NUEVA ESTRUCTURA DE FIJACION AL ALMIDON EN LAS a-AMILASASDEL
GENERO Lactobacillus.
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Introduccion. La a-amilasa (a-1,4 glucan-4-
glucanohidrolasa EC 3.2.1.1) hidroliza a azar los enlaces
a-1,4 a interior de polisacéridos y oligosacaridos como €l
almidon, el glucdgeno y azucares semejantes. Un cierto
nimero de bacterias lacticas son capaces de producir esta
enzima, entre ellas los genes de las a-amilasas de
Lactobacillus plantarum A6, Lb. amylovorus (1) y Lb.
mani hotivorans (2) han sido secuenciados. Estos genes, que
codifican para proteinas de alrededor de 900 aminoé&cidos,
poseen 98% de similitud y un nivel similar de identidad en
la secuencia deducida de aminoéacidos. Se encontré que los
primeros 410 aminoacidos de la a-amilasa de Lb.
amylovorus eran suficientes para transferir la actividad
amilolitica a una cepa no-amilolitica de Lb. plantarum (3) lo
gue sugeria que la mitad amino-terminal de estas enzimas
contenia el sitio activo. La mitad correspondiente al
extremo 3’ de los tres genes muestra una estructura formada
por 4 o 5 unidades idénticas de 273 nucledtidos, nunca
observada con anterioridad en amilasasy cuyafuncion no se
conocia. Se habia observado que los fragmentos derivados
de una protedlisis limitada de la a-amilasa de Lb.
plantarum A6, perdian la capacidad de hidrolizar el amidén
insoluble (4). Asi, en el presente trabajo se investigo el papel
funcional que las secuencias repetidas de dichas a- amilasas
tenian, con un especial énfasis en la fijacion al amidon
insoluble.

Metodologia. Con el gen de a- amilasade Lb. amylovorus
se realizaron dos construcciones, la primera contenia el gen
entero de la amilasa (AmyA) y la segunda el gen desprovisto
de la region carboxilo-terminal formada por las secuencias
repetidas (AmyAD. Las dos construcciones fueron
transferidas a una cepa no-amiloliticade Lb. plantarumy los
productos de expresion fueron purificados, caracterizados y
comparados, en especial sobre su capacidad para fijarse e
hidrolizar el amidén insoluble.

Resultados. Las amilasas AmyA y AmyAD presentaron
actividades similares sobre substratos solubles o
parciamente solubles como la amilosa, amilopecting, la a-
cyclodextrina y e amidon soluble.  Sin embargo, las
constantes catal iticas muestran que AmyA es més eficaz que
AmyAD para hidrolizar € amidén soluble. Asi mismo, la
eliminacién de la mitad carboxilo-termina disminuye la
toleranciade AmyAD acambiosen el pH y latemperatura.
Laremocién de las secuencias repetidas ocasioné la perdida
de la capacidad de la a- amilasa de Lb. amylovorus para

disminuye la tolerancia de AmyAD a cambiosen el pH y la
temperatura.

La remocién de las secuencias repetidas ocasiond la pérdida
de la capacidad de la a-amilasa de Lb. amylovorus para
unirse e hidrolizar el amidén insoluble (Fig. 1). Asi, la
capacidad de absorcién y degradacion del almidoén insoluble
depende de la existencia de dichas secuencias repetidas en el
extremo carboxilo-terminal.

Fig. 1. Fotografias al microscopio electrénico de barrido que
muestran el efecto sobre granulos de almidon de maizde: (A) la
a-amilasa entera (AmyA) y (B) la a-amilasatruncada (AmyAD).

Conclusiones. Los estudios realizados sobre la estructura
primaria (no mostrados), asi como las propiedades
observadas en estas amilasas Illevan a concluir que fue
descubierto un dominio funcional de fijacion a amiddn,
constituido por unidades repetidas.
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