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Introducción. La α-amilasa de Lactobacillus amylovorus
posee una estructura constituida por dos dominios
funcionales: un dominio catalítico y un dominio carboxilo-
terminal. El dominio catalítico es muy semejante al de las α-
amilasas de otras bacterias y contiene las regiones
conservadas reportadas en todas las amilasas. El dominio
carboxilo-terminal, que le confiere la capacidad de
adsorberse e hidrolizar el almidón insoluble, es
estructuralmente diferente al observado en otras amilasas, ya
que se encuentra constituido por unidades repetidas (UR)
directas e idénticas de 91 aminoácidos cada una.  [1,2].
La forma como actúa este dominio de fijación al almidón
(DFA) no se encuentra esclarecida, por lo que el objetivo de
este trabajo es determinar si las URs, aisladas del sitio
catalítico, son funcionalmente activas y si es así, determinar
si actúan como unidad o constituyen módulos separados
cuya función en la fijación pueda ser sumatoria.
Metodología. Los fragmentos del gen correspondientes a 1,
2, 3, 4 UR y el DFA completo fueron clonados en vectores
de expresión de E. coli (pQE-QIAGEN, pBAD-Invitrogen).
Las UR se obtuvieron por amplificación PCR, mientras que
el fragmento correspondiente al DFA (5UR) se aisló del gen
previamente clonado de la α-amilasa de L. amylovorus
(pLPCR2-3 [2]). Las proteínas expresadas fueron purificadas
a partir de lisados de E. coli por cromatografía de afinidad en
sefarosa niquelada. Simultáneamente se produjo y purificó la
α-amilasa entera por afinidad en β-ciclodextrina. Para
realizar los ensayos de adsorción se añadieron
concentraciones crecientes de las proteínas obtenidos a una
suspensión de almidón de maíz insoluble, la concentración
de proteína se determinó por absorbancia a 280nm [3].
Resultados y discusión. En los ensayos de adsorción se
encontró que todos los péptidos producidos (1, 2, 3, 4 y el
DFA) se adsorben al almidón insoluble y si una UR es capaz
de adsorberse, entonces cada UR puede estar actuando como
un dominio independiente de fijación a sustrato, situación
nunca antes observada en  amilasas. Al comparar las curvas
de adsorción de las diferentes proteínas (Grafica 1) se
aprecia un aumento en la pendiente de unión de las proteínas
conforme se incrementa el número de UR, lo que indica que
la capacidad de fijación es proporcional al número de UR y
que existe algún efecto de tipo sumatorio o sinérgico entre
ellas. Sin embargo, se observa que la curva de adsorción de
la α-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

función de espaciadores, ayudando a posicionar en el espacio
al DFA.

Gráfica 1: Curvas de adsorción al almidón de maíz  insoluble
correspondientes a: 1UR (-), 2UR (♦ ), 3UR (!), 4UR (!) el DFA

completo (!)  y la amilasa completa (!).

Conclusiones. Por los resultados obtenidos en este trabajo se
propone que cada UR de la α-amilasa de L. amylovorus esta
actuando como un módulo independiente de adsorción y que
la presencia de múltiples unidades optimiza la adsorción al
sustrato insoluble, probablemente a través de un efecto de tipo
sumatorio o sinérgico.
Este nuevo tipo de DFA puede tener un gran potencial de
aplicación en el campo de la biotecnología en la elaboración
de vectores de expresión para la purificación de proteínas
recombinantes, así como en la industria de la transformación
del almidón.
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