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RESUMEN

Recientemente se secuenciaron los genes que codifican las a-amilasas de tres bacterias ldcticas:
Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus manihotivorans, encontrdndose una
esfructura diferente a la reportada para el resto de las o-amilasas tanto procariofas como
eucariotas. Dicha estructura estd formada por dos dominios funcionales: el primero corresponde al
dominio catalitico, el cual es muy similar al descrito para otras a-amilasas y el segundo corresponde al
Dominio de Fijacién al Almidén (DFA), siendo este dltimo el que le confiere la particularidad a estas
enzimas, ya que a diferencia del resto de las amilasas, estd constituida por unidades repetidas (UR),
directas e idénticas, de 91 aminodcidos cada una, El nimero de UR varfa segin la especie, L.
amylovorus contiene cinco mientras que L. plantarumy L. manihotivorans contienen sélo cuatro.

Este trabajo se inicié con la caracterizacién de este nuevo tipo de DFA, determinando si una unidad
repetida es capaz de adsorberse al almidén insoluble por si sola o bien si son necesarias todas las
unidades para conferirle a la enzima la capacidad de adsorcién al sustrato. Para responder a ésta
pregunta se clond una de las cinco UR de la a—amilasade Lactobacillus amylovorus en el vector de
expresién pBAD-HisC de Escherichia. coli. Se llevaron a cabo ensayos de adsorcién tanto para 1UR
como para la amilasa entera para determinar la cantidad de proteina que se podia adsorber al grdnulo

de almidén. Se realizaren las isotermas de adsorcién correspondientes y a partir de éstas se
calcularon las constantes de adsorcién (Kad).

Los resultados indican que 1UR es capaz de adsorberse al almidén insoluble (Kad jz = 0.1872) aunque
en menor medida que la amilasa entera de Lactobacillus amylovorus (Kad gmiess = 0.5396), ya que ésta
se adsorbe alrededor de tres veces mds. Con lo anterior se puede sugerir que el efecto de las

unidades repetidas es sumatorio o sinérgico y que cada una de éstas actia como un dominio de fijacién
al almidén independiente.
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INTRODUCCION

La industria de la transformacién del almidén es una de las mds importantes del mundo, solamente
precedida por la de bebidas alcohélicas. A partir de ella se obtienen productos de alto valor agregado
(Kennedy et al, 1988) con gran aplicacién en distintas industrias como la alimentaria, la energética, la
textil, etc. Para transformar al almidén, éste debe ser sometido a altas temperaturas para
gelatinizarlo, entonces es hidrolizado por la a-amilasa para obtener cadenas de menor peso molecular
y con la accién de la glucoamilasa se llega hasta glucosa. Los jarabes de glucosa pueden ser empleados
directamente para la produccién de edulcorantes, jarabes fructosados, dextrosa o jarabes de maiz, o
bien los jarabes de glucosa pueden ser fermentados para producir etanol, dcidos orgdnicos, vitaminas,
aminodcidos o productos novedosos como el polimero de dcido polildctico que presenta cualidades muy
similares a las de los pldsticos y tiene la ventaja de ser biodegradable.

Especificamente las a-amilasas son endo-enzimas que hidrolizan al azar los enlaces glucosidicos a-1,4
del almidén. Son enzimas formadas por mdltiples dominios: el dominio A es el dominio catalitico con
una estructura tridimensicnal de barril (B/c)s, el dominio B corresponde a una asa larga que se inserta
entre la tercera ldmina B y la tercera hélice adel barril, presenta una estructura irregular que
depende del origen de la enzima y es entre este dominio y el A donde se localiza la bolsa del sitio
activo. Casi todas estas enzimas presentan el dominio C, después del barril (B/a)s que Se cree puede
estabilizar al dominio catalitico (Mac Gregor ef al, 2001). También se ha sugerido que el dominio C
estd involucrado en la unién al sustrato (Dauter ef al, 1999 y Rashid et a/, 2002). En algunas de éstas
se ha identificado un cuarto dominio, el dominio de fijacién al almidén (DFA), que se encuentra en el
extremo carboxilo terminal a excepcién de la glucoamilasa de Rhizopus oryzaey Arxula adeninivorans
que lo presenta en el extremo amino terminal (Ashikari ef al, 1986, Cornett, ef a/, 2003). El DFA
estd usualmente constituido por una centena de aminodcidos que forman varios segmentos de ldminas
B que se organizan en un barril-p distorsionado (Lawson et al, 1994, Sorimachi et a/, 1997).

Los genes que codifican las a-amilasas en tres lactobaciles (Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus
Pplantarum y Lactobacillus manihotivorans) fueron secuenciados recientemente (Giraud ef al, 1997,
Morlon-Guyot et al, 2001). Los tres genes presentan entre ellos una identidad del 98%, sin embargo
son muy diferentes al resto de las a-amilasas. En primer lugar, estas enzimas son particularmente
grandes; alrededor de 100 kDa (Giraud et al, 1997), lo cual corresponde a casi el doble de peso
molecular del resto de las tipicas o~amilasas microbianas (50-60 kDa) (Vihinen et al, 1989). El peso
molecular alto se debe a su estructura poco comin, la cual puede dividirse en dos partes: la primera
mitad; a partir del extremo amino-terminal, corresponde al dominio catalitico mientras que la segunda
parte (extremo carboxilo-terminal) estd ronstituida por unidades repetidas (UR) en tandem, directas
e idénticas, cuya cantidad varia dependiendo de la especie: cinco para L. amylovorus'y cuatro para L.
manihotivoransy L. plantarum. Para la primera especie las UR se presentan continuas, mientras que en

L. manihotivorans y en L. plantarum se encuentran flanqueadas por secuencias ricas en serinas y
treoninas.

Por analogia con otras enzimas como las glucesiltransferas, las dextran-sacarasas, las celulasas y las
quitinasas (Giffard and Jacqes, 1994: Gilmore et a/, 1990; von Eichel-Streiber ef al, 1992) se inferia
que la funcidn de las UR estaba relacionada con la adsorcién de la enzima al sustrato, de tal forma que
se clonaron tanto la amilasa entera de L. amylovorus como la misma amilasa sin UR (amilasa trunca), se
compararon sus caracteristicas bioquimicas, encontrdndose que, mientras la enzima entera era capaz
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de adsorberse al grdnulo de almidén y de hidrolizarlo, la enzima trunca no lo era. Asi, se determiné
que la a-amilasa de Lactobacillus amylovorus contenia un Dominio de Fijacién al Almidén (DFA)
constituido por una serie de cinco unidades repetidas (Rodriguez-Sancja, 2000). Este dominio de
aproximadamente 50 kDa es mucho mds grande que el descrito para el resto de las amilasas, cuyo
peso molecular se encuentra alrededor de 10 kDa. Al observar esta coincidencia se realizé la
alineacion de una de las UR con otros DFA de amilasas filogenéticamente cercanas encontrdndose la
presencia de aminodcidos conservados, principalmente los triptofanos, que han side implicados en la
unidn al sustrato en diversas glucosil hidrolasas (glucoamilasas, ciclodextrina glucosiltransferasas o
celulosas) (Coutinho y Relly, 1994, Goto et al, 1994, et al, 1991, Svensson, 1991, Svensson ef al,
1989, Warren, 1996).

Considerando que cada unidad repetida presenta el mismo tamafio que el resto de los DFA reportados
para amilasas y que en cada una de éstas se encuentran aminodcidos conservados e importantes para
la fijacién al sustrato, se podria pensar que 1UR por si sola serfa capaz de fijarse al almidén insoluble.
Siendo asi el objetivo de este trabajo, clonar una unidad repetida de las cinco presentes en la
a-amilasa de Lactobacillus amylovorus para determinar si la proteina resultante es capaz de
adsorberse al almidén insoluble.

Con este estudio se pretende contribuir a la caracterizacién molecular de este DFA del cual se conoce
muy poco. Por otro lado, la trascendencia de este trabajo no sélo se centra a nivel cientifico, sino
también se busca la aplicacién en la industria biotecnolégica, ya que al presentar la UR la capacidad de
adsorberse al almidén insoluble se podria utilizar como tallo de purificacién para proteinas
recombinantes, o bien, en la industria de los alimentos para inmovilizar enzimas y en bioremediacién.
La ventaja de aplicar este péptido en los dmbitos antes mencionados, recae en la utilizacién de una
matriz de bajo costo como es el almidén,



ANTECEDENTES
1. ALMIDON

El almidén es una importante fuente de carbono que se encuentra ampliamente distribuida en la
naturaleza (Vihinen, M., Mantsdld, 1989). En los vegetales, como los tubérculos es parte estructural,

en los cereales es la primordial forma de reserva energética y para el humano representa la principal
fuente de carbohidratos (Othén, 1996),

Para la humanidad los cereales constituyen un conjunte de plantas de gran importancia, ya que son el
alimento que proporciona energia y numerosos nutrimentos al organismo. Las reservas de
carbohidratos en el grano son derivados de la fotosintesis de la planta, Durante la fotosintesis se
utiliza CO; del aire, agua y radiacién solar para formar azticares. La sintesis del almidén comienza por
la formacién de ADP-glucosa a partir de glucosa-1-fosfato y de ATP, reaccién catalizada por la ADP-
glucosa fosforilasa (EC 2.7.7.23). La cadena se alarga afiadiendo ADP-glucosa al extremo no reductor
de la cadena de a-1,4 glucano. La reaccién se realiza por la almidén sintasa (EC 2.4.1.21) y la cadena
linear de a-1,4 glucosas es utilizada como sustrato por la enzima ramificante del almidén (EC 2.4.1.28)
que introduce las ligaciones a-1,6 entre las cadenas para formar amilopectina (Slattery, ef a/, 2000).

1.1, Estructura.

Quimicamente, el almidén consiste en dos polimeros de diferentes estructuras: la amilosa y la
amilopectina. La amilosa estd formada por cadenas de glucosas, las cuales se unen entre si por enlaces
glucosfdicos «-14 (fig la). En el espacio, la amilosa adquiere una conformacién tridimensional
helicoidal (fig 1b) de cadena sencilla o doble, el interior de la hélice es de cardcter hidrofébico
mientras que el exterior es hidrofilico (Barsby et o/, 2001).

a) b) ?\;‘ :
CHyoH CHpOH n ‘ » Hg

H L I H O n .,
o OH H o OH H o— .
H H H OH

Fig. 1: Molécula de amilosa.
a) Representacién quimica de la amilosa, donde se observan los enlaces
glucosidicos a-1,4, b) Conformacién tridimensional helicoidal de la amilosa.




La segunda molécula que conforma el almidén es la amilopecting, la cual es una cadena ramificada

formada a su vez por cadenas de amilosa unidas por enlaces glucosidicos a-1,6 y se puede representar
de la siguiente manera ( Barsby et al., 2001):

Fig. 2: Molécula de amilopectina.

1.2, Industria de la transformacién del almidén.

El almidén es ampliamente utilizado en la produccién de alimentos y bebidas, en la fabricacién de papel
y adhesivos, asi como en la industria textil y energética. Tiene un gran potencial como material
insoluble en la industria quimica y como fuente de energia, ya que la glucosa, el producto mds
importante de la hidrélisis del almidén, puede ser convertida a otros productos como etanol, dcidos

orgdnicos o antibidticos por fermentacién y a fructosa por isomerizacién enzimdtica (Kennedy ef al,
1988).

Las aplicaciones mds importantes del almidén y sus productos en la industria de los alimentos son las
siguientes:

1. Hidrdlisis parcial del almidén para generar dextrinas que son utilizadas como espesantes.

2. Obtencién de jarabes de alta maltosa utilizados en la fabricacién de cerveza y confituras (dulces,
helados).

3. Obtencidn de jarabes de alta glucose utilizados en la fabricacién de cerveza, panes y reposteria,
confituras y bebidas no alcohélicas.

4. Hidrélisis parcial del almidén en la industria panadera para la liberacién de glucosa que es utilizada

como sustrato de fermentacién por las levaduras para el leudamiento de la masa. (Fennema, et al,
1996).

En la industria, la transformacién del almidén puede ser quimica o enzimdtica. La transformacién
quimica comienza con una hidrélisis dcida (comercialmente se usa dcido clorhidrico), este proceso es
mds o menos azaroso e inicia liberando fragmentos muy largos. Después, se calienta la mezcla hasta
obtener el grado de despolimerizacién deseado, se neutraliza el dcido y se recupera el producto, se
lava y se seca. El producto aiin es granular, ya que sélo algunos enlaces glucosidicos han sido




hidrolizados, sin embargo, los grdnulos de almidén se desintegran mucho mds fdcilmente durante el
calentamiento con agua y por lo tanto se hidrolizan con mayor facilidad. Los almidones hidrolizados
forman geles claros y fuertes, ademds, presentan una viscosidad baja; son usados en productos como
panes y dulces o en cualquier alimento donde se desea un gel fuerte.

Una modificacidn mds extensa con dcido produce dextrinas. Las dextrinas pueden ser usadas en altas
concentraciones en los procesos de los alimentos, son blandas, prdcticamente carecen de dulzor y son
excelentes para contribuir al cuerpo de los alimentos, tienen propiedades adhesivas y son usados como
rellenos, agentes encapsulantes y son acarreadores de sabores. La hidrélisis da mezcla de moléculas

que una vez secas son llamadas sélidos de jarabes de maiz, los cuales se disuelven rdpidamente y son
medianamente dulces.

Si se continda la hidrdlisis del almidén se produce una mezcla de D-glucosa, maltosa y otros malto-
oligosacdridos. Los jarabes con esta composicién se producen en enormes cantidades y son estables
porque no se cristalizan fdcilmente. Se venden en concentraciones de alta osmolaridad, lo suficiente
como para evitar que los microorganismos ordinarios puedan crecer en ellos.

El jarabe de maiz es la mayor fuente de D-glucosa y D-fructosa. Para la elaboracién enzimdtica de un
Jjarabe de maiz se mezcla el almidén con agua con una a-amilasa termoestable y se calienta llevdandose
a cabo una gelatinizacién rdpida y la hidrélisis catalizada por la enzima (licuefaccién). Después de
enfriar hasta 55-60°C, se continda la hidrélisis con la glucoamilasa, donde se clarifica el jarabe, se
concentra, se refina con carbén y se lleva a cabo un intercambio idnico.

Para la produccién de D-fructosa, una solucién de D-glucosa se pasa a través de una columna con
glucosa isomerasa inmovilizada. La enzima cataliza la isomerizacién de la D-glucosa a D-fructosa hasta
un equilibrio de un 58% de D-glucosa y 42% de D-fructosa. Generalmente se desean concentraciones
mds altas de D-fructosa; de aproximadamente 55%, estos jarabes de maiz son llamados de alta
fructosa y se usan como endulzantes suaves en bebidas (Fennema, et al, 1996).

En resumen, industrialniente se usan de fres a cuatro enzimas para llevar a cabo la hidrélisis del
almidén hasta D-glucosa. La a-amilasa es una endo-enzima que corta tanto las moléculas de amilosa
como las de amilopectina internamente, produciendo oligosacdridos. Los oligosacdridos pueden
encontrarse ramificados por enlaces 1-6, ya que la a-amilasa sélo actia en los enlaces 1-4 del almidén.

La a-amilasa no ataca segmentos del polimero en doble hélice ni segmentos que forman complejos con
lipidos,

La glucoamilasa es usada comercialmente en combinacién con la a-amilasa para producir jarabes de D-
glucosa (dextrosa) y D-glucosa cristalina. La enzima actia sobre el almidén completamente
gelatinizado como una exo-enzima, liberando secuencialmente unidades de D-glucosa desde los
extremos no reductores de las moléculas de amilosa y amilopectina, incluso actia en aquellas
moléculas unidas por enlaces 1-6. Consecuentemente, la enzima puede hidrolizar por completo al
polimero hasta D-glucosa, pero es usada en almidén que ha sido despolimerizado previamente con -

amilasa porque en éste se han generado mayor cantidad de fragmentos pequefios y mds extremos no
reductores.

La p-amilasa libera secuencialmente el disacdrido maltosa desde el extremo no reductor de la amilosa.
También ataca el extremo no reductor de la amilopectina, liberando maltosa, pero no puede romper

los enlaces 1-6 en los puntos de ramificacién dejando fragmentos de amilopectina llamades dextrina
limite.




Existen muchas enzimas desramificadoras que hidrolizan especificamente las uniones 1-6 de la
amilopectina en los puntos ramificados, produciendo muchas moléculas lineales pero de bajo peso
molecular. Una enzima de este tipo es la isoamilasa o la pululanasa.

La ciclodextrina glucosiltransferasa es la tinica enzima de Bacillus que forma anillos de 1 a 4 unidades
de a-D-glucopiranosas a partir de polimeros de almidén. La enzima puede formar anillos de seis, siete
y ocho miembros, los cuales son respectivamente alfa-, beta- y gamma- ciclodextrinas. Estos
productos tienen la habilidad de acomplejarse con substancias hidrofébicas que son atrapadas en el
centro del anillo. Debido a esta capacidad de acomplejamiento con este tipo de moléculas, se pueden
convertir aceites esenciales en polvos en los cuales el sabor o la sustancia aromdtica es protegida de
la luz y el oxigeno pero se liberan fdcilmente cuando el complejo es afiadido a un sistema acuoso
debido a la solubilidad en agua de las ciclodextrinas. Las ciclodextrinas no han side aprobadas ain
para su uso en alimentos en los Estados Unidos. Sin embargo, las esferas poliméricas insolubles de
ciclodextrinas han mostrado ser (itiles para remover componentes amargos en jugos citricos.

2. a~-AMILASAS

2.1, Caracteristicas y modo de accién.

Las a-amilasas se encuentran presentes en una gran variedad de organismos; en plantas, animales,
hongos y microorganismos. Sen utilizadas ampliamente en la industria, donde se obtienen
principalmente de Bacillus licheniformis y Bacillus amyloliguefaciens por su gran termoestabilidad o
también de hongos, particularmente del género Aspergillus (Pandey et af, 2000). El pH déptimo de
estas enzimas es alrededor de 5, sin embargo algunas son estables en un rango mucho mds amplio 4-11
(Fogarty et al, 1979, Vihinen et al, 1989, Hamilton et a/ 1999, Saito, 1973, Khoo ef a/, 1994). Su
temperatura éptima estd relacionada con la del crecimiento del microorganismo (Vihinen ef al, 1989).

Las a-amilasas son endo-enzimas que hidrolizan al azar los enlaces glucosidicos a-14 del almidén
dando como productos maltosa, maltotriosa y dextrina limite, aunque con tiempos prolongados de
hidrélisis llegan a hidrolizar al almidén hasta glucosa. En la clasificacién basada en la estructura
primaria de las glucosilhidrolasas, estas enzimas pertenecen a la familia 13 (6H13) (Henrissat et al,
1996), que incluye hidrolasas y transglucosidasas, exo-enzimas y endo-enzimas especificas para
enlaces a-14 (Svensson ef al, 2002). Esta familia, contiene alrededor de 28 especificidades
diferentes, abarca mds de 700 miembros (Svensson et a/, 2002) y presenta tres caracteristicas
principales: (i) el dominio catalitico presenta una estructura tridimensional de barril (B/a)s: estructura
conocida también como barril TIM (triosa fosfato isomerasa ), (i) presenta 3 residues de aminodcidos
conservados identificados como los responsables de llevar a cabo la hidrdlisis: dos dcidos aspdrticos y
un dcido glutdmico y (iii) cuando se lleva a cabo la hidrélisis estas enzimas mantienen la configuracién
del carbono anomérico en el producto (Davies, 6. and Henrissat, B., 1995).

La hidrélisis enzimdtica del enlace glucosidico se lleva a cabo via catélisis dcida y requiere dos
residuos: un donador (dcido) y un nucleéfilo (base). Esta hidrélisis ocurre por dos tipes de
mecanismos; en uno se mantiene la configuracién del carbono anomérico y en el otro se invierte (fig. 3)
(Davies, 6. and Henrissat, B., 1995). En ambos la pesicién del protén es la misma. Sin embargo, en



enzimas que retienen la configuracién, la base catalitica o nucledfilo se encuentra adyacente al
carbono anomérico del azdcar, pero en enzimas que invierten la configuracién esta base estd a una
distancia mayor, de tal forma que interactia una molécula de agua entre la base y el azlcar. Esta
diferencia resulta en una distancia de 5.5 & entre los dos residuos cataliticos en enzimas que retienen

la configuracién y en una distancia de 10 & en enzimas que invierten la configuracién (McCarter y
Withers, 1994),

El papel de los tres residuos cataliticos ha sido descrito por varios autores. En la Taka-amilasa A de
Aspergillus oryzae se establecié que los aminodcidos involucrados en la hidrélisis eran los residuos
6lu230, Asp206 y Asp297 (Matsuura et al, 1984). El residuo Glu230 corresponde al donador de
protones (AH) descrito en la figura 3, mientras que uno de los dos dcidos aspdrticos (Asp 206) actia
como el nuclesfilo (B°). Se ha sugerido que el papel del residuo Asp297 es el de estabilizar el complejo
enzima-azicar manteniendo al dcido glutdmico protonado y activo (Uitdehaag et al, 1999).

(a) | | :

Figura 3: Mecanismos de accién de las
glucosil-hidrolasas como se propuso por
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primera vez por Koshland en 1953.

a) Mecanismo de retencién de la configuracidn,
El oxigeno del enlace glucosidico es protonado
por el deide (AH) y la base estabiliza la salida
del aglicon. Una molécula de agua ataca al
complejo enzima-azicar resultante, este
segunda sustitucién nucleofilica en el carbono
anomérico genera un producto con la misma
esterecquimica que la del sustrato.

b) Mecanismo de inversidn de la configuracién.
La protonacién del oxigeno del enlace
glucosidico y la salida del aglicén estd
acompafiada por un ataque concomitante de una
molécula de agua que es activada por el residuo
bdsico (B"). Esta sustitucidn nucleofilica en un
solo paso da un producto con estereoquimica
opuesta a la del sustrato,

AH: deido glutdmico B : deido aspdrtico




2.2, Estructura.

Las u-amilasas estdn compuestas de una sola cadena polipeptidica que forma mdltiples dominios, El
dominioc A o dominio catalitico se encuentra, en la mayoria de las amilasas, en el extremo amino-
terminal y presenta una estructura de barril (B/)g: estd constituido por ocho ldminas-p rodeadas por
ocho hélices-a (fig. 4A). Las asas del barril pueden ser lo suficientemente largas como para ser
consideradas como dominios (Mac Gregor ef al, 2001). Asi, se determind que el asa que se inserta
entre la tercera ldmina-B y la tercera hélice-a corresponde al dominio B. La bolsa del sitio activo se
encuentra entre estos dos dominios; en direccién al extremo C-terminal, entre la cuarta y quinta

lémina-B de la estructura de barril con los residuos cataliticos localizados en las asas de estas ldminas
(Matsuura, 2002).

La gran mayoria de los miembros de esta familia tienen un tercer dominio, dominio C, localizado
después de la estructura de barril, constituido por léminas- y se cree que pueden estabilizar al
dominio catalftico protegiendo a los residuos hidrofébicos del dominio A del solvente. También se ha

sugerido que esfe dominio estd involucrado con la unién al sustrato (Dauter ef al, 1999 y Lawson e
al, 1994) (fig. 4B).

Muchos de los miembros de la familia GH13 contienen un dominio extra en el extremo N-terminal
antes del barril TIM que se ha denominado N (Jespersen et al,, 1991). La funcién de este dominio adn
es incierta. En la isoamilasas o malto-oligosiltrealosa trealohidrolasa, el dominio N se localiza cerca
del asa que une a la tercera ldmina B con la tercera hélice a del barril y algunos autores sugieren que
los residuos de este dominio pueden formar parte del sitio activo de la enzima (Katsuya et af, 1998,
Feese et a/, 2000). Sin embargo, se ha observado en la c—amilasa IT' de Thermoactinomyces vulgaris
que el dominio N se encuentra demasiado lejos del sitio activo como para participar en la actividad de
la enzima (Katsuya et al, 1998, Kamitori et al, 1999).

En l ciclodextrina glucosiltransferasas (C6T) y en ‘amilasas’ maltogénicas se han encontrado dos
dominios adicionales después del dominio C, los dominios D y E, constituidos por ldminas-f (Dauter ef
al,, 1999, Hofmann et al, 1989 y Harata et al, 1996). Si las enzimas poseen tanto al dominio D como el
E, generalmente no contienen el dominio N y son enzimas con 5 dominios que poseen el barril (B/o)s
(dominio A) y los cuatro dominios B, C, D y E. En el caso de enzimas como las a-amilasas, glucoamilasas
y B-amilasas de cuatro dominios y que no contienen dominio N, sélo el dominio E y no el D se encuentra
presente, La funcién del dominio D no se ha determinado, mientras que la del dominio E se ha descrito
como la de fijacién al almidén granular y también se ha propuesto que provee una extensién al sitio
activo en C6Tasas (Hofmann ef al, 1989 y Jespersen et al, 1991). Este dominio se encuentra en
enzimas que degradan almidén insoluble, como en glucoamilasas (familia 15), en muy pocas f-amilasas
(familia 14) y a-amilasas (Jespersen ef al, 1991). Asi, este dominio E también ha sido denominado
dominio de fijacién al almidén (DFA) en las enzimas que lo poseen.



Fig. 4: Estructura tridimensional de la taka amilasa de Aspergillus sp. donde se observa la
estructura de barril (A) (Sussman ef al, 1998; Abola e? al, 1997) y de la a-amilasa de Bacillus
licheniformis (B) (Hwang, ef al., 1997).

3. DOMINIO DE FIJACION AL ALMIDON
3.1, Generalidades

Las proteinas con capacidad de adsorcién a carbohidratos han sido divididas en dos grandes grupos
baséndose en la topologfa del sitio de fijacién y en su localizacién (Drickamer, 1989: Quiocho, 1986;
Rini, 1995). E| primer grupo presenta un sitio de fijacion cubierto y estd constituido por proteinas
peripldsmicas de unién a monosacdridos, transportadores de azicar unidos a la membrana y enzimas
como hexoquinasas y exoglucanasas, entre otras. En el segundo grupo, la topologia del sitic de fijacién
es mucho mds abierta en su superficie y contiene proteinas como lectinas, endoglucanasas,
inmunoglogbulinas, toxinas y enzimas con médulos de fijacién a carbohidratos (CBM; por sus siglas en

inglés: Carbohydrate-Binding Modules). Numerosas proteinas y dominios en esta segunda categoria se
unen a carbohidratos insolubles como la celulosa,

En proteinas activas sobre carbohidratos, los médulos de fijacién al substrato se encuentran unidos a
los dominios cataliticos y el sitio de unién de los dominios de fijacién es una hendidura superficial o
una superficie plana (Lehtid, 2001), Por definicién, un médulo de fijacién a carbohidratos es una
secuencia confinua de aminodcidos en ina enzima activa sobre carbohidratos que presenta un
enrollamiento discreto y con una actividad de fijacién a carbohidratos independiente. Estos médulos
también han sido llamados dominios y debido a que una gran cantidad de nuevos médulos han sido
descubiertos en los dltimos affos, Coutinho y Henrissat (1999) han realizado una nueva clasificacion
donde se incluyen todos los médulos de fijacién a carbohidratos conocidos.

Dentro de los CBM's se encuentran los dominios de fijacién al almidén (DFA). La mayor parte de los
estudios disponibles sobre DFAs se centran en la familia 20. Estos DFA estdn presente en
aproximadamente 10% de las enzimas amiloliticas de las familias de las glucosil hidrolasas 13, 14 y 15
(Svensson et al, 1989 y Janeéek et al, 1999). La presencia del DFA en una enzima amilolitica estd
muy relacionada con el origen de la enzima. Los miembros de la familia de la a-amilasa que contienen



DFA se han detectado principalmente en microorganismos; en particular en hongos filamentosos,

bacterias Gram positivas, Proteobacterias de la subdivisién-y, actinomicetos y Archaea (Janecek et
al, 2003),

Los DFA estdn generalmente constituidos por una centena de aminodcidos ordenados en ldminas-
f antiparalelas que se arreglan en forma de barril . Las a-amilasas que no contienen DFA y aquellas que
sf lo poseen, presentan velocidades similares de degradacién del almidén soluble, sin embargo, no
existe la misma capacidad para hidrolizar el almidén insoluble, ya que el DFA facilita su hidrélisis de
dos formas; incrementando la concentracidn local del sustrato en el sitio activo del dominio catalitico
y desestabilizando la superficie del grdnulo de almidén (Hayashida ef al, 1989; Southall et al, 1999).

La importancia funcional de los dominios de fijacién a carbohidratos en hidrolasas ha sido claramente
demostrada, aunque su modo de accidn no estd completamente definido. El fenémeno de adsorcién ha
sido bdsicamente estudiado en glucoamilasas (Sorimachi et al, 1997) y en CGTasas (Lawson ef al,

1994) y los resultados se han extrapolado para algunas oy B-amilasas por la similitud que presentan
sSus secuencias,



Tabla 1: Clasificacion de los Médulos de fijacion a carbohidratos

Familia Cantidad de Tamafio aproximado  Estructura 3D  Substratos de
miembros (aa) unién
1 71 30-40 Si Celulosa, quitina
2a 88 110 Si Celulosa, quitina
2b 90 Si Xilano
3 55 150 Si Celulosa, quitina
4 17 150 Si Xilano, celulosa
amorfa
5 3 60 Si Celulosa
6 20 120 Si Celulosa amorfa,
xilano
7 % = = 2
8 1 150 No Celulosa
9 16 170 Si Celulosa, mono-, di-
y oligosacdridos
10 10 50 Si Celulosa
11 3 180-200 No Celulosa
12 63 40-60 No Quitina, celulosa
13 94 150 Si Xilano, manosa,
GalNac
14 91 70 No Quitina, celulosa
15 2 40 No Celulosa
16 7 160 No Xilano, celulosa
amerfa
17 8 200 No Celulosa amorfa,
celoogligosacdridos
18 144 40 No Quitina, celulosa
19 4 60-70 No Quitina
20 60 100 Si Almiddn granular
Ciclodextrinas
21 21 100 No Almidén
22 38 160 Si Xilano
23 1 200 No Manano soluble
24 3 80 No a-1,3-glucano
25 9 110 Si Almidén
26 9 100 No Almiddn, manano
27 5 100 No Manano
28 8 200 No Celulosa amorfa,
celooligosacdridos
Resumen 841 30-200 Referencias: Coutinho y

Henrissat, 1999




3.2. Caracterizacion del fenémeno de adsorcidn.

El fenémeno de adsorcién del dominio de fijacidn al almidén fue estudiado inicialmente por
mutagénesis dirigida en la glucoamilasa de Aspergiflus awamori var. kawachi, encontrdndose que los

aminodcidos importantes para que se lleve a cabo este fendémeno son principalmente los triptofanos
(Goto et al, 1994),

Posteriormente Sorimachi et al, en 1997 determinaron por resonancia magnética nuclear (RMN), que
en el DFA de la glucoamilasa de Aspergillus niger existen dos sitios de unién al sustrato. En el sitio 1
se identifican dos triptofanos (Trp543 y Trp590) que son criticos para la unién y en el sitio 2 se
identifican los residuos Ala523, Thr526, Tyr527, Ala 553, Tyr556 y Leu562. Algunos de estos
residuos se localizan en las asas de la segunda, tercera y cuarta ldmina-p. Utilizando B-ciclodextrina
(BCD) como modelo del sustrato se observé que los residuos Trp543 y Trp590; del sitio 1, son el
centro de muchas interacciones y que exponen una regién hidrofébica, compacta y rigida, que forma
un espacio interno entre los anillos, también estabilizan a los aminodcidos del rededor para crear una
superficie adecuada para la unién de los enlaces a-1,4 de la glucosa, ademds se identificaron préximos
a los anillos del azicar, donde fuerzas de van der Waals y puentes de hidrégeno refuerzan esta
interaccién. La estructura de este sitio de unién es muy similar a la del complejo C6T-maltosa
estudiado por Lawson et a/ en 1994. Sin embargo, se debe recordar que la estructura del almidén no
se conoce con detalle; aunque ya se hayan propuesto diversos modelos, de tal forma que no es posible
extrapolar un esquema preciso para el complejo DFA-almidén a partir del complejo BCD-almidén. De
cualquier forma, se podria pensar que todos los residuos que se han identificado como ligandos
importantes para la BCD pueden formar puentes de hidrégeno con el almidén y que algunas
interacciones pueden estar mediadas por moléculas de agua. El sitio 2 de unién es mds extenso y la
interaccién proteina-ligando estd dada una vez mds por efectos hidrofébicos de dos anillos
aromdticos: Tyr527 y Tyr556. Estos anillos parecen interaccionar con la BCD por fuerzas de van der
Wadls, sin embargo la posicién del ligando en este sitio de unién es mds variable, lo cual se puede
atribuir a la flexibilidad del residuo Tyr527. Es posible que con ligandos o sustratos mds grandes la
flexibilidad de este residuo se vea reducida, ya que habria una superficie de interaccién proteina-
ligando mds grande. También es posible que la flexibilidad asociada con Tyr527 posea la funcién de
localizar al ligando y dirigirlo hacia el sitio de unién (Sorimachi et af, 1997).

En la estructura de la CGT también se presentan residuos de tirosina en una posicién muy similar a la
del residuo Tyr556 de la glucoamilasa (Tyr633 en el complejo C6T-maltosa). En el complejo DFA-BCD,
Tyr556 se mueve cerca de los residuos Asp554 y Lys555, mientras que en la CGT libre, el anillo
aromdtico de la tirosina equivalente para esta enzima, se mueve cerca de los residuos Asn626 y

6In627. Estos residuos han sido identificados como sitios de unién al sustrato para ambas enzimas
(Sorimachi ef al,, 1997).

En el sitio 2 de unién de la glucoamilasa de Aspergillus awamori var. kawachi, existen residuos en la
superficie de la proteina que se encuentran a una distancia tal que pueden formar puentes de
hidrégeno directos o mediados por una molécula de agua con el almidén. Asp554 y Lys555 tienen sus
cadenas expuestas hacia el exterior de la proteina de tal forma que pueden tener una interaccién con
un ligando grande. Algunos residuos (Thr525 y Thr526 por ejemplo) que eran flexibles en la
superficie de la estructura libre del DFA, se aproximan hacia el sitio de unién con la presencia del
ligando, lo que contribuye a la estabilidad de la interfase de unién. Estos residuos del sitic 2 forman
una superficie de unién mayor a la que presenta el sitio 1, lo cual puede deberse a las diferentes



funciones de los dos sitios. Un resumen de las posibles interacciones intermoleculares de ambos sitios
se presenta en el siguiente esquema.
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)
D

Fig. 5: Diagrama que representa las interacciones intermoleculares que se sugieren para los dos sitios de unién del DFA
de la glucoamilasa de Aspergillus awamors var. Kawachi con la BCD (Sorimachi et al., 1997).

(a) sitio de unidn 1 y (b) sitio de unién 2. La molécula de BCD son las siete unidades marcadas 'gle’. Las interacciones
hidrofdbicas estdn representadas por lineas largas horizontales entre el azicar y el anillo aromdtico. Las uniones directas con
el hidrégeno se muestran como lineas incompletas y las lineas punteadas repr ibles puentes de hidrégeno mediados
por moléculas de agua. Los residuos encerrados en ru.hingulns punteados son los qu: se encuentran en la superficie de la
proteina y que pueden interaccionar con ligandos mds grandes.

Los dominios de fijacién a carbohidratos fisicamente separados del dominio catalitico y que se unen
especificamente a sustratos insolubles no sélo se han encontrado en amilasas come: « y B-amilasas de
bacterias (Itkor ef al, 1990, Bahl, ef a/, 1991, Nanmori et a/, 1983 y Kitamoto et al, 1988),
glucoamilasas (Sorimachi ef al, 1997) y ciclodextrina glucosiltransferasas (Nitschke et af, 1990 y
Lawson et al, 1994), sino también en otras enzimas que hidrolizan carbohidratos diferentes al
almidén, como en quitinasas (Watanabe et a/ 1994), celulasas (Lymar ef al, 1995), xilanasas
(Millward-Sadler et al,, 1994) y celulasas (O'Neill ef o/, 1986).



4, BACTERIAS LACTICAS.

Las bacterias ldcticas son microorganismos gram positives, generalmente inméviles, anaerobios pero
aerotolerantes, Tienen exigencias nutricionales complejas en lo que concierne a aminodcidos, péptidos,
vitaminas, sales, dcidos grasos y azdcares fermentables. Todas las bacterias ldcticas tienen un
metabolismo fermentativo estrictamente sacarolitico y como producto de la utilizacién de azdcares se
obtiene sélo dcido ldctico (bacterias homoldcticas estrictas), dcido ldctico y acético (bacterias
heteroldcticas facultativas) o dcido ldctico, dcido acético, etanol y €O, (bacterias heteroldcticas
estrictas). Las bacterias ldcticas en forma de coco pertenecen a los géneros: Strepfococcus,
Lactococcus, Vagococeus, Enterococcus, Pediococcus, Aerococcus, Tetragenococcus, Leuconostoc y
Atopobium, mientras que las que poseen forma de bacilo son: Lactobacillus y Carnobacterium. Sin
embargo, la denominacién de bacteria ldctica también se aplica para otras bacterias relacionadas
como: Bifidobacterium, Micrococcus, Brevibacteriumy Propionibacterium (Roissart y Luquet, 1994).

4.1, Bacterias lacticas amiloliticas (BLA).

La capacidad de las bacterias ldcticas para fermentar almidén fue reportada por primera vez por
Sherman en 1937 cuando encontré que algunos estreptococos aislados del tracto digestivo de
rumiantes producian dcido en sustratos amildceos (Sherman, 1937). A partir de esa fecha se han
aislado bacterias ldcticas amiloliticas (BLA) de diversos sustratos; como ensilados de maiz (Nakamura,
1981, Nakamura y Crowell, 1979), desperdicios vegetales (Sen y Chakrabarty, 1984), de malta y
mostos cerveceros (Bohak et al, 1998), de ensilados de pescado mezclado con cereales (Lindgren y
Refai, 1984); asi como del tracto digestivo y heces de bovinos, ovejas, puercos, caballos y pollos
(Cotta, 1992, Champ et al, 1983). La cantidad de BLA que se han identificado abarcan alrededor de
una docena y comprende las siguientes especies: Lactobacillus amylophilus (Nakamura y Crowel, 1979),
Lactobacillus fermentum (Sanni ef al, 2002), Lactobacillus amylovorus (Nakamura, 1981),
Lactobacillus plantarum (Brauman et al, 1996) , Lactobacillus manihotivorans (Morlon-Guyot ef al,
1998), Lactobacillus cellobiosus (Sen and Chakrabarty, 1984), Lactobacillus amylolyticus (Bohak ef al,
1998), Streptococcus bovis (Hardie, 1986), Streptococcus equinus (Cotta, 1992), Leuconostoc sp
(Lindgren y Refai, 1984), Pediococcus sp. (Diaz-Ruiz, 2003).

4.2, Amilasas de bacterias ldcticas.

La capacidad amilolitica de las bacterias ldcticas se debe aparentemente a la produccién de a-
amilasas ya que sélo existe un reporte de la presencia de una glucoamilasa en Lactobacillus amylovorus
(James y Lee, 1995). La mayoria de las a-amilasas son extracelulares y existen especies que producen
amilasas asociadas a la célula (Diaz-Ruiz, 2003). En las amilasas descritas hasta el momento,
Lactobacillus fermentum (Agati et al, 1998), Lactobacillus cellobiosus (Sen, et al, 1984),
Lactobacillus manihotivorans (Aguilar, et al, 2000), Lactobacillus plantarum (Giraud, 1993),
Lactobacillus amylovorus'y Lactobacillus amylophilus (Castillo, et al,, 1993), Streptococcus (Satoh, ef
al, 1993 y Simpson y Russell, 1998) y Leuconostoc (Lindgren y Refai, 1984) se ha observado una
actividad éptima a un pH cercano a 5 y una gran tolerancia a pH dcidos (Rodriguez-Sanoja, 2001).

Al secuenciar los genes que codifican las c-amilasas de tres de estos lactobacilos: Lactobacillus
amylovorus, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus manihotivorans se encontré que las proteinas

resultantes presentan una identidad del 98% entre ellas y que tienen una estructura diferente a la
reportada; constituida por el dominio catalitico en el extremo N-terminal y series de unidades
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repetidas (UR), de 91 aminodcidos cada una, directas e idénticas en el extremo C-terminal. Debido a la
presencia de las UR, las a-amilasas de estos lactobacilos son casi del doble de peso molecular (100
kDa aprox.) que el resto de las tipicas a-amilasas microbianas (50-60 kDa aprox.). La cantidad de UR
varia de una especie a otra; Lactobacillus amylovorus contiene cinco, se presentan de manera continua
y en los extremos de éstas hay secuencias ricas en serinas y treoninas (fig. 6) cuya funcién en otras
glucosil hidrolasas ha sido identificada como la de unir dominios (Tomme et al,, 1995). Lactobacillus
plantarumy Lactobacillus manihotivorans contienen cuatro UR, pero no se encuentran continuas, ya
que existen unidades intermedias ricas en serinas y treoninas entre cada una de éstas (fig. 6).
Ademds, en la cuarta unidad intermedia de la a—amilasa de L. manihotivorans, hay una delecién de 30
pares de bases, siendo la diferencia mds notable entre estas dos enzimas (Giraud and Cuny, 1997,
Morlon-Guyot et al, 2001).

L. amylovorus Dominio catalitico URI URZ UR3 UR4 URS

L. plantarum Dominio catalitico IURIIURZ IURS Imql

L. manihotivorans Dominio catalitico IURII URZ I UQ3IUR4|

Fig. 6: Esquema de las a-amilasas de L. amyfovorus, L. plantarumy L. manihofivorans.
La estructura de la a-amilasa de L. amylovorus estd constituida por el dominio catalitico, 5UR y 2
unidades ricas en serinas y treoninas; una al final y otra al término de las UR (rectdngulos claros). Las
a-omilasas de L. plantarum y L. manihotivorans estdn constituidas por 4UR y 5 unidades intermedias
ricas de serinas y treoninas alrededor de cada una de las UR (rectédngulos claros).

Con la finalidad de determinar la funcién de las UR, se cloné la a-amilasa de Lactobacillus amylovorus
entera y trunca (sin UR) en una cepa de Lactobacillus plantarum no amilolitica, observdndose que
frente al almidén soluble la capacidad de hidrélisis de ambas proteinas no cambiaba notablemente,
mientras que si lo hacia frente al almidén insoluble, ya que sélo la proteina entera era capaz de
hidrolizarlo (Rodriguez-Sanoja et al, 2000). Lo anterior se observé midiendo la liberacién de
aziicares reductores y monitoreando por microscopia electrénica de barrido el estado de los grdnulos
de almidén durante una fermentacién de 48 hrs. La fermentacién se llevé a cabo para ambas
construcciones (c-amilasa entera y trunca) y se tomaron muestras a las 24 y 48 hrs. En la fig. 7A se
pueden observar los grdnulos de almidén hidrolizados por la enzima entera, mientras que, en la fig. 7B,
los grdnulos tratados con la enzima trunca se observan intactos. Posteriormente, se decidié estudiar
su capacidad de adsorcidn, encontrdndose que la enzima trunca no podia adsorberse y que
probablemente ésta era la razén por la que no hidrolizaba el sustrato. De esta manera se concluyé que
la a-amilasa de L. amylovorus presentaba un dominio de adsorcién, constituido por una serie de 5UR
independientes del dominio catalitico (Rodriguez-Sanoja e? al, 2000).
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Fig. 7: Fotografias en microscopio electrénico de barrido.
6rdnulos de almidén donde se observa la accidn de las a-amilasas entera (A) y trunca (B) de L, amylovorus a diferentes tiempos
(Rodriguez-Sanoja et af, 2000).

La relacién que existe entre la adsorcién de la enzima al sustrato y su hidrélisis, se encuentra
ampliamente estudiada en diversas glucosil-hidrolasas como en glucoamilasas (Sorimachi ef al, 1997),
CGTasas (Lawson et al, 1994) y p-amilasas (Hye-Jin, ef af, 1999). Sin embargo, los DFA que se
encuentran descritos hasta este momento en su mayorfa estdn constituidos por alrededor de 100
aminodcidos y no presentan unidades repetidas en su secuencia.

Dada la particularidad de estas enzimas se realizé un andlisis buscando proteinas similares y se
encontrd que la a-amilasade Strepfococcus bovis posee un dominio catalitico mds una y media
unidades repetidas (Morlon-Guyot et af, 2001), La o~amilasa de Bacillus sp. 195 esté constituida por
un dominio catalftico mds dos unidades repetidas que se pierden durante la fermentacién (Sumitani ef
al, 2000). En una bacteria alcaléfila no identificada se encontré una amilasa que contiene tres
unidades repetidas e idénticas en el extremo C-terminal, cuya funcién no ha sido determinada
(Candussio et al, 1990). Asi mismo, en el extremo C-terminal de las glucosiltransferasas (GTF) del
género Streptococcus se presentan series de unidades repetidas conservadas; de menor tamafo que
las antes mencionadas (65 aminodcidos), diferentes entre si y que le confieren a la enzima la
capacidad de adsorberse al glucano (Giffard and Jacqes, 1994; Gilmore et al, 1990; von Eichel-
Streiber et al, 1992). También, la toxina B de Clostridium difficile estd constituida por un dominio

catalitico y una serie de mltiples unidades repetidas diferentes y pequefias, las cuales reconocen a un
trisacdrido en la célula blanco (Wren, 1991),

Al alinear una de las 5 UR del DFA de la a—amilasa de L. amylovorus con otras amilasas (fig. 8), se
encontré que la secuencia es similar a los extremos C-terminal de las a-amilasas de Strepfococcus
bovis (contiene dos amilasas, una extracelular y una intracelular), Clostridium acefobutylicum,
Butyrivibrio fibrisolvens, Bacillus subtilis SUH4-2, Bacillus subtilis X-23 y Bacillus sp. H-167. En
Bacillus polymyxa se encuentra un precursor que contiene actividad tanto de « como de f-amilasa. El
precursor estd dividido por dos unidades repetidas localizadas casi a la mitad de éste. La regién 5
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contiene actividad de B-amilasa mientras que la regién 3' contiene actividad de a-amilasas (Uozumi ef
al, 1989). La secuencia de las UR de las a-amilasas de lactobacilos guardan cierta similitud con la de
las unidades repetidas del precursor de este microorganismo. También se observé que la secuencia de
la bacteria alcaléfila no identificada que alinea con la de los lactobacillos no corresponde a la regién C-
terminal de esta proteina; donde se presentan las unidades repetidas, sino en una regién préxima a
éstas después del sitio activo de la enzima. Asf, en el alineamiento se mostré que una unidad repetida
es similar al extremo C-terminal de otras amilasas y que ademds, en cada una de las UR se encuentran
presentes aminodcidos conservados que se han identificado en otras enzimas como importantes para
la fijacién al almidén insoluble, como son los residuos arométicos triptofanos (W) (Sorimachi ef al,
1997, Lawson et alen 1994, Goto ef a/en 1994) (fig. 8).

Actualmente, todos estos dominios de fijacién al almidén junto con el de las a-amilasas de L.
plantarum y de L. manihotivorans se encuentran clasificados dentre de la familia de los CBM26
(Couthine y Henrissat, 1999) pero sélo en dos casos ha sido probada la capacidad de adsorcién al
almidén de los péptidos.




Lactobacillus amylovorus (Q48502) TKK 8
Lactobacillus manihotivorans (QIXCV8) TKK

Lactobacillus plantarum (006915)
Bacillus sp. H-167 (Q45574) . i ; RDQDGWFDG - EWH
Streptococcus bovis (e) (050583) IDN W XA ISA KDN - - - -KL-LGAWEE | : LY¥SKA - GLM
Streptococcus bovis (i) (050582) ¢ PG § A -N/ GN - PVQYP- - -LGV WEESI KD - K
Bacillus polymyxa UR2 (P21543) INNWDSNNTKNYLFSTGTSTYTP N
Bacillus polymyxa UR1(P21543) 3FNS IHY RPAGG INNNWDSNNTKNYSFSTGTSTYTP @GNS
Bacillus subtifis SUH4-2 (QIRIH7) [ 1§ KHD GGRAIELTG S WEg \ VPGQNQ YVONGLY¥ND BLS
Bacillus subtilis X-23 (082953) { 'KHD GGGAIELTGS AR QVPGONHPGED - ------—--ooo- o
Butyrivibrio fibrisolvens (P30269) % YNTE GWDKVCA¥TW - - - - - -« - - [QDEDGWYSVVLPA-GPSEDLNHEN N - JNN - - - -~ - - e - oo m oo
Clostridium acetobutylicum (Q97GW3) A SSBMWGAPYVEYS ~ -~ ----~ TSSGQ_TGPGWED' M - KINQTPGRNQ DVTGEEWY¥ENGTW - - -
{ GKQIPGPNE| IDQIGWE¥DGVKWLD

Bacteria alcaléfila no identif. (003658) - KK BA BYg --------
Toxinas (consenso) = NOGEME---- B--------cmcmm e e e

Fig. 8: Alineamiento miltiple de una unidad repetida del DFA de L. amylovorus.

Los aminodcidos idénticos se encuentran resaltados en gris y aquellos que se han relacionado con la
unién al substrato se presentan en negritas. La secuencia consenso de toxinas corresponde a las de
Clostridiumy Streptococcus (Wren, 1991). Las claves de cada proteina segtin 'UniProt: The Universal
Protein Resource’ (URL: www.expasy.uniprot.org/index.shtml) se encuentran entre paréntesis.
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OBJETIVO

Clonar una unidad repetida de las cinco presentes en el Dominio de Fijacién al Almidén de la a-amilasa
de Lactobacillus amylovorusy observar si una unidad es suficiente para obtener la funcién de fijacién
al almidén insoluble,

HIPOTESIS

Considerando la similitud en tamafio y en secuencia primaria de cada una de las unidades presentes en
tandem en el dominio de fijacién al almidén de la u-amilasa de Lactobacillus amylovorus, es posible que
una sola unidad repetida sea capaz de adsorberse al almidén insoluble.




METODOLOGIA

1) Obtencién y digestidn de los pldsmidos pGEM-B5 y pBAD-HisC.

.

2) Purificacién de la UR, construccidn genética en el vector pBAD-HisC y
transformacidn en E. coli.

 :

3) Verificacién de la construccién genética y secuenciacidn.

ps

4) Induccién del péptido que corresponde a 1UR.

«

5) Identificacién del péptido clonado en Western Blot.

«©

6) Produccién y purificacién del péptido.

-

7) Eliminacién del tallo de histidinas (6x-His).

P

8) Purificacién de Iz a-amilasa de Lactobacillus amylovorus

-

9) Determinacién de la capacidad de adsorcién al almidén insoluble de una unidad
repetida en comparacidn con la de la a-amilasa de Lactobacillus amylovorus.

Fig. 9: Diagrama general de la investigacién
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EXPLICACION DETALLADA DE LA METODOLOGIA

En trabajos anteriores o este se amplificd por la reaccién de la polimerasa en cadena una de las 5
unidades repetidas de la u-amilasa a partir del ADN total de L. amylovorus clondndose posteriormente
enun vecter especial para PCR; el vector pGEM-T easy (Promega) (fig. 10), el cual fue llamado pGEM-
BS una vez que se comprobé por secuenciacién que se encontraba la UR en este vector. El vector
pGEM-B5 fue intreducido por electroporacién (Ausbel et al, 1994) en Escherichia coli XL1-Blue,

Nmn (2009
Nae | T 1 start
Sat 11890 \ 2707
P Apal 14
f)-a Aat I 20
Sph 1 26
BstZ 1 31
Neo | 37
Ampr PN G- R lacZ BsiZ | 43
Amp s Vector S - o
Do) Sac Il 49
EcoR1| 52
Spe | 64
EcoRI| 70
otk Notl | 77
BstZ 1 77
Pst 1 88
Sal | 90
Nde | 97
Sac 1 109
BstX 1 118
Nsi 1 127
SP6 141

Fig. 10: Mapa del vector pGEM-T-Easy



Las caracteristicas de este vector se presentan en la siguiente tabla:

Descripcidn

El vector pGEM-T es un sistema conveniente de clonacién para productos
de PCR,

Caracteristicas

» Presenta un sitio mdltiple de clonacién rodeado por sitios de
restriccién para las enzimas BstZ 1, Not I y EcoR 1 que permiten la
liberacidn el inserto,

® Los promotores de la ARN polimerasa T7 Y SP6 flanquean el sitio
miltiple de clonacién con la regién que corresponde al péptido de la
B-galactosidasa. La activacién de este péptido permite detectar a
los clonas recombinantes en placas por medio de un indicador
colorido.

+ El origen de replicacién f1 permite la preparacién de ADN de
cadena simple.

(]
e

La unidad repetida es una secuencia intragénica que no contiene sefiales de traduccién ni de
trascripcién, por 1sto fue necesario subclonarla en un vector de expresién; el vector pBAD-HisC
(Invitrogen, fig. 11). Este vector permite la insercién de la UR en el marco de lectura correcto para
expresar el péptido y asi, determinar su capacidad de adsorcién al almidén insoluble.

pBAD/His
A,B,C

Comments for pBAD/His A
4102 nuclectides

amBAD promoter region: i-sas 4-278
Inftistion ATG: bases 318-371

Fig 11: Mapa del vector de expresién pBAD-HisC.
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Las caracteristicas del vector pBAD-HisC se presentan en la siguiente tabla.

Caracteristica Beneficio

Promotor ara BAD (Pgap) Regula la expresién del gen de interés
(Guzmdn et al, 1995)

Sitio optimizado de unién al ribosoma Incrementa la eficiencia de expresidn

Codén de inicio ATG Provee un sitio de inicio para la trascripcién

Talle de poli-histidinas en el extremo|Permite la purificacién de la proteina

N-terminal recombinante por afinided a columnas
niqueladas,

Ademds, la presencia del tallo de histidinas
permite la identificacién de la proteina
recombinante con el anticuerpo anti-histidinas

por Western Blot. ~
Epitope Anti-Xpress™ Permite la deteccién de la proteina
(Asp-Leu-Tyr-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys) recombinante con el anticuerpo Anti-Xpress™
Sitio de corte para la enterocinasa Permite la eliminacién del tallo de histidinas
(Asp-Asp-Asp-Asp-Lys)
Sitio miltiple de clonacién Permite la insercion del gen de interés para su
expresion

Regién de terminacién de la trascripcién rrmB | Sitio de terminacién de la trascripcién

Gen de resistencia a ampicilina (B-lactamasa) |Permite la seleccién del pldsmido en £ colf
Origen pBR322 Replicacién y crecimiento en £. coli

GenaraC Codifica la proteina que regula al promotor
Paap (Lee, 1980; Schleif, 1992)

1) Obtencién y digestién de los pldsmidos pGEM-B5 y pBAD-HisC.

Para la extraccién de los pldsmidos se crecieron las células de £ coli que contenian los vectores
pGEM-B5 y pBAD-HisC durante toda la noche, a 37°C, en 100 m| de medio LB con ampicilina (apéndice
A.1), inoculando al 1% y con agitacién constante a 180 rpm,

La extraccién del pldsmido se realizé siguiendo la modificacién del protocolo de lisis por dlcali
(Sambrook, et al., 1989) (apéndice B.2) y el estado del pldsmido se analizé en una electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 0.8% (apéndice B.5) (Sambrook, et al., 1989).

El plésmido pGEM-B5 se digirié con las enzimas Bam HI y Fco RI para liberar al fragmento que
contenfa la UR y el plésmido pBAD-HisC se digirié con 89/ II y Fco RI, que cortan al vector de
expresién en sitios compatibles con los del fragmento. Las digestiones se realizaron siguiendo las
recomendaciones del fabricante y se verificaron en una electroforesis horizontal en geles de agarosa
(0.8%) como se describié anteriormente,

Una vez que se comprobé que se habian llevado a cabo las digestiones correctamente se prosiguié a
lavar el ADN con fenol: cloroformo y con cloroformo: alcohol isoamilico (método descrito en los pasos
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del 11 al 17 de la técnica: midi-preparacién de pldsmido en el apéndice B.2), resuspendiendo el botdn
resultante en 80 pL de agua estéril.

2) Purificacién de la UR, construccién genética en el vector pBAD-HisC y transformacién en £.
coli.

Se purificaron tanto la unidad repetida como el vector de expresién cortando los fragmentos
correspondientes de un gel preparativo de agaresa y haciéndolos pasar a través de columnas de fibra
de vidrio por centrifugacién a 6,000 rpm durante 6 minutos, se recuperd el liquido y se centrifugé una
vez mds con las mismas condiciones (la elaboracién de las columnas de fibra de vidrio se encuentra
descrita en el apéndice B.3). El liquido recuperado se lavé con fenol: cloroformo y con cloroformo:
alcohol isoamilico como se describié anteriormente.

La construccién genética pBAD-UR (pBAD-HisC + UR) se llevd a cabo con ligasa T4 a 4°C durante toda
la noche y fue transformada por electroporacion (Ausbel et al, 1994), a células competentes de £. coli
DH5c (apéndice B.4). En la electroporacion las células a transformar se someten a un corto impulso
eléctrico de alto voltaje (1250 V). Asf, la membrana celular se hace permeable durante un corto
periodo de tiempo y las macromoléculas pueden difundirse dentro de la célula (Sambrook ef al, 1989).

3) Verificacién de la construccién genética y secuenciacion.

Una vez que se llevé a cabo la transformacién en £. coli, se prosiguié a aislar las colonias cbtenidas en
placas de medio LB con ampicilina (apéndiceA.1). Se aislaron 50 y se realizaron mini-preparaciones
(apéndice B.1) de 13 de éstas para obtener el pldsmido que contenia la UR (pBAD-UR). Se verificé la
presencia del inserto digiriendo al pldsmido obtenido con las enzimas de restriccién Xho Iy Hind IIL.

Las digestiones se verificaron en una electroforesis horizontal en geles de agarosa (0.8%), donde se
observé que todas las colonias contenian el inserto, se seleccionaron 2 y se secuenciaron en Laragen
(www.laragen.com) por el método de Maxam-Gilbert utilizando los siguientes oligonucleétidos: sentido
5'd[ATGCCATAGCATTTTTATCC]3' y anti-sentido 5'd[GATTTAATCTGTATCAGG]3'.

4) Induccion del péptido que corresponde a 1UR

La induccién del péptido se llevé a cabo con el inductor del vector; que es L-arabinosa. En este ensayo
se probaron diferentes condiciones de induccién para determinar el ambiente ptimo de expresién del
péptido de interés. Las bacterias transformadas (E.coli / pBAD-UR) se crecieron en medio LB con
ampicilina inoculado al 1% y se incubaron a 37°C con agitacién vigorosa durante 12 hrs. Posteriormente
se agregaron concentraciones crecientes de L-arabinosa (0.002%, 0.02%, 0.2%) y se incubé de nuevo
en las mismas condiciones. Se tomaron muestras a las 4, 8 y 12 h para lo cual se vacié 1.5 ml del cultivo
en tubos eppendorf y se centrifugé a 12,000 rpm para eliminar el medio y dejar el botdn lo mds seco
posible. El botén contiene las proteinas que se sintetizaron durante la induccién, las cuales fueron

analizadas en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Coligan et al,
1995) (apéndice B.6).
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5) Identificacién del péptido clonado en Western Blot.

En este ensayo, las proteinas se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y se
inmovilizaron en una membrana de transferencia (Immobilon-P, Millipore) mediante la aplicacién de un
campo eléctrico en el equipo para western blot siguiendo las recomendaciones del fabricante (trans-
blot, Bio-Rad). Posteriormente se incubaron las proteinas en la membrana con el anticuerpo anti-
histidina y se revelé con un segundo anticuerpo acoplado a una fosfatasa alcalina. (apéndice B.7).

6) Produccién y purificacién del péptido.

Se inocularon 460 ml de medio LB-ampicilina con un pre-cultivo de E.coli / pBAD-UR al 1% (apéndice
A1), las células se indujeron con arabinosa al 0.2%, como se describié anteriormente. Para recuperar
las células se centrifugd el medio a 4°C, a 10,000 rpm durante 10 minutos, se resuspendic el botdn
bacteriano en 7 ml de solucién TE (apéndice B.1), se trasvasé la suspensién a tubos cénicos de 15 ml y
se centrifugaron de nuevo en las mismas condiciones, Se eliminé el sobrenadante y los botones se
guardaron a ~30°C, Posteriormente, las células guardadas se rompieron por sonicacién (apéndice B.B) y
el sobrenadante que se recuperd se pasé por columnas de sefarosa niquelada (Chelating Sepharose
Fast Flow, Pharmacia Biotech). Se siguieron las recomendaciones del fabricante para la preparacién
de las columnas y la purificacién del péptido (apéndice B.9).

Para encontrar las condiciones ideales de purificacién se probaron diferentes concentraciones de
imidazo| tanto en el tampdén de adsorcién como en el tampdn de elusién. El imidazol se utiliza como
eluyente, ya que compite con las histidinas que contienen un anillo imidazélico en su estructura, que es
el responsable de la interaccién con el niquel. El tampén de adsorcidn se probé sin imidazol, con 0.01M
y 005M de imidazol. El tampén de elusién se probé con 0.25M y 0.5M de imidazol. Ademds, se
probaron diferentes tiempos de adsorcién de la proteina a la columna niquelada (1, 5, 10, 20 y 40
minutos). Todas las muestras obtenidas en los diversos ensayos de purificacién se analizaron en geles
de acrilamida (SDS-PAGE).

Una vez que se obtuvo la condicién ideal de purificacién se prosiguié a hacer una purificacién en
grande de proteina utilizdndose 3 L de medio LB. Las muestras obtenidas se analizaron en geles de
poliacrilamida.

7) Eliminacién del tallo de histidinas (6x-His).

La enterocinasa es una proteasa altamente especifica que reconoce la secuencia (Asp)sLys y corta
después del residuo de lisina (Anderson et al, 1977); este sitio de corte se encuentra presente en el
péptido clonado justo después del tallo de histidinas lo que permitié su eliminacidn.

Las fracciones que contenian al péptido puro se juntaron y se dializaron (apéndice B.10) conira el
tampén de corte para la enterocinasa (tris-HCI 50mM pH 8, CaCl, ImM, tween 20 0.1%). Se concentré
la proteina por didlisis inversa cubriendo por completo la membrana que contiene la muestra con silica
gel y se mantuve a 4°C hasta que el volumen disminuyé a 1 ml.

Posteriormente se digirié la muestra con la enzima enterocinasa (1 unidad / uL). Se digirieron 5 mg de
proteina (1UR) con 4, 1, 0.1,0.01 y 0.001 unidades de enzima y el andlisis de estas digestiones se llevé



a cabo en geles de poliacrilamida SDS-PAGE. A partir de este ensayo se seleccioné la cantidad de
enterocinasa mds adecuada y se digirié el resto de la proteina.

La eliminacién del tallo de histidinas fue verificada realizando un western-blot como se describié
anteriormente.

Una vez que se digirié la UR con enterocinasa se pasé por una columna de sefarosa niquelada para

retirar el tallo de histidinas. Posteriormente se dializé el péptido contra tampén citratos/fosfatos
0.0075M a pH 5.

8) Purificacién de la a~amilasa de Lactobacillus amylovorus.

Para purificar la enzima se creci6 a L. amylovorus en 1L de medio MRS con almidén (apéndice A.3) toda
la noche a 29°C sin agitacién. Se centrifugé el medio a 10,000 rpm durante 10 minutos para eliminar
las células y el sobrenadante se filtré por papel filtro de 0.45 um para eliminar la mayor cantidad de
particulas que pudieran interferir en el equipo y por lo tanto en la purificacién.

La a-amilasa se purificé a partir del filtrado por cromatografia de afinidad utilizando una columna de
sefarosa-p-ciclodextrina (apéndice B.11) en un sistema FPLC. Inicialmente se monté la columna en el
equipo y se estabilizé con tampén citratos/fosfatos 0.01M pH 5, posteriormente se pasé el filtrado
por la columna a una velocidad constante de 0.8 mi/min durante 16 hrs. La amilasa se eluyd de la
columna con una solucién de B-ciclodextrina 8mM disuelta en tampén citratos/fostatos 0.IM pH 5 y
monitoreando la presencia de la enzima por densidad dptica a 280 nm. Una vez que se recuperaron las
fracciones que contenian la amilasa, se lavé la columna con tampén de acetatos 0.IM pH 4 y con
tampén de boratos 0.1M pH 8. Las fracciones que contenfan la amilasa se dializaron (apéndice B.10)
con buffer citratos/fosfatos 0.0075M pH 5 para eliminar la B-ciclodextrina y evitar que interfiriese
en los ensayos de adsorcién. Posteriormente, se concentrd la enzima por didlisis inversa como se

describid para la unidad repetida en el punto anterior y se verificé su pureza en geles de acrilamida
SDS-PAGE al 8%.

9) Determinacion de la capacidad del péptido de adsorberse al almidén insoluble.

La capacidad de adsorcién al almidén insoluble se determiné tanto para la UR como para la a-amilasa de
L. amylovorus. A una suspensién de almidén se afiaden concentraciones crecientes de proteina. La
mezcla se incubé 30 min a 4°C con agitacién suave, se centrifugé para eliminar el almidén y se
determiné por espectrofotometria (Azsomm) la concentracién de proteina en el sobrenadante. Para
conocer la concentracién de proteina adsorbida al almidén, se realizaron blancos, a los cuales no se les
agregd almidén pero si se afiadieron las dif zrentes cantidades de proteina. De tal forma que se conoce
la concentracién total de proteina con los blancos y la concentracién de proteina adsorbida se calcula
restando a los blancos la cantidad de proteina que permanecié en el sobrenadante de los tubos con
almidén (Williamson, et a/, 1992). La constante de adsorcién se calcula de la pendiente que resulta de
graficar la proteina libre contra la proteina adsorbida / mg de almidén.



RESULTADOS

Como se explicé en la metodologia, el pldsmido pGEM-B5 contiene 1UR de la a-amilasa de L.
amylovorus, la cual fue liberada de este pldsmido por una digestién con enzimas de restriccién y

subclonada en el vector pBAD-HisC para expresar la proteina correspondiente y realizar los ensayos
de fijacién al almidén.

1) Obtencién y digestién de los pldsmidos pGEM-B5 y pBAD-HisC.

Para liberar al fragmento que corresponde a 1UR se digirié el vector pGEM-B5 con las enzimas Bam
HI y Eco RI. El vector de expresién (pBAD-HisC) se digirié con las enzimas Bg/ Iy £co RI con la
finalidad de obtener sitios compatibles con los del fragmento para realizar la ligacidn. Los sitios Eco
RI de ambos vectores son compatibles entre siy el sito 8g/I del vector de expresién es compatible
con el sitio Bam HI del vector pGEM-B5. En la figura 12 se presentan las digestiones de ambos
vectores. El vector pBAD-HisC linearizado se observa en los carriles 1y 2, mientras que en el carril 3
se observa la liberacién del fragmento a partir del vector pGEM-B5.

Tanto la UR como el vector de expresién se cortaron del gel de agarosa y se purificaron en columnas
de fibra de vidrio. Los fragmentos fueron ligados y la construccién genética se transformé por
electroporacién en £ coli DH5a.

Fig. 12: Gel de agarosa 0.8% donde se observa
la digestién de los pldsmidos utilizados para la
clonacién. Carril 1: pBAD-HisC digerido con 89/1,
carril 2: pBAD-HisC digerido con £co RI, carril 3:
pGEM-B5 digerido con EcoRl y Bam HI, carril 4:
marcador de PM Ladder 100pb (Fermentas).




2) Verificacién de la construccién genética.

Las células de £ coli DH5a transformadas se crecieron en placas de medio LB con ampicilina, se
aislaron 50 colonias de los cuales a 13 se les extrajo el plasmido pBAD-UR para su andlisis de
restriccién. La construccién genética se digirié con las enzimas Xho I y Hind I1I, donde se esperaba
una vez mds la liberacién del fragmento. En la figura 13 se observa la digestién de las colonias 1, 2y 3.

Fig. 13: Gel de agarosa donde se verifica la
clonacién. Carril 1: marcador de PM i-Hind III
(Roche). En los carriles 2, 4 y 6 se presenta al
vector de expresién que contiene la UR (pBAD-
UR). En los carriles 3, 5, y 7 se observa la
digestién del vector pBAD-UR con las enzimas
Xho Iy Hind II1, donde se observa la liberacién

UR del fragmento que corresponde a la UR. En el
carril 8 se presenta al marcador de PM IV
(Fermentas).
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3) Secuenciacién.

Para verificar que la unidad repetida se encontraba completa dentro del vector de expresion y en
marco de lectura se secuencié el inserto del vector pBAD-UR. Se secuencié en ambos sentidos y se

realizé un andlisis de secuencia. La secuencia resultante correspondié a la esperada y se presenta a
continuacién:

ATE6GGEETTCTCATCATCATCATCATCATGETAAGGCTAGCATGACTGG TGEACAGCAAATEGEGTCEE
GATCTETACEACGATGACGATAAGGATCGATGGATCCGACCTCEGAGATCCAACAAGCAGCAGCAGTACA
ACAACAGAAACTAAAAAGGTTTATTTTGAAAAGCCTTCAAGTTGGEETAGTAGAGTTTATGCCTATET
TTATAATAAAAATACGAATAAAGCTATAACTTCAGCTTGECCTEGECAAAAAAATGACCGCTTTAGETA
ACGACGAATATGAATTGGATCTCGACACTGATEAAGATGACTCTGATTTAGCTGTTATCTTTACCGATG
G6GACAAAGCAAACACCAGCAGCTAATGAGGCTGETTTTACCTTTACGGCTGATGCCACTTATGATCAAA
ATGETETCGTAAGAACTTCTGATTCAAGCAGCACATCAAGCAATTCGTAA

Se presenta en negritas la regién que codifica para el tallo de histidinas y los codones de inicio y
termino de la transcripcién estdn subrayados. Adicionalmente se realizé la traduccién tedrica de la
secuencia anterior, obteniéndose la secuencia que corresponde a una UR con el tallo de histidinas (en
negritas).

TRADUCCION TEORICA

153 AA; 16.87 kDa
Inicio de la UR

MGESHHHHHHGKASMTEEQQMERDLYDDDDKDRWIRPRDPTSSSSTTTE TKKVYFEKPSSW*GURVY A
YVYNK*NTNKAITSAW™PEKKMTALGNDEYELDLD TDEDDSDLAVIFTDGTKQTPAANEAGFTFTADATY
DQNGV VRTSDSSSTSSNS

Nota: *Aminodcidos relacionados con la unién al sustrato

Una vez que se comprobé que el vector de expresién contenia la UR completa y en marce de lectura se
realizaron los ensayos de expresién,



4) Induccion del péptido que corresponde a una UR.

Para obtener el péptido de interés se crecieron las células transformadas hasta el inicio de la fase
estacionaria y se indujeron con arabinosa; azlicar que funciona como un inductor en el vector de
expresién pBAD-HisC ya que contiene el promotor ara BAD y el gen ara C cuya funcién es la de regular
la expresién del péptido de interés (Schleif, 1992) como se ha descrito en el operon de arabinosa (ver
apéndice C). Las concentraciones de arabinosa utilizadas para la induccién fueron 0.002%, 0.02% y
0.2% y se tomaron muestras a las 4, 8 y 12 hrs. Las proteinas sintetizadas se analizaron en geles de
poliacrilamida. En la figura 14 se observa el péptido de interés como una banda mds intensa cuando se
agrega la mayor concentracién de arabinesa (0.2%) (fig. 14, carriles 6, 9, 15 y 19) y también se aprecia
que la concentracién de éste aumenta con el tiempo, asi a las doce horas de induccidn es cuando se
presenta la banda mds intensa que corresponde al péptido de interés (carril 9). De tal manera que las

condiciones ideales seleccionadas para producir la proteina fueron: 0.2% de arabinosa con un tiempo
de induccién de 12 hrs,

ide 1k 31 k0o - L
21.5 kDa 1 25kba
Tiempo de Tiempo de

Fig. 14: Geles de poliacrilamida 12% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Expresién del
péptido clonado en la construccién pBAD-UR en E. coli DHS5a.

En estos geles se cargaron las proteinas sintetizadas por las células que contienen tanto la construccién
pBAD-UR como aquellas que contienen sélo el vector pBAD-HisC (control) en las diferentes condiciones
de expresidn, Carriles 1y 10: marcadores de bajo PM (Bio-Rad). Carriles 2 y 11: DH5a + pBAD-HisC
(control negativo). Carriles 3 y 12: DHS5a + pBAD-UR sin arabinosa (control negativo). Carriles 13 y 16:
DH5a + pBAD-HisC + 0.2% de arabinosa e inducidas durante 12 hrs (control negative). Carriles 4, 7 y 17:
DHb5a + pBAD-UR e inducidas con 0.002 % de arabinosa. Carriles 5, 8, 14 y 18: DH5a + pBAD-UR e
inducidas con 0.02 % de arabinesa. Carriles 6, 9, 15 y 19: DH5a + pBAD-UR e inducidas con 0.2 % de
arabinosa,

El tiempo de induccién para las diferentes concentraciones de arabinosa se encuentra indicado con
flechas en la parte inferior de los geles.

UR
25 kDa
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5) Identificacién del péptido clonado en Western-blot,

Adicionalmente a los ensayos de induccién se identificé el péptido de interés por western-blot, ya que
el vector de expresién fusiona a la proteina de interés con un tallo de histidinas y se realiza la
identificacién de ésta con un anticuerpo anti-histidinas. El complejo proteina/anti-histidina es
reconocido por un segundo anticuerpo, el a-anti-his el cual estd acoplado con la fosfatasa alcalina que
en presencia de su sustrato (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato o BCIP) da lugar a una reaccién
colorida que se observa en la membrana como una banda (fig. 15).

Fig. 15: western-blot.
Identificacién del péptide clonado.

Carril 1: marcador de PM con tallo de histidinas (QTAGEN).
Carril 2: proteinas sintetizadas por la bacterias que contienen
la construccion pBAD-UR sin induccién (control negativo).

1 yigarril 3: proteinas sintetizadas por los bacterios que
contienen la construccién pBAD-UR e inducidas con 0.2% de
arabinosa durante 12 hrs. En este (ltimo carril se observa la
sefial que corresponde a la UR con el tallo de histidinas.




6) Purificacién del péptido.

Para purificar a la UR se probaron distintas concentraciones de imidazol tanto en el tampdn de inicie
(sin imidazol, 0.01M y 0.05M) como en el de elusién (0.25M y 0.5M). Ademds, se probaron diferentes
tiempos de incubacién de la proteina en la columna niquelada (1, 5, 10, 20 y 40 minutos).

Utilizando el tampédn de inicio con 0.05M de imidazol se observé en geles de poliacrilamida que se
evitaba la unién de protefnas contaminantes en la columna de sefarosa niquelada, permitiendo asi sélo
la unién del péptido de interés. E| principio de purificacién se basa en la afinidad que se presenta
entre el anillo aromdtico de la histina y el niquel de la columna de purificacién. El imidazol es un anillo
aromdtico igual al de la histidina de tal forma que compite por la afinidad con el aminodcido siendo
posible asf la purificacién. Una concentracién de imidazol de 0.25 M para el tampén de elusién fue
suficiente para eluir a la UR de la columna niquelada. Ademds, se observé que prolongar el tiempo de
incubacién del péptido en la columna por mds de 5 minutos era innecesario, ya que no se observé
ningln cambio en la eficiencia al incubar por tiempos mds prolongados. Asi, las condiciones ideales para
purificar la proteina se obtuvieron utilizando el tampén de inicio con 0.05M de imidazol, incubando la
muestra en la columna durante 5 minutos y eluyéndola con el tampén de elusién con 0.25M de imidazol.

Las condiciones que permitieron recuperar la mayor cantidad de UR sin proteinas contaminantes se
aplicaron para purificar tres litros de medio de cultivo y el gel de poliacrilamida revelado con azul

brillante de coomassie (apéndice B6, p. 55) donde se observa la UR purificada se presenta en la figura
16.

97.4 kDo |umPM
66.2 kDa fussss
45kpa U Fig. 16: Gel de poliacrilamida 12% en condiciones
g desnaturalizantes (SDS-PAGE).

31 kDa Purificacién de la UR.

Carril 1: Marcador de bajo PM (Bio-Rad), Carril 2:

21.5 kba R pura,

14.4 kDa o




7) Eliminacién del tallo de histidinas (6x-His).

Para evitar cualquier posible efecto del tallo de histidinas en la adsorcién, éste se debia eliminar de la
UR. Para establecer las condiciones se afiadieron concentraciones crecientes de enterocinasa (4, 1,
0.1,001 y 0.001 unidades) a 5 mg de la proteina recombinante. Las digestiones se analizaron en un gel
de poliacrilamida. En la fig. 17 se observa en los carriles del 3 al 6 la digestién de la proteina y
eliminacién del tallo, ya que la talla de ésta disminuye ligeramente, mientras que en el carril 7 se
observa la digestién parcial de la proteina como dos bandas, lo cual es de esperarse ya que en esa
digestién se agregd la menor cantidad de enterocinasa. La cantidad de enterocinasa minima necesaria
para eliminar el tallo de histidinas fue de 0.01 unidades y se agregé una cantidad poco mayor a ésta
(0.05 unidades) para asegurar la eliminacién del tallo del resto de la proteina.

L]
Sin Enterocinasa (unidodes)

PM  digestién| 4 1 01 001 000 Fig. 17: Gel de poliacrilamida 12% en condiciones
1 ] 3 Y 5 3 7 | desnaturalizantes (SDS-PAGE). Digestién de la UR
con la enzima enterocinasa.

”‘b‘. b s . ... )carril 1: marcador de bajo PM (Bio-Rad). Carril 2: UR
" con el tallo de histidinas sin digestidn (control).

AR iUR sin‘tallo de Histidinas Carriles 3 al 7: UR digerida con la enzima
enterocinasa. Las unidades de enterocinasa empleadas

21.5 kDa son: 4, 1, 0.1, 0.01, 0.001. En el carril 3 se presenta la
- digestién con 4 unidades de enterocinasa y la cantidad
14.4 kba de ésta disminuye hacia el carril 7 donde se agregd la

menor cantidad de enterocinasa (0.001 unidades).

Se realizé un western-blot una vez mds con el anticuerpo anti-histidinas de tal forma que se verificé
la eliminacién del tallo de histinas de la UR, analizdndose tanto la muestra digerida con enterocinasa
como la UR con tallo. Los resultados indican que el tallo fue eliminado del péptido ya que no se observé

sefial en la muestra digerida (fig. 18) mientras que sf se observé para la muestra con tallo que fue
utilizeda como control.

1.2 3
| B
el 50 kDo Fig. 18: western-blot.
R Eliminacién del tallo de histidinas.
His -
30 kD
- & Carril 1: UR digerida con 0.05 unidades de enterocinasa donde no
se observa sefial por la eliminacién del tallo de histidinas; carril
1UR 2: UR con el tallo de histidinas sin digestién con enterocinasa
5 (control positive) y carril 3: Marcador de PM con fallo de
= histidinas (QTAGEN).
mP.
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B) Purificacion de la a-amilasa

La a-amilasa se obtuvo de un cultivo de 18 horas de L. amylovorus. La enzima se purificé por
cromatografia de afinidad utilizando p-ciclodextrina como ligande. La purificacién de la amilasa se
monitoreé por densidad dptica (Abs g) detectdndose sélo una sefial durante la elusion que
correspondia con la actividad amilolitica. Para verificar la pureza de la proteina se realizé un gel de
acrilamida donde se observé una sola banda con el peso aproximado correspondiente al de la a-amilasa.

L 162 kDo

Fig. 19: Gel de poliacrilamida 8% en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Purificacién de la
UR y a-amilasa de L. amylovorus.

97.4 kDa

66.2 kDa

45 kDo Carril 1: marcador de bajo peso molecular (BIO-RAD):
carril 2: UR; carril 3: marcador de peso molecular de
amplio espectro (BIO-RAD); carril 4: a-amilasa de L.
amylovorus pura sin dializar; carril 5: a-amilasa de L.
amylovorus pura dializada.

31 kDa

21.5 kDa
14 .4 kba

9) Determinacién de la capacidad del péptido de adsorberse al almidén insoluble.

El ensayo de adsorcién al almidén insoluble se realizé tanto para la UR como para la a—amilasa de L.
amylovorus. Las proteinas empleadas son las observadas en la figura 19.

Los ensayos de adsorcién se realizaron por triplicado para cada proteina, afiadiendo diferentes
cantidades de ésta a una solucién de almiddn y midiendo la cantidad de proteina no adsorbida por
espectrofotometria (Abs 2s0). La cantidad de proteina adsorbida se obtiene por sustraccién. Los
valores de absorbancia obtenidos a 280 nm se cambiaron a unidades de concentracién utilizando los
coeficientes de extincién molar (¢) tedricos tanto de la UR como de la amilasa obtenidos en
http://us.expasy.org. Los resultados se presentan en las tablas 2 y 3:
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Tabla 2. Determinacién de la capacidad de adsorcién de 1 UR (s=26016 L/Mol*cm,

PM=13.44 kba)

Prot inicial Prot no ads Prot ads Prot ads/mg almidén
Pi (mg/ml) Pna (mg/ml) Pi-Pna (mg/mg)
10.38 9.27 111 1,84
8.81 7.70 111 1.85
7.59 6.87 0.71 1.19
6.56 5.38 117 1.96
5.07 421 0.86 143
3.60 3.19 0.41 0.69
2.87 2.53 0.34 0.57
2.34 191 0.44 0.73
1.59 1.20 0.39 0.66
0.95 0.64 0.31 0.52
0.48 0.26 022 0.37
0.00 0.00 0.00 0.00

Tabla 3: Determinacién de la capacidad de adsorcién de laa-amilasa de
L.amylovorus (e=207680 L/Mol*cm, PM=10.49 kDa)

Prot inicial Prot no ads Prot ads Prot ads/mg almidén
Pi (mg/ml) Pna (mg/ml) Pi-Pna (mg/mg)
8.89 6.76 2.14 3.56
8.06 5.68 2.38 396
6.37 4.85 1.52 253
467 3.69 0.98 1.63
421 297 1.25 2.08
297 2.03 0.94 1.56
242 152 0.90 1.50
147 117 0.30 0.50
1,10 0.72 0.38 0.63
0.63 0.39 0.25 0.41
0.00 0.00 0.00 0.00

Los datos de las tablas 2 y 3 se graficaren (grdfico 1) para observar la relacién que existe entre la
proteina adsorbida y libre (proteina inicial). La constante de adsorcién (Kad) corresponde a la
pendiente de la linea de tendencia y es un pardmetro que nos indica la magnitud de la adsorcién de la
proteina hacia el grdnulo de almidén.
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6réfico 1: Isotermas de adsorcién de IUR y de la a-amilasa de L.
amylovorus.

En el grdfico 1 se muestra el comportamiento que presenta la adsorcién tanto de la UR como la de la
amilasa entera. En ambas curvas se observa que conforme aumenta la cantidad de proteina en el medio
también lo hace la cantidad que es adsorbida al grdnule, siende la Kad de la amilasa entera casi tres
veces mayor que la de la unidad repetida.

DISCUSION

A partir del vector pGEM-B5 se obtuvo una de las cinco unidades repetidas (UR) del Dominio de
Fijacién al Almidén (DFA) de la a-amilasa de L. amylovorus, clondndose posteriormente en el vector
de expresidn pBAD-HisC. Una vez que se verificé la construccidn, se probaron diferentes condiciones
de induccidn para determinar la dptima para expresar al péptido. Adicionalmente se identificé a la
proteina por western-blot y se purificé en columnas niqueladas. Una vez purificada la proteina se

removié el tallo de histidinas utilizando enterocinasa, de tal forma que no afectara en la adsorcién de
le UR al almidén,

En los ensayos de adsorcién se obtuvo que la UR es capaz de adsorberse al grdnulo de almidén,
cumpliéndose la hipétesis planteada en este trabajo. En las isotermas de adsorcidn se observa que
conforme aumenta la cantidad de proteina en el medio también lo hace la cantidad que ésta se
adsorbe al grdnulo de almidén, obteniéndose una Kad = 0.1872, La adsorcién que presenta la UR frente
al almidén insoluble ne podria considerarse un efecto azaroso, ya que se tiene el antecedente de que la
amilasa sin URs no es capaz ni de hidrolizar el grdnulo de almidén ni de adsorberse a éste, lo que se
confirmé con isotermas de adsorcién que mostraron que la enzima perdia su capacidad de adsorcién
frente al sustrato insoluble, ya que conforme se aumentaba la cantidad de enzima en la suspensién de
almidén también lo hacia la cantidad de ésta en su forma libre (Rodriguez-Sanoja, ef a/, 2000).
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El fendmeno de adsorcién inicialmente se caracterizé en la glucoamilasa de Aspergillus awamori var.
kawachi (Sorimachi et al. en 1997) y en la C6T de Bacillus circulans cepa 251 (Lawson et al, en 1994)
y posteriormente se extrapolaron hacia algunas p-amilasas, una vez que se conocieron las estructuras
tridimensionales de dichas enzimas (Hye-Jin ef a/, 1999; Mikami e# a/, 1999). En el fenémeno de
adsorcién se establecié que los residuos mds importantes son aquellos que presentan un anillo
aromético en su estructura, como el triptofano y que el mecanismo por el cual el DFA interactia con el
sustrato estd dado por interacciones hidrofdbicas entre los anillos aromdticos y las zonas internas de
las hélices de amilosa que también presentan cierta hidrofobicidad. Asf, el hecho de que la UR posea
la capacidad de adsorberse al almidén insoluble puede atribuirse a los residuos de triptofano que
presenta en su secuencia, ya que podrian considerarse como equivalentes a los presentes en el sitio 1
de fijacién tanto de la glucoamilasa de Aspergillus awamorivar. kawachi como al de la C6T de Bacillus
circulans cepa 251 como describieron Sorimachi ef al en 1997 y Lawson ef al en 1994
respectivamente. Estos residuos se encuentran altamente conservados en varias enzimas con DFA y
ademds en la CGT se identificaron como los mds importantes para la fijacién al almidén insoluble
(Penninga et al, 1996). Asi, se podria pensar que cada una de las unidades repetidas contienen al
menos un sitio de fijacién andlogo al que se presenta en estas enzimas. En cuanto a un segundo sitio de
unién (sitio 2 para la C6Tasa y glucoamilasa) es mds dificil determinar si existe o no porque los
aminodcidos relacionados en éste son mds variables. De cualquier forma, para la C6T se ha
comprobado que el sitio 1 de unién es el mds importante para la adsorcién y que el sitio 2 no
contribuye sustancialmente ya que su funcién principal es la de guiar al sustrato hacia el sitio activo
(Penninga et al, 1996).

Por ofra parte, al comparar la adsorcién que presenta la UR (Kad = 0.1872) con respecto a la amilasa
entera, se observé que ésta dltima se adsorbe casi tres veces mds que la unidad, presentando una
Kad=0.5396. Lo anterior sugiere que conforme aumenta la cantidad de unidades repetidas también lo
hace la adsorcién de la enzima hacia el grdnulo de almidén, lo cual se ha observado en otras proteinas
que contienen unidades repetidas, como en la glucosiltransferasa-S de Strepfococcus mutans que
contiene un domino de fijacién al glucano constituido por 5 UR, donde la delecién de una unidad
repetida disminuyé dramdticamente la capacidad de adsorcién de la enzima frente al sustrato
insoluble (Lis e al, 1995). Por otro lado, en ofro estudio realizado en el laboratorio (Santiago, 2004)
se cloné el DFA entero, es decir, las cinco UR sin el dominio catalitico y al medir su capacidad de
adsorcién se obtuvo que éstas se fijan mucho mds al sustrato que la amilasa entera, obteniéndose una
Kad =1 lo cual sugiere que el efecto de las unidades repetidas en la a—amilasa es sumatorio. Asimismo,
si se considera que cada una de las UR estdn constituidas por 100 aminodcidos aproximadamente,
como se ha reportado para la mayoria de los dominios de fijacidn al almidén de las amilasas
(glucoamilasas, CGTasas, B y a-amilasa) (Warren, 1996) y que posiblemente se encuentren presentes
sitios de unién como los descritos para la CGT y glucoamilasa, se podria sugerir que cada una de las UR
de la «-amilasa de L. amy/ovorus estd actuando como un DFA independiente y el hecho de que las cinco
UR se fijen al sustrato mds eficientemente que la amilasa entera podria explicarse como el efecto de
un impedimento estérico que ejerce el dominio catalitico en la adsorcién de la enzima y quizd no
interaccionan los cinco dominios con el sustrato. Lo anterior llevarfa a pensar en la necesidad de mds
de un DFA en la enzima para obtener la capacidad de adsorcidn,

Asimismo, al alinear el DFA de lactobacilos con la secuencia completa de otras amilasas, se observa
que es similar al extremo C-terminal de las c-amilasas de Streptococcus bovis, de Clostridium
acetobutylicumy de varias especies del género Bacillus (ver fig. 8, pag. 19). La funcién del extremo C-
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terminal de estas enzimas no ha sido determinada como DFA en estas especies, ya que en la mayoria
no se ha estudiado con profundidad la accién de la amilasa. Sin embargo, en Streptococcus bovisy de
Bacillus subtilis X-23 se estudié la capacidad de las a-amilasas para adsorberse al almidén insoluble
encontrdndose que no son capaces de hacerlo, lo que posiblemente se deba a que el efecto de un solo
dominio no es suficiente para conferir a la amilasa la capacidad de adsorcién al almidén insoluble. De

esta manera se explica la necesidad de los cinco dominios de fijacién al almidén en los lactobacilos en
cuestién,

La c-amilasade L. amylovorus tiene una identidad de un 98% con las de L. plantarum y L.
manihotivorans, siendo la principal diferencia que sus a-amilasas contienen sélo cuatro UR idénticas a
las de L. amylovorus, De tal forma que se podria decir que las a-amilasas de estos tres lactobacilos
contienen miltiples DFA idénticos en su estructura (Rodriguez-Sanoja, et al, 2000). Lo anterior es
novedoso para la familia de las amilasas, ya que aparte de estos lactobacilos sélo se han reportado dos
unidades repetidas en la a-amilasa de Bacillus sp. no. 195 (Sumitani et al, 2000) y tres unidades
repetidas en la a-amilasade una bacteria alcaléfila no identificada (Candussio et a/, 1990). Sin
embargo, la particularidad de miltiples dominios de fijacién al sustrato no es extrafio para otras
glucosil hidrolasas, ya que sf se han reportado en celulasas, glucanasas, quitinasas o xilanasas, por
ejemplo la B-1,4-glucanasa CenC de Cellulomonas fimi contiene 2 dominios de fijacién a celulosa
idénticos (Creagh et a/, 1998), mientras que la quitinasa de Aeromonas hydrophila presenta 3
dominios de. fijacién a quitina (Wu ef o/, 2001). En cuanto a las UR presentes en la o-amilasa de
Bacillus sp. no. 195, también podrian considerarse dominios de fijacién al almidén, ya que cuando la
enzima pierde las UR durante la fermentacién también pierde la capacidad de hidrélisis frente al
almidén insoluble (Sumitnai et a/, 2000). Sin embargo, para poder saber si las UR presentes en las
amilasas de Bacillus sp. no. 195 y de la bacteria alcaléfila son DFA, es necesario realizar estudios

enfocados directamente hacia la adsorcién de la enzima frente al sustrato insoluble, cenfrdndose en
el efecto de las UR.

Para determinar los sitios de unién que participan en la adsorcién de estos posibles dominios asi como
los residuos involucrados es necesario realizar estudios donde se determine su estructura secundaria
y su interaccién con el sustrato. Es por esto que las perspectivas del proyecto son determinar por
resonancia magnética nuclear la estructura de este dominio y realizar deleciones de la enzima
eliminando 1, 2, 3 y 4 dominios de fijacién y observar el impacto sobre la capacidad de hidrélisis y
adsorcién de la amilasa.
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CONCLUSIONES

% Después de clonar y expresar una de las cinco unidades repetidas del Dominio de Fijacién al
Almidén de la a-amilasa de L. amylovorus se observd que es capaz de fijarse al almidén insoluble.

% Los resultados de este proyecto sugieren que cada una de las unidades repetidas de la a-amilasa
de Lactobacillus amylovorus actia como un Dominio de Fijacién al Almidén, es decir, el dominio no
se forma por cinco unidades en tandem sino que existen cinco dominios de unién al carbohidrato.
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APENDICE A

MEDIOS DE CULTIVO

A.1.Medio Luria-Bertani (LB) para crecer a £. coli (Sambrook, 1989).

Componente Cantided (g/L) Para hacer n;eldg; LB sélido en cajas petri se
Triptona 10 sgregogam 2
Ex::::x::::::?:m 150 Para hacer medio LB con ampicilina la

concentracién final de ésta debe ser de 100 g /
ml.

A.2.Medio SOC para electroporacién (Sambrook et a/., 1989).

Componente Concentracién _Cantidad (g/L)

Triptona 2% 20.0
Extracto de Levadura 0.5% 5.0
NaCl 10mM 0.584

Kcl 2.5mM 0.185

MaaCl 6H,0 10mM 2.03
MgS0, 7 H,0 10mM 246
Glucosa 20mM 3.60

A.3.Medio MRS con almidén para crecer bacterias ldcticas amiloliticas (De Man e al., 1960).

Componente Cantidad (g/L)
Peptona 10 Se mezclan todos los componentes
Extracte de carne 5 excepto el almidén, éste se hidrata
Extracto de Levadura 5 previamente con agua destilada y
. posteriormente se agrega a la
F:: ::: :::;2::: ; e mezcla, Se afora y se esteriliza 15
= inutos.
Citrato de Amonio 2 e
Sulfato de Magnesio 0.2
Sulfato de Manganeso 0.2
Tween 80 1

Almidén 20
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APENDICE B
METODOS

B.1 EXTRACCION DE PLASMIDO POR LISIS ALCALINA
~-MINI-PREPARACION DE PLASMIDO-
(Sambrook et al,, 1989)

Reactivos necesarios:

o Solucién I
- La solucién I se puede preparar en volimenes
e Concentracién (mM) de aproximadamente 100 ml y se esterilizan
- 6lucosa 50 durante 15 minutos y se almacena a 4°C.
Tris" €l (pH 8.0) 25 Esta solucién debe ser abierta en campana
EDTA (pH 8.0) 10 para evitar su contaminacién.
*  Solucién IT
Sustancia Concentracién Esta solucién se prepara en el momento,
NaOH 02N Se pueden utilizar soluciones stock: NaOH 10 N y
SDS 1% SDS 10%.

»  Solucién III

Sustancia Volumen (ml)
Acetato de potasio 5 M 60
Acido acético glacial 115
Agua 28.5

» Etanol absoluto
s Etanol 70%

»  Solucién TEpH 8

Sustancia Concentracién (mM)
Tris " ClpH 8 10
EDTApH 8 1

* Endoribonucleasa pancredtica (RN'asa) 10mg/ml



Procedimiento:

Se parte de 5ml de medio LB con ampicilina (ver apéndice A.1) inoculado al 1% con la cepa
correspondiente e incubado durante toda la noche a 37°C, con agitacién constante (180 rpm).

1. Se transfieren 1.5ml de medio a un tubo eppendorf y se centrifuga a 10,000 rpm por 10 minutos a
4°C, eliminar el medio de cultivo. El botén bacteriano debe encontrarse lo mds seco posible para lo
cual se utiliza una pipeta pasteur que remueve el medio de cultivo remanente.

2, Se resuspenden las células en 100 L de solucién I fria con la ayuda de un vortex.

3. Se agregan 200 pL de solucién II recién preparada. Se mezcla invirtiende el tubo rdpidamente 5
veces, Asegurarse de que toda la superficie del tubo tenga contacto con la solucién II. No use
vortex. Se mantiene el tubo en hielo,

4. Seagregan 150 yL de solucién III fria. Se mezcla invirtiendo el tubo para dispersar la solucién III
a fravés del lisado bacteriano viscoso. Se mantiene en hielo 5 minutos.

5. Se centrifuga a 12 000 rpm por 15 minutos. Se transfiere el sobrenadante a un tubo limpio.

6. Se precipita el DNA con 2 volimenes de etanol absoluto durante 1 hr aproximadamente a
temperatura ambiente.

7. Se centrifuga a 12 000 rpm por 15 minutos. Se retira el sobrenadante.

8. Se lava el botdn con 1 volumen de EtOH 70%. Se centrifuga 15 min a 12 000 rpm, se retira el
sobrenadante y se deja secar el botén,

9. Sedisuelve el botén en 10 L de TE + RN'asa (la concentracién final de la RN'asa debe ser 50ug/ml)
y se incuba 30 minutos a 55°C.

De la solucién resultante de este método se cargaron 3 pl en geles de agarosa para analizar el estado
del pldsmido.

B.2.EXTRACCION DE PLASMIDO POR LISIS ALCALINA
-MIDI-PREPARACION DE PLASMIDO-
(Sambrook et a/., 1989)

Se utilizan las mismas soluciones que para la mini-preparacién de pldsmide mds las siguientes:

» Fenol : cloroformo 1:1

s Cloroformo : alcohol isoamilico 24:1
s Acetato de sodio 3M pH 5.2

s Proteinasa K 10mg/ml

Procedimiento:

Se parte de 100ml de medio LB con ampicilina (ver apéndice A.l) inoculado al 1% con la cepa
correspondiente e incubado durante toda la noche en a 37°C, con agitacién constante (180 rpm).

1. Se transfiere el medio de cultivo en botellas para centrifuga y se centrifuga a 10,000 rpm por
10 minutos a 4°C para recuperar las células y eliminar el medio de cultivo, El botén bacteriano



debe encontrarse lo mds seco posible para lo cual se utiliza una pipeta pasteur que remueve el
medio de cultivo remanente,

2. Se resuspende muy bien el botén bacteriano libre de medio en 5ml de solucién I fria con la
ayuda de un vortex,

3. Seagregan 10ml de solucién IT recién preparada. Se mezcla invirtiendo el tubo rdpidamente 5
veces. Asegurarse de que toda la superficie del tubo tenga contacto con la solucién II. No use
vortex. Se mantienen las botellas en hielo.

4. Se agregan 7.5ml de solucién III fria. Se mezcla invirtiendo el tubo para dispersar la solucidn
IIT a través del lisado bacteriano viscoso. Se mantiene en hielo 5 minutos.

5, Se centrifuga a 12 000 rpm 15 minutos. Se transfiere el sobrenadante a un tubo limpio.

6. Se precipita el DNA con 1 volumen de isopropanol durante 1 hr aproximadamente a

temperatura ambiente.

Se centrifuga a 12 000 rpm 15 minutos. Se retira el sobrenadante.

Se lava el botén con 1 volumen de EYOH 70%. Se centrifuga 15 min a 12 000 rpm, se retira el

sobrenadante y se deja secar el botdn,

9. Se disuelve el botén en 0.5ml de TE + RN'asa (la concentracién final de la RN'asa debe ser
10ug/ml) y se incuba 30 minutos a 55°C.

10. Se agrega proteinasa K a una concentracidn final de 10ug/ml y se incuba 30 min a 55°C,

11, Se agregan 0.5ml de fencl:cloroformo y se emulsiona con la ayuda de un vortex.

12. Se centrifuga 5 minutos a 12000 rpm a temperatura ambiente y se recupera la fase acuosa
(fase superior).

13. Se lava con un volumen de cloroformo : alcohs! isoamilico y se emulsiona con la ayuda de un
vortex.

14, Se centrifuga 5 minutos a 12000 rpm a temperatura ambiente y se recupera la fase acuosa
(fuse superior).

15. Se precipita con 2 volimenes de etanol absoluto y 1/10 de volumen de acetato de sodio.

16. Se centrifuga 15 minutos a 12000 rpm a temperatura ambiente y se tira el sobrenadante.

17. Se lava el botén con 1 volumen de EtOH 70%. Se centrifuga 15 min a 12000 rpm, se retira el
sobrenadante y se resuspende el botén en 100l de agua estéril,

18, Se incuba a 37 °C para disolver el DNA.

90

De la solucién resultante de este método se cargé 1yl en geles de agarosa para analizar el estado del
pldsmido.

B.3.ELABORACION DE COLUMNAS DE FIBRA DE VIDRIO PARA PURIFICAR ADN.

Materiales:
- fibra de vidrio
- tubos eppendorf 1.5ml
- tubos eppendorf 0.5ml

1. Se perfora el fondo del tubo eppendorf de 0.5ml con una aguja.
2. Se rellena el fondo del mismo tubo con medio centimetro de fibra de vidrio aproximadamente,
compactdndola lo mds posible,

3. Este tubo se introduce en el tubo eppendorf de 1.5ml.
4, Se esterilizan las columnas.
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B.4. ELECTRO-TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES DE £.coli (Zabarovsky et al.,

1990).

En esta técnica es fundamental mantener las células a baja temperatura para asegurar la eficiencia

de éstas.

A. Preparacién de las células

1

Se inocula al 1% 1 litro de medio LB (ver apéndice A.1) con un cultivo fresco crecido
durante toda la noche.

Se crecen las células a 37°C con agitacién vigorosa hasta obtener una ABS 00 de 0.5 @
0.7 (se obtienen mejores resultados cuando se crecen las células rdpidamente).

Para colectar las células se centrifuga el medio a 4°C, a 8,000 rpm durante 15 min.

Se remueve la mayor cantidad de medio posible y se resuspenden los botones en un
total de 1L de agua mega pura, estéril y fria. Se centrifuga como en el paso 3.

Se resuspende el botén en 0.5 litros de agua mega pura, estéril y frfa, Se centrifuga
como en el paso 3,

Se resuspende el botdn en aproximadamente 20 ml de glicerol al 10% frio y elaborado
con agua mega pura. Se centrifuga como en el paso 3.

Se resuspende en un volumen final de 1.5 ml de glicerol al 10%. La concentracién de
células debe ser alrededor de 1-3 x 10 ' células / ml.

Esta suspensién se debe guardar en alicuotas de 50 uL a -70°C. Las células se
conservardn en buen estado por al menos 6 meses en estas condiciones.

B. Electro-transformacién

Las células guardadas a -70°C se descongelan en hielo y se les agrega de 5pg a 0.5 ug
de ADN,

Se mezcla ligeramente y se mantiene en hielo durante 1 minute,

Se establece la magnitud del impulso eléctrico en el equipo para electroporar que debe
ser de 1250 V.

Se transfiere la mezcla de células con plasmido a una cubeta para electroporacién de
0.1 em (enfriada previamente) con la ayuda de una micro pipeta. Se coloca la cubeta en
la cdmara del equipo y se da el impulso eléctrico.

Inmediatamente después dci pulso se agregan a la cubeta 950 pl de medio SOC (ver
apéndice A.2) y se resuspunden rdpidamente las células en el medio con una micro
pipeta (la adicién répida del medio SOC después del pulso eléctrico es muy importante
para maximizar la recuperacién de las células transformadas),

Se transfiere la suspensién de células a un tubo cénico de 15 ml y se incuba a 37°C
durante 1 hora, con agitacién constante.

Se plaquea en cajas petri con medio LB/ampicilina (ver apéndice A.1) 1, 10 y 100 uL de
la suspensién de células del punto anterior para determinar la eficiencia, la cual debe
ser mayor a 1 x 107 transformantes (ufc)/ug ADN cuando se tienen pldsmidos integros.
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B.5. ELECTROFORESIS HORIZONTAL EN GELES DE AGAROSA (0.8%).
(Sambrook et a/., 1989)

Reactivos necesarios:

¢ Agarosa
¢ Bromuro de etidio 10mg/ml

«  Tampén TAE 50 X

Componente Cantidad El pH de este tampén se ajusta a 8.3
Tris base 2429
EDTAOS5 MpH 8 100 ml El tampdn debe ser diluido hasta una
Ac. acético glacial 57.1ml concentracién 1 x.

» Tampén de carga para ADN 10X

'Componenn Concentracién El tampén de carga se debe diluir hasta
Azl q: brfmofmol 0.25% una concentracién 1X para cargar las
Xilen cianol 0.25% muestras en geles de agarosa.
Glicerol 30%
Procedimiento:

1. Se disuelven 0.6 g de agarosa en 75 ml de agua destilada calentando hasta ebullicién durante
algunos segundos. La cantidad de gel que se prepara depende del tamafio de la cdmara de
electroforesis que se va a utilizar,

2. Seagregan 4 uL de bromuro de etidio (0.5ug/ml), se mezcla y se deja solidificar el gel en la
cdmara con el peine que va a formar los pozos donde se cargan la muestras,

3. Se sumerge el gel en tampdén TAE 1X dentro de la cdmara de electroforesis y se cargan las
muestras de ADN con tampén de carga 1X.

4, Se corre el gel a 70 volts durante 1.5 hrs aproximadamente (hasta que el frente del colorante
llegue a  partes del final del gel).

5. Las bandas de ADN en el gel se observan con luz ultravioleta.



B.6.ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES
DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE) (Coligan et al., 1995).

Reactivos necesarios:

Acrilamida 30%

Tampén Tris-HCl 0.5 M pH 6.8

Tampén Tris-HCI 1.5 M pH 8.8

SDS 10%

TEMED (N, N, N', N-tetrametiletilendiamina)

«  Persulfato de amonio 10% (se prepara en el momento)

" & & & =

¢ Tampén de carga para proteinas 4X

Componente Cantidad
Agua destilada 4 ml La concentracidn de este tampén debe
Tris-HCl 0.5M pH 6.8 1ml ser 1X cuando se preparan las
Glicerol 800 uL muestras.
sDS 10% 1.6 ml
2-B-mercaptoetanol 400 uL

Azul de bromofenol 0.5%(p/v) 200 L

* Tampdn de migracién 5X pH 8.3

Componente Cantidad Este tampdn se diluye con agua hasta una
(g/L) concentracién 1X para correr el gel de
Tris-base 125 Mm 15 poliacrilamida.
Glicina 72
SDS 5

Soluciones para revelar los geles.

+ Stock I: azul brillante de coomassie 0.2% + etanol 90%

Stock IT: dcido acético 20%

Fijacién: 40 ml etanol + 10 ml dcido acético glacial + agua destilada 50 ml
Tincién: 50 ml stock I + 50 ml stock IT

Destincién: 20 ml etanol + 10 ml dcido acético glacial + 70 ml agua

56
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Procedimiento:

L

Se ensambla el sdndwich para preparar los geles (0.75 mm de grueso) en el equipo para
electroforesis segin las recomendaciones del fabricante.

Se coloca el sdndwich en el casting y se verifica con agua destilada que no haya fugas.

Se prepara el gel de acrilamida, el cual estd constituido tanto por un gel de separacién (parte

inferior) como por un gel de concentracién (parte superior) y presentan la siguiente
composicidn:

Componente Gel de concentracién Gel de separacién **

4% 8 % 12%

Agua destilada 121 ml 2.34 ml 1.64 ml
Tris-HCl 0.5M pH 6.8 0.50 ml - 2

Tris-HCl 1.5M pH 8.8 - 1.25 ml 1.25 ml

Acrilamida 30% 266.5 pL 1.3 ml 20 ml

sDS 10% 200 4L 50 ul 50 ul

Persulfato de amonio 10% 110 ul 50 uL 50 uL

TEMED 22 10 ul 10 uL

Total 20ml* 50ml* 50ml *

* Cantidades necesarias para hacer un gel.

** La concentracién de acrilamida en el gel de separacién depende del peso molecular de las
proteinas que se desea separar. Generalmente se usa una concentracién de 5% para proteinas de
60 a 200 kDa, una de 10% para proteinas con peso molecular de 16 a 70 kDa y una de 15% para
proteinas con peso molecular de 12 a 45 kDa. Asi, para el andlisis de proteina de éste estudio se
seleccionaron los geles de separacién con concentracién de 12% para la UR (17 kDa) y de 8% para
la a-amilasa (100 kDa) (Coligan et al, 1995).

Ambos geles se preparan simultdneamente en recipientes adecuados agregando los
componentes en el mismo orden en que se presentan en la tabla. Una vez que se agrega la
acrilamida se deben agitar las soluciones ligeramente, después se agrega el SDS quedando
pendiente el persulfato de amonio y el TEMED para el momento de vaciar,

Se agrega el persulfato de amonio y el TEMED al gel de separaién, se mezcla ligeramente e
inmediatamente después se vacia con la ayuda de una pipeta en el sdndwich del punto 1
dejando el espacio necesario para colocar el peine que va a formar los pozos sobre este gel.
Posteriormente se agrega alrededor de 1ml de agua destilada sobre el gel de separacién para
obtener una superficie lisa. Se deja a temperatura ambiente alrededor de 20 minutos para
permitir la polimerizacién de la acrilamida. Cuando la acrilamida se ha polimerizado se observa
muy ligeramente una linea que separa al gel del agua, cuando esto sucede se retira el agua que
se agregé sobre el gel separacién, se coloca el peine en el séndwich y se prosigue a agregar el
TEMED vy el persulfato de amonio al gel de concentracién, se mezcla ligeramente la solucién e
inmediatamente después se vacia con la ayuda de una pipeta en el séndwich sobre el gel de
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separacién rellenando los espacios que deja el peine y evitando la formacién de burbujas. Se
deja a temperatura ambiente para permitir la polimerizacidn,

Se desmonta el sdndwich del casting y se coloca en la cdmara de electroforesis siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Se agrega tampdn de migracién 1X a pH 8.3 en la cdmara y se retira el peine cuidadosamente.
Se conecta la corriente a la cdmara y se pre-corre el gel a 20 mA durante 30 minutos
aproximadamente,

Para preparar las muestras se diluye una porcién de la proteina en solucién con el tampdn de
carga para proteinas 1X. Calentar a 95°C durante 5 minutos y poner en hielo hasta que se
cargue el gel, Las muestras se cargan en el gel con la ayuda de una micro pipeta después de la
pre-corrida,

Se corre el gel a 20 mA hasta que la marca de azul de bromofenol llegue hasta el fondo del
gel.

Se desmonta el equipo siguiendo las instrucciones del fabricante para recuperar y revelar el
gel.

10. Se ogrega solucién de fijacién a la caja petri que contiene el gel hasta cubrirlo

11

12,

completamente, Se mantiene en agitacién durante 30 minutos y se decanta.

De la misma manera que el punto anterior, se agrega solucién de tincién. Agitar durante 20
minutos y decantar.

Se agrega solucién de fijacién una vez mds e igual que en los puntos anteriores. Se agita

durante 30 segundos y se elimina la solucién. A partir de este punto las bandas de prateina son
ligeramente visibles en el gel.

13. Se agrega solucién de destincién, se agita hasta que el gel pierda su coloracién azul y las

React

bandas de proteina sean claramente visibles.

B.7.WESTERN-BLOT (Coligan e? a/., 1995)
ivos y materiales necesarios:

Tampdn de Transferencia 10X

Sustancia Cantidad (g/L)

Glicina 144
Tris base 30
e PBS10X
Sustancia Concentracién (M) ,

Nacl 5 El pH de éste tampén debe ser 7.4,

Fosfatos 1
*  Metanol
e Tween20

Leche descremada
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+  Papel filtro'

+  Membrana de transferencia'

s+ Fibra Scottch-Bride'

» 2 recipientes de tamafio adecuado: para activar la membrana
para realizar el sdndwich

! Deben ser del mismo tamafio que el equipo para transferir.,

Transferencia
1. Se corren las proteinas que se desean transferir en un gel SDS-PAGE.

2, Una vez que se ha corrido el gel de poliacrilamida se prepara el tampén de transferencia de la
siguiente forma:

Tampon de transferencia 10X 100 ml
Metanol 100 ml  llevar a IL con agua destilada

3. En un recipiente se agrega una pequefia cantidad del tampén de transferencia, se coloca el equipo
para hacer el sandwich con la parte negra (carga -) hacia abajo (adentro del recipiente).

4. Serealiza el séndwich de la siguiente forma:

Carga -

Fibra Scottch-Bride

Papel filtro
[ ] Gel SDS-PAGE
I, Merbrons
SN TS
[ B T e P A Fibra Scottch-Bride

Antes de reclizar el sdndwich se activa la membrana sumergiéndola en metanol y los demds
compenentes se humedecen con tampén de transferencia del punto 2. El sdndwich se realiza dentro de
un recipiente que contenga tampdn de transferencia para evitar que se seque cualquier componente.

Se elminan las burbujas de aire que puedan existir entre el gel SDS-PAGE y la membrana,
desplozando suavemente sobre la membrana una pipeta pasteur.,
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Se cierra el sdndwich y se monta en la edmara que contiene la cantidad de tampén de transferencia

necesaria para cubrir el séndwich (la parte negra del sdndwich debe coincidir con la parte negra de la
cdmara). Se siguen las indicaciones del fabricante.

5. Se conecta la cdmara y se realiza la transferencia a 60 V durante 1-1.5 h, Se debe evitar que
aumente la temperatura, porque la transferencia serfa ineficiente. La transferencia se puede realizar
en el cuarto frio o enfriar el equipo con hielo,

6. Se desmonta el equipo, se retira la membrana y se deja secar sobre papel bond. El secado se puede
realizar a temperatura ambiente durante 3 hrs, aprox. 6 a 37°C durante 1 h.

Reconocimiento con anti-his.

1. Se sumerge la membrana en metanol.

2. Se numeran los pozos con ldpiz y en el caso de que no se tenga un marcador de PM con tallo de

histidinas, se debe recortar la regién donde se encuentre el marcador para ser revelada con azul de
bromofenol o técnica similar,

3. Se agrega el anticuerpo monoclonal de ratén que detecta el tallo de histidinas (anti-hiss, Roche) en
una concentracién de 0.4 ug/ml en el siguiente tampén:

Tampén PBS 1X
Tween 20 0.05%
Leche descremada 3%

4, La membrana se coloca en un recipiente adecuado al tamafio de la membrana, se agrega una cantidad
suficiente del tampén anterior que contienen el anticuerpo de tal forma que cubra muy bien la
membrana. Se incuba a temperatura ambiente durante 1h con agitacidn ligera. Posteriormente se lava
la membrana con PBS 1X tres veces.

5. Se agrega el segundo anticuerpo anti-Ig6 de ratén (a-anti-his, PerkinElmer) en una concentracion

1:5000 de la misma forma que el primero y se incuba durante 1 h con las mismas condiciones. Se lava 3
veces con PBS 1X.

Revelado

1. El segundo anticuerpo (a-anti-his) se encuentra acoplado a una fosfatasa alcaling, lo que permite
que se lleve a cabo una reaccién colorida cuando se agrega su sustrato, que identifica el complejo de
los anticuerpos con el tallo de histidinas. Asi, es necesario agregar el sustrato 5-brome-4-clore-3-
indolil-fosfato (BCIP) en una concentracién de 0.21 g/L con nitroazul de tetrazolio (NBT) en una
concentracion de 0.42 g/L en una base orgdnica/tampén Tris (solucidn: sustrato BCIP/NBT lista para

usar, PerkinElmer) de tal forma que cubra la membrana por completo para que se lleve a cabo la
formacidn del color.
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B.8.ROMPIMIENTO DE CELULAS POR SONICACION (Coligan et al., 1995).

Se parte de botones bacterianos obtenidos a partir de 100 ml de medio LB inoculado con las células de
interés,

En esta técnica se debe cuidar mucho que las muestras permanezcan a una temperatura de 4°C por lo

que es necesario mantenerlas en hielo todo el tiempo, ya que de lo contrario las proteinas pueden
degradarse.

L

2

w

8.
9.

Resuspender el botén bacteriano en 0.6ml del tampén’ y agregar inhibidor de proteasas en una
concentracidn 1:1000 (Sigma, céctel para uso general).

Sonicar dando 3 pulsos con una amplitud de 60 Hertz durante 10 segundos y reposando la
muestra 1 minuto entre cada pulso.

Centrifugar a 8,000 rpm durante 10 minutos a 4°C y recuperar el sobrenadante,

Resuspender las células en 300 pL de tampén * y agregar inhibidor de proteasas en una
concentracién final 1:1000 (Sigma, céctel para uso general).

Sonicar dando 3 pulsos con una amplitud de 60 Hertz durante 20 segundos y reposando la
muestra 1 minuto entre cada pulso.

Juntar la mezcla del punto anterior con el sobrenadante recuperado en el punto 3,

Agregar tritén a una concentracién final de 1% e inhibidor de proteasas en una concentracién
final 1:1000 y ajustar a un velumen de 2 ml con tampén *,

Centrifugar a 8,000 rpm durante 15 minutos a 4°C.

Filtrar el sobrenadante por membrana de 0.45 pm.

* El tampén que se empled para este estudio fue el tampdn de adsorcién que se emplea en la técnica de
purificacién de proteinas recombinantes en columnas de niquel.

B.9.PURIFICACION DE PROTEINAS RECOMBINANTES EN COLUMNAS DE NEIQUEL (Manual

Pharmacia-Biotech)

Soluciones necesarias.

Sulfato de niquel 0.1 M

Tampén de adsorcién y tampén de elusién: contienen los mismos componentes pero varia la
concentracién de imidazol.

Componente Concentracién

(M)
NazHPO4 0.02
NaCl 05
Imidazol 0.05 B N
(tampén de El pH se ajusta a 7.4 con dcido fosférico
adsorcién)_ concentrado.
Imidazol 0.25

(tam

n de elusién)




NOTA: la concentracién de imidazol puede variar para los tampones tanto de adsorcién como de elusién. En este
protocolo se presentan los tampones que se encantraron como dptimos para purificar a la UR,

Preparacién de la columna de sefarosa niquelada.

L
2.

> w

LN

10.

11

12.

Agitar el recipiente que contiene la sefarosa para resuspender el gel.

Con una micro pipeta se foman 200 ulL de sefarosa y se transfiere a un tubo eppendorf. La
capacidad de unién de la sefarosa niquelada es de 5 mg de proteina con tallo de histidinas / ml
de gel.

Sedimentar el gel por centrifugacién a 2300 rpm durante 3 minutos.

Decantar cuidadosamente el sobrenadante y eliminarlo.

Agregar 5 volimenes de agua destilada y agitar durante 5 minutos para resuspender por
completo el gel.

Sedimentar el gel de la misma forma que en el paso 3.

Retirar el sobrenadante y eliminarlo.

Agregar 0.5 volimenes de sulfato de niquel 0.1 M y agitar durante 5 minutos para resuspender
por completo el gel.

Sedimentar el gel igual que en el paso 3 y eliminar el sobrenadante.

Para lavar el gel agregar 5 vollimenes de agua destilada, agitar durante 5 minutes, sedimentar
y eliminar el sobrenadante.

Repetir el lavado dos veces mds.

Resuspender el gel en un volumen de tampén de adsorcidn.

Purificacién de proteinas recombinantes con tallo de histidinas usando centrifugacién.

L

2.

Agregar la muestra (en tampén de adsorcién) a la columna de sefarosa niquelada y equilibrada
en tampdn de adsorcién,

Incubar con agitacién constante a temperatura ambiente durante 5 minutos. La cinética de
unién depende de la proteina y de su concentracién,

Sedimentar el gel por centrifugacién a 2300 rpm durante 3 minutos y guardar el
sobrenadante para su andlisis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE.

Para lavar el gel agregar 5 volimenes de tampdn de adsorcién, agitar durante 5 minutos,
decantar cuidadosamente el sobrenadante y guardarlo para su andlisis en geles de
poliacrilamida SDS-PAGE.

Repetir el lavade dos veces mds guardando en cada uno y por separado el sobrenadante para
su andlisis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE.

Para eluir la proteina, agregar 2 volimenes de tampdn de elusién, agitar durante 5 minutos,
decantar cuidadosamente el sobrenadante y guardarlo para su andlisis en geles de
poliacrilamida SDS-PAGE.

Repetir la elusién 4 veces mds guardando en cada una y por separado el sobrenadante para su
andlisis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE.
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B.10.DIALISIS

Soluciones necesarias:

¢ NaHCO;310 mM
s NaEDTA 10 mM
s Etanol 30 %

Preparacion de la membrana de didlisis:

1. Remover el tubo de membrana del rollo y cortarlo en tamafios de 15-20 cm con guantes para
evitar contaminaciones por microorganismos o lipidos.

2. Hervir por 10 minutos en solucién NaHCO; 10 mM,

3. Hervir por 10 minutos en Na;EDTA 10 mM. Lavar varias veces las membranas con agua
destilada,

4. Almacenar a 4°C en etanol 30% para evitar el crecimiento de microorganismos celuloliticos.

Uso de la membrana de didlisis:

1. Se toma un tubo de membrana de didlisis del etanol, se enjuaga con agua destilada y se coloca
una pinza a uno de los extremos.

2. Se rellena la membrana con agua destilada, se toma el extremo sin pinza y se tapa, se oprime
para verificar la presencia de agujeros o fugas.

3. Reemplazar el agua de la membrana con la solucién a dializar y se coloca la otra pinza.

4. Sumergir el tubo de didlisis en un vaso de precipitado de 4 L que contiene el tampén contra el
cual se va a dializar la muestra,

5. La didlisis se lleva a cabo durante 12 hrs aproximadamente con agitacién suave a 4°C. El
tampén se puede cambiar a las 6 horas dependiendo del volumen de la muestra.

6. Una vez transcurrido el tiempo de didlisis se saca el tubo del fampdn y se recupera la muestra
con una pipeta.

B.11.PREPARACION DE LA COLUMNA DE B-CICLODEXTRINA (Vretblad 1974).

Caracteristicas del gel: Sefarosa epoxi-activada 6B (Pharmacia Biotech)

Grupos a acoplar: -NH, -OH, -SH

Matriz: Agarosa 6%

Limite de exclusién: 6x10° M

Tamafio de la particula: 45-165 pm

Ligando: carbono 12

Sustitucién: 19-40 umol/ml de gel drenado

Condiciones para el acoplamiento: pH 9-13, 20-40°C, 16 h-varios dias.




Columna: Pharmacia XK16

Didmetro interno: 16mm
Large: 20mm

Inmovilizacién de la p-ciclodextrina

oW -

8.
9.

Suspender 4 g de sefarosa epoxi-activada 6B en 25 ml de agua destilada (1h).

. Lavar con agua destilada (1h).
. Transferir el gel a 25 ml de una solucién de NaOH 0.1M y eliminar el exceso de liquide.
. Agregar el doble del volumen del gel de solucién de NaOH 0.IM conteniendo 200umol de B-

ciclodextrina (Sigma) por ml de gel. Agitar durante 20 h a 45°C (evitar la agitacién magnética).

. Alfinal de la reaccién: bloquear los grupos activos restantes para lo cual se transfiere el gel a un

tampén de etanolamina-HCl 1M pH 8. Dejar a 40-50°C toda la noche.

. Lavar con agua destilada (30 min).
. Hacer tres lavados sucesivos con: tampén de acetatos 0.1M pH 4, NaCl 0.5M y con tampén boratos

0.1M pH 8, NaCl 0.5M.
Lavar el gel con tampén citratos/fosfates 0.1M pH 5.5,
Cargar el gel en la columna.

10.Conectar y equilibrar la columna en el FPLC.



APENDICE ¢

El OPERON DE ARABINOSA
(Gregory, M., 2005)

El operdn de arabinosa contiene tres genes diferentes (ara A, araCy ara C) que
codifican para tres enzimas necesarias para convertir la arabinosa en una forma que
pueda ser metabolizada. Un cuarto gen codifica para una proteina (ara C) que actia
para regular los genes estructurales.

BB Arabinosa (inductor)

ara C (regulador)

B

ARN
polimerasa

1 1
L] 1 il % T T | T ] | I
Gen i I . ~ o
wu'm unién del

activador Promator Genes (ara A, ara B, ara D)

La proteina reguladora (ara C) es necesaria para la transcripcién de los tres genes
estructurales (ara A, ara B y ara D). Esta se une a su propio gen estructural
previniendo su propia transcripcién, de tal forma que regula sus niveles, Cuando el nivel
de ara C es bajo, ocurre la transcripcidn y se sintetiza mds ara C,

B3 aaC (regulador) ADN
4 I —t : : ‘l : -
T i [ N _
Gen Sitio de . §
regulador unién del Promotor Genes (ara A, ara B, ara D)

activador
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ADN
ara C (requlador)
L] 1 : L : T =_ : : II
i ki ] \ )
Gen Sitio de b
regulador unién del Promotor Genes (ara A, ara B, ara D)
activador

Ara C también se une a otros sitios del operén, inhibiendo la transcripcién de los tres
genes estructurales. Por lo tanto los genes normalmente no estdn activos.

ara C (regulador)

f". 2 -] r -I 1 L | L
T 1. 1 T ? T T 1 T L] | !
'[ N _
Gen Sitio de N
regulador unién del Promator Genes (ara A, ara B, ara D)
activador

En presencia de arabinosa, ésta se une a ara C provocando que cambie su forma. La

forma nueva promueve la unién de la ARN polimerasa al ADN, de tal forma que permite
la transcripcion.

Arabi inducto
- rabinosa (in r) ADN

/ Ara C {regulador)
- |,

S | 4 |
) T ] i L] 1
] N D)
Sitio de k.l
unién del Promotor Genes (ara A, ara B, ara D)
activador
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