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RESUMEN 

Recientemente se secuenciaron los genes que codifican las a-amilasas de tres bacterias lácticos: 
Lactobacillus amy/ovorus, Loctobacillus p/antarum y Lactobacillus manihotivorans, encontrándose una 
estructura diferente a la reportada para el resto de las u-ami lasas tanto procariotas como 
eucariotas. Dicha estructura está formada por dos dominios funcionales: el primero corresponde al 
dominio catalítico, el cual es muy similar al descrito para otras a-amilasas y el segundo corresponde al 
Dominio de Fijación al Almidón (DFA), siendo este último el que le confiere la particularidad a estas 
enzimas, ya que a diferencia del resto de las amilasas, está constituida por unidades repetidas (UR), 
directas e idénticas, de 91 aminoácidos cada una. El número de UR varía según la especie, L. 
amy/ovorus contiene cinco mientras que L. p/antarum y L. manihotivorans contienen sólo cuatro. 

Este trabajo se inició con la caracterización de este nuevo tipo de DFA, determinando si una unidad 
repetida es capaz de adsorberse al almidón insoluble por si sola o bien si son necesarias todas las 
unidades para conferirle a la enzima la capacidad de adsorción al sustrato. Para responder a ésta 
pregunta se clonó una de las cinco UR de la a--amilasa de Lactobacillus amy/ovorus en el vector de 
expresión pBAD-HisC de Escherichia. coli. Se llevaron a cabo ensayos de adsorción tanto para lUR 
como para la ami lasa entera para determinar la cantidad de proteína que se podía adsorber al gránulo 
de almidón. Se realizaron las isotermas de adsorción correspondientes y a partir de éstas se 
calcularon las constantes de adsorción (Kad). 

Los resultados indican que IUR es capaz de adsorberse al almidón insoluble (Kad lUR = 0.1872) aunque 
en menor medida que la amilasa entera de Lactobac¡J/us amy/ovorus (Kad amilosa = 0.5396), ya que ésta 
se adsorbe alrededor de tres veces más. Con lo anterior se puede sugerir que el efecto de las 
unidades repetidas es sumatorio o sinérgico y que cada una de éstas actúa como un dominio de fijación 
al almidón independiente. 
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INTRocucaÓN 

La industria de la transformación del almidón es una de las más importantes del mundo, solamente 
precedida por la de bebidas alcohólicas. A partir de ella se obtienen productos de alto valor agregado 
(Kennedy et al, 1988) con gran aplicación en distintas industrias como la alimentaria, la energética, la 
textil, etc. Para transformar al almidón, éste debe ser sometido a altas temperaturas para 
gelatinizarlo, entonces es hidrolizado por la a--<lmilasa para obtener cadenas de menor peso molecular 
y con la acción de la glucoamilasa se llega hasta glucosa. Los jarabes de glucosa pueden ser empleados 
directamente para la producción de edulcorantes, jarabes fructosados, dextrosa o jarabes de maíz, o 
bien los jarabes de glucosa pueden ser fermentados para producir etanol, ácidos orgánicos, vitaminas, 
aminoácidos o productos novedosos como el polímero de ácido poli láctico que presenta cualidades muy 
similares a las de los plásticos y tiene la ventaja de ser biodegradable. 

Específicamente las a-ami lasas son endo-enzimas que hidrolizan al azar los enlaces glucosídicos a-1,4 
del almidón. Son enzimas formadas por múltiples dominios: el dominio A es el dominio catalítico con 
una estructura tridimensional de barril (p/a)a, el dominio B corresponde a una asa larga que se inserta 
entre la tercera lámina p y la tercera hélice a del 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 (P/a)a que se cree puede 
estabilizar al dominio catalítico (Mac Gregor et al., 2001). También se ha sugerido que el dominio C 
está involucrado en la unión al sustrato (Dauter et al., 1999 y Rashid et al., 2002). En algunas de éstas 
Se ha identificado un cuarto dominio, el dominio de fijación al almidón (DFA), que se encuentra en el 
extremo carboxilo terminal a excepción de la glucoamilasa de Rhizopus oryzae y Arxu/a adeninivorans 
que lo presenta en el extremo amino terminal (Ashikari et al., 1986, Cornett, et al., 2003). El DFA 
está usualmente constituido por una centena de aminoácidos que forman varios segmentos de láminas 
p que se organizan en un barril-p distorsionado (Lowson et al., 1994, Sorimachi et al., 1997). 

Los genes que codifican las a-ami lasas en tres lactobacilos (Lactobaci//us amy/ovorus, Lactobaci//us 
p/antarum y Lactobaci//us manihotivorans) fueron secuenciados recientemente (Giraud et 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-ami lasas. 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 típicas a--<lmilasas microbianas (50-60 kDa) (Vihinen et al., 1989). El peso 
molecular alto se debe a su estructura poco común, la cual puede dividirse en dos partes: la primera 
mitad; a partir del extremo omino-terminal, corresponde al dominio catalítico mientras que la segunda 
parte (extremo carboxilo-terminal) está constituida por unidades repetidas (UR) en tandem, directas 
e idénticas, cuya cantidad varia dependiendo de la especie: cinco para L. amy/ovorus y cuatro para L. 
manihotivoransy L. p/antarum. Para la primera especie las UR se presentan continuas, mientras que en 
L. manihotivorans y en L. p/antarum se encuentran flanqueadas por secuencias ricas en serinas y 
treoninas. 

Por analogía con otras enzimas como las glucosiltransferas, las dextran-sacarasas, las celulosas y las 
quitinosas (Giffard and Jacqes, 1994; Gilmore et al., 1990; von Eichel-Streiber et al., 1992) se infería 
que la función de las UR estaba relacionada con la adsorción de la enzima al sustrato, de tal forma que 
se clonaron tanto la ami lasa entera de L. amy/ovorus como la misma amilasa sin UR (ami lasa trunca), se 
compararon sus caracterfsticas bioquímicas, encontrándose que, mientras la enzima entera era capaz 



de adsorberse al gránulo de almidón y de hidrolizarlo, la enzima trunca no lo era. Así, se determinó 
que la a-amilasa de Lactobaci/lus amylovorus contenía un Dominio de Fijación al Almidón (DFA) 
constituido por una serie de cinco unidades repetidas (Rodríguez-Sanoja, 2000). Este dominio de 
aproximadamente 50 kDa es mucho más grande que el descrito para el resto de las ami lasas, cuyo 
peso molecular se encuentra alrededor de 10 kDa. Al observar esta coincidencia se realizó la 
alineación de una de las UR con otros DFA de ami lasas filogenéticamente cercanas encontrándose la 
presencia de aminoácidos conservados, principalmente los triptafanos, que han sido implicados en la 
unión al sustrato en diversas glucosil hidro lasas (glucoamilasas, ciclodextrina glucosiltransferasas o 
celulosas) (Coutinho y Relly, 1994, Goto et al, 1994, et al, 1991, Svensson, 1991, Svensson et al, 
1989, Warren, 1996). 

Considerando que cada unidad repetida presenta el mismo tamaño que el resto de los DFA reportados 
para amilasas y que en cada una de éstas se encuentran aminoácidos conservados e importantes para 
la fijación al sustrato, se podría pensar que lUR por si sola sería capaz de fijarse al almidón insoluble. 
Siendo así el objetivo de este trabajo, clonar una unidad repetida de las cinco presentes en la 
a-amilasa de Lactobacillus amylovorus para determinar si la proteína resultante es capaz de 
adsorberse al almidón insoluble. 

Con este estudio se pretende contribuir a la caracterización molecular de este DFA del cual se conoce 
muy poco. Por otro lada, la trascendencia de este trabajo na sólo se centra a nivel científico, sino 
también se busca la aplicación en la industria biotecnológica, ya que al presentar la UR la capacidad de 
adsorberse al almidón insoluble se podría utilizar como tallo de purificación para proteínas 
recombinantes, o bien, en la industria de los alimentos para inmovilizar enzimas y en bioremediación. 
La ventaja de aplicar este péptido en los ámbitos antes mencionados, recae en la utilización de una 
matriz de bajo costo como es el almidón. 
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ANTECEDENTES 

1. ALMIDÓN 

El almidón es una importante fuente de carbono que se encuentra ampliamente distribuida en la 
naturaleza (Vihinen, M., Mantsala, 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 (Othón, 1996). 

Para la humanidad los cereales constituyen un conjunto de plantas de gran importancia, ya que son el 
alimento que proporciona energía y numerosos nutrimentos al organismo. Las reservas de 
carbohidratos en el grano son derivados de la fotosíntesis de la planta. Durante la fotosíntesis se 
util iza eoz del aire, agua y radiación solar para formar azúcares. La síntesis del almidón comienza por 
la formación de ADP-glucosa a partir de glucosa-l-fosfato y de ATP, reacción catolizada por la ADP­
glucosa fosforilasa (Ee 2.7.7.23). La cadena se alarga añadiendo ADP-glucosa al extremo no reductor 
de la cadena de a-l,4 glucano. La reacción se realiza por la almidón sintasa (Ee 2.4.1.21) y la cadena 
linear de a-l,4 glucosas es utilizada como sustrato por la enzima ramificante del almidón (Ee 2.4.1 .28) 
que introduce las ligaciones a-l,6 entre las cadenas para formar amilopectina (Slattery, et 01. , 2000). 

1.1 . Estructura. 

Químicamente, el almidón consiste en dos polímeros de diferentes estructuras: la amilosa y la 
amilopectina. La amilosa está formada por cadenas de glucosas, las cuales se unen entre sí por enlaces 
glucosídicos a-l,4 (fig la). En el espacio , la amilosa adquiere una conformación tr idimensional 
helicoidal (fig lb) de cadena sencilla o doble, el interior de la hélice es de carácter hidrofóbico 
mientras que el exterior es hidrofíl ico (Barsby et al., 2001). 

a) b) 

[ 

CH z 01t CH zOH CH ZOH ~n HR' H qo H V-0"-J 
HO OH H o OH H D~O-

H H H Il ti OH 

Fig. 1: Molécula de amilosa . 
a) Representación química de la ami losa, donde se observan los enlace~ 

glucosídicos (1-1,4, b) Conformación tridimensional nelicoidol de la omiloso. 
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La segunda molécula que conforma el almidón es la amilopectina, la cual es una cadena ramificada 
formada a su vez por cadenas de ami losa unidas por enlaces glucosídicos a-l,6 y se puede representar 
de la siguiente manera ( Barsby et al., 2001): 

~o~ r°'S r0'S 
HO~~~ 

H OH H OH 11 UH I 
~o~ r0'\j ro'\: 
HO~O~~O-

H ~ H ~ H UH 

Fig. 2: Molécula de amilopectina. 

1.2. Industria de la transformación del almidón. 

El almidón es ampliamente utilizado en la producción de alimentos y bebidas, en la fabricación de papel 
y adhesivos, así como en la industria textil y energética. Tiene un gran potencial como material 
insoluble en la industria química y como fuente de energía, ya que la glucosa, el producto más 
importante de la hidrólisis del almidón, puede ser convertida a otros productos como etanol, ácidos 
orgánicos o antibióticos por fermentación y a fructosa por isomerización enzimática (Kennedy et a/., 
1988). 

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

1. Hidrólisis parcial del almidón para generar dextrinas que son utilizadas como espesantes. 
2. Obtención de jarabes de alta maltosa utilizados en la fabricación de cerveza y confituras (dulces , 
helados). 
3. Obtención de jarabes de alta glucosa 'Jtilizados en la fabricación de cerveza, panes y repostería, 
confituras y bebidas no alcohólicas. 
4. Hidrólisis parcial del almidón en la industria panadera para la liberación de glucosa que es utilizada 
como sustrato de fermentación por las levaduras para el leudamiento de la masa. (Fennema, et al , 
1996). 

En la industria, la transformación del almidón puede ser química o enzimática. La transformación 
química comienza con una hidrólisis ácida (comercialmente se usa ácido clorhídrico), este proceso es 
más o menos azaroso e inicia liberando fragmentos muy largos. Después, se calienta la mezcla hasta 
obtener el grado de despolimerización deseado, se neutraliza el ácido y se recupera el producto, se 
lava y se seca. El producto aún es granular, ya que sólo algunos enlaces glucosídicos han sido 
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hidrolizados, sin embargo, los gránulos de almidón se desintegran mucho más fácilmente durante el 
calentamiento con agua y por lo tanto se hidrolizan con mayor facilidad . Los almidones hidrolizados 
forman geles claros y fuertes, además, presentan una viscosidad baja; son usados en productos como 
panes y dulces o en cualquier alimento donde se deseo un gel fuerte. 

Una modificación más extensa con ácido produce dextrinas. Las dextrinas pueden ser usadas en altas 
concentraciones en los procesos de los alimentos, son blandas, prácticamente 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 acarreodores de sabores. La hidrólisis da mezcla de moléculas 
que una vez secas son llamadas sólidos de jarabes de maíz, los cuales se disuelven rápidamente y son 
medianamente dulces. 

Si se continúa la hidrólisis del almidón se produce una mezcla de D-glucosa , maltosa y otros malto­
oligosacáridos. Los jarabes con esta composición se producen en enormes cantidades y son estables 
porque no se cristalizan fácilmente. Se venden en concentraciones de alta osmolaridad, lo suficiente 
como para evitar que los microorganismos ordinarios puedan crecer en ellos. 

El jarabe de maíz es la mayor fuente de D-glucosa y D-fructosa. Para la elaboración enzimática de un 
jarabe de maíz se mezcla el almidón con agua con una a-ami lasa termoestable y se calienta llevándose 
a cabo una gelatinización rápida y la hidrólisis catalizada por la enzima (licuefacción). Después de 
enfriar hasta 55-60·C, se continúa la hidrólisis con la glucoamilasa, donde se clarifica el jarabe, se 
concentra, se refina con carbón y se lleva a cabo un intercambio iónico. 

Para la producción de D-fructosa, una solución de D-glucosa se pasa a través de una columna con 
glucosa isomerasa inmovilizada. La enzima cataliza la isomerización de la D-glucosa a D-fructosa hasta 
un equilibrio de un 581. de D-glucosa y 421. de D-fructosa. Generalmente se deseon concentraciones 
más altas de D-fructosa; de aproximadamente 551., estos jarabes de maíz son llamados de alta 
fructosa y se usan como endulzantes suaves en bebidas (Fennema, et al., 1996). 

En resumen, industriall1tente se usan de tres a cuatro enzimas para llevar a cabo la hidrólisis del 
almidón hasta D-glucosa. La a-ami lasa es una endo-enzima que corta tanto las moléculas de ami losa 
como las de amilopectina internamente, produciendo oligosacáridos. Los oligosacáridos pueden 
encontrarse ramificados por enlaces 1-6, ya que la a-ami lasa sólo actúa en los enlaces 1-4 del almidón. 
La a-amilasa no ataca segmentos del polímero en doble hélice ni segmentos que forman complejos con 
lípidos. 

La glucoamilasa es usada comercialmente en combinación con la a-ami lasa para producir jarabes de D­
glucosa (dextrosa) y D-glucosa cristalina. La enzima actúa sobre el almidón 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 actúo en aquellas 
moléculas unidas por enlaces 1-6. Consecuentemente, la enzima puede hidrolizar por completo al 
polímero hasta D-glucosa, pero es usada en almidón que ha sido despolimerizado previamente con a­
amilasa porque en éste se han generado mayor cantidad de fragmentos pequeños y más extremos no 
reductores. 

La ~-amilasa libera secuencialmente el disacárido 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 ramificación dejando fragmentos de amilopectina llamados dextrina 
límite. 
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Existen muchas enzimas desramificadoras que hidralizan específicamente 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 única enzima de Bacillus que forma anillos de 1 a 4 unidades 
de a-D-glucopiranosas a partir de polímeros de almidón. 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 hidrofóbicas que son atropadas en el 
centro del anillo. Debido o esta capacidad de acomplejamiento con este tipo de moléculas, se pueden 
convertir aceites esenciales en polvos en los cuales el sobor o la sustancio aromática es protegida de 
lo luz y el oxígeno pero se liberan fácilmente cuando el complejo es añadido a un sistema acuoso 
debido o la solubilidad en agua de las ciclodextrinas. Los ciclodextrinas no han sido aprobadas aún 
para su uso en alimentos en los Estados Unidos. Sin embargo, las esferas poliméricas insolubles de 
ciclodextrinas han mostrado ser útiles para remover componentes amargos en jugos cítricos. 

2. a-AMIl.ASAS 

2.1. Característicos y modo de Qcci6n. 

Las a-amilasos se encuentran presentes en una gran variedad de organismos; en plantas, animales, 
hongos y microorganismos. Son utilizadas ampliamente en la industrio, donde se obtienen 
principalmente de Bacillus licheniformis y Bacillus amyloliquefaciens por su gran termoestabilidad o 
también de hongos, particularmente del género Asperg¡Jlus (Pandey et al., 2000). El pH óptimo de 
estas enzimas es alrededor de 5, sin embargo algunas son estables en un rango mucho más amplio 4-11 
(Fogarty et al., 1979, Vihinen et al., 1989, Hamilton et al. 1999, Saito, 1973, Khoo et al. , 1994). Su 
temperatura óptima está relacionada con la del crecimiento del microorganismo (Vihinen et al, 1989). 

Las a-ami lasas son endo-enzimas que hidrolizan al azar los enlaces glucosídicos a-1,4 del almidón 
dando como productos maltosa, maltotriosa y dextrina límite, aunque con tiempos prolongados de 
hidrólisis llegan o hidrolizor 01 almidón hasta glucosa. En la clasificación basada en la estructura 
primaria de las glucosilhidrolasas, estas enzimas pertenecen a la familia 13 (GHI3) (Henrissat et al. , 
1996), que incluye hidrolasas y transglucosidasas, exo-enzimas yendo-enzimas específicas para 
enlaces a-1,4 (Svensson et al., 2002). Esta familia, contiene alrededor de 28 especificidades 
diferentes, abarca más de 700 miembros (Svensson et al, 2002) y presenta tres características 
principales: (i) el dominio catalítico present a una estructura tridimensional de barril (~/a)s; estructura 
conocida también como barril TIM (triosa fosfato isomerasa ), (ii) presenta 3 residuos de aminoácidos 
conservados identificados como los responsables de llevar a cabo la hidrólisis: dos ácidos aspárticos y 
un ácido glutámico y (iii) cuando Se lleva a cabo la hidrólisis estas enzimas mantienen la configuración 
del carbono anomérico en el producto (Davies, G. and Henrissat, B., 1995). 

La hidrólisis enzimática del enlace glucosídico se lleva a cabo vía catálisis ácida y requiere dos 
residuos: un donador (ácido) y un nucleófilo (base). Esta hidrólisis ocurre por dos tipos de 
mecanismos; en uno se mantiene la configuración del carbono anomérico yen el otro se invierte (fig. 3) 
(Davies, G. and Henrissat, B., 1995). En ambos la posición del protón es la misma. Sin embargo, en 
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enzimas que retienen la configuración, la base catalítica o nucleófilo se encuentra adyacente al 
carbono anomérico del azúcar, pero en enzimas que invierten la configuración esta base está a una 
distancia mayor, de tal forma que interactúa una molécula de aguo entre la base y el azúcar. Esta 
diferencia resulta en una distancia de 5.5 A entre los dos residuos catalíticos en enzimas que retienen 
la configuración y en una distancia de 10 A en enzimas que invierten la configuración (McCarter y 
Withers, 1994). 

El papel de los tres residuos catalíticos ha sido descrito por varios autores. En la Taka-amilasa A de 
Aspergillus oryzae se estableció que los aminoácidos involucrados en la hidrólisis eran los residuos 
Glu230, 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 ácidos aspárticos (Asp 206) actúa 
como el nucleófilo (B-). Se ha sugerido que el papel del residuo Asp297 es el de estabilizar el complejo 
enzima-azúcar manteniendo al ácido glutámico protonado y activo (Uitdehaag et al. 1999). 

(a) I 
~) H 

~O--R 
8" 
I 

1 .... , 
; 

H 

\::::~~rLH 
1" 
e) 

(b) 
1 

t 
1-' 
H 

~D--
') R 

..... 0, 
H ,.. 

') 
S·" 
1 

- -

/ 

- -

- -

I , 
A' 

4 "OH 

8 

i 

~~---lM' 
S ' - - --
I 

¡~-I 4 10.\ 

0 ...... " 

SH- -
1 

Fi~ra 3 ; Mecanismos de acción de las 
glucosil- hidrolasas como se propuso por 
primera va por Koshland en 1953. 
a) Mecanismo de retención de: la configuración. 
El oxígeno del enlacl: glucosídico es pro tonado 
por el ácido (AH) y la base estabiliza la salida 
del aglicon. Una molécula de: aguo ataca al 
complejo enzima-(\zúcar resultante . esta 
segunda sustitución nucleofílica en el carbono 
anomérico genera un producto con la misma 
estereoquímica que la del sustrato. 
b) Mecanismo de inversión de la configuración. 
Lo. protonación del oxígeno del enlace 
glucosídico y la salida del aglicón está 
acompoñada por un ataque concomitante de una 
molécula de agua que es activada por el residuo 
básico (B"). Esta sustitución nucle:ofílica en un 
5010 poso da un producto con estereoquímica 
opuesta a la del sustrato. 

AH: ácido glutámico B-: ácido aspartico 
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2.2. Estructura. 

Las cx-amilasas están compuestas de una sola cadena polipeptídica que forma múltiples dominios. El 
dominio A o dominio catalítico se encuentra, en la mayoría de las ami lasas, en el extremo amino­

terminal y presenta una estructura de barril (p/a)a; está constituido por ocho láminas-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 et al , 2001). Así, Se determinó que el asa que se inserta 

entre la tercera lómina-p y la tercera hélice-a corresponde al dominio B. La bolsa del sitio activo Se 
encuentra entre estos dos dominios; en dirección al extremo C-terminal, entre la cuarta y quinta 
lómina-p de la estructura de barril con los residuos catalíticos localizados en las asas de estas láminas 
(Matsuura, 2002). 

La gran mayoría de los miembros de esta fami lia tienen un tercer dominio, dominio C, localizado 

después de la estructura de barril, constituido por lóminas-p y se cree que pueden estabilizar al 
dominio catalítico protegiendo a los residuos hidrofóbicos del dominio A del solvente. También se ha 
sugerido que este dominio está involucrado con la unión al sustrato (Dauter et al. , 1999 y Lawson et 
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 función de este dominio aún 

es incierta. En la isoamilasas o malto-oligosiltrealosa trealohidrolasa, el dominio N se locali za cerca 
del asa que une a la tercera lámina p 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 al. , 1998 , 
Feese et al., 2000). Sin embargo, se ha observado en la a-ami lasa Ir de Thermoactinomyces vulgarls 
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 la ciclodextrina glucosiltransferasas (CGT) y en 'ami lasas' maltogénicas se han encontrado dos 

dominios adicionales después del dominio C, los dominios D y E, constituidos por láminas-p (Dauter et 
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 (p/a)s 
(dominio A) y los cuatro dominios B, C, D y E. En el caso de enzimas como las a-amilasas, glucoamilasas 

y p-amilasas de cuatro dominios y que no contienen dominio N, sólo el dominio E y no el D se encuentra 

presente. La función del dominio D no se ha determinado, mientras que la del dominio E se ha descrito 
como la de fijación al almidón granular y también se ha propuesto que provee una extensión al sitio 

activo en CGTasas (Hofmann et al , 1989 y Jespersen et al , 1991). Este dominio se encuentra en 
enzimas que degradan almidón insoluble, como en glucoamilasas (famil ia 15), en muy pocas p-amilasas 
(familia 14) y a-ami lasas (Jespersen et al., 1991). Así, este dominio E también ha sido denominado 

dominio de fijación al almidón (DFA) en las enzimas que lo poseen. 



Fig. 4: Estructura tridimmsional de la taka ami lasa de Aspergillus sp. donde se observa la 
estructura de barril (A) (Sussman et al., 1998: Abola et al., 1997) y de la a.-amilasa de Bacillus 

licheniformis(B)(Hwang, et al. , 1997). 

3. DOMINIO DE FIJ' ACIÓN AL ALMIDÓN 

3.1. Generalidades 

10 

Las proteínas con capacidad de adsorción a carbohidratos han sido divididas en dos grandes grupos 
basándose en la topología del sitio de fijación y en su localización (Drickamer, 1989: Quiocho, 1986; 
Rini, 1995). El primer grupo presenta un sitio de fijación cubierto y está constituido por proteínas 
periplásmicas de unión a monosacáridos, transportadores de azúcar unidos a la membrana y enzimas 
como hexoquinasas y exoglucanasas, entre otras. En el segundo grupo, la topología del sitio de fijación 
es mucho más abierta en su superficie y contiene proteínas como lectinas, endoglucanasas, 

inmunoglogbulinas, toxinas y enzimas con módulos de fijación a carbohidratos (CBM: por sus siglas en 
inglés: Carbohydrate-Binding Modules). Numerosas proteínas y dominios en esta segunda categoría se 

unen a carbohidratos insolubles como la celulosa. 

En proteínas activas sobre carbohidratos, los módulos de fijación al substrato se encuentran unidos a 
los dominios catalíticos y el sitio de unión de los dominios de fijación es una hendidura superficial o 
una superficie plana (Lehtio, 2001). Por definición, un módulo de fijación a carbohidratos es una 
secuencia continua de aminoácidos en una enzima activa sobre carbohidratos que presenta un 
enrollamiento discreto y con una actividad de fijación a carbohidratos independiente. Estos módulos 
también han sido llamados dominios y debido a que una gran cantidad de nuevoS módulos han sido 
descubiertos en los últimos años, Coutinho y Henrissat (1999) han realizado una nueva clasificación 

donde se incluyen todos los módulos de fijación a carbohidratos conocidos. 

Dentro de los CBM's se encuentran los dominios de f ijación al almidón (DFA). La mayor parte de los 
estudios disponibles sobre DFAs se centran en la familia 20. Estos DFA están presente en 
aproximadamente 10~o de las enzimas amilolíticas de las familias de las glucosil hidrolasas 13 , 14 Y 15 
(Svensson et al., 1989 y Janecek et al., 1999). La presencia del DFA en una enzima amilolítica está 
muy relacionada con el origen de la enzima. Los miembros de la familia de la a.-amilasa que contienen 
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DF~ se han detectado principalmente en microorganismos; en particular en hongos filamentosos, 

bacterias Gram positivas, Proteobacterias de la subdivisión-y, actinomicetos y Archaea (Janecek et 
01. , 2003). 

Los DFA están generalmente constituidos por una centena de aminoácidos ordenados en láminas­
P antiparalelas que se arreglan en forma de barril . Las a.-amilasas que no contienen DFA y aquellas que 
sí lo poseen, presentan velocidades similares de degradación del almidón soluble, sin embargo, no 

existe la misma capacidad para hidrolizar el almidón insoluble, ya que el DFA facilita su hidrólisis de 
dos formas; incrementando la concentración local del sustrato en el sitio activo del dominio catalítico 
y desestabilizando la superficie del gránulo de almidón (Hayashida et al., 1989; Southall et al., 1999). 

La importancia funcional de los dominios de fijación a carbohidratos en hidrolasas ha sido claramente 
demostrada, aunque su modo de acción no está completamente definido. El fenómeno de adsorción ha 

sido básicamente estudiado en 91ucoamilasas (Sorimachi et al., 1997) y en CGTasas (Lawson et al., 
1994) y los resultados se han extrapolado para algunas a. y p-amilasas por la similitud que presentan 
sus secuencias. 
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Tabla 1; Clasificación de los Módulos de fijación a carbohidratos 

Familia Cantidad de Tamaño aproximado Estructuro 30 Substratos de 
miembros (aa) unión 

71 30-40 Si Celulosa, quitina 

20 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 

8 150 No Celulosa 

9 16 170 Si Celulosa, mono- , di-
Y oligosacáridos 

10 10 50 Si Celulosa 

11 3 180-200 No Celulosa 

12 63 40-60 No Quitina, celulosa 

13 94 150 Si Xilano, manosa, 
GaINac 

14 91 70 No Quitina, celulosa 

15 2 40 No Celulosa 

16 7 160 No Xilano, celulosa 
amorfa 

17 8 200 No Celulosa amorfa, 
celoogligosacáridos 

18 144 40 No Quitina, celulosa 

19 4 60-70 No Quitina 

20 60 100 Si Almidón granular 
Ciclodextrinas 

21 21 100 No Almidón 

22 38 160 Si Xilano 

23 1 200 No Manano soluble 

24 3 80 No n-l,3-glucano 

25 9 110 Si Almidón 

26 9 100 No Almidón, manono 

27 5 100 No Manano 

28 8 200 No Celulosa amorfa, 
celooligosocáridos 

Resumen 841 30-200 Referencias: Coutinho y 
Henrissat, 1999 
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3.2. Caracterización del fenómeno de adsorción. 

El fenómeno de adsorción del dominio de fijación al almidón fue estudiado inicialmente por 
mutagénesis dirigido en la glucoamilasa de Aspergil/us awamori varo kawachi, encontrándose que los 
aminoácidos importantes para que se lleve a cabo este fenómeno son principalmente los triptofanos 
(Gota et al., 1994). 

Posteriormente Sorimachi et al., en 1997 determinaron por resonancia magnética nucfear (RMN), que 
en el DFA de lo glucoamifasa de Aspergillus niger existen dos sitios de unión al sustrato. En el sitio 1 
se identifican dos triptofanos (Trp543 y Trp590) que son críticos para la unión 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 lámina-p. Utilizando p-cicfodextrina 
(PCD) como modelo del sustrato Se observó que los residuos Trp543 y Trp590; del sitio 1, son el 
centro de muchas interacciones y que exponen una región hidrofóbica, compacta y rígida, que forma 
un espacio interno entre los anillos, también estabilizan a los aminoácidos del rededor para crear una 
superficie adecuada para la unión de los enloces a-1,4 de la glucosa, además se identificaron próximos 
a los anillos del azúcar, donde fuerzas de van der Waals y puentes de hidrógeno refuerzan esta 
interacción. La estructura de este sitio de unión es muy similar a la del complejo CGT-maltosa 
estudiado por Lawson et al en 1994. Sin embargo, se debe recordar que la estructura del almidón 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-almidón a partir del complejo pCD-almidón. De 
cualquier forma, se podría pensar que todos los residuos que se han identificado como ligandos 
importantes para la pCD pueden formar puentes de hidrógeno con el almidón y que algunas 
interacciones pueden estar mediadas por moléculas de agua. El sitio 2 de unión es más extenso y la 
interacción proteína-ligando está dada una vez más por efectos hidrofóbicos de dos anillos 
aromáticos: Tyr527 y Tyr556. Estos anillos parecen interaccionar con la pCD por fuerzas de van der 
Waals, sin embargo la posición del ligando en este sitio de unión es más variable, lo cual se puede 
atribuir a la flexibilidad del residuo Tyr527. Es pOSible que con ligandos o sustratoS más grandes la 
flexibilidad de este residuo se vea reducida, ya que habría una superficie de interacción proteína­
ligando más grande. También es posible que lo flexibilidad asociada con Tyr527 posea la función de 
localizar 01 ligando y dirigirlo hacia el sitio de unión (Sorimachi et al. , 1997). 

En la estructura de la CGT también se presentan residuos de tirosina en una posición muy similar a la 
del residuo Tyr556 de la glucoamilasa (Tyr633 en el compleja CGT-maltosa). En el complejo DFA-pCD, 
Tyr556 se mueve cerca de los residuos Asp554 y Lys555, mientras que en la CGT libre, el anillo 
aromático de la tirosina equivalente para esta enzima, se mueve cerca de los residuos Asn626 y 
Gln627. Estos residuos han sido identificados como sitios de unión al sustrato para ambas enzimas 
(Sorimachi et al., 1997). 

En el sitio 2 de unión de la glucoamilasa de Aspergillus awamori varo kawachi, existen residuos en la 
superficie de la proteína que se encuentran a una distancia tal que pueden formar puentes de 
hidrógeno directos o mediados por una molécula de agua con el almidón. Asp554 y Lys555 tienen sus 
cadenas expuestas hacia el exterior de la proteína de tal forma que pueden tener una interacción 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 unión con la presencia del 
ligando, lo que contribuye a la estabilidad de la interfase de unión. Estos residuos del sitio 2 forman 
una superficie de unión mayor a la que presenta el sitio 1, lo cual puede deberse a las diferentes 
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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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F19. 5: Diagrama que representa los intel'ClC~iones Intermoleculores que se sugieren poro los dos sitios de unión del DFA 
de la gI~",ilasa de Aspcrgillus tlWtlmori YOr. Ktlwtlchi con la ~CD (Sorlmochi et tll., 1997), 

(a) sitio de unión 1 y (b) sitio de unión 2. La mo!icula de ~CD son las siete unidad6 marcadas 'gl~' . Las interaccion6 
hidrofóbicas 6tán representadas por líneas largas horizontal6 entre el azúcor y el anillo aromático. Las union6 directas con 
el hidr~ se _tran como Ifneas incompletas y las líneas punteadas representan posibles puentes de hidrógeno mediados 
por rno\iculos de agua. Las r6iduos encerrados en rectángulos punte<ldos son los que se encuentran en la superficie de la 
proteína y que pueden interaccionar con li9Qndos más grand6. 

Los dominios de fijación a carbohidratos físicamente separados del dominio catalítico y que se unen 
específicamente a sustratos insolubles no sólo se han encontrado en ami lasas como: Cl y ~-amilasas de 
bacterias (Itkor et al., 1990, Bahl, et al., 1991, Nanmori et al., 1983 y Kitamoto et al., 1988), 
glucoamilasas (Sorimachi et al., 1997) y ciclodextrino glucosiltransferasas (Nitschke et al. 1990 y 
Lawson et al., 1994), sino también en otras enzimas que hidrolizon corbohidratos diferentes al 
almidón, como en quitinosas (Watanabe et al. 1994), celulosas (Lymar et al., 1995), xilanasas 
(Millward-Sadler et 01.,1994) y celulosas (O'Neill et 01.,1986). 
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4. BACTERIAS LÁCTICAS. 

Las bacterias lácticas son microorganismos gram positivos, generalmente inmóviles, anaerobios pero 
aerotolerantes. Tienen exigencias nutricionales complejas en lo que concierne a aminoácidos , péptidos, 
vitaminas, sales, ácidos grasos y azúcares fermentables. Todas las bacterias lácticos tienen un 
metabolismo fermentativa estrictamente sacarolítico y como producto de la utilización de azúcares se 
obtiene sólo ácido láctico (bacterias homolácticas estrictas), ácido láctico y acético (bacterias 
heterolácticas facultativas) o ácido láctico, ácido acético, etanol y COz (bacterias hetera lácticos 
estrictas). Las bacterias lácticos en forma de coco pertenecen a los géneros: Streptococcus, 
Lactococcus, Vagococcus, Enterococcus, Pediococcus, Aerococcus, Tetragenococcus, Leuconostoc y 
Atopobium, mientras que las que poseen forma de bacilo son: Lactobacillus y Carnobacterium. Sin 
embargo, la denominación de bacteria lóctica también se aplica para otras bacterias relacionadas 
como: Bifidobacterium, Micrococcus, Brevibacterium y Propionibacterium (Raissart y Luquet, 1994). 

4 .1. Bacterias láctlccls amilolíticas (BLA). 

La capacidad de las bacterias lácticos para fermentar almidón fue reportada por primero vez por 
Sherman en 1937 cuando encontró que algunos estreptococos aislados del tracto digestivo de 
rumiantes producían ácido en sustratos amiláceos (Sherman, 1937). A partir de esa fecha se han 
aislado bacterias lácticas amilolíticas (BLA) de diversos sustratos; como ensilados de maíz (Nakamura , 
1981, Nakamura y Crowell, 1979), desperdicios vegetales (Sen y Chakrabarty, 1984), de malta y 
mostos cerveceros (Bahak et al. , 1998), de ensilados de pescado mezclado con cereales (Lindgren y 
Refai, 1984); así 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 los siguientes especies: Lactobacillus amylophilus (Nakamura y Crowel, 1979), 
Lactobacillus fermentum (Sanni et al., 2002), Lactobacillus amylovorus (Nakamura, 1981), 
Lactobacillus plantarum (Brauman et al. , 1996) , Lactobacillus manihotivorans (Morlon-Guyot et al. , 
1998), LactobacJ1!U$ cel/obiosus (Sen and Chakrabarty, 1984), Lactobacillus amylolyticu$ (Bohak et al. , 
1998), Streptococcus bavis (Hardie, 1986), Streptococcus equinus (Cotta, 1992), Leuconostoc sp 
(Lindgren y Refai , 1984), Pediococcus sp. (Díaz-Ruiz, 2003). 

" .2. Amilasas de bacterias láctlcas. 

La capacidad amilotrtica de las bacterias lácticos se debe aparentemente a la producción de a­
amilasas ya que sólo existe un reporte de la presencia de una glucoamilasa en Lactobacillus amylovorus 
(James y Lee, 1995). La mayoría de las a-ami lasas son extracelulares y existen especies que producen 
ami lasos asociadas a la célula (Díaz-Ruiz, 2003). En las amilasas descritas hasta el momento , 
Lactobacillus fermentum (Agat i et al. , 1998), Lactobacillus cellobiosus (Sen, et al. , 1984), 
Lactobacillus manihotivorans (Aguilar, et al. , 2000), Lactobacillus plantarum (Giraud, 1993), 
Lactobacillus amylovorusy Lactobacillus amylophilus (Castillo, et al., 1993), Streptococcus (Satoh, et 
al. , 1993 y Simpson y Russell, 1998) y Leuconostoc (Lindgren y Refai , 1984) se ha observado una 
actividad óptima a un pH cercano a 5 y una gran tolerancia a pH ácidos (Rodríguez-Sonoja, 2001). 

Al secuenciar los genes que codifican las a -ami lasos de tres de estos lactobacilos: Lactobacillus 
amylovorus, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus manihotivorans se encontró que las proteínas 
resultantes presentan una identidad del 98% entre ellas y que tienen una estructura diferente a la 
reportada; constituida por el dominio catalít ico en el extremo N-terminal y series de unidades 
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repetidas (UR), de 91 aminoácidos 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 típicas a -amilasos microbianas (50-60 kDa aprox.). La cantidad de UR 
varía de una especie a otra; Lactobaci/lus omy/ovorus contiene cinco, se presentan de manera continua 
yen los extremos de éstas hay secuencias ricas en serinas y treoninas (fig. 6) cuya funci6n en otras 
glucosil hidrolasas ha sido identificada como la de unir dominios (Tomme et a( 1995). Lactobaci//us 
p/antarum y Lactobaci//us ITIOnihotivorans contienen cuatro UR, pero no se encuentran continuos, ya 
que existen unidades intermedias ricas en serinas y treoninas entre cada una de éstas (fig. 6). 
Además, en la cuarta unidad intermedia de la a --amilaso de L. ITIOnihotivorans, hay una deleci6n de 30 
pares de bases, siendo la diferencia más notable entre estas dos enzimas (Giraud and Cuny, 1997, 
Morlon-Guyot et al., 2001). 

L. amylovoros Dominio catalítico I~ ____ I 
L. p/antarum 

L. maníhotívorons 
Dominio catalítico 1_1&tr~lfi(il[2ml 

Fig. 6: Esquema de los a-QmilGSGS de L. amyltMIf'US, L. planfrlrum y L. manihaf'ÍVOf'tlns. 
La estructura de la a -amilasa de L amylovorus está constitu ida por el dominio cat alltico, 5UR y 2 
unidodes r icas en serinas y treoninas; una al final y otra al término de las UR (rectángulos claros). Las 
a.-amilasas de L. plantarum y L manihotivorans están const ituidas por 4UR y 5 unidodes intermedias 
ricas de serinas y treoninas alrededor de coda una de las UR (rectángulos claros). 

Con la f inalidad de determinar la funci6n de las UR, se clon6 la a --amilasa de Lactobaci//us amy/ovorus 
entera y trunca (sin UR) en una cepa de Lactobaci//us p/antarum no amilolítica, observándose que 
frente al almid6n soluble la capacidad de hidr61isis de ambas proteínas no cambiaba notablemente, 
mientras que sí lo hacía frente al almid6n insoluble, ya que sólo la proteína entera era capaz de 
hidrolizarlo (Rodríguez-Sanoja et a( 2000). Lo anterior se observ6 midiendo la liberaci6n de 
azúcareS reductores y monitoreando por microscopía electr6nica de barrido el estado de los gránulos 
de almid6n durante una fermentaci6n de 48 hrs. La fermentaci6n se lIev6 a cabo para ambas 
construcciones (a --amilaso entera y trunca) y se tomaron muestras a las 24 y 48 hrs. En la fig. 7 A se 
pueden observar los gránulos de almid6n hidrolizados por la enzima entera, mientras que, en la f ig. 7B, 
los gránulos tratados con la enzima trunca se observan intactos. Posteriormente, se decidi6 estudiar 
su capacidad de adsorci6n, encontrándose que la enzima trunca no podía adsorberse y que 
probablemente ésta era la raz6n por la que no hidrolizaba el sustrato. De esta manera se concluy6 que 
la a --amilaso de L. amy/ovorus presentaba un dominio de adsorci6n, constituido por una serie de 5UR 
independientes del dominio catalítico (Rodríguez-Sonoja etal., 2000). 
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A Dominio cataHlico DFA B Dominio catalítico 

Fig. 7: Fotografías en microscopio electrónico de barrido. 
Gránulos ~ almidón don~ se obsuva la atción de las Q-amilasas entera (A) y trunca (B) de L. amy'ovorus a diferentes tIempos 

(Rodrrguez-Scnoja ef al., 2000). 

La relación que existe entre la adsorción de la enzima al sustrato y su hidrólisis , se encuentra 
ampliamente estudiada en diversas glucosil-hidrolasas como en glucoamilasas (Sorimachi et al , 1997), 
CGTasas (Lawson et al., 1994) y p-amilasas (Hye-Jin, et al. 1999). Sin embargo, los DFA que se 
encuentran descritos hasta este momento en su mayoría están constituidos por alrededor de 100 
aminoácidos y no presentan unidades repetidas en su secuencia. 

Dada la particularidad de estas enzimas se realizó un análisis buscando proteínas similares y se 
encontró que la a- ami lasa de Streptococcus bovis posee un dominio catalítico más una y media 
unidades repetidas (Morlon-Guyot et al. , 2001). La a-<lmilasa de Bacillus sp. 195 está constitu ida por 
un dominio catalítico más dos unidades repetidas que se pierden durante la fermentación (Sumitani et 
al., 2000). En una bacteria alcalófila no identificada se encontró una ami lasa que contiene tres 
unidades repetidas e idénticas en el extremo C-terminal , cuya función no ha sido determinada 
(Candussio et al. , 1990). Así mismo, en el extremo C-terminal de las glucosiltransferasas (GTF) del 
género Streptococcus se presentan series de unidades repetidas conservadas; de menor tamaño que 
las antes mencionadas (65 aminoácidos), diferentes entre si y que le confieren a la enzima la 
capacidad de adsorberse al glucano (Giffard and Jacqes, 1994; Gilmore et al. , 1990; van Eichel­
Streiber et al. , 1992). También, la toxina B de C/ostrldium diffici/e está constituida por un dominio 
catalítico y una serie de múltiples unidades repetidas diferentes y pequeñas, las cuales reconocen a un 
trisacárido en la célula blanco (Wren, 1991). 

Al alinear una de las 5 UR del DFA de la a-<lmilasa de L. amy/ovorus con otras amilasas (fig. 8), se 
encontró que la secuencia es similar a los extremos C-terminal de las a-ami lasas de Streptococcus 
bovis (contiene dos ami lasas, una extracelular y una intracelular), C/ostrldium acetobuty/icum, 
Butyrivlbrio flbriso/vens, Bacillus subti/is SUH4-2, Bacil/us subti/is X-23 y Baci//us sp. H-167. En 
Bacil/us po/ymyxa se encuentra Un precursor que contiene actividad tanto de a como de p-<lmilasa. El 
precursor está dividido por dos unidades repetidas localizadas casi a la mitad de éste. La región 5' 
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contiene actividad de p-amilosa mientras que la región 3' cont iene actividad de a-ami lasos (Uozumi et 
al., 1989), Lo secuencia de los UR de las a-ami lasas de lactobacilos guardan cierta simi litud con la de 
las unidades repetidas del precursor de este microorganismo. También se observó que la secuencia de 
la bacteria alcalófila no identificada que alinea con la de los lactobacillos no corresponde a la región C­

terminal de esta proteína; donde se presentan las unidades repetidas, sino en una región próxima a 
éstas después del sitio activo de la enzima. Así, en el alineamiento se mostró que una unidad repetida 
es similar al extremo C-terminal de otras amilasas y que además, en cada una de las UR se encuentran 
presentes aminoácidos conservados que se han identificado en otras enzimas como importantes para 
la fijación al almidón insoluble, como son los residuos aromáticos triptofanos (W) (Sorimachi et al. . 
1997, Lowson et alen 1994, Goto et al en 1994) (fig. 8). 

Actualmente, todos estos dominios de fijación al almidón junto con el de las (l-amilasas de L. 
plantarum y de L. mamhotivorans se encuentran clasificados dentro de la familia de los CBM26 
(Couthino y Henrissat, 1999) pero sólo en dos cosos ha sido probada la capacidad de adsorción al 

almidón de los péptidos. 
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Lactobacillus amy/ovorus (Q48502) 
Lactobacillus manihotivorans (Q9XCV8) 
Lactobacillus plantarum (Ó06915) 
BaciHus sp. H-167 (045574) 
Streptococcus bovis (e) (050583) 
Streptococcus bovis (i) (050582) 
BacillllSpoIymyxa UR2 (P21543) 
BaciJluspolymyxa UR1(P21543) 
Bacillus sublilis SUH4-2 (09R9H7) 
BaciHus subtilis X-23 (082953) 
Butytivibtio fibtiso/vens (P30269) 
Clostridium acetobutyliclim (097GW3) 
Bacteria alcalófila no identit. (003658) 
Toxin8s (consenso) 

-EOTPAAN~ADAEN IV - . OTPAA .· FTADA DON , " V 
- OTPAANEA ADA QN V 
,GANaII\1PGPGE RDODGWFDG - EWH 

NNO QYPQNE - - - DFKAEGLlSKA -1M 
- NO SNOYPYSEGFNLVKSGNlNKD - K -NI NNWDSNNTKNYLFSTGTSTYT. P . SN 
- N NNNWDSNNTKNYSFSTGTSTYTP . NS 

1::. . Q:g~~;ro~~~~~~~ ___ L~_ 
'N N - NN --- - - --- --- - --- -- - ----- -- - ---
'- NLKINOTPGRNOPIYDVTGE~ENGTW - --

_ _ _ - - - - - - - - DTFPEEPEVTWTTAPEM,IlVEDDWYVYVF _ENAESANIIII KISSGKOIPGPNEP!lEFIDOIGWlDGVKWLD 
'. - - - - ,- - - - - - -- - - - - --- - - - - - - -- - - - - - - - - -- - - --- - - - - - - - - - - - -- - - - - - NDGYVI--- - -1-- ---- --------- ---------------

Fig_ 8: Alineamiento múltiple de una unidad repetida del DFA de L. amylDvtJrUS. 
Los aminoácidos idénticos se encuentran resaltados en gris y aquellos que se han relacionado con lo 
unión al substrato se presentan en negritas. La secuencia consenso de toxinas corresponde a las de 

C/ostridiumy Streptococcus(Wren. 1991). Los claves de cada proteína según 'UniProt: The Universal 
Protein Resource' (URL: www.expasy.uniprot.org/index.shtml) se encuentran entre paréntesis. 

10 
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OBJETIVO 

Clonar una unidad repetida de las cinco presentes en el Dominio de Fijación al Almidón de la a-amilasa 
de Lactobac/lIus amylovorusy observar si una unidad es suficiente para obtener la función de fijación 
al almidón insoluble. 

HIPÓTESIS 

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



METODOLOGÍA 

1) Obtención y diqestión de los plásmidos pGEM-B5 y pBAD-HisC. 

2) Purificación de lo UR, construcción genético en el vector pBAD-HisC y 
transformación en E. eoli. 

• 3) Verificación de la construcción genética y secuenciaci6n. 

• 4) Inducción del péptido que corresponde a lUR. 

5) Identificación del péptido clonado en Western Blot. 

• 6) Producción y purificación del péptido. 

• n Eliminación del tallo de histidinas 16x-Hist 

• 8) Purificación de la a-ami losa de Laetobacillus amylovorus 

• 9) Determinación de la capacidad de adsorción al almidón insoluble de una unidad 
repetida en comparación con la de lo a-ami losa de Laetobaeillus amylovorus. 

Fig. 9: Diagrama general de la investigación 

21 
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EXPLICACIÓN DETALLADA DE LA METODOLOGíA 

En trabajos anteriores a éste se amplificó por la reacción de la polimerasa en cadena una de las 5 
unidades repetidas de la n-amilasa Q partir del ADN total de L. amylovorusclonándose posteriormente 
en un vector especial para PCR; el vector pGEM-T easy (Promega) (fig. 10), el cual fue llamado pGEM­
B5 una vez que se comprobó par secuenciación que se encontraba la UR en este vector. El vector 
pGEM-B5 f ue introducido por electroporación (Ausbel et al., 1994) en Escherichia coli XL1-Blue. 

T7 Istart 

Apal 14 
Aalll 20 
Sphl 26 
BslZI 31 
Neo I 37 

pGEM ® -T Easy 
BslZI 43 

Vector 
Noll 43 

(3015bp) 
Sac 11 49 
EcoR I 52 

Spe I 64 
EcoR I 70 
Noll 77 
BSIZI 77 
PSI I 88 
SalJ 90 
Nde I 97 
Sacl 109 
BslXI 118 
Nsi I 127 

SP6 141 

Fig. 10; Mapa del vector pGEM-T -Easy 
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Las características de este vector se presentan en la siguiente tablo: 

Descripción El vector pGEM-T es un sistema conveniente de clonación para productos 
de PCR. 

Características • Presenta un sitio múltiple de clonación rodeado por sitios de 
restricción paro las enzimas BstZ 1, Not 1 y EcoR 1 que permiten la 
liberación el inserto. 

• Los promotores de la ARN polimerasa T7 Y SP6 flanquean el sitio 
múltiple de clonación con lo región que corresponde 01 péptido de la 
~-golactosidaso. Lo activación de este péptido permite detector o 
las clonas recombinantes en placas por medio de un indicador 
colorido. 

• El origen de replicación f1 permite lo preparación de ADN de 
cadena Simple. 

Lo unidad repetido es una secuencia introgénica que no contiene señales de traducción ni de 
trascripción, por 1sto fue necesario subclonorla en un vector de expresión: el vector pBAD-HisC 
(Invitrogen, fig. 11). Este vector permite la inserción de la UR en el morco de lectura correcto para 
expresar el péptido y así, determinar su capacidad de adsorción al almidón insoluble. 

Commenlsfof'pllADlHilA 
4102 n.cteotldoe 

pBAD/His 
A,B,e 
4.1 kb 

• mBAO promottr reglon: b . ... 4-278 
InItiationIlTG: bases 3111-3Z1 
PoIyhiItidIne 1Ig: base. 331·348 
X¡noa- opIlope: -. 388-411 
E_rocognitionalto: ba ... S97-411 
MuItipIe _ing .. 18: ba • ..,430-470 
rm8~ _.!Ion ragion: _ 553-110 
Am¡iciIin ORF: ba ... 989-1849 
pBR322 orIgln: b ..... 1994-2687 "'oC ORF; ba ... 4076-3198 

~S8C 1.,., Pvu 11 are no( 

presant in varsion C . 

Fig 11: Mapa del vector de expresión pBAI>-HisC. 



24 

Las características del vector pBAD-HisC se presenton en la siguiente tabla. 

..-
Característica Beneficio 

Promotor ara BAD (PBAIl) Regula la expresión del gen de interés 
(Guzmán et al, 1995) 

Sitio optimizado de unión al ribosoma Incrementa la eficiencia de expresión 
Codón de inicio ATG Provee un sitio de inicio para la trascripción 
Tallo de poli-histidinas en el extremo Permite la purificación de la proteína 
N-terminal recombinante por afinidad a columnas 

niqueladas. 
Además, la presencia del tallo de histidinas 
permite la identificación de la proteíno 
recombinante con el anticuerpo anti-histidinas 
por Western Blot. 

Epitope Anti-Xpress™ Permite lo detección de la proteína 
(Asp-Leu-Tyr-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys) recombinante con el anticuerpo Anti-Xpress™ 
Sitio de corte para la enterocinasa Permite la eliminación del tallo de histidinas 
(Asp-Asp-Asp-Asp-Lys) 
Sitio múltiple de clonación Permite la inserción del gen de interés para su 

expresión 
Región de terminación de la trascripción rrnB Sitio de terminación de la trascripción 
Gen de resistencia a ampicilina (p-Iactamasa) Permite la selección del plásmido en E coll 
Origen pBR322 RepJicación y crecimiento en E col; 
Gen araC Codifica la proteína que regula al promotor 

PBAIl (Lee, 1980; Schleif, 1992) 

1) Obtencl6n y digesti6n de los plásmidos pGEM-B5 y pBAD-HisC. 

Para la extracción de los plásmidos se crecieron las células de E col; que contenían los vectores 
pGEM-B5 y pBAD-HisC durante toda la noche, a 37"C, en 100 mi de medio LB con ampicilina (apéndice 
A.1), inoculando all'}'. y con agitación constante 0180 rpm. 

La extracción del plásmido se realizó siguiendo la modificación del protocolo de lisis por álcali 
(Sambrook, et al., 1989) (apéndice B.2) y el estado del plásmido se analizó en una electroforesis 
horizontal en geles de agarosa al 0.8'}'. (apéndice 8.5) (Sambrook, et al., 1989). 

El plásmido pGEM-B5 se digirió con las enzimas Bam HI y Eco RI para liberar al fragmento que 
contenía la UR y el plásmido pBAD-HisC se digirió con 891 II Y Eco RI, que cortan al vector de 
expresión 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 describió anteriormente. 

Una vez que se comprobó que se habían llevado a cabo las digestiones correctamente se prosiguió a 
lavar el ADN con fenal: cloroformo y con cloroformo: alcohol isoamílico (método descrito en los pasos 
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del 11 al 17 de la técnica: midi-preparación de plásmido en el apéndice B.2), resuspendiendo el botón 
resultante en 80 ¡¡L de agua estéril. 

2) Purificación de la UR, construcción genética en el vector pBAD-HisC y transformación en E. 
coli. 

Se purificaron tanto la unidad repetida como el vector de expresión cortando los fragmentos 
correspondientes de un gel preparativo de agarosa y haciéndolos pasar a través de columnas de fibra 
de vidrio por centrifugación a 6,000 rpm durante 6 minutos, se recuperó el líquido y se centrifugó una 
vez más con las mismas condiciones (la elaboración de las columnas de fibra de vidrio se encuentra 
descrita en el apéndice B.3). El líquido recuperado se lavó con fenal: cloroformo y con cloroformo: 
alcohol isoamílico como Se describió anteriormente. 

La construcción genética pBAD-UR (pBAD-HisC + UR) Se llevó a cabo con ligasa T4 a 4°C durante toda 
la noche y fue transformada por electroporación (Ausbel et al, 1994), a células competentes de E. coll 
DH5a (apéndice B.4). En lo electroporación las células a transformar se someten a un corto impulso 
eléctrico de alto voltaje (1250 V). Asl, la membrana celular Se hace permeable durante un corto 
período de tiempo y las macromoléculas pueden difundirse dentro de la célula (Sambrook et al, 1989). 

3) Verificaci6n de la construcción genética y secuenciación. 

Una vez que Se llevó a cabo la transformación en E. ca/¡; Se prosiguió a aislar las colonias obtenidas 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 plásmido que contenía la UR (pBAD-UR). Se verificó la 
presencia del inserto digiriendo al plásmido obtenido con las enzimas de restricción Xho I y HindIII. 

Las digestiones Se verificaron en una electroforesis horizontal en geles de agarosa (0.8':'.), donde se 
obServó que todas las colonias contenían el inserto, se seleccionaron 2 y Se secuenciaron en Laragen 
(www.laragen.com) por el método de Maxam-Gilbert utilizando los siguientes oligonucleótidos: sentido 
5'd[ATGCCATAGCATTTTT ATCC]3' y anti-sentido 5'd[GA TTTAATCTGT ATCAGG ]3'. 

4) Inducción del péptido que correspande a lUR 

La inducci6n del péptido Se llevó a cabo con el inductor del vector; que es L-arabinosa. En este ensayo 
Se probaron diferentes condiciones de inducci6n para determinar el ambiente 6ptimo de expresión del 
péptido de interés. Las bacterias transfllrmadas (E.coll / pBAD-UR) se crecieron en medio LB con 
ampicilina inoculado al 1':'0 y Se incubaron a 37·C con agitación vigorosa durante 12 hrs. Posteriormente 
se agregaron concentraciones crecientes de L-arabinosa (0.002':'., 0.02':'., 0.2':'.) Y se incubó de nuevo 
en las mismas condiciones. Se tomaron muestras a las 4, 8 Y 12 h para lo cual Se vació 1.5 mi del cultivo 
en tubos eppendorf y Se centrifugó a 12,000 rpm para eliminar el medio y dejar el botón lo más Seco 
posible. El botón contiene las proteínas que Se sintetizaron durante la inducci6n, las cuales fueron 
analizadas en geles de poliacrilomida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Coligan et al, 
1995) (apéndice B.6). 
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5) Identificación del péptido clonado en Western Blot. 

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

6) Producción y purificación del péptido. 

Se inocularon 460 mi de medio LB-ompicilina con un pre-cultivo de fco/i / pBAD-UR al l'}'o (apéndice 
. A.1l, las células se indujeron con arabinosa al 0.2,},o, como se describió anteriormente. Para recuperar 
las células se centrifugó el medio a 4·C, a 10,000 rpm durante 10 minutos, se resuspendió el botón 
bacteriano en 7 mi de solución TE (apéndice B.1), se trasvasó la suspensión a tubos cónicos de 15 mi y 
se centrifugaron de nuevo en las mismas condiciones. Se eliminó el sobrenadante y los botones se 
guardaron a -30·C. Posteriormente, las células guardadas se rompieron por sonicación (apéndice B.8) y 
el sobrenadante que se recuperó se pasó por columnas de sefarosa niquelada (Chelating Sepharose 
Fast Flow, Pharmacia Biotech). Se siguieron las recomendaciones del fabricante para la preparación 
de las columnas y la purificación del péptido (apéndice B.9). 
Paro encontrar las condiciones ideales de purificación se probaron diferentes concentraciones de 
imidazol tanto en el tampón de adsorción como en el tampón de elusión. El imidazol se utiliza como 
eluyente, ya que compite con las histidinas que contienen un anillo imidazólico en su estructura, que es 
el responsable de la interacción con el níquel. El tampón de adsorción se probó sin imidazol, con O.OlM 
y 0.05M de imidazol. El tampón de elusión se probó con 0.25M y 0.5M de imidazol. Además, se 
probaron diferentes tiempos de adsorción de la proteína a la columna niquelada (1, 5, 10, 20 Y 40 
minutos). Todas las muestras obtenidas en los diversos ensayos de purificación se analizaron en geles 
de acrilamida (SDS-PAGE). 

Una vez que se obtuvo la condición ideal de purificación se prosiguió a hacer una purificación en 
grande de proteína utilizándose 3 L de medio LB. Las muestras obtenidas se analizaron en geles de 
poliocrilamida. 

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

La enterocinasa es una proteasa altamente especifica que reconoce la secuencia (ASP)4 Lys 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 permitió su eliminación. 

Las fracciones que contenían al péptido puro se juntaron y se dializaron (apéndice B.10) contra el 
tampón de corte para la enterocinasa (tris-HCI 50mM pH 8, CaClz 1mM, tween 20 O.1'}'o). Se concentró 
la proteína por diálisis inversa cubriendo por completo la membrana que contiene la muestra con sílica 
gel y se mantuvo a 4·C hasta que el volumen disminuyó a 1 mI. 

Posteriormente se digirió la muestra con la enzima enterocinasa (1 unidad IIlL). Se digirieron 5 mg de 
proteína (lUR) con 4, 1, 0.1,0.01 Y 0.001 unidades de enzima y el análisis de estas digestiones se llevó 
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a cabo en geles de poliacrilamida SDS-PAGE. A partir de este ensayo se seleccionó la cantidad de 
enterocinasa más adecuada y se digirió el resto de la proteína. 

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

Una vez que se digirió la UR con enterocinasa se pasó por una columna de sefarosa niquelada para 
retirar el tallo de histidinas. Posteriormente se dializó el péptido contra tampón citratos/fosfatos 
0.OO75M a pH 5. 

8) Purificación de la o-ilmilasa de IActDbacil/us amyIDVtN'Us. 

Para purificar la enzima se creció a L. amylovorus en lL de medio MRS con almidón (apéndice A.3) toda 
la noche a 29·C sin agitación. Se centrifugó el medio a 10.000 rpm durante 10 minutos para eliminar 
las células y el sobrenadante se filtró por papel filtro de 0.45 ~m para eliminar la mayor cantidad de 
partículas que pudieran interferir en el equipo y por lo tanto en la purificación. 
La a-amilasa se purificó a partir del filtrado por cromatografía de afinidad utilizando una columna de 
sefarosa-l3-ciclodextrina (apéndice 8.11) en un sistema FPLC. Inicialmente se montó la columna en el 
equipo y se estabilizó con tampón citratos/fosfatos O.OlM pH 5, posteriormente se pasó el filtrado 
par la columna a una velocidad constante de 0.8 ml/min durante 16 hrs. La ami lasa se eluyó de la 
columna con una solución de l3-ciclodextrina 8mM disuelta en tampón citratos/fostatos O.1M pH 5 y 
monitoreando la presencia de la enzima por densidad óptica a 280 nm. Una vez que se recuperaron las 
fracciones que contenían la ami lasa, se lavó la columna con tampón de acetatos O.1M pH 4 Y con 
tampón de boratos O.1M pH 8. Las fracciones que contenían la ami lasa se dializaron (apéndice 8.10) 
con buffer citratos/fosfatos 0.0075M pH 5 para eliminar la l3-ciclodextrina y evitar que interfiriese 
en los ensayos de adsorción. Posteriormente, se concentró la enzima por diálisis inversa como se 
describió para la unidad repetida en el punto anterior y se verificó su pureza en geles de acrilamida 
SDS-PAGE al 8'Y •. 

9) Determinación de la capacidad del péptido de adsorberse al almidón insoluble . 

La copacidad de adsorción al almidón insoluble se determinó tanto para la UR como para la a-amilasa de 
L. amylovorus. A una suspensión de almidón se añaden concentraciones crecientes de proteína. La 
mezcla se incubó 30 min a 4°C con agitación suave, se centrifugó para eliminar el almidón y se 
determinó por espectrofotometría (A 280nm) la concentración de proteína en el sobrenadan te. Para 
conocer la concentración de proteína adsorbida al almidón, Se realizaron blancos, a los cuales no Se les 
agregó almidón pero sí se añadieron las diferentes cantidades de proteína. De tal forma que se conoce 
la concentración total de proteína con los blancos y la concentración de proteína adsorbida se calcula 
restando a los blancos la cantidad de proteína que permaneció en el sobrenadante de los tubos con 
almidón (Williamson, et al., 1992). La constante de adsorción se calcula de la pendiente que resulta de 
graficar la proteína libre contra la proteína adsorbida / mg de almidón. 
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RESULTADOS 

Como se explicó en la metodología, el plásmido pGEM-B5 contiene lUR de la a-ami lasa de L. 
amylovorus, la cual fue liberada de este plásmido por una digestión con enzimas de restricción y 
subclonada en el vector pBAD-HisC para expresar la proteína correspondiente y realizar los ensayos 
de fijación al almidón. 

1) Obtención y digestión de los plásrnidos pSEM-B5 y pBAD-HisC. 

Para liberar al fragmento que corresponde a lUR se digirió el vector pGEM-B5 con las enzimas Bam 
HI y Eco RI. El vector de expresión (pBAD-HisC) se digirió con las enzimas B91 I Y Eco RI con la 
finalidad de obtener sitios compatibles con los del fragmento para realizar la ligación. Los sitios Eco 
RI de ambos vectores son compatibles entre si y el sito B91 I del vector de expresión 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 1 y 2, mientras que en el carril 3 
se observa la liberación del fragmento a partir del vector pGEM-B5. 
Tanto la UR como el vector de expresión se cortaron del gel de agarosa y se purificaron en columnas 
de fibra de vidrio. Los fragmentos fueron ligados y la construcción genética se transformó por 
electroporaci6n en E col; DH5a. 

SR -.... __ 500pb 

Fig. 12 : Gel de agarosa 0 .8% donde se observa 
la digesti6n de los plásmidas utilizados para la 
clonación. Carril!: pBAD-HisC digerido con Bg/1 , 
carríl 2: pBAD-HisC digerido con Eco R1, carril 3: 
pGEM-B5 digerido con Ec~! y Bam HI. carríl 4: 
marcador de PM Ladder !OOpb (Fermentas). 



2) Verificación de la construeci6n genética. 

Las células de E. co/i DH5a transformadas se crecieron en placas de medio LB con ampicilina, se 
aislaron 50 colonias de las cuales a 13 se les extrajo el plásmido pBAD-UR para su análisis de 
restricción. La construcción genética se digirió con las enzimas Xho I y HindIII, donde se esperaba 
una vez más la liberación del fragmento. En la figura 13 se observa la digestión de las colonias 1, 2 Y 3. 

~pb 

Fig. 13 : Gel de agal"oSQ donde se verifica la 
clonación. Carril 1: marcador de PM 'J...-Hind III 
(Rache). En los carriles 2, 4 Y 6 se presenta al 
vector de expresión que contiene la UR (pBAD­
URjo En los carriles 3, 5, Y 7 se observa la 
digestión del vector pBAD-UR con las enzimas 
Xho I y HindIII , donde se observa la liberación 

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

Para verificar que la unidad repetida se encontraba completa dentro del vector de expresión y en 
marco de lectura se secuenció el inserto del vector pBAD-UR. Se secuenció en ambos sentidos y se 
realizó un análisis de secuencia. La secuencia resultante correspondió a la esperada y se presenta a 
continuación: 

ATGGGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTAAGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGG 
GATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCGATGGATCCGACCTCGAGATCCAACAAGCAGCAGCAGTACA 
ACAACAGAAACTAAAAAGGTTTATTTTGAAAAGCCTTCAAGTTGGGGTAGTAGAGTTTATGCCTATGT 
TTATAATAAAAATACGAATAAAGCTATAACTTCAGCTTGGCCTGGCAAAAAAATGACCGCTTTAGGTA 
ACGACGAATATGAATTGGATCTCGACACTGATGAAGATGACTCTGATTTAGCTGTTATCTTTACCGATG 
GGACAAAGCAAACACCAGCAGCTAATGAGGCTGGTTTTACCTTTACGGCTGATGCCACTTATGATCAAA 
ATGGTGTCGTAAGAACTTCTGATTCAAGCAGCACATCAAGCAATTCGTAA 

Se presenta en negritas la región que codifica para el tallo de histidinas y los codones de inicio y 
termino de la transcripción están subrayados. Adicionalmente se realizó lo traducción teórico de la 
secuencia anterior, obteniéndose lo secuencia que corresponde o una UR con el tallo de histidinas (en 
negritos). 

TRADUCCIÓN TEÓRICA 

153 AA; 16.87 kDa 

1 Inicio de la UR 

MGGSHHHHHHGKASM TGGQQMGRDLYDDDDKDRWIRPRDPTSSSSTTTETKKVYFEKPSSW*GURVY A 
YVYNK*NTNKAITSAW*PGKKM T ALGNDEYELDLD TDEDDSDLAVIFTDGTKQTPAANEAGFTFT ADA TY 
DQNGV VRTSDSSSTSSNS 

Nata: *Aminoácidos relacionados con la unión al sustrato 

Una vez que se comprobó que el vector de expresión contenía lo UR completa y en marco de lectura se 
realizaron los ensayos de expresión. 
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4) Inducción del péptido que corresponde a una URo 

Para obtener el péptido de interés se crecieron las células transformadas hasta el inicio de la fase 
estacionaria y se indujeron con arabinosa; azúcar que funciona como un inductor en el vector de 
expresión pBAD-HisC ya que contiene el promotor ara BAD y el gen oro C cuya función eS la de regular 
la expresión 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 inducción fueron 0 .002~., 0.02% y 
0.2~. y se tomaron muestras a las 4, 8 Y 12 hrs. Las proteínas sintetizadas se analizaron en geles de 
poliacrilamida. En la figura 14 se observa el péptido de interés como una banda más intensa cuando se 
agrega la mayor concentración de arabinosa (0.2~.) (fig. 14, carriles 6, 9, 15 Y 19) Y también se aprecia 
que la concentración de éste aumenta con el tiempo, así a las doce horas de inducción es cuando se 
presenta la banda más intensa que corresponde al péptido de interés (carril 9). De tal manera que las 
condiciones ideales seleccionadas para producir la proteína fueron: 0.2~. de arabinosa con un tiempo 
de inducción de 12 hrs. 

31 kba 

21.5 kDo 

UR 31 kba 
25 kDo 

Fig. 14: Geles de poliacrilamlda 12% en condiciones desnaturolizantes (SDS-PAGE). Expresión del 

péptido clonado en la cons1nicción pBAD-UR en E. coli DH5a. 

En estos geles se cargaron las proteínas sintetizadas por las células que contienen tanto la construcción 
pBAD-UR como aquellas que contienen sólo el vector pBAD-HisC (control) en las diferentes cond iciones 
de expresión. Carriles 1 y 10: marcadores de bajo PM (Bio-Rad). Carriles 2 y 11: DH5a + pBAD-HisC 
(control negativo). Carriles 3 y 12: DH5a + pBAD-UR sin arabinosa (control negativo). Carriles 13 y 16: 
DH5a + pBAD-HisC + 0.2'}'. de arabinosa e inducidas durante 12 hrs (control negativo). Carriles 4, 7 Y 17: 
DH5a + pBAD-UR e inducidas con 0.002 1. de arabinosa. Carriles 5, 8, 14 Y 18: DH5a + pBAD-UR e 
inducidas con 0.02 1. de arabinosa. Carriles 6, 9, 15 Y 19: DH5a + pBAD-UR e inducidas con 0 .2 1. de 
arabinosa. 

El tiempo de inducción para las diferentes concentraciones de arabinosa se encuentra indicado con 
flechas en la parte inferior de los geles. 
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5) Identificación del péptido clonado en Western-blot. 

Adicionalmente a los ensayos de inducción se identificó el péptido de interés por western-blot, ya que 
el vector de expresión fusiona a la proteína de interés con un tallo de histidinas y se realiza la 
identificación de ésta con un anticuerpo anti-histidinas. El complejo proteína/anti-histidina es 
reconocido por un segundo anticuerpo, el a-anti-his el cual estó acoplado con la fosfatasa alcalina que 
en presencia de su sustrato (5-bromo-4-cloro-3-indoli I-fosfato o BCIP) da lugar a una reacción 
colorida que se observa en la membrana como uno banda (fig. 15). 

Fig. 15: western-blot. 
Identificaci6n del péptido clonado. 

Carril 1: marcador de PM con tallo de histidinas (QIAGEN). 
Carril 2: proteínas sintetizadas por la bacterias que contienen 
la construcción pBAD-UR sin inducción (control negativo). 

1 Ulfarril 3: proteínas sintetizadas por las bacterias que 
contienen la construcción pBAD-UR e inducidas con 0.2% de 
arabinosa durante 12 hrs. En este último carril se observa la 
señal que corresponde a la UR con el tallo de hist idinas . 
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6) Purificación del péptldo. 

Para purificar a la UR se probaron distintas concentraciones de imidazol tanto en el tampón de inicio 

(sin imidazol, O.OlM y 0.05M) como en el de elusión (0.25M y 0.5M). Además, se probaron diferentes 

tiempos de incubación de la proteína en la columna niquelada (1,5, lO, 20 Y 40 minutos). 
Utilizando el tampón de inicio con 0.05M de imidazol se observó en geles de poliacrilamida que se 
evitaba la unión de proteínas contaminantes en la columna de sefarosa niquelada, permitiendo así sólo 

la unión del péptido de interés. El principio de purificación se basa en la afinidad que se presenta 
entre el anillo aromático de la histina y el níquel de la columna de purificación. El imidazol es un anillo 
aromático igual al de la histidina de tal forma que compite por la afinidad con el aminoácido siendo 
posible osi la purificación. Una concentración de imidazol de 0.25 M para el tampón de elusión fue 

suficiente para eluir a la UR de la columna niquelada. Además, se observó que prolongar el tiempo de 

incubación del péptido en la columna por más de 5 minutos era innecesario, ya que no se observó 
ningún cambio en la eficiencia al incubar por tiempos más prolongados. Así, las condiciones ideales para 

purificar la proteína se obtuvieron utilizando el tampón de inicio con 0.05M de imidazol, incubando la 
muestra en la columna durante 5 minutos y eluyéndola con el tampón de elusión con 0.25M de imidazol. 

Las condiciones que permitieron recuperar la mayor cantidad de UR sin proteínas 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 kbo 
66.2 kDo 

45 kbo 

31 kDo 

21 .5 kDa 

14.4 kbo 

ig. 16: Gel de poliacrilamida 1Z% en condiciones 
desnaturalizantes (SDS-PAGE). 

Purificaci6n de la URo 

arril 1: Marcador de bajo PM (Bio-Rad), Carril 2: 
R pura. 
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7) Eliminación del tallo de histidinas (6x-His). 

Para evitar cualquier posible efecto del tallo de histidinas en la adsorción, éste se debía eliminar de lo 
URo Poro establecer los condiciones se añadieron concentraciones crecientes de enterocinasa (4, 1, 
0.1,0.01 Y 0.001 unidades) o 5 mg de lo proteína recombinante. Las digestiones se analizaron en un gel 
de poliacrilamida. En la fig. 17 se observa en los carriles del 3 al 6 la digestión de la proteína y 
eliminación del tallo, ya que la talla de ésta disminuye ligeramente, mientras que en el carril 7 se 
observa la digestión parcial de la proteína como dos bandas, lo cual es de esperarse ya que en esa 
digestión se agregó la menor cantidad de enterocinasa. La cantidad de enterocinasa mínima necesaria 
paro eliminar el tollo de histidinas fue de 0.01 unidades y se agregó una cantidad poco mayor a ésta 
(0.05 unidades) para asegurar la eliminación del tallo del resto de la proteína. 

Sin 
PM digestión 

Enterocinasa (unidades) 
4 1 0.1 0.01 0. 001 Fig. 17: Gel de poliacrilamida 12'1. en condiciones 

.... ~-~2-t~3~-4~--:5~-":6:--~7~ desnaturalizantes (SDS-PAGE). Digesti6n de la UR 
con la enzima enteroclnasQ. 

31 kea 
Carril 1: marcador de bajo PM (Bio-Rad). Carril 2: UR 

lUR lUR sin tallo de Histidinas 
con el tallo de histidinas sin digestión (control). 
Carriles 3 al 7: UR digerida con la enzima 

215 kea 

14.4 kea 

enterocinasa. Las unidades de enterocinasa empleadas 
son: 4, 1, 0.1. 0.01 , 0 .001. En el carril 3 se presenta lo 
digestión con 4 unidades de enterocinosa y lo cantidad 
de ésto disminuye hacia el carril 7 donde se agregó lo 

... ---"""'-----------. menor cantidad de enterocinasa (0.001 unidades). 

Se realiz6 un western-blot uno vez más con el anticuerpo anti-histidinas de tal forma que se verificó 
la eliminación del tollo de histinas de la UR, analizándose tanto la muestro digerido con enterocinasa 
como lo UR con tollo. Los resultados indican que el tallo fue eliminado del péptido yo que no se observó 
señal en la muestra digerido (fig. 18) mientras que sí se observó para lo muestra con tallo que fue 
utilizada como control. 

1 2 3 

-lUR 
HI$ -

1UR 

mPN 

75 k()a 

50 kea 

30 kDa 

15 kea 

Fig. 18: western-blot. 
Eliminaci6n del tallo de histldlnas . 

Carril 1: UR digerida con 0.05 unidades de enterocinasa donde no 
se observa sellal por la eliminación del tallo de histidinas; carril 
2: UR con el tallo de histidinas sin digestión con enterocinasa 
(control positivo) y carril 3: Marcador de PM con tallo de 
histidinas (QIAGEN). 
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8) Purificación de la a-amilasa 

La a-amilasa se obtuvo de un cultivo de 18 horas de L. amylovorus. La enzima se purificó por 
cromatografía de afinidad utilizando ~-ciclodextrina como ligando. La purificación de la ami lasa se 
monitoreó por densidad óptica (Abs 280) detectándose sólo una señal durante la elusión que 
correspondía con la actividad amilolítica. Para verificar la pureza de la proteína se realizó un gel de 
acrilamida donde se observó una sola banda con el peso aproximado correspondiente al de la a-ami lasa. 

97.4 kDo 

66.2 kilo 

4!5 kilo 

31 kilo 

21.5 kilo 

14.4 kDo 

2 3 4 5 

66 2 kDa 

45 kDo 

31 kDo 

14.4 kDo 

162 kilo 
Fig. 19: Gel de poliacrilamida 8% en condiciones 
desnaturalizantes (SC>S-PAGE). Purificación de la 
UR y a-amilasa de L. amyltJvorus. 

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

9) Determinación de la capacidad del péptido de adsorberse al almidón insoluble. 

El ensayo de adsorción al almidón insoluble se realizó tanto para la UR como para la a- ami lasa de L. 
amylovorus. Las proteínas empleadas son las observadas en la figura 19. 

Los ensayos de adsorción se realizaron por triplicado para cada proteína, añadiendo diferentes 
cantidades de ésta a una solución de almidón y midiendo la cantidad de proteína no adsorbida por 
espectrofotometría (Abs 280). La cantidad de proteína adsorbida se obtiene por sustracción. Los 
valores de absorbancia obtenidos a 280 nm se cambiaron a unidades de concentración utilizando los 
coeficientes de extinción molar (e) te6ricos tanto de la UR como de la ami lasa obtenidos en 
http://us.expasy.org. Los resultados se presentan en las tablas 2 y 3: 
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Tabkl 2. beterminación de lo capacidad de adsorción de 1 UR (e=26016 L/Mol*cm, 
PM=13.44 kba) 

Prot inicial Prot no ads Prot ads Prot ads/mg almidón 
Pi (ms/ml) Pna (ms/ml) Pi-Pna (ms/ms) 

10.38 9.27 1.11 1.84 
8.81 7.70 1.11 1.85 
7.59 6.87 0.71 1.19 
6.56 5.38 1.17 1.96 
5.07 4.21 0.86 1.43 
3.60 3.19 0.41 0.69 
2.87 2.53 0.34 0.57 
2.34 1.91 0.44 0.73 
1.59 1.20 0.39 0.66 
0.95 0 .64 0.31 0.52 
0.48 0.26 0.22 0.37 
0.00 0.00 0.00 0.00 

Tabla 3: beterminoci6n de lo capacidad de adsorción de la a-amUasa de 
L.amyfoVOf'US (e=207680 L/Mol·cm, PM=10.49 kba) 

Prot inicial Prot no ads Prot ads Prot ads/mg almidón 
Pi (!!!SI mi) Pna (ms/ml) Pi-Pna (ms/ms) 

8.89 6.76 2.14 3.56 
8.06 5.68 2.38 3.96 
6.37 4.85 1.52 2.53 
4.67 3.69 0.98 1.63 
4.21 2.97 1.25 2.08 

2.97 2.03 0.94 1.56 
2.42 1.52 0.90 1.50 
1.47 1.17 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 graficaron (gráfico 1) para observar la relación que existe entre la 
proteína adsorbida y libre (proteína inicial). La constante de adsorción (Kad) corresp.onde a la 
pendiente de la línea de tendencia y es un parámetro que nos indica la magnitud de la adsorción de la 
proteína hacia el gránulo de almidón. 



e 5.0 
~ 
's 4.0 " 
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r 3.0 · 
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e 
IL 0.0 

0.0 

Ensayo de adsorción al almidón insoluble 

2.0 4.0 6.0 

Prot. libre (mg/ml) 

1UR 
Kad = 0.1872 

8.0 10.0 

Gráfico 1: Isotermas de adsorción de lUR y de la a-amilasa de L. 
amyllMH"Us. 
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En el gráfico 1 se muestra el comportamiento que presenta la adsorción tanto de la UR como la de la 
amiloSQ entera. En ambos curvas se observa que conforme aumenta la cantidad de proteína en el medio 
también lo hace la cantidad que es odsorbida al gránulo, siendo la Kad de la omilaso entera casi tres 
veces mayor que la de la unidad repetida. 

DISCUSIÓN 

A partir del vector pGEM-B5 se obtuvo una de las cinco unidades repetidas (UR) del Dominio de 
Fijación al Almidón (DFA) de la <l-amilasa de L. amylovorus, clonándose posteriormente en el vector 
de expresión pBAD-HisC. Uno vez que se verificó la construcción, se probaron diferentes condiciones 
de inducción para determinar la óptima para expresar al péptido, Adicionalmente se identificó a la 
proteína por western-blot y se purificó en columnas niqueladas. Una vez purificada la proteína se 
removió el tallo de histidinas utilizando enterocinaso, de tal forma que no afectara en la adsorción de 
la UR al almidón. 

En los ensayos de odsorción se obtuvo que la UR es capaz de adsorberse al gránulo de olmidón, 
cumpliéndose lo hipótesis planteada en este trabojo, En las isotermas de adsorción se observa que 
conforme aumenta la cantidad de proteína en el medio también lo hace la cantidad que ésta se 
adsorbe al gránulo de almidón, obteniéndose una Kad = 0.1872. La adsorción que presenta la UR frente 
al almidón insoluble no podría considerarse un efecto azoroso, ya que se tiene el antecedente de que la 
amilaSQ sin URs no es capaz ni de hidrolizar el gránulo de almidón ni de adsorberse a éste, lo que se 
confirmó con isotermas de adsorción que mostraron que la enzima perdía su capacidad de adsorción 
frente al sustrato insoluble, ya que conforme se aumentaba la cantidad de enzima en la suspensión de 
almidón también lo hacía la cantidad de ésta en su forma libre (Rodríguez-Sanoja, et al. . 2000). 



e 5.0 
~ 
's 4.0 " 
'¡¡ 

r 3.0 · 
c;, 
.§. 2.0 

~ .. 1.0 

e 
IL 0.0 

0.0 

Ensayo de adsorción al almidón insoluble 

2.0 4.0 6.0 

Prot. libre (mg/ml) 

1UR 
Kad = 0.1872 

8.0 10.0 

Gráfico 1: Isotermas de adsorción de lUR y de la a-amilasa de L. 
amyllMH"Us. 

37 

En el gráfico 1 se muestra el comportamiento que presenta la adsorción tanto de la UR como la de la 
amiloSQ entera. En ambos curvas se observa que conforme aumenta la cantidad de proteína en el medio 
también lo hace la cantidad que es odsorbida al gránulo, siendo la Kad de la omilaso entera casi tres 
veces mayor que la de la unidad repetida. 

DISCUSIÓN 

A partir del vector pGEM-B5 se obtuvo una de las cinco unidades repetidas (UR) del Dominio de 
Fijación al Almidón (DFA) de la <l-amilasa de L. amylovorus, clonándose posteriormente en el vector 
de expresión pBAD-HisC. Uno vez que se verificó la construcción, se probaron diferentes condiciones 
de inducción para determinar la óptima para expresar al péptido, Adicionalmente se identificó a la 
proteína por western-blot y se purificó en columnas niqueladas. Una vez purificada la proteína se 
removió el tallo de histidinas utilizando enterocinaso, de tal forma que no afectara en la adsorción de 
la UR al almidón. 

En los ensayos de odsorción se obtuvo que la UR es capaz de adsorberse al gránulo de olmidón, 
cumpliéndose lo hipótesis planteada en este trabojo, En las isotermas de adsorción se observa que 
conforme aumenta la cantidad de proteína en el medio también lo hace la cantidad que ésta se 
adsorbe al gránulo de almidón, obteniéndose una Kad = 0.1872. La adsorción que presenta la UR frente 
al almidón insoluble no podría considerarse un efecto azoroso, ya que se tiene el antecedente de que la 
amilaSQ sin URs no es capaz ni de hidrolizar el gránulo de almidón ni de adsorberse a éste, lo que se 
confirmó con isotermas de adsorción que mostraron que la enzima perdía su capacidad de adsorción 
frente al sustrato insoluble, ya que conforme se aumentaba la cantidad de enzima en la suspensión de 
almidón también lo hacía la cantidad de ésta en su forma libre (Rodríguez-Sanoja, et al. . 2000). 



38 

El fenómeno de adsorción inicialmente se caracterizó en la glucoamilasa de AspergJ//us awamori varo 
kawachi (Sorimachi et al. en 1997) yen la CGT de Bacillus circu/ans cepa 251 (Lawson et al. en 1994) 
Y posteriormente se extrapolaron hacia algunas p~milasas, una vez que se conocieron las estructuras 
tridil1\ensionales de dichas enzimas (Hye-Jin et al. , 1999; Mikami et al. , 1999). En el fenómeno de 
adsorción se estableció que los residuos más importantes son aquellos que presentan un oni 110 
aromático en su estructura, como el triptofano y que el mecanismo por el cual el DF A interactúa con el 
sustrato está dado por interacciones hidrofóbicas entre los anillos aromáticos y las zonas internas de 
las h¿lices de amilosa que también presentan cierta hidrofobicidad. Así, el hecho de que la UR posea 
la capacidad de adsorberse al almidón insoluble puede atribuirse a los residuos de triptofano que 
presenta en su secuencia, ya que podrían considerarse como equivalentes a los presentes en el sitio 1 
de fijación tanto de la glucoomilasa de Aspergillus awamorivar. kawachi como al de la CGT de Bacillus 
circu/ans cepa 251 como describieron Sorimachi et al. en 1997 y Lawson et al. en 1994 
respectivamente. Estos residuos se encuentran altamente conservados en varias enzimas con DFA y 
además en la CGT se identificaron como los más importantes para la fijación al almidón insoluble 
(Penringa et al., 1996). Así, se podría pensar que cada una de las unidades repetidas contienen al 
menos un sitio de fijación análogo al que se presenta en estas enzimas. En cuanto a un segundo sitio de 
unión (sitio 2 para la CGTasa y glucoamilasa) es más dificil determinar si existe o no porque los 
áminoácidos relacionados en éste son más variables. De cualquier forma, para la CGT se ha 
comprobado que el sitio 1 de unión es el más importante para la adsorción y que el sitio 2 no 
contribuye sustancialmente ya que su función principal es la de guiar al sustrato hacia el sitio activo 
(Penninga etal., 1996). 

Por otra parte, al comparar la adsorción que presenta la UR (Kad = 0.1872) con respecto a la omilasa 
entera, se observó que ésta última se adsorbe casi tres veces más que la unidad, presentando una 
Kad:O.5396. Lo anterior sugiere que conforme aumenta la cantidad de unidades repetidas también lo 
hace la adsorción de la enzima hacia el gránulo de almidón, lo cual se ha observado en otras proteínas 
que contienen unidades repetidas, como en la glucosiltransferasa-S de Streptococcus mutans que 
contiene un domino de fijación al glucano constituido por 5 UR, donde la deleción de una unidad 
repetida disminuyó dramáticamente la capacidad de adsorción de la enzima frente al sustrato 
insoluble (Lis et al., 1995). Por otro lado, en otro estudio realizado en el laboratorio (Santiago, 2004) 
se clonó el DFA entero, es decir, las cinco UR sin el dominio catalítico y al medir su capacidad de 
adsorción se obtuvo que éstas se fijan mucho más al sustrato que la amilasa entera, obteniéndose uno 
Kad : 110 cual sugiere que el efecto de las unidades repetidas en la a- ami lasa es sumatorio. Asimismo, 
si se considera que cada una de las UR están constituidas por 100 aminoácidos aproximadamente, 
como se ha reportado para la mayoría de los dominios de fijación al almidón de las amilasas 
(glucoamilosas, CGTasas, p y a-ami lasa) (Wcrren, 1996) y que posiblemente se encuentren presentes 
sitios de unión como los descritos para la CGT y glucoamilosa, se podría sugerir que cada una de las UR 
de la u~milosa de L. amy/ovorusestá actuando como un DFA independiente y el hecho de que las cinco 
UR se fijen al sustrato más eficientemente que la ami lasa entera podría explicarse como el efecto de 
un impedimento estérico que ejerce el dominio catalítico en la adsorción de la enzima y quizá no 
interaccionan los cinco dominios con el sustrato. Lo anterior llevaría a pensar en la necesidad de más 
de un DFA en la enzima para obtener la capacidad de adsorción. 

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 a~milasas de Streptococcus bovis, de C/ostr¡dium 
acetobuty/icumy de varias especies del género Bacillus(ver fig. 8, pag. 19). Lo función del extremo C-
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terminal de estas enzimas no ha sido determinada como DFA en e$tas especies, ya que en la mayoría 
no se ha estudiado con profundidad la acción de la amilasa. Sin embargo, en StreptococclIs bov'sy de 
Bacilllls slIbti/¡s X-23 se estudió la capacidod de las a-amilasas para adsorberse al almidón insoluble 
encontrándose 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 adsorción al almidón insoluble. De 
esta manera se explica la necesidad de los cinco dominios de fijación al almidón en los lactobacilos en 
cuestión. 

La a-amilasa de L. amylovorlls tiene una identidad de un 98':'0 con las de L plantarllm y L. 
manihotivorans, siendo la principal diferencia que sus a-amilasas contienen sólo cuatro UR idénticas a 
las de L amylovorlls. De tal forma que se podría decir que las a-amilasas de estos tres lactobacilos 
contienen múltiples DFA idénticos en su estructura (Rodríguez-Sanoja, et al., 2000). Lo anterior es 
novedoso para la familia de las amilasas, ya que aparte de estos lactobacilos sólo se han reportado dos 
unidades repetidas en la a-ami lasa de Bacilllls sp. no. 195 (Sumitani et al. , 2000) y tres unidades 
repetidas en la a-amilasa de una bacteria alcalófila no identificada (Candussio et al., 1990). Sin 
embargo, la particularidad de múltiples dominios de fijación al sustrato no es extraño para otras 
glucosil hidrolasas, ya que sí se han reportado en celulasas, glucanasas, quitinasas o xi lanosas, por 
ejemplo la ~- l ,4-glucanasa CenC de Celllllomonas fimi contiene 2 dominios de fijación a celulosa 
idénticos (Creagh et al. , 1998), mientras que la quitinosa de Aeromonas hydrophila presenta 3 
dominios de fijación a quitina (Wu et al., 2001). En cuanto a las UR presentes en la a-amilasa de 
BacHlus sp. no. 195, también podrían considerarse dominios de fijación al almidón, ya que cuando la 
enzima pierde las UR durante la fermentación también pierde la capacidad de hidrólisis frente al 
almidón insoluble (Sumitnai et al., 2000). Sin embargo, para poder saber si las UR presentes en las 
amilasas de Bacilllls sp. no. 195 y de la bacteria alcalMila son DFA, es necesario realizar estudios 
enfocados directamente hacia la adsorción de la enzima frente al sustrato insoluble, centrándose en 
el efecto de las URo 

Para determinar los sitios de unión que participan en la adsorción de estos posibles dominios así como 
los residuos involucrados es necesario realizar estudios donde se determine su estructura secundaria 
y su interacción 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 fijación y observar el impacto sobre la capacidad de hidrólisis y 
adsorción de la amilasa. 
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CONCLUSIONES 

.:. Después de clonar y expresar una de las cinco unidades repetidas del Dominio de Fijación al 
Almidón de la a-ami losa de L. amylovorusse observó que es capaz de fijarse al almidón insoluble . 

• ) Los resultados de este proyecto sugieren que cada una de las unidades repetidas de la a-ami lasa 
de LactobaciJ/us amylovorusactúa como un Dominio de Fijación al Almidón, es decir, el dominio no 
se forma por cinco unidades en tandem sino que existen cinco dominios de unión al carbohidrato. 
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APÉNDICE A 

MEDIOS DE CULTIVÓ 

A.l .Medio Lurio-Bertoni (LB) poro crecer o E. col; (Sombrook, 1989). 

Componente 
Triptona 

Extracto de levadura 
Cloruro de sodio 

Cantidad (gIL) 

10 
5 
10 

Para hacer medio LB sólido en cajas petri se 
agrega agar al1.5i' •. 

Para hacer medio LB con ampicilina la 
concentración final de ésta debe ser de 100 J.lg I 
mI. 

A.2.Medio SOC para electroporación (Sombrook et al., 1989). 

Coml!!!nente Concentración Cantidad ~/q 
Tri2tona 2i'. 20.0 

Extracto de Levadura 0.5i'. 5.0 
NaCI 10m M 0.584 

KCI 2.5mM 0.185 
M9zCI ' 6HzO 10mM 2.03 
MgSO~ ' 7 HzO 10m M 2.46 

Glucosa 20mM 3.60 
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A.3.Medio MRS con olmidón para crecer bacterias lácticos amilolíticas (De Man et al., 1960). 

Componente 
Pe2tona 

Extracto de carne 
Extracto de Levadura 

Fosfato de Potasio 
Acetato de Sodio 
Citrato de Amonio 

Sulfato de Magnesio 
Sulfato de Manganeso 

Tween 80 
Almidón 

Cantidad ~/L) 
10 

5 
5 
2 
5 
2 

0.2 
0.2 
1 

20 

Se mezclan todos los componentes 
excepto el almidón, éste se hidrata 
previamente con agua destilada y 
posteriormente se agrega a la 
mezcla. Se afora y se esteriliza 15 
minutos. 



APÉNDICE B 
MÉTODOS 

B.l EXTRACCIÓN DE Pl.ÁSMIDO POR LISIS Al.CALINA 
-MINI-PREPARACIÓN DE Pl.ÁSMIDO­

(Sambrook et DI., 1989) 

Reactivos necesarios: 

Solución I 

Sustancia 

Glucosa 
Tris ' CI (pH 8.0) 
EDTA (pH 8.0) 

Solución Ir 

Sustancia 

Concentración (mM) 

50 
25 
10 

Concentración 

La solución I se puede preparar en volúmenes 
de aproximadamente 100 mi y se esterilizan 
durante 15 minutos y se almacena a 4°C. 
Esta solución debe ser abierta en campana 
para evitar su contaminación. 

Esta solución se prepara en el momento. 

51 

NaOH 
SDS 

0.2N 
1 'Yo 

Se pueden utilizar soluciones stock: NoOH 10 N Y 
SDS 10%. 

Solución IIr 

Sustancia Volumen (mi) 

Acetato de potasio 5 M 60 
Ácido acético glacial 

Aguo 

Etanol absoluto 
Etanol 70% 

Solución TE pH 8 

Sustancia 

Tris ' CI pH 8 
EDTA pH 8 

11.5 
28.5 

Concentración (mM) 

10 

Endoribonucleaso pancreátic:a (RN'asa) 10mg/ml 
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Procedimiento: 

Se parte de 5ml de medio LB con ampicilina (ver apéndice A.1) inoculado al l'ro con la cepa 
correspondiente e incubado durante todo lo noche o 37"C, con agitación constante (180 rpm). 

1. Se transfieren 1.5ml de medio o un tubo eppendorf y se centrífugo o 10,000 rpm por 10 minutos o 
4°C, eliminar el medio de cultivo. El botón bacteriano debe encontrarse lo más seco posible paro lo 
cual se utilizo una pipeta pasteur que remueve el medio de cultivo remanente. 

2. Se resuspenden las células en 100 lJl. de solución I fría con la ayuda de un vortex. 
3. Se agregan 200 IIL de solución II recién preparada. Se mezclo invirtiendo el tubo rápidamente 5 

veces. Asegurarse de que toda la superficie del tubo tenga contacto con la solución II. No USe 
vortex. Se mantiene el tubo en hielo. 

4. Se agregan 150 IIL de solución III frío. Se mezclo invirtiendo el tubo poro dispersor la solución III 
o través dellisado bacteriano viscoso. Se mantiene en hielo 5 minutos. 

5. Se centrifugo o 12 000 rpm por 15 minutos. Se transfiere el sobrenadante o un tubo limpio. 
6. Se precipito el DNA con 2 volúmenes de etanol absoluto durante 1 hr aproximadamente o 

temperatura ambiente. 
7. Se centrifugo o 12 000 rpm por 15 minutos. Se retiro el sobrenadante. 
8. Se lava el botón con 1 volumen de EtOH 70'r •. Se centrifugo 15 min o 12 000 rpm, se retiro el 

sobrenadante y se dejo secar el botón. 
9. Se disuelve el botón en 10 IIL de TE + RN'asa (lo concentración final de lo RN'asa debe ser 50fJg/ml) 

y se incubo 30 minutos o 55°C. 

De lo solución resultante de este método se cargaron 3 tJL en geles de agarosa poro analizar el estado 
del plásmido. 

B.2.EXTRACCIÓN DE PLÁSMIDO POR LISIS ALCALINA 
-MIDI-PREPARACIÓN DE PLÁSMIDO­

(Sambraok .t al., 1989) 

Se utilizan los mismas soluciones que poro lo mini-preparación de plásmido más los siguientes: 

Fenal: cloroformo 1:1 
Cloroformo: alcohol isoamílico 24:1 

• Acetato de sodio 3M pH 5.2 
• Proteinasa K 10mg/ml 

Procedimiento: 

Se parte de 100ml de medio LB con ampicilina (ver apéndice A.1) inoculado 01 l'ro con la cepo 
correspondiente e incubado durante todo lo noche en a 37°C, con agitación constante (180 rpm). 

1. Se transfiere el medio de cultivo en botellas poro centrífugo y se centrífugo a 10.000 rpm por 
10 minutos a 4°C para recuperar las células y eliminar el medio de cultivo. El botón bacteriano 
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debe encontrarse lo más seco posible para lo cual se utiliza una pipeta pasteur que remueve el 
medio de cultivo remanente. 

2. Se resuspende muy bien el botón bacteriano libre de medio en 5ml de solución I fría con la 
ayuda de un vortex. 

3. Se agregan 10ml de solución n recién preparada. Se mezcla invirtiendo el tubo rápidamente 5 
veces. Asegurarse de que toda la superficie del tubo tenga contacto con la solución n. No use 
vortex. Se mantienen las botellas en hielo. 

4. Se agregan 7.5ml de solución In fría. Se mezcla invirtiendo el tubo para dispersar la solución 
In 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. 
7. Se centrifuga a 12 000 rpm 15 minutos. Se retira el sobrenadante. 
8. Se lava el botán con 1 volumen de EtOH 70~o . Se centrifuga 15 min a 12 000 rpm, se retira el 

sobrenadante y se deja secar el botón. 
9. Se disuelve el botón en 0.5ml de TE + RN'asa (la concentración final de la RN'asa debe ser 

1OIlg/ml) y se incuba 30 minutos a 55·C. 
10. Se agrega proteinasa K a una concentración final de IOllg/ml y se incuba 30 min a 55·C. 
11. Se agregan 0.5ml de fenol: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: alcohol isoamílico y se emulsiona con la ayuda de un 

vortex. 
14. Se centrifuga 5 minutos a 12000 rpm a temperoturo ambiente y se recupera la fase acuosa 

Uose superior ). 
15. Se precipita con 2 volúmenes 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 botón con 1 volumen de EtOH 70~o . Se centrifuga 15 min o 12000 rpm. se retira el 

sobrenadante y Se resuspende el botón en lOOIlL de agua estéril. 
18. Se incubo a 37 ·C para disolver el DNA. 

De la solución resultante de este método se cargó 11lL en geles de agarosa para analizar el estado del 
plásmido. 

B.3.ELABORACIÓN C>E COLUMNAS DE FIBRA DE VIDRIO PARA PURIFICAR ADN. 

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

1. Se perforo el fondo del tubo eppendorf de 0.5ml con una aguja. 
2. Se rellena el fondo del mismo tubo con medio centímetro de fibra de vidrio aproximadamente, 
compactándola lo más 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-TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS COMPETENTES DE E.coli(Zabarovsky et al., 
1990). 

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

A. Preparaci6n de las células 

1. Se inocula all'}'o 1 litro de medio LB (ver apéndice A.l) con un cultivo fresco crecido 
durante toda la noche. 

2. Se crecen las células a 37"C con agitaci6n vigorosa hasta obtener una ABS 600 de 0.5 a 
0.7 (se obti enen mejores resultados cuando se crecen las células rápidamente). 

3. Para colectar las células Se centrifuga el medio a 4°C, a 8,000 rpm durante 15 mino 
4. Se remueve la mayor cantidad de medio posible y se resuspenden los botones en un 

total de 1L de agua mega pura, estéril y fría. Se centrifuga como en el paso 3. 
5. Se resuspende el bot6n en 0.5 litros de agua mega pura, estéril y fría. Se centrífuga 

como en el paso 3. 
6. Se resuspende el botón en aproximadamente 20 mi de glicerol al 10% frío y elaborado 

con agua mega pura. Se centrifuga como en el paso 3. 
7. Se resuspende en un volumen final de 1.5 mi de glicerol al 10%. La concentraci6n de 

células debe ser alrededor de 1-3 x 10 10 células / mI. 
8. Esta suspensión se debe guardar en alícuotas de 50 ¡.tL a -70°C. Las células se 

conservarán en buen estado por al menos 6 meses en estas condiciones. 

B. Electro-transformación 

1. Las células guardadas a -70°C se descongelan en hielo y se les agrega de 5pg a 0.5 ¡.tg 
de ADN. 

2. Se mezcla ligeramente y se mantiene en hielo durante 1 minuto. 
3. Se establece la magnitud del impulso eléctrico en el equipo para electroporar que debe 

ser de 1250 V. 
4. Se transfiere la mezcla de células con plásmido a una cubeta para electroporaci6n de 

0.1 cm (enfriada previamente) con la ayuda de una micro pipeta. Se coloca la cubeta en 
la cámara del equipo y se da el impulso eléctrico. 

5. Inmediatamente después dci pulso se agregan a la cubeta 950 ¡.tL de medio SOC (ver 
apéndice A.2) y se resusp!!nden rápidamente las células en el medio con una micro 
pipeta (la adici6n rápida del medio SOC después del pulso eléctrico es muy importante 
para maximizar la recuperación de las células transformadas). 

6. Se transfiere la suspensión de células a un tubo c6nico de 15 mi y se incuba a 3rC 
durante 1 hora, con agitaci6n constante. 

7. Se plaquea en cajas petri con medio LB/ampicilina (ver apéndice A.l) 1, 10 Y 100 ¡.tL de 
la suspensi6n de células del punto anterior para determinar la ef iciencia, la cual debe 
ser mayor a 1 x 107 transformantes (ufc)/¡.tg ADN cuando se tienen plásmidos íntegros. 
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8.5. ELECTROFORESIS HORIZONTAL EN GELES DE AGAROSA (0.8'.). 
(Sambrook et al., 1989) 

Reactivos necesarios: 

• Agarose 
• Bromuro de etidio 1Omg/ml 

• Tampón TAE 50 X 

Componente Cantidad 
Tris base 242 g 

EDTA 0.5 M pH 8 100 mi 
Ác. acético glacial 57.1 mi 

• Tampón de carga para ADN 10X 

Componente Concentración 
Azúl de bromofenol 0.25'í'. 

Xilen cianol 0.25'í'. 
Glicerol 30'í'. 

Procedimiento: 

El pH de este tampón se ajusta a 8.3 

El tampón debe ser diluido hasta una 
concentración 1 x. 

El tampón de carga se debe diluir hasta 
una concentración 1X para cargar las 
muestras en geles de agarosa. 

1. Se disuelven 0.6 g de agarosa en 75 mi de agua destilada calentando hasta ebullición durante 
algunos segundos. La cantidad de gel que se prepara depende del tamaño de la cámara de 
electroforesis que se va a utilizar. 

2. Se agregan 4 IIL de bromuro de etidio (0.5~g/ml), se mezcla y se deja solidificar el gel en la 
cámara con el peine que va a formar los pozos donde se cargan la muestras. 

3. Se sumerge el gel en tampón TAE 1X dentro de la cámara de electroforesis y Se cargan las 
muestras de ADN con.tampón de carga 1X. 

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

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



---------------------- ---- ---

B.6.EI.ECTROFORESIS EN GEI.ES DE POL.IACRII.AMIDA EN CONDICIONES 
DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE) (Coligan et 01., 1995). 

Reactivos necesarios: 

• Acrilamida 30'ro 
• Tampón Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 
• Tampón Tris-HCI1.5 M pH 8.8 
• SDS 10% 
• TEMED (N, N, N', N'-tetrametiletilendiamina) 
• Persulfato de amonio 10'ro (se prepara en el momento) 

• Tampón de carga para proteínas 4X 

Componente Cantidad 
Agua destilada 4ml 

Tris-HCI 0.5M pH 6.8 1 mi 
Glicerol 800 IlL 
SDS 10'ro 1.6 mi 

2-I3-mercaptoetanol 400 pL 
Azul de bromofenol 0.5%(p/v) 

• Tampón de migración 5X pH 8.3 

Componente 

Tris-base 125 Mm 
Glicina 
SDS 

Contidad 
(g/L.) 

15 
72 

5 

Soluciones para revelar los geles. 

La concentración de este tampón debe 
ser lX cuando se preparan las 
muestras. 

Este tampón se diluye con agua hasta una 
concentración 1X para correr el gel de 
poliacri lamida. 

• Stock I: azul brillante de coomassie 0.2'ro + etanol 90'ro 
• Stock II: ácido acético 20'ro 
• Fijación: 40 mi etanol + 10 mi ácido :lcético glacial + agua destilada 50 mi 
• Tinci6n: 50 mi stock I + 50 mi stock II 
• Destinción: 20 mi etanol + 10 mi ácido acético glacial + 70 mi agua 

56 
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Procedimiento: 

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

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

3. Se prepara el gel de acrilamida, el cual está constituido tanto por un gel de separación (parte 
inferior) como por un gel de concentración (parte superior) y presentan la siguiente 
composición: 

Componente Gel de concentración Gel de separación -

4'. 8'10 12% 

Agua destilada 1.21 mi 2.34 mi 1.64 mi 
Tris-Hel 0.5M pH 6.8 0.50 mi 
Tris-Hel 1.5M pH 8.8 1.25 mi 1.25 mi 

Acrilamida 300;. 266.5 flL 1.3 mi 2.0ml 
SDS 100;. 20.0 flL 50 flL 50 flL 

Persulfato de amonio molo 11.0 f!L 50 flL 50 flL 
TEMED 2.2 flL 10 f!L 10 flL 
Total 2.0 mi * 5.0 mi * 5.0 mi * 

* Cantidades necesarias para hacer un gel. 
- La concentración de acrilamida en el gel de separación depende del peso molecular de las 
proteinas que se desea separar. Generalmente se usa una concentración de 5'. para proteinas de 
60 a 200 kDa, una de lO':'. para proteínas con peso molecular de 16 a 70 kDa y una de 15':'0 para 
proteinas con peso molecular de 12 a 45 kDa. Asi, para el análisis de proteína de éste estudio se 
seleccionaron los geles de separación con concentración de 12':'. para la UR (17 kDa) y de 8':'. para 
la a-amilasa (100 kDa) (Coligan et al.. 1995). 

Ambos geles se preparan simultáneamente 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 separaión, se mezcla ligeramente e 
inmediatamente después se vacía con la ayuda de una pipeta en el sándwich 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 separación para 
obtener una superficie lisa. Se deja a temperatura ambiente alrededor de 20 minutos para 
permitir la polimerización de la acrilamida. euando la acrilamida se ha polimerizado se observa 
muy ligeramente una línea que separa al gel del agua, cuando esto sucede Se retira el agua que 
se agregó sobre el gel separación, se coloca el peine en el sándwich y se prosigue a agregar el 
TEMED y el persulfato de amonio al gel de concentración, se mezcla ligeramente la solución e 
inmediatamente después se vacía con la ayuda de una pipeta en el sándwich sobre el gel de 
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separación rellenando los espacios que deja el peine y evitando la formación de burbujas. Se 
deja a temperatura ambiente para permitir la polimerización. 

4. Se desmonta el sándwich del casting y se coloca en la cámara de electroforesis siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 

5. Se agrega tampón de migración lX a pH 8.3 en la cámara y se retira el peine cuidadosamente. 
6. Se conecta la corriente a la cámara y se pre-corre el gel a 20 mA durante 30 minutos 

aproximadamente. 
7. Para preparar las muestras se diluye una porción de la proteína en solución con el tampón de 

carga para proteínas lX. 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. 

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

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

10. Se agrega solución de fijación a la caja petri que contiene el gel hasta cubrirlo 
completamente. Se mantiene en agitación durante 30 minutos y se decanta. 

11. De la misma manera que el punto anterior, se agrega solución de tinción. Agitar durante 20 
minutos y decantar. 

12. Se agrega solución de fijación una vez más e igual que en los puntos anteriores. Se agita 
durante 30 segundos y se elimina la solución. A partir de este punto las bandas de proteína son 
ligeramente visibles en el gel. 

13. Se agrega solución de destinción, se agita hasta que el gel pierda su coloración azul y las 
bandas de proteína Stan claramente visibles. 

B.7.WESTERN-BI.OT (Coligan et al., 1995) 

Reactivos y materiales necesarios: 

• Tampón de Transferencia 10X 

Sustancia 

Glicina 
Tris base 

PBS 10 X 

Sustancia 

NaCI 
Fosfatos 

• Metanol 
Tween 20 

Cantidad (gil.) 

144 

30 

Concentración (M) 

1.5 
1 

Leche descremada 

El pH de éste tampón debe ser 7.4. 



• Papel f iltro! 
• Membrana de transferencia! 
• Fibra Scottch-Bride! 
• 2 recipientes de tamaño adecuado: para activar la membrana 

para realizar el sándwich 
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I Deben ser del mismo tamaño que el equipo para transferir. 

Transferencia 

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

2. Una vez que se ha corrido el gel de poliacrilamida se prepara el tampón de transferencia de la 
sigUiente forma: 

100 mi Tampón de transferencia 10X 
Metanol 100 mi llevar a 1L con agua destilada 

3. En un recipi ente se agrega una pequeña cantidad del tampón de transferencia, se coloca el equipo 
para hacer el sándwich con la parte negra (carga -) hacia abajo (adentro del recipiente). 

4. Se realiza el sándwich de la siguiente forma: 

Carga -

Fibra Scottch-Bride 

Papel filtro 

Gel SDS-PAGE 

Membrana 

Papel filtro 

Fibra Scottch-Bride 

Antes de real izar el sándwich se activa la membrana sumergiéndola en metanol y los demás 
componentes se humedecen con tampón de transferencia del punto 2. El sándwich se realiza dentro de 
un recipiente que contenga tampón de transferencia para evitar que se seque cualquier componente. 

Se eliminan las burbujas de aire que puedan existir entre el gel SDS-PAGE y la membrana, 
desplazando suavemente sobre la membrana una pipeta pasteur. 

~,. "i 

, F r. A pI 
, k. ~ A..r 

o Si Lb 
O~.(' 



------------- -- - -
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Se cierra el sándwich y se monta en la cámara que contiene la cantidad de tampón de transferencia 
necesaria para cubrir el sándwich (la parte negra del sándwich debe coincidir con la parte negra de la 
cámara). Se siguen las indicaciones del fabricante. 

5. Se conecta la cámara y se realiza la transferencia a 60 V durante 1-1.5 h. Se debe evitar que 
aumente la temperatura, porque la transferencia sería ineficiente. La transferencia se puede realizar 
en el cuarto frío 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. ó a 3rC durante 1 h. 

Reconocimiento con anti-his . 

l. Se sumerge la membrana en metano!. 

2. Se numeran 105 pozos con lápiz y en el caso de que no se tenga un marcador de PM con tallo de 
histidinas, se debe recortar la región donde se encuentre el marcador para ser revelada con azul de 
bromofenol o técnica similar. 

3. Se agrega el anticuerpo monoclonal de ratón que detecta el tallo de histidinas (anti-his6 , Roche) en 
una concentración de 0.4 ¡¡g/mi en el siguiente tampón: 

Tampón PBS 
Tween 20 
Leche descremada 

IX 
0.05"1. 
3"1. 

4. La membrana se coloca en un recipiente adecuado al tamaño de la membrana, se agrega una cantidad 
suficiente del tampón anterior que contienen el anticuerpo de tal forma que cubra muy bien la 
membrana. Se incuba a temperatura ambiente durante lh con agitación ligera. Posteriormente se lava 
la membrana con PBS IX tres veces. 

5. Se agrega el segundo anticuerpo anti-IgG de ratón (a-anti-his, PerkinElmer) en una concentración 
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 IX. 

Revelado 

1. El segundo anticuerpo (a-anti-his) se encuentra acoplado a una fosfatasa alcalina, lo que permite 
que se lleve a cabo una reacción colorida cuando se agrega su sustrato, que identifica el complejo de 
los anticuerpos con el tallo de histidinas. Así, es necesario agregar el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-fosfato (BCIP) en una concentración de 0.21 gIL con nitroazul de tetrazolio (NBT) en una 
concentración de 0.42 gIL en una base orgánica/tampón Tris (solución: sustrato BCIP/NBT lista para 
usar, PerkinElmer) de tal forma que cubra la membrana por completo para que se lleve a cabo la 
formación del color. 
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8.8.ROMPIMIENTO DE CÉLULAS POR SONICACIÓN (Coligan et al., 1995). 

Se parte de botones bacterianos obtenidos a partir de 100 mi 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 proteínas pueden 
degradarse. 

1. Resuspender el botón bacteriano en 0.6ml del tampón' y agregar inhibidor de proteasas en una 
concentración 1:1000 (Sigma, cóctel para uso general). 

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

3. Centrifugar a 8,000 rpm durante 10 minutos a 4°C y recuperar el sobrenadante. 
4. Resuspender las células en 300 ~L de tampón' y agregar inhibidor de proteasas en una 

concentración final 1:1000 (Sigma, cóctel para uso general). 
5. Sonicar dando 3 pulsos con una amplitud de 60 Hertz durante 20 segundos y reposando la 

muestra 1 minuto entre cada pulso. 
6. Juntar la mezcla del punto anterior con el sobrenadante recuperado en el punto 3. 
7. Agregar trit6n a una concentración final de 1 'Yo e inhibidor de proteasas en una concentración 

final 1:1000 y ajustar a un volumen de 2 mi con tampón '". 
8. Centrifugar a 8,000 rpm durante 15 minutoS a 4°C. 
9. Filtrar el sobrenadante por membrana de 0.45 ~m. 

'" El tampón que se empleó para este estudio fue el tampón de adsorción que se emplea en lo técnica de 
purificación de proteínas recombinantes en columnas de níquel. 

B.9.PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES EN COLUMNAS DE NÍQUEL (Manual 
Pharmacia - Biotech) 

Soluciones necesarias . 

• Sulfato de níquel 0.1 M 
• Tampón de adsorción y tampón de elusión: contienen los mismos componentes pero varía la 

concentración de imidazol. 

Componente 

NaCI 
Imidazol 

(tampón de 
adsorción) 
Imidazol 

(tampón de elusión) 

Concentraci6n 
(M) 

0.02 
0.5 
0.05 

0.25 

El pH se ajusta a 7.4 con ácido fosfórico 
concentrado. 
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NOTA: la concentraci6n de imidazol puede variar para los tampones tanto de adsorción como de elusión. En este 
protocolo se presentan los tampones que se encontraron como óptimos para purificar a la URo 

Preparaci6n de la columna de sefarosa niquelada. 

1. Agitar el recipiente que contiene la sefarasa para resuspender el gel. 
2. Con una micro pipeta se toman 200 J.ll. de sefarosa y se transfiere a un tubo eppendorf. La 

capacidad de unión de la sefaroSQ niquelada es de 5 mg de proteína con tallo de histidinas / mi 
de gel. 

3. Sedimentar el gel por centrifugación a 2300 rpm durante 3 minutos. 
4. Decantar cuidadosamente el sobrenadante y eliminarlo. 
5. Agregar 5 volúmenes de agua destilada y agitar durante 5 minutos para resuspender por 

completo el gel. 
6. Sedimentar el gel de la misma forma que en el paso 3. 
7. Retirar el sobrenadante y eliminarlo. 
8. Agregar 0.5 volúmenes de sulfato de níquel 0.1 M Y agitar durante 5 minutos para resuspender 

por completo el gel. 
9. Sedimentar el gel igual que en el paso 3 y eliminar el sobrenadante. 
10. Para lavar el gel agregar 5 volúmenes de agua destilada, agitar durante 5 minutos, sedimentar 

y eliminar el sobrenadante. 
11. Repetir el lavado dos veces más. 
12. Resuspender el gel en un volumen de tampón de adsorción. 

Purificaci6n de proteínas recombinantes con tallo de histidinas usando centrifugación. 

1. Agregar la muestra (en tampón de adsorción) a la columna de sefaroSQ niquelada y equilibrada 
en tampón de adsorción. 

2. Incubar con agitación constante a temperatura ambiente durante 5 minutos. La cinética de 
unión depende de la proteína y de su concentración. 

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

4. Para lavar el gel agregar 5 volúmenes de tampón de adsorción, agitar durante 5 minutos, 
decantar cuidadosamente el sobrenadante y guardarlo para su análisis en geles de 
poliacrilamida SDS-PAGE. 

5. Repetir el lavado dos veces más guardando en cada uno y por separado el sobrenadante para 
su análisis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE. 

6. Para eluir la proteína, agregar 2 volúmenes de tampón de elusión, agitar durante 5 minutos, 
decantar cuidadosamente el sobrenadante y guardarlo paro su análisis en geles de 
poliacrilamida SDS-PAGE. 

7. Repetir lo elusión 4 veces más guardando en codo una y por separado el sobrenadante para su 
análisis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE. 



63 

B. l0. DlÁUSIS 

Soluciones necesarias: 

• NaHC03 10 mM 
• NazEDTA 10 mM 
• Etanol 30 ,. 

Preparación de la membrana de diálisis: 

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

2. Hervir por 10 minutos en solución NaHC03 10 mM. 
3. Hervir por 10 minutos en NazEDTA 10 mM. Lavar varias veces las membranas con agua 

destilada. 
4. Almacenar a 4·C en etanol 30'. para evitar el crecimiento de microorganismos celulolíticos. 

Uso de la membrana de diálisis: 

1. Se toma un tubo de membrana de diálisis 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 solución a dializar y se coloca la otra pinza. 
4. Sumergir el tubo de diálisis en un vaso de precipitado de 4 L que contiene el tampón contra el 

cual se va a dializar la muestra. 
5. La diálisis se lleva a cabo durante 12 hrs aproximadamente con agitación suave a 4·C. El 

tampón se puede cambiar a las 6 horas dependiendo del volumen de la muestra. 
6. Una vez transcurrido el tiempo de diálisis se saca el tubo del tampón y se recupera la muestra 

con una pipeta. 

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

Caracterlsticas del gel: Sefarosa epoxi-actlvada 6B (Pharmacia Blotech) 

Grupos a acoplar: -NH, -OH, -SH 
Matriz: Agorosa 6% 
Límite de exclusión: 6x106 M 
Tamaño de la partícula: 45-165 f.im 
Ligando: carbono 12 
Sustitución: 19-40 f.imol/ml de gel drenado 
Condiciones para el acoplamiento: pH 9-13, 20-40·C, 16 h-varios días. 



Columna: Pharmacia XK16 

Diómdro interno: 16mm 
Largo: 20mm 

Il\IIIQvilizac/6n de la ~-ciclodextrina 

1. Suspender 4 9 de sefaroSQ epoxi-activada 6B en 25 mi de agua destilada (lh). 
2. Lavar con agua destilada (lh). 
3. Transferir el gel a 25 mi de una solución de NaOH O.1M y eliminar el exceso de líquido. 
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4. Agregar el doble del volumen del gel de solución de NaOH O.1M conteniendo 2oollmol de ~­
ciclodextrina (Sigma) por mi de gel. Agitar durante 20 h a 45·C (evitar la agitación magnética). 

5. Al final de la reacción: bloquear los grupos activos restantes para lo cual se transfiere el gel a un 
tampón de etanolamina-HCI 1M pH 8. Dejar a 40-50·C toda la noche. 

6. Lavar con agua destilada (30 min). 
7. Hacer tres lavados sucesivos con: tampón de acetatos O.1M pH 4, NaCI 0.5M y con tampón boratos 

O.lM pH 8, NaCI 0.5M. 
8. Lavar el gel con tampón citratos/fosfatos O.lM pH 5.5. 
9. Cargar el gel en la columna. 
10. Conectar y equilibrar la columna en el FPLC. 



APÉNDICE C 

El OPERO N DE ARABINOSA 
(Gregory, M., 2005) 

El operón de arabinosa contiene tres genes diferentes (aro A, ara C y ara e) que 
codifican para tres enzimas necesarias para convertir la arabinoSQ en una forma que 
pueda ser metabolizada. Un cuarto gen codifica para una proteína (ara C) que actúo 
para regular los genes estructurales . 

• Arabinosa (inductor) 

ara e (regulador) 
L......J ,' .' 

ARN 
polimerasa 

AON 

I t I I .. I E 

j 
I 

Sitio de I \.. ./ 
Gen y 
regulador unión del 

activador Promotor Genes (ara A, ara B. ara O) 

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

~ ene (regulador) AON 

1 I f I 
I 1 I t 1 j I 

Gen Sitio de 
y 

regulador unión del Promotor Genes (ara A, ara B, ara O) 
activador 
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AON 

¿ ara e (regulador) j 
fll I 1 

I 1 t j I 

Gen Sitio de 
y 

regulador unión del Promotor Genes (ara A. ara B. ara D) 
activador 

Ara e también se une a otros sitios del operón. inhibiendo la transcripción de los tres 
genes estructurales. Por lo tanto los genes normalmente no estón activos. 

f 
Gen 
regulador 

AON 
ara e (regulador) 

¡;'(l~ 1 t 1 j ~ ____ ~ ~ ____ J) 
Sitio de V 
unión del Promotor Genes (ara A. ara B. ara D) 
actlvador 

En presencia de arabinosa. ésta se une a ara e provocando que cambie su forma. La 
forma nueva promueve la unión de la ARN polimerasa al ADN. de tal forma que permite 
la transcripción. 

AON 

Genes (ara A. ara B. ara D) 

mARN 
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