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Introduccién. La a-amilasa de Lactobacillus amylovorus
posee una estructura constituida por dos dominios
funcionales: un dominio catalitico y un dominio carboxilo-
terminal. El dominio catalitico es muy semejante al de las a-
amilasas de otras bacterias y contiene las regiones
conservadas reportadas en todas las amilasas. EI dominio
carboxilo-terminal, que le confiere la capacidad de
adsorberse e hidrolizar e amidén insoluble, es
estructuralmente diferente al observado en otras amilasas, ya
gque se encuentra congtituido por unidades repetidas (UR)
directas e idénticas de 91 aminoéacidos cada una. [1,2].

La forma como actlia este dominio de fijacién a amidon
(DFA) no se encuentra esclarecida, por 1o que €l objetivo de
este trabajo es determinar s las URs, aidadas del sitio
catalitico, son funcionalmente activas 'y si es asi, determinar
s actGan como unidad o constituyen médulos separados
cuya funcién en lafijacion pueda ser sumatoria.

M etodologia. Los fragmentos del gen correspondientes a 1,
2, 3,4 UR y el DFA completo fueron clonados en vectores
de expresion de E. coli (pQE-QIAGEN, pBAD-Invitrogen).
Las UR se obtuvieron por amplificacion PCR, mientras que
el fragmento correspondiente a DFA (5UR) se aislo del gen
previamente clonado de la a-amilasa de L. amylovorus
(PLPCR2-3 [2]). Las proteinas expresadas fueron purificadas
apartir de lisados de E. coli por cromatografia de afinidad en
sefarosa niquelada. Simultdneamente se produjo y purifico la
a-amilasa entera por afinidad en P-ciclodextrina. Para
redlizar los ensayos de adsorcion se afiadieron
concentraciones crecientes de las proteinas obtenidos a una
suspension de almidén de maiz insoluble, la concentracion
de proteina se determind por absorbancia a 280nm [3].
Resultados y discusion. En los ensayos de adsorcion se
encontré que todos los péptidos producidos (1, 2, 3, 4y €
DFA) se adsorben al ailmidén insoluble y si una UR es capaz
de adsorberse, entonces cada UR puede estar actuando como
un dominio independiente de fijacion a sustrato, situacién
nunca antes observada en amilasas. Al comparar las curvas
de adsorcion de las diferentes proteinas (Grafica 1) se
aprecia un aumento en la pendiente de unién de las proteinas
conforme se incrementa el niimero de UR, o que indica que
la capacidad de fijacién es proporcional a nimero de UR y
gue existe algln efecto de tipo sumatorio o sinérgico entre
elas. Sin embargo, se observa que la curva de adsorcién de
la a-amilasa entera es muy similar a la curva de 2UR, estos
resultados sugieren que la amilasa no utiliza todas sus UR
para fijarse a su sustrato, sino que solo usa 2 de las 5
presentes; es posible que el resto de las UR desarrollen una

funcion de espaciadores, ayudando a posicionar en el espacio
al DFA.
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Gréfica 1. Curvasde adsorcién al almidén de maiz insoluble
correspondientes a: 1UR (-), 2UR (¢ ), 3UR (0), 4UR (O) &l DFA
completo (A) ylaamilasa completa ().

Conclusiones. Por los resultados obtenidos en este trabajo se
propone que cada UR de la a-amilasa de L. amylovorus esta
actuando como un médulo independiente de adsorcién y que
la presencia de multiples unidades optimiza la adsorcion a
sustrato insoluble, probablemente a través de un efecto de tipo
sumatorio o sinérgico.

Este nuevo tipo de DFA puede tener un gran potencial de
aplicacién en el campo de la biotecnologia en la elaboracion
de vectores de expresion para la purificacién de proteinas
recombinantes, asi como en la industria de la transformacién
del almidon.
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