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Introducción. El dominio C-terminal de la α-amilasa de 
Lactobacillus amylovorus le confiere a la enzima la capacidad 
de adsorberse e hidrolizar el almidón insoluble [1]. Este 
dominio es estructuralmente diferente al observado en otras 
amilasas, ya que se encuentra constituido por 5 módulos 
idénticos de 91 aminoácidos cada uno. En un trabajo reciente 
se demostró que cada módulo corresponde a un Dominio de 
Fijación al Almidón (DFA), dado que cada uno es capaz de 
adsorberse al almidón de manera independiente [2]. La 
comparación de la secuencia de un módulo con otros DFAs 
mostró conservados varios residuos que habían sido reportados 
como importantes para la interacción proteína-carbohidrato [3]. 
En el DFA de la amilasa de Bacillus halodurans dicha 
interacción está dada por 3 aminoácidos aromáticos W36, Y23 
y Y25 [4].  
Con el objetivo de identificar los residuos esenciales para la 
adsorción de la α-amilasa de L. amylovorus al almidón se 
reemplazaron por mutagénesis dirigida los aminoácidos 
aromáticos altamente conservados (W11, W32, Y16, Y18, Y20 
y Y85), además de un residuo no aromático pero si altamente 
conservado de prolina (P33). 
 
Metodología. Uno de los módulos presentes en el DFA de la la 
α-amilasa de L. amylovorus fue clonado en el vector de 
expresión pQE31 (QIAGEN). Los residuos asociados a la 
unión al almidón fueron mutagenizados con el sistema Quick 
Change Mutagenesis Kit (Stratagene). Todas las mutaciones 
fueron verificadas por secuenciación  (Laragen Inc.). 
Las proteínas obtenidas fueron expresadas en E. coli XL10-
Gold y purificadas a partir de lisados por cromatografía de 
afinidad en sefarosa niquelada. La pureza de las proteínas fue 
verificada en SDS-PAGE 10%. La capacidad de adsorción del 
DFA original y las proteínas mutadas fue analizada en geles de 
afinidad de poliacrilamida (5%) copolimerizada con almidón, 
amilasa o amilopectina.  
 
Resultados y discusión. La figura 1 muestra el efecto de las 
mutaciones sobre la afinidad de las proteínas por el almidón.  
En ella se puede observar como la mutación del W32 (carril 4) 
inhibe la interacción proteína-carbohidrato, evitando la 
retención de la proteína en el gel.  Lo mismo puede observarse 
con la doble mutante W11-32-L (carril 5); sin embargo, la 
mutación en W11 no tiene ningún efecto en la adsorción, la 
proteína continúa siendo retenida como el tipo silvestre.   
Parece claro que W32 gobierna la interacción con el azúcar no   
obstante  se  puede observar que dos residuos de tirosina  Y18 
y Y20 interaccionan también con el sustrato aunque su 
mutación   no  inhibe  de  manera  absoluta  la  retención  de  la 

 
 
Fig. 1 Ánalisis electroforético de las proteínas purificadas: (A) SDS-
PAGE, (B) gel nativo y (C) en gel nativo con almidón 1%. Carriles: 1, 
Marcador de peso molecular; 2; DFA silvestre (1 módulo); 3, W11L; 
4,W32L; 5, W11-32-L; 6, Y16L; 7, Y18L; 8, Y20L; 9, Y85L y 10, 
P33L. 
 
proteína.  Los mismos resultados fueron observados cuando se 
utilizó amilopectina y amilosa como sustratos.  
 
Conclusiones. Los resultados obtenidos sugieren que sólo uno 
de los triptófanos es esencial para la unión al almidón y que 
probablemente cada módulo contenga sólo un sitio de unión.  
Es muy probable que, a pesar de su escasa similitud, el DFA de 
la α-amilasa de L. amylovorus interaccione con el almidón de 
una manera semejante a la propuesta para el DFA de la amilasa 
de B. halodurans [4]. 
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