc (5 mM) (�, �). El crecimiento se midió como A540 nm.

La Figura 14 muestra la representación esquemática de la estrategia seguida para la obtención de las construc-
ciones pKtynhpa HindIII y pKtynhpa XbaI que contienen la información genética necesaria para degradar tiramina,
dopamina, 4-OH-PhAc y 3,4-diOH-PhAc.

La Figura 15 representa las curvas de crecimiento medidas como (A540 nm) correspondientes a las cepas: P. putida
U ∆hmgABC pMCtdcA (�); P. putida U ∆hpd ∆hmgABC pMCtdcA (�) y a sus respectivas cepas control: P. putida
U ∆hmgABC pMC (�) y P. putida U ∆hpd ∆hmgABC pMC (�), cuando se cultivan en un medio de composición
definida que contiene L-tirosina (5 mM) como única fuente de carbono.

La Figura 16 Curvas de crecimiento medidas como (A540 nm) correspondientes a la cepa E. coli W14 pKtyn pMCtd-
cA (�) y a su respectiva cepa control E. coli W14pKtyn pMC (�), cuando se cultivan en un medio de composición
definida que contiene L-tirosina (5 mM) como única fuente de carbono.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para transformar un compuesto de la Fórmula I

donde R1 es H (tiramina),

contenido en una muestra,

en ácido pirúvico y ácido succínico, o alguna de sus sales,

que comprende las siguientes etapas:

a) transformar el compuesto de Fórmula I en un compuesto de Fórmula II,

donde R1 es H, por la acción catalítica de una tiramina oxidasa;

b) transformar el compuesto de Fórmula II en un compuesto de Fórmula III,

donde R1 es H, por la acción catalítica de una 4-hidroxifenilacetaldehído deshidrogenasa;
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c) transformar del compuesto de Fórmula III en el que R1 es H, en el compuesto de Fórmula III en el que R1 es OH
(ácido 3,4-dihidroxifenilacético), por la acción catalítica de una 4-hidroxifenilacetaldehído monooxigenasa

d) transformar el ácido 3,4-dihidroxifenilacético en semialdehído 5-carboximetil-2-hidroximucónico, por la acción
catalítica de una hidroxifenilacetaldehído dioxigenasa;

e) transformar el semialdehído 5-carboximetil-2-hidroximucónico en ácido 5-carboximetil-2-hidroximucónico, por
la acción catalítica de una deshidrogenasa,

f) transformar ácido 5-carboximetil-2-hidroximucónico en ácido 5-oxo-pent-3-ene-1,2,5-tricarboxílico, por la ac-
ción catalítica de una isomerasa,

g) transformar el ácido 5-oxo-pent-3-ene-1,2,5-tricarboxílico en ácido 2-hidroxi-hept-2,4-diene-1,7-dioico, por la
acción catalítica de una descarboxilasa,

h) transformar el ácido 2-hidroxi-hept-2,4-diene-1,7-dioico en ácido 2-oxo-hept-3-ene-1,7-dioico, por la acción
catalítica de una descarboxilasa,

i) transformar el ácido 2-oxo-hept-3-ene-1,7-dioico en ácido 2,4-hidroxi-hept-2-ene-1,7-dioico, por la acción ca-
talítica de una hidratasa,

j) transformar el ácido 2,4-hidroxi-hept-2-ene-1,7-dioico en ácido pirúvico y ácido succínico o semialdehído suc-
cínico, por la acción catalítica de una aldolasa;

procedimiento donde cualquiera de los ácidos citados puede estar en forma de cualquiera de sus sales, caracteri-
zado porque, adicionalmente a las enzimas que catalizan las etapas del procedimiento, están presentes en la muestra
las proteínas cuyas secuencias polipeptídicas están representadas por SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO:
14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42 y SEQ ID NO: 44.

2. Procedimiento según la reivindicación 1, caracterizado porque la tiramina oxidasa que cataliza la etapa a) está
codificada por una molécula de ácido nucleico seleccionada del grupo de:

i) una molécula de ácido nucleico que comprende una primera secuencia que es idéntica, al menos en un
60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 3 y una segunda secuencia que es idéntica; al menos
en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 5;

ii) una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia que híbrida en condiciones estrictas con
las secuencias de i);

iii) una molécula de ácido nucleico que comprende una primera secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoácidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID
NO: 4 y una segunda secuencia que codifica un polipéptido cuya secuencia de aminoácidos es idéntica,
al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 6;

iv) una molécula de ácido nucleico que comprende una primera secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 4
y una segunda secuencia que codifica una variante alélica natural de un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 6, donde la molécula de ácido nucleico hibrida,
bajo condiciones estrictas, con una secuencia de DNA que comprende las secuencias mencionadas en
i), o secuencias complementarias a las mismas;

o es una tiramina oxidasa que comprende dos fragmentos de secuencia de aminoácidos, un primer fragmento
cuya secuencia de aminoácidos es idéntica al menos en un 60% a una primera secuencia polipeptídica representada
por SEQ ID NO: 4 y un segundo fragmento cuya secuencia de aminoácidos es idéntica al menos en un 60% a una
segunda secuencia polipeptídica representada por SEQ ID NO: 6, tiramina oxidasa en la que el fragmento de secuencia
idéntica al menos en un 60% a SEQ ID NO: 4 y el fragmento de secuencia idéntica al menos en un 60% a SEQ ID NO:
6 pueden formar parte de una única secuencia polipeptídica o pueden estar formando un complejo proteico, asociadas
por enlaces distintos del enlace peptídico, tales como puentes de hidrógeno, puentes disulfuro o fuerzas de van der
Waals.

3. Procedimiento según la reivindicación 2, en el que la tiramina oxidasa que cataliza la etapa a) está formada por
dos subunidades, una de las cuales tiene una secuencia polipeptídica idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ
ID NO: 4 y la segunda de las cuales tiene una secuencia polipeptídica idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ
ID NO: 6.
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4. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la 4-hidroxifenilacetaldehído
deshidrogenasa que cataliza la etapa b) está codificada para una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo
de:

i) una secuencia de ácido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por
SEQ ID NO: 7;

ii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que híbrida en condiciones estrictas con
la secuencia de i);

iii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya se-
cuencia de aminoácidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO:
8;

iv) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica natural
de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 8, don-
de la molécula de ácido nucleico híbrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de DNA que
comprende la secuencia mencionada en i), o una secuencia complementaria a la misma;

o es idéntica en su secuencia de aminoácidos al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica de SEQ ID NO: 8.

5. Procedimiento según la reivindicación 4, en el que la 4-hidroxifenilacetaldehído deshidrogenasa que cataliza la
etapa b) es idéntica en su secuencia de aminoácidos a la secuencia polipeptítidca de SEQ ID NO: 8.

6. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la 4-hidroxifenilacetaldehído
monooxigenasa que cataliza la etapa c) comprende dos fragmentos de secuencia de aminoácidos, un primer fragmento
cuya secuencia es idéntica, al menos en un 60%, a una primera secuencia polipeptídica representada por SEQ ID NO:
20 y un segundo fragmento cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a una segunda secuencia polipeptídica
representada por SEQ ID NO: 22, hidroxifenilacetaldehído monooxigenasa en la que dichos fragmentos de secuencia
pueden formar parte de una única secuencia polipeptídica o pueden estar formando un complejo proteico, asociadas
por enlaces distintos del enlace peptídico, tales como puentes de hidrógeno, puentes disulfuro o fuerzas de van der
Waals.

7. Procedimiento según la reivindicación 6, en el que la 4-hidroxifenilacetaldehído monooxigenasa que cataliza la
etapa c) está formada por dos subunidades, una de las cuales tiene una secuencia polipeptídica idéntica a la secuencia
de aminoácidos de SEQ ID NO: 20 y la segunda de las cuales tiene una secuencia polipeptídica idéntica a la secuencia
de aminoácidos de SEQ ID NO: 22.

8. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el la que la hidroxifenilacetaldehído
dioxigenasa que cataliza la etapa d) es idéntica en su secuencia de aminoácidos al menos en un 60% a la secuencia
polipeptídica representada por SEQ ID NO: 24.

9. Procedimiento según la reivindicación 9, en el que la hidroxifenilacetaldehído dioxigenasa que cataliza la etapa
d) tiene una secuencia de aminoácidos que es idéntica a la secuencia polipeptídica representada por SEQ ID NO: 24.

10. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la deshidrogenasa que cataliza
la etapa e) es idéntica en su secuencia de aminoácidos al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada
por SEQ ID NO: 26.

11. Procedimiento según la reivindicación 10, en el que la secuencia de la deshidrogenasa que cataliza la etapa e)
es idéntica a la secuencia polipeptídica representada por SEQ ID NO: 26.

12. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la secuencia de la isomerasa
que cataliza la etapa f) es idéntica en su secuencia de aminoácidos al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica
representada por SEQ ID NO: 28.

13. Procedimiento según la reivindicación 12, en el que la secuencia de la isomerasa que cataliza la etapa f) es
idéntica en su secuencia de aminoácidos a la secuencia polipeptídica representada por SEQ ID NO: 28.

14. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la descarboxilasa que cataliza
la etapa g) es idéntica en su secuencia de aminoácidos al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada
por SEQ ID NO: 30.

15. Procedimiento según la reivindicación 14, en el que el que la descarboxilasa que cataliza la etapa g) es idéntica
en su secuencia de aminoácidos al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por SEQ ID NO: 30.
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16. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la descarboxilasa que cataliza
la etapa h) es idéntica en su secuencia de aminoácidos al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada
por SEQ ID NO: 32.

17. Procedimiento según la reivindicación 16, en el que la descarboxilasa que cataliza la etapa h) es idéntica en su
secuencia de aminoácidos al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por SEQ ID NO: 32.

18. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la hidratasa que cataliza la
etapa i) es idéntica en su secuencia de aminoácidos al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por
SEQ ID NO: 34.

19. Procedimiento según la reivindicación 18, en el que la hidratasa que cataliza la etapa i) es idéntica en su
secuencia de aminoácidos a la secuencia polipeptídica representada por SEQ ID NO: 34.

20. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la aldolasa que cataliza la
etapa j) es idéntica en su secuencia de aminoácidos al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por
SEQ ID NO: 36.

21. Procedimiento según la reivindicación 20, en el que la aldolasa que cataliza la etapa j) es idéntica en su
secuencia de aminoácidos a la secuencia polipeptídica representada por SEQ ID NO: 36.

22. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que:

a) la tiramina oxidasa que cataliza la etapa a) está formada por dos subunidades, una de las cuales tiene una
secuencia polipeptídica idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4 y la segunda de las cuales tiene una
secuencia polipeptídica idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6,

b) la 4-hidroxifenilacetaldehído deshidrogenasa que cataliza la etapa b) es idéntica en su secuencia de aminoácidos
a la secuencia polipeptítidca de SEQ ID NO: 8;

c) la 4-hidroxifenilacetaldehído monoxigenasa que cataliza la etapa c) está formada por dos subunidades, una de
las cuales tiene una secuencia polipeptídica idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 20 y la segunda
de las cuales tiene una secuencia polipeptídica idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 22;

d) la hidroxifenilacetaldehído dioxigenasa que cataliza la etapa d) tiene una secuencia de aminoácidos idéntica a
la secuencia polipeptídica representada por SEQ ID NO: 24,

e) la deshidrogenasa que cataliza la etapa e) tiene una secuencia de aminoácidos idéntica a la secuencia polipeptí-
dica representada por SEQ ID NO: 26,

f) la isomerasa que cataliza la etapa f) tiene una secuencia de aminoácidos idéntica a la secuencia polipeptídica
representada por SEQ ID NO: 28,

g) la descarboxilasa que cataliza la etapa g) tiene una secuencia de aminoácidos idéntica a la secuencia polipeptí-
dica representada por SEQ ID NO: 30,

h) la descarboxilasa que cataliza la etapa h) tiene una secuencia de aminoácidos idéntica a la secuencia polipeptí-
dica representada por SEQ ID NO: 32,

i) la hidratasa que cataliza la etapa i) tiene una secuencia de aminoácidos idéntica a la secuencia polipeptídica
representada por SEQ ID NO: 34,

j) la aldolasa que cataliza la etapa j) tiene una secuencia de aminoácidos idéntica a la secuencia polipeptídica
representada por SEQ ID NO: 36.

23. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, en el que las enzimas que catalizan o
regulan las etapas del procedimiento se sintetizan en la muestra a partir de un vector de expresión que comprende una
molécula de ácido nucleico que comprende las siguientes secuencias codificantes:

a) la secuencia codificante de una proteína o complejo proteico capaz de actuar como tiramina oxidasa,
seleccionada del grupo que consiste en:

i) una molécula de ácido nucleico que comprende una primera secuencia que es idéntica, al menos
en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 3 y una segunda secuencia que es
idéntica; al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 5;
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ii) una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia que híbrida en condiciones estric-
tas con las secuencias de i);

iii) una molécula de ácido nucleico que comprende una primera secuencia que codifica un polipépti-
do cuya secuencia de aminoácidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada
por SEQ ID NO: 4 y una segunda secuencia que codifica un polipéptido cuya secuencia de ami-
noácidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 6;

iv) una molécula de ácido nucleico que comprende una primera secuencia que codifica una va-
riante alélica natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos represen-
tada por SEQ ID NO: 4 y una segunda secuencia que codifica una variante alélica natural de
un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 6,
donde la molécula de ácido nucleico híbrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de
DNA que comprende las secuencias mencionadas en i), o secuencias complementarias a las
mismas;

b) la secuencia codificante de una proteína capaz de actuar como 4-hidroxifenilacetaldehído deshidroge-
nasa, seleccionada del grupo que consiste en:

i) una secuencia de ácido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada
por SEQ ID NO: 7;

ii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que híbrida en condiciones es-
trictas con la secuencia de i);

iii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoácidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ
ID NO: 8;

iv) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID
NO: 8, donde la molécula de ácido nucleico híbrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia
de DNA que comprende la secuencia mencionada en i), o una secuencia complementaria a la
misma

c) la secuencia codificante de una proteína o complejo proteico capaz de actuar como 4-hidroxifenilacetal-
dehído monooxigenasa, seleccionada del grupo que consiste en:

i) una molécula de ácido nucleico que comprende una primera secuencia, que es idéntica, al menos
en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 19 y una segunda secuencia que es
idéntica; al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 21;

ii) una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia que híbrida en condiciones estric-
tas con las secuencias de a);

iii) una molécula de ácido nucleico que comprende una primera secuencia que codifica un polipépti-
do cuya secuencia de aminoácidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada
por SEQ ID NO: 20 y un segunda secuencia que codifica un polipéptido cuya secuencia de ami-
noácidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ ID NO: 22;

iv) una molécula de ácido nucleico que comprende una primera secuencia que codifica una variante
alélica natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por
SEQ ID NO: 20 y una segunda secuencia que codifica una variante alélica natural de un poli-
péptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID NO: 22, donde la
molécula de ácido nucleico híbrida, bajo condiciones estrictas, con una secuencia de DNA que
comprende las secuencias mencionadas en a), o secuencias complementarias a las mismas;

d) la secuencia codificante de una proteína capaz de actuar como hidroxifenilacetaldehído dioxigenasa,
seleccionada del grupo que consiste en:

i) una secuencia de ácido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada
por SEQ ID NO: 23;

ii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que híbrida en condiciones es-
trictas con la secuencia de i);
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iii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoácidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ
ID NO: 24;

iv) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID
NO: 24, donde la molécula de ácido nucleico híbrida, bajo condiciones estrictas, con una: se-
cuencia de DNA que comprende la secuencia mencionada en i), o una secuencia complementaria
a la misma;

e) la secuencia codificante de una proteína capaz de actuar como; deshidrogenasa, seleccionada del grupo
que consiste en:

i) una secuencia de ácido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada
por SEQ ID NO: 25;

ii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que híbrida en condiciones es-
trictas con la secuencia de i);

iii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoácidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ
ID NO: 26;

iv) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID
NO: 26, donde la molécula de ácido nucleico híbrida, bajo condiciones estrictas, con una secuen-
cia de DNA que comprende la secuencia mencionada en i), o una secuencia complementaria a la
misma;

f) la secuencia codificante de una proteína capaz de actuar como isomerasa, seleccionada del grupo que
consiste en:

i) una secuencia de ácido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada
por SEQ ID NO: 27;

ii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que híbrida en condiciones es-
trictas con la secuencia de i);

iii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoácidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ
ID NO: 28;

iv) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID
NO: 28, donde la molécula de ácido nucleico híbrida, bajo condiciones estrictas, con una secuen-
cia de DNA que comprende la secuencia mencionada en i), o una secuencia complementaria a la
misma;

g) la secuencia codificante de una proteína capaz de actuar como descarboxilasa, seleccionada del grupo
que consiste en:

i) una secuencia de ácido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada
por SEQ ID NO: 29;

ii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que híbrida en condiciones es-
trictas con la secuencia de i);

iii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoácidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ
ID NO: 30;

iv) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID
NO: 30, donde la molécula de ácido nucleico híbrida, bajo condiciones estrictas, con una secuen-
cia de DNA que comprende la secuencia mencionada en i), o una secuencia complementaria a la
misma;
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h) la secuencia codificante de una proteína capaz de actuar como descarboxilasa, seleccionada del grupo
que consiste en:

i) una secuencia de ácido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada
por SEQ ID NO: 31;

ii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que híbrida en condiciones es-
trictas con la secuencia de i);

iii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoácidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ
ID NO: 32;

iv) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID
NO: 32, donde la molécula de ácido nucleico híbrida, bajo condiciones estrictas, con una secuen-
cia de DNA que comprende la secuencia mencionada en i), o una secuencia complementaria a la
misma;

i) la secuencia codificante de una proteína capaz de actuar como hidratasa, seleccionada del grupo que
consiste en:

i) una secuencia de ácido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada
por SEQ ID NO: 33;

ii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que híbrida en condiciones es-
trictas con la secuencia de i);

iii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoácidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ
ID NO: 34;

iv) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID
NO: 34, donde la molécula de ácido nucleico híbrida, bajo condiciones estrictas, con una secuen-
cia de DNA que comprende la secuencia mencionada en i), o una secuencia complementaria a la
misma;

j) la secuencia codificante de una proteína capaz de actuar como aldolasa, seleccionada del grupo que
consiste en:

i) una secuencia de ácido nucleico que es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada
por SEQ ID NO: 35;

ii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que híbrida en condiciones es-
trictas con la secuencia de i);

iii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoácidos es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia representada por SEQ
ID NO: 36;

iv) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID
NO: 36, donde la molécula de ácido nucleico híbrida, bajo condiciones estrictas, con una secuen-
cia de DNA que comprende la secuencia mencionada en i), o una secuencia complementaria a la
misma;

k) la secuencia codificante de cada una de las proteínas cuya secuencia codificante cumple al menos una
de las condiciones del grupo que consiste en ser:

i) una secuencia de ácido nucleico que es idéntica a la secuencia representada por SEQ ID NO: 9,
SEQ ID:11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO:
39, SEQ ID NO: 41 o SEQ ID NO: 43;

ii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que híbrida en condiciones es-
trictas con una secuencia de i);
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iii) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un polipéptido cuya
secuencia de aminoácidos es idéntica a la secuencia representada por SEQ ID NO: 10, SEQ ID:
12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ
ID: NO: 42 o SEQ ID NO: 44;

iv) una secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica una variante alélica
natural de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos representada por SEQ ID
NO: 10, SEQ ID:12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 38, SEQ
ID NO: 40, SEQ ID NO: 42 o SEQ ID NO: 44, donde la molécula de ácido nucleico híbrida, bajo
condiciones estrictas, con una secuencia de DNA que comprende la secuencia mencionada en i),
o una secuencia complementaria a la misma.

24. Procedimiento según la reivindicación 23, en el que las secuencias codificantes son idénticas a las representadas
por SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID:11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15,
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID N0.27, SEQ ID NO:
29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41 o SEQ ID
NO: 43.

25. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 23 ó 24, en el que el vector de expresión es un
plásmido.

26. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25, en el que el vector de expresión está
en un organismo hospedador recombinante transformado con el vector de expresión, organismo hospedador que está
presente en la muestra o que se añade a la misma.

27. Procedimiento según la reivindicación 26, en el que el vector de expresión está insertado en el genoma del
hospedador.

28. Procedimiento según la reivindicación 26, en el que el vector de expresión permanece como forma replicativa
autónoma.

29. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28, en el que las enzimas que catalizan o
regulan las etapas de procedimiento son sintetizadas por un microorganismo presente en la muestra o que se añade a
la misma.

30. Procedimiento según la reivindicación 29, en el que las secuencias codificantes de las enzimas sintetizadas por
el microorganismo están presentes en su genoma de forma natural.

31. Procedimiento según la reivindicación 30, en el que el microorganismo es Pseudomonas putida U (CECT
4848) y el procedimiento es el de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

32. Procedimiento según las reivindicaciones 26 y 29, en el que el microorganismo es un microorganismo hospe-
dador recombinante.

33. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 32, en el que la muestra en la que se quiere
disminuir el contenido del compuesto de la Fórmula I en el que R1 es H es un alimento para seres humanos o animales,
una bebida destinada al consumo de seres humanos o animales, una materia prima de partida en la obtención del
alimento o bebida o un producto intermedio en la preparación del alimento o bebida.

34. Procedimiento según la reivindicación 33, en el que el alimento, materia prima o producto intermedio se
selecciona entre un derivado lácteo, leche procedente de cualquier mamífero, mezcla de leches procedente de más de
una especie de mamífero o un producto intermedio de la transformación de la leche o mezcla de leches.

35. Procedimiento según la reivindicación 34, en el que el alimento, materia prima o producto intermedio se
selecciona entre queso, leche procedente de vaca, oveja o cabra, una mezcla de leche procedente de al menos dos de
las especies anteriores; o un producto intermedio de la transformación de la leche o mezcla de leches en queso.

36. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 33 a 35, en el que en el que las enzimas que
catalizan las etapas del procedimiento son sintetizadas por un microorganismo presente en la muestra o que se añade
a la misma.

37. Procedimiento según las reivindicaciones 26 y 36, en el que el microorganismo es un organismo hospedador
recombinante.

38. Procedimiento según la reivindicación 37, en el que el microorganismo recombinante es una bacteria capaz de
transformar un azúcar en ácido láctico.
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39. Procedimiento según la reivindicación 38, en el que la bacteria pertenece a un género que se selecciona entre
Lactobacillus; Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptocuccus.

40. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 34 a 39, en el que el microorganismo actúa como
iniciador (starter) de la transformación de la leche en derivado lácteo.

41. Procedimiento según la reivindicación 33, en el que la bebida, materia prima o producto intermedio se selec-
ciona entre mosto, cebada, malta, vino, cerveza, un producto intermedio de la transformación de la cebada en cerveza,
un producto intermedio de la transformación de mosto en vino, cualquier otra bebida alcohólica que requiera fermen-
tación alcohólica por levaduras o cualquier producto intermedio de transformación de la misma

42. Procedimiento según la reivindicación 41, en el que en el que las enzimas que catalizan las etapas del procedi-
miento son sintetizadas por un microorganismo presente en la muestra o que se añade a la misma.

43. Procedimiento según la reivindicación 42, en el que el microorganismo es un organismo hospedador recombi-
nante.

44. Procedimiento según la reivindicación 43, en el que la bebida es vino y el microorganismo se añade al vino
durante la fermentación maloláctica.

45. Procedimiento según la reivindicación 33, en el que el alimento, materia prima o producto intermedio se
selecciona entre un embutido; un producto intermedio de la transformación de la carne en el embutido o carne de
vacuno; porcino o cérvido o mezclas de las mismas destinadas a la preparación de un embutido.

46. Procedimiento según la reivindicación 33, en el que el alimento, materia prima o producto intermedio se
selecciona entre el chucrut; la materia prima del misma o un producto intermedio de la obtención del chucrut.

47. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 45 ó 46, en el que las enzimas que catalizan las
etapas del procedimiento son sintetizadas por un microorganismo presente en la muestra o que se añade a la misma
que es un organismo hospedador recombinante.

48. Procedimiento según la reivindicación 47, en el que el microorganismo actúa como iniciador (starter) de la
transformación de la materia prima en el embutido o chucrut.

49. Uso de Pseudomonas putida U para disminuir el contenido de tiramina en un alimento o bebida destinada
al consumo humano o animal, en la materia prima utilizada para su obtención o en un producto intermedio de la
transformación de la materia prima en el alimento o bebida.

50. Uso de un organismo hospedador transformado con un vector de expresión que comprende las secuencias
codificantes de las enzimas que catalizan las etapas del procedimiento de la reivindicación 2 y las de los polipéptidos
representados por las secuencias SEQ ID NO: 10, SEQ ID:12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18,
SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42 y SEQ ID NO: 44, para disminuir el contenido de tiramina en
un alimento o bebida destinada consumo humano o animal, en la materia prima utilizada para su obtención o en un
producto intermedio de la transformación de la materia prima en el alimento o bebida.

51. Uso según la reivindicación 50, en el que el organismo hospedador actúa como iniciador (starter) del proceso
de transformación de la materia prima en el alimento o bebida destinada al consumo humano o animal.

52. Uso según la reivindicación 51, en el que el alimento es un derivado lácteo.

53. Uso según la reivindicación 52, en el que el derivado lácteo es un queso.

54. Uso según la reivindicación 51, en el que alimento es un embutido.

55. Uso según la reivindicación 51, en el que el alimento es un alimento en el que se produce fermentación en su
proceso de elaboración, que se selecciona entre chucrut, pepinillos o aceitunas.

56. Una composición que comprende al menos los siguientes polipéptidos o complejos proteicos:

a) una tiramina oxidasa que comprende dos fragmentos de secuencia de aminoácidos, un primer fragmento cuya
secuencia de aminoácidos es idéntica al menos en un 60% a una primera secuencia polipeptídica representada por
SEQ ID NO: 4 y un segundo fragmento cuya secuencia de aminoácidos es idéntica al menos en un 60% a una segunda
secuencia polipeptídica representada por SEQ ID NO: 6, tiramina oxidasa en la que el fragmento de secuencia idéntico
al menos en un 60% a SEQ ID NO: 4 y el fragmento de secuencia idéntico al menos en un 60% a SEQ ID NO: 6
pueden formar parte de una única secuencia polipeptídica o pueden estar formando un complejo proteico, asociadas
por enlaces distintos del enlace peptídico, tales como puentes de hidrógeno, puentes disulfuro o fuerzas de van der
Waals;
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b) una 4-hidroxifenilacetaldehído deshidrogenasa cuya secuencia es idéntica, al menos en un 60%, a la secuencia
polipeptídica representada por SEQ ID NO: 8;

c) una 4-hidroxifenilacetaldehído monooxigenasa que comprende dos fragmentos de secuencia de aminoácidos,
un primer fragmento cuya secuencia de aminoácidos es idéntica al menos en un 60% a una primera secuencia po-
lipeptídica representada por SEQ ID NO: 20 y un segundo fragmento cuya secuencia de aminoácidos es idéntica al
menos en un 60% a una segunda secuencia polipeptídica representada por SEQ ID NO: 22, 4-hidroxifenilacetaldehído
monooxigenasa en la que el fragmento de secuencia idéntico al menos en un 60% a SEQ ID NO: 20 y el fragmento de
secuencia idéntico al menos en un 60% a SEQ ID NO: 22 pueden formar parte de una única secuencia polipeptídica o
pueden estar formando un complejo proteico, asociadas por enlaces distintos del enlace peptídico, tales como puentes
de hidrógeno, puentes disulfuro o fuerzas de van der Waals.

d) una hidroxifenilacetaldehído dioxigenasa, cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia poli-
peptídica representada por SEQ ID NO: 24,

e) una deshidrogenasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada
por SEQ ID NO: 26,

f) una isomerasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por SEQ
ID NO: 28,

g) una descarboxilasa cuya secuencia de aminoácidos es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica
representada por SEQ ID NO: 30;

h) una descarboxilasa cuya secuencia de aminoácidos es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica
representada por SEQ ID NO: 32,

i) una hidratasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por SEQ
ID NO: 34,

j) una aldolasa cuya secuencia es idéntica al menos en un 60% a la secuencia polipeptídica representada por SEQ
ID NO: 36,

k) las proteínas cuyas secuencias están representadas por SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ
ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42 y SEQ ID NO: 44.

57. Composición según la reivindicación 56, en la que el porcentaje de identidad de las proteínas citadas en los
apartados a) a k) con la correspondiente secuencia representada por SEQ ID NO: 4 a SEQ ID NO: 44 es del 100%.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> BIOGES STARTERS S.A.

<120> PROCEDIMIENTO PARA ELIMINAR TIRAMINA Y DOPAMINA DE DIFERENTES FUENTES

<130> P-100764

<160> 45

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1
<211> 25132
<212> DNA
<213> Pseudomonas putida U

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(25132)
<223> Secuencia que contiene los cluster tyn y hpa

<400> 1
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OPINIÓN ESCRITA 

 

Nº de solicitud: 200803451 
  
  

1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
realización de esta opinión. 
 

Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 
D01 EP 132674  A2 (BOVRIL LIMITED) 13.02.1985 
D02 ES 483819  A1 (UNDERBERG, E.) 01.09.1980 
D03 LEUSCHNER, R.G. et al. “Histamine and tyramine degradation by 

food fermenting microorganisms”. INTERNATIONAL JOURNAL 
OF FOOD MICROBIOLOGY. 06.01.1998. Vol. 39, Nºs 1-2, 
páginas 1-10. Tabla 1. 

 

 
El documento D01, describe un procedimiento enzimático para eliminar aminas de alimentos entre los que se encuentran 
queso, embutidos y vino. Las enzimas utilizadas son mono y di- amina oxidasas obtenidas de Aspergillus niger. 
El documento D02, describe un procedimiento para obtener alimentos bajos en aminas biógenas añadiendo bacterias como 
Pseudomonas o Lactobacillus que desaminan la histidina. El procedimiento se utiliza en la fabricación de queso, bebidas y 
col fermentada. 
El documento D03, presenta un estudio con distintos microorganismos que fermentan comida con la intención de identificar 
aquellos capaces de degradar histamina y tiramina. Entre los microorganismos estudiados no se encuentra Pseudomonas 
putida. 
 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
Las enzimas y la unidad metabólica de Pseudomonas putida U, que se utilizan en el procedimiento de la invención, no se 
han descrito previamente en el estado de la técnica.  
Los documentos citados solo muestran el estado general de la técnica y no se consideran de particular relevancia, ya que 
para una persona experta en la materia, no sería obvio aplicar las características de los documentos citados y llegar a la 
invención tal y como se menciona en las reivindicaciones 1-57. Por lo tanto, el objeto de la presente solicitud cumple los 
requisitos de novedad y actividad inventiva de acuerdo con los Artículos 6 y 8 de la Ley de Patentes 11/1986. 
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