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RESUMEN:

Las u-amilasa perteneciente a Lactobacillus amylovorus es una enzima multidominio que

presenta en el extremo C-terminal un dominio de fijación al almidón (DFA). Este DFA,

presenta una característica inusual para las u-amilasas, ya que se encuentra constituido por

cinco unidades repetidas, directas e idénticas (UR), donde cada unidad es aproximadamente

del tamaño que corresponde a los DFA reportados para otras amilasas.

En el caso de la a-amilasa de L. amylovorus se sabe que el DFA por si solo , así como una

UR, son capaces de adsorberse al almidón insoluble pero con diferentes constantes de

adsorción (Kad) ya que la de cinco UR es mucho mayor que la de una UR e incluso que la

amilasa entera.

Con la finalidad de ayudar a esclarecer la importancia de las UR en el DFA de la u-amilasa

de L. amylovorus así como contribuir a dilucidar la forma en que actúan estas UR, en este

trabajo se clonaron y expresaron de manera heteróloga las proteínas correspondientes a dos

y tres UR y posteriormente se analizó su capacidad de adsorción sobre el almidón

insoluble.

Los resultados demostraron que dos UR presentan una Kad muy similar a la de la a-amilasa

completa, lo que sugirió que probablemente sean solo dos UR las que utiliza la a-amilasa

para adsorberse al gránulo de almidón, por otra parte tres UR presentaron una Kld mayor

que dos UR pero menor que cinco UR, lo cual denotó la importancia del numero de UR

presentes para llevar a cabo el fenómeno de adsorción y sugirió un probable efecto

cooperativo por parte de las URo



INTRODUCCIÓN

El almidón es el principal polisacárido de reserva de las plantas y debido a su abundancia

una gran variedad de microorganismos lo aprovechan como fuente energética, para ello,

cuentan con diferentes clases de enzimas que son capaces de hidrolizarlo.

Entre las enzimas con capacidad amilolítica se encuentran pululanasas, o-glucosidasas,

isoamilasas, f3-amilasas, ciclodextringlucosil-transferasas, glucoamilasas y u-amilasas,

siendo estas dos últimas las de mayor aplicación a nivel industrial. [1].

Las enzimas amilolíticas se encuentran ampliam ente distribuidas en animales, plantas,

hongos y bacterias, por ejemplo , se han aislado bacterias lácticas con capacidad amilolítica,

la cual es una actividad inusual en este tipo de bacterias debido a que generalmente se

encuentran en cavidades animales e intestinos, en superficies de plantas y en material

vegetal y animal en descomposición. Entre las bacterias lácticas con actividad amilolítica

aisladas a partir de productos fermentados de arroz, manioca, mijo , sorgo , trigo y de

algunas otras fermentaciones vegetales tradicionales se encuentran L. cellobiosus [2], L.

fermentum [3], L. amylophilus [4], L. amylolyticus [5], L. plantarum [6], L. amylovorus [7]

y L. manihotivorans [8].

Estas bacterias producen o-amílasas, las cuales son enzimas multidominios que catalizan la

hidrólisis de los enlaces alfa-D-( 1,4)-glucosídicos del almidón mediante un mecanismo de

retención de la configuración conocido como catálisis ácida, el resultado de la hidrólisis son

oligosacáridos de longitud variable . Las o-amilasas comparten una estructura de barril

(f3/a)g en el dominio catalítico y pueden o no JIegar a tener un dominio de fijación al

almidón insoluble (DFA), ya que, solo el 10% de amilasas de origen microbiano lo

presentan [9].

Los genes que codifican las a-amilasas de L. manihotivorans, L. plantarum y L.

amylovorus fueron secuenciados [I 0,11]. El análisis de la secuencia permite identificar dos

partes en el gen : i) Del extremo 5' al sitio BamHl (nucléotidos 1-1422 en la a-amilasa de
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L.amy/ovorus) se codifica el domino catalítico y ii) Del sitio BamHI al extremo 3'

(nucleótidos 1423-2857 en la a-amilasa de L.amylovorus) se encuentra una estructura

diferente a la reportada para el resto de las amilasas, debido a la presencia de secuencias

repetidas, directas e idénticas de 273 nucJeótidos cada una; cuatro secuencias son

observadas en el caso de las u-amilasas de L. plantarum y L manihotivorans, mientras que

para la a-amilasa de L. amy/ovorus (amy A) se observan cinco secuencias repetidas [11].

La presencia de estas secuencias o unidades repetidas (UR) da como resultado una amilasa

con un peso aproximado de 100 kDa, mientras que el resto de las amilasas reportadas tienen

una talla entre 50-60 kDa [12].

Utilizando como modelo la a-amilasa de L. amylovorus se ha comprobado que estas UR

forman el DFA, ya que, por un lado al truncarse las UR, la amilasa pierde su capacidad de

adsorberse al granulo de almidón insoluble y por tanto de hidrolizarlo [13], mientras que

por otro lado las cinco UR expresadas sin dominio catalítico se adsorben fuertemente al

gránulo de almidón [14]. Esto resulta interesante ya que de manera usual en las amilasas, el

DFA esta formado de cien a ciento cincuenta aminoácidos dependiendo del origen de la

enzima [12], mientras que las cinco UR que conforman al DFA de la o -amilasa de L.

amylovorus, están formadas cada una por noventa y un aminoácidos.

La forma en que interactúan las cinco UR como unidad o en partes para llevar a cabo la

adsorción al granulo de almidón y la manera en que afecta su presencia al dominio

catalítico no se encuentra totalmente esclarecido. Con el objeto de entender si una sola

unidad aislada podía tener la función de fijación, se clonaron una de las UR y las cinco que

forman el DFA, para después determinar su capacidad de adsorción sobre su sustrato

insoluble. Los resultados demostraron que el péptido de una UR es capaz de adsorberse al

gránulo, pero en menor medida que las cinco, que se adsorben incluso más que la u-amilasa

completa [14].

Es necesario pues, para ayudar a esclarecer el fenómeno de adsorción, así como la

importancia del número de UR presentes, estudiar la capacidad de unión de un número

intermedio de UR pertenecientes al DFA de la a-amilasa de L. amylovorus, por lo que en
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este trabajo se pretende contribuir a la caracterización del DFA de la ce-amilasa de

Lactobacillus amylovorus analizando la adsorción al almidón insoluble de dos y tres

unidades repetidas aisladas.
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JUSTIFICACIÓN:

Hasta el momento no se ha descrito la funcionalidad de un dominio de fijación a

carbohidrato con las características del DFA de la u-amilasa de L. atnylovorus por lo que

este trabajo contribuirá en lo general al estudio de las arnilasas de bacterias lácticas y en lo

particular a la descripción funcional de este nuevo tipo de dominio de fijación al almidón,

tema del cual no hay mucho descrito. Por otro lado este estudio puede incidir en la

aplicación de dicho DFA al sentar las bases para la elaboración de vectores de expresión

que puedan utilizar este dominio de fijación como tallo para la purificación de proteínas

recombinantes, así como en la industria de la transformación del almidón.
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ANTECEDENTES:

1. Almidón

El almidón es cl principal carbohidrato de reserva en las plantas, estas lo almacenan en

tubérculos (papas, yuca), legumbres (garbanzo) y cereales (maíz). Sin embargo, no sólo es

una importante reserva para las plantas, también los humanos obtienen gran parte de su

energía al consumirlo en los alimentos. El almidón se diferencia de otros poJisacáridos

presentes en la naturaleza en que se arregla como un conjunto de partículas o gránulos, que

se encuentran localizados en organelos llamados amiloplastos. Estos gránulos tienen un

tamaño que va de 2 a 30 um en el almidón de maíz hasta 5 a 100 um en el almidón de papa;

son relativamente densos e insolubles en agua fría, aunque pueden dar lugar a suspensiones

cuando se dispersan en el agua [15].

Químicamente, el almidón es un polímero de glucosas unidas una a otra a través del

oxigeno del el , a esta unión se le conoce como enlace glucosídico. Al final de la cadena

polisacárida se encuentra un grupo aldehído que forma el extremo reductor.

En el almidón se encuentran presentes dos tipos de polímeros de glucosa: la amilosa y la

amilopectina (Fig.I). La amilosa es un polímero lineal que presenta un arreglo helicoidal en

el espacio y consiste en más de 6000 unidades de glucosa enlazadas mediante uniones

glucosídicas a-I,4. El número de residuos de glucosa es indicado mediante el término OP

(grado de polimerización) y varía respecto al origen del almidón. La amilosa proveniente de

tapioca o papa tiene un OP de 1000-6000 mientras que la amilosa de maíz o de trigo tiene

un OP entre 200 y 1200. El contenido típico de amilosa es de 20 a 25% y no es esencial en

la formación del gránulo [15, 16J.

Por otro lado la amilopectina consiste de cadenas lineales de aproximadamente lOa 60

unidades de glucosa, unidas por enlaces a-l,4 y cadenas laterales de 15-45 residuos' de

glucosa unidas mediante enlaces a-l ,6. El número promedio de puntos de ramificación en

la amilopectina es de 5%, pero varia con respecto al origen botánico. La molécula completa
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de amilopectina contiene aproximadamente 2 000 000 unidades de glucosa, lo que la

convierte en una de las mas largas en la naturaleza [l5J.

~~~
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Fig. 1: Representación de los dos pollmeros de glucosa que se encuentran en el almidón . A) La amilosa con
enlaces a-I ,4 y B) la amilopectina con enlaces a- ),4 y ramificaciones unidas a través de enlaces o -I ,6.

El modelo comúnmente aceptado para la amilopectina es el modelo de cluster, en el cual las

cadenas de glucosa se arreglan de manera radial en el gránulo, con los extremos no

reductores apuntando hacia la superficie, organizadas de manera alternada en lamelas

cristalinas y amorfas, con una periodicidad de 9 nm [l1J. Usualmente hay más cadenas no

ramificadas hacia el exterior del cluster, mientras que las más ramificadas están hacia el

interior del cluster, estas son las cadenas A y B respectivamente, a la cadena que contiene al

extremo reductor del cluster se le conoce como cadena e (Fig. 2).
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Fig.2: Organizac ión del gránulo de almidón. A) Representación de los enlaces a-I,6 en el polímero de
glucosa. B) Organización de la molécula de amilopectina . C) Modelo de cluster de la amilopectína en In
zona semicristalína. D) Corte de un granulo de almidón mostrando los anillos de crec imiento
consistentes de regiones semicristalinas y amorfas .

En cada cluster, las cadenas se asocian para formar dobles hélices con seis residuos de

glucosa por vuelta y que forman una estructura empaquetada y ordenada que da origen a la

lamela cristalina, mientras que la lamela amorfa contiene los puntos de ramificación [16J.

El modelo de cluster es consistente con la distribución observada para la longitud de las

cadenas en la molécula de la amilopectina. Los picos existentes en la distribución

corresponden a longitudes de cadena de 12-16 unidades de glucosa, de 40 y de 70 unidades

de glucosa, y se propone que las cadenas de estas longitudes abarcan una, dos y tres lamelas

cristalinas respectivamente [18].
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Esta cristalinidad está asociada con el arreglo que presentan las dobles hélices de la

amilopectina, y se ha clasificado en base a su patrón de difracción de rayos-X. Los

almidones tipo A presentan cristales monoclínicos empaquetados de manera escalonada, Jo

que da como resultado una estructura mas densa; por otra parte Jos almidones tipo B

presentan un acomodo hexagonal que es mas fácil de ser hidratado (Fig, 3.). Existe un

almidón tipo e, pero este no presenta un patrón característico sino que se cree que es una

combinación del A y el B. Los almidones tipo A se encuentran en la mayoría de Jos

cereales, mientras que los B se encuentran en algunos tubérculos y cereales con alto

contenido de arnilosa; los almidones tipo e se encuentran en algunas legumbres [19].

Tipo A TipoB

Fig. 3: Esquema de los dos distintos tipos de cristales dealmidón. Se observa
que en el tipo B se forma una cavidad central, la cual facilita su hidratación en
comparación con los cristales tipo A [19}.

En los gránulos de almidón provenientes de raíces y tubérculos, las regiones alternadas de

lamelas cristalinas y lamelas-amorfas forman zonas semicrístalinas concéntricas del orden

de cientos de nanómetros, estas zonas semicristalinas alternan a su vez con zonas amorfas

en las cuales la organización de las moléculas de amilosa y amilopectina no está entendida.

Al espacio que abarcan las zonas semicrísta1ina y amorfa se le conoce como anillo de

crecimiento [20].

En almidones de cereales la arnilopectina es el componente más importante de las regiones

cristalinas, mientras que la amilosa en este tipo de almidones se encuentra acomplejada con

lípidos formando una débil estructura cristalina que refuerza al gránulo [15).
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2. a-amilasas

Las a-amilasas (a-1,4-D-glucan glucanohidrolasas) son endoenzimas que presentan una

estructura compuesta por múltiples dominios. El dominio A o dominio catalitico es él mas

conservado ya que se encuentra en todas las n-amilasas, consiste en una estructura

simétrica de ocho láminas-B paralelas arregladas en forma de barril y rodeadas por ocho a

hélices. Esta estructura ha sido determinada por cristalografia con rayos-X en varios

miembros de la familia de las n-amílasas [21]. El barril (p/a)s, primeramente fue

observado en la triosa fosfato isomerasa de músculo de pollo [22] y por tanto es también

conocido como barril TIM (Fig. 4).

Dominio E-DFA

Fig. 4: Izquierda, modelo de la estructura correspondiente a una Ciclodextringlucosil transferasa
(CGTasa). la cual contiene los dominios A, B, C, O y E. A la derecha el barril (/3/«>&
característico del dominio A de la familia 13 de las ¡¡¡Iucósido hidroJasas r261.

En la mayoría de las n-amilasas, el dominio A se encuentra en el extremo N-terminal de la

enzima, sin embargo, otros miembros de la familia tienen uno o más dominios N

precediendo al dominio catalítico [23]. El papel del dominio N es incierto todavía y no es

estructuralmente idéntico en todas las enzimas, aunque se ha mostrado en el caso de la a

amiJasa 1de Thermoactinomyces vulgaris que el dominio N puede actuar como un dominio

de unión a sustrato [24].
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En el dominio A, existen segmentos que unen las láminas-B a las hélices adyacentes del

barril (J3Ia)8, los cuales generalmente portan residuos de aminoácidos del sitio activo;

algunos de estos segmentos pueden ser lo suficientemente largos para ser considerados

como dominios. En la mayoría de los estudios cristalográficos se encontró un largo

segmento entre la tercera lámina-f3 y la tercer a-hélice, al que se le conoce como dominio

B, el cual varía ampliamente en longitud, secuencia y estructura terciaria entre las

diferentes amilasas [21].

Posterior al barril (j}la)8 se encuentra presente el dominio C, el cual esta formado por

láminas-B y se cree que su función es estabilizar al dominio catalítico protegiendo a los

residuos hidrofóbícos, aunque también se ha sugerido que el dominio C puede estar

involucrado en la unión a sustrato [25]. Finalmente, un grupo de enzimas pertenecientes a

las glucósido hidrolasas contienen uno o dos dominios adicionales en la porción C-terminal

después del dominio C, los cuales presentan forma de láminas-f3, estos son conocidos como

dominios D y E [26].

Si las enzimas poseen ambos dominios D y E, normalmente no contienen un dominio N, y

entonces son proteínas de cinco dominios, que poseen el barril catalítico (JVa)s o dominio

A además de los dominios B, C, D y E. En el caso de las proteínas de cuatro dominios sin

dominio N, solo el dominio E pero no el D se encuentra presente. Las enzimas de cuatro

dominios son principalmente hidrolasas, mientras que las de cinco dominios son

principalmente transferasas. Cabe mencionar que la función del dominio D es aún

desconocida, sin embargo el dominio E ha sido reconocido como un dominio de fijación al

almidón insoluble (DFA), el cual facilita la degradación de los gránulos del almidón en las

enzimas que lo contienen [27].

3. Clasificación de las o -amilasas,

Las enzimas con capacidad de hidrolizar las uniones glicosídicas (GHs) de diferentes

polisacáridos como la celulosa, xilano, quitina , etc; presentan una gran diversidad, así pues

existen celulasas, xilanasas, quitinasas, pululanasas, amilasas, etc. las cuales hidrolizan
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selectivamente a sus respectivos sustratos. Debido a esta gran variedad es que se propuso

un sistema de clasificación de las GHs en base a su secuencia de aminoácidos [28] y que

hasta el momento abarca 100 familias de GHs (http://afinb.cnrs-rnrs.fr/CAZYI).

Este sistema basado en la secuencia primaria de las proteínas agrupa de manera común a

enzimas con diferentes especificidades en una sola familia, además, debido a que la

estructura de las proteínas se encuentra más conservadas que sus secuencias, un conjunto de

familias se puede agrupar a su vez en superfamilias o clanes [29]. En el caso de las (l

amilasas son enzimas que pertenecen a la familia 13 de las glucósido hidrolasas (GH 13), la

cual abarca cerca de 30 diferentes especificidades (Tabla 1) y que junto con las familias GH

70 Y GH 77 comparte la estructura catalítica de barril (f}!(l)8. por lo que forman el clan GH

H [30].

Número EC Enzima Clase Estructura 3D
conocida

3.2.1.1
3.2.1.10
3.2.1.20
3.2.1.41
3.2.154
3.2.1.60
3.2.1.68
3.2.1.70
3.2 .1.93
3.2.1.98
3.2.1.133
3.2.1.135
3.2.1.141
3.2.1.
2.4 .1.4
2.4.1.7
2.4 .1.18
2.4.1.19
2.4.1.25
5.4.99.11
5.4.99.16

a-amilasa
Oligo-a-glucosidasa
o-glucosídasa
Pululanasa
Ciclomaltodextrinasa
Maltotetraosahidrolasa
Isoamilasa
Glucodextranasa
Trealosa-6-fosfatohidrolasa
Maltohexaosahidrolasa
AmiJasamaltogénica
Neopululanasa
Maltoligosiltrealosatrealohidrolasa
Maltopentaosa hidrolasa.
Amilosacarasa
Sacarosa fosforilasa
Enzima glucano rarnificante
Ciclomaltodextringlucanotransferasa
4-<x-glucanotransferasa
lsomaltulosa sintasa
Trealosa sintasa

Hidrolasas

Transferasas

lsomerasas

x
X

x
X
X

X
X
X
X

X
X
X
X
X
X

Tabla 1: Actividades conocidas de las enzimas pertenecientesa la familia 13. (Coutinho, P.M. & Henrissar, B.
(1999) Carbohydrate-AetiveEnzymesserver at URL: http://afinb.cnrs-rnrs.fr/CAZYI)
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Para poder hidrolizar a su sustrato algunas glicósido hidrolasas presentan módulos de unión

a carbohidratos (MUC) y que también tienen una clasificación en base a su secuencia.

Hasta el momento existen 43 familias de MUC (hLtp:/Iafinb.cnrs-rnrs.fr/CAZYI) yen el caso de

los DFA existen en 6 familias que son: MUC20, MUC21, MUC25, MUC26, MUC34 y

MUC41 de las cuales la más estudiada es la familia 20 [31].

Los DFA no son exclusivos de la familia GH 13 también conocida como familia de las a

amilasas, sino que se encuentran también en ciertas l3-amilasas (GH 14) Yen la mayoría de

las glucoamilasas (GH 15). El DFA "clásico" consiste de láminas-B que forman un barril 13

distorsionado y se encuentra presente aproximadamente en el 10% de las enzimas

amilolíticas de las familias GH 13, 14 Y15. En la familia de las a-amilasas, el DFA ha sido

encontrado en por lo menos cinco de las casi treinta diferentes especificidades, en a

amilasa, maltotetrahidrolasa, maltopentahidrolasa, a-ami lasa maltogénica, y CGTasa

Mientras que las primeras tres enzimas son proteínas de cuatro dominios, las últimas son

proteínas de cinco dominios [26].

4. Mecanismo de acción.

La hidrólisis enzimática de los enlaces glucosídicos se lleva a cabo por catálisis ácida, la

cual requiere dos residuos: un donador de protón y un nucleófilo o base. Esta hidrólisis

ocurre mediante dos diferentes mecanismos, los cuales dan un producto que retiene o

invierte la configuración del carbono anomérico. En ambos mecanismos la posición del

donador de protón es idéntica, pero la base nucleofilica se encuentra más cercana del

carbono anomérico en enzimas que retienen, que en las enzimas que invierten, las cuales

deben de acomodar una molécula de agua entre la base y el carbohidrato [32].

El mecanismo aceptado para la familia de las a-amilasas es el de retención por doble

desplazamiento (Fig. 5), en el cual se ven involucrados tres residuos catalíticos en el sitio

activo, un ácido glutámico como el donador de protón y un aspartato como nucleófilo; un
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tercer residuo de aspartato, posiciona al sustrato uniéndose a grupos hidroxilo mediante

puentes de hidrógeno.

HD

R

"0'1,..,,0
Asp

RO

RO

Fig. 5: Mecanismo de doble desplazamiento empleado por las enzimas de la familia de las o-amtlasas,
cuando R' se trata de un hidrógeno se presenta hidrólisis, cuando R'se trata de un azúcar es
transgl ícosilaci ón.
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El mecanismo involucra cinco pasos: (i) Una vez que el sustrato ha sido unido al sitio

activo, el ácido glutámico dona un protón al oxígeno del enlace glucosídico entre los

subsitios -1 y + 1, mientras que el aspartato nucleofil ico ataca al C1 de la glucosa en el

subsitio -l . (ii) Se establece un estado de transición seguido por la formación de un

intermediario covalentemente unido. (iii) El residuo de glucosa protonado en el subsitio +I

abandona el sitio activo, mientras que una molécula de agua (hidrólisis) o una nueva

glucosa (transglucosilación) ataca la unión covalente entre la glucosa del subsitio -1 y el

aspartato. (iv) Un nuevo estado de transición es formado . (v) El glutamato acepta un

hidrógeno proveniente de la molécula de agua entrante o de la nueva glucosa en el subsitio

+1 y el oxígeno perteneciente a la nueva molécula remplaza la unión oxígeno-carbono

existente entre la molécula de glucosa en el subsitio -1 y el aspartato, formando un nuevo

grupo hidroxilo en el CI de la glucosa del subsitio -1 (hidrólisis) o un nuevo enlace

glucosídico entre las glucosas de los subsitios -1 y +1 (transglucosilación) (15].

5. Regiones conservadas.

La similitud entre secuencias de enzimas de la familia de las a-amilasas es extremadamente

baja (10%), sin embargo existen cuatro residuos de aminoácidos que son totalmente

invariables: Los tres residuos catalítico s Asp 206, Glu 230 y Asp 297 según la numeración

en la Taka-amilasa A y la Arg 204 localizada en la región 134 [33J.

Posteriormente se identificaron cuatro regiones conservadas que se encontraban

posicionadas cerca del extremo C-terminal de las láminas 133, 134, 135 y 137 del barril (l3!a)8,

estas son las regiones 1, II, III Y IV respectivamente [34], las cuales se han vuelto una

marca distintiva de la familia de las a-amilasas (Tabla 2).
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al

Fuente Swiss- Enzima Región J p3 Reglón 11 p4 Región III pS Región IV p7

Prot

P. mace P04830 COTasa 162_DFPANH_167 252_GIRFlAVKH_260 285.Jii'L_2B8 351]IDNHL356

P. amylo. PI0342 Isoamilasa 318 DVV'iNH 323 397_GFR~LASV_405 461.JPWA_464 531]IDVHL536- -
K. aero. P07811 Pululanasa 619_ DVV'i NH_624 690_GFR~MG'i_698 723.JGWD_726 846_'iVSKHL851

B. stearo. P06279 n-amilasa 135_DVVFOH_140 264 _GFRLlAVKH_272 298.J'iWS_301 360]VDNHL365

8. amylo. POO692 n-amllasa 1 32_0VVLNH_137 258_GFRI IAAKH_266 292.J1i'WQ_295 354]VENHL359

A.of')J%ae PIOS29 n-amilasa 138_DVVANH_143 223_GLRIITVKH_231 251.J1vLO_254 313_FVENHL318

Humana,s PI9961 n-amilasa 11l_OAVINH_1l6 208_GFRIIASKH_216 248.JvID_251 310JVDNHL315

Cebada POO693 u-amílasa 112_0IVINH_1l7 2OO_AWRLlFARG_2O8 229.JvI'lD_232 310]VDNHL315

A. aegypll PS3354 c-amilasa 352_0VVVNH_357 443_GFR~CKH_451 484-1\'IO_487 547]VDNHL552

Tabla 2: Regiones conservadas presentes en los miembros de la familia 13 de las glucósido hidrolasas. Las fuentes de las enzimas se
encuentran abreviadas de la siguiente manera: P. mace. Paenlbacillus macerans., P. amylo. Pseudomonas amyloderamosa.; K. aero.
KlebslellQ aerogenes., B. stearo. Baoillus stearotermophllus.; B. amylo. Baclllusamyloliquefaclens., P. furiosus Pyrococcus funosus., A.
oryzae As¡pergl/llls oryzae., s, saliva. Los residuos catallticos invariables se encuentran resaltados en negro y las entradas corresponden al
Swiss Pr01l.



De manera adicional a estas cuatro regiones, se ha propuesto la existencia de otras tres

regiones conservadas, las regiones VI y VII que se encuentran en las láminas 132 y 138 y la

región V que se localiza cerca de la porción C-terminal del dominio B y contiene un

residuo de aspartato responsable de la unión a Ca2
+. Estas regiones ayudan a discriminar

entre distintos miembros de la misma familia de las u-amilasa desde el punto de vista de su

especificidad y su estructura [35J.

Recapitulando, para que una enzima pertenezca a la familia GH 13 debe cumplir con las

siguientes características: (i) Actuar sobre las uniones u-glucosfdicas e hidrolizarlas para

producir mono u oligosacáridos n-anom éricos (hidrólisis), o bien formar enlaces a-l,4 o a

1,6 (transglucosilación) o presentar ambas actividades mencionadas. (ii) Deben poseer una

estructura de barril (~/a)g o TIM con los residuos catalíticos sombreados en la tabla y (iii)

presentar cuatro regiones conservadas en su secuencia primaria donde se encuentran los

aminoácidos que forman el sitio catalítico, así corno aminoácidos que son esenciales para la

estabilidad del barril TIM [15J.

6. Función de los Dominios de Fijación a Carbohidratos.

Como ya se mencionó, las enzimas que degradan carbohidratos, como las celulasas,

xilanasas, arnilasas, etc. pueden presentar dominios de unión a sustrato que funcionan de

manera independiente a los dominios catalíticos y frecuentemente se hallan conectados a

estos a través de una secuencia de unión o lin.kerrico en prolinas, treoninas y/o serinas.

El reconocimiento y unión al sustrato por parte de estos dominios es extremadamente

específico, por ejemplo, la xilanasa D de Cellulomonas fimi posee dos dominas de fijación

a sustrato, uno específico para xilano y el otro para celulosa [36], es claro entonces, que la

principal función de los dominios de fijación a carbohidratos (DFC) es anclar a la enzima a

su sustrato polimérico y por tanto incrementar la concentración efectiva de sustrato en el

sitio activo [27), por otra parte, se ha mencionado que los DFC pueden tener una segunda

función que es la de desestabilizar al sustrato de manera que sea más accesible para el sitio
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catalítico y por tanto se acelere su hidrólisis ; este es el caso del dominio de unión a celulo sa

de la endoglucanasa A de Cellulomonas fimi [37] y del DFA de una glucoamilasa de

Aspergillus niger [38].

Sin embargo, la función de desestabilización del sustrato por acción del DFC, es un aspecto

muy discutido, ya que también se ha demostrado que no en todos los casos se presenta el

efecto de disrupción [39], lo cual sugiere que los dominios de unión pueden desempeñar

diferentes roles dependiendo del contexto de la enzima ó del número de sitios de unión.

Con la finalidad de comprender mejor el mecanismo y las funciones que pued an tener los

DFC, se han determinado por resonancia magnética nuclear sus estructuras en estado libre y

unidos a un sustrato, tal es el caso del DFA de la glucoamiJasa de Aspergillus niger, la cual

se estudio en ausencia y presencia de J3-ciclodextrina y se observaron las diferencias

presentes en su arreglo [40]. Los resultados denotaron la presencia de dos sitios de unión a

sustrato en los cuales están involucrados residuos aromáticos conservados; para el sitio I

dos residuos de triptófano forman un espacio compacto, rígido e hidrofóbico que queda

expuesto a la superficie donde interaccionan directamente con las moléculas de

glucopiranosa de la ~-ciclodextrina, mientras que para el sitio 2 son dos residuos de tirosina

los que intervienen, abarcando un espacio mas extendido que el sitio 1, Yal igual que este,

las interacciones que presenta con la ~-ciclodextrina son de carácter hidrofóbico

La estructura del sitio I cambia muy poco con la unión de su ligando. mientras que el sitio

2 presenta un cambio significativo al unirse a su ligando, lo que indica que probablemente

el sitio 1 esta involucrado en un reconocimiento inicial del sustrato y el segundo sitio se

encarga de un reconocimiento mas específico que guía al sustrato hacia el sitio activo . En el

estudio se observo que las hélices del almidón adoptan un arreglo perpendicular, esto es de

importancia porque se cree que las hélices del almidón en la superficie del gránulo son

normalmente paralelas, lo que es cierto para las regiones cristalinas; por lo que se piensa en

que el DFA está localizando a la enzima en la región no cristalina (y por tanto más fácil de

hidrolizar) del almidón; o bien que el DFA está forzando a las cadenas del almidón a
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apartarse y por tanto contribuye al quebrantamiento de los gránulos; esta última opción nos

vuelve a sugerir la posible función de disrupción que tienen los DFC [35].

7. Amilasas en la Industria.

En la industria de transformación del almidón las u-amilasas han tenido gran uso como un

reemplazo de los agentes químicos en la producción de hidrolizados de almidón. El proceso

enzimático mediante el cual se lleva al almidón hasta jarabes con alto contenido de glucosa

involucra varios pasos, en el primero de ellos se lleva a cabo la licuefacción mediante la

adición de a-amilasa a una suspensión de almidón a una temperatura de 95-105°C y a pH 6

durante 90min; el producto de este primer paso son dextrinas de cadena corta, observándose

una disminución en la viscosidad del medio . Originalmente en este paso se usaba la a

amilasa de B. amyloliquefaciens, pero esta ha sido remplazada por la de B.

stearotermophilus o B. licheniformis [15]

El siguiente paso es la sacarificación del hidrolizado de almidón dando como resultado

jarabes de alta concentración de glucosa (mas del 95%), para ello se emplea una

glucoamilasa que hidroliza las uniones glucosídicas a-I,4 a partir de extremos no

reductores, la de mayor uso es la de Aspergillus niger que tiene un pH óptimo de 4.2 y es

estable a 60°C; para llevar a cabo una eficiente sacarificación se ajusta el pH a 4.5 y se deja

de 12 - 96 h a una temperatura de 60 - 62°C.

Un tercer paso es la conversión de los jarabes con alto contenido de glucosa a jarabes de

alto contenido de fructosa, la cual es un isómero de la glucosa y es casi dos veces más dulce

que esta. Para llevar a cabo esta conversión se usa una glucosa isomerasa, los máximos

niveles de fructosa alcanzados son del 55% [15]. Estos jarabes de fructosa y glucosa son

usados en bebidas , confitería, como endulzantes, como sustratos en fermentaciones para

obtener diversos productos como etanol , aminoácidos, etc. [40).
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Otras aplicaciones de las o-amílasas son en la industria de la panadería, donde aumentan el

volumen y mejoran la textura del producto, además de que retardan su envejecimiento. En

textiles se usan para la preparación de soluciones viscosas de almidón para el engomado de

fibras textiles y también se emplean para el desengomado; en la clarificación de cerveza y

jugos de frutas; para pretratar alimento animal y aumentar su digestibilidad y en la industria

de lavandería se incluyen en detergentes y limpiadores. Solamente una transferasa de la

familia de las a-amilasas es de uso comercial , la CGTasa, la cual se emplea para la

producción de ciclodextrinas, que son moléculas utilizadas principalmente para [a

encapsulación de otros compuestos IIS]'

8. Bacterias Iáctíeas amilolíticas.

Las bacterias lácticas pertenecen al grupo de las bacterias Gram-positivas, Dependiendo de

las condiciones de cultivo y de la especie bacteriana estos microorganismos producen ácido

láctico como producto único (vía homofermentativa) o mayoritario de su metabolismo (vía

heterofermentativa). Las bacterias lácticas homofermentativas transforman una molécula de

glucosa en dos moléculas de lactato por la vía de la glucólisis, por otra parte las bacterias

láctica heterofermentativas transforman una molécula de glucosa en una molécula de

lactato, una de dióxido de carbono, y una molécula de etanol o de acetato mediante la vía

de las pentosas-fosfato, cabe mencionar que también existen bacterias lácticas

heterofermentativas facultativas , es decir, son capaces de usar una u otra vía [41].

Entre los géneros que se incluyen en el grupo de bacterias lácticas con forma cocoide están

Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus, Enterococcus, Pediococcus, Aerococcus,

Tetragenococcus, Leuconostoc y Atopobium ; y en forma de bacilo se encuentran

LactobaciJIus y Carnobacterium. Algunas de estas bacterias son utilizadas para [a

conservación de alimentos , de hecho, la fermentación láctica es uno de los métodos más

utilizados, ya que contribuye a la producción de moléculas antimicrobianas e inhibe la

microflora patógena y a los microorganismos responsables de la alteración de la calidad de

los productos [42].
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Ciertas bacterias lácticas que se desarrollan en fermentaciones vegetales pueden utilizar al

almidón como fuente de carbono, por ejemplo, Laclobacillus amylophilus y Lactobacillus

amylovorus se aislaron de desperdicios de maíz en E.U.A. [4,7], Lactobacillus plantarum

se aisló a partir de raíz de yuca fermentada en el Congo y Nigeria [6], Lactobacillus

manihotivorans fue aislado de harina agria de manioca en Colombia [8], etc. Entre las

amilasas que se han caracterizado de bacterias lácticas se encuentran las de estos tres

últimos lactobacilos, todas muestran actividad óptima a pH cercano a 5 y una temperatura

óptima alrededor de 60-65°C [43-45].

El estudio de las e-amilasas de Lactobacillus plantarum y de Lactobacillus amy/ovorus

denoto que ambas son capaces de hidrolizar al almidón insoluble [46,47] aunque con

diferente eficiencia [48]. La comparación de la secuencia genética de la u-amilasa de L.

amylovorus y L. plantarum [lO] con la de la o-amilasa de L. manihotivorans [11] demostró

una homología del 98% y un tamaño de proteína de 100 kDa, lo que es casi el doble de las

amilasas conocidas (50-60 kDa).

La estructura de estos genes puede dividirse en dos partes: (i) La primera mitad, desde el

extremo 5' del gen hasta el sitio BamHI, contiene las secuencias características de los

promotores de lactobacilos y codifica para el sitio catalítico; (ii) la segunda mitad del gen

abarca a partir del sitio BamHI hasta el extremo 3' Y presenta un arreglo en secuencias o

unidades repetidas, directas e idénticas de 273 nucleótidos cada una; en la n-amilasa de L.

plantarum y L. manihotivorans cuatro unidades se encuentran presentas mientras que en el

caso de L. amylovorus se observan cinco (Fig. 6).

Estas unidades repetidas conforman el DFA [13,14], hasta el momento solo se conoce otro

caso de un DFA de u-amilasa con secuencias repetidas, el de la e-amilasa de Bacillus sp .

no. 195 con 2 UR [49]. Sin embargo en otras glucósido hidrolasas las UR son una

característica un más común, por ejemplo en las glucano-sacarasas de Streptococcus ssp. y

de Leuconostoc mesenteroides se han observado, en el extremo C-terminal de las proteínas,

UR que son responsables de interaccionar con los glucanos [50], también se han encontrado
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UR que están involucradas en la unión a carbohidrato en proteínas que no tienen actividad

de glucósido hidrolasa como en las toxinas A y B de Clostridium difficile [51].

5' BamHI 3'
GTG W TM
~.¡¡¡

Lactobadllus amylovorus

BamHI
TMGTG

I @@@-@EI

Lactobacillusplantarum

GTG BamHI TM
"®-® ® -@"U

Lactobadllus manihotivorans

Unidades
~repetidas

Fig. 6: Representación de los genes de las n-amilasas de L amylovorus, L plantarum y L.
manihotivorans, donde la primera mitad del gen codifica para el dominio catalítico y la
segunda para el DFA. El DFA de L. amylovorus presenta 5 UR mientras que los de L.
manihotivorans y L. plantarum contienen 4 UR.

Comparando una sola secuencia repetida de la a-amilasa de L. amylovorus con los DFA

conocidos de otras amilasas se revela la presencia de residuos conservados de aminoácidos

aromáticos (triptófano y tirosina) que han sido catalogados como importantes para la unión

a sustrato en otras amilasas, lo que conduce a pensar que una sola secuencia puede tener

función de fijación al sustrato insoluble, así pues, se realizaron estudios de adsorción sobre

almidón insoluble con una y las cinco UR de esta a-amílasa; los datos obtenidos

demostraron que ambos péptidos son capaces de adsorberse al almidón, aunque las cinco

UR lo hacen con mucho mayor afinidad [14].
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Los resultados mencionados sugieren la idea de un efecto cooperativo en la adsorción del

DFA, en donde cada UR contribuiría a adsorber la enzima al sustrato. Con el fin de

contribuir a la caracterización del fenómeno de adsorción de este nuevo DFA, en esta tesis

se trabajó con un número intermedio de UR y se determinó su capacidad de adsorción sobre

el almidón insoluble.
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Objetivo:

~ Determinar la capacidad de adsorción al almidón insoluble de dos y tres unidades

repetidas de la a-amilasa de L. amylovorus.

Hipótesis:

Á Si una sola unidad repetida, aislada del dominio catalítico, es capaz de adsorberse al

gránulo de almidón entonces las proteínas correspondientes a 2UR y 3UR deberán

adsorberse con mayor eficiencia al almidón insoluble.
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MATERIAL Y MÉTODO:

Estrategia General.

Extracción del vector de expresión pBAD-His i
y del vector pGEM-B4 que contiene 2UR. i

lTaQla 3) :r

~ Liberación del fragmento correspondiente ;
~ a 2UR por digestión del vector pGEM-B4. ;
- -. ~_. ----_.. .-- --- - :

,

~

Activación de la cepa XL10- ~
GoId, la cual la cual contiene al ~
vector pQE31-3UR (Tabla 3) ].

Ligación al vector de expresión pBAD-His
y electroporación en competentes de E.

coIiDH5a.

,

~ v_On de ~~OPBAD-2UR: I
~ por restnCClón ~ secuenclaClon. 1 I

EIecIropo<ad'o ~ pIlAD-2UR "" ?~ I1 '-'
competentes de E.coli TOP1O ~

Ensayos de expresión de los
péptidos 2UR y 3UR.

Western-BIot para la
identificación de ambas

proteínas.

Purificación de las proteinas
por cromatografía de

afinidad a metal

Ensayos de adsorción sobre
almidón insoluble.

,
!

t:¡:t::J::;::I:;:l:;o::;:J::;::I:;:l:;o::;:J:::X:;:¡:;:C:X:Z:::¡:;:¡: •• •••_ ••••••••••••••••1

Tabla 3: Características generales de los microorganismos y plásmidos utilizados.
"'-,- -' " - --" ""'-".'=-"-~_.-,,=-

Microorganismo Características

E. coliTOPIO r mcrA,1.(mrr-hsdRMS-mcrBC) <jl801acZ tlM 15 MacX74 deoR recA I araD
139,1.(araA-leu)7697 lZa/U lZa/K rpsL endA 1 nupG.

E. coli DH5a supE44 tl/acU 169(<jl80IacUM 15) hsdR 17recA 1 endé:1K)'r96 tlli-I re/A 1
E. coli XLI O-Gold Tet r,1.(merA)183,1.(mcrCB-hsdSMR-rnrr)173 end Al supE44 thi-l recA I

gyrA96 relAI lacHte[F'proAB lacI'UMI5TnlO(TetrArnyCarn ')]
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Vector Carácterísticas
"_..

pGEM-B4 Derivado del pGEM-T Easy (Promega) que es un vector para clonar productos
de PCR, contiene el fragmento correspondiente a dos UR

pBAD-HisC Es un vector de expresión de 4.1 kb que fusiona un tallo de histidinas a la
proteína de interés para su identificación y purificación, contiene el operador
de arabinosa y como marcador un zen de resistencia a arnnicilina

pQE31 Es un vector de expresión de 3.5 kb que fusiona un tallo de histidinas a la
proteína de interés para su identificación y purificación, contiene el promotor
y dos secuencias de operadores loe y como marcador un gen de resistencia a
arnnicilina ,

pLPCR2I3 Vector que contiene el een de 5.5 kb de la a-amilasa de L. amvlovorus
pQE31-5UR Derivado del pQE3l, en el cual se clono mediante restricción del pLPCR213

el fragmente correspondiente a las SUR.
pQE3I-3UR Se deriva del vector pQE31-5UR en el que se realizaron deleciones por PCR

para obtener el fragmento correspondiente a 3UR.

pGEM-B4

3.5kb

Fig. 7: pGEM-B4, derivado del pGEM-T Easy (Promega) que es un vector para clonar
productos de peR, el cual contiene el fragmento correspondiente a dos URo
p-Iaetamasa ORf: J337-2197pb.
región del fago ft : 2380-2835pb.
2UR: 61-611pb.
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Región promotora del operón de arabinosa
araBAD: 4-276pb.
Codón de inicio ATG : 3 I9-32 lpb.
Tallo de histidinas 6XHis: 331-348pb.
Sitio múltiple de clonación: 430-470pb .
Terminador de transcripción rmB : 553-710pb.
13-lactarnasa ORf: 9891 849pb.
araC ORf: 4076-3 J98pb.
orillen CalE 1: 4076-3 198ob.

pBAD-2UR

4.6kb

Fig 8: A la izquierda descripción del vector pBAD
HisC en el cual se inserto el fragmento
correpondiente JI 2UR entre los sitios de restricción
EcoR I y Bglll. A la derecha representación de la
construcci ónpBAD-2UR que codificapara el peptido
ZURo

~

i pQE31-3UR
'"

4289pb

CdE¡

Fig. 9: pQE31-3UR., derivado del vector de expresión pQE31-SUR.
Promotor TS y operadores loe: 7-87pb.
Codón dc inicio ATG : J 15-I 17pb.
3UR: 147-972pb.
Terminador de transcripción rmB: 1.89I-1989pb.

origen CoIEI: 1891-1989pb.
13-lactamasa ORf: 4083-3223pb.
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Conservación de las cepas:

Las cepas de E. coli usadas en este trabajo fueron DH5a para la clonación del fragmento

correspondiente a dos de las cinco UR del DFA del gen de la o-amilasa de L. amylovorus

(amyA); TOPIO para la expresión del péptido correspondiente a dos UR y XL10-Gold

(Stratagene) para la expresión del péptido correspondiente a tres URo Todos los

microorganismos se conservaron en glicerol al 40 % a una temperatura de -70°C.

Medios utilizados y extracción de ADN:

En general los cultivos fueron crecidos en medio LB con ampicilina a una concentración de

100 ug/mí, y para la obtención de plásmidos se realizó la extracción siguiendo el método

de lisis alcalina [52], la visualización de los plásmidos se llevo a cabo en geles de agarosa

al 0.8%.

Construccion de pBAD-2UR:

El plásmido pGEM-B4, en el cual previamente se clonaron dos unidades repetidas del gen

amyA amplificadas por PCR [53], fue sometido a una doble digestión con EcoRI y BamHI

para liberar al fragmento de aproximadamente 550 pb que corresponde a dos UR y el cual

se purificó mediante centrifugación en columnas de fibra de vidrio. De manera simultánea

se digirió al vector de expresión pBAD-HisC con EcoRI y BgnI para formar sitios

compatibles con los del fragmento (BgnI forma un sitio compatible con BamHI), el cual fue

ligado utilizando ligasa T4 a 4°C durante toda la noche. La visualización del fragmento

liberado y del plásmido pBAD digerido se realizó en geles de agarosa al 0.8%

Transformacián y Secuenciación:

Se elaboraron células competentes de E. coli DH5a y TOPIO siguiendo el método de

producción de electrotansformantes de alta eficiencia [54], la construcción pBAD-2UR se

electroporó en E coli DH5a. En colonias seleccionadas al azar se verificó la presencia del

inserto mediante doble restricción del plásmido electroporado con Xhol y HindllI . A una de

las transformantes se le extrajo el plásmido el cual se purificó utilizando el "Plasmid mini

kit" (Qiagen) y se envió a Laragen Inc. (10755 Venice Blvd., Los Ángeles) para determinar

su secuencia. Para la expresión de las 2 UR el pBAD-2UR fue electroporado en E. coli
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TOPI0, la cual es una cepa mas eficiente para la expresión del péptido ya que mantiene una

concentración constante de inductor debido a que esta cepa es capaz de transportar

arabinosa pero no de metabolizarla.

Expresión e Identificación de los péptidos 2UR y 3 UR:

Se creció un preinóculo durante 8 h en medio LB-amp (1OOJ.1g/mL) y se inoculó al 1% en el

mismo medio fresco, para inducir la expresión de las 2 UR se probaron tres diferentes

concentraciones de arabinosa, 0.002%, 0.02% Y 0.2% muestreándose a las O, 4, 8 Y 12 h.

Las muestras se analizaron en geles de SOS-PAGE al 10% [55) para su identificación, se

aprovechó que el vector fusiona un tallo de histidinas al péptido , por lo que se realizó por

Western-Blot (Fig.15) con anticuerpo anti-His.

En el caso de la expresión del péptido 3 UR se probaron dos concentraciones de IPTG

(isopropil-f3-tiogalactopiranósido) el cual es un análogo de lactosa, no metabolizable, las

concentraciones probadas fueron 004 mM y 0.8 mM y se muestreo a las 0, 2, 4 Y 8 h. Las

muestras se analizaron en geles de SOS-PAGE 10% [55) Yse identificó al péptido mediante

Westem-Blot también utilizando anticuerpo anti-His.

Purificaci án de las 2 y 3 UR:

Las células fueron crecidas a las condiciones óptimas establecidas y se colectaron por

centrifugación, se mantuvieron en congelación y al momento de extraer las proteinas se

resuspendieron en tampón de fosfatos pH 7.4 con imidazo l 0.05 M, posteriormente se

lisaron por sonicación y se filtró el sobrenadante para eliminar detritos celulares. De

manera simultánea se preparó una columna de sefarosa niquelada para poder purificar a los

péptidos de interés mediante cromatografía de afinidad, ya que los anillos de imidazol que

poseen la histidinas fusionadas a las UR interaccionan con los átomos de Ni'", permitiendo

de esta manera su inmovilización al pasar el sobrenadante por la columna y posteriormente

su elusión al lavar la columna con un tampón de fosfatos con imidazol a una concentración

0.25 mM. Durante todo el proceso la temperatura se mantiene a 4 "C.
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Una vez purificados los péptidos de 2 UR Y3 UR, se dializaron contra tampón de citratos

fosfatos pH 5.0 Y se concentraron las muestras en un SpeedVac. la cantidad de proteína

obtenida se determinómidiendo absorbancia a 280 nro.

Ensayo de adsorción:

Para realizar los ensayos de adsorción se incubaron durante media hora concentraciones

crecientes de los péptidos puros (2UR y 3UR) con una suspensión de almidón de maíz

insoluble en buffer de citratos-fosfatos pH 5.0 a 4 "C, después de lo cual se centrifugó el

almidón y se conservó el sobrenadante; la cantidad de proteína que se adsorbió al almidón

insoluble se determin ó por diferencia entre la cantidad de proteína afiadiday la cantidad de

proteína que queda en el sobrenadante leyendo la absorbancia a 280 nro.

El coeficiente de extinción molar (8) de ambos péptidos se obtuvo en base a la secuencia de

los péptidos, utilizando el programa de análisis de estructura primaria ProtParam de

ExPASy (http://ca.expasy.org/). Aplicando la ley de Lambert y Beer (Abs= C*E*I) los

datos de absorbancia obtenidos fueron convertidos a concentración de proteína para poder

graficar los mg de proteína libre contra los mg de proteína adsorbida por mg de almidón

insoluble.
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RESULTADOS:

Obtención del fragmento 2UR

Dos de las cinco unidades repetidas del DFA de la o-amilasa de L. amylovorus se

encuentran codificadas en el plásmido pGEM-B4, el cual es derivado del pGEM-T Easy

(promega) que es un vector para clonar productos de PCR. El fragmento de

aproximadamente 550 pb que corresponde a las 2UR fue liberado del pGEM-B4 por medio

de una doble digestión con EcoRI y BamHI, el primer sitio de restricción pertenece al

vector, mientras que el segundo sitio de restricción es parte del gen de interés y se

encuentra en el extremo 5' del fragmento. Se realizó una electroforesis en gel de agarosa al

0.8% para separar al fragmento del resto del vector, la banda correspondiente a 2UR se

cortó del gel y se purificó en colwnnas de fibra de vidrio.

De manera simultánea el vector de expresión pBAD-His fue digerido con EcoRI y BamHI

para crear sitios compatibles con los del fragmento y también se purificó en colwnna de

fibra de vidrio tras haber obtenido la banda de ADN en un gel de agarosa al 0.8 %. (Fig.

10).

Ag. 10: Gel de agarosa al 0.8 % donde se muestra:
C1:MPM
C2: Fragmento correspondiente a las 2 UR ya purificadas.
C3: pBAD-His digerido con EcoRI y Bgnl ya purificado.
C4: pBAD-His sin digeñr.

C1 C2 C3 C4

El vector digerido y las 2UR se ligaron toda la noche a 4 "C con ligasa T4. La construcción

se electroporó en células competentes de E. coli DH5a con una eficiencia aproximada de
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1.5 x 10& UFC/ ug ADN. De las transfonnantes obtenidas se seleccionaron una docena de

colonias para extraer ADN y verificar la presencia de la construcción mediante una doble

digestión con Xhoi / HindllI, la cual debe liberar al fragmento ya que este último se

encuentra insertado entre los sitios de restricción mencionados (Fig. 11).

C1 C2 C3 C4 CS C6 C7 ca C9 C10 C11

Fíg. 11: Gel de agarosa donde se muestran las construccior
obtenidas y al fragmento correspondiente a 2UR liberado.
C1: MPM
C2: pBAD-2UR colonia 1
C3: pBAD-2UR con XhoII Hindlll
C4: pBAD-2UR colonia 2
C4: pBAD-2UR con XhoJ I Hindlll
C6: pBAD-2UR colonia 3
C7: pBAD-2UR con Xholl Híndlll
ca: pBAD-2UR colonia 4
C9: pBAD-2UR con Xholl Hindlll
C10: pBAD-2UR colonia 5
C11: pBAD-2UR con Xholl Hindlll

Secuenciación.

Se seleccionó una de las colonias para propagación y extracción del pBAD-2UR con alto

grado de pureza mediante el uso de una resina de intercambio aniónico (Qiagen plasmid

midi kit). Una vez purificado se mando secuenciar para verificar que las UR se encuentran

en marco de lectura (Fig. ]2).

IliGGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATC
TGTACGACGATGACGATAAGGATCGATGGATCCGACCTCGAGATCCAACAAGCAGCAGCAGTACAACAACAGA
AACTJ\:Il.:Il.~:Il.~TTTATTT1'GJ\AJ\J\GCCTTCAJ\G1'TGGGGTAG1'AGAGTT1'A1'GCCTATGT1'1'A1'AA1'AAAAA1'

ACGAATAAAGCTATAAC1'1'CAGCTTGGCCTGGCAJ\AAJ\AATGACCGCTTTAGGTAACGACGAATAi'GAATTGG
ATCTCGJ\CACTGATGAAGATGl\CTCTGATTTAGCTGTTATCTTTACCGATGGGACAAAGCAAACACCAGCAGC
TJ\ATGAGGCTGGTTTTACCTTTACGGCTGATGCCACTTATGATCAAAATGGTGTCGTAAAAAAGGTTTATTTT
g,:Il.AIIGCCTTCAAGTTGGGGTAG:TAG:AG:TTTATGCCTATCT1'TATAATAAAAA'lACGAATAAAGCTATAACTT
CAGCTTGGCCTGGCAJ\AAJ\AATGJ\CCGCTTTAGGTAAC~GAATTGGJ\TCTCGJ\CACTGATGAAGA

TGACTCTGAT'l'TAGCTGTTATCTTTACCGATGGGACAAAGCJ\J\ACACCAGCAGCTAATGAGGCTGGTTTTACC
:rr.rACGGCTGATGCCACTTATGATCAAAATGGTGTCGTAAGAACTTCTGATTCAAGCAGCACATCAAGCAATT
cGIII

Fig. 12: Arriba: Secuencia consenso del fragmento de interés. Resaltado en negro los codones
de inicio y termino, el tallo de hislidinas se encuentra subrayado., en negritas las dos unidades
repelidas. Abajo: La traducción teórica de la secuencia. que resulta en un péptido de 244
aminoácidos y una talla de 26.9 kDA.
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MGGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDRWIRPRDPTSSSSTTTETKKVYFEKPSSWGSR
VYAYVYNKNTNKAJTSAWPGKKMTALGNDEYELDLDTDEDDSDLAVIFTDGTKQTPAANEAG
FTFTADATYDQNGVVKKVYFEKPSSWGSRVYAYVYNKNTNKAITSAWPGKKMTALGNDKYEL
DLDTDEDDSDLAVIFTDGTKQTPAANEAGFTFTADATYDQNGVVRTSDSSSTSSNS-

Se escogió la cepa de E. coli DH5a para clonar las dos UR debido a que es una cepa no

recombinante, al comprobar que la construcción era adecuada se volvió a electroporar, en

esta ocasión, a E. coli TOPIO (Fig. 13), ya que esta cepa a diferencia de la cepa DH5a la

cual transporta y metaboliza a la arabinosa, es capaz de transportar arabinosa pero no

metabolizarla, y por tanto se mantienen los niveles de inductor constantes permitiendo

optimizar la expresión del péptido 2UR.

C1 C2 C3 C4 es C6 C? CS CS C10 C1"

Fig. 13: Gel de agarosa al 0.8% donde se
verificaron las construcciones
electroporadas en E. coli TOP1O.
C1: MPM
C2: pBAD-2UR colonia 1
C3: pBAD-2UR con Xholl Hindlll
C4: pBAD-2URcolonia 2
C4: pBAD-2UR con Xholl Hindlll
C6: pBAD-2URcolonia 3
C7: pBAD-2URcon Xhall Hindlll
C8: pBAD-2UR colonia 4
C9: pBAD-2URcon Xholl Hindlll
C10: pBAD-2URcolonia 5
C11: pBAD-2URcon Xhall Hindlll

Expresión de 2 y 3 UR

Para determinar las condiciones adecuadas de expresión de las 2 UR se probaron 3

concentraciones del inductor (L-arabinosa) de 0.002%, 0.02% Y0.2% a tiempos de 4, 8 Y

12 h. Las muestras obtenidas se analizaron mediante SnS-PAGE para establecer la

condición óptima de expresión (Fig. 14).
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A
C1 C2 C3 C4 es C6 C7 CS CS

~

~
~~97.4 kDa

.....,.-66.2 kDa

~-31.0 kDa

;;C":;·- 21.5 kDa

'-14.4 kDa

.-,«,~ -31.0 kDa

..,"'..,~ -45.0 kDa

14.4 kDa

,: F>;'- - 21.5 kDa

.'. :H' -97.4 kDa

...... -66.2kDa

C18
""-

. ... JII .~ • • .;O. '••

C15 C16 C17C14C13C12C10 C11

B

Fig. 14: Análisis del ensayo de expresión en gel SDS-PAGE al 10%, unnzanoo como
inductor arabinosa (ara). (A) C1: Muestra sin ara a las Oh., C2: Muestra con ara 0.002% a
las O., C3: Muestra con ara 0.02% a las Oh., C4: Muestra con ara 0.2% a las O h., C5:
Muestra sin ara a las 4 h., C6: Muestra con ara 0.002% a las 4., C7: Muestra con ara
0.02% a las 4 h., C8: Muestra con ara 0.2% a las 4 h., C9: MPM; (6) C10: Muestra sin ara
a las 8 h., C11: Muestra con ara 0.002% a las 8., C12: Muestra con ara 0.02% a las 8 h.,
C13: Muestra con ara 0.2% a las 8 h., C14: Muestra sin ara a las 12 h., C15: Muestra con
ara 0.002% a las 12 h., C16: Muestra con ara 0.02% a las 12 h., C17: Muestra con ara
0.2% a las 12 h., C18: MPM.
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.1\1 comparar los carriles en los geles de células inducidas y células sin inducir no se

vislumbra la presencia de una banda diferente que nos indique las presencia del péptido,

por lo que se efectuó un Westem-Blot para identificar al péptido utilizando un anticuerpo

anti-His.

C1
100kDa_~

75kDa-~

5OkDa-~

15kDa_ "

C2 C3 C4 C5 C6

Fig. 15: Westem-Blot del péptido 2UR a 12 h de
inducción. C1: MPM. 6xHis (Qíagen), C2: E. colí TOP10
2UR sin ara., C3: E. colí TOP1Q-2UR clara 0.002%., C4:
E. coli TOP10-2UR clara 0.02%., C5: E. colí TOP1Q-2UR
clara 0.2%., C6: E. colí DH5a-2UR clara 0.2%. Proteína
de interés (+).

Como se puede observar en la figura 15, la concentración del inductor no parece tener

efecto en los niveles de expresión de la proteína por lo que las condiciones establecidas

para la expresión del péptido 2 UR en E. coli TOPIO fueron 12 h de inducción con

arabinosa al 0.002%.

En el caso del péptido 3 UR de talla aproximada de 36.5 kDa, se uso como inductor IPTG

(Isopropil-13-D-Tiogalactopirarosido), el cual es un análogo no metabolizable de la lactosa, y

se probo a concentraciones de 0.4 mM Y0.8 mM, muestreándose a tiempos de O, 2, 4 Y8 h.
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A C1 C2 C3 C4 es C6 C7

B CS C9 C10 C11 C12 C13 C14

97.4 kDa

66.2kDa

45.0 kDa

31.0kDa

21.5kDa

14.4 kDa

Fi9. 16: Análisis del ensayo de expresión de 3 UR en gel SD5-PAGE al 10%, utilizando
como irnluctor IPTG. (A) C1: MPM., C2: Muestra sin IPTG a las Oh., C3: Muestra con IPTG
OA mM a las Oh, C4; Muestra con IPTG 0.8 mM a las On., C5: Muestra sin IPTG a las 2
h., C6: Muestra con IPTG 0.4 M a las 2 h., C7: Muestra con IPTG 0.8 mM a las 2 h. (B) cs:
MPM., e9: Muestra sin IPTG a las 4 h., C10: Muestra con IPTG 0.4 mM a las 4 h., C11:
Muestra con IPTG 0.8 mM a las 4 h., C12: Muestra sin IPTG a las 8 h., C13: Muestra con
IPTG 0.4 mM a las 8 h., C14: Muestra con IPTG 0.8 mM a las 8 h. Protelna de interés (+).
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Analizando los geles mostrados en la figura 16, claramente se distingue una banda en los

carriles correspondientes a las células con inductor, la cual no aparece en el carril de células

sin inducir. Para asegurar que la banda corresponde al péptido de 3 UR también se realizó

un Westem-Blot para su identificación aprovechando nuevamente el reconocimiento del

anticuerpo c-His hacia el tallo de histidinas fusionado a las 3 UR (Fig. 17), en este caso

solo se analizo la muestra correspondiente a 8 h de inducción y 0.4 mM de IPTG, ya que en

el gel la banda se observa con mayor intensidad que en el caso de las de 4 h de inducción,

pero no se alcanza a observar diferencia respecto a la de 8 h con 0.8 mM de IPTG.

75 kDlll-';;'¡¡;'''

Fig. 17: Westem-Blot del péptido 3UR a 8 h de su
inducción con IPTG. C1: MPM. 6xHis (Qiagen), C3:
3UR con IPTG 0.4 mM en XL10-Gold. Protelna de
interés (+).

Las condiciones establecidas para la expresión del péptido 3 UR en E. coliXL 1Ofueron 8 h

de inducción con IPTG a una concentración de 0.4 mM.

Purificación de 2 y 3 UR

El tallo de histidinas que se fusiona a la proteína de interés no solo sirve para poder

identificar al péptido, también le confiere a la proteína afinidad por ciertos iones metálicos
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bivalentes como mi+, Cu2+ o Ni2+, debido a las interacciones que se pueden formar entre

estos iones y los anillos imidazólicos de las histidinas se puede purificar al péptido

mediante cromatografia de afinidad a metal.

Por tanto se preparó una columna de sefarosa niquelada la cual tiene una capacidad de

unión de 5 mg de proteína/ml, de sefarosa, la columna se equilibro con tampón de fosfatos

pH 7.4 con imidazol a una concentración de 0.05 M (tampón de adsorción), a estas

condiciones el péptido se adsorbe a la columna permitiendo eliminar mediante lavados el

resto de las proteínas, a continuación se eluye al péptido por competencia utilizando el

mismo tampón pH 7.4 pero a una concentración de imidazol 0.25 M (tampón de elución).

C1 C2 C3 C4 CS C6 C7 ca C9

97.4 kOa

66.2 kOa

45.0kOa

31.0 kOa

21.5 kOa

14.4 kOa

Fig. 18: Análisis del ensayo de puñficación de 2 UR en gel SOS-PAGE al 10% C1:
MPM., C2:Proteína no adsorbida a la colurnna., C3 - C6: Lavados de la columna
C7-9: Elusión del péptido 2 URoProteína de interés (+).

Como se puede observar en la figura 18, la purificación del péptido fue parcial ya que en

las eluciones se observa una banda debajo de las 2 UR. Se decidió entonces por cambiar el

pH del tampón de adsorción de 7.4 a 5.0 para equilib~ la columna y realizar los primeros

cinco lavados, subsecuentemente se realizaron lavados con buffer de adsorción pH 7.4 para

luego eluir a la proteína con el tampón de elusión, obteniéndose finalmente la proteína pura

(Fig.19).
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C1

97.4 kDa°-'"

66.2kDa-'-

C2 C3 C4 C5 C6 C7 ca

31.0 kOa _ •• "T ,:!'

21.5kOa

Fig. 19: Gel S05-PAGE al 10% donde se muestra en el sexto carril al péptido 2 UR
purificado utilizando tampón de eluslón pH 7.4 Ylavados a pH 5.0 (C2.CS) da la columna
de sefarosa niquelada.

Para purificar las 3 UR, se siguió el mismo procedimiento que se utilizo para poder

purificar a las 2 UR, la proteína obtenida se observa en la figura 20.

Fig. 20: Gel SOS-PAGE al 10% donde se muestra en el sexto carril al péptido 3 UR
purificado utilizando lampón de elusión pH 7.4 Y lavados a pH S.O de la columna de
sefarosa niquelada.
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Ensayos de adsorción

Una vez que se tuvieron puras las 2 y 3 UR, se dializaron contra buffer citratos-fosfatos pH

5.0 para eliminar el imidazol presente en las eluciones y se concentraron los péptidos, el de

2 UR mediante diálisis inversa y el de 3 UR utilizando un SpeedVac, la determinación de

la cantidad de proteína se efectuó midiendo absorbancia a 280 nm, y conociendo los

coeficientes de extinción molar (1)) de ambos péptidos E2UR = 45090 Molcmo• y E3UR = 59740

M""lcm-· , se estableció la cantidad total de proteína.

Los ensayos de adsorción al sustrato insoluble se realizaron utilizando concentraciones

crecientes de los péptidos en una suspensión de almidón de maíz en buffer de citratos

fosfatos pH 5.0 a 4°C con media hora de incubación. Se tomaron lecturas por triplicado de

Il muestras diferentes para cada ensayo, y se determinó la cantidad de proteína que se

adsorbe al almidón insoluble mediante diferencia entre la proteína presente en las muestras

sin almidón (blancos) y la cantidad de proteína presente en el sobrenadante de las muestras

con almidón (Tablas 3 y 4).

2UR 2UR-bis

ProtiniciGl Pl'Ot no ads Prot ads pr adslrng allnidón Prot Inicial Prot no ads Prot. ads pi" adslrng almidón
Po (rng/rnL) Pna (rnglmL) Po-Pna (rnglrng) Po (rnglmL) Pna (rnglmL) Po-Pno (rnglmg)

3.849 2.590 t259 2.098 5.494 4.132 1.363 2Z71

3.228 2.431 0.797 1.329 4.791 3.422 1.369 2.282

2.628 1.975 0.653 1.088 4.061 2.926 1.135 1.891
2.213 1.584 0.629 1.049 3.560 2.718 0.842 1.403
1685 1.128 0.557 0.929 2.618 2.075 0.543 0.905
1.297 0.794 0.503 0.839 1.938 1.478 0.460 0.767
1.042 0.719 0.323 0.538 1.616 1.099 0.516 0.861

0.916 0.520 0.396 0.660 1.098 0.655 0.443 0.739
0.610 0.201 0.409 0.682 0.571 0.480 0.091 0.151
0.338 0.071 0.268 0.446 0.216 0.197 0.019 0.031
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Tabla 3: Datos obtenidos del ensayo de adsorción de 2UR de la a-amilasa de L. amylovorus sobre
almidón insoluble. El ensayo se realizo por duplicado.
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3UR 3UR-bls

Prot inicial Prot no ads Prot ads Pr aWIJl9 !1hlll!f6n I'rot Illlc:llll Prot no IIds Prot. lIds Pr lIds/mg almidón
Po (rng/mL) Pno (rng/mL) Po-Pno (mglmg) Po (rng/ml) Pno (rnglml) Po-Pno (rnglmg)

10.682 6.282 4.'100 7.334 ll.765 7.035 4.730 7.883

9.389 5.553 3.836 6.393 10.543 6.130 4.413 7.355

7.882 3.487 4.395 7.324 8.944 4.711 4.233 7.055

6.388 2.596 3.793 6.321 7.743 3.412 4.330 7.217

4.901 1.564 3.338 5.563 6.171 2.148 4.023 6.706

3.741 0.993 2.747 4.579 5.007 1.376 3.631 6.051

2.936 0.638 2.298 3.830 3.303 0.717 2.585 4.309

2.346 0.466 1.879 3.132 2.403 0.387 2.016 3.360

1.531 0.122 1.409 2.348 1.626 0.149 1.477 2.461

0.872 0.000 0.872 1.454 0.781 0.000 0.781 1.301

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0 .000

TlJbla 4: Datos obtenidos del ensayo de adsorción de 3UR de la o-amllasa de L. amylovorus sobre
almidón insoluble. El ensayo se realizo por duplicado.

Con los datos que se obtuvieron se elaboraron dos gráficos. El primero corresponde a la

cantidad de proteína adsorbida al almidón contra la cantidad de proteína libre (proteína no

adsorbida) en el equilibrio (Grafico 1), en el se observa que conforme se aumenta el

número de UR's se presenta un incremento en la pendiente de las isotermas de adsorción y

en el caso específico de las 3UR y el DFA completo se encontró que cuando la

concentración de proteína es baja toda ella se adsorbe al gránulo de almidón (fase sólida)

sin que exista proteína libre en la fase líquida, posteriormente se presenta un cambio en la

pendiente que corresponde a la presencia de protelna libre debido a la saturación del

gránulo al aumentar la proteína añadida

El segundo gráfico relaciona a la cantidad de proteína adsorbida al almidón contra la

cantidad de proteína añadida inicialmente en el equilibrio (Gráfico 2), este segundo gráfico

nos permite obtener las constantes de adsorción (Kad) [56], estas constantes muestran que

en un principio, al comparar una con dos unidades repetidas hay un incremento de

aproximadamente 150% en la capacidad de adsorción, mientras que al aumentar de 2UR a

3UR el incremento es de aproximadamente 100%, pero al comparar 3UR con 5UR el

aumento en la capacidad de adsorción es solo de aproximadamente el 20% a pesar de que

se presentan dos unidades repetidas de más entre el DFA completo y las 3UR. Es de

importancia señalar que la Kad de la c-amilasa completa es muy similar a la de 2UR y por
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tanto también es diferente a la Kad de las SUR, lo que sugiere que la amilasa no usa todas

sus UR para fijarse al almidón.

Ensayo de adsorción sobre almidón de maiz Insoluble

Grafico 1: Adsorción de las proteínas purificadas (1, 2, 3UR, DFA y la a-amilasa completa) sobre
almidón insoluble. Las curvas se obtuvieron graficando la cantidad de prote ína adsorbida (fase sólida)
contra la cantidad de prote ína libre (fase liquida) en el equ ilibrio . Datos de DFA. a-ami1asa y IUR
tomados de [141-
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Gráfico 2: Isotermas de adsorción lineales de las proteínas correspondientes a 1, 2, 3 UR, DFA Y la
a-ami/asa completa. Las curvas se obtuvieron graficando a la protelna adsorbida (fase sólida) contra
la protelna inicialmente aftadida (fase Ikjuida).en el equilibrio. Datos de DFA., a-amilasa y IUR
tomados de [14].
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Discusión:

Peso molecular de las proteínas:

La talla calculada por secuencia para las proteínas de 2UR y 3UR es de 26.9 kDa y 36.5

kDA respectivamente, sin embargo en los geles de expresión y purificación ambas

proteínas migran por arriba de estas tallas. Este fenómeno se ha observado en proteínas

fusionadas a tallos de histidinas, ya que en el sistema SDS-PAGE las proteínas adquieren

una carga negativa al unirse al SDS en una relación aproximada de 1.4mg de SDS/mg de

proteína lo que da un radio constante de carga/masa [57]. Como el tallo de seis histidinas

posee carga positiva, la relación carga/masa puede verse afectada y por tanto alterarse la

movilidad electroforética de la proteína.

Por otra parte , se ha observado en geles de poliacrilamida, que algunas amilasas de

lactobacilos tienden a migrar por arriba de su masa molecular calculada, por ejemplo el

peso molecular de la proteína codificada por el gen amyA de L. manihotivorans es de 98.4

kDa [11] mientras que el de la proteína purificada corresponde a 135 kDa [45]. Las mismas

discrepancias en la estimación de la talla han sido observadas en las amilasas de 1.

amy/ovorus y L. p/antarum A6 [lO] sin que se haya podido explicar hasta el momento a que

se deben estas diferencias.

Adsorción al sustrato:

El DFA de la n-amilasa de 1. amy/ovorus tiene una estructura diferente a las reportadas ya

que se encuentra formado por una serie de 5 unidades repetidas directas e idénticas, cada

una formada por 91 aminoácidos; como se explicó la talla de una UR es muy similar al

tamaño reportado para otros DFA's. Por otro lado se sabe que el DFA aislado del resto de

la enzima así como una sola UR son capaces de adsorberse al almidón insoluble aunque sus

constantes de adsorción son diferentes entre sí (1.07 [Sr1 para el DFA Y 0.17 [Sr1 en el

caso de lUR) y distintas a la constante de adsorción de la u-amilasa completa (0.41 [Sr l )

(Gráficos 1 y 2). Se compararon estos datos con los resultados obtenidos en los ensayos de

adsorción sobre almidón insoluble de dos y tres UR y se observa que el péptido que
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corresponde a 2UR presentan una KuJ de 0.434 tsr' , la cual es muy similar a la Kad de la a

amílasa completa de L amylovorus que es de 0.415 [Sr l (Gráfico 2). Estos datos sugieren

que la u-amilasa podría utilizar solo dos de las cinco UR que confonnan el DFA para

adsorberse al gránulo de almidón, mientras que el resto de las UR no interactúa con el

sustrato posiblemente por impedimento estérico debido a la presencia del dominio catalítico

de la enzima.

En el caso de la proteína correspondiente a tres UR, su Kad (0.81 [Sr') es mayor que la de

la u-amilasa y consecuentemente que una (0.17 [Sr l
) y dos UR (0.43 [Sr l

) (Gráficos 1 y

2). Este aumento en la constante de adsorción de las proteínas cuando se tienen varias UR,

comparado con la constante de adsorción de la UR aislada, sugiere un probable efecto

cooperativo por parte de las UR, efecto que ha sido reportado en otras glucósido hidrolasas

con MUC múltiples como es el caso de la xilanasa llA de CelJuJomonas fimi que posee

dos MUC pertenecientes a la familia 2b de los módulos de unión a carbohidratos y que

juntos presentan mayor afinidad por el sustrato que de manera individual [58J.

Por otra parte, al observar el gráfico 1 se aprecia que las S UR se adsorben completamente

al gránulo hasta una concentración de 3 mglmg de almidón momento en el que se aprecia

un cambio en la pendiente de la curva de adsorción, y en el caso de las 3 UR se adsorben

completamente hasta una concentración aproximada de 2.5 mglmg de almidón que es

donde se aprecia un cambio en la pendiente de la curva; a diferencia de 1UR., 2UR y de la

amilasa completa que siguen una tendencia lineal y no se alcanza a apreciar una saturación

del sustrato, probablemente porque la interacción con el almidón es más débil y eso podria

permitir mayor intercambio molecular.

Posible papel de las UR

Con los resultados obtenidos en este trabajo y comparando con otros sistemas descritos se

podría pensar que si en la c-amilasa se presentan 5URs y aparentemente sólo dos

interactúan directamente con el sustrato entonces las UR restantes podrian o deberían tener

otra función que favorezca la adsorción o la hidrólisis del almidón insoluble. En el caso

particular de la glucoamilasa 1 (GAI) de Aspergillus awamori varo kawachi la región con
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afinidad por el almidón insoluble puede ser dividida en dos partes: la región Cp que es

propiamente el dominio de fijación al almidón y la región Gp-I que esta localizada entre el

dominio catalítico y el DFA Yque se encuentra compuesta principalmente de residuos de

treonina y serina unidos a moléculas cortas de manósidos. Gp-I es una región espaciadora

que posiciona a los dominios catalíticos y de adsorción en el sustrato, además de

encontrarse involucrada en la conservación estructural de la GAI ante el estrés, en su

adsorción a gránulos de almidón y en secreción [59J. Respecto a la o-amilasa de L.

amylovorus las UR que no interactúen con el sustrato pueden estar cumpliendo una función

similar a la de la región Gp-I de la GAl, que en este caso seria la función de espaciadores

entre las dos UR que si se están adsorbiendo.

Otra posibilidad seria que las UR del DFA de la a-amilasa de L. amylovorus que no se

adsorben al sustrato ejercieran una función quelante atrapando cadenas cortas de

maltooligosacáridos producto de la hidrólisis, las cuales pudieran unirse a las UR efectivas

y afectar al fenómeno de adsorción. En otras glucósido hidrolasas con múltiples módulos de

unión a carbohidratos (MUe) como la xilanasa de Clostridium stercorarium cepa

NCm1l754 ha sido sugerido que los MUC tienen la habilidad de secuestrar cadenas

solubles de xilooligosacáridos manteniéndolas en proximidad al sitio catalítico y

favoreciendo la hidrólisis del sustrato [60].

Sitios de Unión:

Se ha establecido que el dominio de fijación al almidón de la gIucoamilasa de Aspergillus

niger presenta dos sitios de unión a maltosa: el sitio uno en el cual los residuos de

aminoácidos que interaccionan directamente con el sustrato son Trp 543 YTrp 590 Yel sitio

dos en el que los residuos de aminoácidos que interaccionan directamente con el sustrato

son Tyr527 y Tyr556, además de estos, existen residuos importantes para la adsorción pero

que no interaccionan de manera directa con el sustrato [27]. Cuando se compara una UR de

la a-amilasa de L. amylovorus con el DFA de la glucoamilasa de A. niger y con el DFA de

otras enzimas (Fig, 21) se observa que la UR presenta ciertos residuos que han sido

clasificados como importantes para llevar a cabo la adsorción.
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54 3 556 5 9U

1 1 1 22222 22 2 1 1 1.1 1
A.nig. YLVGSISQLG!·TSDGIALSAD~SSDPL-----WYVTVTLPAGESFEYKFIRIESDDSVE~SDPNREYT
L.amy. KKVYFEKPSS SRVYAYVYN-KNTN---KAITSAW---PGKK-MTALGNDKYELDLDTD-EDDSDLAVIFT
S.sub. AKTIGYQNPN SQVNAYIY--KHDGSRVIELTGSW---PGK P-MTKNADG I YTLTLPADTDTTNAK- VIFN

Fig.21 Las enzimas del alineamiento son: Glucoamilasa de Aspergilius niger "(P00691). a-amilasa de
Lactobacillus amylovorus (048502) y e-amilasa de Bactilus subt ilis (P00691). Resaltados en negro se
encuentran Jos residuos que interaccionan directamente con el sustrato, en negritas se presentan residuos
catalogados como importantes para la adsorción. Los números en negritas representan a los residuos
presentes en los sitios de unión 1 y 2 de la glucoamilasa de A. niger.

Sin embargo en una UR no se encuentran los sitios de unión completos, pues aunque

encontramos aminoácidos aromáticos que pueden interaccionar con el sustrato, carece de la

mayoría de los residuos que los conforman, posiblemente la presencia de un mayor número

de UR favorezca la interacción de otros residuos aromáticos con el sustrato o bien se

complete o forme un nuevo sitio de unión, el cual contribuye a que la capacidad de

adsorción de la proteína aumente.
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Conclusiones:

.. Las proteínas correspondientes a 2 URY3 URson capaces de adsorberse al gránulo
de almidón insoluble.

.. La u-arnilasa de L. amylovorus se adsorbe en igual medida que el péptido
correspondiente a las 2 UR, lo que nos lleva a pensar que la u-amilasa completa
solo utiliza dos de sus cinco subdominios de fijación para adsorberse al almidón
insoluble.

Conforme se aumenta el número de UR's se aumenta la capacidad de unión de la
proteína por lo que se esta presentando un efecto cooperativo entre las UR's en el
fenómeno de adsorción.
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APÉNDICES:

L Medios de cultivo.

l.A Medio Luria-Bertani.

Tri tona
Extracto de Levadura
NaCl

LB Medio SOCo

Triptona 20WL
Extracto de Levadura 5 giL
NaCl 0.5845 WL
KCI 0.185 ti L
MgCb-6H20 2.03 g, L

MgS04-7H20 2.46 g;L
Glucosa 3.60 WL

u Protocolos para ADN.

Il.A Extracción de plásmido a pequeña escala (miniprep).

l. Se inoculan 5 mL de medio LB-amp (100 ~g/mL) al 1% Yse deja crecer O.N. a 30°C.

2. Se transfiere el medio de cultivo a tubos de 1.5 mL y se centrífuga a 12000 rpm por 5

minoa una temperatura de 4°C.

3. El sobrenadante se retira y se resuspende el botón celular en 1OO~ de la solución 1, en

seguida se adicionan 200~ de solución Il y se mezclan por inversión cuidando de abarcar

toda la superficie del tubo, posteriormente se agregan 150J.lL solución III y se vortexea

gentilmente el tubo en posición invertida durante lOs. Se deja reposar el tubo en hielo de 3

a5min.

4. Al sobrenadante se le adicionan dos volúmenes de etanol absoluto, se mezcla y se deja a

-20°C por 30 minoy se centrífuga a 12000 rpm por 15 minoa 4°C.
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5. Se retira el sobrcnadante y se agrega al botón I volumen de etanol al 70% a R.T . hasta

que se desprenda del fondo del tubo, después se centrífuga a 12000 rpm por 15 min oa 4°C.

6. El sobrenadantc es retirado y se deja secar el botón a 37°C, por últ imo se resuspende el

botón en 10¡.tLdeTE (pH 8.0), conteniendo RNAasa (20l-lgfmL), y se incuba a 55°C por 30

mm.

Solución 1 Solución II Solución III

SOmM Glucosa 0.2 NaOH 5M CH3COOK 60mL
2SmM Tris-HCI pH 8 l%SDS CH3COOH 11.5mL
IOmM EDTA pH 8 H20 28 .SmL

lI.B Extracción de plásmido a gran escala (rnaxiprep).

1. Como preinóculo se siembran 5mL de medio LB-amp al 1% y se deja crecer O.N. a

30°C.

2. Se inoculan 250mL de medio LB-amp (100 ug/ml.) all% y se deja crecer O.N . a 30°C.

3. Se transfiere el medio de cultivo a botellas de 250mL y se centrifugan a 10000 rpm por

10 min oa 4°C. El sobrenadante se retira y el botón se mantiene en hielo.

4. El botón se resuspende en 30 mL de solución I adicionando 250J.lL de RNAasa

(lOmgfmL), posteriormente se agregan 60 mL de solución II se mezcla bien y en seguida se

añaden 50 mL de solución 111. La mezcla se centrífuga a 12000 rpm 30 min oa 20°C.

5. El sobrenadante se recupera, y se le añade un volumen de isopropanol para precipitar el

ADN, la muestra se deja reposar 30min y después se centrifuga a 12000rpm 30min a 20°C

6. Se retira el sobrenadante, y posteriormente se lava el botón en etanol al 70%, centrifugar

a 12000rpm 15min a 20°C y el etanol al 70% se retira y se deja secar el botón a 37°C por

30min-lh.

7. El botón se resuspende en 5mL de Sol. MOPS, agregando 100l-lLde RNAasa pancreática

(lOmg/mL) dejándolo reposar I hora a temperatura ambiente, consecutivamente se

adicionan 10J.lL de proteinasa K (2OmgfmL) e incubar a 55°C Ihora (opcional).
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Solución] Solución Il Solución JlJ Solución de MOPS

5mM sacarosa 0.2NNaOH 3M acetato de sodio pH SOmM MOPS pH 7.0
lOmMEDTA 1%(wiv) SDS 4.8 750mMNaCI
25mM Tris pH 8.0 2mMEDTA

ILC Limpieza de ADN con fenol-cloroformo

1. Se colocan 0.5 mL de ADN en tubos eppendorf, adicionando 0.5 mL de fenol

cloroformo 1:1 a la muestra y se agita hasta que se forme una suspensión.

2. Se centrifuga 5 minoa 13000 rpm y posteriormente se recupera la fase acuosa .

3. El paso ly 2 se repiten hasta que se halla eliminado el exceso de proteína que se acumula

entre las dos fases.

4. Se agregan 0.5 mL de cloroformo isoamílico 24:1, agitando para que se forme la

suspensión y se centrífuga 3 minoa 13000 rpm.

5. La fase acuosa se recupera y se le añade un décimo de acetato de sodio 3M pH 5.2 Ydos

volúmenes de etanol absoluto, se mezcla para homogenizar.

6. Se deja precipitar el ADN a -20°C durante l hora, a continuación se centrífuga a 13000

rpm durante 15 min y el sobrenadante es eliminado.

7. El botón se lava con 0.25 mL de etanol al 70% hasta que se despenda del tubo eppendorf,

se centrifuga 15 min a 13000 rpm y se retira el sobrenadante.

8. Se deja secar el botón a 37°C y se resuspende en un volumen adecuado de agua estéril o

buffer TE (pH 8.0).

I1.D Purificación de plásmido Mini Kit (Qiagen)

Permite la purificación de ADN usando columnas de gravedad donde la purificación del

ADN plásmidico se lleva acabo por intercambio aniónico. Las propiedades del ADN

purificado son equivalentes o superiores a los que se obtienen por gradiente de CsCl ,

además de que no se utilizan sustancias toxicas como el fenol, cloroformo, bromuro de

etidio y CsCl. Este método solo se utiliza para purificar el ADN que se secuenció.
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l. Se reparte la muestra (ADN plasmídico) en tubos eppendorf de 1.S mL y se centrifuga 10

segundos a 12000rpm, después se guarda una alícuota de SO J.lL de muestra para su

posterior análisis.

2. A continuación el tip (columna de gravedad) es equilibrado con lmL de tampón QBT, y

después se hacer pasar por la columna la muestra ADN plasmídico, una vez que la muestra

ya pasó se guarda una alícuota de SOJ-tL de muestra.

3. La columna se lava 4 veces con Iml, de tampón QC (este se recupera y guarda en tubos

eppendorf).

4. Se pone O.8mL de tampón QF (incubado previamente a 6SoC antes de la elusión) y se

recupera el ADN eluido en tubos eppendorfy se guarda una alícuota de SOJ.lL.

5. Se precipita el ADN con 700flL de isopropanol, dejándolo reposar 30 min y después se

centrifuga a 12000rpm 15 mino a temperatura ambiente.

6. El sobrenadante se retira y se resuspende el botón en 100flL de Etanol 70% y se

centrifuga lS min a 12000 rpm.

7. El botón se dejar secar a temperatura ambiente ó a 37°C durante lh y por ultimo se

resuspende cada botón en 20 J.lL de agua ultra pura estéril.

n.E Electroforesis de Agarosa

En la electroforesis se permite la migración de ADN (cuya carga es negativa por la

presencia de grupos fosfato) a través de un gel de agarosa y que migra del polo negativo al

polo positivo como resultado del campo eléctrico formado entre los electrodos sumergidos

en el medio. El ADN migra con respecto a su peso molecular y de esta manera se puede

identificar el estado del ADN y peso molecular.

l. Se prepara una solución de agarosa 0.8% en el buffer TAE, la solución se calienta para

que se disuelva, sin dejar agregados suspendidos , posteriormente se adiciona el bromuro de

etidio a una concentración final de (O.SflglmL).

2. Se coloca la solución en la cámara de e1ectroforesisy se deja que solidifique.

3. La muestra de ADN se mezcla con tampón de carga a una concentración final 1X, Yesta

es colocada en el gel.
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4. La electroforesis se Lleva a cabo a 6 vlcm hasta que el pigmento haya migrado a Y4

partes a lo largo del gel y después se puede observar en el transiluminador de UV para

examinar la migración de fragmentos de ADN y su peso molecular.

Reactivos:

Agarosa

Buffer de carga 6X Tipo III:

- 0.25% azul de bromofenol

- 0.25% Cianol FF de xileno 4°C

- 30% glicerol en agua

Buffer TAE (Tris.acetatos-EDTA) 50X:

- 245 gr Tris base

- 57.1 mL ácido acético glacial

- 100 mL EDTA 0.5M (pH 8.0)

IJ.F Producción de células de Escherichia coli e1ectrocompetentes.

La utilización de la electroporación para la transformación de cepas de E. coli permite

incrementar la introducción de plásmidos a la bacteria. La e1ectrotransformación o

electroporación es un proceso en el que las células son sometidas a un campo eléctrico que

las hace permeables al ADN. Se postula que en los campos eléctricos de baja intensidad, las

membranas de las células de polarizan y que los cambios de campo inducen a un potencial

de membrana de 200-400 mv, a partir de áreas de desorganización reversible que se van a

producir. La ruptura transitoria de membranas la torna permeable a macromoléculas (61).

Preparación de células eleetroeompetentes.

l . Se inocula 400mL de medio LB al 1% con un precultivo de E. eoli. Las células se

incuban a 37°C con agitación continua por 3 hrs. hasta obtener una ABS600 de 0.5 a 0.7.

2. Las células se cosechan, por centrifugación a 10000rpm por 15min a 4°C.

3. Se retira el sobrenadante (medio) y resuspende el botón en un volumen de agua mega

pura estéril y fría, después se centrifuga como en el paso 2.

4. El sobrenadante se retira y resuspende en Y;, del volumen original del cultivo en agua

mega pura estéril y se centrifuga a 10000rpm a 4°C por 15min.
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4. Se retira el sobrenadante y se resuspende el botón en 8mL de glicerol al 10% frió e

inmediatamente se centrifuga a 10000rpm a 4°C por 15min.

5. Por ultimo se retira el sobrenadante yel botón se resuspende en un volumen final de

I.2mL de glicerol al 10% frío, se alícuota la muestra en tubos eppendorf con 50llL cada

uno, almacenándolos a -70°C.

Electro-Transformación.

l . A 50llL de células competentes se les adiciona de 1-21lgde plásmido y se incuba en hielo

por 1 mino

2. La mezcla de ADN y células se colocan en una cubeta de e1ectroporación fria de 0.1cm.

3. La cubeta se deposita en el electroporador, el cual produce una constante de tiempo de

4-5ms y 12.5 kV/cm , y se le da un pulso de 1.25 V. Inmediatamente después se le

adicionan 950 IlL de medio SOC y rápidamente se resuspenden las células con una

micropipeta.

4. Se transfieren las células a un tubo de 1.5 mL y se incuban a 37°C en agitación cont inua

por Ih, después se plaquea la muestra en medio LB con el antibiótico marcador del

plásmido y/o la cepa.

1lI. Protocolos para proteínas.

lILA Geles SDS-PAGE.

La electroforesis es usada para separar mezclas complejas de proteínas, identificar

subunidades y verificar la homogeneidad de muestras de proteínas. En la e1ectroforesis en

geles de poliacrilamida, las proteínas migran en respuesta a un campo eléctrico a través de

poros en la matriz del gel; el tamaño de los poros disminuye con altas concentraciones de

acrilamida. La combinación del tamaño del poro del gel y la carga de la proteína, tamaño y

forma determinan el tipo de migración de la proteína.
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SDS-PAGE es un sistema aniónico debido a que el SDS esta cargado negativamente. En

este sistema las proteínas tienen carga negativa lo que hace que migren del polo negativo

que se encuentra en la superficie del tampón al polo positivo sujeto a la parle inferior del

sistema.

a) Preparación del gel:

l . Se ensamblan las placas de vidrio para formar el gel, se marcan los niveles de separación

de los geles y se comprueba de que no haya fugas.

2. Se prepara el gel de acrilamida al 12% (gel de separación) y se coloca dentro de las

placas, aproximadamente abarcando 5cm de altura.

3. Para evitar que haya poca uniformidad en la superficie del gel se puede colocar un poco

de agua destilada .

4. Después de la polimerización, se remueve el agua destilada de las placas y se colocan los

peines que dan lugar a la formación de los pozos.

5. Posteriormente se vacía en las placas el gel de concentrac ión, evitando que se formen

burbujas dentro las separaciones y entre un gel y otro. Después de la polimerización, los

geles están listos para la electroforesis .

6. Se precorren los geles 15 mino a 20 mA, después del tiempo transcurrido se colocan las

muestras.

b) Preparación de las muestras

J. Se colocan las muestras (en este caso botón celular) en tubos eppendorff, las células se

disuelven en tampón de muestra a una concentración final de 2X y se hierven durante 5

mino Se colocan en hielo mientras son cargadas en el gel.

c) Condiciones de migración para 2 geles de acrilamida:

l. Los geles se corren a 20 mA, durante 1.5 h, en una cámara de eIectroforesis para

proteínas (Bio-ROO) con tampón de migración IX.

Geles de acrilamida (2) 30o/oIBis:
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Reactivo Gel de Concentración Gel de Separación '1
4% 10%

AcrilamidalBis 30% 532J.1L 3.32 mL

Tris.Hel 0.5M, pH 6.8 1.0mL

Tris.HCl I.5M, pH 8.8 2.5 mL

SDS 10% 4OJ.1L 100J.1L

Agua destilada 2.42 mL 4mL

Temed 4.4 J.1L 5.5 J.1L

Persulfato de amonio 10% 22J.1L 55 J.1L

Total 4mL 10mL

Tampón de muestra 4x: Tampón de migración SDS-PAGE 5x pH 8.3

H20 destilada
Tris.HCl 0.5M, pH 6.8
Glicerol
SDS 10%
2-~ mercaptoetanol
Azul de bromofenol

8.5 mL
2.5mL
2mL
4mL
l mL
500l1L

Composición
Tri.base 125 M
Glicina
SDS

Cantidad
15gil
72 gil
5g/L

Pasos y soluciones para el revelado de geles de poliacrilamida con azul de Coomasie:

Solución Stock I 0.2 % Azul de Coomasie
90% Etanol

Solución Stock 11 20% Ácido acético
Pasos de tinción
I.Fijación Etanol 40%

Ácido acético glacial 10% 30 mino
2.Tinción Stock I 50% 20min.

Stock 11 50%
3.Desteñir I Solución de fijación 30 seg.
4.Desteñir 11 Etanol 20% Inspección

Ácido acético J!.lacial 10% visual

ESTA TESIS NO SAU(
OE LA BIBIJOTECA
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1Il.B Western Blot

En el Western-blot las proteínas son transferidas a una membrana a partir de un gel de

acrilamida (SDS-PAGE) después de su separación según su talla. La inmunolocalización

con anti-His permite asegurar la identidad de la proteína expresada con un tallo de

histidinas y confirmar su talla por la comparación con el marcador de peso molecular que

contienen 6xHis (6x Ladder, Qiagen) así como la detección de algunos productos de

degradación que puedan estar presentes.

Transferencia

l. Se prepara el tampón de transferencia mezclando 100mL del buffer IOx + 100mL de

metanol y se afora a 1 L.

2. Se activa la membrana sumergiéndola en metanol, mientras que los demás componentes

del sándwich se deben humedecer previamente con tampón de transferencia.

3. El sándwich se ensambla de la siguiente forma:

Carga +
Fibra Scottch-Bride
Papel filtro
Membrana
Gel SDS-PAGE
Papel Filtro
Fribra Scotteh-Bride
Carga -

Si al colocar la membrana sobre el gel SDS-PAGE se forman burbujas, estas deben ser eliminadas haciendo

rodar una pipeta pauster sobre la superficie de la membrana.

4. Una vez que el sándwich esta listo se sumerge en el tanque del aparato de Western, el

cual debe contener suficiente tampón de transferencia para cubrir el ensamble.

5. Se conecta el equipo y se realiza la transferencia a 60V durante 1-1.5 h. Para evitar que

aumente la temperatura la transferencia debe realizarse el un cuarto frió o enfriar el equipo

con hielo.

6. Después del tiempo transcurrido se retira la membrana y se deja secar sobre papel. El

secado se puede realizar a temperatura ambiente durante 3h, l h a 37°C o se puede guardar

durante algunos días.
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Reconocimiento con Anti-His

1. En caso de que no se cuente con marcador de peso molecular con tallo de histidina se

sumerge la membrana en metanol para observar las proteínas transferidas, recortando la

región donde se encuentra el marcador de peso molecular para ser revelado con azul de

bromofenol u otra técnica similar.

2. Se prepara el tampón donde se sumergirá la membrana el cual debe tener los siguientes

componentes: Tampón PBS Ix , Tween 20 O.OS% y Leche descremada 3% .

3. El primer anticuerpo (anti-His) se diluye en el buffer anterior a una concentración final

de 0.2 ug/ml, y se agrega la cantidad necesaria para cubrir la superficie de la membrana. Se

incuba a IS-20°C l-l.5hrs con agitación ligera.

4. La membrana se lava por S min con 20 mL de tampón PBS lxffween 0.05% 3 veces.

S. Se prepara el segundo anticuerpo (anti-IgG) de la misma forma que el primero, quedando

a una concentración final 0.2 ug/ml., se incuba y se lava de igual manera.

Revelado

El revelado se realizó utilizando la actividad de fosfatasa alcal ina , que ahora se encuentra

acomplejada al segundo anticuerpo.

1. Se agrega ISmL de BCIPINBT, sustrato de la fosfatasa alcalina, (S-bromo-4-cloro-3

indolil-fosfato a una concentración 0.21gil y nitroazul de tetrazolio a una concentración de

0.42 gil en una base orgánica! Tris buffer) al 80% , y se deja actuar hasta que sean visibles

las bandas.

7. La reacción se detiene cambiando el medio con sustrato por agua destilada.

Tampón de Transferencia lOx: 144gIL de Glicina y 30gIL de Tris base
1

Tampón de inmunolocalización PBS 10x (Tampón de fosfatos:O.OIM+ NaCI O.lSM).
l

Anti-His ROCHE cal. No . 1922416.

Anti-Mouse IgG (Goat), AP-Labeled NEF821 Perkin-Elmer
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JIl.C Purificación de Proteína en columnas de afinidad

La cromatografía de afinidad inmoviliza moléculas que tienen afinidad por ligandos

específicos. El aminoácido histidina presente en muchas proteínas forma complejos con

iones metálicos como el Cu2
+, Zn2

+, Ni2
+. y Fe3

+ ya que a pH básico este aminoácido esta

cargado negativamente y es está cualidad la que se utiliza para purificar proteínas con tallo

de histidinas.

La purificación de proteínas recombinantes fusionada a 6 histidinas consiste en cuatro

pasos: lisis celular, unión de la proteína a la columna, lavados, y e1ución (Fig. 22)

NI·m;,
1 csin

o,, ,
~:I:~sion

. (e·9· pQE)

,~,.,,/ " ...-,
lys. <ells ' - "

"t.._. _~,..

I-Jative condiaons lknalUling condillons

y
¡:¡ ,7. 11 Ni·NF'
I~ . f~ sp¡n column¡

Wash

~
SUle

A.lr.. GxHis·\a gged protein

Fig. 22: Diagrama de purificación de las
proteinas con tallo de histidinas
fusionado

Preparación de la columna sefarosa niquelada

l. Se agitar el contenedor de la sefarosa para

resuspender el gel, se toman 2S0¡.tL de sefarosa y se

colocan en un tubo eppendorf, después se centrífuga

3 minoa 2.3rpm y se retira el sobrenadante.

2. Se agregan S volúmenes de agua destilada estéril,

se agita hasta que se resuspenda, se centrifuga a

2.3rpm por 3 minoy se retira sobrenadante,

3. Se adiciona V:! volumen de NiS04 O.IM agitando

por Smin, se centrifuga 2.3rpm por 3 min, y se retira

el sobrenadante.

4. Se agregan S volúmenes de agua destilada y se

agita 5 min, se centrífuga a 2.3rpm por 3 mino y se

retira el sobrenadante.

5. Se repetite el paso 8 y 9 dos veces más.

6. Por ultimo se resuspende la columna en 1 volumen

de tampón de fosfatos con O.05Mde imidazol

Rompimiento de las células

l. Durante el proceso del rompimiento celular se mantiene todo en hielo. El botón de SOmL

de células inducidas se resuspende en 300¡.tL de solución 1 (S ¡.tLde cóctel de inhibidor de
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proteasas SIGMA p-27l7 de uso general y 995 IlL de tampón de fosfatos 20mM de

Na2HP04, O.5M de NaCI y 0.05M Imidazol , pH 7.4*), la suspensión que se forma es

sometida a sonicación de 3 pulsos 10 segundos por 1 min ode reposo con una amplitud de

60 Hz Yse centrifugar SOOOrpm en frió por 10 mino

2. El sobrenadante se recupera en un tubo eppendorf, y se mantiene en hielo, paralelamente

se resuspende el botón en 200 ul, de sol. 1, el cual se somete nuevamente a sonicación de 3

pulsos 20"!lmin. de reposo .

3. Se mezcla el sobrenadante que se recupero con el sonicado de 2 y se añade tritón al 20%,

quedando a una concentración final del 1%.

4. El volumen se ajusta a lmL con sol. 1 y se deja en agitación suave durante 1 h;

posteriormente se centrífuga a 17000rpm en frió por 15 mino

5.Se filtra el sobrenadante en una membrana de 0.45 Il Yel filtrado se coloca en la columna

de sefarosa niquelada con agitación continua por 5 mino a temperatura ambiente.

6. Se sedimenta el gel por centrifugación a 2.3rpm 5min, el sobrenadante (proteínas no

adsorbidas) se recupera y se guardan en un tubo eppendorf para analizarlo en un gel SDS

PAGE.

Lavados de la columna

l. Se adicionan 5 volúmenes de tampón de fosfatos con 0.05M de imidazol y se resuspende

la columna agitando 5 min, después se centrifugar a 2.3rpm por 3min

2. Se recupera el sobrenadante y se guarda para análisis en un gel SnS-PAGE.

3. El paso de lavado se repite 9 veces más (guardando el sobrenadante en diferentes tubos

para su posterior análisis)

Elución de la columna

1. Se adicionan 2 volúmenes de tampón de elución (20mM de Na2HP04. O.5M de NaCI y

0.25M de Imidazol, pH 7.4*) , se agita por 5 min y se centrifuga a 2.3rpm por 3min.

2. El sobrenadante (proteína purificada) se recupera en un tubo eppendorf.

Se repite cuatro veces los dos pasos anteriores (guardando cada elusión en un tubo diferente

para su análisis).

*Se ajusta el pH con ácido fosfórico
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1lI.D Ensayos de Adsorción al sustrato .

1. Se lavan í g de almidón de maíz insoluble tres veces con 10 mL de agua destilada

estéril, (se agita durante 10 min y se centrífuga a 4000 rpm) ; por ultimo el almidón es

resuspendido en 10 mL de tampón de citrato-fosfatos pH 5.0 (Tp Cit-Ph).

2. Las muestras se preparan de la siguiente forma :

Muestras
Tubo Almidón TpClt-Ph Proteína.

(I1L) ~) (I1L)

I 30 O 30
2 30 4 26
3 30 8 22
4 30 12 18
5 30 16 14
6 30 20 JO
7 30 22 8
8 30 24 6
9 30 26 4
JO 30 28 2
11 30 29 1

Muestras Blancos (control)
Tubo Almidón TpCit-Ph Proteína.

(I1L) . (p.L) tuL)
lb O 30 30
2b O 34 26
3b O 38 22
4b O 42 18
5b O 46 14
6b O 50 JO
7b O 52 8
8b O 54 6
9b O 56 4

lOb O 58 2
32 O 59 1

3. Las muestras son incubadas 30 min a 4°C con ligera agitación (6 rpm), posteriormente

las muestras se centrífugan a 16000 rpm por 5min a 4°C y se recupera el sobrenadante.

4. La cantidad de proteína adsorbida se obtiene al restar la absorbancia obtenida a 280nm

del tubo con almidón y proteína a la obtenida en el tubo blanco (contiene solo proteína).La

concentración de las proteínas se obtuvo mediante la aplicación de la ley de Lambert y

Beer.
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