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RESUMEN

En estudios previos se observé que la a-amilasa completa de Lactobacillus amylovorus es capaz
de adsorberse al almidon insoluble mientras que la amilasa truncada era incapaz de adsorberse al
almiddn insoluble (Rodriguez et al. 2000). El presente trabajo se realizé con el fin de caracterizar la
capacidad de adsorcion de la a-amilasa sobre diferentes polisacaridos de glucosa incluyendo
lineales, ramificados y ciclicos. Se incluyeron polimeros con enlaces alfa-1,4, alfa-1,6 y poco
comunes como alfa-1,2, alfa-1,3. Utilizando electroforesis de afinidad se analizé su capacidad de
unién y se calculé una constante de disociacion (Kd) aparente. Se observé que la a-amilasa
reconoce especificamente al almidén, y polisacaridos de glucosa como la amilosa, el glucégeno y

el pululano.



INTRODUCCION

Las a-amilasas son enzimas capaces de hidrolizar los enlaces glucosidicos alfa-1,4 presentes en el
almiddn y polimeros semejantes, generando productos de longitud variable en la configuracion a-
anomérica (Van der Marel et al. 2001). La a-amilasa de Lactobacillus amylovorus esta constituida
por 954 aminoacidos, los cuales forman dos dominios funcionales: los primeros 474 aminoacidos
al dominio catalitico y los aminoéacidos 475 al 954 él dominio de unién 6 fijacién al almidén (DFA).
Este DFA estd constituido por cinco mddulos en tdndem de 91 aminoacidos cada uno, esta
estructura no ha sido reportada en ninguna otra amilasa (Morlon et al. 2000). EI DFA en las
amilasas permite la interaccion de la enzima en solucion con el sustrato insoluble, esta interaccion
ayuda a facilitar la interaccion entre el sustrato y el sitio del dominio catalitico y en ocasiones,

desestabiliza las cadenas de almidén para facilitar su hidrélisis (Boraston et al. 2004).

Rodriguez-Sanoja et al. (2000) observé que los sustratos mejor hidrolizados por la a-amilasa de L.
amylovorus son amilopectina, almidén soluble, glucégeno y alfa-ciclodextrina mientras que la
actividad es menor sobre amilosa y la a-amilasa es incapaz de hidrolizar pululano, beta-
ciclodextrina, gama-ciclodextrina. Por otro lado, estudiando la adsorciéon al almidon insoluble, se
demostré que la a-amilasa sin el DFA es incapaz de adsorberse y por lo tanto no puede hidrolizar
el almidén insoluble mientras que la a-amilasa completa (con el DFA) se adsorbe y por lo tanto
hidroliza los granulos de almidén. Posteriormente se demostré que de manera independiente los
péptidos formados por 1IMR, 2MR, 3MR y 4MR y el mismo DFA con cinco MR son capaces de
adsorberse al almidén insoluble y que al actuar de manera conjunta se presenta un efecto

sinérgico entre los médulos que optimiza la adsorcion (Guillen et al. 2007).

Se ha reportado que los dominios de unién a carbohidratos pueden ser extremadamente
especificos a un sustrato o unirse a mas de un sustrato (almidon, xilosa, quitina, celulosa,
manano). Por ejemplo, el CBM29 de Piromyces equi se une a celulosa y manano (Charnok et al.
2002). En el caso del CBM44 de Clostridium termocellum se une a sustratos que presenten
azucares de glucosa solo en la configuracién beta-1,4 (Najmudin et al. 2005). Aunque deben
existir bases moleculares que determinen la especificidad, éstas no estan claramente establecidas

y menos aun se han estudiado sistemas con médulos en tandem.



Asi, este trabajo pretende contribuir caracterizando la especificidad con la que la a-amilasa de
Lactobacillus amylovorus se adsorbe a sustratos insolubles que no pueden estudiarse por
metodologias tradicionales como la calorimetria de titulacién donde se requieren sustratos
solubles.



ANTECEDENTES
1. Almidon:

El almidén es un polisacéarido de reserva sintetizado en el citoplasma de las células de plantas y
en forma de granulos insolubles (Van der Marel et al. 2001). Se encuentra en 6rganos de las

plantas como semillas, frutas, tubérculos y raices (Jobling et al. 2004).
1.1 Composicién quimica del almidon.

Los granulos de almidon estdan compuestos por dos polimeros de glucosa: la amilosa y la

amilopectina.

Las moléculas de glucosa en la amilosa estan unidas por enlaces glucosidicos alfa-1,4 forman
cadenas lineales largas no ramificadas; estas cadenas tienen un grado de polimerizacién (GP:
numero de unidades de glucosa) de 200 a 6000 unidades y con un peso molecular aproximado de
1X10° a 1X10° Da (Figura 1) (Smith et al. 1997; Tester et al. 2004). Las moléculas de amilosa
adoptan una conformacién helicoidal donde cada vuelta de la cadena esta integrada por seis
unidades de glucosa formando un interior hidrofébico (Lehninger, 1993; Voet, 2004). Las cadenas
de amilosa tienen una alta capacidad de unirse a soluciones iodadas, al intercalarse el yodo a ellas

se adquiere una coloracion azul (Ball et al.1996).

En almidones nativos, la amilosa ocupa una proporcion del 20-35%. La proporcion de amilosa y

amilopectina varia acorde al origen del almidén (Smith et al. 1997).

Figura 1. Estructura quimica de la amilosa, formada por unidades de glucosa unidas por enlaces alfa-1,4.



Las cadenas de amilopectina son cortas y estan unidas por enlaces alfa-1,4 con puntos de
ramificacion alfa-1,6, en promedio cada 24 a 30 residuos de glucosa (Voet, 2004) (Figura 2). El GP
es de 10 a 60 unidades pero el GP total puede ser de miles y con un peso molecular que va de
1X107 a 1X10° Da (Tester et al. 2004). La amilopectina tiene una baja capacidad de unirse al yodo
por lo que se tifie de café-rojo en una solucion yodada (Denyer et al. 2001). La proporcién de

ramificacion en la amilopectina es del 4 a 5% pero varia con respecto al origen.
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Reducing
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g 00000 —
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a) ~ : b)

Figura 2. Estructura de la amilopectina: a) Presenta cadenas con enlaces alfa-1,4 y ramificaciones
con enlaces alfa-1,6. b) Las cadenas de amilopectina estan dispuestas desde un extremo reductor
a uno no reductor.

Las cadenas de amilopectina pueden ser clasificadas en términos del tamafio y su consecuente
posicion en los granulos de almidén. Las cadenas de amilopectina tipo A, estan unidas por enlaces
alfa-1,6 las cadenas B, que por su tamafio de cadena son conocidas como Bl, B2, B3 y B4. Las
cadenas A y B1 son mas externas y forman dobles hélices (cristalinas), su tamafio es caracteristico
de su origen genético (Smith et al.1997). Las cadenas tipo A contienen de 12 a 16 unidades y Bl
de 20 a 24 unidades (Sajilata et al. 2006) (Figura 3).
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Figura 3. Representacién esquematica de una seccion de cadenas de amilopectina A, B1, B2 y B3
con puntos de ramificacién en alfa-1,6, donde se observa que las cadenas A se pueden unir por
enlaces alfa-1,6 a cadenas B2 y estas a su vez a cadenas B3.

1.2. Composicién del Granulo de almidon.

Cerca del 70% de la masa del granulo de almidon permanece como amorfa y cerca del 30% como
cristalina. La region amorfa contiene una alta cantidad de amilosa y poca amilopectina, mientras

gue la region cristalina consta fundamentalmente de amilopectina (Swift et al. 1991).

Hay regiones llamadas lamelas cristalinas reconocidas por una asociacion compacta de dobles
hélices que contienen cadenas primarias A y espacios de cadenas B. Las lamelas cristalinas estan
alternadas con regiones amorfas que contienen enlaces que ramifican en alfa-1,6 con cierta
periodicidad. La longitud conservada de unidades repetidas de la lamela amorfa y cristalina es de 9
a 10 nm (Denyer et al. 2001).

Las lamelas cristalinas son divididas en unidades discretas llamadas clusters en donde cadenas
adyacentes de amilopectina se alinean en dobles hélices y forman arreglos cristalinos con el
granulo. Sin embargo, no todo el granulo es cristalino, ya que se encuentran capas conceéntricas
alternadas de amilopectina amorfa y semicristalina como anillos creciendo en el granulo (Ball et al.
1996) (Figura 4). Las moléculas de amilopectina se encuentran arregladas radialmente en el

granulo con los extremos no reductores de las cadenas hacia la superficie.
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Figura 4. Esquema de la estructura lamelar del granulo de almidén: A) Apilamiento de la lamela
cristalina, separada por anillos de crecimiento amorfos. B) Vision magnificada de las regiones
amorfas y cristalinas. C) Formacién de dobles hélices por cadenas adyacentes de amilopectina
para formar lamelas cristalinas. En los puntos de ramificacion se forman las lamelas amorfas.

Estudios basados en patrones de difraccion de rayos X mostraron la estructura y orientacion de las
cadenas de amilosa en diferentes almidones. Esto permitié clasificarlos en polimorfismos tipo A
(cereales), B (papa y platano) y C (guisantes y frijoi) en particular por el tamafio de la cadena (TC)
de amilopectina, la densidad de empaquetamiento de las cadenas con el granulo y la presencia de

agua (figura 5).

La estructura de tipo A contiene amilopectina con TC de 23 a 29 unidades de glucosa que forman
micelas de seis dobles hélices que se empaquetan de manera hexagonal, rodeando un canal
central ocupado por otra doble hélice. La estructura B forma dobles hélices de amilopectina con
tamafios de 40 a 44 unidades y un canal central ocupado por agua. En el tipo C las cadenas de
amilopectina van dee 26 a 29 unidades y se considera que es una combinacioén tipo A y B (Sajilata
et al. 2006).
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Figura 5. Polimorfismos de almidén cristalino tipo Ay B

2. Enzimas amiloliticas:

Las amilasas son enzimas que hidrolizan los enlaces glucosidicos del almidon para generar
diversos productos, incluyendo dextrinas y progresivamente polimeros pequefios de unidades de
glucosa. Estas enzimas constituyen aproximadamente el 25% del mercado enzimatico en la
industria (Reddy et al. 2003). Hay gran variedad de aplicaciones de amilasas en la industria: en
detergentes se usan como quitamanchas; en la licuefaccion y sacarificacién de almidén, para la
panificacion dando cuerpo y volumen a la masa, en la elaboracion de bebidas como jugos y
cerveza con bajas calorias, en la reduccion de grumos de almidén en los textiles, en la produccién

de papel al reducir el exceso de almidon, etc.

Las amilasas estan ampliamente distribuidas en todos los dominios de la vida, en las plantas,
animales, hongos, microorganismos; sin embargo las amilasas de hongos y bacterias dominan las

aplicaciones del sector industrial (Reddy et al. 2003).
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El término “amilasas” engloba cuatro tipos de enzimas:

*Endoamilasas: (a-amilasas) que hidrolizan enlaces alfa-1,4 al interior de las cadenas de almidén

produciendo oligosacaridos de varios tamafios y dextrinas limite (oligosacaridos ramificados).

sExoamilasas: (B-amilasas) que actlan sobre el extremo no reductor del pendltimo enlace de las

cadenas de almidon liberando unidades de maltosa y dextrina.

eEnzimas desramificadoras: (Glucoamilasas, pululanasas, isoamilasas y amilopululanasas),
enzimas capaces de hidrolizar enlaces alfa-1,4 y alfa-1,6 de polisacaridos ramificados como
amilopectina, glucégeno y pululano, sus productos de hidrolisis son glucosa, maltosa y pequefas

cantidades de oligosacaridos.

sTransferasas: (Ciclodextrin-glucosiltransferasas-CGTasas) son un grupo de enzimas capaces de
formar y romper enlaces alfa-1,4 glucosidicos. Catalizan la ciclizacion de fragmentos de amilosa,

formando ciclooligosacaridos (Arellano y Olmos, 1999; Van der Marel et al. 2001).

Una 22 clasificacion se ha hecho en base a la estructura primaria de glucésido hidrolasas (GH). En
esta clasificacion las a-amilasas de Lactobacilius se engloban en la familia GH13 (Davies y
Henrissat, 1995), la cual presenta un plegamiento caracteristico en barril (B/a)s (MacGregor, 2005).
Ademas presentan un mecanismo catalitico en donde tres residuos de aminodacidos (un acido
glutamico (Glu) y dos acidos asparticos (Asp) del sitio activo, se unen al sustrato y los productos

que generan retienen la configuracion a-anomérica (MacGregor et al. 2001).
2.1. a-amilasas:

Las a-amilasas (EC 3.2.1.2) son endoamilasas que actlan hidrolizando los enlaces glucosidicos
alfa-1,4; los productos que generan son mono u oligosacaridos de longitud variable en la
configuraciéon a-anomérica y dextrinas limite. El dominio catalitico posee una estructura de barril
(B/a)s (figura 6). Y presentan cuatro regiones conservadas en su secuencia primaria que contiene
los aminoacidos que forman el sitio activo y algunos aminoéacidos que estabilizan la topologia del
barril (B/a)s (Nielsen y Borchert, 2000): la region | se encuentra en el C-terminal de la tercer lamina
B y es una regién importante para la interaccién con los residuos de glucosa del sustrato; la regién
Il se localiza en la cuarta lamina B y es donde se encuentra el residuo de aspartato que funciona

como nucledfilo durante la catalisis; la region Ill esta en el C-terminal de la quinta lamina B y
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contiene al residuo de acido glutdmico que actia como acido/base; y la region IV se encuentra en
el asa (loop) que conecta la séptima lamina-p con la séptima a-hélice y en el cual esta presente un
acido aspartico necesario para la actividad catalitica. También esta presente un residuo de
histidina tanto en la region | como IV y se cree que forman junto con el ultimo &cido aspartico

puentes de hidrégeno con residuos de la glucosa del sustrato (Janecek, 1997).

T

M-terminal end C-terminal end
Helix
He t 2 3 4 5 6 7 8

Figura 6. Esquema de la disposicion del barril (B/a)s de la familial3 de las a-amilasas. Las flechas
negras representan las laminas-B, los rectangulos a las a-hélices y las lineas mas delgadas
representan los loops.

2.2. Estructura de las a-amilasas.

El domino A es el més conservado y conocido de la familia 13 de las a-amilasas (barril (B/a)g), el
dominio B emerge entre la tercer lamina B-plegada y la tercer a-hélice del barril y forma, junto con
el dominio A, la bolsa del sitio activo. El dominio C sigue al barril catalitico B/a. Este esta formado
por laminas B que forman una estructura 3-sandwich y se sabe ayuda a estabilizar el dominio A al
proteger los aminoacidos hidrofébicos del solvente (Nielsen y Borchert, 2000; Van der Marel et al.
2001). A este dominio C en algunas a-amilasas pueden seguir algunos dominios adicionales,
como el dominio E, el dominio E se sabe que se adsorbe al almidén insoluble (Janecek et al.
2003) vy por tanto se clasifica como médulo de unién a carbohidrato (CBM) y especificamente se le

denomina dominio de fijacion al almidon (DFA) (CAZY ,http://www.cazy.org/fam/acc_CBM.html). La

estructura de este dominio esta formada por laminas B que forman un barril B distorsionado.
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Figura 7. Estructura esquematica de la a-amilasa de Bacillus licheniformis: el dominio A es
mostrado en verde. El dominio B es mostrado en color violeta y el dominio C es mostrado en azul.

2.3 Médulos de union a carbohidratos (CBM).

Un modulo de union a carbohidrato es definido cormo una secuencia de ~ 30 a 200 amino&cidos
contigua a una proteina o enzima activa sobre carbohidratos (Shoseyov et al. 2006). Los CBM
tienen caracteristicas y funciones independientes del dominio catalitico. Entre estas se encuentran:
Efecto de proximidad, mantiene la enzima en proximidad con el sustrato. Ayuda al dominio
catalitico a llevar al sustrato a su sitio activo. Algunos modulos de unién al almidén tienen un efecto
de disrupcion sobre la estructura del polisacarido, lo que aparentemente aumenta la capacidad de

degradacion (Boraston et al. 2004).

En un principio los médulos de unién a carbohidratos eran clasificados como dominios de unién a
celulosa (CBD por sus siglas en inglés) ya que sélo se habia descubierto los que se unian a
celulosa. Sin embargo se ha visto que existen médulos o dominios que se unen a muy diversos
carbohidratos como xilano, quitina, almidén, manano, etc., por lo que se decidid clasificarlos en
familias como mddulos de unién a carbohidratos (CBM por sus siglas en ingles) (Rodriguez et al.
2005). Al igual que a las glucosido hidrolasas, estos médulos son clasificados por la similitud en su
secuencia de aminoacidos (CAZY, http://www.cazy.org/[Home.html). Existen 53 familias de las
cuales 8, CBM20, CBM21, CBM25, CBM26, CBM41, CBM45, CBM48 y CBM53, se unen a

almidon y se les denomina Dominios de fijacion a Almidon (DFA).
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Aproximadamente 10% de las enzimas amiloliticas en las glucosidohidrolasas: GH13, GH14, GH15
poseen un modulo de unién al almidén. EI DFA de la familia GH13 (a-amilasas), GH14 (B-
amilasas) y GH15 (Glucoamilasas) se analiz6 con el objetivo de esclarecer las relaciones
evolutivas entre los DFA y las amilasas. El arbol evolutivo obtenido mostré dos ramas evolutivas
de bacterias (Bacillus, Klebsiella, Clostridium y Pseudomonas) y la de hongos (mohos y levaduras).
Aparentemente el DFA evolucioné como un médulo independiente de los dominios cataliticos, ya
gue su filogenia refleja la mejor la evolucion de las especies y no la de las amilasas individuales
(Janecek et al. 1999).

2.4. Estructura del DFA:

El plegamiento dominante del DFA es el B-sandwich, este plegamiento comprende dos laminas j3,

en donde cada una presenta de tres a seis hebras B-antiparalelas (Rodriguez et al. 2005).

La estructura del DFA de la familia CBM20 de la glucoamilasa de Aspergillus niger esta compuesto
aproximadamente por 100 aminoacidos que constituyen dos laminas 3 (Nathalie et al. 2002). La
primera lamina consiste de cinco hebras organizadas de manera antiparalela y la segunda lamina
organiza una hebra paralela y un par de hebras antiparalelas. EI N y C-terminal se encuentran en
los extremos expuestos de la molécula. Este arreglo forma una estructura de ocho hebras 8 que se
organizan en un barril abierto distorsionado, con un enlace disulfuro entre el N-terminal y el asa

(loop) formado por la 72 y 82 hebra (Sorimachi et al. 1996).

2.5. Funcion del DFA.

El DFA de la familia CBM20 ha sido la mas estudiada. La funciéon de los modulos de unién a
carbohidratos se ha descrito en diferentes enzimas en esta familia, como la CGTasa de Bacillus
circulans 125; la a-amilasa-maltogénica de Bacillus stearothermophilus, B-amilasa de Bacillus

cereus variedad micoides, la glucoamilasa de Aspergillus niger, etc. (Machovick y Janeek, 2006).

En el caso del DFA de la glucoamilasa de Aspergillus niger, se demostré6 que se unia a la beta-

ciclodextrina (un analogo del almidén), mostrando que existen dos sitios de unién independientes
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en el DFA que son estructural y funcionalmente diferentes. El primer sitio de unién es pequefio,
accesible y esta involucrado en el reconocimiento inicial del almidén, contiene dos triptéfanos (Trp

543 y Trp 59°) que apilan sobre ellos a dos unidades de glucosa para la union, ya que forman un sitio

compacto y rigido al exponer una superficie hidrofébica apropiada para la interaccién inicial con el
almidon. El segundo sitio de unién es mas extenso y flexible, ayuda a llevar el sustrato al sitio
catalitico generando un rearreglo conformacional. La interaccion especifica en este sitio de union
es atribuido a la Tyr 527 y Tyr 556, Es importante en este ejemplo la funcion de dos sitios de union

para la interaccién con beta-ciclodextrina (Giardana et al. 2001; Nathalie et al. 2002).

Sin embargo, el mecanismo descrito no es general, parece ser que cada familia agrupa
particularidades en cuanto al mecanismo de unién. En el caso de la familia CBM26 solamente ha
sido descrita la estructura del DFA de la a-amilasa formadora de maltohexosa de Bacillus
halodurans (Boraston et al. 2006). En esta enzima se encontré un sélo sitio de unién, en el cual los
aminoacidos involucrados en la unién a este sustrato son Trp3®, Tyr22 y Tyr25. Los aminoacidos
Trp3® y Tyr?> forman interacciones hidrofébicas con el sustrato, mientras que GIn’1, Gly’¢ y Glu”’
forman puentes de hidrégeno que ayudan a estabilizar el complejo. En resumen las interacciones
principales entre CBM26-maltosa son hechas por uniones hidrofébicas que involucran
principalmente aminoacidos aromaticos y puentes de hidrégeno, caracteristicas en aminoacidos

polares.
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3. Bacterias Lacticas amiloliticas.

Existe una amplia diversidad de géneros y especies de bacterias acido lacticas (BAL). Aunque el
término bacteria lactica no es taxonomico, si agrupa bacterias con caracteristicas semejantes.
Estas presentan un contenido de G+C menor del 50%, son bacterias Gram-positivas que pueden
crecer bajo condiciones microaerofilicas y algunas ser anaerobias estrictas, no forman esporas, y
producen en gran medida acido lactico durante el proceso de fermentacion de azlcares (Holtzapfel
et al. 2001).

Las BAL pueden ser encontradas en el suelo, agua, estiércol, aguas residuales, ensilados y en
alimentos fermentados. Uno de los ejemplos mas importantes de estos microorganismos es su
papel como simbiontes del cuerpo humano (cavidad oral, tracto intestinal y urogenital) en el cual
actian inhibiendo el crecimiento de bacterias patégenas. Actualmente se les puede encontrar
como productos comerciales de alimentos 6 suplementos y preparaciones farmacéuticas como
probiéticos (Klein et al. 1998).

Bacterias lacticas amiloliticas se han aislado de diferentes fermentaciones ricas de almidén, por
ejemplo: Lactobacillus plantarum se aislé de fermentaciones de casava en Nigeria y Congo.
Lactobacillus fermentum de mawé y ogi (fermentaciones de maiz) de Benin, Africa (Giraud et al.
1994; Sanni et al. 2001) [34]. Lactobacilus amylovorus y Lactobacillus amylophilus de desperdicios
de fermentaciones de maiz en USA (Zhang y Cheryan, 1991; Castillo et al. 1993) y Lactobacillus
manihotivorans fue aislado de la fermentacion de almidén de mandioca colombiana (Morlon et al.
1998).

Los genes de las a-amilasas de L. amylovorus, L. plantarum y L. manihotivorans fueron
secuenciados y se encontré que comparten una identidad del 98% (Rodriguez et al. 2005). La
primera mitad del gen en el extremo 5” codifica para el dominio catalitico con las caracteristicas
comunes a todas las a-amilasas y hacia el extremo 3" en la segunda mitad de la secuencia
codifica para el DFA, cual es una secuencia inusual que contiene cinco secuencias repetidas e
idénticas de 273 pb cada una en el caso L. amylovorus y cuatro secuencias repetidas para el DFA
de L. plantarum con 312 pb cada una (Giraud y Cuny, 1997). Para L. manihotivorans son cuatro
secuencias repetidas con 320 pb en cada secuencia (Morlon et al. 2000). Asi, las tres enzimas
estan organizadas en dos dominios funcionales: un dominio catalitico que va del aminoacido 1 al
474 y un DFA a partir de los aminoacidos 475 al 953 (Santiago et. al 2005).
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El DFA en el extremo C-terminal en cada una de las a-amilasas esta formado por
aproximadamente 500 aminoéacidos en tdndem, que forman modulos repetidos (MR) de 91
aminoécidos cada uno para L. amylovorus, 104 aminoacidos para L. plantarum (Giraud y Cuny,
1997) y 98 aminoéacidos para L. manihotivorans (Morlon et al. 2000). Los MR se han clasificado
dentro de la familia CBM26 de los CBM (CAZY, http://www.cazy.org/fam/acc_CBM.html)

El DFA de L. plantarum y L. manihotivorans se encuentra flanqueado entre el dominio catalitico y
sus MR por regiones ricas en serinas y treoninas. Se ha dicho que estas regiones intermedias
pueden incrementar la movilidad de los MR (Giraud y Cuny, 1997; Morlon et al. 2000). En

contraste el DFA de L. amylovorus no conserva estas regiones intermedias (Santiago et al. 2005).

Para verificar las funciones de actividad y adsorciéon de la a-amilasa de L. amylovorus sobre
almiddn insoluble, se construyeron dos plasmidos, uno con la a-amilasa completa y un segundo
con la a-amilasa sin el DFA (es decir, solo el dominio catalitico). Se expresaron en una cepa
silvestre no amilolitica de L. plantarum; encontrandose que en el caso de la a-amilasa completa,
se conserva la capacidad de hidrolizar almidén insoluble. Por su parte la a-amilasa sin el DFA no
es capaz de adsorberse ni de hidrolizar el almidén insoluble, dejando claro que la capacidad de
hidroélisis de la a-amilasa es determinada iniciaimente por la adsorcion del DFA sobre el almidén
insoluble. También se establecié la actividad enzimatica sobre diferentes polisacaridos de los
cuales los mejor hidrolizados son amilopectina, almidén soluble, glucégeno y alfa-ciclodextrina, en
el caso de la amilosa se encontr6 menor actividad hidrolitica, y en el caso de pululano, beta-
ciclodextrina, gama-ciclodextrina la a-amilasa es incapaz de hidrolizarlos (con la a-amilasa entera)
(Rodriguez et al. 2000).

En el laboratorio, experimentos de adsorcion de la a-amilasa, el DFA y los médulos con 1MR, 2MR,
3MR y 4MR sobre granulos de almidon insoluble, demostraron que un mddulo aislado puede
adsorberse y que el DFA completo puede adsorberse mas que cuatro y este a su vez mas que
uno, dos y tres MR sugiriendo que cada médulo repetido puede adsorberse al granulo y actuar
como un modulo de fijaciéon independiente y que en conjunto pueden actuar de manera aditiva 6

sinérgica optimizando la adsorcién (Figura 8) (Guillén et al. 2007).



20

Ensayo de adsorcién sobre almidon de maiz insoluble

8.0 - .
d
= 70 L0 4
S 60- . o
E 50 . A5UR
°o JA.a 7 ¥ alfa-amilasa
S 40+ X ¢ 1UR
(=2 A A
E 30. ¢ 2UR
EXRAT 23UR
g 203 o o4UR
E .
S 10
0.0 ‘ ‘ : u
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00

Prot. libre (mg/ml)

Figura 8. Ensayo de adsorcion de: 1IMR, 2MR, 3MR, 4MR y la a-amilasa completa sobre almidén

insoluble.
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Justificacion:

Se ha reportado que en funcién de su estructura, los dominios de fijacién a carbohidratos pueden
ser extremadamente especificos a un sustrato o unirse a mas de un sustrato (almidén, xilano,
quitina, celulosa, manano, etc.) sin que se haya podido establecer las bases moleculares de la
especificidad del DFA y menos aun en el caso de modulos en tandem, por lo que se establecio

como objetivo de este trabajo.

Objetivo:

Estudiar la especificidad de adsorcion del dominio de fijacién al almidén de la a-amilasa de

Lactobacillus amylovorus sobre polisacaridos lineales y ramificados.
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DISENO METODOLOGICO:
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MATERIALES Y METODOS

» Caracteristicas y conservacién del microorganismo.

Microorganismo Caracteristicas

Lactobacillus amylovorus NRRL B-4540 | Cepa productora de a-amilasa, aislada de
(Agriculture Research Service culture collection, | desperdicios de maiz fermentado de USA

U.S. Department of Agriculture, Peoria, llinois.) | (Nakamura 1981).

L. amylovorus se conservo en glicerol al 40% a -70 °C.
1.- Produccién de la a-amilasa de L. amylovorus.
 Activacion de L. amylovorus.

L. amylovorus se preinocul6 al 5% en un volumen de 10 ml de medio MRS con almidén al 2% (ver
apéndice) y se incubd a una temperatura de 29C durante 24 horas. Se inoculé al 1% en un
volumen de 10 ml de medio MRS con almidén al 2% a 29C durante 18 horas. Se midi6 el
crecimiento de L. amylovorus espectrofotométricamente a una densidad 6ptica de 600 nm a las 12,
16 y 20 horas.

» Determinacion de presencia de actividad amilolitica de la a-amilasa por el método de yodo-

yoduro.

Se midi6 actividad amilolitica de la a-amilasa de L.amylovorus por el método de yodo-yoduro, en
complejo con el almidén. EI método de yodo-yoduro (KI/I;) en complejo con el almidon actla

intercalandose entre las hélices de la amilosa generando una coloraciéon azul.

Se hizo una curva patrén con almidon PROLABO. Se le agreg6 a cada tubo 2.4 ml de la solucién
de yodo-yoduro (ver apéndice). Se agité en el vortex y se ley6é en el espectrofotdmetro densidad
Optica (DO) a 620 nm.
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* Cuantificacion de la actividad de la a-amilasa.

Alas 12, 16 y 20 horas de crecimiento de L.amylovorus se midio actividad amilolitica. Se tomé 1
ml de muestra del cultivo en un microtubo y se centrifugé a 8000 rpm durante 15 minutos.
Finalmente se recuperé el sobrenadante que es donde se encontraba la amilasa producida por L.

amylovorus.

Se tomaron 6 tubos, tres se marcaron como control y tres se marcaron como muestra: en el control
se puso 80 pl de soluciéon de almidéon PROLABO, 10 ul de enzima antes de la purificacién
(previamente recuperada del sobrenadante) y 10ul de acido sulfarico 2N para detener la hidrolisis
enzima-sustrato, finalmente se puso en hielo. En la muestra, se puso 80ul de solucién de almidon,
10 pl de enzima (previamente recuperada del sobrenadante) y se puso a incubar a 63T por 10
minutos, al pasar el tiempo se le agregaron 10 pl de solucion de acido sulfdrico 2N y finalmente se
puso en hielo. En cada tubo de control y muestra se le agregaron 2.4 ml de la solucion yodo-

yoduro al 4%. Los tubos se agitaron en el vértex y se leyeron en el espectrofotémetro a 620 nm.
Los datos obtenidos se aplicaron a la relaciéon (1) de actividad amilolitica a los controles y a las

muestras de la amilasa.

U/ml= (DO control-DO muestra)* 1 *3 (1)
p

Donde:

U: es la cantidad de enzima necesaria para hidrolizar 10 mg de almidén en un tiempo dado.
1/p: es el inverso de la pendiente (p 6 m) en la ecuacion (y=mx+b).

DO control: densidad éptica del control con la amilasa y almidén sin hidrolizar

DO muestra: densidad 6ptica de la muestra con la amilasa y almidon hidrolizando.

3: Es el tiempo tedrico que durd 3 minutos la hidrolisis del complejo amilasa-almidén.



25

Todos los datos de los controles y muestras utilizadas en este ensayo se hicieron por triplicado, asi
mismo los datos se aplicaron en una hoja de calculo obteniendo los valores de promedio,
desviacién estandar, etc. La pendiente, el coeficiente de correlacion de la curva patrén se

sustituyeron en la relacion (1) de actividad amilolitica.

Una vez obtenido el tiempo 6ptimo de activacion y de actividad amilolitica, se inoculé L. amylovorus
al 1% en un volumen de 1000 ml de medio MRS més almidén a 29 durante 16 horas. Se
recuper6 el volumen y se centrifugd a 8000 rpm durante 15 minutos, se recuper6 el sobrenadante.
El sobrenadante se filtré en una membrana de 0.45 um (Millipore). Al filtrado se le agreg6 inhibidor

de proteasa (cocktel Sigma 1X, 1:500).

2.- Purificacion de la a-amilasa de L. amylovorus en un sistema FPLC (Fast Performance Liquid

Chromatography) utilizando una columna de afinidad de sefarosa acoplada con beta-ciclodextrina.

El sistema de FPLC es utilizado en un amplio rango de purificaciones por cromatografia de
intercambio i6nico, filtracién en gel, afinidad, entre otros. La cromatografia de afinidad separa
proteinas con interacciones reversibles (hidrofébicas, con puentes de hidrégeno, fuerzas de van
der Waals,) sobre un soporte (matriz). La fase estacionaria es una resina sélida que forma una
matriz. Se utilizan columnas que contengan un espacio donde se empaqueta la matriz conteniendo
pequefas particulas que forman la cama de resina. El FPLC es un término utilizado para todos los
sistemas de cromatografia que utilizan un solvente liquido como fase mavil. La velocidad de la
fase moavil del solvente es controlada por bombas. Las bombas controlan la tasa de flujo del
solvente. En la cromatografia de afinidad: El ligando es unido covalentemente a la matriz sélida.
Solamente la proteina que tenga afinidad por el ligando previamente acoplado a la matriz se va
unir. Al final se lava la matriz en la columna para dejar sélo los componentes deseados como
proteinas, péptidos, fragmentos de DNA, etc. Se hace la elucién cambiando concentraciones de

pH 6 sal o con una molécula que compita por la unién con el ligando.
* Purificacion de la amilasa

El sobrenadante recuperado se pas6 por una columna de sefarosa acoplada a beta-ciclodextrina
(ver apéndice). Se pasé todo el sobrenadante a un flujo de 1ml/min. Se lavd la muestra que se

unié a la resina con el amortiguador de la fase moévil, citrato-fosfato pH5, 0.1 M, hasta que no hubo
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lectura de proteina (A 280 nm, UV). Después de lavar la resina, la proteina adsorbida a la columna

se eluyd con 70 ml de amortiguador citrato-fosfato pH5 0.1 M con beta-ciclodextrina (9 mg/ml).

La amilasa se recuperé en fracciones de 1 ml. Se verifico en geles SDS-PAGE al 7.5% la pureza
de la proteina. Se determiné la cantidad de amilasa pura presente en cada una de las fracciones
por el método de Bradford (ver apéndice). Se midi6 actividad amilolitica a cada una de las

fracciones por el método de yodo-yoduro.

3.- Ensayos de retencion empleando electroforesis en geles de retardo.

Una vez purificada la a-amilasa se procedi6 a realizar los ensayos de retencién de la enzima, en
geles de retardo con almidén y polisacaridos con diferente grado de ramificaciéon (Tabla 1). Los
geles de retardo contienen todos los reactivos de un gel nativo de poliacrilamida (N-PAGE) mas el
polisacarido, el cual es embebido mientras éste polimeriza. Con este método es posible analizar las
interacciones entre sustancias puras como la a-amilasa con diferentes polisacaridos (Horejsi,
1984).

Tabla 1. Polisacaridos utilizados en los ensayos de retardo.

Polisacarido Caracteristica Esquema Proveedor
estructural
Almidon Cadenas lineales  de . °:*°"o SIGMA
unidades de glucosa . duf “'1*‘3'”"2”2
unidas por enlaces alfa-1,4 H@.j@@
con ramificaciones también h Lét.j "

CHZOH CHZOH ﬁ} CHLOH
0

de glucosa en alfa-1,6. o

Reducing end

Amilosa Cadenas lineales de cheon cHpoH cheon SIGMA

glucosas  unidas  por AT mATTOw H AT
enlaces g-1.4 ?i:\o oH *}\0 oH *}\0 on 0/1}7
' }L TH }L TH }L TH
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Amilopectina

Cadenas de glucosa
unidas por enlaces alfa-1,4
y cadenas laterales que se
ramifican en alfa-1,6 cada
24 a 30 unidades de

glucosa.

(b)

SIGMA

Pululano

Cadenas de glucosa
unidas por enlaces alfa-1,4
y cadenas que ramifican
en alfa-1,6 cada 3

unidades de glucosa.

I%LMUJHE
[

(Cgtiy,0),

SIGMA

Glucégeno de

mejillon

Cadenas de glucosa
unidas por enlaces alfa-1,4
y ramificaciones en alfa-1,6
cada 8 a 12 unidades de

glucosa.

CHLOH CH,OH
o, [
CH cH

s ] C Lo al

HE oH, CH.OH

HO GH,
—a
oH \ sl

~E-

all

(IIM - CSIC,
Espafia)

Celulosa

Cadenas de glucosa
unidas por enlaces beta-

1,4.

CHeOH

Celulosa
poli( 1,403 -D glusopiranésido)

SIGMA

Dextrano

Cadenas de glucosa con
enlaces mayores alfa-1,6 y
ramificaciones con enlaces
en alfa-1,2, alfa-1,3 y alfa-
1,4.

FLUKA
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alfa-ciclodextrina SIGMA
Ciclo-oligosacéarido con 6
unidades de glucosa.
beta-ciclodextrina o SIGMA
Ciclo-oligosacaridos con 7
unidades de glucosa. few
gama-ciclodextrina SIGMA
Ciclo-oligosacéridos con 8 ‘
unidades de glucosa. - N
A}
7,' : ro

Una vez establecido los polisacaridos que retuvieron la amilasa, se realizd electroforesis en geles
de retardo (ver apéndice) con concentraciones crecientes de 0.1, 0.5, 1, 5 y 10 mg/ml (Takeo,
1984). La cantidad de la amilasa se midié por absorbancia a 280 nm y se aplicé la relacion (2) de
Lambert-Beer para obtener la concentracion de la enzima en miligramos. El coeficiente € de
extincién molar tedrico de la amilasa
C= D.O *dilucién * PM  (2)
€

Donde:
€= coeficiente de extincion molar tedrico de la amilasa es de € = 207680 L-ml-cm (Rodriguez,
2005).

C= concentracion (mg/ml).

D.O = densidad 6ptica 280 nm.
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P.M. = peso molecular de la amilasa es de 105 KDa.
Dilucién = dilucion de la enzima

El andlisis de los datos de migracién de la a-amilasa en los geles de retardo se realizaron con la
relacion (3) (Takeo, 1984); que relaciona la migracion de la proteina (amilasa) en el gel y la
concentracién del polisacarido, esto con el fin de obtener una constante de disociacion “Kd” de la

amilasa con cada uno de los polisacaridos en uso.

1= * 1 *1 (3
r Kd*RO RO

Donde:

1/r = es la distancia de migracién de la amilasa en el gel de electroforesis con polisacérido.
1/Ro = es la distancia de migracién de la amilasa en el gel de electroforesis sin polisacéarido.
[L] = Concentracién del polisacarido.

Kd = Constante de disociacion.

Takeo, 1984, consider6 el parametro de constante de disociaciéon, a partir del desarrollo
matematico en el equilibrio quimico de la disociacién de: proteina libre ([P]libre) + ligando libre
([LJlibre) que son formados por el complejo proteina-ligando ([PL]). Con este método es posible
observar la retencién de la amilasa con cada uno de los polisacaridos especificos en geles de
retardo y paralelamente, obtener cuantitativamente valores de disociacion para cada ensayo. La
distancia de migracién de la amilasa se midi6 en cm, con la ayuda de un vernier a partir de limite

inferior del pozo del gel, hasta donde migra la amilasa en los geles de retardo.

Las consideraciones para obtener las constantes de disociacion (K) se referian a que la
concentracion total de cada uno de los polisacéaridos (almidén, amilosa, glucégeno y pululano) en el
gel debe ser mucho mayor que la concentracion total de la proteina (amilasa). En consecuencia
una 22 consideracion es que todas las moléculas de la proteina se combinan con el polisacarido,

esta interaccion del complejo se refleja en un decremento de la movilidad que es de cero.
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RESULTADOS

¢ Produccion y Purificacion de la a-amilasa de L. amylovorus.

Para establecer el momento adecuado de recuperacién de la enzima y sabiendo que la produccion
de la amilasa esta ligada al crecimiento, se midi6 la DOgqg Y la actividad amilolitica a las 12, 16 y 20
horas. El maximo crecimiento, al igual que la mayor producciéon de amilasa se observo a las 16
horas (Figura 9). Por lo que este tiempo de cultivo se decidid recuperar los sobrenadantes para

purificar la amilasa.

L
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Figura 9. Crecimiento (¢) y actividad de la a-amilasa (m) de L. amylovorus en medio MRS-

almidén. El tiempo éptimo de crecimiento y actividad fue a las 16 horas.

La a-amilasa se purificO por cromatografia de afinidad en una columna de sefarosa-beta-
ciclodextrina. Se cuantificd, la actividad amilolitica de cada una de las fracciones obtenidas de la
purificacion por el método de yodo-yoduro y la concentracion de proteina total por el método de
Bradford. En la figura 10 se puede observar el pico de actividad amilolitica que se superpone a la

concentraciéon de proteina aproximada en las fracciones 7-9.
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Figura 10. Actividad amilolitica (#) y concentracion de proteina total (m) de las fracciones obtenidas

en la purificacion de la a-amilasa de L.amylovorus.

La pureza de las fracciones se verificO en geles SDS-PAGE 7.5%, en la figura 11 se puede
observar la enzima pura a partir en los carriles 7, 8, 9 y 10. Asi mismo la actividad especifica de la
enzima aumento 47 veces mas y se recupero el 82.1% de la enzima en un solo paso de

purificacion (Tabla 2).

MPM

200 kDa -

I _—— -
116 kDa ey
97 kDa _I

— B—
66 kDa.

——
45 kDa—®
31 kDa

21 kDa —p

Carril: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 11. Gel SDS-PAGE al 7.5% que muestran la purificacion de la amilasa. Carril 1: marcador
de peso molecular (MPM) de amplio rango (Bio Rad). Carriles 2 a 6: Ultimos lavados de la
columna. Carriles 7 a 10: elucién de la amilasa pura.
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Tabla 2. Purificacion de la a-amilasa de L. amylovorus.

Etapa: Volumen | Actividad | Actividad | [Proteina] | Proteina. | Actividad | Recuperacién | Purificacion
Inicial. Inicial Total Total ug | Especifica %
pug/ml
mi U/ml U U/mg
Cultivo 1000 11.099 11099 1.77 1770 6.3 100 1lvez
(sobrenadante )
Columna de 7 1301 9107.6 491 34.4 296.6 82.1 47 veces
Afinidad mas pura.

Una vez purificada la amilasa fue posible realizar los ensayos de retencion de la amilasa con

almiddn y diferentes polisacéaridos de glucosa.

* Ensayos de retencion de la a-amilasa de L. amylovorus en geles de retardo con polisacéridos

lineales y ramificados:

La amilasa pura se dializé en amortiguador citrato-fosfato pH 5.5, 0.1 M para eliminar el exceso de
beta-ciclodextrina presente en las fracciones de la elucion. Las muestras se concentraron,
sublimando el amortiguador en un SpeedVac (SPD1010, System), y la cantidad de proteina

aproximada se establecié aplicando la relacion (2).

Los ensayos de retencion se realizaron en geles de retardo con concentraciones crecientes (0.1,
0.5, 1, 5y 10 mg/ml) de cada uno de los polisacaridos especificos, de acuerdo a la metodologia
propuesta por Takeo, 1984, que relaciona el inverso de la distancia de migracion de la proteina en
el gel con la concentracion del ligando ([L]). Los polisacaridos en los que se adsorbi6 la a-amilasa

fueron el almidén, la amilosa, el pululano y el glucégeno (ver figura 12, 13, 14 y 15),



33

respectivamente. La concentracién denominada “0”, corresponde a geles nativos al 7.5% de
poliacrilamida sin polisacéarido, se utilizé como control de cada ensayo la amilasa. Como control
negativo de retencién, se utiliz6 una proteina de referencia, en este caso la albumina sérica
bovina (BSA, 3 pg/ml) sin sustrato en el gel nativo, la cual migra similar en el gel de retardo con

BSA y 10 mg/ml de sustrato, para cada uno de los polisacaridos (ver figura 12, 13, 14, 15).

mg/ml:  BSA/O 0 0.1 0.5 1 5 10 BSA/10 C/1

Figura 12. Geles de retardo donde se observa el efecto de concentraciones crecientes de almidén
(0.1, 0.5, 1, 5 y 10 mg/ml) en la migracion de la amilasa. 0: amilasa sin almidon. La proteina de
referencia BSA/0 migra de manera similar con concentracion “0”, sin almidén y de retardo con
BSA/10 mg/ml de almidon. El gel denominado C/1 corresponde a la migracion de la amilasa con 1
mg/ml de celulosa. La linea continua representa el frente de cada gel.
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—
mg/ml:  BSA/O 0 0.1 0.5 1 5 10 BSA/10 C/1

Figura 13. Geles de retardo donde se observa el efecto de concentraciones (0.1, 0.5, 1, 5y 10
mg/ml) crecientes de amilosa en la migracién de la amilasa. 0: amilasa sin amilosa. La proteina de
referencia BSA/O migra similar con concentracién 0, sin amilosa y de retardo con BSA/10 mg/ml de
amilosa. El gel denominado C/1 corresponde a la migracion de la amilasa con 1 mg/ml de celulosa.

La linea continua representa el frente de cada gel.
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mg/ml:  BSA/O 0 0.1 0.5 1 5 10 BSA/10 Ci

Figura 14. Geles de retardo donde se observa el efecto de concentraciones crecientes de pululano
(0.1, 0.5, 1, 5 y 10 mg/ml) en la migracién de la amilasa. 0: amilasa sin pululano. La proteina de
referencia BSA/O migra de manera similar en el gel con concentracién 0 sin pululano y de retardo
con BSA/10 mg/ml de pululano. El gel denominado C/1 corresponde a la migracion de la amilasa
con 1 mg/ml de celulosa. La linea continua representa el frente de cada gel.
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L

mg/ml:  BSA/O 0 0.1 0.5 1 5 10 BSA/10 C/1

Figura 15. Geles de retardo donde se observa el efecto de concentraciones crecientes de
glucégeno (0.1, 0.5, 1, 5y 10 mg/ml) en la migracién de la amilasa. 0: amilasa sin glucégeno. La
proteina de referencia BSA/0 migra similar en el gel con concentracién 0, sin glucégeno y de
retardo con BSA/10 mg/ml de glucogeno. El gel denominado C/1 corresponde a la migracion de la
amilasa con 1 mg/ml de celulosa. La linea continua representa el frente de cada gel.

Se observa claramente que conforme aumenta la concentracion de cada uno de los polisacaridos
hay una mayor retencién de la amilasa. También se puede observar que la amilasa es menos
retenida en los geles con almidon (Figura 12) y amilosa (Figura 13) que en los geles con
glucogeno (Figura 14) y pululano (Figura 15). En gel de retardo con celulosa (1mg/ml) no hubo
retencion de la amilasa, mostrado en la figura 12, 13, 14 y 15, ya que la distancia de migracion de
la amilasa fue similar que cuando migraba en los geles con la concentracién denominada “0”, sin
polisacarido. No hubo retencién de la amilasa en geles con dextrano, alfa-ciclodextrina, beta-
ciclodextrina y gama-ciclodextrina. A las concentraciones probadas la migracion con estos

polisacaridos fue similar a la presentada en los geles con celulosa.
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La figura 16 muestra la retencion de la proteina al ligando, graficando la distancia de migracién de
la amilasa representada por “r’ en relacién a la concentracion [L] del polisacarido (mg/ml) en uso.
Nuevamente, se observa que a medida que aumenta la concentracién de cada uno de los

polisacaridos aumenta la retencién de la amilasa.

Efecto de retencion de Proteina-ligando

0 T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0

Distanciade migracion (cm) de la
amilasa: "r "
=
1

Concentracionde polisacaridos [L] en mg/ml

—4#—[amilosa] =—l=[almidon] =—ke=[pululano] =—®=[glucogeno]

Figura 16. Distancia de migracion (cm) de la amilasa en el gel y la concentracion del polisacarido
[L], en concentraciones (0.1, 0.5, 1, 5y 10 mg/ml de Almidon (m), Almilosa (¢), Glucégeno (¢) y
Pululano (A).

Andlisis de los datos de retencién

Los datos obtenidos en geles de retardo pueden ser analizados cuantitativamente utilizando el
razonamiento propuesto por Takeo (1984) que considera las concentraciones de la proteina libre

[P] mas el ligando libre [L] y del complejo [PL] en la ecuacion (4) y (5).

[P] + L] 4_' [PL] Ec. (4)
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A partir del equilibrio [P] + [L] 4_’ [PL] se obtiene la constante de disociacion “Kd”.

Kd=[P] +[L] Ec. (5)
[PL].

Usando un gel N-PAGE, a una concentracion de polisacarido especifico se le denomina “[L]".
Cuando se carga una muestra de la proteina en el gel y se procede a la electroforesis, las
moléculas de la proteina se combinan con una parte del polisacarido en el gel. Resultando en la

disminucién de la movilidad de la banda de la proteina.

La extension 6 disminucion en la movilidad de la proteina es dependiente de la concentracion del

polisacarido “[L]".

[L] es la concentracion del polisacarido libre en el gel y es un valor variable, el cual depende de la
concentracién de la proteina. Por lo tanto, es una condicién, donde la concentracién total del

polisacarido en el gel “[L]” es mucho mayor que la concentracién total de la proteina ([L]>>[P]t).

Cuando todas las moléculas de proteina se combinan con el polisacarido, la movilidad de la banda

de proteina sera de cero.

Se consideré la distancia de migracion de la proteina en ausencia del polisacarido en el gel,
expresada como “R0O". Y la distancia de migracion en el gel de la proteina “r" en presencia del

polisacarido a una concentracion de “[L]".

Con las variables “R0", “r" y “[L]” es posible calcular la constante disociacién de las proteinas “R0” y

“r" con su respectivo ligando “[L]” de geles nativos y de retardo.
Se modela la disociacion por la ecuacion (6).

Ro = [P]t Ec. (6)

r [P] libre

En donde:



39

RO: Es la distancia de migracion de la divisién entre la “Amilasa y el BSA” en el gel de

electroforesis sin polisacéarido (cm)

r: es la distancia de migracién de la proteina (amilasa) en el gel de electroforesis con polisacéarido
(cm)

Donde [P]t es la concentracion de la proteina (Amilasa) total. Entonces, sustituyendo [P]t = [P] libre

+ [PL] en la ecuacion (6); esta puede ser transformada en la ecuacion (7)

RO = [P]libre + [PL]

r [P] libre

RO = 1 + [PL] Ec. (7)

r [P] libre

Si se sabe que la Kdisociacion = 1/ Kdisociacion = [PL]/ [P] [L].

Entonces:RO=1 + [PL] * [L]
r [P] libre [L]

RO =1+ [PL] = [L]

r [P1IL] 1
RO =1+ 1 * L]
r Kdisociacion 1
Por lo tanto la ecuacion “lineal’es RO= 1 + [L] Ec. (8)
r Kdisociacion

Para graficar la ecuacién y quede en forma de recta y=mx+b se despeja “R0” de:

RO =1 + [L]

r Kdisociacion
1 = (1+]] ’ﬁ

r Kd

RO
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Quedando 1 = (1 + [L])
r Kd
RO

1 =1 * [

r RO Kd * RO

1 = [ + 1

r Kd * RO RO

La relacién (9) final de Takeo, 1984, es:

1 =[] * 1 * 1 9)

r Kd* RO RO

De la relacion (9) se obtiene por regresion lineal la ordenada al origen y la pendiente. A partir de

estas se determina la constante de disociacion (10).

m= 1 = Kd = 1 (10)
Kd * RO m * RO
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Para aplicar esta ecuacion lineal a los datos obtenidos, se grafico el inverso de la migracién contra

la concentracion de los polisacaridos probados, obteniéndose la grafica siguiente:

Efecto de retencién Proteina-ligando
1 -

0.9

0.8
0.7
0.6

0.5

Distancia de migracion (cm) de la amilasa 1/r

}
T T T T [ A T T T T T 1

-10 -8 -6 -4 -2 0] 2 4 6 8 10 12
Concentracion del polisacarido [L] en mg/ml

N
[S]

4 [almidon] M [amilosa] [pululano] < [glucogeno]

Figura 17. Linearizacién de los datos de migracion (cm) obtenidos en relacién a la concentracion
del polisacarido (0.1 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 5 mg/ml y 10 mg/ml) de Almidén (m), Aimilosa (¢),
Glucogeno (¢) y Pululano (A).
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Se calculé a partir del grafico la pendiente (m) y la ordenada al origen (b) para poder obtener las
constantes de disociacion (K) para el almidon (Kd = 66.66 mg/ml), amilosa (Kd = 83.33 mg/ml),
glucégeno (Kd = 52.63 mg/ml) y pululano (Kd = 47.61 mg/ml) (Tabla 3). Estos valores nos permiten

analizar cuantitativamente la interaccién del complejo Proteina-ligando.

Tabla 3. Constantes de disociacion (Kd) para los polisacaridos especificos.

Polisacarido Relacién (3), pendiente (m), ordenada al origen Kd = constante de
(b) y su coeficiente de correlacion (r  2). disociacion mg/ml
Almidon y=0.0417x + 0.3622 ; r’=0.8923 66.66
Amilosa y=0.0381x + 0.3266 ; r’=0.9269 83.33
Glucogeno y=0.0410x + 0.4595 ; r?=0.8539 52.63
Pululano y=0.0435x + 0.4892 ; r’=0.8982 47.61
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DISCUSION

En este estudio, establecimos la capacidad de la a-amilasa de L. amylovorus para unirse a
diferentes polisacéaridos. La a-amilasa se unid a cuatro de los diferentes polisacaridos probados en
los ensayos de retardo a partir de una concentracion de 1mg/ml. De entre ellos, la a-amilasa se
uni6 especificamente a almidon, amilosa, glucégeno y pululano, todos ellos polisacaridos muy
semejantes, pero cada uno con diferente grado de ramificacion. Los demas azucares probados no
retuvieron a la amilasa, al menos en las concentraciones probadas; ya que la distancia de
migracién en los respectivos geles de retardo, resulté ser parecido a la que la a-amilasa

experimenta cuando no tiene ligando, con concentracion “0” (Takeo, 1984).

La a-amilasa presenta una apreciable union con el almidén, amilosa y glucogeno, reflejado en sus
constantes de disociacion con almidon Kd = 66.66 mg/ml, amilosa, Kd = 83.33 mg/ml glucégeno

Kd=52.63 mg/ml y pululano con una Kd = 47.61mg/ml.

Sabiendo que el almidén es una mezcla de cadenas lineales de unidades de glucosa unidas por
enlaces alfa-1,4 y por cadenas cortas de glucosa con ramificaciones en a-1,6, sorprende que haya
retenido menos a la a-amilasa, que los demas polisacaridos (glucégeno y pululano). La amilosa
gue forma cadenas lineales de unidades glucosa unidas por enlaces a-1,4 presenta una constante
muy proxima al almidén, lo que plantea que posiblemente el almidon que utilizamos estaba

parcialmente hidrolizado y que por eso es soluble (Boraston et al. 2006).

Aparentemente una mayor densidad de ramificaciones retiene mejor a la a-amilasa. Ya que cuando
existen ramificaciones alfa-1,6 en las cadenas cada 8 a 12 unidades de glucosa como en el
glucégeno la a-amilasa es mas retenida que en la amilosa. Lo mismo sucede en el caso del
pululano que ramifica en alfa-1,6 cada tres unidades de glucosa, al parecer su alta densidad de
ramificaciones facilitan la retencion mas adn que con glucégeno. Estos ensayos son consistentes
con los ensayos de geles retardo del CBM26 de Bacillus halodurans que también mostraron

retencion para la amilosa y el pululano (Boraston et al. 2006).

En la figura 14, en los geles de retardo, con concentraciones de glucogeno 0.1, 0.5y 1 mg/ml se
observa un arrastre del complejo proteina-ligando. Se sabe que los polisacaridos estan
intercalados entre el tamiz de poliacrilamida y no polimerizaron junto con el gel de poliacrilamida,

por lo que el complejo tanto de las moléculas de la amilasa con las del polisacarido pudieron estar
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difundiéndose durante el proceso de electroforesis de los geles de retardo. Quiza si los

polisacaridos estuvieran co-polimerizando con la poliacrilamida no se arrastrarian (Horejsi, 1986).

Los geles de retardo, donde no se observé arrastre en la migracion de la amilasa en complejo con
el almidén, amilosa, pululano y en las concentraciones con glucégeno 0.5 y 1 mg/ml, es posible
que las cadenas de poliacrilamida pudieran estar generando uniones débiles como puentes de
hidrégeno entre las cadenas de poliacrilamida y las de los polisacéaridos, lo que permitiera no
difundir el complejo proteina-ligando durante los ensayos de electroforesis. (Kendhale, 2006). Un
efecto similar pudiera presentarse en el leve retardo que se observa en gel, cuando migra el BSA
con 10 mg/ml de polisacarido (figuras 12 y 13) y en comparacion a la migracion del BSA sin
polisacarido, este leve retraso de migracion del BSA con polisacarido ha sido reportado en previos
experimentos (Takeo, 1984; Flint et al. 2005).
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CONCLUSIONES

La a-amilasa fue capaz de unirse a polisacéaridos lineales y ramificados siempre y cuando la

estructura del polisacéarido contenga solo enlaces alfa-1,4 y alfa-1,6.

Cuando existen grados de ramificacién como el glucégeno, a mas como el pululano, la retencion
de la a-amilasa es mayor que aquellos con bajo numero de ramificaciones como el almidén y la

amilosa.

Las constantes de disociacion Kd de amilosa (80 mg/ml) y almidén (66.66 mg/ml) son mayores a

las Kd presentadas por glucdégeno (52.63 mg/ml) y pululano (47.61 mg/ml).
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APENDICES

Medio de Cultivo:

Medio MRS con almidén: g/L
Peptona Pancreatica de caseina 10
Extracto de carne 5
Extracto de levadura 5
Citrato de amonio dibasico (C¢H14N,07) 2.17
Acetato de Sodio (CH COONa-3H,0) 5
Sulfato de magnesio (MgSO,-7H,0) 0.207
Sulfato de manganeso (MnSO,4-H,0) 0.056
Fosfato dibasico de potasio (K, HPO,) 2.62
Almidén soluble DIFCO 20
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 Soluciones para medir actividad amilolitica de la a-amilasa por el método de yodo-yoduro.

Curva Patrén de Almidon PROLABO:

Tubo Concentracion Stock 120 mg/ml en Volumen final de
mg/ml de almidén | 10mlde Citrato-Fosfato pHS5.
PROLABO. Amortiguador ul
ug/ml Citrato-fosfato pH5
ul

1 0 0 100

2 1 8 92

3 2 16 84

4 4 32 68

5 6 48 52

6 8 64 32

7 10 80 20

8 12.5 100 0

¢ Amortiguador Citrato-Fosfato 0.1M pH 5.5:

A: Acido Citrico 0.1M.

B: Fosfato de sodio dibasico 0.2M.
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» Stock de yodo-yoduro:
A:KI-15g y I, -1.5¢g pesary mezclar mas 500 ml de agua

B: 4 ml de stock mas 96 ml de H,O (Preparar en el momento que se use).

e acido sulfurico 2N:

A: 5.6 ml de acido sulftrico al 96% en 100 ml de agua.

Soluciones: A) Amortiguador Citrato-Fosfato pH5 0.1M. B) Stock de 120 mg/ml de almidon
PROLABO en 10 ml de amortiguador Citrato-Fosfato pH5. C): Kl/I, al 4% viv.

 Electroforesis de Proteinas (BIORAD).

La separacion y purificacion de proteinas son necesarias para llevar a cabo el estudio y
caracterizacion biologica de proteinas, subunidades y péptidos. El fendmeno de electroforesis
ocurre cuando una molécula que posee carga neta se desplaza en respuesta a la aplicacion de un
campo eléctrico. En geles de poliacrilamida las proteinas migran en respuesta de un campo
eléctrico a través de poros en la matriz del gel (tamiz molecular). La migracién o movilidad a través
del campo eléctrico dependera de factores como: la intensidad de dicho campo; la carga neta,
tamafio del poro del gel, tamafio y forma de las proteinas, viscosidad y temperatura del medio en el

cual las moléculas se estan moviendo.

La electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida puede llevarse a cabo en condiciones
nativas (N-PAGE) o desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las diferencias entre uno y otro tipo radican
en los componentes de los geles y del amortiguador de electroforesis, asi como el tratamiento de
las muestras. En geles nativos las proteinas mantienen su estructura tridimensional y las diferentes

cadenas polipeptidicas pueden permanecer unidas, separandose no sélo en funcién de su carga
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eléctrica, sino también segln su tamafio y forma. En el caso de geles SDS-PAGE cuando las
proteinas se solubilizan en presencia del detergente (aniénico) SDS, éste se une a las proteinas,

proporcionandoles carga negativa.

* Geles de poliacrilamida.

Se ensamblaron en un soporte placas de vidrio de 0.75 mm para formar el gel, se verificaron los
niveles de separacion de los geles (concentrador y separador) y se comprobd que no hubiera
fugas. Se prepar6 el gel de separacion y concentracion al porcentaje deseado. Primero se deposito
el gel de separacion dentro de las placas, aproximadamente de 5-6 cm de altura, debia haber una
distancia entre un gel y otro aprox. de 0.75 cm. Se uniformé la superficie del gel con un poco de
agua destilada. Una vez que polimeriz6 el gel se removio el agua destilada de las placas, para
posteriormente ensamblar el gel de concentracion. El gel de concentracion se deposité en las
placas y se le puso un peine que di6 la forma a 10 pozos. (Sé observé que no se formen burbujas
dentro de las separaciones entre un gel y otro). Se dejdé que polimerizara a temperatura ambiente y
posteriormente se retird el peine. El gel dentro de las placas esta listo para la electroforesis. Se
precorrié durante 15 a 20 min a 20 mA. Después de precorrer los geles se colocaron las muestras

amilasa pura en los pozos (donde caben 20 pl como maximo).

* Preparacion de muestras de amilasa para correr en geles SDS-PAGE.

Se prepararon las muestras de amilasa pura en microtubos. Se disolvieron en amortiguador de
muestra 4x. Cada muestra se hirvio a 95 °C durante 5 minutos. Se pusieron en hielo y se

centrifugaron 1 min a 13000 rpm para despues se cargar en los pozos del gel concentrador.

« Corrimiento de un gel de poliacrilamida SDS-PAGE (Laemmli).

Cada gel se corrié a 20 mA, durante un aproximado de 1.5 horas, en la cAmara de electroforesis de
Bio-Rad con un amortiguador de migracion SDS-PAGE 5X pH 8.3.



56

Tabla 4. Soluciones de Bis/acrilamida al 30%. Volumen para 1 gel SDS-PAGE.

Reactivos Gel de concentracion Gel de separacion Gel de separacion
5% 8% 7.5%
Agua destilada 1.4 mi 2.35 ml 2.45 ml
Tris HCI 0.5M, pH 6.8 0.25 ml
Tris HCI 1.5M, pH 8.8 1.25ml 1.25ml
SDS 10% 20 pl 50 pl 50 pl
Persufato de amonio 20 pl 50 pl 50 ul
Bis / Acrilamida 30% 0.33 ml 1.35ml 1.25 ml
TEMED 6 ul 6 ul 6 pl
Total 2ml 5 ml 5ml

La concentracion de poliacrilamida del gel depende del peso molecular de las proteinas que se
desean separar. Para proteinas con un peso molecular (PM) de 60 a 200 kDa se utiliza una
concentracion del 5 %. Para proteinas con un PM de 16 a 70 kDa se utiliza una concentracién al 10

%. Para proteinas con un PM de 12 a 45 kDa se utiliza una concentracion del 15 %.
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Amortiguador de muestra 4X Amorti  guador de migracion SDS-PAGE 5x pH 8.3
H-0 destilada 8.5ml Composicién Cantidad
Tris-HCI 0.5M, pH 6.8 | 2.5 mi oL
Glicerol 2 mi Tris base 125 M 15
SDS 10% 4 ml Glicina 72
2-B mercaptoetanol 1ml SDS 5
Azul de bromofenol 500 pl

Soluciones para revelar los geles de poliacrilamida con azul de Coomasie:

Solucién Stock | 0.2 % Azul de Coomas sie
Solucion Stock Il 90 % Etanol y 20% Acido acético
Optimos de revelado: Etanol 40 % 30 min.
Fijacion Acido acético glacial 10 %
Stock | 50% 20 min.
Tincién Stock 11 50 %
Solucién de fijacion 1m in.
Destincion Etanol 20 %
Acido acético glacial 10% 40 min.
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Tabla 5. Soluciones de Bis/acrilamida al 30%. Volumen para un gel nativo (N-PAGE) (Ornstein-
Davis, Bio Rad).

Reactivos Gel Concentrador 5% Gel Separador 7.5%

Agua destilada 2.9 ml 5ml
Tris HCI 0.5M, pH 6.8 1.25 ml

Tris HCI 1.5M, pH8.8 2.5mil
Persulfato de amonio 10% 100 pl 100 pl
Bis/acrilamida 30% 0.8 ml 25ml
TEMED 10 pl 10 pl
Volumen Total 5 ml 10 ml
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» Caracteristicas del gel de Sefarosa epoxi-activada 6B (Pharmacia Biotech) para cromatografia de

afinidad acoplada con beta-ciclodextrina como ligando.
Cromatografia de afinidad-Ligando beta-ciclodextrina
Gel: Epoxi-Sefarosa Activada 6B (Pharmacia)

Grupos acoplados: NH, OH, SH

Matriz: 6% de agarosa

Limite de exclusion: 6X10° M

Tamario de Particula: 45-165 pm

Ligando: beta-ciclodextrina.

Sustitucién: 19-40 pumol epoxy/ml gel seco.

« Inmovilizacion de la beta-ciclodextrina en el gel de sefarosa Epoxi—activada 6B.

Se suspendié 4g de Sefarosa epoxi—activada 6B en 25 ml de agua destilada (1h). Se lavo en un
filtro whatman del No. 3 (1 hora con H,O destilada). Se transfirié el gel en 25 ml de una solucién de
NaOH 0.1M. Se eliminé el exceso de liquido. Se afiadié 12 ml de solucion de NaOH 0.1 M, que
contenga 30 mM de beta-ciclodextrina (Sigma). El gel y la solucion NaOH 0.1 M con beta-
ciclodextrina se mezclaron. Se dej6é agitar por 19.5 horas a 45T (se evitd agitacion magnética).
Para bloguear grupos activos restantes se transfirié el gel a un amortiguador de etanolamina-HCI
pH8,1 M. Se dej6é a 40-50C toda la noche en incubad ora. Se lavé con agua destilada durante 30
min y se bloquearon los radicales libres con 200 ml de glucosa al 2.5 % por 30 min. Se hicieron 3

lavados sucesivos con:
100 ml de Amortiguador Borato 0.1 M pH8, NaCl 0.5 M.

100 ml de Acido acético 0.1 M pH4, NaCl 0.5 M.
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Al final se hizo pasar al gel de sefarosa 100 ml de amortiguador Citrato-Fosfato pH 5.5, 0.1 M con

beta-ciclodextrina y se dejo en refrigeracion con Citrato-Fosfato 0.1 M pH 5.5y 1 M de NaCl.

* Preparacion del amortiguador Citrato-Fosfato pH 5.5, 0.1 M de lavado y elucion.
Soluciones del amortiguador Citrato Fosfato 0.1 M pH 5.5:

A: 0.1M Acido Citrico (19.21g en 1000 ml). B: 0.2 M Fosfato de Sodio dibasico (53.65g de HPO4

7H>0 en 1000 ml). 24.3 ml de solucién A mas 25.7 ml de solucion B en un total de 100 ml a pH 5.5.

Elucién: 8 mM de beta-ciclodextrina considerando que son 9 mg/ml, en un volumen de 70 ml de
Citrato-Fosfato 0.1M pH 5.5.

» Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford (BIO-RAD).

La cuantificacién de proteinas por el método de Bradford involucra la adicién a las proteinas, de un
colorante acido como es el azul de Coomassie G-250, a las proteinas en solucion. Las proteinas
se unen al colorante azul para formar un complejo proteina-colorante con un coeficiente de
extincion mayor que el colorante libre. Este método es sensible (desde 10-50 pl de muestra),
simple y rapido. El colorante se une especificamente a los aminoacidos bésicos y acidos de la
proteina los cuales resultan en un cambio de la absorbancia de 465 nm (café claro) a 595nm
(azul). Entre las sustancias que pueden interferir son detergentes y soluciones basicas. Se utiliza
para determinar la cantidad de proteina de las muestras una curva patron de albimina bovina o

caseina.
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* Metodologia de Microbradford (Bio-Rad).

Se prepararon diluciones de albumina sérica bovina (BSA) como estandar a partir de un Stock (1

mg/ml de BSA, SIGMA), se hizo una curva patron.

Tubo (ug/ml BSA) Stock BSA: 1 mg/ml, Agua destilada Solucion
(ul) (ul) Bradford

(ul)

1 0 0 800 200

2 1 1 799 200

3 2 2 798 200

4 4 4 796 200

5 6 6 794 200

6 8 8 792 200

7 10 10 790 200

Se agregaron 200 pl de solucion Bradford a cada tubo y se agité en vortex. Se incubé la reaccién
por 5 min a temperatura ambiente. Se ley6 absorbancia a 595 nm. Una vez obtenidos los datos de

absorbancia se obtuvo una pendiente (m) y ordenada al origen (b) de la relacion (11).
» Cuantificacién de muestras con MicroBradford.

Se tomaron seis tubos y en cada uno se puso una muestra de 50 ul de amilasa (antes de la
purificacion y después de la purificacion) por triplicado con su respectivo blanco. Se agrego agua y
200 ul de solucién Bradford para un volumen final de 1000 pl. Se agité en vértex, se incubd por 5
minutos a temperatura ambiente y se leyé absorbancia a 595 nm. Los datos obtenidos se

extrapolaron en la pendiente (m) obtenida de la relacion (12) y la ordenada al origen (b).
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y=mx+b (11)

Donde:

y = densidad optica (595 nm)

m = pendiente.

X = concentracion de proteina total (ug/ml).

b = ordenada al origen.

Quedando: x = y-b (12)
m
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Tabla 6. Soluciones de Bis/acrilamida al 30% y polisacéaridos. Volumen para 1 gel de electroforesis

de afinidad PAGE-AGE (BIO RAD).

Reactivos Gel
Concentrador
Gel Separador 7.5 %
5%
Concentracién en 0.01% 0.05% 0.1% 0.5% 1%
% del polisacarido
Agua destilada 1.4 ml 2.475 ml 2.375 ml 2.25ml 1.25 ml 0 mi
Tris-HCI 1.5M, 1.25 ml 1.25 ml 1.25 ml 1.25 ml 1.25 ml
pH8.8
Polisacéarido 0.025 ml 0.125 ml 0.25 ml 1.25 ml 2.5ml
(stock 2%) ml
Tris-HCI 0.5M, 0.25 ml
pH6.8
Persulfato de 20 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
amonio 10%
Bis/acrilamida 0.33 ml 1.25ml 1.25 ml 1.25 ml 1.25 ml 1.25 ml
30%
TEMED 4.5 ul 4.5 ul 4.5l 4.5 ul 4.5 ul 4.5l
Volumen Total 2mi 5mi 5ml 5ml 5ml 5mil
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« Electroforesis de afinidad con almiddn y diferentes polisacaridos.

La electroforesis de afinidad en geles (AGE) por sus siglas del inglés Afinity Gel Electrophoresis,
es utilizada para verificar interacciones especificas entre dos sustancias en un gel. Esta interaccion
denota un cambio en la migracion entre una sustancia electroforética (proteina) y otro componente
embebido presente en el medio (ligando). La migraciéon de la primera sustancia es inversamente
proporcional a la concentracion de la segunda sustancia. En geles de migracion la proteina se
retarda por la interaccién con el sustrato. Para cuantificar las interacciones es indispensable la
aplicacion de un parametro que mida la interaccidbn entre dos sustancias. En un gel de
electroforesis de afinidad, el parametro es una Kd = constante de disociacién que permite registrar,
en este caso la magnitud en el cambio de migracion de una sustancia (proteina) con respecto a la

concentracion de la otra sustancia ligando en el gel (Takeo, 1984; Horejsi, 1986).

¢ Geles de retardo

Se mezcla en un tubo la cantidad de un polisacarido en agua y amortiguador Tris HCI 1.5 M pH 8.8
en el volumen final que se muestra en la tabla 6, hasta que se observara la mejor solubilidad, si
era necesario se calenté un poco en el microondas, (observar que los liquidos no lleguen al punto
de ebullicion). Una vez disuelto el polisacarido en el agua y en el amortiguador Tris HCI 1.5 M pH
8.8 se le agregaron los reactivos restantes que aparecen en la tabla 6. Se dejo polimerizar el gel a
temperatura ambiente (de 10-15 min). Finalmente se prepar6 el gel concentrador sin polisacarido

como aparece en la tabla 6. Se dejo polimerizar el gel a temperatura ambiente.

* Preparacion de seis muestras de proteina (amilasa) y BSA, para cargar en cinco geles de

electroforesis de afinidad (con diferente concentracion de un polisacéarido) y un gel nativo.

De las fracciones puras se midio absorbancia a 280 nm y se concentré la proteina a la mitad del
volumen inicial en un Speed Vac (SPD1010, System), mediante la aplicacién de vacio. Se

recuperoé la proteina concentrada y se dializé en membranas de tamafio de corte de 10000 Da. Un
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microtubo se cort6é en tres cuartas partes hacia la parte de la tapa. Se recuperé esta parte y se
puso el volumen de proteina en la tapa volteada. Se tap6 con 2-3 cm de membrana, la tapa y parte
del tubo sirvieron como soporte. Se dej6é dializando en agitacion magnética con 35-40 ml de
amortiguador citrato-fosfato 0.1 M pH5.5 por 15 min, en un matraz de 200 ml. Después del tiempo
de dialisis se cambi6 el amortiguador de dialisis y se repitié el procedimiento de dialisis durante 15

min.

Se recuperaron las tapas con la proteina dializada y se midi6é su absorbacia a 280 nm. Se aplico la
relacién (4). Si es necesario se volvian a concentrar mediante vacio en el Speed Vac. Se cargaron
en el gel de retardo 10 pg de amilasa en un pozo y en otro pozo 3 pg de albumina sérica bovina
(BSA, Stock 2 mg/ml). A cada una de las muestras de amilasa y BSA se le agregé (4 ul) de

amortiguador de muestra 4x, sin beta-mercaptoetanol y sin SDS.

Se prepararon seis geles, cinco con diferentes concentraciones (0.1, 0.5, 1, 5 y 10 mg/ml) para
cada polisacarido en uso y un gel nativo sin polisacarido, como control. Todos los geles se
corrieron a 4°C en una corrida y a 20 mA para cada gel. Se observé la corrida y se detuvo antes de
gue saliera el frente de los geles (azul de bromiofenol). Se midié la distancia de migracién en
centimetros (cm) de la amilasa desde el limite inferior del pozo donde se cargo, hasta donde se
retuvo la amilasa en cada uno de los geles. Los datos se analizaron y calcularon con la relacion (3)

de Takeo, 1984, la pendiente (m) y la ordenada al origen (b).
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