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i. OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo es el de proporcionar un material informativo que
ofrezca al estudiante universitario de ciencias quimicas y bioldgicas a nivel
licenciatura un panorama general sobre el origen, naturaleza quimica, funcién,
utilidad y nuevos procesos de ob ion de la i quimosina (Ec 3.4.23.4). De
manera mas especifica, dar a conocer a detalle 1a metodologia que se ha seguido
para lograr la eficiente expresion del gen heterélogo de la quimosina de bovino en

microorgani s de uso ind ial y ofrecer un analisis comparativo del d >

P

entre éstos. Todo con la intencion de brindar un apoyo mas para el desamrollo de la

tecnologia de los liacteos y de la produccion de enzimas recombinantes de uso
alimentario en nuestro pais.
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ii. INTRODUCCION

Pocos alimentos reunen tantas propiedades positivas como el queso. Por tradicion,
por su sabor caracteristico, por su inmensa variedad, por sus numerosas aplicaciones
culinarias, por su alta calidad nutrimental, el queso se ha ganado un lugar

privilegiado en las mesas de millones de familias alrededor del do. Su cc o
en México alcanza hoy las 150 mil toneladas al aflo y, a nivel mundial, la

produccién rebasa los 15 millones de toneladas anuales'”.

Un componente indispensable dentro del procesamiento de la leche para la
fabricacion del queso es el cuajo. Este preparado es el encargado de propiciar la
coagulacién de la leche para permitir la formacion de 1a masa proteica solida que
después de ser desuerada, salada y comprimida se convierte en queso. El

componente enzimatico que le da al cuajo su poder coagulante se llama guimosina.

Durante muchos afios, la anica fuente de quimosina que se utilizo fue la de origen

animal, extraida del cuarto estomago de bovinos lac Sin bargo, a final

del siglo XX los industriales del queso predijeron una grave crisis en torno al
mercado del cuajo. Esto debido, por un lado, a la creciente demanda de queso y, por

el otro, al aumento en la demanda de came de bovino adulto, razones que

disminuirian drastic la disponibilidad del valioso extracto. De este modo, la
industria se vio obligada a buscar nuevas formas de obtencion de cuajo, haciéndose

uso de otras fuentes de origen animal y otras de origen microbiano.
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Hoy son muchos los avances logrados en produccion alimentaria con ayuda de las
nuevas tecnologias. Tal es el caso de la biorccnologia. Con los nuevos
conocimientos adquiridos en materia de bioquimica, biologia molecular ¢ ingenieria
genética, ha sido posible desarrollar novedosos métodos de produccion que elevan el
rendimiento, mejoran la calidad y disminuyen los costos de los métodos ya

existentes. Dentro de estas nuevas técnicas hay una que ha r Itado muy 1
para la industria quesera, se trata de la modificacion genética de ciertos
microorganismos para la obtencién de una quimosina idéntica a aquella de origen
bovino que permitira una mejor disponibilidad de cuajo y que podra satisfacer a
menor costo la enorme demanda actual (mas de 10 millones de litros anuales de
cuajo en todo el mundo). La descripcion integral de esta novedosa técmica
biotecnol6gica es ¢l objetivo del presente trabajo.
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Capt’lulo 1

ANTECEDENTES
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Capitulo |: ANTECEDENTES

1.1 EL CUAJO

1.1.1 DEFINICIONES DE CUAJO

Cuajo y quimosina son dos términos que en muchas ocasiones son usados
indistintamente, sin embargo, para su estudio €s necesario entender la diferencia
entre ambos. Las siguientes definiciones ayudaran a comprender mejor esta
diferencia y a aclarar cual serd el sentido que se les dé a dichos términos en el
presente trabajo

[1] Cuajo. Extracto proveniente del estomago de los mamiferos lactantes.
Contiene una enzima que coagula la leche, llamada quimosina o renina, que
es el principio activo de las preparaciones utilizadas en la fabricacion de
queso.'®

[2] Cuajo. Toda aquella preparacion enzimatica coagulante de la leche que
contenga a la enzima digestiva quimosina o alguna otra enzima proteolitica

de origen animal, vegetal o fungico.*

El cuajo tradicional de uso industrial se comerciali en pr ion liquid

( | bién existen pr iones en polvo y pastilla), su color caracteristico
varia entre ¢l ambar claro y oscuro. Enwre sus ingredientes, aparte de la enzima
especifica. se encucntran los conservadores propionato y benzoato de sodio, sal,
alcohol y propilén glicol.™
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Fuerza y dosificacion: Generalmente el cuajo es de fuerza 1:10,000, con lo cual se
indica que con un litro de cuajo coagulan hasta 10,000 litros de leche. Sin embargo
esta formula es s6lo aproximada, ya que el valor depende tanto de Jas caracteristicas
propias de la leche, como de las condiciones del proceso.”

1.1.2 ANTECEDENTES HISTORICOS

Es amplia la creencia de que el queso se originé en las tierras fértiles entre el Tigris
y el Eufrates, en lo que es el actual Iraq, hace 8000 ailos. Es muy probable que el
queso se originara de manera accidental en alguna etapa de la pre-historia cuando el
hombre se percaté del valor nutritivo de la leche producida por sus animales
domésticos. Desafortunadamente la leche es también una fuente rica de nutrientes
para las bacterias, algunas especies utilizan el azucar de la leche, la lactosa, como
fuente de energia y la transforman en acido lactico. Tal crecimiento puede ocurrir
durante periodos de al iento de la leche. C do se ha producido suficiente

acido, la proteina de la leche se coagula para formar un gel. Los primeros productos

lacteos fermentados pudieron haberse creado de esta manera. Este se cree es el
origen de un grupo de quesos, los quesos acidos. Miembros modemos de este grupo

34
son el queso conage y el queso-crema.

Mientras que el acido lactico se cree que fue el coagulante original de 1a leche, otro
mecanismo alternativo fue descubierto en épocas tempranas. Muchas enzimas
proteoliticas pueden modificar el sistema proteico de la leche, ocasionando que se
coagule bajo ciertas condiciones. Debidé observarse que los estomagos de animales
Jjovenes sacrificados frec cC i leche cuajada, como pudo haberse
observado también en el vomito de inf: h »s. El al i > de

alimentos en bolsas hechas con estomago era una priactica comun, bajo tales
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circunstancias la leche extraeria enzimas coagulantes del tejido estomnacal llevando a

la coagulacién durante el almacenamiento.™!

La manufactura del queso obviamente acompaiié a la expansion de la civilizacion a
través del Medio Oriente, Egipto, Grecia y Roma. Existen varias referencias hacia el
queso en escritos antiguos como en el Viejo Testamento y en la literatura griega
clasica. La manufactura del queso se establecié solidamente en los tiempos del
imperio romano y se estandarizé6 como componente destinado a la dieta de los
soldados romanos. El queso debi6 haberse vuelto popular entre los civiles romanos
puesto que el emperador Diocletiano (284-305 d.C.) fijé un precio maximo para el
queso. Las grandes migraciones de gente a través de Europa tras la caida del imperio
romano debié promover la difusiéon de la manufactura del queso. Posiblemente el
agente que mas contribuyo al desarrollo de la tecnologia del queso y a la evolucion
de las variedades de queso fueron los monasterios y los estados feudales. Los
monasterios hicieron una contribucion considerable al avance de la agricultura en

Europa y al desarrollo y mejoramiento de los productos ali i0s, especialmente

|

los vinos y los quesos.™

En la Europa del siglo XIX algunos granjeros vendian extractos de cuajo de vaca en
pequedias cantidades para responder a las necesidades de la elaboracién de queso
casero. En 1874, un quimico danés fundo un laboratorio en Copenhague y puso en
marcha la elaboracion industrial de cuajo de ternera, extraido de los estomagos de

las temeras sacrificadas para came, proceso que ha perdurado hasta nuestros dias.*
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QUIMICA DE LA COAGULACION ENZIMATICA DE LA LECHE

1.2.1 LA LECHE

La leche es el liquido opaco blanquecino segregado por las glandulas mamarias de
las hembras de los mamiferos para la alimentacion de sus crias. La leche mas
empleada para el consumo humano es la de origen bovino. La leche esta formada
por glébulos de grasa suspendidos en una solucién que contiene lactosa, proteinas y
sales de calcio, fasforo, cloro, sodio, potasio y azufre. La leche entera esta
compuesta en un 80 a un 90 % de agua (ver tabla 1).

Tabla 1. Composicion quimica de la leche.

Componente Contenido (%)
Agua 87
Grasa 4
Proteina 3.6
Lactosa 4.6
Ccnizas 0.8

Fuente: Dalgleish, 1987

1.2.2 EL QUESO

El queso es el producto alimenticio so6lido o semisolido derivado de la separacion de
los componentes solidos de la leche (cuajada) de los liquidos (suero). La fabricacion
de queso generalmente involucra la acidificacién de la leche (normalmente a pH 6.5
usando cultivos iniciadores que convierten la lactosa en acido lactico), seguida por

una coagulacion, el corte de la cuajada y el d do del suero. La cuajada es

entonces salada, moldeada y p a durar para ob el queso terminado. *
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La gran mayoria de los quesos son producidos por coagulaciéon enzimdtica aunque
algunos otros son coagulados con acido o una combinacién de acido con calor.” En
el presente trabajo s6lo se describira el proceso quimico involucrado en la formacién
y desarrollo de la cuajada del queso por via enzimatica.

1.2.3 LAS PROTEINAS DE LA LECHE

Las proteinas de la leche se dividen comiunmente en dos grandes grupos
dependiendo de su comportamiento por acidificacion a pH 4.6 (ver tabla 2). La
fraccién soluble, llamada "proteina del suero”, esta constituida por varias proteinas
diferentes; las mas importantes son la «-lactalbamina y f-lactoglobulina. La
fraccion insoluble, llamada "caseina entera”, esta constituida por diferentes caseinas
nativas: a-s-1 ¢ i a-s-2 casei B

y x-caseina; estas proteinas estan
asociadas con un namero variado de grupos fosfato y. en el caso de la k-caseina, con
una fraccion de carbohidrato.'”?

Tabla 2. Composicion proteica de la leche

Proteina l Ceontenido (%)
Caseinas
asl-cascina 32
as2-cascina 8
B-caseina 32
x-caseina 8
80
Proteinas del suero 20
Total 100

Fuente: The University of Reading, 1996
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Las a-s-1, a-s-2 y B-caseinas son mas ricas en grupos fosfato y se distinguen de las
k-caseinas por su tendencia a la precipitacion en presencia de iones de calcio. La -
caseina esta constituida por dos fracciones diferentes con respecto a su solubilidad,
la primera de estas (1-105 aa.) se caracteriza por la presencia de residuos
hidrofébicos, la segunda (106-169 aa.), a la cual se unen ademas grupos de

carbohidratos, manifiesta una marcada naturaleza hidrofilica.'® Esto convierte a la x-

en el comp te clave para estabilizar al total de las i y las

en suspension.
1.2.4 LAS MICELAS DE CASEINA

La mayor parte de la caseina (95%) existe en asociacion con el fosfato de calcio

formando estructuras coloidales 11 d icelas de ¢ i las | iden 20 a
300 nm de dia o. Las micelas estan formadas de particulas mas pequefas de
caseina agregadas 11 d ubmicel y la mayor parte de la x-caseina se

encuentra en la superficie exterior exponiendo parte de su cadena proteica * (ver
figura 1).

Cadena
eoxpuesta

Fosfato de
calcio

Figura 1. Estructura de una micela de caseina. (Fuenre: Dalgleish, 1987)
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La porcién que ocupa las dos terceras partes correspondientes al extremo N de la
molécula de caseina es hidrofébica y es llamada para-x-caseina. La tercera parte
restante del extremo carboxilado es hidrofilica, aniénica, y es Hamada fraccion
soluble de glicomacropéptido.® Esta fraccién interacciona con el solvente para

estabilizar la micela.(ver figura 2)

El extremo N-terminal (p-x-caseina), esta asociado con las caseinas hidréfobas alfa
y beta y el fosfato de calcio coloidales, y por lo tanto se proyecta en cierta medida
hacia el interior de la micela. El resto (macropéptido de caseina) sobresale de la

superficie para cubrir a la micela en forma de vellosidad. *

Miceln Fase acuosa

ExromoN [ pcessing ] Pre10s.Meti08 [icropirids de casine | Extrame

/

/ Sittio de acdon
de ia quimosina

. Figura 2. Ruptura de la x-caseina (Fuente: Dalgleish. 1987)

Antes de que el cuajo sea agregado a la leche, las micelas no ran d ia a

agregarse, por dos razones: (1) Los extremos exp s de x ina son anidnicos,

dando a las micelas una carga negativa general y un potencial  entre -10 y —20 mV.
La repulsion electrostatica produce de esa manera una barrera al acercamiento entre
micelas. (2) Las capas exteriores no pueden interactuar y, por lo tanto, la agregacion

did

y coagulacién son

por efectos estéricos. Por consiguiente, la region
hidrofilica de k-caseina protege a las micelas de la agregacion v la formacion de

coagulos.”
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La coagulacion enzimatica es un proceso que se da en dos fases. En la primera fase
las micelas de caseina son desestabilizadas como resultado de la protedlisis,
mientras que la segunda fase consiste en la agregacion de las micelas

desestabilizadas para formar un gel.”
1.2.5 FASE PRIMARIA DE LA COAGUALCION ENZIMATICA

La accién principal de la quimosina es hidrolizar la x-caseina en el enlace peptidico
localizado entre los aminoacidos Phel05 y Met106 (ver figura 3) [consultar cddigo
de una y tres letras para aminodcidos en el anexo 11]. Este enlace es también mucho
mas susceptible a la hidrdlisis acida que cualquier otro enlace peptidico en la
molécula debido a la estructura primaria y la conformacion de los aminoacidos mas
proximos. La x-caseina es, por consiguiente, dividida en la para-x-caseina
hidrofébica, la cual se queda unida a la superficie de la micela de casecina, y el
macropéptido hidrofilico de caseina, el cual se desprende de la superficie de la
micela, lo cual es acompaiiado por una reduccion de potencial & hasta -5 a -7 mV.

De esta manera las repulsiones estéricas y electrostiticas entre las micelas son

notabl te reducidas y las micelas se desestabilizan.”
g g8 =
N gl .. HPHLAFMAIPPK.. 4pC

T x-caseina

Quimosina
Figura 3. Sitio de accion de la quimosina (Fuente: The University of Reading, 1996)
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La velocidad de la hidrélisis de la x-caseina es afectada por la concentracion de
quimosina, la concentracion de Ca’’, fuerza idnica, temperatura y pH*. El pH
Sptimo esta en el rango de 5.1 - 5.4 en términos de actividad catalitica especifica del
enlace Phe-Met, y de 4.0 en términos de actividad proteolitica en general.*® Sin
embargo, existe suficiente actividad en la quimosina al pH natural de la leche (6.6 -
6.8) para que ocurra la coagulaciéon. Muchos quesos son coagulados después de una
previa acidificacién hasta pH 6.4 - 6.6.° En la figura 4 aparece el resultado de una

prueba de electroforesis de la hidrolisis de w-caseina con ¢

Se sjaron

diferentes condiciones de pH y tiempos. Se pueden apreciar la x-caseina, sus dos
productos principales (el macropéptido de caseina y la para-k-caseina) y también
los productos sccundarios de la hidrélisis*.

ptl 6.6 5.6 1.6 3.6 2.6
a b a v a h‘r: b'r—:l b.

(=]
—x-CN
—x-MP
— para-x-CN

D

Figura 4. Analisis de la hidrolisis de x i @)i bacion por dos minutos, (b)

incubacion por 3 horas. Los productos son x-caseina (x-CN), macropéptido de caseina
(x-MP), para-x-caseina (para-x-CN) y otros péptidos. (Fuente: Reid, 1997)
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1.2.6 FASE SECUNDARIA

Cuando la mayor parte de la x-caseina ha sido hidrolizada las micelas se
desestabilizan hasta un nivel critico. Las micelas entonces comienzan a agregarse y
la velocidad de agregacion se incrementa hasta que todos los macropéptidos de

ina estabili han sido removidos. Al inicio las micelas forman estructuras
de tipo cad las les se enl para formar una red de gel que atrapa a los
glébulos de grasa (en caso de estar pr ). Para do la coagulacion puede ser

apreciada a simple vista, la formacion de la red ya se encuentra bastante

desarrollada.?

El proceso de agregacion involucra fuerzas de Van der Waals e interacciones
hidrofébicas, asi como atracciones electrostiticas entre los aminoacidos de
moléculas de ¢ ina de micelas ady La pr ia de Ca"” es critica en este

mecanismo para la neutralizacién de cargas superficiales y para la formacion de
enlaces entre micelas. Ademas el fosfato de calcio coloidal es esencial para la
co: lacion. El tiempo de coagulaciéon con cuajo se puede por lo tanto reducir con la

(por ej.

adicion de Ca™" y factores que afecten la distribucion de calcio en la lech

ajustes de pH)."?
1.2.7 REACCIONES SECUNDARIAS PRODUCIDAS POR LA QUIMOSINA

El enlace Phel05-Mct106 de la x-caseina es el sitio de protedlisis principal de la
quimosina. Sin embargo, ésta no es la unica reaccion de la que es responsable. Se
han realizado nuevos estudios donde se investiga el efecto de la quimosina sobre
(™ ina y B ina) e inclusive

sobre los mismos productos de su reaccién principal (la para-x-caseina y el

< 1each

otros tipos de pr en la

macropéptido de caseina). Reid er al. (1997) reportan que 1a hidrélisis secundaria de

la x-caseina varia con el pH y que esta hidrélisis se vuelve apreciable al pH [15.6.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




14

Aquellos productos de hidrédlisis de la para-k-caseina pueden tener algunas
implicaciones en la maduracién del queso, aunque hasta la fecha, sélo los derivados
de la a,;- y B-caseinas han sido identificados en extractos de queso solubles en agua.
Es posible que los péptidos derivados de la para-k-caseina jueguen algun papel en la
digestién y bioactividad de los productos lacteos’®. McSweeney, P. L. e7 al. reporta
péptidos derivados de la hidrélisis de a,,-caseina de bovino con quimosina®2. Awad
et al. (1998) identifican a las ay -1 y B-1, I1, y IIl como fragmentos de degradacién
de las a, - y B-caseinas. Todos estos compuestos se encontraron de manera similar
en caseina entera de vaca, bafalo y cabra al hacerse reaccionar con quimosina

recombinante. La excepcion fue la B-1 de cabra, que pr 5 mayor resi iaala
hidrélisis.*®
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1.3 QUIMICA DE LA QUIMOSINA

La quimosina (EC. 3.4.23.4; chymosin, en inglés) es el compc imatico

activo del cuajo encargado de llevar a cabo la hidrélisis especifica de la k-caseina en

la leche y que desencadena el proceso de coagulacion. Otros nombres con los que se

conoce a la ysina son: renina, pr pdrtica, © ] coagul de la

leche. Sin embargo, No deben ser considerados como sinénimos estrictos, ya que
pueden diferir segin el enfoque bajo el cual se les trate.

La quimosina pertenece a un grupo de i denominadas prc particas,
dentro de este grupo se incluyen todas las enzimas de origen animal y microbiano
que realizan una funcién proteolitica y que pr dos grupos de aspartato en su
sitio activo. Ejemplos de éstas son la pepsina porcina, endothiapepsina,
mucorpepsi ina de raton, ina h prec A de levadura y protcasa de
VIH.?

1.3.1 QUIMICA DE LA QUIMOSINA DE BOVINO

La quimosina es sintetizada in vivo como preproquimosina. Esta caracterizada como
una proteina de 365 moacidos (cc 1 secuencia de la quimosina en el anexo
1I1). La pre-secuencia inicial hidrofébica de 16 aminoacidos es una secuencia seiial

que es importante en la secreciéon de quimosina a través de la membrana celular. La

pre-secuencia esta seguida por una pro- ia de 42 inoacidos (ver figura §).

Es bien sabido que la quimosina es secretada como un zimégeno inactivo Hamado
progquimosina, que tiene un peso molecular de 40,777 Dalton (Da) cuyo estado
activo es controlado por el pro-péptido N-terminal. A pH acido, el precursor sufre

una transformacion por activacion autocatalitica a quimosina (peso molecular de

35,600 Da, 323 aminoacidos, observada a pH 5.0) o pseudoquimosina (337
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aminoacidos, observada a pH de 2.0). Ambos, quimosina y pseudoquimosina (ver
figura 5), muestran actividad de coagulacion en la leche. Existen dos formas alélicas
de quimosina de temera denominadas como quimosinas A y B, respectivamente.
Estas formas difieren en un sélo aminoacido, un aspartato en vez de glicina en la

posicion 244. La forma A tiene una actividad ligeramente mas especifica sobre la x-

(]

caseina pero es margi menos que la forma B. La quimosina exhibe

un rango de pHs 6ptimos. Los pHs optimos para las quimosinas A y B de estomago

de ternera se han reportado como pH 4.2 y 3.7 resp v do sustratos

sintéticos.®

Pssudoquimosina
Pre Pro Quimosina

[ [ | I [ I

A6 1 20 43 Aminotcido 244 385
Aep {forma A)
Gly (forma B)

Figura 5. S que p 1a prep i i (Fuente: Mohanty, 1999).

1.3.2 ESTRUCTURA DE LA QUIMOSINA

La estructura cristalina de la quimosina recombinante de bovino ha sido determinada
usando datos de rayos-X extendidos a resolucion de 2.3 A. La enzima tiene una
forma irregular con dimensiones maximas aproximadas de 40 x SO x 65 A. La
estructura secundaria consiste principalmente de cadenas beta paralelas y anti-
paralelas con algunas alfa-hélices cortas (ver figura 6). La enzima puede ser

subdividida en dominios N- y C-ter

los 1 tan separados por una
hendidura profunda que contiene a los residuos asparticos activos Asp34 y Asp216

aenl

(de ahi su nombre de proteasa asoartica). Los inoacidos y las mol de agua

en el sitio activo forman una extensa red de enlaces de hidrégeno que mantiene la

simetria de doble plegamiento de la estructura entera.”®
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Una comparacién de quimosina con otras proteasas acidas revela la alta similaridad
estructural con otros miembros de esta familia de proteinas asi como sutiles
diferencias que hacen unica a la quimosina. En particular, Tyr-77 en la region del
doblez de la quimosina no forma enlace de hidrogeno con Trp-42, pero se extiende
hacia afuera formando interacciones hidrofébicas con Phe-119 y Leu-32. Esto tiene
implicaciones impor s en c > al ismo de union al substrato y
especificidad.®

Figura 6. Estructura de la qui i Las ima § P iar la forma bilobular de 1a

molécula, la hendidura del sitio activo ylos ammoacndos de mayor importancia en el mismo.
(Fuente: Lantbruks-urversiter, Suecia. 2001)

Existe una evidente disparidad en > a la acion de los aminoacidos en la
secuencia de la quimosina entre fuentes bibliograficas diferentes. Esto debido
probablemente a diferencias en resultados reportadas por investigadores de la

enzima en c > a tacién o a la asignacion del aminoacido #1 al hacer la
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enumeracion. Se recomienda prestar atencion a esta situacién si el lector desea

profundizar en torno a la estructura de la quimosina.

1.3.3 ESTABILIDAD

La quimosina es mias estable a valores de pH entre 5.3 y 6.3. Sin embargo, su
funcién bioldgica la puede realizar inclusive a pH 2. Bajo condiciones acidas (pH 3-
4) la enzima pierde su actividad con mayor rapidez, causado probablemente por una
autodegradacion, mientras que a valores de pH alcalinos (por arriba de 9.8) la
pérdida se debe a un cambio conformacional irreversible. La pérdida en la actividad
en la quimosina A es mayor que en la quimosina B, lo que hace a esta ultima la mas
estable de las dos. La quimosina es mas estable a 2°C que a peratura bi °

La inactivacién térmica de la enzima comienza a los 50°C yalos61°C yaes total 2

1.3.4 SOLUBILIDAD

La solubilidad de la quimosina es afectada por el pH, la temperatura y la fuerza
ionica de la solucion. La quimosina no cristalizada es soluble en una solucién que
contenga NaCl 1M y a pH 5.5. La quimosina es insoluble en soluciones > NaCl 2M.
La quimosina cristalizada muestra una mayor solubilidad a 25°C que a 2°C. A
valores de pH cercanos al punto isoeléctrico (4.5) y fuerza idnica de 0.005 la

quimosina es muy insoluble; 1a solubilidad aumenta incrementando 1a fuerza idnica.”

1.3.5 INHIBIDORES

Todas las protcasas asparticas son inhibidas por la pepstatina (ver figura 7), a través
de 1a union del grupo hidroxilo de la estatina con los dos aspartatos cataliticos. La

pepstatina es un péptido con un peso molecular de 685.9 Da, su estructura se
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compone de Isovaleryl-Val-Val-Sta-Ala-Sta, donde Sta = estatina = acido (3S,48)-4-
amino-3-hidroxi-6-metilheptanoico®’. Las constantes de inhibicion (K;) de la
pepstatina para la quimosina determinados a pH 6.0 y 3.2 son 2.2X10"M y 3.2X10°
¥M respectivamente. Dado que la pepstatina es relativamente poco efectiva hacia la
quimosina de bovino, se han desarrollado inhibidores analogos. Uno de éstos
incluye al péptido R(CO)NH-Leu-Ser-Sta-Ala-Ile-Pro-Pro-Lys-Lys (R=grupo acilo)
el cual tiene un valor de K; 20 veces mejor que la pepstatina a pH 6.0 y

aproximadamente 10 veces mejor a pH 3.1.°

HE CH, Hg S
CH H CH CH
é“ £, LY WAL 1

2 cH ch CH, OH
1 1 d ! 1
C—WH—CH—C—NH—CH o C—NH-—CH—CH—~CH

'& 5 3 =0

]
HOOC—C urcu —mCHune=—=C —C H_—NH

H 'Hz l|3
CH
Cd

H,C CH,

Figura 7. Estructura de la pepstatina (Fuernte: Université Frangois Rabelais, 2002)

1.3.6 PRUEBA DE ACTIVIDAD COAGULANTE DE LA LECHE

La determinacion de actividad coagulante de la leche para una preparacion
enzimatica dada se realiza por medio de pruebas donde una muestra de la enzima
coagulante se pone en contacto con una suspension de leche deshidratada
descremada afiadida con CaCl: y se incuba bajo condiciones controladas. El tiempo
transcurrido hasta la formacidn del primer coagulo determina las UCL/ml del

preparado enzimatico, donde UCL significa unidades coagulanies de la leche. UCL
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se define como la cantidad de quimosina capaz de coagular 10 m} de leche en un
minuto a 30°C. Las técnicas mas utilizadas son las descritas por Emtage ¢/ a/. (1983)
y Foltimann (1970).

1.3.7 OTROS USOS DE LA QUIMOSINA

Algunos investigadores han encontrado usos muy novedosos para la actividad
especifica de la enzima quimosina. Un ejemplo de esto lo describen Walsh, M. K., ez
al. quienes han investigado ¢l uso de la secuencia de la k-caseina sensible a la
quimosina como una secuencia union para proteinas de fusién. El objetivo es
expresar los genes fusionados de straptavidina y de cloranfenicol acetiltransferasa en
E. coli. Al unir a estas dos protei do la sec ia de k i de

aminoacidos 97 a 113, se puede hacer la posterior separacion de las enzimas
haciendo un corte por hidrélisis con quimosina®®.
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1.4 FUENTES DE OBTENCION DE ENZIMAS COAGULANTES DE LA
LECHE

1.4.1 ENZIMAS COAGULANTES DE ORIGEN ANIMAL

Los extractos enzimaticos de origen bovino (cuajo bovino) han sido utilizados

tradicionalmente para la coagulacion de la lech

en la factura del queso. Son
extraidos del abomaso o cuarto estomago de termeros o bovinos adultos (ver figura
8). El cuajo extraido de los estomagos de temeros lactantes tiene un alto contenido
de quimosina, mientras que el cuajo obtenido de estémagos de bovinos adultos es de

alto contenido de pepsina.

Extracto proveniente de abomaso de temero lactante™:

(masa de quimosina activa / masa de pepsina activa) = 1.38

Extracto proveniente de abomaso de bovino adulto®:

(masa de quimosina activa / masa de pepsina activa) {1 0.154

[abomaso
reticulo

omaso

Figura 8, 1 lizacion del ab.
(Fuente: The American Heritage D, v of English 1.

2000)
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El abomaso es separado del resto de los reservorios gastricos y del duodeno, pasa
por un secado, una posterior maceracion y después se realiza una extraccion de ta
enzima en medio acuoso. La quimosina de bovino es cominmente considerada

como la enzima ideal para la fabricacion de queso, esto se debe a su alta

especificidad y la elevada relacion que pr en su actividad coagulante frente a

su actividad proteolitica. Ad que pr una mini actividad residual

después de realizada la ctapa de coagulacion.” La relacion entre la actividad
coagulante y actividad proteolitica de la quimosina de bovino es 1.5 veces mayor
que cualquiera de origen microbiano.® Otra enzima coagulante de origen animal de
uso comercial es la pepsina de cerdo, normalmente se vende mezclada con
quimosina de bovino®. A pesar de que la pepsina se asemeja a la quimosina de
bovino en algunas propiedades. su uso como sustituto al 100% de quimosina animal
en la manufactura de queso es limitada debido a su tendencia a formar péptidos

amargos. Ademas, el sabor del queso producido con pepsina es generalmente
pobre.*?

A pesar que animales como el bifalo, cabra, borrego y conejo son considerados

como buenas fuentes de cuajo, no han sido estudiados ex 1ente para su

explotacién comercial.® Sin embargo existen algunos trabajos experimentales que
demuestran algunas diferencias entre cuajo bovino y cuajo de borrego, siendo el
primero de menor actividad proteolitica que el segundo durante la etapa de
maduracion del queso, aunque las diferencias en cuanto a caracteristicas sensoriales

es poco notoria.*>*

1.4.2 ENZIMAS COAGULANTES DE ORIGEN MICROBIANO

Los coagul microbianos fueron d tollados a inicios de los afios 70 como
substituto de 1o0s cuajos de origen animal'?. Ac | te la industria a utiliza

q

estos cuajos de origen fungico especialmente de Mucor miehei y “Aucor pusillus
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(mucorpepsina), Endothia parasitica (endothiapepsina) y dspergillus orvzae®. Todos
estos microorganismos producen proteasas de manera natural, ¢s decir, en el estado
nativo de estas cepas.

E! cuajo microbiano ha reemplazado buena parte del cuajo de origen bovino, mas de
la mitad de la producciéon mundial de queso esta basada en el cuajo microbiano. Sin

embargo, la demanda de quimosina animal, esta aidn en aumento dados los

problemas asociados con ¢l cuajo microbiano.® Las pro microbi son de
estructura similar a la de la enzima bovina y todas tienen la especificidad necesaria
para la x-caseina. Sin embargo, no se les considera ad das para quesos de

maduracion larga pues tienen un rango diferente de actividades no especificas y no
producen los sabores correctos en maduracién prolongada.® Se le considera
actividad no especifica a toda aquella accion proteolitica de las coagul

diferente a aquella de la accion de hidrélisis especifica del enlace Phel05-Met106 en

la x-caseina realizada por la quimosina de bovino.

1.4.3 ENZIMAS COAGULANTES DE ORIGEN VEGETAL

Esta muy poco difundido el uso de enzi coagul

de origen vegetal. Algunos
ejemplos se enc an en pai diterraneos, en Chile y en Argentina donde se
utiliza un cuajo llamado cardoon obtenido a partir del género Cynara para fabricar

algunos tipos de queso casero. En el sur de Angola, los extractos de raices y hojas de
varias plantas pertenecientes a las Papilionoideas como Eriosema psoralecides y

Adenolichos anchieta son usados para productos licteos caseros suaves’®. No se ha
extendido su uso probabl debid

> a su bajo poder coagulante comparado con
sus homologos de origen animal y microbiano.
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1.4.4 QUIMOSINA RECOMBINANTE

Algunos microorganismos han sido modificados genéticamente para producir
quimosina idéntica a la enzima obtenida de bovinos. Esta puede ser utilizada para
producir queso de mejor calidad que con los cuajos fungicos u otros cuajos de
animales diferentes al bovino. En 1988, la quimosina fuc la primera enzima

procedente de una fu genéti te modificada en ser aceptada para su uso en
alimentos (consultar anexo IV). Estas enzimas se comportan exactamente de la
misma manera que la quimosina de bovino, pero su actividad es mas predecible y
presentan menos impurezas. Se ha logrado la expresion del gen de la quimosina
bovina en organismos como Escherichia coli, Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Lactococcus lactis, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus spp. y
Kluyveromyces lactis, obteniendo de cada uno caracteristicas diferentes en cuanto a
modo y velocidad de prod ion de la i 2

El proceso para la obtenciéon de quimosina a partir de microorganismos
genéticamente modificados puede dividirse en cinco pasos generales (ver figura 9):
(1) el aislamiento del mRNA que codifica para la quimosina presente en el estomago
de ternero, (2) la conversion del mRNA a cDNA, (3) su introduccién por
transformacion con vectores de recombinacion al interior de un hospedador
apropiado. (4) el crecimiento del microorganismo en condiciones adecuadas para la
expresion del nuevo gen y (5) la recuperacion y activacién de la proquimosina
producida.
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1.5 TECNOLOGIA DEL DNA RECOMBINANTE
1.5.1 RECOMBINACION

El desarrollo de tecnologias tales como la del DNA recombinante (rDNA), 1a fusion

de células (anticuerpos monoclonales), la ingenieria de proteinas, y el cultivo de

vegetal dat de final de los afios setenta. Sin embargo, fue el
descubrimiento de la tecnologia del rDNA, popularmente conocida como ingenieria
genética, 1a causa del auge actual de la biotecnologia. La tecnologia del rDNA ha

supuesto un salto en la investigacion basica gracias a tres innovaciones que han

ocurrido simultaneamente. La primera fue el d brimi > Yy > comercial a
las endonucleasas de restriccion, que reconocen y cortan secuencias de nucleétidos
especificas dentro de 1a molécula de DNA. La segunda fue la creaciéon y purificaciéon
con alto rendimiento de vectores de clonacion artificiales (por ej., plasmidos de
DNA en los que se han introducido artificialmente marcadores y sitios de
restriccion), y la tercera innovacion fue la habilidad para transformar células e
identificar los transformantes que contienen clones recombinantes. Utilizando
unicamente estos tres procedimientos, se puede conseguir DNA recombinante in
vitro.*!

La palabra clonar. en el presente trabajo, es usada para expresar la accién de

incorporar DNA forianeo al DNA de un vector determinado y multiplicarlo.
1.5.2. ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

Para poder insertar DNA foranco dentro de un plasmido, se hace uso de enzimas

especiales 11 d / { de restriccion. Estas enzimas reducen moléculas
largas de DNA hasta fragmentos cortos, pero no hidrolizan el DNA de manera
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completa sino que reconocen secuencias de 4 a 11 nucledtidos de longitud y cortan

en el centro (ver tabla 3).

Tabla 3. Algunas endonucleasas de restriccion,
sus origenes y especificidades
Enzima*® Fuente Especificidad
EcoR 1 Escherichia coli -G | A-A-T-T-C-
-C-T-T-A-A | C-
Hac IH Haemophilus aegyptus -G-G | C-C-~
-C-C | G-G-
BamH I Bacillus amyloliquefaciens |-G | G-A-T-C-C-
-C-C-T-A-G | G-
Bgt 11 Bacillus globigii -A | G-A-T-C-T-
-T-C-T-A-G | A-
Hind 11 Haemophilus influenza -A | A-G-C-T-T-
~T-T-C-G-A | A-
Hpal Haemophilus -G-T-T | A-A-C-
rainfluenza -C-A-A | T-T-G-
Pst1 Providencia stuartii -C-T-G-C-A | G-
-G | A-C-G-T-C-
Sau3A 1 Staphilococcus aureus - | G-A-T-C-
-C-T-A-G | -
*La nomenclatura en el organismo en el que se descubri6 1a enzima. La
primera letra mayuscula es la primera letra del género, las dos siguientes las
de 1a especie. El numero romano denota el orden de descubrimiento.

Fuente: Byong, 1996

El origen de las endc se Ta en microorganismos capaces de

producir enzimas que modifican y digieren o rompen el DNA. Estos sistemas,

HNamados de modificacion-restriccion, son analogos a un si i los I
probablemente evolucionaron como un mecanismo de proteccion de los
microorganismos contra infecciones virales. En efecto, las bacterias, por ejemplo,
son infectadas por bacteriofagos, que inyectan su propio DNA en la célula

bacteriana. En algunas bacterias el DNA propio esta modificado en ciertas

ec i Una

de modificacion se desliza sobre la hebra de DNA, y cada
i GAATTC, introduce un

bl : )

vez que se topa con su O, por cj P
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pequeiio grupo quimico en la adenina (A) central (metilacion). Otra ecnzima, la
enzima de restriccion, también se desliza en la hebra de ADN, y si encuentra la
secuencia GAATTC, corta el ADN en esa posicion. La enzima, sin embargo, no
corta el ADN modificado, por lo que efectivamente es capaz de degradar et ADN
extraiio que puede entrar a la célula, sin alterar ¢l ADN propio*’.

Los cortes producidos por algunas endonucleasas de restriccion pueden dar extremos
romos, afectando a las dos hebras del DNA en el mismo punto, o dar extremos

cohesivos al cortar las dos hebras en puntos distintos a unos cuantos nucleétidos de

distancia. Los dos extremos cohesivos son compl ios y tiend a aparear de
nuevo por medio de puentes de hidrégeno.?' Los fragmentos de DNA forianeo son
insertados en vectores plasmidicos que han sido cortados con la misma enzima o una
que produzca el mismo extremo complementario.

1.5.3 VECTORES

En el contexto de la tecnologia del DNA recombinante, un vector es la molécula de
DNA utilizada para introducir DNA foraneo a las células aceptoras. Los vectores de
DNA recombinante incluyen plasmidos, bacteriéfagos y otras formas de DNA. Los

plasmidos son wmoléculas de DNA de doble cadena autoreplicativos y
extracromosomicos que se an a d

> en las bacterias y en algunos
eucariotas inferiores (ver figura 10). La mayoria son circulares, pero también existen
algunos lineal Un requisito

ial para lograr una aplicacion practica con éxito
en la manipulacion genética es la disponibilidad de un vector adecuado, que asegure

la replicacién y conservacion tanto del DNA vector como del DNA foraneo
integrado.®'

Un vector de clonacion atil debe tener (1) un origen de replicacion ori en el

plasmido (esto es, una secuencia de nucledtidos que dirige y controla la replicacion
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Figura 10. Ejemplo de plasmidos comi utilizados, aparecen con sus sitios
de restriccion, marcadores de resistencia y origenes de replicacion.
(Fuemnte: Primrose, 1991)
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de modo que cada célula contenga un ni o razonabl 1te cc de copias

de plasmido). (2) marcadores fenotipicos como genes de resistencia a antibidticos
que faciliten la identificacion de las células que han sido transformadas, por
ejemplo, la adquisicion de la resistencia a ampicilina, (3) genes marcadores con
sitios de restricciéon unicos para uno o mas endonucleasas de restriccion diferentes, y

(4) un tamaiio molecular lo mas bajo posible ya que un fio bajo nor va

acompaiiado de un alto numero de copias, y porque esta propiedad favorece que el
material sufra menos dafio por las fuerzas fisicas de cizalla durante la preparacion.®!

Los vectores pued ser plasmidos, pero pueden ser también particulas viricas

|

(DNA con el potencial de codificar virus). Los vectores tradicionales tales como la

- . g

serie pBR y los vectores 2um para levadura, son pl

as que la serie
lambda esta basada en bacteriofagos. Otros virus como el T7, son utilizados
también, y fracciones de ellos han sido usadas en la construccion de otros vectores
mas exoticos como los cdsmidos. Los cosmidos son utilizados en clonaciones

a

genéticas a gran la, son plasmidos que p

a, P

A

ser dos d de

particulas viricas lambda, pero sol g do se jan fragn »s de DNA

foraneo con mas de 40 kilo bases.**

Algunos tipos de vectores integran su DNA al cromosoma de sus hospedadores.

Ejemplos son los Yips (yeast-integrating pl id), un plasmido que se¢ puede

| |

insertar a si mismo en el cromosoma de levaduras y vectores retroviricos para
células de mamifero. Otros vectores de clonaciéon para levadura, como los YEps
(yeast episomal plasmids) basados en el plasmido 2um se mantienen separados del
cromosoma como lo hace un plasmido bacteriano.

1.5.4 EXPRESION

La expresion se realiza en los siguientes pasos:

1. transcripcion de DNA a mRNA
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2. traduccién de mRNA a secuencias polipeptidicas

3. en algunos casos, modificacion de la proteina posteriores a la traduccion

En muchos eucariotas existe un paso adicional previo a la traduccioén, la remociéon

de secuencias no codificantes del mRNA (splicing).?*
1.5.4.1 TRANSCRIPCION
La transcripcion de DNA a mRNA esta mediada por la enzima RNA

polimerasa. El proceso comienza con la union de la RNA polimerasa a los

sitios de reconocimiento en el DNA Ilamados pr res. D

pués de la
unién, la RNA polimerasa viaja a lo largo de la molécula de DNA hasta
encontrar una sefial de terminacion (ver figura 11). Los genes aislados en
ciertas maneras en como la clonacion de cDNA o la sintesis artificial, no
tienen su propio promotor y deben ser insertados en un vector cerca de un
sitio promotor. Aun cuando un gen clonado posea su propio promotor, este
promotor puede no funcionar en la nueva célula hospedadora. En tales
circunstancias el promotor original debe ser reemplazado por otro mas

. 2
efectivo.??

1.5.4.2 TRADUCCION

La traduccion de mRNA a proteina es un proceso complejo que involucra la
interaccion del mensajero con ribosomas. Para que la traduccion ocurra ¢l
mRNA debe incluir un sitio de uniéon para ribosoma (rbs) delante del gen a
ser traducido. Después de ia union, el ribosoma se desplaza a lo largo del

mRNA e inicia la si is de proteina en el primer codon AUG que encuentra.
Este continia hasta que se encuentra con un codén de terminacién (UAA,

UAG o UGA). Si el gen clonado no contiene un sitio de uniéon a ribosoma es
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ARN-polimorasa Sith0 1@ INICIACION de transcnpriin

ARN ftranscide

Figura 11. Esquema de la transcripciéon: A) Llegada de la ARN- polimerasa a su
promotor; B) desdoblamiento de la doble hélice para que se inicie la sintesis de
ARN; C) iniciacion de ia si is de ARN; D) alargamiento del ARN a medida que
se desplaza la polimerasa; E) el ARN transcrito se desprende ya completo, al igual

que la polimerasa. (Fuente: ILCE, 2002)
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necesario utilizar un vector en el cual el gen pueda insertarse tanto después de
un promotor como de un rbs.?? El proceso de traducciéon del mRNA consiste
de tres fases: iniciacion, elongacion y terminacion (ver figura 11). Este
proceso es en esencia idéntico en todos los casos, a pesar de las diferencias de

tamaiio entre las subunidades ribosémicas de procariotas y eucariotas.?!

Figura 12. Traduccion de un RNA mensajero y sintesis de la
proteina que codifica (Fuente: ILCE. 2002)

La inicicacién requiere una interaccion especifica entre el rRNA de la

bunidad ribosémi pequeila y el sitio de union al ribosomas {tbs) o la
secuencia consenso (AGGAGGU) denominada secuencia Shine-Delgarno del
yyero. Esta ia Shine-Delgamo (SD) que esta localizada a unas 10

bases del codon de iniciacion (AUG) es complementaria al extremo hidroxilo

3’ del rRNA de la subunidad p fia y es ia para la formacion del

complejo de iniciacion junto con el N-formil metionil-tRNA™" y los factores
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de iniciacién. Los rbs’s de los diferentes genes varian casi mil veces en
eficiencia relativa, y por ello es importante que la seiial de iniciacion de la

traduccion pueda modificarse para conseguir una sec ia SD eficiente para

el organismo hospedador y una distancia éptima entre el SD y el codon de

iniciacién.?!

La elongacion es 1a fase de la traduccion en la que el mRNA es decodificado
en la direccion 5° a 3’ y en la que se sintetiza la cadena polipeptidica
comenzando por el amino terminal. Este proceso es en esencia similar tanto

en células procariotas como eucariotas.?'

La terminacion ocurre hasta que se alcanza un codén sin sentido (UAG,
UAA, o UGA), lo que provoca la liberacion de la proteina resultante por la
subunidad grande del ribosoma.

Existe una diferencia importante en la expresion de genes entre procariotas y
eucariotas. En los procariotas no existe un nicleo celular, por lo que la
transcripcion y la traduccion se dan simultaneamente; en los eucariotas ambos
procesos se dan por separado ya que el transcrito (mRNA) debe abandonar el

nuicleo para poder continuar con la traduccién en los ribosomas.

1.5.4.3 MODIFICACIONES POSTERIORES A LA TRADUCCION.

Cierto nu o de protei sufren modificaciones posteriores a su traduccion.
a ser transportadas fuera de la célula son si izad

con 15-30 aminoacidos extra en su extremo amino (extremo-N). Estos

A, EI—)

Las pro

aminoacidos extra son llamados secuencia sefial y una caracteristica comun

de estas secuencias es que ti un leto central de aminoacidos

q
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hidrofébicos flanqueados por residuos hidrofilicos o polares. Durante ¢l paso
a través de la membrana la secuencia sefial es cortada de la molécula
proteica.>?

d

Un p flo na o de protef son si i como pro-proteinas. Esto

significa que hay una secuencia adicional de aminoacidos en el extremo N

que ple alguna fi ion estructural pero la cual es eliminada antes de que

la proteina se active y se vuelva totalmente funcional.??

Otra modificacion posterior a la traduccion que ocurre de manera natural en

la construcciéon de muchas proteinas es la adicion de oligosacaridos a algunos

aminoéicidos. Este proceso de glicosilacién ocurre, por plo, en la

de interferén antiviral. Las bacterias no pueden glicosilar los productos de
genes mamiferos. Las levaduras pueden glicosilar proteinas pero el
mecanismo difiere de aquel mediado por célul imales. C do la correcta
eli
correspondiente en una célula de mamifero.??

ion es ia la opcion mais recomendable es expresar el gen

1.5.5 EL cDNA

Como los genes de los eucariotas superiores contienen intrones (regiones no

codificadoras) y no podrian ser prc dos dir te en una b ia, el DNA

para clc ion geners

se obtiene con una reaccion de la transcriptasa inversa,
que convierte el mRNA en DNA complementario (cDNA).?' El mRNA se aisla del
organismo original. En el caso de la quimosina ¢l mRNA seria obtenido de las
células gastricas de bovino lactante, dado que éstas son ricas en mRNA especifico
de quimosina de la cual los intrones ya han sido eliminados (ver figura 13). Una vez
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obtenido el cDNA por transcripcién inversa, el cual lleva la informacion genética

inintermumpida, se puede proceder a su insercién en un vector2,

preparacion del DNA
Exiraclode RNA A C € U A C
——eaoaonnon
Uso de ia transcriptasa reversa
Conteniendo ol MRNA l pa?a 54,.“6“‘;3, DNAV
del gen de la quimosina
W w s W e
DNA T G G A T G
RNA A C C U A C
aocoonn
) Uso da la DNA polimorasa para sintetizar
‘ a cade de DNA 1o} tario
- e
T G G A T ©
DNA A C C T AC
béicatenario [ &= SN W WS N )
<DNA

Figura 13. Conversion del mRNA en cDNA (Fuentc: Byong, 1996)

1.5.6 INSERCION EN EL VECTOR

Normalmente el vector se corta con la misma enzima de restriccion que la utilizada
para generar los fragmentos de DNA cromosomicos. Los vectores linealizados se
incuban junto con el fragmento a unir en presencia de DNA ligasa, que une de
manera covalente los extremos cohesivos de las moléculas de DNA. De la mezcla de
ligacion, algunos plasmidos contendran un fragmento de DNA hibrido recombinante

(o quimérico).*!

1.5.7 TRANSFORMACION DE LA CELULA HOSPEDADORA

Los recombi r 1 se introducen en la célula hospedadora por el proceso
de transformacion (ver figura 15). En este proceso la mezcla ligada de plasmido se
introduce en una suspension de bacterias previamente tratadas con una solucion fria

de CaCl,. Tras este tratamiento, las células se mezclan con el DNA plasmidico a
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introducir, se da un breve choque térmico y se les permite recuperarse. Se pueden
obtener hasta 107 transformantes por microgramo de DNA, que es suficiente para el
proposito de clonacion. Recientemente la electroporacion se ha convertido en un
método muy eficiente de introduccion fisica de DNA en bacterias. La
electroporacion emplea cortos pulsos eléctricos de un determinado wvoltaje, que
alteran la permeabilidad de las membranas de modo que las moléculas de DNA
pueden entrar en la célula.?’

1.5.8 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La técnica de PCR fue reportada por primera vez en 1985; de esa fecha hasta ahora

esta metodologia ha experi do osas modificaciones, siendo la mas
importante de ellas la ocurrida en 1986 donde se introdujo por primera vez el uso de
una polir termc ble, la Taq poli -asa, 1o cual implicé un cambio radical
en la técnica y su definitiva

ptacion por la cc idad cientifica intemacional®.

Durante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa se Itiplica un fragn > de

acido nucleico hasta 10” veces, la reaccién imita un fenémeno de replicacion del

DNA que ocurre en forma natural en la célula. La reaccion in vitro necesita la

pr ia de una cad de DNA di o iplete donde esta incluido el fragment
que se puede amplificar, un par de cebadores o primers (cadenas simples de DNA,
entre 15-30 nucledtidos) que limitan la talla del segmento que se va amplificar,
nucledtidos que son precursores de las nuevas cadenas de DNA (adenina, timina,
guanina y citosina) y la enzima polimerasa, taqg polimerasa, la cual usando como
inicio los cecbadores va a formar las cadenas nuevas®.

TESIS CON
ALLA DE ORIGEN



38
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separacion de
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|
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. 3 Ll 5 Anilamiento de
5" epmpammpy 37— Primats cebadores

l prismer ciclo son dos
moléculas de DNA de

ciclos sdicionalos doble hebra)

smplifican of DRA

millones de veces

Figura 14. Ciclo de la ién en cad de la poli (Fuente: UCLA, 2002)

La reaccion tiene lugar en tres pasos (ver figura 14). Durante el primero o

A4

[ uralizacién el fragimento original de DNA se calienta hasta una temperatura de

92° a 96 °C; esto provoca la separacion de las dos cadenas. En el segundo paso,
llamado hibridacién, la temperatura de ia mezcla se rebaja hasta 40-60 °C para que
los cebadores se enl con el DNA escindido. En el tercer paso de extension o

polimerizacion, la temperatura de la mezcla se eleva hasta 72 °C para la extension,
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Las céhsias de E. col oman el plesmido
o

Muitiphicacian de tas células
>
Siembra an placas con Apy T

unimn‘a
. mm-l’e(«mmumﬂ)

I-‘-gnr. 18. Esquema general del proceso de recomt i6n. Clc 16n de un
fragmento cromosomico foraneo utilizando un plasmido (pBR322) como vector y
las enzimas de restriccion BamHI y Sau3 Al, transformacion de E. coli y expresion

del gen foraneo que le confiere resistencia a antibioticos. (Fuente: Byong, 1996)
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la enzima la 7aq DNA polimerasa la cual es termoestable, copia rapidamente la
molécula de DNA®,

Estas tres etapas constituyen un ciclo completo de PCR, que se realiza en menos de

dos o tres mi vs. Teodri el ciclo de PCR sc puede repetir sin limite, pero
la polimerasa, los ledtidos y los cebadores len renovarse al cabo de unos 30
ciclos. Estos 30 ciclos, que duran menos de tres horas, bastan para producir mil
millones de copias de ADN®,

Esta caracteristica identifica a la PCR como una herramienta poderosa y valiosa en
todos los campos de la Biotecnologia. En ¢l caso particular de la recombinacion
genética para la produccion de quimosina, la técnica de PCR es atil para amplificar
el cDNA del gen de 1a proquimosina una vez que se ha obtenido por tr ipcio
inversa del mRNA y asi poder clonarlo en vectores de recombinacion. Puede
también ser utilizada para comprobar la presencia del gen en células que han sido
transformadas con el gen de la quimosina.
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Capitulo 2: DESARROLLO DE ORGANISMOS RECOMBINANTES
PRODUCTORES DE QUIMOSINA

Una de las principales ventajas de la ingenieria genética es su capacidad potencial de

produci lqui protei de tqui fi por expresion en un huésped
heterologo. En el futuro se espera que la ind ia de los ali )s se beneficie de la
disponibilidad de una amplia gama de i recombi como las proteasas y

las enzimas generadoras de sabor. Esto ya ha sido logrado en el caso de la quimosina
recombinante. '3

2.1 EL GEN DE LA PROQUIMOSINA DE BOVINO

El gen de la proquimosina de ternero abarca aproximadamente 10.5Kb y consiste de

9 exones y 8 intrones.® En los eucariotas superiores, la mayoria de los genes

cromosomicos conti ias de intrones lo que interr las ias de

P

codificacion para la traduccién a protei C do estas ias son transcritas
en células eucaridticas, 1os intrones son omitidos en el transcrito de mRNA (ver
figura 16) y la sub trad ion genera protei con i de

aminoacidos correctas. Como las células procariotas no cuentan con este mecanismo
de omisiéon de intrones, los genes obtenidos a partir de cromosomas eucaridticos no
pueden ser expresados correctamente en bacterias. Por consiguiente, el
procedimiento general para la clonacion del gen que codifica para la quimosina de
ternero es si izar ADN compl io (¢cDNA) a través de la transcripcion
inversa de mRNA en el cual han sido omitidos los intrones. La secuencia completa
del cDNA de la proquimosina de bovino aparece en el anexo 111,

Las célul ] especializadas dentro de los tejidos de la capa mucosal del
abomaso, frec te conti grandes cantidades de mRNA que codifica para
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la preproquimosina. Esto provee la base para el aislamiento del mRNA especifico

para facilitar la clonacién. El RNA total de 1a capa mucosal del abomaso es aislada y

el mRNA es fraccionado por cromatografia de afinidad en celulosa oligo(dT). El

mRNA es transcrito inversamente a cDNA, amplificado por técnica de PCR y

subsecuentemente insertado en un vector adecuado y expresado en una bacteria o

levadura huésped apropiada. Fue en 1980 que Nishimori er. al. sintetizaron por

primera vez el cDNA de la proquimosina a partir de mRNA por métodos

convencionales e insertaron el cDNA dentro del sitio SAL 1 del plasmido pBR322,

el resultado fue confirmado por hibridacion de colonias y la traduccién del mRNA

in vitro.®

snrp snrp
A s o2 P ad 3
exon 1 intrén N exon 2
intrén
B s 3
exon 1 - exon 2
C 5 k)
exén 1\ axén 2
%intrﬂn sobrante
U.
D sy : 42 ARN mensajero
| _exon 1 exén 2 editado

Figura 16. Eliminaciéon de los intrones (splicing) para la sintesis de mRNA.
(Fuente: ILCE, 2002)
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El gen que codifica para la quimosina ha sido insertado con €xito en numerosos
vectores plasmidicos y expresado en organismos hospedadores como X. coli,
Bacillus subtilis, Proteus mirabilis, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis
vy Aspergillus spp. Varias formas de quimosina han sido expresadas, incluyendo la

preproquimosina, met-proquimosina y met-quimosina como proteinas heterélogas.®

En el presente trabajo se ofrecera una descripcion con ejemplos detallados de la

expresion de quimosina tanto en procariotas como eucariotas..
2.2 EXPRESION EN PROCARIOTAS

2.2.1 PRIMEROS INTENTOS DE EXPRESION DE QUIMOSINA
RECOMBINANTE

Después de extensa experimentacion en la clonacién molecular y caracterizacion del
cDNA de la proquimosina, Nishimori y colaboradores construyeron un plasmido
pCR301 para la expresion de cDNA de quimosina de bovino en Escherichia coli,
conteniendo el promotor LacUVS frente al gen fusionado en el cual los codones de
los cuatro aminoacidos N-terminales del cDNA de la proquimosina fueron

reemplazados con los 10 aminoacidos N-terminales de la B3-galactosidasa. Se detecté

inmunoldgicamente la si is de la protei fusionada, con el peso molecular
esperado. y la proteina expresada fue localizada en la membrana celular del
hospedador bacteriano.®

En estudios subsecuentes el cDNA para la quimosina se clondé y expresé bajo el
control del promotor “triptofano™ (trp). El procedimiento seguido fue la sintesis de

Met-proquimosina donde un gen sintético construido in vitro tomado de un
fragmento de un clon de ¢cDNA fue insertado en los plasmidos bacterianos pCT66,
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pCTG67 y pCT70 inmediatamente a continuacion del fuerte promotor trp de £. Caoli,
un sitio de union ribosomal (rbs) funcional y el codon de iniciacion ATG. La
induccion de la transcripcion del promotor trp resulté en una sintesis de

proquimosina a un nivel del 5% de la proteina total.®

En un intento por incrementar la produccion de proquimosina, Nishimorn utilizo el
promotor trp para controlar la expresion en un plasmido hibrido p501. Estec plasmido
contenia la codificaciéon para la proquimosina a partir del 5° a.a. Arg fusionado con
el fragmento N-terminal del gen trp E, precedido por las regiones del promotor trp y

hidcned ad, A

atenuador. Después de la expresion en un t P lo, el si llevé a un

incremento diez veces mayor en la sintesis de proquimosina comparada a la sintesis

obtenida con el promotor lacUV5.°

En subsecuentes trabajos se hizo uso de otros promotores (trp-beta, gen gly A,

triptofano, transferasa hidroximetil serina, etc)® en distintos plasmidos, obteniéndose

cuerpos de inclusion en todos los casos, es decir, agregados protéicos insolubles de
proquimosina inactiva de 0.5 a 1 pm de diametro promedio acumulados en el
interior de la célula. Estos llegaron a representar hasta un 40% de la masa celular
total. La sintesis de proquimosina como cuerpos de inclusion intracelulares causa
fragilidad en la membrana celular, la pérdida de actividad respiratoria celular y su

habilidad para multiplicarse.”

Los cuerpos de inclusion deben pasar por un proceso de (1) liberacion, (2)
solubilizacion, (3) renaturalizacion y (4) activacion, para convertirse en quimosina
con capacidad coagulante. La liberacion se logra por ruptura celular por métodos
fisicos, quimicos o enzimaticos. La solubilizacion se logra incubando los cuerpos de

inclusion en soluciéon buffer pH 8 con urca 8 M. Después se induce la
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renaturalizacion a pH 10.7 para generar proteina con ¢l doblamiento correcto y

finalmente es activada a pH acido.”

Dado que las proteinas insolubles requieren de un subsecuente proceso de
redoblamiento previo a la recuperacion de actividad enzimatica, se hicieron intentos
para producir proquimosina de manera extracelular.” Klesen e¢ al. usaron a la
bacteria Proteus mirabilis como huésped de expresion para la secrecion completa de
proquimosina de bovino biologicamente activable hacia el medio a través de la
fusion del cDNA de la proquimosina con el gen de la etotoxina-A pirogénica de

Streptococcus (Spe-A), con el promotor Spe-A, rbs, y secuencia seiial peptidica. La

proquimosina secretada fue convertida por proceso autc litico en qui con

actividad coagulante de la leche.® La prod ion extracelular de proquimosina se
logré también en Bacillus subiilis fusionando el gen a la secuencia sefial de la
subtilisina de B. subtilis y la produccién alcanzé los 0.1 png/ml. En P. mirabilis fue
de hasta 40 pg/ml de fluido de cultivo libre de células.?

Tabla 4 Diferentes resultados en la expresion de proquimosina en procariotas.
Organismo Vector | Promotor | Expresion Rendimiento
E. coli pCR301 {LacUV Intr Tul det do
E. coli PCT66 |Trp Intracelular |40 mg/l de cultivo
B. subtilis ——- subtilisina | Extracelular | 0.1 mg/1 de cultivo
Proteus —— Spec-A Extracelular |40 mg/l de cultivo
mirabilis

Fucnte: Chitpinityol, 1997,

2.3 EXPRESION EN Escherichia coli.

Fueron muchos los avances logrados en la expresion de proquimosina en E. coli en

los afos siguientes. Las metodologias evolucionaron hasta permitir la produccion de
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cantidades suficientemente altas para la introduccion de la enzima recombinante al
mercado. Los procedimientos modernos permiten una eficiencia de 3.0 mg de
quimosina por 1 g de biomasa en peso hamedo™’. En un inicio se tuvo dificultad por
el problema de que E. coli no es considerado un organismo GRAS, sin embargo,
mas adelante la FDA permitio la comercializacion de la quimosina proveniente de £.

coli K-12, cepa que demostré ser no patogénica y no toxigénica®'.

Actual se sig reali do trabajos de investigaciéon en torno al
aprovechamiento de la proquimosina de produccion intracelular. Se ha investigado
la renaturalizacién de los cuerpos de inclusion de quimosina recombinante, lo cual
esta fuertemente relacionado con la asociacion de residuos de cisteina dentro de la
molécula y su correcto apareamiento para la formacién de enlaces disulfuro*. Se ha
estudiado el efecto de alteraciones en Ja secuencia de la quimosina por mutagénesis
dirigida usando PCR (reaccién en cadena de la polimerasa). Las distintas mutaciones
incluyeron (1) la delecion de los 34 residuos del extremo C de la enzima, (2) la
adicion de His y Gly en el extremo C, y (3) el intercambio de Thr 77 por Asp
(T77D). En todos los casos la actividad especifica de la quimosina se vio
disminuida, poniendo de manifiesto que las zonas de la enzima alteradas por las
mutaciones estan involucradas en la actividad ¢ litica de la mi 3 También se

ha estudiado el efecto de 1a unién de la quimosina con otras proteinas para mejorar
la solubilizacion y renaturalizacion de los cuerpos de inclusion. La a-cristalina
parece tener un efecto positivo en la actividad enzimatica de la quimosina cuando
hay altas concentraciones de cuerpos de inclusion'®. Otras enzimas como la proteina

disulfuro isomerasa (PDI) facili lar 1i ion de 1a quimosina a través de la

correcta formacion de los enlaces disulfuro en la molécula®®.
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DISCUSION

Los resultados en los experimentos realizados en torno a la expresion de quimosina
en . coli, B. subtilis y P. mirabilis demostraron que la produccion de dicha proteina
heterdloga en procariotes es factible. Haciendo uso de diferentes modificaciones en
los vectores de clonacion se pueden conseguir notables mejoras en el rendimiento de
la produccién del zimégeno, como ocurre con €l uso de promotores de alto
rendimiento, la sustituciéon de los primeros codones en la secuencia de cDNA de
proquimosina con los de la enzima correspondiente al promotor utilizado, o la fusiéon
del gen de la proquimosina con el gen completo de alguna determinada proteina de
rendimiento conocido en la célula hospedadora. Cabe notar que, a pesar de estas

mejoras, el rendimiento final no siempre es lo suficientemente alto como para

considerar a de estos organismos como productores pc iales de quimosina a nivel
industrial. S6lo en el caso de Escherichia coli se han logrado recientemente
rendimientos de hasta 3 g/Kg de biomasa. Aunque £. coli no es considerado como
un organismo GRAS (Generally Recognized As Safe), 1a FDA a reconocido como
tal a la quimosina proveniente de la cepa K-12 por considerarla no toxigénica o
patogénica. Es asi que hoy dia existen compaiiias como Pfizer que fabrican
quimosina recombinante a partir de £. coli para su uso comercial a pesar del costo
que implica el aislamiento y activacion de la i en su do intr ful
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2.3 EXPRESION DE PROQUIMOSINA DE BOVINO EN EUCARIOTAS
Después de la extensa investigacion en la clonacién y expresion del gen de la

quimosina en bacterias®®, la atenciéon fue desviada hacia la busqueda de un mejor

sistecma de expresion, por e¢jemplo, levaduras donde la protei recc

pudiera ser expresada a un nivel clevado y que al mismo tiecmpo pudiera ser

secretada al medio. Esto seria ventajoso ya que la quimosina recombinante en £. coli

es producida como cuerpos de i i6n los ¢ i Pprc i ) extenso

para recuperar la proteina activa.®

Las levaduras son microorganismos eucariotas unicelulares que combinan la
facilidad para la manipulacion genética con la habilidad de desarrollar procesos de
eucariotas sobre los polipéptidos expresados, y por lo tanto constituyen sistemas

atractivos para varios aspectos de la biotecnologia modema.>*
2.3.1 EXPRESION EN Saccharomyces cerevisiae
La levadura Saccharomyces cerevisiae ha sido usada durante miles de afios por la

humanidad en la cerveceria y en la panificacion y es considerada como GRAS

(reconocido generalmente como seguro). Se ha lado una formidable riqueza

de informacion en genética, biologia molecular y fisiologia haciendo a esta especie
tradicional el sistema eucariote mejor caracterizado hoy. Mas de mil genes estan
caracterizados y la secuenciacion de su genoma entero ha sido completada. Debido a

las obvias ventajas descritas antes y las variadas posibilidades para influenciar su

metabolismo, dirigido al incr > en la ot ion de prod > hos p 3

de produccion de proteinas heter6lo an basados en el leo de S. cerevisiae®
P P gas

P
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Los vectores utilizados para la transformacion de células hospedadoras adecuadas
son en general hibridos entre secuencias derivadas de (1) bacterias y (2) levaduras:
(1) La porcion procariota alberga un origen de replicacion (ori) y una secuencia que
confiere resistencia contra antibidticos especificos (como elementos de propagacion
y seleccion en un huésped bacteriano). (2) La porciéon de levadura contiene de
manera similar los elementos de seleccion para la transformacién en levaduras, por
ejemplo genes de la beta-isopropilmalato deshidrogenasa (LEU2) y de la oritidina 5-
descarboxilasa ({/RA43), para complementar una auxotropia en las respectivas
cepas.®*

Los vectores deben de combinar: (1) un gen de alto namero de copias para expresar

a un alto nivel dosis-dependiente con (2) una estabilidad mitética bajo condiciones

no lectivas. Normal los vectores ] no 1 ambos

| o

requerimicntos.>*

Se ha logrado modificar por transformacion cepas de levadura que sintetizan
proquimosina de bovino activable con vectores que incluyen la secuencia que

codifica para la metionil-proquimosina unida a secuencias promotoras de

transcripcion y terminadoras de levadura eficient Para al este objetivo se
alter6 el cDNA para la preproquimosina previamente clonado cortandolo con
endonucleasas de restriccion y la adicion de un oligonucledtido para generar una
secuencia de DNA que codificara para la Met-proquimosina. Este gen de la Met-
proquimosina fue ligado a un fragmento cromosomal de levadura que contiene al
promotor GALI, y la construccion fue insertada en un vector polifuncional

Escherichia coli—Saccharomyces cerevisiae con o sin el gen terminador SUC2 de
levadura.®®

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




50

A continuacion se describe a detalle este proceso como ejemplo de una de las
metodologias seguidas para la expresion de la proquimosina en el caso especifico de
S. cerevisiae. El trabajo fue realizado por el Departamento de Genética Molecular,
Collaborative Research Inc. en Lexington, MA en 1983.

2.3.1.1 Construccién de la secuencia codificante ATG-pr imosina. Con

el fin de construir la ia codifi para la proquimosina de bovino

expresable en células heterdlogas, se removié la secuencia que codifica para
la ia seilal de 16 inodcidos de la preproquimosina y se reemplazo
con un codon de iniciacion ATG. El DNA del fago recombinante f1 R207 fue
cortado con Hindlll + Bglll para generar un fragmento conteniendo la

secuencia que codifica para la regiones pro, pre y region inicial de la
quimosina (435pb)>® (ver figura 17). El acceso al inicio de la regién
codificante para la proquimosina se logré con el rompimiento incompleto de
este fragmento con Fhal para generar un fragmento Hhal-a-8gillde 180 pb.
El residuo cohesivo Hhal 3°, incluyendo al residuo inicial G del primer codén
de alanina de la proquimosina, fue removido por incubacién con el fragmento

Klenow de la DNA polimerasa. Un olige leotido ico auto-

comp io de ia 5° dCCATCTAGATGG 3° sc ligo6 a los
extremos del fragmento; este oligonucledtido provee el residuo faltante G

para el primer codén de proqui i éntica, un codon de iniciacion ATG,
Yy un sitio de restriccion Xbal. El fragmento fue digerido con Xbal y clonado
en el vector fago fl CGF12 el cual contiene sitios unicos de restriccion Xbal
y EcoRl para generar al fago CGF21 (ver figura 17). El resto del gen de
proquimosina fue obtenido del vector recombinante fago fi R118/37. El gen

entero fue regenerado do el sitio unico Psil en el DNA de proquimosina
y fue clonado en pBR322 para generar al plaismido pCGE68%° (ver figura 17).
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Hindlll
Bgl

5 CCATCTAGATGG
GGTAGATCTACC 5°

x £ Pst! Eco RI
-
H Eco Ri Hind It

E» € H

Figura 17. Construccién de un gen ATG-proquimosina. Las lineas sencillas denotan
secuencnas PBR322 y las lineas dobles repr de i Los sitios de
reconoci > de endonuct son: Hindlll (H), Psi (P), Bgill (B), Xball (X), EcoRl

(E). (Fuente: Goff, 1983)
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2.3.1.2 Construcciéon _de_un _plasmido diseiiado para la expresion de
proquimosina en levadura. Practicamente todos los genes de levadura que han

sido iados conti un residuo A en la posiciéon -3 (A de la posicion
ATG define la posiciéon +1) y un residuo T en la posiciéon +6. La secuencia
codificante para ATG-proquimosina en el pCGE68 ya contiene el residuo T
en +6 pero también tiene un T en la posicion —3. De acuerdo con esto, cl
plasmido se corté con Xbal, los extremos adhesivos 5° de recortaron con
nucleasa S1 para ganar acceso al codéon ATG, y se ligé una secuencia unioén
Sall (5° dAGGTCGACC 3') para proveer un residuo A en la posiciéon —3 (ver
figura 18). El plasmido recircularizado, cc iendo la i ién Sall,
se designé como pCGE91.%° El promotor para la construccion se derivo de un
fragmento del cromosoma 11 de levadura el cual contiene los promotores para
los genes de GAL! y GALIO cl dos en un plasmido YCp50-Sc4816AAUG.
El plasmido se conté con HBamHI, el cual corta un sitio prefabricado a cuatro
nucleétidos en direccion 5° de la posicion del codon ATG del gen de levadura
GALI (galactoquinasa) (ver figura 18). Los exttemos adhesivos de BamHI1
fueron truncados por tratamiento con el fragmento Klenow de la DNA

polimerasa | en presencia de los cuatro trifosfato desoxinucledsidos;
finalmente el fragmento de 850 pb que contenia el promotor GAL/ asi como
el promotor GAL10 mas aproximad 850 b de ia de GALIO

transcrita fue liberado por digestion con EcoRIL*

El vector para la construccion se derivo del plasmido Yip5 por adicién de un
origen de replicacion de levadura. El fragmento de 2.2 kb EcoRlI de la forma

B 2 aislado del plasmido Yep2l fue posteriormente cortado con Hpal y
Hindlll, tratado con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa 1 en
presencia de los cuatro trifosfato desoxinucledsidos, e insertado en el sitio

Pvull del Yip5 (ver figura 18). El vector resultante pCGS40 es un vector

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




53

Prull

81 nucleasa
salt linker

Klenow
Hindill

Figura 18. Construccion de un vector de expresion de levadura para metionil-
proquimosina. Diagrama de la estr ia de ble. Las lineas sencillas denotan
secuencias de pBR322 y las lineas doblesrepresentan DNA de levadura y el gen de la
proquimosina de bovino. (Fuente: Goff, 1983)
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polifuncional porque contiene origenes de replicacién que funcionan tanto
para £ coli (la regién ori pBR322 del Yip59) como para S. cerevisiae (el
fragmento 2 de levadura), mas marcadores seleccionables en £. coli (el gen
amp” pBR322 de Yip5) y S. cerevisiae (el gen URA3 de levadura procedente
de Yip5). El DNA 2u en el pCGS40 carece de los sitios £coRl, Hindlll, Pvul
y Psil presentes en el fragmento mayor 2u en otros vectores polifuncionales
tales como el Yep2l; por lo tanto, es mas con para ipul

de subclonacion.?®

El promotor, el gen de la proquimosina y los DNA’'s de vectores fueron
ensamblados en una unién trimolecular. Esta r ién cc¢ ia el fragy

prdmotor GAL1 desde EcoRl hasta BamHI (romos) descritos anteriormente,
un fragmento desde Sal/l (con extremos truncados con ¢l fragmento Klenow
de la DNA polimerasa 1 y los cuatro trifosfi desoxi le6sidos) hasta
Hindlll procedente del pCGE91 cc iendo 1a ia que codifica para la
ATG-proquimosina, y el fragmento mas largo del pCGS40 producido por
digestién con EcoRl y Hindlll. El plasmido resultante pCGS128 (ver figura

18) puedc dirigir 1a si is de proqui ina de bovino en S. cerevisiae.>®

El plasmido pCGS 128 no conti iiales de termi ion de u ipcién de
levadura aparte de aquellas que pudieran estar presentes de manera fortuita
mas adelante después de la sect ia de proqui ina en el DNA URA3 y
2. Por lo tanto, se agregd un terminador efici al pCGS128 en un sitio

cercano a la region que codifica para la proquimosina. Dicho terminador
procede del plasmido pBRS8 que contiene el gen de levadura SUC?2 (el cual
codifica para invertasa) y éste a su vez procede de una biblioteca de DNA
cromosomal de levadura. Al plasmido pCGS128 con el terminador SUC?2 se
le denominé pCGS168.%°
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2.3.1.3 Transcripcién del gen ATG-proquimosina en levadura. Los transcritos
de mRNA especificos de la proquimosina en levadura procedentes de los
plasmidos pCGS128 y pCGS168 fueron examinados por hibridacion de
transferencia en gel. Los resultados mostraron la ausencia completa de
mRNA especifico de proquimosina cuando las células son crecidas en
glucosa, consistente con la conocida regulacion del gen GALI Por otro lado,
cuando se crece en galactosa, la levadura produce RNA especifico de

proquimosina. Los transcritos de pCGS128 y pCGS168 son de tamailos
distintos, lo que indi la eficiente ter

ion de la transcripcion en el
segmento de DNA SUC?2 del plasmido pCGS168. Tras realizar pruebas de
identificacién de mRNA, los resultados indican que el RNA especifico de

proq repr de 2 a 5% del RNA poliadenilado total presente en
1a cepa tratada.®®

aislamiento de las proteinas para su posterior analisis inmunolégico por
transferencia en gel se llevo a cabo por extraccién fisica agitando los cumulos
celulares con particulas de vidrio de 0.3 g y centrifugacion para separar los
restos celulares. Los extractos preparador por este método contienen una

proteina que migra en geles de poliacrilamida hasta una poslcmn idéntica a la

de éntica proquimosina de bovino y se ia con Pos do
contra quimosina. La comparacion con una cantidad conocida de
proquimosina éntica de bovino indica que 0.02% de 1a proteina soluble de
la cepa portadora del plasmido pCGS168 es proquimosina. Extractos de la
cepa huésped portadora de un plasmido similar sin el gen de
proquimosina no conti ninguna proteina con relacion inmunolégica del

tamaiio de la proquimosina.
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DISCUSION

Los resultados de los trabajos realizados en torno a la expresion de la proquimosina
en S. cerevisiae revelan la gran variedad de factores durante la expresién que
influyen en los niveles de rendimiento de la proteina heteréloga. El proceso

. leto. desd

1
pleto, la

f) 1,

ién del recc hasta la activacion de la

contiene puntos que determinan la cantidad final de quimosina activa obtenible. Del

mismo modo también la habilidad de autoreplicaciéon de los plasmidos demostré ser

un factor importante, un numero elevado de plismidos recombi dentro de la
célula de levadura promueve una mayor actividad de traduccién y generacion de
mRNA especifico de la proquimosina. Casos donde existe una abundancia de
mRNA especifico de proqui ina (aproximad. 7% del RNA poliadenilado
presente) en contraste con una baja tidad de p imosina det da (0.5%% de la

.}

proteina extraible) demuestran que la eficiencia de 1a expresion depende tanto de la

seleccion cormrecta de la secuencia promotora como también del método de

extraccion de la proteina. Hasta un 80% de la proquimosina pr en las cep
tratadas de S. cerevisiae no es soluble en el citoplasma tras la ruptura celular. Esta
problematica en tormo a la insolubilidad de la enzima se hizo presente en todas las
prucbas. En otros trabajos realizados se intent6 inducir la secrecion de proguimosina
y otras proteinas heterélogas como la B-lactoglobulina®' pero, aunque se lograron
encontrar en el sobr d del dio de cultivo, las cantidades (2 mg/1) no fueron
las suficientes para poder considerar a S. cerevisiac como potencial organismo
productor de quimosina de bovino a nivel industrial.
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2.3.2 EXPRESION EN Khuyveromyces lactis

Cepas de levadura del género Kluyveromyces han sido utilizadas comercialmente

para la produccién de la i 1 (B-galactosidasa) por varios aios. El

crecimiento de estas cepas en fermentaciones a gran escala ha sido estudiado
extensamente y se han desarrollado métodos eficientes de extraccion y recuperacion
de lactasa. Estos han resultado en dutiles productos para la conversion de lactosa a
glucosa y galactosa (en productos lacteos). La riqueza de conocimiento obtenida
durante la utilizacion comercial de Kluyveromyces hace a éste un organismo
atractivo para la produccion de proteinas heterélogas.?®

La introduccion de DNA heterdlogo en K. /actis por transformacion fue descrita por

Das y Hollenberg quienes demostraron la ptacion de plasmidos auto-replicativos.
Se ha aislado también de K. drosophilarum un plasmido circular anédlogo al
plasmido 2pm de S. cerevisiae y ha demostrado replicarse eficientemente en K.
lactis. Este plasmido, llamado pKDI1, ha sido utilizado para la construccion de
vectores de expresion heterdlogos en Kluyveromyces. *°

Dado que los sistemas de expresion basados en plasmidos den serir bles (por

P

pérdida o rcarreglos del plasmido bajo condiciones no-selectivas). se buscod

desarrollar un sistema de expresion de proteina heterdlogo basado en

integradas. Se han utilizado elementos reguladores de transcripcion del gen de la
lactasa de K. lactis y un sistema de vector integrante para la producciéon de
proquimosina de bovino. La producciéon de quimosina intracelular en E. colio en S.

SC con el
uso de un desnaturalizante de proteinas. Por medio de la fusion de una secuencia

cerevisiae r ita en un prod > insoluble que puede ser aislad 1

codificante para una seiial de secrecion con la de la proquimosina se ha logrado la
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producciéon de quimosina extracelular de quimosina en S. cerevisiae. sin embargo. la

eficiencia en la secrecién de quimosina fue muy baja. 2°

A continuacién se describe el proceso que se siguié para la expresion de
proquimosina en K. lactis, y su secrecion dirigida por distintas sccuencias seiial. El
trabajo de investigacion fue desarroliado por Johan A. van den Berg y colaboradores
en los laboratorios de Royal Gist-Brocades, Holanda en 1990.

2.3.2.1 Aislamiento de 1a region del extremo 5° del gen de lactasa: El gen de la
lactasa de K. lactis, LACY, fue aislado por primara vez por complementacién del
mutante Lac de £. coli. Analisis de uno de los clones, pK16, demostré que

contiene una copia del gen lact con aproxi d 650 pb en direccion S°
del codén de iniciacion de la region del gen lactasa. Para asegurar que se
incluyeran todos los elementos reguladores esenciales de 1a regién al extremo S°
del gen de lactasa, se cloné un fragmento de DNA conteniendo una parte mas
larga de las secuencias en el extremo 5°. Basado en sitios de restriccion
previamente identificados y por analisis Southern, se clon6é un fragmento Xhol
conteniendo al gen /.ACY, en el plasmido pPA153-215. La figura 19 proporciona
una vista de los sitios de restriccion rele y el s estructurales del
fragmento clonado. **

2.3.2.2 Construccion_de vectores de integracién: Aparte del promotor del gen de

lactasa, se usé también la region no codificante 3’ en los de expresiéon

Todas las variantes de los vectores de expresion fueron construidas en pUCI1S o
pUCI19, y también contenian un marcador de selecciéon de levadura que confiere
resistencia ante el antibiético G418%°. Un ejemplo tipico de uno de los vectores
de integracion aparece en la figura 20.
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Figura 19. Aislamiento de la region del extremo $* del gen de lactasa: Clonacion y
subclonacién de los fragmentos promotores. El gen de la lactasa de K. Lactis de la cepa
SL56 fue clonado en un fragmento Xhol de 12 kb. Se sel ionaron dos prc es P36y
P59 para su estudio. El p36 carece de 26 nucleotidos frente al codon de iniciacion, el p59
contiene al codon ATG y 8 nucledtidos del gen estructural. Estos promotores se usaron para

los vectores de expresion (fig.17). (Fuente: Van den Berg, 1990)

Xbml
. Sal
pucis Hindill
Figura 20. Los vectores de expresion contienen al promotor del gen de la lactasa
(fig. 16), el DNA que codifica para proquimosina y la secuencia opcional, el
terminador de transcripcion de lactasa, el vector de E. coli pUC19 y el gene TnS que
confiere resistencia al antibidtico G418 bajo la direccion del promotor ADH 1 de S.
cerevisiae. Se indican los sitios de restriccion importantes.
(Fuernte: Van den Berg, 1990)
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2.3.2.3 Produccion _intracelulayr de proquimosina: Primero se investigdé la
produccion intracelular de la Mct-proquimosina. Se construyeron los plasmidos
pGB901 y pGB902, donde la secuencia que codifica para Met-proquimosina se
encuentra bajo el control del promotor de lactasa. La aunica diferencia entre los
dos plasmidos es el fragmento promotor usado. Cuando se usa el fragmento Pic
(pGB901), el codén de metionina situado frente a la proquimosina sirve como
codén de iniciacion de 1a proteina (figura 19).

En el caso del fragmento promotor Pse (pGB902) el DNA que codifica para Met-
proquimosina esta fusionado al DNA que codifica para los primeros cuatro
aminoacidos de la lactasa y cuatro aminoacidos codificados por secuencias

unién. La cantidad de proquimosina producida fue cuantificada con una prueba

de coagulacion de la leche. Para sorpresa de los investigadores, la actividad
enzimética no sélo se encontré en el interior de las células, sino que se encontré

mas de 80% en el sobrenadante del cultivo de levadura. Basado en datos

enzimaticos € i logicos se concluyd que la quimosina producida tanto de
manera intra como extra-celular fue compl solubl

|

y totalmente activa.
Esto contrasta con los resultados obtenidos con S. Cerevisiae, donde la

proquimosina producida se encuentra asociada a los restos celulares y es
insoluble.?®

2.3.2.4 Secrecion de proquimosina: Se han usado varias secuencias lider para
dirigir la secrecion de proquimosina en K. lactis. Primero, se intento la secuencia
sefial homéloga de la quimosina. La ia codifi

de la preproquimosina
se coloco bajo el control del fragmento promotor de lactasa Pss en un plasmido
(pGB904) derivado de pGB902. A pesar de que en el producto proteico

resultante algunos de los aminoicidos del gen de la lactasa fueron encontrados
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fusionados a la preproquimosina, la proteina resultante fue eficientemente
secretada al medio de cultivo (tabla 5).

En segundo lugar, se usaron ias lider de protei de levadura, por €j., la
pre-pro-regién de los genes a-factor de S. Cerevisiac y de K. lactis. Esta
secuencia fue fusionada con la preproquimosina en un casete de expresion
comparable al de aquellos descritos anteriormente, resultando en el plasmido
pKS105. Mas del 95% de la proquimosina producida fue encontrada en el medio
de cultivo (tabla 5). Resultados similares fueron obtenidos cuando la pre-pro-
region de K. /actis fue utilizada.

En tercer lugar, se emplearon exi t jas lider heterologas a la
quimosina y a la célula huésped, por ej., la secuencia seilal de la
amiloglucosidasa (AG) de Aspergillus awamori y ias sefial sintéticas. En
el caso de la secuencia lider-AG se si iz6 un fragn > de DNA codificando

la secuencia lider y el sitio completo de proceso. Este fragmento de DNA fue
unido a DNA codifi te de proquimosina en un ¢

de expresion derivado de
pGB902, resultando en pGB905. Después de la expresion y secrecion de la
proteina algunos aminoacidos extras permanecen unidos con la proquimosina,
pero son removidos junto con la pro-reigion ante el tratamiento acido de la
proteina. La secuencia lider sintética fue disefiada do inoacidos

comii ite pr en la posicion —6 hasta +2 del sitio de corte de la
secuencia sefial y la secuencia de aminoacidos de la secuencia lider AG (con
excepcion del segundo aminodacido). El fragmento de DNA que codifica para
este lider (figura 20) fue unido al DNA de la proquimosina en un casete de

expresion derivado de pGB901, resultando en pGB906. Ambos, la secuencia
lider—AG y la sect

lider disefiada fueron cap de dirigir eficientemente
la secrecion de quimosina al medio de cultivo (tabla 5). *°
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Tabla 8 Produccién de quimosina en transformantes de K. /actis.
Cepa SL56 transformadas con los vectores indicados en la tabla. Los
valores estan expresados en unidades de coagulacion de la leche.
Producci6n de proquimosi
Vector de Seiial de secrecién Intra extra
integracién
pGB901 Ninguna 0.3 1.1
pGB902 Ninguna 0.5 2.2
pGB904 Quimosina 5.0 94.6
pGBS0S5 AG 0.4 27.4
pGB906 Diseiiada —— 13.1
PKS105 a-factors: 3.0 104.2

Fuente: Gist-Brocades, 1990.

2.3.2.5 Com, cion de ), reciéon de proquimosina entre K lactis Y _S.

cerevisiae: Con la finalidad de cc ar dir la secrecion de

proquimosina por K. lacris y S. cerevisiae, se construyé un plasmido pKS100.
Este plasmido contiene la region que codifica para la proquimosina fusionado
al lider del a-factor de S. cerevisiae. La transcripcion fue controlada por un
promotor-GAPDH de S. cerevisiae, esto es funcional en ambas levaduras. El
plasmido pKS100 fue dirigida hacia los genomas de K. /actis y S. cerevisiae y
varios transformantes fueron lizados. Los resultados en la tabla 6

muestran que los wansformantes de K. lactis secretaron eficientemente la
proquimosina hacia el medio de cultivo, mientras que los transformantes de S.
cerevisige secretaron solo una pequeia fraccion de la proquimosina

producida. Se ha demostrado que para S. cerevisiac la proquimosina

producida inter se tra asociada a branas celul

esy ala
pared celular, es al insoluble y puede ser aislada sélo después de su
solubilizacién con d ali de protei Ha quedado en evid

que uno o mas de los tres enlaces disulfuro presentes en la molécula nativa no
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se forman o se forman incorrectamente. Sin embargo, parece ser que en K.
lactis, todos estos enlaces disulfuro se forman correctamente, sugiriendo una

diferencia en el ambiente intracelular entre las dos especies.*®

Tabla 6. Produccion de quimosina en S. cerevisiae y K. lactis.
Ambas cepas fueron transformadas con pKS100. Los resultados se reportan
en unidades de coagulacion de 1a leche.
Prod i6n de pr i

Levadura Cepa Intra extra

8. cerevisiae AB110 <0.25 <1.0
S. cerevisiae AB110::pKS100 15.5 23

K. lactis KRN201-6 <0.25 <1.0

K. lactis KRN201-6::pKS100 12.0 333.0

Fuente: Gist-Brocades., 1990

2.3.2.6 PRODUCCION A MAYOR ESCALA

Una cepa (SL56) de K. lactis wansformada con pKS105 fue seleccionada para
produccion de quimosina a gran escala. Esta cepa fue usada como hospedador
debido a su bien caracterizadas propiedades de fermentacion. La cepa seleccionada
CHY 1, fue analizada para determinar su estabilidad con respecto a la produccién de
quimosina. No se detecté ninguna disminucién en la capacidad de producciéon
después de 45 generaciones. Hibridaciones Southern confirmaron que durante 50

generaciones no ocurrieron rearreglos en los ¢ de expresion integrados y que

su namero de copias era estable.>®

Con esta cepa se realizaron varias fer iones en pl piloto en fermentadores

de 3.000. 12,000 y 41,000 littos seguidas de un procesamiento del liquido de

fer ion. Se r 6 un analisis de electroforesis en gel de poliacrilamida del

sobrenadante crudo y se compard con una preparacion de cuajo de bovino
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comercial. También se hizo una caracterizacién bioquimica del producto por

e iacion de inoacidos N-terminal y determinacion de estabilidad térmica.
Finalmente, se compararon las caracteristicas enzimaticas de la preparacion con
cuajo comercial, usando perfiles de degradacion de caseina y pruebas de
coagulacion de leche. No se observaron diferencias entre la enzima producida por X

lactis y 1a enzima natural de cuajo de ternero.*®
DISCUSION

Los resultados de los trabajos realizados en tomo a la expresién del gen de la
proquimosina de bovino en la levadura Kluyveromyces lactis fueron muy
satisfactorios. La diferencia en el rendimiento de la produccién de la enzima entre K.

lactis 'y los microorganismos trabajados anteriormente fue muy notoria, pero lo

fueron aun mas los niveles de secrecion extracelul 1 dos. S ias sefal
tanto del propio organismo como aquella de 1a qui i i dieron resultados
positivos en ¢ > a secrecion, inclusive aquell pas transformadas con el gen

de la proquimosina sin una secuencia sefal rindieron altos niveles de enzima en el
medio de cultivo. Estas caracteristicas propias de K. /actis, hicieron de esta levadura
un excelente candidato para la prod ion de

juimosina de bovino a nivel industrial.
Ya que la combinacion de alto rendimiento con secrecion eficiente y con
tratamientos sencillos posteriores a la fermentacion permiten la fabricacion de un
producto abundante y a bajo costo. Esta especie presenta ain mas propiedades
ventajosas en comparacion a otras levaduras. Estas incluyen su estatus de grado
alimenticio y la amplia disponibilidad de vectores de expresion. Ademas, en

contraste con las levaduras metilotrofas, que son fr das para la

expresion de genes foraneos, K. /actis no requiere de equipo de ferr ion a

prueba de explosiones®®. Hoy dia toda la produccién de quimosina comercial con K.
lactis esta en manos de la compaiiia holand Gist-Brocad
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2.3.3 EXPRESION EN Aspergillus spp.
Dentro de la diversidad de sistemas celulares que han sido desarrollados para la

expresion de productos de genes heterélogos, ciertas especies de hongos
filamentosos poseen atributos que los h excepci | atractivos para este

proposito.  Estos incluyen (a) la habilidad para producir altos niveles (>25 g/L) de
proteina secretada en cultivo sumergido, (b) una larga historia de uso seguro en la
produccion de enzimas, antibiéticos y bioquimicos que son usados para consumo
humano, y (c) procesos fermentativos establecidos que son poco costosos en

comparacion con procesos de cultivo de células animales realizados a la

o
escala, *%

Los hongos filamentosos son microorganismos eucariotas ¢ incluyen a las formas
filamentosas de la subdivision ewmycotina. Estos hongos estan caracterizados por un
micelio compuesto de quitina, celulosa y otros polisacaridos compuestos. Los
hongos filamentosos son morfologica, fisiologica y genéticamente diferentes a las
levaduras. El crecimiento vegetativo de los hongos filamentosos es por elongacion
de hifas y catabolismo de carbono estrictamente aerobio. En contraste, el
crecimiento vegetativo en levaduras como S. cerevisiae es por gemacion de un tallo
unicelular, y el catabolismo del carbono puede ser fermentativo. S. cerevisiae tiene

17 cromosomas en contraste con 8 de A. idulans. Reci ilustraciones de

diferencias entre S. cerevisiae y hongos filamentosos incluyen la carente habilidad
de S. cerevisiae de procesar intrones de Aspergillus y su carente habilidad para
reconocer muchos reguladores de transcripcion de hongos filamentosos. Varias

especies de hongos fil ISO! den ser dos como huéspedes de expresion

P

incluidos los siguientes géneros: Aspergillus, Tricoderma, Neurospora, Podospora,
Endothia y Mucor. *7
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La seccion siguiente describe el camino seguido en investigacion biotecnologica
para lograr la expresion y secrecion cn cantidades satisfactorias de la proquimosina
en Aspergillus niger var. awamori. El trabajo fue realizado por Randy M. Berka y
colaboradores, en los laboratorios de Genecor Intemational Inc., South San
Francisco, California (1991).

2.3.3.1 Expresion de quimosina en Aspergilius nidulans: Primero se probo la
expresion y secrecion en una cepa de laboratorio de Aspergillus nidulans. A
pesar de que no es considerado generalmente como un organismo de produccién

industrial, A. nidulans es un hongo bien caracterizado genéticamente que esta

taxonoémi ite  empar do con especies como A. niger y A. oryzae los
cuales son usados para la produccién ind ial de i 28
Se construyd una serie de vectores de expresion que plearon los el s de

control de transcripcion, traduccion y secrecion del gen glad (glucoamilasa) de
A. niger (figura 21). Tres de los vectores tenian cDNA de proquimosina unido a
secuencias de glad detras de (a) el sitio de corte del péptido seial de la
glucoamilasa (pGRG1), (b) el sitio de corte del propéptido de glucoamilasa
(pPGRG2), o (c) después de 11 codones de la glucoamilasa madura (pGRG4).
Una cuarta construccion involucro la union entre las secuencias de cDNA de
preproquimosina directamente con el promotor de glad (pGRG3). Los cuatro
vectores contenian un segmento del DNA genoémico de Newrospora crassa
albergando el gen pyr+ (orotidina-5"-monofosfato descarboxilasa) el cual fue
usado como el marcador selectivo para la transfc iéon de un

| o

auxotropico 4. nidulans pyrG. Aparte, estos vectores ian un segm > de

DNA gendmico de 4. wnidulans conocido como ans! que promueve la

transformacion integrativa eficiente en esta especic. 2*
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amp sec. replicacion pBR325
ori
anst PGRG1 hasta 4 pyrd
_Unldadcs de expresion de quimosina
; ESUSRF .
2 N
‘ \
! Gp Gs Pc G -
pGRG‘! [ . e
Gs Gr _Pc Gk
pGRG2 W
Cs Pc < §
pGRG3
GalyGm  Pc [« ]
PCRG4
Figura 21. Mapa atico de los de

pGRG1 hasta pGRGA. Se usé un
gen de aplificacion (pBR325) y de resistencia (amp) para Ia cmstmoc\m ¥ propagacion de los
vectores en 1. coli. El gen pyr4 codifica para la orotidi boxilasa ia cual confiere un

requerimiento auxotropico para undma en mutames pyr(: de A. mdu lans. La secumcxa ansl
incr la fr

fos

: Gp, p
de la glucoamilasa de A. niger;, Gr,

de
de glaA de A. niger, Gs. codones del péptido sefial
d del p ido de la g! ilasa; Pc, cDNA de la
proq ina B, Gt, terminados de 1g/ad de A. nger“ (Iuenu Genecor International Inc.
19v1)

Los transformantes de A. nidulans generados con cada uno de los cuatro vectores
de expresion secretaron quimosina activa hacia el medio de cultivo cuando se
crecieron en presencia de almidén como unica fuente de carbono. Cuando se usod
xilosa como WGnica fuente de carbono el nivel de quimosina extracelular fue

despreciable, sugiriendo con esto que el promotor heterdlogo glad era inducible
por almidon en A. nidul del

» modo que en €l huésped A. niger nativo

Experimentos de hibridacion Northern indicaron que la expresion de quimosina
en A.

nidulans fue regulada a nivel de transcripcion. En contraste a previas
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observaciones en la levadura S. cereviviae, la quimosina fue secretada por A.
nidulans aon cuando la secuencia de cDNA que codifica para el péptido seiial
nativo fue incorporado al vector de expresion. De esta observacion se puede
intuir que los hongos filamentosos puedan ser mas permisivos que la levadura
con respecto a la funcion de péptidos sefial heterologos. Mientras que la
integracion de los vectores de expresion en el DNA cr 1 del huésped
parecia involucrar predomi recombi ion no-homéloga y que se

observo un variable nimero de copias entre los transformantes, parecié no haber

una correlacién estricta entre la produccion de quimosina y el numero de copias
de genes integradas. La produccién de quimosina extr lular en 4. nidul fue

modesta (aproximadamente de 20 a 150 pg por gramo de micelio seco; y a §

mg/1 en cultivo de tubo agitado). No obstante, los resultados conllevaron a los

investigadores a i experi »s simil en una cepa de 4. niger var.
awamori 1a cual ha sido seleccionada por su habilidad para secretar grandes
cantidades de glucoamilasa. =*

2.3.3.2 Produccién_de_quimosina en A. niger._var. awamori: Los vectores de
expresion de quimosina pGRG1 y pGRG3 fueron usados para la transformacion
de un mutante pyr(; auxétrofo de 4. niger var. awamori conocido como la cepa
GCS5. El plasmido pGRGI1 codificaba para el péptido sefial de la glucoamilasa
para dirigir 1a secrecion de quimosina mientras que el pGRG3 emple6 codones
del péptido sefial nativo de proquimosina (ver figura 21). Los filtrados de cultivo
de un gran namero de transformantes fueron seleccionados por medio de prucbas
de coagulacion de leche para medir los niveles de quimosina extracelular.
Aquellos transformantes que produjeron los mas altos niveles fueron
seleccionados para subsiguientes estudios. La tabla 7 muestra los niveles de

quimosina y glucoamilasa secretados por los transfor 1 i dos. Uno

de los tansformantes derivados del vector de expresion pGRG3, designado como
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cepa 107. produjo los niveles de quimosina extracelular mas elevados
(aproximadamente 14 pg/ml en 50 ml de cultivo en tubo agitado). Varias otras

conclusiones se pudieron sacar de estos datos. Primero, 1a cantidad de quimosina
id.

prod

fue considerabl inferior a la de glucoamilasa, sugiriendo que
algan aspecto de la expresion de quimosina (por €j., transcripcion, estabilidad de
mRNA, procesamiento de mRNA, traduccion o secrecion) fue ineficiente, **

Tabla 7. Rendimi > extracelular de quimosina y glucoamilasa en
cultivos de transformantes sel ionados de A. niger var. awamori.
Cepa Vector de Qui i Gl ilasa
expresiéon (ug/mi) (pg/mi)
GCs Ninguno N.D. 2311
62 pGRG1 4.7 420
82 PGRG1 5.6 3922
83 PGRG3 4.9 3105
3 pPGRG3 4.8 482
8 pGRG3 5.5 3863
20 pGRG3 4.1 2821
107 pGRG3 14.6 3280

(Tuenre: Berka, 1991)

Se realizaron experimentos de Northem blot para comparar niveles en estado
estacionario de mRNA de quimosina y glucoamilasa. Se construyé un fragmento
de sonda de quimosina-glucoamilasa combinados el cual cc jia cantidad

aproximadamente iguales de DNA especifico de quimosina y glucoamilasa. De
esta manera se pudo hacer una comparacion directa de los niveles de mRNA en
estado estacionario de ambas especies a partir de una unica hibridacion Northern

con una sola sonda. En los mismos cxperimentos, se examiné la eficiencia de la

poliadenilacion tras una cromatografia en celulosa oligo-dT (ver figura 22). A
partir de este experimento resulté aparente que el nivel de mRNA especifico de
proquimosina fue ligeramente superior al mRNA de glucoamilasa sugiriendo que
la transcripcion del cDNA del promotor gla4 fue razonabl efici

Ademas, el analisis de RNA seleccionado por oligo-dT indicé que casi todo el
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mRNA de proquimosina se encontraba poliadenilado. Por lo tanto. los pasos que

limitan la produccién de quimosina en Aspergiflus son postranscripcionales,

quizas la pr ia de al i degradante, traduccion o secrecién

A B

defectuosa, 0 una combinacién de éstos. **

(-]

<3 2

— 1

s§s§

-« <

EEEE
kb
44
24 .. o glucosmitass
1.4 w—=quimosina
0.3

anurlzl. Hibridacion North do niveles en estad jonario de

en una cepa de A. mger var. awamori que contiene varias copias
mwgradas de pGRG3. (Fuente: Genccor International Inc, 1991).

Repetidas sesiones de mutagéneisis de la cepa 107 con luz ultravioleta o

T

nitrosoguanidina (NTG). con sel i > para la deteccion

de incrementos en la produccion de qui ina resultaron en el aislamiento de

cepas de produccion mejoradas. Cinco sesiones de mutagénesis y seleccion
produjeron una cepa que demosuré una mejora en la produccion de quimosina

cuatro veces mayor. 2




71

2.3.3.3 Degradacién de la_quimosina por_aspergillopepsina A: Las condiciones
de cultivo que se usaron para inducir fa expresiéon de quimosina de bovino en A.
niger var. awamori también permitieron la secrecion de una proteasa aspartica
endégena propia conocida como aspergillopepsina A. Esta enzima fue
responsable de la mayor parte de la actividad proteolitica presente en filtrados
de cultivo de 4. niger var. awamori. Los investigadores notaron en los
resultados del programa de mutagénesis y seleccion que los niveles de
quimosina detectada por pruebas de actividad enzimatica fueron
invariablemente mas bajos que los niveles que se midieron usando pruebas con

anticuerpos. Esta observacion sugirio la presencia de quimosina inactiva en los

filtrados de cultivo. Mas aun, experi >s en los cuales una cantidad conocida
de quimosina afadida al filtrado de cultivo mostraron una disminucién gradual
de actividad coagulante con el tiempo, implicando que una protcasa endégena
estaba degradando la quimosina. Esta degradacion fue prevenida por la proteasa
aspartica inhibidora pepstatina y, de este modo, la aspergilopepsina fue

implicada como la Adicional los investigadores notaron en el
programa de mutagénesis y seleccién que varios mutantes con mejorada
productividad de quimosina mostraron dramaticas disminuciones en la
produccion de aspergilopepsina. Por lo tanto, eligieron clonar el gen que
codifica la aspergilopepsina A y borrarlo del genoma de su mejor cepa
productora. A la cepa resultante de la remocion del gen de la aspergillopepsina
A se le denominé ApepA. La produccion de quimosina en las cepas sc

A

incr 6 aproximac al doble sobre las cepas que expresaban la

aspergilopepsina. Se noté que después de siete dias en cultivo de tubos de
agitacion, el nivel de quimosina extracelular producida por las cepas estaba
todavia en incremento, mientras que le produccion en cepas no borradas estaba

disminuyendo. =%
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2.3.3.4 Eficiencia ¢n la_secrecion de quimosina: Se realizaron experimentos para
estimar la cficiencia de secrecion de quimosina en A. riger var. awamori

midiendo el porcentaje de quimosina que perm ia asociada a la célula. La

concentracion de quimosina intracelular se midiéo extrayendo la proteina del
micelio fresco el cual fue liofilizado y molido hasta polvo en mortero y pistilo.
El polvo fue resuspendido en buffer con pepstatina y metil fenil sulfonil fluoruro
(PMSF) como inhibidores de prc para inimizar la degradacion de

quimosina en la muestra. Los extractos fueron después tratados con NaOH y
después centrifugados para remover los restos celulares. La cc acion de

quimosina fue después medida por pruebas inmunolégicas. La tabla 8 muestra ¢l
porcentajc de quimosina intracelular contra extracelular producida en los
transformantes pGRG1 y pGRG3. En la mayoria de los transformantes mas de la
mitad de la quimosina que fue si izada per i6 asociada a la célula,
haciendo evidente que la secrecién del gen heterdlogo de la quimosina no era
eficiente, *®

‘FTabla 8. Comparacion de niveles de quimosina intracelular vs. extracelular
producidos por transformantes de A. niger var. i pGRG1 d do:
inmunologicamente. La cepa GC12 no esta transfromada
C ion de qui ina (ng/ml)

Cepa Intracelular Extracelular %%intracelular
GCi12 N.D. N.D. ———
12grgl-1 5.4 T2 81.8
12grgi-1a 208 05 97.7
12grgl-3 a 0.6 1.1 353
12grgi-4a 2.5 1.4 64.1
12grgl-5a 4.6 0.8 85.2

(Fuente: Berka, 1991)

2.3.3.5 Mecjoramiento de la secrecién/estabilidad__de 1a gquimosing_por
glicosilacion: Los investigadores notaron que la mayor parte de las proteinas
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extracelulares abundantes producidas por A,  rniger var. awamori  son
glicoproteinas. En contraste. sdlo un bajo porcentaje de 1a quimosina producida
es glicosilada. De este modo, los investigadores intentaron mejorar la eficiencia
de la secrecion de quimosina creando un sitio para glicosilacion N-vinculada de
la enzima. Usando técnicas de mutagénesis dirigida, se generaron dos

mutaciones (Ser;y—>Asng; y Hisys>Ser) en la ia codifi de

quimosina. creando de este modo un sitio de N-glicosilacion consenso en la
region “flap” de la molécula de quimosina, Este lugar es homélogo a uno de los
dos sitios dec glicosilacion N-vinculados encontrados en la proteasa aspartica del
hongo cigomiceto Mucor michei. 28

Tabla 9. Comparacion de niveles intracelulares vs. extracelulares de
uimosina lico: Eaimosina roducidos por A: niger var. awt.zmori GCl2.
Tipo de C on de q (ng/ml)

Transf qui i Intracetul Extracelul % secretado
12pPyrGRG3-3 nativa Q.50 3.30 92
12pPyrGRG3-3 1.39 0.81 36
12pPyrGRG3-5 272 4.26 61
12GLYCHY38 glicoquimo- N.D. 14.17 >99
12GLYCHY? sina 1.66 9.02 84
12GLYCHY17 1.28 20.48 94
12GLYCHY20 1.99 15.32 88

(Fuenie: Berka. 1991)

El vector de expresion para este experimento se derivé de pGRG3 y se insertd,
con el fragmento de quimosina mutante, dentro del plasmido pUCpyr, dando
como resultado al plasmido pUCpyr-GLYCHY. Los niveles de produccion de

quimosina de los transformantes derivados de este vector se incr on h

diez veces comparados con transformantes con el mismo vector pero sin

mutacion y, en casi todos los casos, mas del 90% de la quimosina fue
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extracelular (ver tabla 9). Estas observaciones sugieren que la quimosina fue, ya
sea mas eficientemente secretada por A. #iger var. awamort, o fuec mas resistente
a la degradaciéon que la quimosina en su forma nativa. Sin embargo, haciendo
una comparacion de la quimosina detectada por inmunoanalisis con los niveles
obtenidos de prucbas de actividad enzimatica, resulté ser que la actividad
especifica de la glicoquimosina habia disminuido hasta una cuarta o quinta parte

comparada con la quimosina nativa, probablemente por el oligosacarido unido a
la molécula. **

unidad de
oXpresion
PGAMPR promotor glaA gen glaA cDNA proquimosina terminador
‘ glaA
mRNA
* traduccion, secrecion
Proteina de fusion "
gl T proquimosi %‘M

LN

activacion *

Glucoamilasa Quimosina

Figura 23. Esquema que muestra los productos de transcripcion y traduccion dirigidos por la
unidad de expresian en pGAMpR. Los mlranes del gen glaAd son escmdndos después de la
transcnpcnon El producto de 1 il de la rup ica de la proteina
de f una p del propéptid de la qui i (Fueme Genecor International
Inc, 1991)
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2.3.3.6 Produccién_mejorada por fusion _de genes glad-proquimosina: En un
intento por obtener niveles mas altos de quimosina sin alterar la estructura
primaria o la actividad de la enzima, los investigadores construyeron un vector
de expresion llamado pGAMPR, el cual dirigiria la expresion de una proteina de
fusion con las secuencias enteras de glucoamilasa y proquimosina unidas. El
razonamiento detras de esta estrategia presupone que si existen secuencias
contenidas dentro de las estructuras del mRNA y/o de la proteina de la
glucoamilasa que promueva la traduccion y/o secrecion eficientes, éstas deberian
estar también presentes en una fusion glucoamilasa-proquimosina para generar
altos niveles de producto secretado. Posteriormente la quimosina puede ser
liberada de esta proteina de fusion por hidrélisis autocatalitica de su propéptido.
El esquema se ilustra en la (ver figura 23) El analisis de los transformantes A.
niger var. awamori derivados del pGAMPR revelaron que la quimosina activa se

produjo extracelularmente y el rendimiento o dramatic Un

transformante, designado como la cepa GC4-1, produjo 286 mg/l de enzima
activa. **

2.3.3.7 Cepas mejoradas por mutagénesis y_seleccion: La cepa productora de
quimosina GC4-1 la cual contenia pGAMPR fue usada como punto de partida
para un programa de mejora de rendimiento que involucraba seis ciclos

sucesivos de mutagénesis con NTG con seleccion de los mejores productores en

cada ciclo. El rendimiento at 5 a mas del doble como resultado de este
esfuerzo. Se hicieron mejoras adicionales en la productividad de estas cepas por
seleccion de mutantes resistentes a 2-desoxiglucosa.”®

Trabajos anteriores demostraron una producciéon mayor de glucoamilasa en cepas
con esta caracteristica y, dado que la produccion de proquimosina en los
transformantes pGAMpPR depende de la habilidad de las células para prod
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altos niveles glucoamilasa, parecia razonable esperar mejoras también en el
rendimiento de quimosina. Dos mutantes fueron identificados que mostraron un
incremento al doble en rendimiento (hasta un gramo por litro). Esto representa
una mejora total de hasta 80 veces el rendimiento inicial comparado con el del
mejor transformante pGRG3 de la cepa 107 (ver tabla 7). 2®

En estudios posteriores (1993) realizados en el mismo instituto se hizo uso de las
cepas de Aspergillus niger utilizadas originalmente para expresar el gen fusionado
de la quimosina. A pesar de que el vector de expresion utilizado anteriormente
estaba integrado en el cromosoma de estas cepas, fue posible obtener cepas de las

cual

las ias del vector de transformacion habian sido borradas. Estas
dltimas se transformaron nuevamente para producir la proteasa aspartica de
Rhizomucor miehei, esta enzima se pudo secretar en forma no-fusionada, hecho que

no se pudo lograr con la proquimosina de bovino.*®

En el mismo aiio, Tsuchita er al. repitieron ¢l intento de expresion del gen de la
proquimosina bajo el control del gen de la glucoamilasa pero en cepas de

Aspergillus oryzac. Sc logré la expresion y activacion de la enzima, sin embargo los

niveles de rendimiento fueron bajos (0.16 mg/L)*'. Después el mismo grupo i )
la expresion por medio de la fusion del gen dc la glucoamilasa de A. Oryzae con el
cDNA de la proquimosina, produciéndose hasta 150 mg por Kg de cultivo sélido
(fibra de trigo).™

2.3.3.8 DISCUSION

Los trabajos realizados en tormo al desarrollo de una cepa adecuada para la
producciéon de proquimosina en A. niger var. awamori se enfrentaron a varios
problemas. A diferencia de como se esperaba, el rendimiento de quimosina tras la
transformacion de las cepas con el cDNA cormrespondiente fue extremadamente bajo,

aan cuando se utilizé un promotor altamente eficiente como es el de gia4. Pruebas
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hechas con hibridacion Northern demostraron la presencia de cantidades abundantes
de mRNA, suficientes como para lograr una adecuada produccion de proteina, lo
que indicaba que el problema s¢ encontraba en la etapa de secrecién. No fue hasta
que se intentd, por un lado la glicosilacion de la proteina y, por el otro, 1a fusion de
las proteinas completas de quimosina con glucoamilasa, que se alcanzaron los
niveles de secrecion de enzima deseados, en especial con el segundo método. Los
esfuerzos se vieron bien recompensados, ya que al final se logro obtener una cepa
capaz de producir quimosina de bovino extracelular con rendimientos que reb on

los 1300 mg/l en medio de cultivo. Esto convirtié al hongo filamentoso Aspergillus
niger var. awamori en un huésped heterdlogo para expresion de quimosina tan
eficiente como demostré serlo la levadura Kluyveromyces lactis. Ambos

microorganismos a pesar de su erorme diferencia taxonémica son capaces de

producir, con rendimi s equival proquimosina de bovino de manera
extracelular y con actividad y especificidad idénticas a la del tipo nativo.

A partir de los afios 1994-1995, la informacion sobre produccion de quimosina en K
lactis y A. niger se vuelve mas dificil de obtener. Un articulo publicado por Archer,
D. B..*> habla sobre el potencial y la importancia cientifica y tecnologica de la
expresion de proteinas heterologas en A. niger y comenta que sera un area de estudio
con mucha actividad futura. Contrariamente, los articulos disponibles sobre el tema
se vuelven mas escasos a partir de ese momento, probablemente debido a una mas
celosa proteccion de la infornacién por parte de las empresas dueiias de las p t
que respaldan estas nuevas tecnologias.
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Capitulo 3: IMPORTANCIA ECONOMICA DE LA QUIMOSINA
RECOMBINANTE

En el mercado los preparados coagulantes de 1a leche suelen ser clasificados por sus
fabricantes de la siguient

a: (1) el cuajo natural, nombre que se le da al de
origen animal, (2) los cuajos microbianos que abarcan todos aquellos producidos
por hongos no recombinantes y (3) 1a quimosina producida por fermentacion o por
organismos modificados, que se refiere a 10s cuajos preparados con quimosina
recombinante.

3.1 VENTAJAS DEL CUAJO RECOMBINANTE

La quimosina recombinante, aparte de ser quimica y biologicamente idéntica a su
contraparte de origen bovino, ofrece otras ventajas sobre el cuajo animal tradicional.
El ser un producto obtenido a partir de fermentaciones microbianas le permite ser
fabricado con mayor rapidez y bajo condiciones de proceso mas controlables. Esto
se traduce en una mayor adaptabilidad de los volumenes de produccion frente a las
constantes fluctuaciones del mercado y, desde luego, en menores costos. Ademas de
esto, ¢l queso fabricado con quimosina de origen microbiano goza de buena
aceptacion entre ciertos sectores especificos de consumidores, como aquellos que
siguen regimenes vegetarianos y que se oponen al sacrificio de animales para su
consumo. Ademas, los quesos fabricados con cuajo microbiano pueden ser
certificados como Kosher y Halal, lo que les abre también mercado entre los grupos
religiosos que consumen esta clase de alimentos.
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3.2 EL MERCADO DEL CUAJO EN EL MUNDO Y EN MEXICO

Hoy en dia los coagulantes microbianos (incluidos los cuajos recombinantes)

abarcan entre 80 y 90% de la produccion q a en pai ind ializados como
los Estados Unidos, Reino Unido. Irlanda y Australia'’. Compaiiias fabri de
cuajo recombinante como CHR-H ab a gig de la industria

alimentaria como Kraft, General Foods y Nestlé’?. De esta manera, la fabricacion de
queso con cuajo recombinante se ha extendido mas alla de los paises
industrializados y se ha introducido poco a poco en los mercados de paises en
desarrollo, donde 1a actividad de compailias tr i les es fuerte.

Se espera que en poco tiempo, ¢l uso de cuajo recombinante para la fabricacién de
quesos en México se vuelva mucho mas generalizado, en consecuencia de las
ventajas economicas que ofrece este producto y la influencia que ejercen las
cmpresas transnacionales sobre las locales, los cuales acostumbran seguir los estilos

de los mercados extranjeros para mantener su competitividad.

O animal

Q microbiano

O mezcla

Figura 24, Dlstnbuc:m del mercado de cuajo en México en el afio 2000 de acuerdo a su
fuente de obtencian. El cuajo de ongm amlnal mcluye quimosinas y pepsinas de origen
bovino y porcino. El cuajo de origen ye las p de origen fungicoy
la quimosina de origen recombinante (Fuente: (.uamex 2000).
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3.3 COMPARNIAS FABRICANTES Y PRODUCTOS

Fuente Nombre comercial fabricante
Surecurd®/Suparen® DSM*
Endothi parasitica Thermolase® SKW
Renzyme® Rhodia
C?Isl:lllnles Mucor pusillus Emporase® SKwW
o Microlant® CHR-Hansen
Mucor michei Marzyme Supreme® Rhodia
Fromase® DSM*
Escherichia coli K12 Chy-max® Pfizer
Quimosina Aspergillus niger Chymogen® CHR-Hansen
' bi Escherichia coli K72 Chymostar® Rhodia
Klipyveromyces lactis Maxiren® DSM*
Tabla 10 Productos y fabri de i coagul de la leche de origen

microbiano®>. *DSM alberga a los laboratorios Gist-Brocades. (Fuente: Powell, R.
S. 2000)

3.4 NORMATIVIDAD

El cuajo con quimosina recombinante fue aprobado por la FDA y reconocido como
ingrediente alimenticio GRAS en 1990 (ver anexos 1 y IV). La quimosina

recombinante fue la primera enzima procedente de una fi

5

modificada en ser aceptada para su uso en alimentos.

En Meéxico, la Secretaria de Salud, en la Norma Oficial Mexiacana NOM-121-
SSA1-1994 en su seccidon 7.6.7 (ver anexo V) permite el uso de las enzimas de
origen microbiano para cuajar la leche derivadas de Bacillus cereus, Endothia

parasitica, Mucor michei, y Mucor pusillus;. permite también el uso de la pepsina
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derivada de estomagos de bovinos y porcinos y la quimosina derivada de la
Escherichia coli K12 y Kluyveromyces marcianus var lacltis.

3.5 ASPECTOS SOCIALES

La biotecnologia modema ha despertado optimismo y a la vez controversia. El

debate alrededor del imp > de las herramientas de investigacion y los productos de

la biotecnologia incluye temas como la salud, economia agricola, biodiversidad
global, calidad ambiental e, inclusive, hambre y ) iciéon. Desafortunad

el debate publico en tomo a los beneficios y riesgos de la tecnologia genética sufre
de un enorme conjunto de informacién mal guiada y ipulacion.?’

Mucha gente se pregunta si las técnicas de ingenieria genética son en algin modo
peligrosas o impredccibles. Numerosas organizaciones cientificas internacionales
han hecho énfasis en que estas nuevas técnicas son tanto precisas como confiables.

Las caracteristicas genéticas y fenotipicas de cada nuevo producto modificado

genétic son evaluadas a cada etapa de su desarrollo bajo las guias y normas
del NIH (National Insti of Health), USDA (United States Department of
Agriculture) y FDA (Food and Drugs Administration).

Muchos consumidores alegan gue desean que los ali s g
modificados (AGM) lleven una etiq

pecial. Sin bargo, las etiquetas tienen
la intencion de proporcionar informacion significativa en > al los idos,

ya sea por razones nutricionales o de salud. Las normas actuales exigen que los
AGM lleven una etiqueta si el alimento es diferente a su similar convencional, por
ejemplo, si existe algin alergénico o sustancia toxica en el alimento. Pero si el
alimento es idéntico a su version regular, la ctiqueta resulta engaiiosa.>* En ¢l caso
especifico de los quesos fabricados con quimosina recombinante ocurre algo muy
particular. Los fabricantes defienden q*'e no es 10 etiq el prod como
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AGM, alegando que la quimosina en si es s6lo una sustancia. no un organismo
genéticamente modificado y, por lo tanto. no contiene rDNA. ademas de que
constituye un componente que se utiliza durante la manufactura mas no como
ingrediente en la formula final del producto.

Debido a que la biotecnologia alimentaria es joven y que algunos criticos contindan
a la expectativa, los nuevos prod s ali ticios iran apareciendo de forma

gradual en el mercado durante los proximos aflos. Sin embargo, con la creciente
lacion de evidencia en seguridad y efici ia, y la ia total de dadio a la
salud publica o el medio ambiente, mas y mis cc idores se irAn mas

cémodos con la presencia de 1a biotecnologia alimentaria.>?
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4. GLTIMOS AVANCES EN EL ESTUDIO DE LA QUIMOSINA

Los trabajos de investigacién mas recientes (2001) revelan estudios realizados, en su
mayoria, en torno a la estructura de la quimosina y a su mecanismo de
renaturalizacién y activacién. Los trabajos describen los efectos de r lazos,

|

deleciones y afiadidos de aminoacidos dentro de 1a estructura primaria de la enzima.
Se ha estudiado el efecto de mutagenesis dirigida sobre sitios de interés estructural
de la proquimosina, como por ejemplo en el sitio 36p de 1a pro secuencia® o en los
puentes disulfuro Cys206-Cys210%, En general los resultados revelan disminucién
en la actividad enzimatica tras realizadas dichas modificaciones.

Por otro lado se continia investigando la accién de la quimosina durante la
maduracion de los quesos, sus efectos secundarios sobre las protei de 1a leche a

través de posteriores reacciones de protedlisis y su efecto sobre las propiedades
organolépticas del producto’™>*>.

Un trabajo reciente muy interesante y novedoso describe la produccion y
aislamiento de quimosina a partir de leche de borrega transgénica. La enzima ha sido
separada por cromatografia de intercambio iénico y bioespecifica, resultando ser
homogénea y activa. Esta enzima ha demostrado ser idéntica a la de origen bovino
en pruebas de masa. de estabilidad a diferentes valores de pH y actividad catalitica

sobre sustratos proteicos como hemoglobina y caseinato de sodio®.
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5. CONCLUSION

El analisis de la informacion expuesta en ¢l presente trabajo hace evidente la

variedad de opciones con las que cuentan hoy los biotecnélogos en alimentos para
ayudarse en su b da de

de expresion adecuados para la produccion de

recombi de utilidad ecc

En el caso particular de la quimosina
de bovino, enzima indisp ble en la

ura de quesos, los avances han sido
muy notables. A través de la insercién del gen que codifica para la proquimosina de
bovino en microorganismos adecuados se ha logrado producir la enzima en
condiciones mas controladas que mejoran varias caracteristicas de su analogo
tradicional. Estas caracteristicas son: (1) mayores vola

de prod ion, (2)
mayor pureza en el prod >, (3) isfaccion de grupos iales d

t o

CC idores
(vegetarianos y ciertas comunidades religiosas) y, por iltimo y mas importante, (4)
la disminucion de costos de produccion.

Actualmente son tres las fi de

Jjuimosina recombi te que se utilizan para la
preparacion de cuajo a nivel industrial: la bacteria Escherichia coli, 1a levadura

Kiluyveromyces lactis y el hongo filamentoso Aspergillus niger var. awamori.

La tabla 11 presenta un cuadro comparativo entre estos tres microorganismos en
cuanto a su eficiencia como productores de proquimosina de bovino. La mayor
diferencia entre estas tres fuentes yace no en sus caracteristicas funcionales o calidad
final, sino en su procesamiento. En el caso de K. Jactis y A. niger, 1a proquimosina
secretada s6lo pasa por un proceso de separacién y posterior activacion
autocatalitica para convertirse en quimosina activa; por otro lado, en el caso de E.
coli K12, la proquimosina es producida en forma intracelular, 10 que exige un
proceso mas largo y complejo para su obtencion final, que inicia con la extraccion

de los cuerpos de inclusién y su posterior separacién, purificacion, solubilizacion,
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renaturalizacién y activacion. Proceso que le pone en desventaja frente a las dos

primeros organismos.

Organismo Kluyveromyces lactis | Aspergillus niger Escherichia coli K12
(levadura) var. awamori (bacteria)
(hongo)
Produccién de tipo extracelular extracelular intracelular
Procesamiento ruptura celular,
posterior activacion activacion sep?mc'f.":‘
purificacion

solubilizacién,
renaturalizacion,

activacion

R 100 — 300 mg/1 1,300 mg/l 3 g/Kg
Rendimiento (1994) (1994) 1997y
Precio en el $80.00 a $140.00 (fuerza 1:10000)
mercado os/lt
Fabricante / Giste Brocades DSM | Christian Hansen - Pfizer
producto /Maxiren® Genencor -

/Chymogen® /Chy-Max®

Tabla 11. Cuadro comparativo de microorganismos recombi prod res  de

proquimosina de bovino.

Es probable que a pesar de estas diferencias, se haya decidido a trabajar con di

fuentes a causa del si de p Cada una de las cepas recombinantes

creadas esta registrada y protegida por una patente. esto imposibilita a que el
“invento™ se copie y se hagan competencia entre compaiiias usando a un mismo
organismo. Este fenomeno de las patentes. a mi punto de vista tiene tanto un lado
positivo como uno negativo. La ventaja esta en que al patentar, los investigadores
reciben un beneficio econémico derivado de su trabajo, el cual les permite sostener y
continuar su actividad; la desventaja reside en que, al ser los unicos poseedores del
derecho a fabricar determinados productos. impiden la libre competencia en el

mercado propiciando el monopolio. Esta condicién probabl contribuye al

hecho de que hasta ia fecha no se fabrica ningin cuajo con quimosina recombi

en México.
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6GLOSARIO

Acido nucleico: nombre genérico que se aplica indistintamente al ADN o ARN de
las dos moléculas informacionales de los seres vivos.

Acido ribonucleico (RNA): Acido nucleico, complemcnlano al DNA, compuesto
por nucleétidos de ribosa. Es fund al en la si celular de protei

ADN recombinante: término que se usa en la tecnologia aplicada para obtener
moléculas de ADN hibridas, por ejemplo, provenientes de diversos seres vivos.

Aerobio: Microorganismo que crece en presencia de oxigeno.

Aminodcido: unidad monomérica fund 1 de las protei Exi 20 tipos
diferentes.

Amplificar: Incrementar el niomero de copias de una secuencia de DNA. Puede
hacerse in vivo por insercion de la secuencia en un vector de clonacion que se
replica dentro de una célula huésped, o in vitro por la reaccion en cadena de la
polimerasa.

Anaerobio: Un organismo que crece en ausencia de oxigeno.

Anticodén una secuencia especifica de tres nucledtidos en un RNA de transferencia
(tRNA), complementario a un codon (también tres nucledtidos) para un aminoacido
en un RNA mensajero.

Anticuerpo: Una proteina compleja (Inmunoglobutina) que se produce en respuesta
a un antigeno la cual reacciona y se une especificamente para formar un complejo
antigeno-anticuerpo.

Amnti pos {] ! Anticuerpos idénticos que reconocen un antigeno
sencillo, especifico y que son producidos por clones de células especializadas
(hibridoma). Son moléculas de inmunoglobulina de especificidad de epitope simple.
Antigeno: sustancia extraiia a un organi de d d la prod iTs
de una respuesta inmune. Blanco de | los anncuerpos

Apareamiento: Proceso por el cual los pares de bases complementarios en las
hebras de DNA se combinan.

ARN mensajero (mRNA): molécula de ARN, copia de un gene, que lleva la
informacion desde el genoma hasta donde se realiza la traduccion.

Auxédtrofo: Un mutante defectuoso en la sintesis de una biomolécula dada. La
biomolécula debe ser administrada al organismo si se desea su crecimiento normal.
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Bacteriéfago (fago): Virus que infecta bacterias. Las formas modificadas son
usadas como vectores para la clonacion de DNA.

Biologia molecular: rama de la biologia nacida a raiz de la identificacion de la
naturaleza quimica (molecular) del material genético. Hoy dia, nos referimos a
biologia molecular cuando hablamos de estudios o técnicas centradas en los genes y
sus productos i diatos, las prc

Casete de expresiéon: (nombre que se le da al vector de clonacion construido a
partir de otros vectores y seg! »s de DNA ios para la expresion de algan
gen heterdlogo en un hospedador especifico)

Catabolismo: Ruta productora de energia. La fase del metabolismo involucrada en
la liberacion de energia por degradacion de moléculas nutrientes.

Catalitico: referente a la catalisis. Proceso en el que un componente (catalizador)
acelera la transformacion de unos compuestos quimicos en otros. El catalizador no
se altera al final de la reaccion, por lo que puede actuar repetidamente.

Célula haploide: Una célula que contiene solamente un juego o la mitad del
namero habitual (diploide) de cromosomas.

Cepa silvestre: la variedad natural de un determinado organismo. Su contraparte es
una cepa mutante que contiene lesiones particulares en su genoma.

Ciitoplasma: Todos los contenidos del protoplasma de la célula no incluidos en el
nicleo.

Clon: Una replica genética exacta de un gen especifico o de un organismo
completo.

Clonacién celular: proceso de multiplicacion de células genéticamente idénticas, a
partir de una sola célula.

Clonacién de genes: técnica que consiste en multiplicar un fragmento de ADN
recombinante en una célula-huésped (generalmente una bacteria o una levadura) y
aislar luego las copias de ADN asi obtenidas.

Clonacién molecular: insercion de un segmento de ADN ajeno, de una
determinada longitud, dentro de un vector que se replica en un huésped especifico.

Codigo genético: reglas de correspond ia entre la ia de bases del ADN y
la de acidos de una proteina. Para relacionar un cédigo de cuatro
letras (bases), con uno de 20 letras (aminoacidos), se requiere usar tres bases por
aminoacido. La secuencia de bases del ADN, leida de tres en tres, constituye una
secuencia de codones que corresponde a un aminoacido cada uno.

Codén: Un triplete de nucleétidos (tres unidades de acido nucleico seguidas) que
codifica para un aminoacido o una sefial de terminacion.

Confc ion: arreglo esp | que adopta una moiécula, en Vlrtud de los
diferentes angulos de rotacion que pueden adquirir sus enl qu >S.
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Cromosomas: Unidades discretas del genoma que contienen numerosos genes que
consisten de proteinas (histonas) y una molécula muy larga de DNA. Se encuentra
en el nucleo de toda célula de planta o animal. . Puede medir desde medio millon
(en las bacterias mas simples) hasta varios cientos de millones de pares de bases (en
los organismos superiores). En los organismos eucariontes los cromosomas se
condensan y hacen visibles en ciertos momentos del ciclo de reproduccion celular.

Cuajada: Fraccion sdlida de 1a leche que se forma tras la coagulacion de las
caseinas.

Déilton (Da): Unidad de masa casi igual a aquella del atomo de hidrogeno
(exactamente igual a 1.0000 en la escala de masa atémica).

Desnaturalizaciéon: La pérdida de la conformacion nativa de una macromolécula
como resultado. por ejemplo, de calor, de cambios extremos de pH, tratamiento
quimico, etc. Es acompaiiada de la pérdida de actividad biologica.

DNA complementario (cDNA): Un DNA de cad imple que es compl

a una cadena de mRNA. El DNA es sintetizado in vitro por una enzima conocida

como transcriptasa inversa. Luego, una segunda cadena de DNA es sintetizada por
l1a enzima conocida como DNA polimerasa.

io

DNA polimerasa: Una i que si iza una cad doble de DNA. Lo logra
catalizando la adicion de residuos de desoxiribonucleotidos al extremo 3’ de la
cadena de DNA comenzando a partir de una mezcla de las bases trifosforiladas
apropiadas, las cuales son dATP, dGTP, dCTP y dTTP. Esta reaccion quirmca es
reversible y, por lo tanto. la DNA polimerasa bién funci coOmo exc

Electroforesis en gel de agarosa: Una matriz compuesta por agar altamente

purificado que se usa para separar moléculas grandes (alrededor de 20.000
nucledtidos) de DNA y RNA.

Electroforesis en gel de poliacrilamida: Electroforesis a través de una matriz
compuesta de un polimero sintético, usada para separar protcinas o moléculas
pequeiias de DNA o RNA

Electroforesis: La técnica de separacion de moléculas cargadas en una matriz a la
cual se aplica un campo eléctrico.
End 3 «

de restriccién):. Un tipo de endonucleasa que corta el DNA
despu€s de reconocer una secuencia especifica (e.g. bamH1, EcoRlI, HindIIl)

Enzima: Un dor organico de base proteica que no es en si consumido en la
reaccion. Es producido de forma natural por células vivientes para catalizar
reacciones bioquimi Cada i es pecifica con resp al tipo de
reaccién quimica que cataliza y con resp > a las sub tas (11 das sustratos)
sobre los cuales actia. Esta actividad catalitica especifica y su control por otros
constituyentes bioquimicos son de primordial importancia en las funciones
fisiologicas de todos los organismos. A pesar de que todas las A SOnN Prc
usualmente contienen componentes no proteicos llamados coenzimas que son
esenciales para la actividad catalitica.
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Eucariote: organismo con nicleo organizado y cromosomas. Forma parte de un
gran grupo que difiere de los procariontes (las bacterias y organismos similares) que
carecen de micleo. Existen diferencias fundamentales entre la organizacion genética
de uno y otro grupo.

Exén: El segmento de un gen eucariotico que es transcrito a mRNA,; codifica para
un dominio especifico de una proteina.

Expresar: Traducir la informacion especifica de una célula almacenada en el DNA
(gen) a una proteina (sintetizada por el sistema de ribosomas de la célula).

Extremo romo de DNA: Un segmento de DNA que tiene a ambas hebras
terminando en el mismo sitio de par de bases, esto es DNA con todas sus bases
apareadas. No hay extremos adhesivos.

Fenotipo: se refiere a la manifestacion observable de un detertmnado genotipo. A
un genotipo corresponde un fenotipo. Por ejemplo, a la pr de un gene
productor de mucha melanina (genotipo), corresponde una coloracién oscura de la
piel (fenotipo).

Fermentaciéon: Un proceso aerdbico o anaerdbico donde 1a fuente de carbono es
también el aceptor de electrones. La fermentacion se utiliza en varios procesos

industriales para la manufi a de prod tales como alcoholes, acidos etc.
Food and Drug Administration (FDA) La agencia federal encugada de aprovar
todos los ingredientes ali icios y far icos que se li dentro de

los Estados Unidos.

Gen: Un locus en un cromosoma que codlﬁca una protcma especiﬁca ©O varias

protei relacionadas. Se considera la 1y fi I de la
herencia, la porcion de DNA que esta or; izada en una seci ia ord da de
pares de bases nucleotidos y que produce un producto especifico o tiene una funcion
asignada.

Genoma: término que denota a todo el material genético de un organismo vivo. En
un ser humano, por ejemplo, se refiere a todas las secuencias de todos los
cromosomas de una célula.

Genotipo: componente genético de un determinado individuo o variedad. Se refiere,
en Gltima instancia a la secuencia de su genoma. Su contraparte es el fenotipo.

GRAS (Generally Accepted As Safe): Aquellos microorganismos reconocidos
como seguros para su uso en la industria far ica o de los ali >S en
riesgos posibles a la salud se refiere.

Halal: Palabra arabe que significa permitido o dentro de ia ley. Aquellos alnmcmos

etiquetados como Halal estan aprobados para su cc porla

Musulmana.

Heterdlogo: derivado de un or i > de especie di

Hibridacién: aplicado a los acidos leicos, significa su capacidad de encontrar o

asociarse a la hebra opuesta o complementaria.
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Hibridizacién Northern (Northern blot): Procedimiento en el cual un fragmento
de RNA es transferido de un gel de agarosa a un filtro de nitrocelulosa. en el cual el
RNA transferido es luego hibridizado a una sonda marcada con radiactividad u otro
sistema.

Hibridizacién Southern (Southern blot): Una prueba que es realizada en muestras
de DNA (por ej., para asegurar si el DNA insertado esta presente en algunas células
en particular). Se utiliza la electroforesis en gel para separar los fragmentos de DNA
de acuerdo con su tamailo y entonces son transfcndos aun ﬁltro de rutrocelulosa
(blot). Se afaden sondas de DNA o RNA etiq T y

que sean complementarias se uniran por hibridaciéon con los fragmentos respectwos
de DNA en el filtro. La localizacion de estas sondas radioetiquetadas puede ser
interpretada para determinar la naturaleza det DNA en la muestra analizada.

Hidrélisis: Rotura de un enlace por adicion de los elementos del agua, dando dos o
mas productos

in vitro: Crecimiento y desarrollo en el ambiente estéril de cultivo tejidos.

in vivo: se refiere a condiciones experimentales que incorporan células u
organismos vivos.

1 2 oris CCométicm: (-
ia

i6n de 1a composicion éti di la
introduccion o i6n de gcnes especificos a través de técnicas modernas de
biologia molecular y DNA recombinante.

Interferon: Una familia de protei pequeilas que estimulan r ia a virus en
las células.

Intrén: Una secuencia no codificante de DNA en un gen, la cual inicialmente se
transcribe a RN A mensajero y posteriormente es escindida.

Kosher: Aquellos alimentos certificados por las autoridades judias para ser
consumidos por los miembros de esa comunidad.

Ligaciéon de extremos romos: Un método para unir fragmentos de DNA romos
usando la enzima T4 ligasa la cual puede unir DNA de doble cadena totalmente
apareado.

Ligasa: Una enzima que une extremos de moléculas de DNA. Estas enzimas son

herramientas iales en la ingenieria genética. ¢

Medio de cultivo: Cualqui i de nutri para el culnvo artlﬁclal de
bacterias u otras células. Comu consi de una [~ de
matenales organicos e morgamcos Por ejemplo, el medio de cultivo clasico usado
para b ias consi de nutr requeridos por esas bacterias mas agar para

solidificar o semi-solidificar la masa que contiene los nutrientes.

Microinyeccién: Medio para introducir una solucion de DNA, proteina u otro
material soluble a una célula utilizando una pipeta microcapilar.

Mutagénesis: proceso por el cual se inducen cambios en el material genético de un
organismo. El proceso puede ser esponta » o inducido.

S CON

TEST
FALLA DE ORIGEN




Nuctedtido: unidad fundamental de los acidos nucleicos. Constituida por una base,
un azicar y un fosfato.

Organismo transgénico: organismo vivo que contiene algun o algunos genes
introducidos de manera ex6gena a su patrimonio genético. Se utiliza especialmente
en los casos de plantas y animales.

Par de bases (pb): Dos neunclétidos que se encuentran en cadenas de acido
nucleico diferentes y cuyas bases se aparean (interactuan) por enlaces de hidrogeno.
En el DNA las bases de nucledtidos son adenina (que se aparea con timina) y
guanina (que se aparea con citocina).

Plasmido: Un el > genético extracromosomico pr en h
bacterianas. Los plasmidos son p Aias moléculas circulares de DNA utilizados
como vectores para la transferencm de ReEnes de un orgamsmo a otro.

Primer (iniciador): Un frag; > corto de DNA o RNA ligado a un DNA de
cadena simple a partir del cual la polimerasa extiende una nueva cadena de DNA
para producir una molécula doble.

Pr : 8 ias de DN A que controlan la expresion de genes.

Proteina: sustancia bioquimica constituida por una hebrn © cadena lineal de
unidades llamadas ammoicldos La de acidos de una prolema
determina su estructura y su funcion. Las protei son los productos primarios
codificados por los genes, encargadas de organizar la actividad bioquimica cetular.

Punto isoeléctrico (pI): es el pH para el que una molécula es eléctri neutra,
es decir, donde la suma de las cargas positivas iguala a la suma de las cargas
negativas. La forma en que se encuentra la molécula en ¢l punto isoeléctrico se
denomina zwitterion o forma isoeléctrica.

Quimosina: También conocida como renina. Es una enzima usada para fabricar
quesos a partir de leche. La quimosina se encuentra de forma natural en el estomago
de terneros y es una de las enzimas de uso comercial mas antiguas.

Reaccién en cadena de I- pollmer.l- (PCR) Un procedimiento de laboratorio
que plifica DNA i Té poderosa para producir millones de
copias de una regién especifica de DNA, que permite el analizarla tan rapido como
se puede purificar una sustancia quimica. PCR ha sido el instrumento esencial en el
desarrolio de técni de diagnostico, dicina forense y la deteccion de genes
asociados con errores innatos del metabolismo.

Recombinacién: La unién de genes, juegos de genes o partes de genes, en nuevas
combinaciones, ya sea biologi o por pulacion en laboratorio (ingenieria
genética).

Replicaciéon: proceso por el cual las moléculas de ADN se duplican, generando dos
copias iguales a partir de una sola. El proceso requiere 1a separacion de las dos
hebras de la molécula original.

Resistencia a Antibiéticos: Una propiedad de la célula que le permite evadir el
efecto de un antibidtico que ha en un principio matado o inhibido a esa célula.
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Ribosoma: organelo encargado de manufacturar proteinas, de acuerdo con las
instrucciones del ADN (presentes en et ARN mensajero). Es un agregado de
proteinas y ARN, llamado ribosomal.

Secuencia lider: la secuencia en ¢l extremo 5° del mRNA que precede al codon de
iniciacion.

Secuencia poliadenilada: es una secuencia de DNA que al ser traducida es
reconocida por el huésped de expresion para agregar residuos de poliadenosina al
mRNA transcrito. Esta unida al extremo 3" del DNA que codifica el polipéptido
heterdlogo que sera expresado.

Secuenciacién de DNA: Determinacion del orden de bases en una molécula de
DNA.

Sitio activo: zona de una enzima con la que se asocia el sustrato y donde se induce
su transformacién quimica para dar un producto. Los sitios activos frecuentemente
son hendiduras en la superficie de las enzimas.

Sonda de DNA: Tambxen llamada sonda genética. Segmentos de DNA cortos y

ificos cc ple arios a un gen deseado producidos artificialmente, usados
para asociarse y d la pr de gt pecificos (o segr >s de DNA
mas cortos) dentro de un cromosoma. Si una sonda de DNA de longitud y
composicion conocidas se mezcla con piezas de DNA cromosomal, la sonda se
unird a su contraparte exacta en ias piezas de DNA cromosomal formando un
hibrido de doble cad ble. La pr ia de esta sonda etiquetada es detectada
visualmente o con la ayuda de un instrumento de deteccion.

Sustrato: sustancia o molécula con la que interacciona una enzima,
transformandose en productos.

Tecnologia de DNA recombinante: El proceso de cortar y recombi fr >S
de DNA de diferentes fuentes como medio para el aislamiento de genes o para
alterar su estructura y funcién.

Traduccién: proceso por medio del cual se lee la secuencia de codones del ARNy
se elabora una cadena de proteina, con la sect ia correspondi de acuerdo con
el codigo genético.

Transcripcidon: proceso por el que un gene se expresa mediante la sintesis de un
ARN que contiene la misma secuencia del gene.

Tr e ién: procedimi > que permite mtroducn'. dir ite a célul
vivas, moléculas de ADN. Existen varios procedi »s que pueden lograr este
objetivo, por €j., tratamiento con calcio.

Transgénico (organismo): Un organismo (animal, vegetal 0 microorganismo) en el
cual un gen foraneo (transgen), o una secuencia de DNA foranea ha sido
incorporada a su genoma durante su desarrollo icial. En los org; S
transgénicos, en el laboratorio do i de DNA recombi el DNA
hereditario se incrementa por la adicion de DNA de una fuente diferente al
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germoplasma parental. El transgen se encuentra tanto en células somaticas como
germinales, se expresa en uno o mas tejidos y es heredado en forma Mendeliana.
Vector: Los vectores son agentes de transmision. En biotecnologia moderna, un
vector es una molécula de DNA de replicacion auténoma, en la cual fragmentos
foraneos de DNA pueden insertarse y luego propagarse en una célula huésped. En el
contexto de la tecnologia del DNA recombinante, un vector es la molécula de DNA
utilizada para introducir DNA foraneo a las células aceptoras. Vectores de DNA
recombinante incluyen plasmidos, bacteriofagos y otras formas de DNA.

Zimodgeno: Precursor inactivo de un enzima (p.ej., pepsinégeno, precursor de
pepsina)

Fuentes del glosario:
hitp:/ibiotechterms.ors!
http:iiwww bioxamara_tuportal.com

htrp.rlectura.ilge.cdu.ma: 2000
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[Coede of Federal Regulationsa]
[Title 21, Volume 3 ANEXO [
(Revised as of April 1, 2002]

Prom the U.S. Governmant Printing Office via GPO Access

[CITE: 21CFrR184.1685)
(Page 536]
TITLE 21--FOOD AND DRUGS

CHAPTER I-—~FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN
SERVICES (CONTINUED)

LLY IZED AS SAFE-—Table of

PART 184--DIRECT FOOD SUBSTANCES AFFIRMED AS
Subpart B-—Listing of Specific Substances Affirmed as GRAS

Sec. 184.1685 Rennet (animal-derived) and chymosin preparation (fermentation-deriv

{a) (1) Rennet and bovine rennet are commercial extracts containing
the active enzyme rennin (CAS Reg. No. 95001-98-3), also known as
chymoain (Internaticnal Union of Biochemiatry Enzymae Commission (E.C.)
3.4.23.4). is the a extract p red from cleaned, frozen,
salrted, or dried fourth stomachs (abomasa) of calves, kids, or lamb
Bovine rennet is the product from adults of the animals listed above.
Both products are called rennet and are clear amber to dark brown liquid
preparations or white to tan powders.

Chymosin preparation is a clear solution containing the active
enzyme chymosin (E.C. 3, « It is derived, via fermentation, from a
nonpathogenic and nontoxigenic strain of Escherichia coli K-12
containing the prochymosin gene. The prochymosin is isclated as an
insoluble aggregate that is acid-treated to destroy residual cellular
material and, after solubilization, is acid-treated to form chymosin. It
must be processed with materials that are generally recognized as safe,
or are food additives that have been approved by the Food and Drug
Administration for this use.

{3) Chymosin preparation is a clear solution containing the active
enzyme chymosin (E.C. 3.4.23.4). 1t is derived, via fermentation, from a
nonpathogenic and nontoxigenic strain of Kluyveromyces marxianus variety
lactis, containing the prochymosin gene. The p in is by
cells into fermentation broth and converted to chymosin by acid
treatment. All materials used in the processing and formulating of
chymosin mmuat be either generally recognized as safe (GRAS), or be food
additives that have been approved by the Food and Drug Administration
for this use.

{4) Chymosin preparation is a clear solution containing the active
enzyme chymosin (E.C. 3.4.23.4). It is derived, via fermentation, from a
nonpathogenic and nontoxigenic strain of Aspergillus niger van Tieghem
variety awamori (Nakazawa) Al-Musallam (synonym A. awamori Nakazawa}
containing the prochymosin gene. Chymosin 48 recovered from the
fermentation broth after acid treatment. All materials used in the
proceasing and formulating of chymosin preparation must be either
generally recognized as safe (GRAS) or be food additives that have been
approved by the Food and Drug Administration for this use.

(b} Rennet and chymosin preparation meet the general and additional
requirements for enzyme preparations of the " ~Food Chemicals Codex, * 3d
Ed. (1981), pp. 107~110, which is incorporated by reference in
accordance with S U.S.C. 552(a). Copies are available from thc National
Academy Preas, 2101 Constitution Avenue NW., Washington, DC 20418, or
are available for inspection at the Office of the Federal Register,
Horth Capitol Street, NW., suite 700, Washington, DC. .

{c) In accordance with Sec. 184.1(b) (1), the ingredient is used in
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food with no limitation other than current good manufacturing practice.
The affirmation of this ingredient as generally recognized as safe as a
direct human food ingredient is based upon the following current good
manufacturing practice conditions of use:

(1) The ingredient is used as an enzyme as defined in
Sec. 170.3(0) (9) of this chapter; a processing aid as defined in
Sec. 170.3(0) (24) of this chapter; and a stabilizer and thickener as
defined in Sec. 170.3(o) (28) of this chapter.

{2) The ingredient is used in the following foods at levels not to
exceed current good manufacturing practice: In cheeses as defined in
Sec. 170.3(n) (5) of this chapter; frozen dairy desserts and mixes as
defined in Sec. 170.3(n) (20) of this chapter; gelatinsa, puddings, and
£illings as defined in Sec. 170.3({n})(22) of thia chapter; and milk
products as defined in Sec. 170.3({n)(31) of this chapter.

(d) Prior sanctions for this ingredient different from the uses
established in this section do not exist or have been waived.

155 FR 10835, Mar. 23, 1990, as amended at 57 FR 6479, Feb. 25, 1992; S6
FR 27202, May 7, 1993]

((Page 537]1)
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ANEXO.N ~

Codigo de una y tres letras para aminodcidos

“Eg<CHMPLOVEZrASTIQOTOOAD>

Alanina
Cistcina
Ac.aspartico
Ac glutamico
Fenilalanina
Glicina
Isolcucina
Lisina
Leucina
Mectionina

Tirosina

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Giy
His
Iic
Lys
Leu
Mct
Pro
Giln
Arg
Scr
Thr
Val
Trp
Tyr
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A NE X O 1IV: Productos fabricados por ingenieria genética
permitidos para su uso en alimentos en el Reino Unido
(fragmento) .

Genetically engineered products approved for food use in
the United Kingdom

© 1997 Agency BATS www.bats.ch/abstr/tables.htm

Product Altered L2, G Approval /
Name T2t (Sources of wemgeaney  P5tE
Company
Chymosin®** Choeese nda (i B) MAFF: 1/91
(ex K. lactis) production b bovine
Maxiren®
Giste Brocades
Chymosin®** Chocse | nda e A) MAFF: 3/92
{ex E. coli K12) production (bovine)
Chy-Max®
Pfizer
Chymosin®**® Cheese nda bovine pr i B) MAFF: 591
{ex A. niger) production (bovine)
Chymogcn®
Christian Hansen /
Genencor
Yeast (bakers') Carbo- 1) P-EF(A Maltase MAFF: 2/90
. hydrate
Giste Brocades ism {2y p. i (Yeast)
Maltosc pcrmcase
(Yeast)
Yeast (brewers”) Imaproved 1) nda STA2 MAFF: 3/94
BFR i sarch (Yeast)
degradati 2) nda
cuP1
(Ycast)

(***) prochymosin is purified and activated to chymosin by autocatalysis at pH 2; alpha,
recombinantly expressed chymosin has been approved in at least 17 countries (see , legend
of Table G).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




29

32-23-96 NORMA Oficial Mexicana NOM-121-SSA1-1994. Bienes y servicios. Quesos: frescos,
madurados sados. cificaciones sanitanas.

Al margen un sello con et Escudo Nacional, que dice: Unidos - de Salud.

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-121-5SA1-1984, BIENES Y SERVICIOS. QUESOS: FRESCOS,
MADURADOS Y PROCESADOS. ESPECIFICACIONES SANITARIAS.

JOSEMELJEMMOCTEZUMA mvmmdumwaaumym pot.euovdo
del Comité C.

yF¥

103 articulos 39 de la Ley O d.ll‘ Publice i; 3 adn JOCH, 13 'l“ml
197, 401 8IS, 401 BIS 1, 401 BIS 2 de ia Loy General de Salud, 3 xi, 38 ", 40 [
VI, VI, X1, Xiil, 4%, 43, 47 frmccion IV, SoysadolaL-yF.d-duobv gla y 20.
traccion 1) Inciso b), 347, 348 | y demés del de (a Ley General de Salud en
Materie de Contrat de N . P y Servicios;, 80. freccion IV y 13
tdel deia de Salud, ¥y
CONSIDERANDO
Que con fechs 28 de abril de 1994, en o de lo p on ol 48 1deialLey
sobre N D de Controé de y Servicios
presentd al Comité C de de y F ot
oproy dela Ofcial
Que con feche 15 de agosto de 1904, en ael del Comité y de o previsto en ol
articulo 47 fraccion | de s Ley Federsi sobre b 4 .- p on of Diarfo Ofcial de
ta F ol proy L 2L} Ofickat a ofecto que dentro de los siguientes
rorta dise & dicha p os [ us ol
Comité C de de yF
Que en fecha plevia, mpummmdmmaurmumm-m
por ol Comité, en del il de ia Ley Federal
sobre gla y
Que en atencion a las anteriores con i np del Comité Consuttivo
de de N y 10, se expide la siguients:
NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-121-6SA1-1904, BIENES Y SERVICIOS. QUESOS: FRESCOS,
MADURADOS Y PROCESADOS. ESPECIFICACIONES SANITARIAS,
PREFACIO
Enia de e norma particip os O * Instit,
SECRETARIA DE SALUD
Dii de Control o de ¥ Servicios

Laboratorio Nacional de Salud Pablica
SECRETARIA DE AGRICULTURA Y RECURSOS HIDRAULICOS

(AHORA: SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADERIA Y DESARROLLO RURAL)
Direccion Generat de Desarrolio Pecuario

SECRETARIA DE COMERCIO Y FOMENTO INDUSTRIAL

Difecciéon G deF <
PROCURADURIA FEDERAL DEL CONSUMIDOR
Di G de tr T i

A OXANY

661-1VSS-1Z1-WON

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

Escuela Nacional d: Ciencias Blologicas TE SlS CON

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO | ‘F ALL A DE ORIGEN




100

7.6.5.1.3 Espesantes

Agar agar 8 g/kg (solos o con otros )
T

Alginato de potasio

Alginato de propilenglicol

Carboximetil celulosa de sodic

Casragenina

Goma arabigs

Goma de algarobo

Goma de karaya

Goma guar

Grenetina

Pectina

7.8.8.2 Se ite ol

C

como para & de ios

7.6.8.3 Se ol de tes on in de los
<

:
3¢
gl’
]
i
:
H
A OXENY

;
:i

~IVSS-ITI-WON

4

iy ; B il ;
*5“‘ i rﬂu‘a Ak

para los productos objeto de esta norma, debe sujetarse a 0 que

El de
establece s Ley General de Salud.

9. Métodos de pruebs

Para i de las

L Que se on entn se deben splicar
de g que s9 on el Apartado de referencias.
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