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Bacterias |acticas amiloliticas, dominio defijacién al almidon, alfa-amilasas

Introduccion.  Recientemente se describié una nueva
estructura que permite la fijacion a granulo de almidén en
tres ?-amilasas del género Lactobacillus (L. amylovorus, L.
plantarum y L. manihotivorans) (1). La secuencia de este
dominio de fijacién a amidon (DFA) revela que estas
enzimas tienen una estructura diferente a la del resto de las
amilasas. Normamente, el DFA esta constituido por una
centena de aminoacidos, que forman una estructura en barril
?-distorsionado. Sin embargo, €l DFA de las ?-amilasas
mencionadas estd formado por casi 500 aminoéacidos
organizados en unidades repetidas (UR).

Los genes de dichas amilasas comparten mas del 98% de
identidad, siendo su principal diferencia la presencia de
regionesricas en serinay treonina que flanquean alas UR en
L. manihotivoransy L. plantarum, pero no enL. amylovorus
(2). Estas regiones presentan gran similitud con el dominio
Gp-l de la glucoamilasa | de Aspergillus awamori var.
kawachi, que tiene como caracteristica distintiva ser una
region rica en serinay treonina 'y por funcion promover la
hidrdlisis del amidéninsoluble (3).

Con €l objetivo de conocer la importancia de las regiones
ricas en Ser y Thr, se compararon |as caracteristicas cinéticas
y de adsorcion de las ?-amilasas de L. plantarum vy L.
amylovorus

Metodologia. Las cepas de lactobacilos fueron cultivadas en
medio MRS-almidén, cosechados en la fase logaritmica
tardia y las ??amilasas purificadas del sobrenadante por
cromatografia de afinidad en sefarosa-?-ciclodextrina.

Todos los estudios de actividad, se realizaron con una
concentracién normalizada de las proteinas puras y bajo
condiciones & pH y temperatura éptimos. La actividad
amiloliticay la capacidad de adsorcién a amidén crudo fue
determinada seglin se describe en (1).

Resultados y discusiéon. Se observé que la a—amilasade L.
amylovorus genera 10 veces més extremos reductores que la
de L. plantarum sin importar si el substrato esta gelatinizado
0 no. En el cuadro 1 se muestran |os datos de las constantes
cinéticasy de adsorcion de ambas enzimas.

En la ?-amilasa de L. amylovorus (1) estudios preliminares
habian mostrado que las secuencias repetidas encontradas en
el extremo carboxilo terminad de la proteina eran
responsables de la adsorcion a amidon insoluble. Nuestros
resultados sugieren que se requiere un paso de adsorcion, ya
gue no se encuentra hidrélisis del almidén insoluble en
etapas tempranas de la reaccion. Sin embargo, cuando las
enzimas actlan sobre almidén soluble, la reaccion puede

describirse como una cinética convencional de Michaglis-
Menten, es decir, la velocidad es proporciona a la
concentracion de sustrato en las etapasiniciales.

Cuadro 1. Caracterigticas cinéticas y de adsorcion de dos
a-amilasas de lactobacilos.

Cepa Kwm Vinax Kad
(gL) | (mol*L"**s™*mmol (mL*mg
proteina pural) amidént)
L. amylovorus | 1.973 297 0.87
L. plantarum | 1.922 0.39 122

Las secuencias de las a—amilasas de lactobacilos conocidas
presentan importantes similitudes con la a—amilasa de B.
subtilis a nivel del dominio catalitico, sin embargo, a nivel
del dominio de fijacién al substrato encontramos una
estructura nueva que se repite en a menos 3 especies del
género. Resulta muy interesante que las pequefias diferencias
encontradas en dos de estas enzimas cambien tan
draméticamente sus propiedades cataliticas y de adsorcién.
L os resultados sugieren que las regiones ricas en Ser y Thr
encontradas entre las secuencias repetidas aumentan la
capacidad de las enzimas de adsorberse al substrato,
disminuyendo la velocidad méxima de la reaccion, lo que
explicaria la mayor eficiencia hidrolitica de la ?-amilasa sin
las secuenciasintermedias (L. amylovorus).

Conclusiones. La presencia de las regiones ricas en Ser y
Thr intermedias a las UR que presenta la a-amilasade L.
plantarum, parece  suficiente  para  diferenciarla
cataliticamente de la enzima de L. amylovorus con la que
comparte un 98% de identidad. Probablemente, estas
secuencias intermedias actllen aumentando la union de la
enzimaal amidon, disminuyendo su eficienciade hidrélisis.
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