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Abreviaturas 

Amp   ampicilina 

BCIP   5‐bromo‐4‐cloro‐indolil‐fosfato 

c.s.p   cantidad suficiente para 

CBMs  módulos de unión a carbohidratos 

Cm  cloranfenicol 

CPs  polisacáridos complejos 

D.O   densidad óptica 

DC  dominio catalítico 

h.   horas 

IPTG   isopropil ‐D‐tiogalactopiranosido 

Km                constante de Michaelis-Menten 

min.              minutos 

MM  marcador molecular 

NBT   nitro blue tetrazolium 

P                   pellet 

PBS   buffer fosfato salino 

PDB   protein data bank 

r.p.m.    revoluciones por minuto 

s. segundos 

SdAmy gen que codifica para la α-amilasa de S. degradans 

SdAmy Proteína α-amilasa de S. degradans 

SN                sobrenadante 

Tet  Tetraciclina 

Vmax   Velocidad máxima 
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Resumen 

 

Con los avances en biotecnología, el uso de enzimas recombinantes se ha 

expandido notablemente. Particularmente, el uso de las amilasas  se ha expandido 

en muchos campos como la química clínica, medicinal y de análisis, así como su 

amplia aplicación en industrias textiles, alimentarias, de fermentación, farmacéuticas, 

y en la producción de biocombustibles. 

Sus propiedades como estabilidad térmica, perfil de pH, de temperatura, y Ca2+-

independencia son importantes para sus aplicaciones. De este modo, es de alto 

interés la identificación y caracterización de nuevas enzimas que presenten una 

mejor actividad biológica y propiedades diferenciales para ser aplicadas a diferentes 

procesos. 

En este trabajo hemos identificado una α-amilasa de Saccharophagus degradans y 

llevado a cabo la caracterización bioquímica y cinética de la proteína recombinante 

SdAmy y se la comparó con una enzima comercial (α-amilasa de Roche de páncreas 

de cerdo, # 10 281 700 110). En primer lugar se llevó a cabo la expresión y 

purificación de SdAmy. Determinamos que presenta un pH óptimo de 5 y una 

temperatura óptima de 40ºC. Su cinética se ajusta al modelo de Michaelis-Menten 

presentando una Vmax de 0,04 ± 0,01 UA.µg proteína-1.min-1 y una Km de 0,34 ± 0,09 

g.l-1. Se ensayó además el efecto de algunos metabolitos como la acarbosa, que 

actúa como inhibidor, la maltosa, que produce inhibición por producto y se ensayó 

además el efecto del Ca2+, comprobándose que SdAmy no es Ca2+-dependiente. La 

enzima presentó una mayor estabilidad térmica respecto a la observada para la 

enzima comercial y además el agregado de Ca2+ mejoró significativamente la 

estabilidad, reteniendo casi la totalidad de su actividad luego de ser incubada una 

hora a 50ºC. 



 

INTRODUCCIÓN 
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1- Introducción 

1.1- Biocombustibles 

Los biocombustibles son alcoholes, ésteres y otros compuestos químicos que son 

producidos a partir de la biomasa, residuos de la agricultura, de la actividad forestal, 

y de desechos industriales, como los desperdicios de la industria alimenticia. Entre 

los biocombustibles podemos incluir al bioetanol, biodiésel, biometanol y otros, 

siendo los dos primeros los más desarrollados y empleados [1].  

Actualmente se utilizan tres tipos de materias primas de origen biológico para la 

producción a gran escala de etanol: las que contienen sacarosa (caña de azúcar, 

remolacha, melazas y sorgo dulce); las que contienen almidón (maíz, papa y yuca); 

y las que contienen celulosa (madera y residuos agrícolas) [2].  

La producción de biocombustibles ha cobrado en el último tiempo gran relevancia a 

nivel nacional e internacional. La generación y el uso de biomasa para este objetivo 

plantea la competencia por los recursos naturales entre alimentos y energía, 

circunstancia que ha impulsado la aparición de biocombustibles de “primera 

generación” (producidos a partir de los cultivos principales, de cosechas que pueden 

destinarse a la alimentación humana o del ganado), “segunda” (producidos a partir 

de cultivos alternativos y en base a la degradación de residuos lignocelulósicos, es 

decir materia prima que no pueden destinarse para la alimentación), y “tercera” (a 

partir de organismos genéticamente modificados) [3]. 

La biomasa vegetal  está compuesta principalmente de hidratos de carbono como 

sacarosa y almidón; y por los componentes de la pared celular, como celulosa, 

hemicelulosas, pectinas y ligninas. Sin embargo, a diferencia del almidón y la 

sacarosa, la lignocelulosa requiere de pretratamientos costosos para acceder a sus 

componentes, lo que constituye un obstáculo considerable para su utilización. De 

esta forma, debe destacarse que si bien el aprovechamiento de los mismos presenta 

un gran potencial, el mismo se ha visto retrasado debido a que aún se requieren 

innovaciones importantes tanto a nivel de adaptación de sustratos como en la 

mejora de las enzimas involucradas en la hidrólisis de estos sustratos [4].  

En la figura 1 se muestra un esquema de las distintas etapas presentes en la 

producción de biocombustibles (específicamente bioetanol). El paso crítico es el 

tratamiento enzimático con amilasas, y debido a que el costo de las enzimas 



                                                                                                                                                                               Introducción

                                                                                                                                                                                

4 

 

utilizadas representa entre el 20 – 25% del costo total, surge la necesidad de 

identificar nuevas enzimas de diferentes organismos como así también mejorar la 

eficiencia catalítica y estabilidad de las mismas mediante técnicas de genética y 

biología molecular.  

 

 

 

 

 

1.2- Almidón 

El almidón es la reserva de carbohidratos más abundante de las plantas 

encontrándose en las hojas, flores, frutas, semillas, diferentes tipos de tallos y 

raíces. Es utilizado por las mismas como fuente de carbono y energía  [5]. 

Los orgánulos responsables de la síntesis de almidón son los cloroplastos en hojas 

verdes y los amiloplastos en tejidos de reserva [5, 6]. La producción de almidón en el 

cloroplasto es diurna y es realiza rápidamente por la planta. Por el contrario, las 

reservas de almidón producidas en los amiloplastos se depositan durante varios 

días, o incluso semanas. El almidón se almacena y se moviliza cíclicamente durante 

la germinación de la semilla, la maduración de los frutos y el brote de tubérculos [7]. 

Figura 1. Esquema de las distintas etapas en la producción de bioetanol. Imagen extraída de 

www.paulvandecruys.wordpress.com 
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Este polisacárido tiene un papel central en la distribución de carbono de la mayoría 

de las plantas, y su función biológica cambia durante el desarrollo y en respuesta al 

medio ambiente. 

A lo largo de la vida de una planta, el almidón desempeña una doble función en la 

distribución del carbono; actuando como “fuente”, liberando reservas de carbono en 

hojas para el crecimiento y desarrollo, y como “sumidero”, ya sea dedicando a 

almacenar almidón (en semillas y tubérculos), o como reserva temporal en órganos 

como las flores, las frutas y el desarrollo de semillas sin almidón [8]. 

La presencia de almidón en los tejidos y órganos de la planta tiene gran impacto 

sobre su fisiología ya que su síntesis y degradación proveen la disponibilidad de 

azúcares libres, que a su vez controlan varios procesos de crecimiento y desarrollo 

[8]. 

Las principales fuentes de almidón son los cereales, las raíces, los tubérculos, las 

legumbres  y algunas frutas inmaduras como los plátanos o los mangos [9].  

El almidón es sintetizado por las células vegetales, a partir de ADP-glucosa 

mediante una combinación de diferentes enzimas como la ADP-glucosa 

pirofosforilasa (ADPGlc PPasa), almidón sintasas (SS) y enzima ramificante (SBE), 

de las cuales existen múltiples isoformas en plantas. Además existen otras enzimas 

que participan en este proceso de síntesis como las enzimas desramificantes 

(isoamilasas y pululanasas) que eliminan los puntos de ramificación en exceso, 

mientras que otras enzimas degradativas (α-amilasas) recortan las cadenas, dando 

lugar a la formación de amilopectina [10]. 

Dos tipos de polímeros de glucosa están presentes en el almidón: la amilosa y la 

amilopectina. La amilosa y la amilopectina tienen diferentes estructuras y 

propiedades. La amilosa es un polímero lineal que consta de hasta 6000 unidades 

de glucosa unidas a través de enlaces α-1,4 glucosídicos, mientras que la 

amilopectina es un polímero ramificado de cadenas lineales de 10-60 unidades de 

glucosa unidos por enlaces α-1,6 a las cadenas laterales con 15-45 unidades de 

glucosa [5, 11] 

En la figura 2 se muestran las unidades estructurales del almidón: amilosa y 

amilopectina. La distribución polimodal de cadenas de α-glucanos de diferentes 

tamaños y la agrupación de los puntos de ramificación en la molécula de 

amilopectina permiten la formación de dobles cadenas helicoidales. De esta manera, 
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la amilosa y la amilopectina se pueden disponer en una estructura semicristalina que 

forma una matriz de gránulos de almidón con material amorfo (amilosa) y cristalino 

(amilopectina) alternado. Esta estructura altamente organizada es responsable de la 

insolubilidad del gránulo de almidón [9]. 

La longitud de las cadenas de α-glucano, la relación de amilosa-amilopectina y el 

grado de ramificación de la amilopectina definen el tamaño, la estructura y la utilidad 

particular de los gránulos de almidón en cada especie de planta. Otras 

características asociadas con el gránulo, como la forma, el tipo de superficie y los 

grupos de fosfato, influyen en las propiedades y usos del almidón [5]. 

 

 

 

 

 

El almidón se utiliza en diversas aplicaciones industriales, como espesante de 

alimentos, y materia prima para la producción de bioetanol, así como en la industria 

cervecera. Es un componente importante de la dieta humana y, para este fin, se lo 

somete a transformaciones tanto químicas como enzimáticas para producir una gran 

variedad de productos, tales como hidrolizados de almidón, jarabes de glucosa, 

fructosa, maltodextrina derivados o ciclodextrinas, que se utilizan en la industria 

alimentaria. Además de esto, los azúcares producidos se pueden fermentar para 

producir bioetanol [10, 12]. 

Figura 2. Diseño estructural básico de (a) unidades de glucosa, (b) amilosa y (c) amilopectina, junto 

con el  etiquetado de los átomos y los ángulos de torsión. La extensión de las unidades básicas a 

las estructuras macromoleculares fue adaptada de Pérez y Bertoft (2010). 
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Para su conversión en bioetanol, el almidón debe ser primero hidrolizado en 

azúcares simples. Para tal fin se utiliza una técnica que implica entre otras variables, 

el uso de enzimas tales como una glucoamilasa (EC 3.2.1.3) y una α-amilasa (EC 

3.2.1.1) y así romper el polímero para producir dextrinas solubles. 

 

 1.3- α- amilasas 

Las α-amilasas (E.C.3.2.1.1) son enzimas que catalizan la hidrólisis de los enlaces 

α-1,4-glucosídicos presentes en el almidón para producir moléculas de bajo peso 

molecular, tales como unidades de glucosa, maltosa y maltotriosa [13].  

Las amilasas se encuentran entre las proteínas de alta relevancia para la 

biotecnología, constituyendo una clase de enzimas industriales que abarcan 

aproximadamente el 25% del mercado mundial de proteínas nativas y 

recombinantes [14].  

Estas enzimas se pueden obtener de varias fuentes, tales como plantas, animales y 

microorganismos. Sin embargo, aquellas procedentes de fuentes fúngicas y 

bacterianas son las que han dominado aplicaciones en sectores industriales. Hoy en 

día, un gran número de amilasas microbianas están disponibles comercialmente.  

Con los avances en biotecnología, la aplicación de las amilasas se ha expandido en 

muchos campos como la química clínica, medicinal y de análisis, así como su amplia 

aplicación en la sacarificación del almidón, en industrias textiles, alimentarias, de 

fermentación, farmacéuticas y en la producción de biocombustibles, sustituyendo 

casi por completo la hidrólisis química del almidón [14]. 

La principal ventaja de la utilización de microorganismos para la producción de 

amilasas es la mayor capacidad de producción y el hecho de que los microbios son 

fáciles de manipular para obtener enzimas de características deseadas [13]. La 

producción de α-amilasas es esencial para la conversión de los almidones en 

oligosacáridos. Las enzimas de degradación del almidón se utilizan en la producción 

de maltodextrinas, almidones modificados, o jarabes de glucosa y fructosa.  

Las propiedades de cada α-amilasa tales como estabilidad térmica, perfil de pH, de 

temperatura, y Ca2+-independencia son importantes para sus aplicaciones en la 

industria. De esta forma, es de alto interés la identificación y caracterización de 
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nuevas enzimas que tengan una mejor actividad biológica y propiedades 

diferenciales para ser aplicadas a diferentes procesos [14]. 

Dentro de este contexto, se propuso como objetivo general de este trabajo de tesina 

de licenciatura, realizar una caracterización bioquímica y cinética de una enzima 

clave para la degradación de almidón: una α-amilasa bacteriana de Saccharophagus 

degradans. Para ello se ha realizado previamente un estudio de inteligencia 

tecnológica para identificar organismos que posean proteínas con mayor actividad 

específica como S. degradans, donde el gen de interés será sintetizado en sistemas 

de expresión bacterianos para la producción de la proteína recombinante. 

 

1.4- Saccharophagus degradans 

 Saccharophagus: Saccharon (azúcar), phagus (devorador)  devorador de 

azúcar. 

 degradans: degradador, habilidad para degradar varios polisacáridos 

complejos (CPs). 

 

Saccharophagus degradans es una bacteria marina gram-negativa, se lo considera 

el degradador marino más versátil ya que tiene una alta capacidad de degradar 

polisacáridos simples y complejos como fuente de energía [15, 16]. Recientemente 

se demostró que esta bacteria además tiene la capacidad de fermentar la xilosa a 

etanol [17, 18].  

Puede degradar al menos 10 CPs como agar, alginato, quitina, celulosa, fucoidano, 

laminarina, pectina, pululano, almidón y xilano. Estos CPs son derivados de 

numerosas fuentes, incluyendo algas, plantas terrestres, crustáceos, bacterias y 

hongos. La versatilidad de degradar CPs es única a comparación de los grupos 

Microbulbifer y Teredinibacter [15, 16]. 

El análisis genómico predijo que tiene más de 130 marcos abiertos de lectura que 

codifican enzimas involucradas en la despolimerización de CPs. Además, es 

probable que al menos otros 100-200 genes estén implicados en la señalización, la 

regulación y el metabolismo adicional de CPs [16].   

Las células son varillas pleomórficas, con un promedio de 1,5-3,0 µm de largo y 0,5 

µm de ancho durante la fase exponencial de crecimiento en glucosa. Las colonias 
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son de color crema y luego se vuelven negras por la producción de eumelanina [16]. 

En los medios que contienen polisacáridos complejos como fuentes únicas de 

carbono, las células pueden producir protuberancias superficiales y vesículas (figura 

3). Cuando crecen en condiciones de alta salinidad forman espirales y filamentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El rango de temperatura para su crecimiento es de 4-37ºC con una temperatura 

óptima de 30ºC. El pH óptimo es 7,5 con un rango de 4,5-10 y además requiere de 

sales marinas. 

Para sus estudios la misma fue aislada del césped marino Spartina alterniflora en la 

Bahía inferior de Chesapeake, Condado de Mathews, EE.UU [16].  

 

1.5- α-amilasa bacteriana de Saccharophagus degradans 

Recientemente fue identificado un gen que codifica para una α-amilasa putativa de 

S. degradans (locus WP_011469411) compuesta por 563 residuos aminoacídicos y 

que hasta el momento no había sido caracterizada.  

En la figura 4 se muestra un esquema de la estructura de la proteína α-amilasa de S. 

degradans; la misma presenta tres dominios: Dominio catalítico, DC, en la región N-

terminal; dominio C conservado, Aamy_C, en la región central de la proteína y 

módulo de unión a carbohidratos perteneciente a la familia 20, CBM20 en el extremo 

C-terminal de la proteína, entre los aminoácidos 467-563 [19]. Un CBM se define 

como una secuencia contigua de aminoácidos dentro de una enzima activa sobre 

carbohidratos, que posee un plegamiento característico y la capacidad de unirse al 

sustrato. Están constituidos generalmente por 30 a 200 aminoácidos y pueden 

presentarse como dominios simples, dobles o triples, tanto en el extremo N- como C- 

Figura 3. Microfotografía de S. 

degradans, bacteria marina 

gram-negativa. Degrada gran 

variedad de polisacáridos simples 

y complejos (agar, alginato, quitina, 

celulosa, fucoidano, laminarina, 

pectina, pululano, almidón, y 

xilano). Imagen extraída de  

www.microbewiki.edu 
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terminal de la proteína, aunque ocasionalmente se los ha encontrado en una 

posición central [20].  

 

  

 

 

En este trabajo, presentamos la caracterización de la enzima recombinante de α-

amilasa de S. degradans, SdAmy, llevando a cabo la determinación de los 

parámetros cinéticos de la enzima y analizando sus propiedades bioquímicas. 

El gen SdAmy fue sintetizado mediante  la compañía Genscript (USA) 

(http://www.genscript.com/) en el plásmido pET32a, con los codones optimizados 

para la expresión en E. coli. Dicha construcción se la denominó pET32a_SdAmy. 

La figura 5 muestra un esquema de la estructura del gen SdAmy recombinante en el 

vector pET32a. Además de los tres dominios pertenecientes a SdAmy, se le 

añadieron sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción NdeI y XhoI; sitio 

de reconocimiento de la proteasa TEV, Tabacco Etch Virus; un tag de 6 histidinas; y 

el codón STOP. 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Esquema de la estructura de la proteína α-amilasa de S. degradans. Los 

números en la parte superior indican la posición de los aminoácidos que 

determinan el comienzo y finalización de cada una de las regiones descriptas.  

Figura 5.  A- Esquema de la estructura del 

gen SdAmy recombinante: CD (dominio 

catalítico), Aamy_C (dominio C conservado), 

CBM20 (módulo de unión a carbohidratos 

perteneciente a la familia 20), TEV (sitio de 

reconocimiento de proteasa TEV, Tobacco Etch 

Virus), HIS (tag de 6 histidinas), STOP (codón 

stop), NdeI y XhoI (sitios de reconocimiento de 

las enzimas de restricción NdeI y XhoI). B- 

Esquema del plásmido pET32a con el gen 

de la α-amilasa recombinante SdAmy.  

 

A- 

B- 

http://www.genscript.com/
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2- Objetivos 

 

2.1- Objetivo general 

Caracterizar bioquímica, cinética y estructuralmente una α-amilasa de la bacteria 

marina Saccharophagus degradans. 

 

2.2- Objetivos específicos 

Dicho objetivo general pretende alcanzarse a partir de los siguientes objetivos 

específicos: 

 

1) Realizar análisis bioinformático “in sílico” de los dominios conservados, 

análisis filogenético y llevar a cabo el modelado molecular de la proteína 

α-amilasa de S. degradans. 

 

2) Expresar y purificar la α-amilasa de S. degradans (SdAmy, locus 

WP_011469411). Determinar el pH y temperatura óptima de la enzima 

como así también sus parámetros cinéticos. 

 

3) Evaluar la estabilidad térmica de SdAmy. Determinar el efecto de 

diferentes metabolitos sobre la estabilidad de la enzima. 

 



 

MATERIALES Y MÉTODOS 
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3- Materiales y Métodos 

3.1- Cepas bacterianas 

En este trabajo se utilizaron diferentes cepas de Escherichia coli. Se describe a 

continuación cada cepa y el genotipo descrito para ella: 

 

o E. coli XL1-Blue: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’ 

proAB lacIZ ΔM15 Tn10 (Tetr)]. 

o E. coli BL21 (DE3) pLysS: F- ompT hsdSB (rB
-,mB

-), dcm, gal, λ(DE3), pLysS, 

(Cmr). 

o E. coli BL21 CodonPlus (DE3)-RIL: F‐ ompT  hsdSB (rB
-,mB

-),  dcm+ Tetr Gal 

λ (DE3) endA Hte [argU ileY leuW Cmr].  

 

Las cepas de E. coli se incubaron con agitación a 37°C en medio Luria-Bertani (LB), 

conteniendo los antibióticos apropiados para cada caso. 

 

3.2- Medios de Cultivo  

 

Medio LB (Luria Bertani): Tripteína 10 g; Extracto de levadura 5 g; NaCl 10 g; Agua 

c.s.p. 1 litro. pH 7,0. 

Medio LB agar: medio LB con el agregado de 15 g/l de agar. 

 

3.3- Soluciones, Buffers y reactivos 

 

10 X TBE Buffer: Tris-base 108 g; ácido bórico 55 g; 0,5 M EDTA; agua c.s.p. 1 litro. 

pH 8,0. 

TE Buffer: Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM; agua c.s.p. 800 ml; ajustar pH 8 con HCl; 

Agua c.s.p. 1 litro. 

10 X PBS: NaCl 80 g; KCl 2 g; Na2HPO4.7H2O 26,8 g; KH2PO4 2,4 g; agua c.s.p. 800 

ml; HCl hasta pH 7,4; agua c.s.p. 1 litro. 

 

 



                                                                                                                                               Materiales y Métodos

  

                                                                                                                                                                               

13 

 

 

3.4- Antibióticos 

 

Antibiótico Concentración 
en Stock 

Concentración en 
cultivo 

Ampicilina (Amp) 100 mg/ml 100 µg/ml 

Cloranfenicol (Cm) 30 mg/ml   30 µg/ml 

Tetraciclina (Tet)        20 mg/ml 15 µg/ml 

 

 

3.5- Vectores plasmídicos  

El vector plasmídico comercial utilizado durante este trabajo de tesina fue obtenido 

de la compañía Genscript (USA) (http://www.genscript.com/). El gen SdAmy fue 

sintetizado en el plásmido pET32a (Ampr), con los codones optimizados para la 

expresión en E. coli. Dicha construcción se la denominó pET32a_SdAmy (figura 5). 

 

3.6- Oligonucleótidos utilizados 

Las secuencias de los oligonucleótidos utilizados en este trabajo son las siguientes: 

            

  Nombre Secuencia (5' a 3') Gen Sitio   

  NdeIAmySd UP CATATGCGTAAGCTGACCCAGCTGTTC SdAmy NdeI   

  XhoISTOPHisAmySd down CTCGAGTTAGTGGTGGTGGTGGTG  SdAmy XhoI   

            

 

 3.7- Enzimas  

α-amilasa comercial Roche # 10 281 700 110 de páncreas de cerdo; enzima 

comercial utilizada como control positivo en ensayos de actividad. 

 

 

 

 

 

 

http://www.genscript.com/


                                                                                                                                               Materiales y Métodos

  

                                                                                                                                                                               

14 

 

 

3.8- Detalle de técnicas 

3.8.1- Preparación de bacterias competentes 

La transformación es una de las técnicas que se utiliza para la introducción de ADN 

plasmídico dentro de una célula bacteriana, pero para que el proceso sea eficiente, 

es necesario hacer a las bacterias competentes, es decir, aumentar su capacidad de 

ingresar ADN del medio ambiente que la rodea. 

Las células fueron sembradas en placa de LB-agar suplementadas con el antibiótico 

adecuado, y fue incubada toda la noche a 37ºC. Una vez crecidas las colonias se 

tomó una de ellas y se inoculó en 3 ml de medio LB que fue incubado durante toda 

la noche a 37ºC, con agitación. 

Posteriormente, 1 ml de este cultivo líquido se utilizó para inocular 100 ml de medio 

LB y se incubó a 37°C con agitación hasta alcanzar la fase logarítmica de 

crecimiento, D.O.600nm= 0,40-0,60 (determinada por cuantificación de la Densidad 

Óptica (D.O.) a 600nm). Después de separar en dos fracciones de 50 ml en tubos 

estériles, se centrifugó a 4000 rpm durante 10 min. a 4°C. El precipitado de células  

fue resuspendido en 12,5 ml de MgCl2 0,1 M frío, y posteriormente centrifugado a 

4000 rpm durante 3 min. a 4°C. 

Luego se resuspendieron las células en 12,5 ml de 0,1 M CaCl2 frío, y se incubaron 

durante 30 min. a 4°C. Se volvió a centrifugar a 4000 rpm por 3 minutos a 4°C, y 

finalmente el precipitado de células se resuspendió en 2 ml de la solución que 

contiene CaCl2 0,1 M y glicerol 15% (V/V). Las células se fraccionaron en alícuotas 

de 100 μl que fueron guardadas a ‐80°C hasta su uso. 

 

3.8.2- Transformación de bacterias competentes de E. coli 

Se transformaron 100 μl de células competentes de E. coli (XL1‐Blue o BL21 

RIL/pLysS, según corresponda) con 1 µl de ADN plasmídico pET32a_SdAmy. Las 

células se incubaron durante 30 min. en hielo. Posteriormente, la mezcla fue 

sometida a un shock térmico (45 s. a 42ºC) y se enfrió rápidamente en hielo por 15 

min. Transcurrido este tiempo, se agregó 600 µl de medio LB y se incubó 45 min. a 

37ºC con agitación. Finalmente, las bacterias transformadas fueron crecidas a 37ºC 

toda la noche en placas conteniendo medio LB‐agar suplementadas con los 



                                                                                                                                               Materiales y Métodos

  

                                                                                                                                                                               

15 

 

antibióticos adecuados (Amp-Cm/Tet). La resistencia al antibiótico ampicilina fue 

conferida por el plásmido pET32a_SdAmy. 

 

3.8.3- Preparación y análisis de ADN 

 

 3.8.3.1- Aislamiento de ADN plasmídico:  

 

- Aislamiento de ADN plasmídico (kit comercial) 

Para la obtención de ADN plasmídico se utilizó el equipo comercial “GenElute™ 

Plasmid Miniprep Kit” (Sigma‐Aldrich, St. Louis, USA), según las instrucciones del 

fabricante, obteniéndose ADN libre de ARN. 

 

- Aislamiento de ADN plasmídico mediante lisis alcalina 

El aislamiento de ADN plasmídico mediante lisis alcalina se realizó según el método 

de Sambrook con algunas modificaciones [21]. Se centrifugó durante 1 min. a 13000 

rpm.  3 ml de cultivo (crecido toda la noche a 37°C en LB suplementado con el 

antibiótico ampicilina). Después de retirar el sobrenadante, se resuspendió el 

precipitado con el agregado de 200 μl de solución P1 (Tris‐HCl 100 mM, pH 8,0, 

EDTA 10 mM, pH 8,0) y agitación con vortex. Se adicionó 400 μl de solución P2 

(NaOH 0,2 N, SDS 1% (P/V)) y se mezcló por inversión, hasta clarificar. 

Posteriormente se agregó 300 μl de solución P3 (acetato de potasio 3 M, pH 5,5, 

Ácido acético glacial 11% (V/V)), se mezcló rápidamente por inversión. Se centrifugó 

durante 5 min. a 13000 rpm. El sobrenadante fue transferido a otro tubo, al que se le 

agregó igual volumen de cloroformo (400 μl), se agitó por inversión y se dejó reposar 

3 min. 

La fase superior se transfirió a otro tubo y para lograr la precipitación del ADN 

plasmídico se agregó 600 μl de isopropanol, se mezcló por inversión y la mezcla fue 

incubada a ‐20 °C durante 30 min. Luego de centrifugar a 13000 rpm durante 10 

min. a 4ºC se retiró el sobrenadante, se agregó 500 μl de etanol 70% (V/V) y se 

centrifugó durante 5 min. Finalmente, se retiró el sobrenadante, se dejó secar el 

precipitado y el ADN se resuspendió en 40 µl de buffer TE 0,1X o agua destilada. 
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3.8.3.2- Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Se llevó a cabo la amplificación del gen SdAmy con el fin de verificar la presencia del 

mismo en los ADN plasmídicos obtenidos de las mini-preparaciones y para los 

análisis por colony PCR (PCR utilizando una colonia bacteriana como molde). Para 

todos los ensayos se utilizó la siguiente mezcla de reacción: 

        

  Green Go Taq Buffer  5X 5,00 μl   

  dNTPs 10Mm 0,50 μl   

  Oligonucleótido 5’ (0,1 μg/μl) 0,50 μl   

  Oligonucleótido 3’ (0,1 μg/μl) 0,50 μl   

  GO Taq Polimerasa (5 μg/μl) 0,13 μl   

  ADN 1,00 μl   

  H2O 15,38 μl   

  Volumen final 23,00 μl   

        

 

El protocolo general para la amplificación constó de un ciclo de desnaturalización 

inicial a 94°C durante 5 min. 26 ciclos: 

- Fase de desnaturalización a 94°C 40 s. 

- Fase de hibridación a 60°C durante 40 s. 

- Fase de elongación 72°C durante 1 min. 50 s.  

- Extensión final de 10 min. a 72°C. 

 

3.8.3.3- Electroforesis de ADN en geles de agarosa 

Para la visualización de los productos de las reacciones de PCR y de las mini-

preparaciones de ADN plasmídico se realizó una electroforesis en geles de agarosa 

0,8% (P/V) con SYBR Green (5 mg/ml). Estos geles fueron sometidos a 

electroforesis horizontal en un campo eléctrico a voltaje constante (100‐120 V) 

utilizando el buffer TBE 1X. Los fragmentos de ADN fueron visualizados en un 

transiluminador UV y sus tamaños fueron determinados por comparación con 

marcadores de tamaño molecular comerciales (GeneRulerTM DNA Ladder Mix; y λ 

EcoRI + HindIII; Productos Bio‐Lógicos, UNQ). 
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3.8.4- Preparación y análisis de proteínas 

 

3.8.4.1- Expresión y purificación de proteínas recombinantes 

Para llevar a cabo la expresión de la proteína recombinante SdAmy, se 

transformaron células competentes de E.coli BL21 RIL y BL21 pLysS con el 

plásmido pET32a_SdAmy que contienen el gen que codifica la proteína de interés. 

Se inoculó a partir de una colonia positiva (transformada con pET32a_SdAmy) un 

medio LB suplementado con ampicilina, que fue crecido toda la noche a 37°C con 

agitación a 160 rpm.   

A partir del pre-inóculo anterior se inocularon medios LB de 150 ml y 250 ml 

suplementados con ampicilina y se incubaron a 37ºC durante 3 h. en agitación, hasta 

una D.O.600nm=0,40-0,60 (determinada por cuantificación de la Densidad Óptica 

(D.O.) a 600nm). 

La inducción se llevó a cabo mediante el agregado de IPTG a una concentración 

final de 0,5 mM y los cultivos se incubaron a 18ºC durante 2 h. con agitación a 180 

rpm (la cepa y el tiempo óptimo de expresión fueron seleccionados luego del análisis 

por SDS‐PAGE de muestras tomadas a diferentes tiempos post‐inducción). La 

evaluación de la inducción se llevó a cabo tomando muestras de 1 ml a diferentes 

tiempos luego de la inducción que fueron centrifugadas a 13000 rpm a 4ºC durante 1 

min., se descartó el sobrenadante y las células precipitadas fueron resuspendidas en 

90 µl de agua destilada y se le añadieron 18 µl de sample buffer. Finalmente las 

muestras fueron incubadas a 100°C durante 15 minutos para luego ser analizadas 

mediante SDS-PAGE. 

Finalmente, las células inducidas fueron precipitadas por centrifugación 15 min. a 

5000 rpm a 4°C, y fueron guardadas a -20°C hasta su uso. 

La purificación proteica se realizó mediante cromatografía de afinidad en columna 

comercial de Sefarosa-Ni (HiTrapTM Chelating HP, Amersham Biosciences); ya que 

la proteína se expresa fusionada a un tag de 6 histidinas en el extremo C-terminal.  

Las células guardadas a -20°C fueron lavadas y resuspendidas en buffer de unión 

(Tris-HCl 50 mM pH 7,4; NaCl 0,5 mM; Imidazol 20 mM.), y luego se les añadió un 

inhibidor de proteasas, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) a una concentración 

final de 1 mM. 
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Las células se rompieron utilizando un ultrasonicador (VCX130, Sonics and Materials 

Inc., Connecticut, USA) y posterior centrifugado a 13000 rpm durante 15 min. a 4°C. 

El sobrenadante fue cargado a la columna, previamente equilibrada con 3 ml de 

agua filtrada (flujo 1 ml/min), y con 5 ml de buffer de unión (flujo 1 ml/min).  

Las proteínas unidas a la columna fueron eluídas (flujo 0,6 ml/min) por un gradiente 

lineal de buffer de unión y buffer de elución (Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 0,5 M, 

imidazol 500 mM) y recolectadas en fracciones de 1 ml a las que se les adicionó 200 

µl de glicerol.  

Las fracciones obtenidas fueron analizadas mediante SDS-PAGE para seleccionar 

aquellas que presentaran la proteína de interés.   

 

3.8.4.2- Electroforesis unidimensional de proteínas 

El análisis de electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) fue 

llevado a cabo con un equipo Mini Protean (Bio-Rad) usando geles de 

poliacrilamida/bisacrilamida con una concentración de 12% (P/V) para geles de 

resolución y 5% (P/V) para los geles de separación, como ha sido previamente 

descripto por Laemmli (1970) [22]. 

Las muestras se incubaron a 100°C durante 15 min. en presencia de sample buffer 

(Tris‐HCl 12 Mm pH 6,8; glicerol 5% (V/V); SDS 0,4% (P/V); 2‐mercaptoetanol 2,88 

mM y  azul de bromofenol 0,02% (P/V)). La corrida electroforética se realizó a 180 V 

(voltaje constante). 

Los geles fueron revelados por tinción con Coomassie Brilliant Blue (R250, Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA) y el desteñido se llevó a cabo incubándolo en agua a 100ºC 

o bien por el método de desteñido que consiste en lavarlo en una solución de 

metanol:acético:agua (1:1:18).  

La masa molecular de la proteína fue determinada por comparación con marcadores 

de masa molecular. 

 

3.8.4.3- Determinación del contenido proteico 

La totalidad de las proteínas fue determinada por el método de Bradford [23] en el 

cual se tomaron concentraciones crecientes conocidas de la proteína albúmina de 

suero bovino (BSA) con las cuales se realizó una curva de calibración para luego 
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mediante la medida de absorbancia a 595nm determinar por interpolación la 

concentración de las proteínas totales (las curvas de calibración serán mostradas en 

resultados). 

Además para estimar la abundancia relativa de las bandas proteicas obtenidas en 

los ensayos de SDS-PAGE, se realizó un análisis semicuantitativo por densitometría 

utilizando el programa Gel-Pro Analyzer Version 3.0 (Media Cybernetics, Inc. 

Bethesda, MD, USA). 

 

3.8.4.4- Detección inmunológica: western blot 

Las proteínas purificadas se sometieron primero a una electroforesis 

desnaturalizante (SDS‐PAGE) y luego a una electrotransferencia utilizando una 

celda Bio‐Rad Mini‐Trans‐Blot transfer siguiendo el protocolo desarrollado por 

Burnette [24].  

Los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (HybondTM‐ECLTM, 

Amersham Biosciences, UK)  durante 16 h. a 30 V (voltaje constante) en presencia 

del buffer de transferencia: Tris‐HCl 20 mM; glicina 150 mM; 20% (V/V) metanol; pH 

8,0. Las membranas fueron bloqueadas con  BSA 3% (P/V) en PBS (NaCl 137 mM; 

KCl 2,7 mM; Na2HPO4 4,3 mM; KH2PO4 1,4 mM) durante 1 h., lavadas 2 veces 

durante 15 min. con PBS‐BSA. 

El revelado se llevó  a cabo mediante la incubación con anticuerpos primario y 

secundario. Cómo la proteína se expresa fusionada a un tag de 6 histidinas en el 

extremo carboxilo terminal fue incubada primero con anticuerpos monoclonales a‐His 

tag (Qiagen Inc, Valencia, CA, USA) de conejo, y luego con el anticuerpo secundario 

a-IgG de conejo conjugado con la enzima fosfatasa alcalina. 

Finalmente, las membranas se lavaron 2 veces con PBS durante 10 min. y fueron 

incubadas por 5 min. con buffer fosfatasa conteniendo: Tris‐HCl 100 mM pH 9,5; 

NaCl 100 mM; MgCl2 5 mM.  

La presencia de las bandas proteicas se reveló mediante el agregado de los 

sustratos correspondientes: 66 μl de cloruro de nitroblue tetrazolium (NBT; Promega-

USA) 50 mg/ml  y 33 μl de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP; Promega-USA)  

50 mg/ml en 15 ml de buffer fosfatasa. La reacción se desarrolló al resguardo de la 

luz hasta la aparición de bandas de color púrpura. 
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3.8.4.5- Ensayo de unión de la proteína recombinantes a almidón 

Para llevar a cabo el ensayo de unión de la proteína al almidón se incubó 60 µl de 

SdAmy purificada durante 30 min. en hielo, en presencia o ausencia de 3 mg de 

almidón (starch from potato, Sigma-aldrich). Luego mediante centrifugación (30 s. a 

5000 rpm a 4°C) se separó sobrenadante y pellet. El almidón por ser insoluble se 

deposita en el fondo del tubo arrastrando la proteína unida. El pellet fue 

resuspendido en buffer Tris-HCl 20 mM pH 7,5. Las muestra fueron analizadas 

mediante SDS-PAGE y con el  programa bioinformático Gel-Pro Analyzer Version 

3.0 (Media Cybernetics, Inc. Bethesda, MD, USA). De esta manera, fue posible 

estudiar la intensidad de cada banda proteica y estimar el porcentaje de proteína 

que se une al polisacárido. 

 

3.8.5- Ensayos de actividad enzimática 

 

3.8.5.1- Ensayo de actividad enzimática mediante kit comercial 

La actividad enzimática se determinó utilizando un kit comercial (Amilokit, Wiener 

Lab). Cómo control positivo se midió la actividad de una enzima α-amilasa comercial 

Roche de páncreas de cerdo. 

Las muestras de proteína se incubaron 7,5 min. a 37ºC en presencia del reactivo A 

que consiste en una solución de almidón 500 mg/l tamponada con buffer fosfato 0.1 

M  a pH 7, NaCl 0,15 M. produciéndose la hidrólisis enzimática. 

La reacción se detiene por el agregado del reactivo B (solución 0,01 eq/l de iodo en 

ácido clorhídrico 0,02 M); que simultáneamente colorea el almidón remanente, no 

hidrolizado.  

La disminución del color respecto al sustrato coloreado (sin proteína) es proporcional 

a la actividad α-amilasa y se determina mediante medidas de absorbancia a 640nm. 

La actividad en unidades amilolíticas por decilitro (UA/dl) se calcula como se muestra 

en la ecuación 1.  

 

  

                                                                                      (1) 
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En los ensayos para la determinación del pH óptimo de la enzima, se preparó el 

reactivo A utilizando almidón (starch from potato, Sigma-Aldrich) 500 mg/l, buffer 

NaH2PO4 / Na2HPO4 0,1 M a diferentes pH, y NaCl 0,15 M. 

 

3.8.5.2- Ensayo de actividad en placa 

El ensayo de actividad en placa es una alternativa de observar la presencia o 

ausencia de actividad amilolítica por medio de la aparición de halos/círculos 

(dependiendo el ensayo) transparentes sobre la placa, debido a la degradación del 

almidón. 

Se prepararon placas conteniendo AcNa 50 mM pH 5,5, almidón 0,5% (P/V) y agar 

1,2% (P/V). Se añadieron distintas cantidades de proteína (o distintas 

concentraciones de cultivos E.coli BL21 RIL pET32a/pET32a_SdAmy inducidos) y 

luego las placas fueron incubadas durante 1 h. a 37ºC. 

El revelado se llevó a cabo mediante el agregado de una solución de lugol, el cual 

colorea el almidón remanente permitiendo la observación de halos/círculos 

trasparentes relacionados con la actividad enzimática. Como control positivo se 

utilizó una enzima α-amilasa comercial Roche de páncreas de cerdo. 

 

3.8.5.3- Efecto del pH y temperatura sobre la actividad α-amilasa 

Se estudió el efecto del pH y la temperatura sobre la actividad enzimática, 

permitiendo determinar el pH y la temperatura óptima a la que SdAmy presenta 

mayor actividad.  

Las medidas de actividad enzimática fueron determinadas mediante kit comercial. 

 

Perfil de pH 

Se incubó la proteína a 37ºC durante 7,5 min. en presencia del reactivo A, preparado 

previamente a diferentes pH: 3; 4; 5; 6; y 7. La reacción se detuvo por el agregado 

del reactivo B, cómo se especificó en el ítem de ensayo de determinación de 

actividad enzimática mediante kit comercial. Posteriormente se midió absorbancia a 

640nm y se determinó la actividad enzimática para cada pH. 
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Perfil de Temperatura 

Se incubó la proteína a diferentes temperaturas (rango 0-70ºC) durante 7,5 min. en 

presencia del reactivo A, preparado previamente a pH 5 (pH óptimo). La reacción se 

detiene por el agregado del reactivo B, cómo se especificó en el ítem del ensayo de 

determinación de actividad enzimática mediante kit comercial. Posteriormente se 

midió absorbancia a 640nm y se determinó la actividad enzimática para cada 

temperatura. 

 

3.8.5.4- Cinética enzimática y determinación de parámetros cinéticos 

Se llevó a cabo el estudio de la cinética de la enzima α-amilasa recombinante 

SdAmy y de una α-amilasa comercial Roche con el fin de poder determinar y 

comparar sus parámetros cinéticos. Se realizaron mediciones de actividad a 

diferentes concentraciones de almidón (g/l). 

Para el ensayo se prepararon distintas soluciones de reactivo A con las siguientes  

concentraciones de almidón: 0; 0.05; 0.1; 0.2; 0.25; 0.5; 0.8; 1 y 2 g/l.  

Posteriormente se realizaron mediciones de actividad y mediante el programa 

informático GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc) se graficó la actividad vs 

concentración de almidón. A partir de las gráfica obtenidas se observó que ambas 

enzimas ajustan al modelo de Michaelis-Menten a partir del cual fue posible 

determinar los parámetros cinéticos de la reacción: Vmax y Km.  

 

3.8.6- Estudio del efecto de la temperatura sobre la estabilidad y actividad α-

amilasa 

 

3.8.6.1- Inactivación térmica.  

Con el fin de evaluar el efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la proteína 

recombinante SdAmy y la α-amilasa comercial Roche, se llevaron a  cabo dos tipos 

de ensayos de inactivación térmica:  

1) Las proteínas se incubaron durante 10 minutos a distintas temperaturas 

(rango 0-75ºC) y luego se llevaron a cabo mediciones de actividad 

enzimática a 37ºC mediante kit comercial Amilokit utilizando el reactivo 

A a pH 5. 
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2) Las proteínas se incubaron a diferentes temperaturas: 48; 50; 55; 60 y 

65ºC durante 0, 1, 2, 5, y 10  minutos, y luego se llevaron a cabo 

mediciones de actividad enzimática a 37ºC mediante kit comercial 

Amilokit utilizando el reactivo A a pH 5. 

 

3.8.6.2- Efecto de los compuestos acarbosa, calcio y maltosa sobre la 

actividad y la estabilidad térmica a 50°C de SdAmy y α-amilasa comercial 

Roche. 

Se estudió el efecto de acarbosa, calcio y maltosa sobre la actividad enzimática y la 

estabilidad térmica a 50°C de SdAmy y de la α-amilasa comercial de Roche.  

  

 

 

 

 

Efecto de los compuestos sobre la actividad enzimática 

Mediante kit comercial y utilizando reactivo A a pH 5 se llevaron a cabo mediciones 

de actividad a 37ºC de ambas proteínas en presencia y ausencia de los distintos 

compuestos.  

Efecto de los compuestos sobre la estabilidad térmica a 50ºC 

Las proteínas fueron incubadas en presencia y ausencia de los distintos compuestos 

a 50ºC durante 0, 1, 2, 5, 10 y 15 minutos, y luego se llevaron a cabo mediciones de 

actividad enzimática a 37ºC mediante kit comercial y utilizando reactivo A a pH 5.  

 

3.9- Métodos Bioinformáticos 

 

3.9.1- Análisis de dominios conservados 

La búsqueda dominios conservados se realizó mediante NCBI (National Center for 

Biotechnology; www.ncbi.nlm.nih.gov).  Se identificaron los tres dominios presentes 

en la α-amilasa de S. degradans (Dominio catalítico, DC; dominio C conservado, 

Aamy_C; dominio de unión a carbohidratos perteneciente a la familia 20, CBM20), 

mediante la similitud con dominios de proteínas ya establecidos en otros 

    

  Concentración final (mM) 

CaCl2 1,0 y 5,0 

Acarbosa 0,1 y 1,0 

Maltosa 0,1 y 1,0 

    

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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organismos. Además a partir de estos fue posible identificar los sitios activos, sitios 

catalíticos, sitios de unión a calcio y sitios de unión a almidón junto con los residuos 

aminoacídicos involucrados para cada uno.  

 

3.9.2- Alineamiento de secuencias y análisis filogenético 

Se analizó la similitud de secuencia de la α-amilasa de S. degradans con secuencias 

de proteínas de diferentes organismos mediante Clustal Omega 

(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), y las alineaciones de secuencias se 

visualizaron usando Bio Edit [25].   

El análisis filogenético molecular se llevó a cabo utilizando el método de máxima 

verosimilitud basado en el modelo JTT [26] y la construcción del árbol filogenético se 

realizó utilizando MEGA5 [27]. El porcentaje de taxones asociados se calculó a partir 

de 500 construcciones de árboles filogenéticos como se describió anteriormente 

[28]. El análisis involucró 100 secuencias de aminoácidos.  

  

3.9.3- Modelado Molecular 

El modelado molecular por homología de la α-amilasa de S. degradans se llevó a 

cabo mediante los siguientes programas bioinformáticos: 

✓ Tito (www.atome.cbs.cnrs.fr/AT23/index.html) 

@TOME (automatic Threading Optimization Modeling and Evaluation), es una web 

basada en análisis comparativos, dedicada al modelado de estructuras de proteínas 

y al acoplamiento de pequeños ligandos. Permite la construcción de modelos 3D, el 

reconocimiento de pliegues, la selección de los templados, la edición de las 

alineaciones estructurales, y además realizar comparaciones de las estructuras.  

Este programa puede usarse para modelar una molécula específica o también 

usarse para estudios de proteínas como familia de proteínas o genomas [29]. 

✓ I-Tasser (www.zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) 

I-Tasser (Iterative Threading Assembly Refinement) proporciona predicciones 

precisas estructurales y funcionales utilizando algoritmos de última generación. 

Primero identifica los templados estructurales en el PDB (Protein data Bank) 

mediante múltiples enfoques de aproximación LOMETS. Las funciones predichas 

http://www.atome.cbs.cnrs.fr/AT23/index.html
http://www.zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
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sobre el target derivan de modelos 3D a través de la base de datos de proteínas 

BioLiP [30-32].  

 

La validación de los modelos moleculares obtenidos se realizó mediante el programa 

Verify 3D [33]; http://services.mbi.ucla.edu/Verify_3D/. Este servidor evalúa las 

estructuras de proteínas usando perfiles tridimensionales. Analiza la compatibilidad 

de un modelo atómico (3D) con su propia secuencia de aminoácidos (1D). A cada 

residuo se le asigna una clase estructural en función de su ubicación y entorno (alfa, 

beta, bucle, polar, apolar, etc.). Luego, se utiliza una base de datos generada a partir 

de estructuras buenas para obtener un puntaje para cada uno de los 20 aminoácidos 

en esta clase estructural. El eje vertical en la gráfica representa el score promedio 

del perfil 3D-1D para cada residuo. Los puntajes varían de -1 (mala puntuación) a +1 

(buena puntuación). 

 

La alineación de estructuras proteicas 3D fue realizada mediante el servidor web 

SuperPose Version 1.0 [34], http://wishart.biology.ualberta.ca/SuperPose/. 

SuperPose es un servidor de superposición de proteínas. A partir de una 

superposición de dos o más estructuras, genera alineaciones de secuencia, 

alineaciones de estructura, coordenadas de PDB, estadísticas de RMSD, gráficos de 

distancia e imágenes interactivas de las estructuras superpuestas.  

 

http://services.mbi.ucla.edu/Verify_3D/
http://wishart.biology.ualberta.ca/SuperPose/
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4- Resultados y discusión 

 

4.1- Estudios bioinformáticos sobre la estructura de la SdAmy 

 

4.1.1- Dominios conservados 

La búsqueda de dominios conservados mediante el programa BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, National Center for Biotechnology 

Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), permitió identificar tres dominios 

presentes en la α-amilasa de S. degradans (Dominio catalítico, DC, en la región N-

terminal de Sdamy; dominio C conservado, Aamy_C, en la región central de la 

proteína y módulo de unión a carbohidratos perteneciente a la familia 20, CBM20, en 

el extremo C-terminal), mediante la comparación con la secuencia aminoacídica y 

los dominios informados de otras amilasas conocidas (figura 6). 

 

 

  

 

 

En la figura 7 se muestra un esquema representativo de la ubicación de los tres 

dominios identificados en la α-amilasa de S. degradans junto con el número de 

acceso en el NCBI y otros datos específicos de la misma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Esquema de la estructura de la 

proteína α-amilasa de S. degradans. Los 

números en la parte superior indican la 

posición de los aminoácidos que 

determinan el comienzo y finalización de 

cada una de las regiones descriptas. La 

tabla inferior muestra el número de acceso 

y otros datos específicos de la proteína.  

Figura 6. Esquema de la estructura de la proteína SdAmy, mostrando los dominios DC, Aamy_C y 

CBM20. La búsqueda se realizó utilizando el programa BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

Sitios específicos  

Superfamilia 

SdAmy 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Este análisis además brindó algunas características acerca de la proteína y la 

localización de los respectivos dominios proteicos, indicando la ubicación del sitio 

activo, sitio de unión a calcio y los dos sitios propuestos de unión a almidón, junto 

con los diferentes residuos aminoacídicos involucrados en cada uno. A continuación 

se detallan las características obtenidas mediante la búsqueda por NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, National Center for Biotechnology 

Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/): 

 

Características de la proteína  

De acuerdo a la base de datos CAZY (Carbohydrate-Active enzymes database, 

http://www.cazy.org/), las α-amilasas se encuentran en diferentes familias de 

glucósidos hidrolasas (GH), como la GH13, GH57, GH119 y GH126 [35].  Dentro de 

las diferentes familias podemos encontrar α-amilasas de diferentes organismos 

como bacterias, hongos, mamíferos, insectos, moluscos y nematodos. En general, 

las α-amilasas presentan 3 dominios: A, B, C. A es un (α/β)-8-barril; B es un bucle 

entre las cadenas 3-β y la hélice 3-α de A; C es la extensión C-terminal 

caracterizada por una Greek key (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, National 

Center for Biotechnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

 

Características de los dominios 

 

• Dominio catalítico (DC) 

Este dominio se encuentra en todas las α-amilasas bacterianas y eucarióticas. 

Cataliza la hidrólisis de enlaces α-(1,4) glucosídicos de glucógeno, almidón, 

polisacáridos relacionados y algunos oligosacáridos.  

Dentro del DC se encuentra el sitio activo además del sitio de unión a calcio (figura 

6). 

Hay una hendidura encontrada en el sitio activo donde se encuentran tres de los 

residuos involucrados en la catálisis, un residuo de  aspartato (D), un glutamato (E) y 

otro aspartato (D). Esta triada DED está altamente conservada en la familia de las α-

amilasas (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, National Center for Biotechnology 

Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.cazy.org/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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A partir del análisis bioinformático realizado, se pudo inferir que los residuos 

aminoacídicos más importantes que le otorgan la funcionalidad a cada uno de los 

sitios presentes en el DC son los siguientes: 

Sitio activo: W68-W69-Y72-Q73-V108-H111-L149-V150-G151-L152-E210-I212-

E217-H274-D275-D280. 

Sitio catalítico: D184-E210-D275. 

Sitio de unión a calcio: N110-D154. 

En la figura 8 se muestran los alineamientos obtenidos del DC junto con los residuos 

aminoacídicos conservados en las secuencias alineadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D E 

D 

Figura 8. Alineamiento de secuencias 

proteicas correspondientes al DC. En 

amarillo se indican los residuos 

aminoacídicos conservados de las 

secuencias alineadas; y con círculo y 

flecha negra los residuos D184, E210, 

D275 involucrados en la catálisis. Query 

es la secuencia correspondiente al DC 

de la α-amilasa de S. degradans. 

Acceso Proteína Organismo

1G94_A alfa-amilasa Pseudoalteromonas haloplanctis

1VIW_A alfa-amilasa Tenebrio molitor

gi 163849057 alfa-amilasa Chloroflexus aurantiacus

gi 71051390 alfa-amilasa Xenopus laevis

gi 41387224 alfa-amilasa Corbicula fluminea

gi 332019620 alfa-amilasa Acromyrmex echinatior

gi 291232836 alfa-amilasa Saccoglossus kowalevskii

gi 115893446 alfa-amilasa Strongylocentrotus purpuratus

gi 83646851 Glicosidasa Hahella chejuensis
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• Módulo de unión a carbohidratos (CBM20) 

El módulo de unión a carbohidratos de la familia 20 (CBM20), también conocido 

como dominio de unión al almidón, se encuentra en un gran número de enzimas que 

degradan el almidón incluyendo α-amilasas, glucoamilasas y CGTasas (ciclodextrina 

glucanotransferasas).  

El CBM20 se pliega como una estructura de barril-β antiparalela con dos sitios de 

unión al almidón. Estos dos sitios difieren entre si, el sitio de unión 1, es pequeño, 

actúa como sitio inicial de reconocimiento de almidón y presenta cambios 

estructurales mínimos tras la unión del mismo.  

El sitio de unión 2  es más grande que sitio de unión 1 y está involucrado en el 

reconocimiento específico de las regiones apropiadas del almidón. Tras la unión del 

ligando sufre cambios estructurales significativos. Una porción del sitio 2 comprende 

un bucle flexible que permite al dominio de unión unirse en una gran variedad de 

orientaciones a las hebras del almidón (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, 

National Center for Biotechnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

Los residuos aminoacídicos encontrados en cada uno de los sitios y que 

participarían en la unión al polisacárido son: 

Sitio de unión a almidón 1: W496-K527-W542-Q543-N547. 

Sitio de unión a almidón 2: T478-Y479-W480-G481-Q482-S483-A506-P510-W512. 

 

En la figura 9 se muestran los alineamientos de las secuencias aminoacídicas del 

CBM20 de SdAmy con los residuos aminoacídicos de otros CBM20. 

 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Acceso Proteína Organismo

gi 151013 alfa-amilasa P. stutzeri

gi 90022580 alfa-amilasa Saccharophagus degradans

gi 149375630 alfa-amilasa Marinobacter agricola

gi 115376651 alfa-amilasa Stigmatella aurantiaca

gi 83646851 Glicosidasa Hahella chejuensis

gi 126659022 alfa-amilasa Cyanothece sp. CCY0110

gi 90019963 alfa-amilasa Saccharophagus degradans

gi 116048 alfa-amilasa ---

gi 153217603 ciclomaltodextrina glucotransferasa Vibrio cholerae

 

 

 

• Dominio C conservado (Aamy_C) 

Este dominio hasta el momento no ha sido identificado. Mediante el análisis 

comparativo de diferentes dominios conservados se observó que el dominio 

Aamy_C de SdAmy tiene una alta similitud con el dominio C-terminal de la amilasa 

maltogénica, una enzima que hidroliza material de almidón. Las amilasas 

maltogénicas son centrales para el metabolismo de los carbohidratos 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, National Center for Biotechnology 

Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

 

A modo de resumen en la figura 10, se muestra la secuencia proteica completa de 

SdAmy indicando sus dominios DC; Aamy_C; CBM20 y sus residuos más 

importantes que participan en la catálisis, en la unión a calcio y unión a almidón. Y 

en la tablas I y II  se detallan los residuos aminoacídicos relevantes del CBM20 y 

DC. 

 

 

Figura 9. Alineamientos de secuencias proteicas correspondientes al CBM20. En amarillo se indican los residuos 

conservados de las secuencias alineadas. Query es la secuencia correspondiente al CBM20 de la α-amilasa de S. 

degradans. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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MRKLTQLFIFAAALFSICSHAQPRTAFVHLFEWQWNDIASECENVLGPKGYAAVQVSPPQKS

VSSSQWWSRYQPVSYAIEGRSGNRNEFASMVSRCKNAGVDIYVDAVINHMAAGGRYYPEV

PYYAEHFHTCYGQIDYGNRWQVQNCDLVGLNDLATEQDYVRTKIANYLNDLTNLGVAGFRF

DAAKHIPVGDIAAIKAKLIGNPYIFQEVIGAPGEPIQPSEYTYLADVTEFNFTKSVSHFFKGRGP

IKELKNIGTWGGWVASADAVTFVANHDNQRQDTNNTITHKDGDNRNTMAHVFMLGWPYGY

PKVMSSYEWYDHDQGPPAHGASSCNSGWLCEHRTPAIANMVAFRNFTADEFRVTNYWDN

GNNQIAWGRGGKGFVVINMEGNNLTRTFQTGMPAGRYCDIISGNYNASNKSCSGNIIDVDNN

GNAVITAYYRNGAAIHVGAIVEDCDGTDCCTNCPTEKVETTFSCSNGSTYWGQSVYVIGNQE

ELGNWNPAHAVKLDASAYPTWTGTIELTQNTDVEWKCLKRDEQTPSNGVVWQGGANNQF

NTGTTNAYPTGSF-563 

 

Residuo Nombre Posición Sitio 

W68 Triptófano 68 Sitio activo

W69 Triptófano 69 Sitio activo

Y72 Tirosina 72 Sitio activo

Q73 Glutamina 73 Sitio activo

V108 Valina 108 Sitio activo

H111 Histidina 111 Sitio activo

L149 Leucina 149 Sitio activo

V150 Valina 150 Sitio activo

G151 Glicina 151 Sitio activo

L152 Leucina 152 Sitio activo

E210 Glutamato 210 Sitio activo - Sitio catalítico

I212 Isoleucina 212 Sitio activo

E217 Glutamato 217 Sitio activo

H274 Histidina 274 Sitio activo

D275 Aspartato 275 Sitio activo - Sitio catalítico

D280 Aspartato 280 Sitio activo

D184 Aspartato 184 Sitio catalítico

N110 Asparagina 110 Sitio de unión a calcio

D154 Aspartato 154 Sitio de unión a calcio

Dominio DC

Residuo Nombre Posición Sitio 

W496 Triptófano 496 Sitio de unión a almidón 1

K527 Lisina 527 Sitio de unión a almidón 1

W542 Triptófano 542 Sitio de unión a almidón 1

Q543 Glutamina 543 Sitio de unión a almidón 1

N547 Asparagina 547 Sitio de unión a almidón 1

T478 Treonina 478 Sitio de unión a almidón 2

Y479 Tirosina 479 Sitio de unión a almidón 2

W480 Triptófano 480 Sitio de unión a almidón 2

G481 Glicina 481 Sitio de unión a almidón 2

Q482 Glutamina 482 Sitio de unión a almidón 2

S483 Serina 483 Sitio de unión a almidón 2

A506 Alanina 506 Sitio de unión a almidón 2

P510 Prolina 510 Sitio de unión a almidón 2

W512 Triptófano 512 Sitio de unión a almidón 2

Dominio CBM20

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Secuencia aminoacídica de la α-amilasa de S. degradans. En color fucsia se indica el dominio 

catalítico DC, en celeste el dominio Aamy_C y en verde el CBM20. Los aminoácidos resaltados en amarillo 

corresponden a los residuos  relevantes en cada uno de los dominios.   

Tabla I. Residuos aminoacídicos del DC 

involucrados en la catálisis y en la unión a calcio en 

la proteína α-amilasa de S. degradans. 

Tabla II. Residuos aminoacídicos del dominio CBM20 

involucrados en la unión a almidón en la proteína α-

amilasa de S. degradans. 
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4.1.2- Alineamiento de secuencias y análisis filogenético 

En primer lugar se analizó la similitud de secuencia proteica de la α-amilasa de S. 

degradans con secuencias de proteínas de diferentes organismos mediante Clustal 

Omega (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), los resultados obtenidos se muestran 

en la figura 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posteriormente se llevó a cabo el análisis filogenético molecular utilizando el método 

de máxima verosimilitud basado en el modelo JTT [26] y la construcción del árbol 

filogenético se realizó utilizando MEGA5 [27]. El análisis involucró 100 secuencias 

de aminoácidos. 

En la figura 12 se muestra el árbol filogenético obtenido, y en la tabla III se detallan 

las proteínas y los organismos con sus correspondientes números de acceso, para 

que puedan ser identificados en el árbol. 

Figura 11. Alineamiento de las secuencias de proteínas de la familia de α-amilasa de S. degradans 

obtenido por PSI-Blast  realizado con Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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Figura 12. Árbol filogenético. El análisis filogenético molecular se llevó a cabo utilizando el 

método de máxima verosimilitud basado en el modelo JTT [26]  y la construcción del árbol 

filogenético se realizó utilizando MEGA5 [27]. El porcentaje de taxones asociados se calculó a 

partir de 500 construcciones de árboles filogenéticos como se describió anteriormente [28]. El 

análisis involucró 100 secuencias de aminoácidos. 

El número de acceso recuadrado corresponde a la proteína α-amilasa de S. degradans. 
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Número de acceso Proteína Organismo Número de aminóacidos % Identidad

WP_011469411.1 ATPasa Saccharophagus degradans 563 100%

WP_053982064.1 ATPasa Marinagarivorans algicola 572 67%

WP_054113963.1 ATPasa Marinagarivorans algicola 572 67%

WP_073271443.1 ATPasa Microbulbifer donghaiensis 577 66%

WP_091386945.1 ATPasa Microbulbifer marinus 574 66%

WP_077405009.1 ATPasa Microbulbifer agarilyticus 582 64%

WP_086932079.1 ATPasa Cellvibrionaceae bacterium 017 580 65%

ARU28159.1 proteína hipotética CBR65_12395 Cellvibrio sp. PSBB006 661 63%

WP_087469060.1 proteína hipotética Cellvibrio sp. PSBB006 645 64%

WP_049632281.1 proteína hipotética Cellvibrio sp. pealriver 667 70%

WP_084618535.1 proteína hipotética Cellvibrio sp. OA-2007 669 64%

SMF26375.1 alfa-amilasa Pseudobacteriovorax antillogorgiicola 570 54%

WP_077337111.1 alfa-amilasa Vibrio ruber 679 54%

WP_082671392.1 alfa-amilasa Vibrio sp. MEBiC08052 679 54%

WP_039434437.1 alfa-amilasa Vibrio navarrensis 762 54%

WP_073585787.1 alfa-amilasa Vibrio quintilis 686 51%

WP_078926371.1 alfa-amilasa Vibrio cincinnatiensis 765 53%

WP_052729867.1 alfa-amilasa Photobacterium halotolerans 654 59%

WP_021706303.1 alfa-amilasa Vibrio proteolyticus 653 60%

WP_027252426.1 alfa-amilasa Photobacterium halotolerans 654 56%

WP_004393967.1 alfa-amilasa Vibrio metschnikovii 765 53%

WP_039428119.1 alfa-amilasa Vibrio navarrensis 762 53%

AAA86835.1 alfa-amilasa Pseudomonas sp. KFCC10818 563 53%

WP_088134919.1 alfa-amilasa Vibrio gazogenes 678 53%

WP_051642299.1 alfa-amilasa Photobacterium galatheae 654 58%

WP_061056731.1 alfa-amilasa Vibrio fluvialis 766 53%

WP_093273395.1 alfa-amilasa Vibrio xiamenensis 765 57%

WP_072955289.1 alfa-amilasa Vibrio gazogenes 677 55%

WP_021021072.1 alfa-amilasa Vibrio gazogenes 678 53%

WP_074371298.1 alfa-amilasa Vibrio spartinae 677 54%

WP_052412660.1 alfa-amilasa Vibrio maritimus 770 59%

WP_051680211.1 alfa-amilasa Vibrio rhizosphaerae 679 59%

WP_041599715.1 proteína hipotética Hahella chejuensis 565 49%

ABC30861.1 Glicosidasa Hahella chejuensis KCTC 2396 579 51%

WP_020431818.1 1, 4-alpha-D-glucan glucanohydrolase Vibrio fluvialis 768 60%

WP_073605475.1 alfa-amilasa Vibrio aerogenes 688 53%

ABX06697.1 alfa-amilasa Herpetosiphon aurantiacus DSM 785 596 51%

WP_086962389.1 Multiespecies: alfa-amilasa Vibrio 688 56%

WP_054534614.1 ATPasa Herpetosiphon geysericola 602 50%

WP_071899170.1 alfa-amilasa Cystobacter ferrugineus 562 49%

WP_082780518.1 alfa-amilasa Marinobacter excellens 578 50%

EPX63502.1 alfa-amilasa Cystobacter fuscus DSM 2262 584 48%

WP_053979702.1 proteína hipotética Marinagarivorans algicola 553 54%

WP_043429094.1 alfa-amilasa Cystobacter fuscus 562 49%

WP_004580369.1 alfa-amilasa Marinobacter nanhaiticus 575 51%

WP_012138116.1 alfa-amilasa Marinobacter lipolyticus 572 49%

WP_012827622.1 alfa-amilasa Haliangium ochraceum 612 51%

AHI30859.1 alfa-amilasa Marinobacter salarius 570 51%

SFL87248.1 alfa-amilasa Marinobacter sp. DSM 26291 571 51%
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WP_036212084.1 alfa-amilasa Marinobacter sp. MCTG268 553 52%

ARM82292.1 alfa-amilasa Marinobacter salarius 571 52%

WP_091643283.1 alfa-amilasa Marinobacter sp. DSM 26291 551 51%

WP_087148996.1 alfa-amilasa Marinobacter salarius 551 52%

OLF82487.1 alfa-amilasa Marinobacter sp. C18 571 52%

WP_083637264.1 alfa-amilasa Marinobacter sp. C18 553 52%

WP_016401957.1 alfa-amilasa Agarivorans albus 774 56%

WP_041336443.1 alfa-amilasa Marinobacter salarius 553 51%

WP_066790414.1 ATPasa Chloroflexus islandicus 597 50%

WP_012259365.1 Multiespecies: alfa-amilasa Chloroflexus 597 51%

OJS98743.1 alfa-amilasa Marinobacter hydrocarbonoclasticus 578 49%

WP_091989228.1 alfa-amilasa Marinobacter gudaonensis 571 51%

WP_007152978.1 ATPasa Marinobacter algicola 571 52%

WP_083557583.1 alfa-amilasa Marinobacter hydrocarbonoclasticus 560 50%

WP_050659272.1 alfa-amilasa Gallaecimonas pentaromativorans 579 49%

WP_069182822.1 alfa-amilasa Marinobacter adhaerens 560 50%

WP_058090930.1 alfa-amilasa Marinobacter sp. LQ44 578 50%

WP_054962222.1 alfa-amilasa Vibrio bivalvicida 659 52%

WP_049844928.1 alfa-amilasa Vibrio sp. VPAP30 659 52%

KLN65208.1 alfa-amilasa Vibrio sp. VPAP30 664 52%

WP_043011788.1 alfa-amilasa Vibrio coralliilyticus 659 51%

WP_019276734.1 alfa-amilasa Vibrio coralliilyticus 659 51%

WP_064487103.1 alfa-amilasa Vibrio coralliilyticus 659 51%

WP_026972143.1 alfa-amilasa Aliagarivorans marinus 775 57%

WP_040122504.1 alfa-amilasa Vibrio coralliilyticus 659 50%

WP_006958654.1 alfa-amilasa Vibrio coralliilyticus 659 51%

WP_010628166.1 ATPasa Halomonas sp. KM-1 587 47%

WP_026958671.1 alfa-amilasa Aliagarivorans taiwanensis 784 57%

WP_055733109.1 alfa-amilasa Agarivorans gilvus 779 49%

WP_082995303.1 alfa-amilasa Halomonas elongata 573 47%

SMF03029.1 alfa-amilasa Pseudobacteriovorax antillogorgiicola 458 56%

WP_054493972.1 ATPasa Ardenticatena maritima 594 49%

WP_045975181.1 alfa-amilasa Vibrio neptunius 661 49%

WP_020517299.1 proteína hipotética Actinoplanes globisporus 588 47%

OZB11440.1 alfa-amilasa Marinobacter sp. 34-60-7 538 48%

WP_023362520.1 alfa-amilasa Actinoplanes friuliensis 594 47%

WP_019506173.1 proteína hipotética Pleurocapsa sp. PCC 7319 499 52%

WP_067510446.1 alfa-amilasa Actinoplanes sp. TFC3 602 46%

WP_073936805.1 Glicosidasa Streptomyces sp. CB02400 574 47%

WP_007389228.1 Glicosidasa Streptomyces coelicoflavus 574 45%

WP_093545380.1 Glicosidasa Streptomyces sp. di50b 573 46%

KPC76647.1 Glicosidasa Streptomyces sp. NRRL WC-3753 574 45%

WP_053662514.1 Glicosidasa Streptomyces sp. NRRL F-7442 574 46%

WP_030404254.1 Multiespecies: glicosidasa Streptomyces 574 46%

WP_031084768.1 Multiespecies: glicosidasa Streptomyces 574 46%

EWS82343.1 glicosidasa Brachybacterium phenoliresistens 583 45%

WP_062196167.1 ATPasa Caldimonas taiwanensis 626 44%

WP_073252925.1 proteína hipotética Cryptosporangium aurantiacum 597 43%

WP_082537989.1 Glicosidasa Angustibacter sp. Root456 564 46%

WP_038371138.1 Glicosidasa Brachybacterium phenoliresistens 594 45%

WP_015622585.1 alfa-amilasa Actinoplanes sp. N902-109 611 44%

 

Tabla III. Nombres de organismos y proteínas correspondientes a los diferentes números de accesos mostrados en el 

árbol filogenético. 
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En la siguiente figura se muestran las 10 proteínas más cercanas en el árbol, a la α-

amilasa S. degradans.  

 

 

 

 

 

 

 

 

El alineamiento de secuencias proteicas mostrado anteriormente permitió comparar 

la secuencia proteica de la α-amilasa de S. degradans con secuencias de proteínas 

de diferentes organismos y construir un árbol filogenético para analizar las 

relaciones evolutivas entre las mismas. 

En el árbol filogenético se encontraron 10 proteínas cercanas a la α-amilasa de S. 

degradans, todas pertenecientes a bacterias marinas, algunas habitantes en algas y 

otras encontradas en sedimentos marinos. 

 

4.1.3- Modelado molecular de la estructura 3D de la SdAmy 

El modelado molecular por homología de la α-amilasa de S. degradans se llevó a 

cabo por dos programas bioinformáticos: Tito, @TOME (automatic Threading 

Optimization Modeling and Evaluation, www.atome.cbs.cnrs.fr/AT23/index.html) y I-

Tasser; (Iterative Threading Assembly Refinement; 

www.zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). Este último además brindó 

información acerca de la interacción de posibles ligandos a la proteína. 

 

 

 

 

Figura 13. Porción del árbol filogenético correspondiente a las diez proteínas más cercanas a la α-

amilasa de S. degradans. 

http://www.atome.cbs.cnrs.fr/AT23/index.html
http://www.zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
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A continuación se muestran los resultados obtenidos del análisis: 

 

• Modelos moleculares propuestos por @TOME: 

 

Para el modelado de la α-amilasa de S. degradans se utilizó como templado la 

proteína 1OSE una α-amilasa pancreática de cerdo. A continuación se muestra el 

modelo obtenido y la superposición de ambas estructuras proteicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El modelo obtenido fue validado mediante el programa Verify 3D [33], 

http://services.mbi.ucla.edu/Verify_3D/. Éste mostró un 94.07% de los valores de 

score positivos, y el 80% de estos superiores a 0,2 (score entre 0.08-0.75). De 

acuerdo con estos resultados se observó que el modelo molecular obtenido de 

SdAmy fue bueno ya que su score fue superior a 0. 

El modelo obtenido de la α-amilasa de S. degradans  mostró una estructura global 

similar a la de Ia α-amilasa pancreática 1OSE con estructuras secundarias α-hélice y 

de lámina-β conservadas. La superposición de las estructuras 3D de ambas 

proteínas realizada mediante el servidor web SuperPose Version 1.0 [34], 

http://wishart.biology.ualberta.ca/SuperPose/ mostró un alto grado de similitud. La 

superposición de las estructuras 3D de  se realizó usando el modelo 3D de SdAmy 

Figura 14. Modelado molecular por homología de la α-amilasa de S. degradans realizado mediante el programa 

bioinformático @TOME (www.atome.cbs.cnrs.fr/AT23/index.html). La proteína utilizada como templado para el 

modelado fue 1OSE, una α-amilasa pancreática de cerdo. La nomenclatura de la enzima 1OSE se obtuvo del Protein Data 

Bank (https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) 

α-amilasa de S. degradans α-amilasa pancreática 1OSE Superposición 

http://services.mbi.ucla.edu/Verify_3D/
http://wishart.biology.ualberta.ca/SuperPose/
http://www.atome.cbs.cnrs.fr/AT23/index.html
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obtenido utilizando los residuos aminoacídicos 24-432, mientras que para la α-

amilasa pancreática 1OSE los residuos aminoacídicos que se utilizaron fueron 1- 

496. 

También se llevó a cabo el modelado molecular de los tres dominios presenten en la 

proteína, DC,  Aamy_C y CBM20 por separado. 

El modelado del DC se obtuvo utilizando como templado la proteína 1JD7, una α-

amilasa mutante K300R de Pseudoalteromonas haloplanktis (Figura 15), mientras 

que para el modelado del Aamy_C se utilizó como templado la proteína 1L0P, una α-

amilasa de Pseudoalteromonas haloplanktis (Figura 16). Finalmente, para el 

modelado del dominio CBM20 se utilizó como templado la proteína 1KCL, una 

ciclodextrina glicosiltransferasa de Bacillus ciruclans (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Modelado molecular del dominio DC de la proteína α-amilasa de S. 

degradans realizado mediante el programa bioinformático @TOME 

(www.atome.cbs.cnrs.fr/AT23/index.html). La proteína utilizada como templado 

fue 1JD7, una α-amilasa mutante K300R de Pseudoalteromonas haloplanktis.   

α- amilasa S. degradans: DC 1JD7 

http://www.atome.cbs.cnrs.fr/AT23/index.html
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Los tres modelos moleculares presentados anteriormente también fueron analizados 

mediante el programa Verify 3D [33];  http://services.mbi.ucla.edu/Verify_3D/. El 

modelo del DC mostró el 96.66% de los valores de score positivos, y el 80% de los 

mismos fueron superiores a 0,2 (score entre 0.08-0.71).  

α- amilasa S. degradans: Aamy_C 1L0P 

Figura 16. Modelado molecular del dominio Aamy_C de la proteína α-amilasa 

de S. degradans realizado mediante el programa bioinformático @TOME 

(www.atome.cbs.cnrs.fr/AT23/index.html). La proteína utilizada como templado 

fue 1L0P, una α-amilasa de Pseudoalteromonas haloplanktis.   

Figura 17. Modelado molecular del CBM20 de la proteína α-amilasa de S. 

degradans realizado mediante el programa bioinformático @TOME 

(www.atome.cbs.cnrs.fr/AT23/index.html). La proteína utilizada como templado 

para el modelado fue 1KCL, una ciclodextrina glicosiltransferasa de Bacillus 

ciruclans.   

1KCL α- amilasa S. degradans: CBM20  

http://services.mbi.ucla.edu/Verify_3D/
http://www.atome.cbs.cnrs.fr/AT23/index.html
http://www.atome.cbs.cnrs.fr/AT23/index.html
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Ligandos Residuos del sitio de unión al ligando

Calcio N110; Q145; D154; H188

Glucosa W68; Y72; H111; L149; L152; R182; D184; E210; H274; D275

Acarbosa W68; Y72; H111; Y138; R182; D184; A185; K187; H188; E210; I212; A214; P215; E217; H274; D275 

Maltotriosa W68; Y72; Q73; H111; A114; V150; L152; R182; D184; E210; H274; D275

Maltosa N2; Y3; W4; D5; R32; T33; W30; K61; W76; N81 

Los modelos del CBM20 y Aamy_C mostraron el 100% de los valores de score 

positivos, y el 80% de los mismos fueron superiores a 0,2; con un score entre  0.29-

0.6 para el modelo del CBM20 y un score entre 0.32-0.57 para el modelo Aamy_C. 

De acuerdo con estos resultados, observamos que todos los modelos obtenidos 

fueron buenos ya que presentaron scores superiores a 0.  

 

• Sitios de unión a ligandos 

El programa I-Tasser permite proponer posibles sitios de unión a ligandos 

específicos. En la siguiente tabla se muestran algunos ligandos de las α-

amilasas y los residuos posiblemente involucrados en la unión a los mismos 

en SdAmy (Tabla IV).  

 

 

El calcio, la glucosa, acarbosa, maltotriosa, y maltosa, fueron los posibles ligandos 

propuestos por el programa.  

Este tipo de proteínas presentan sitios de unión a calcio debido a que la mayoría de 

las α-amilasas son Ca2+-dependientes [36]. La acarbosa es un inhibidor de las 

glucósidos hidrolasas [37], mientras que la glucosa, maltotriosa y maltosa, son 

productos de la reacción catalizada por dicha enzima.    

Posteriormente, en este trabajo se mostrarán los resultados obtenidos sobre el 

efecto del calcio, acarbosa y maltosa sobre la proteína α-amilasa recombinante 

SdAmy.  

 

En la figura 18 se muestran los modelos moleculares obtenidos por I-Tasser junto 

con  ligandos unidos a diferentes regiones de la estructura obtenida de SdAmy. 

 

 

 

Tabla IV. Ligandos y residuos aminoacídicos en SdAmy posiblemente involucrados en la unión a los mismos. 
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α-amilasa S. degradans 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dominios de α-amilasa S. degradans 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Glucosa Acarbosa Maltotriosa Calcio 

AamyC- Maltosa CBM- Maltosa CBM- Glucosa 

Figura 18. Modelados moleculares de la α-amilasa de S. degradans y de sus dominios CBM20 y Aamy_C; en verde se 

indican los ligandos (glucosa, acarbosa, maltosa, y calcio) unidos en diferentes regiones de la estructura.  Estos 

resultados se obtuvieron mediante el programa bioinformático I-Tasser (www.zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-

TASSER/)  

http://www.zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://www.zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
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A modo de resumen, los análisis bioinformáticos presentados anteriormente 

permitieron identificar los tres dominios presentes en la proteína α-amilasa de S. 

degradans junto con los residuos aminoacídicos relevantes de cada una de las 

regiones  y sus posibles funciones. Además a través de la construcción del árbol 

filogenético fue posible seleccionar las diez proteínas más cercanas evolutivamente 

a la proteína en estudio, todas ellas provenientes de bacterias marinas relacionadas 

con S. degradans. 

Finalmente mediante los programas bioinformáticos de modelado por homología, 

hemos podido obtener un modelo molecular de la estructura 3D de la proteína 

completa y de sus dominios por separado. Además fue posible determinar los 

posibles sitios de unión de diferentes ligandos comunes para α-amilasas. Dichos 

ligandos podrían unirse a regiones específicas, como por ejemplo la maltosa o 

glucosa al dominio Aamy_C. A pesar que se desconoce la funcionalidad de este 

dominio, mediante la información obtenida  por I-Tasser, se observó que podría estar 

relacionado con la unión de estos ligandos (maltosa o glucosa), sugiriendo que dicho 

dominio podría tratarse de un posible CBM. Sin embargo, los resultados 

bioinformáticos mostrados en este trabajo son preliminares, ya que a partir de esto 

se deberá continuar con el estudio de cada uno de los dominios y llevar a cabo la 

caracterización bioquímica de los mismos.  
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4.2- Caracterización bioquímica y cinética de la proteína SdAmy 

 

4.2.1- Elución del vector y transformación de células competentes E. coli XL1-

Blue 

En primer lugar se llevó a cabo la elución del vector pET32a_SdAmy (sintetizado por 

la compañía Genscript, USA) con buffer TE y la transformación de células 

competentes E. coli XL1-Blue con dicho vector, obteniendo en placas de Petri con 

medio LB suplementado con ampicilina y tetraciclina, colonias positivas de 

transformación resistentes a ambos antibióticos (datos no mostrados). 

 

4.2.2- Obtención del vector pET32a_SdAmy a escala pequeña a partir de las 

células E. coli XL1-Blue transformadas 

A partir de las células E. coli XL1-Blue transformadas se llevó a cabo el aislamiento 

del ADN plasmídico mediante el uso del kit comercial “GenElute™ Plasmid Miniprep 

Kit” (Sigma‐Aldrich)/lisis alcalina. Luego se realizó una electroforesis en gel de 

agarosa al 0,8% (P/V) para resolver las muestras de ADN plasmídico 

correspondiente al vector pET32a_SdAmy (7640 pb) (figura 19-A). Posteriormente 

se evaluó la presencia del gen SdAmy mediante ensayo de PCR (figura 19-B). La 

obtención de una banda de ADN de alrededor de 7000 pb en el gel que se muestra 

en la figura 19-A y la amplificación de un fragmento de ADN de alrededor de 1800 

pb. en la figura 19-B  sugiere que efectivamente el plásmido aislado de la cepa de E. 

coli es el pET32a que contiene el gen de SdAmy (pET32a_SdAmy). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

B- 

Figura 19. A- Electroforesis en gel de agarosa 0,8% (P/V) de muestras de ADN plasmídico (vectores pET32a_SdAmy; 7640 

pb). Calle 1: MM, marcador de tamaño molecular GeneRulerTM DNA Ladder Mix (Productos Bio-Logicos). Calle2: --. Calle 3: 

pET32a_SdAmy#1. Calle 4: --. Calle 5: pET32a_SdAmy #2. B- Electroforesis en gel de agarosa 0,8% (P/V) de productos de 

PCR SdAmy (1740 pb) de pET32a_SdAmy. Calle 1: MM,  marcador de tamaño molecular (λ EcoRI/HindIII-Productos Bio-

Logicos). Calle 2: ---. Calle 3: blanco de PCR (sin vector pET32a_SdAmy). Calle 4: control positivo, pET32a_SdAmy. Calle 5: ---

Calle 6: mp pET32a_SdAmy #1. Calle 7: ---. Calle 8: mp pET32a_SdAmy #2. 

A- 
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4.2.3- Análisis de la inducción del gen SdAmy en las cepas de expresión E. coli 

BL21 pLysS y E. coli BL21-RIL 

 

4.2.3.1- Transformación de ambas cepas de expresión con el vector 

pET32a_ SdAmy 

Con el fin de expresar la proteína SdAmy, se transformaron células E. coli 

BL21 pLysS y E. coli BL21 RIL con el plásmido pET32a_SdAmy, obteniendo 

en placas de Petri con medio LB suplementado con ampicilina y cloranfenicol, 

colonias positivas de transformación resistentes a los dos antibióticos. 

4.2.3.2- Inducción de la expresión de la enzima α-amilasa con IPTG 

 A partir de una colonia positiva (transformada con pET32a_SdAmy) se inoculó  un 

medio LB suplementado con ampicilina, que fue crecido toda la noche a 37 °C con 

agitación. A partir del pre-inóculo anterior se inocularon medios LB suplementados 

con el antibiótico ampicilina que se incubaron a 37ºC durante 3 h. en agitación (hasta 

una D.O.600nm=0.4-0.6). La inducción se llevó a cabo mediante el agregado de IPTG 

0,5 mM (concentración final) y los cultivos se incubaron a 18ºC en agitación a 180 

rpm. Luego se tomaron muestras de 1 ml a diferentes tiempos (0- 2- 4- 9 h.), se 

centrifugaron y las células precipitadas fueron resuspendidas y preparadas para su 

análisis mediante SDS-PAGE (figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Análisis de inducción del gen SdAmy en las cepas de expresión E. coli BL21 RIL y BL21 pLysS mediante 

electroforesis en gel de poliacrilamida 12% (P/V) (SDS-PAGE) teñido con azul de Coomassie. Calle 1: Extracto celular 

E. coli BL21 RIL sin inducir, t=0 h. Calle 2: Extracto celular E. coli BL21 RIL t=2 h. post-inducción.  Calle 3: Extracto celular 

E. coli BL21 RIL t=4 h. post-inducción. Calle 4: Extracto celular E. coli BL21 RIL t=9 h. post-inducción. Calle 5: MM, 

marcador de masa molecular (PageRulerTM Prestained Protein Ladder). Calle 6: Extracto celular E. coli BL21 pLysS sin 

inducir, t=0 h. Calle 7: Extracto celular E. coli BL21 pLysS, t=2 h. post-inducción  Calle 8: Extracto celular E. coli BL21 

pLysS  t=4 h. post-inducción. Calle 9: Extracto celular E. coli BL21 pLysS  t=9 h. post-inducción. 
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A partir de los resultados obtenidos del SDS-PAGE, se observó que la cepa de E. 

coli BL21 RIL presentó una mayor eficiencia de inducción de SdAmy respecto a la 

cepa BL21 pLysS, por lo que se la seleccionó para ser utilizada como cepa de 

expresión en el presente trabajo. 

Además en este ensayo se observó que 2 h. de inducción son suficientes para 

obtener una considerable expresión de SdAmy. 

 

Con el fin de verificar si efectivamente las células de E. coli BL21 RIL contenían el 

gen SdAmy, se realizó un estudio de PCR de colonias. Para esto, se tomó una 

muestra de la colonia positiva de E. coli BL21 RIL pET32a_SdAmy y se la inoculó en 

la mezcla de reacción de PCR tal como se detalló en la Sección 3. Los productos de 

PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa 0,8% (P/V) (figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

A partir de estos datos se determinó que al menos una de las colonias obtenidas en 

la transformación con el plásmido pET32_SdAmy contenía el gen de la α-amilasa de 

S. degradans.  

Posteriormente, se realizó un ensayo de actividad α-amilasa en placa a partir de 

distintas diluciones de células de E. coli BL21 RIL transformadas con el vector 

pET32a_SdAmy  y pET32a (control negativo). La expresión de SdAmy en cada cepa 

se indujo por 2 h., en presencia de 0,5 mM IPTG. 

 

 

 

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa 0,8% 

(P/V) de productos de PCR SdAmy (1740 pb). 

Calle 1: MM, marcador de tamaño molecular (λ 

EcoRI/HindIII-Productos Bio-Logicos). Calle2: ---. 

Calle 3: Blanco de PCR (sin vector/colony). Calle 

4:---. Calle 5: control positivo, vector 

pET32a_SdAmy. Calle 6: ---. Calle 7: colony. 
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La figura 22 muestra la placa de Petri revelada con solución de lugol, luego de ser 

incubada durante 1 h. a 37ºC. En la misma se observó la presencia de halos 

transparentes correspondientes a la degradación del almidón. 

Los resultados indican que las células E. coli BL21 RIL que contienen el vector 

pET32a_SdAmy presentaron actividad α-amilasa, obteniéndose una mayor actividad 

en las muestras con una dilución menor (mayor cantidad de células), mientras que 

para las células BL21 RIL pET32a no se visualizó la presencia de un halo 

transparente. Estos resultados están de acuerdo con la expresión observada de la 

proteína SdAmy en las células de E. coli BL21 RIL. 

 

4.2.4-  Expresión y purificación de SdAmy 

A partir de la colonia positiva evaluada anteriormente por Colony PCR, se  llevó a 

cabo la inducción proteica mediante el agregado de IPTG 0.5 mM de concentración 

final y los cultivos se incubaron a 18ºC  durante 2 h. en agitación. Luego se tomaron 

muestras de 1 ml a 0 y 2 h. post-inducción, se centrifugaron y las células 

precipitadas fueron resuspendidas y preparadas para su análisis mediante SDS-

PAGE.  

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Análisis de la inducción de SdAmy en 

gel de poliacrilamida 12% (P/V) (SDS-PAGE) 

teñido con azul de Coomassie. Calle 1: MM, 

marcador de masa molecular. Calle 2: extracto 

celular E. coli BL21 RIL sin inducir. Calle 3: extracto 

celular E. coli BL21 RIL a las 2 h. de inducción.  Con 

rojo se indica la banda proteica correspondiente a la 

proteína SdAmy de aproximadamente 64 kDa. 

Figura 22. Ensayo de actividad en placa de diferentes 

concentraciones de células E.coli BL21 RIL conteniendo 

el vector pET32a_SdAmy o el vector vacío pET32a. La 

placa contenía 0,5% (P/V) de almidón. Las células fueron  

previamente inducidas por 2 h. con IPTG. 



Resultados y discusión 

47 

 

La figura 23 muestra el análisis por SDS-PAGE de la inducción de SdAmy en el gel 

de poliacrilamida 12% (P/V) teñido con azul de Coomassie. Los resultados indican la 

presencia de una banda proteica de masa molecular similar a la esperada para la 

proteína SdAmy (alrededor de 64 kDa). 

Posteriormente, se procedió a la purificación proteica, que se realizó mediante 

cromatografía de afinidad en columna comercial de sefarosa-Ni. La purificación se 

analizó mediante SDS-PAGE utilizando geles de poliacrilamida 12% (P/V).  

En las figuras 24 y 25 se muestran los resultados del SDS-PAGE, en los que se 

observa el contenido proteico de cada una de las fracciones recuperadas durante la 

purificación.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Análisis de las fracciones de la purificación de SdAmy en gel de poliacrilamida 12% (P/V) (SDS-PAGE) 

teñido con azul de Coomassie. La proteína se purificó utilizando una columna de afinidad a Níquel.  

Calle 1: Extracto celular de E. coli BL21 RIL SdAmy t=0 h. sin sonicar. Calle 2: Extracto celular de E. coli BL21 RIL SdAmy  

t=2 h. de inducción, sin sonicar. Calle 3: Extracto celular de E. coli BL21 RIL SdAmy t=2 h.de inducción, post-sonicado. 

Calle  4: Extracto proteico del sobrenadante (SN) de E. coli BL21 RIL SdAmy t=2 h. de inducción, post-sonicado. Calle 5: 

MM, marcador de masa molecular. Calle 6: Fracción SN no retenida.  Calle 7: Lavado 1. Calle 8-15 Diferentes fracciones 

obtenidas del lavado de la columna con buffer Tris-HCl 50 mM pH 7,4; NaCl 0,5 mM; imidazol 20 mM. 

Figura 25. Análisis de las fracciones de la purificación de SdAmy en gel de poliacrilamida 12% (P/V) (SDS-PAGE) 

teñido con azul de Coomassie. La proteína se purificó utilizando una columna de afinidad a Níquel.  

Calle 1: MM, marcador de masa molecular. Calle 2-11: Diferentes fracciones de elución utilizando buffer Tris-HCl 50 mM 

pH 7,4, NaCl 0,5 M, imidazol 500 mM. 
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La figura 26-A muestra la fracción que presentó la proteína SdAmy pura; la misma 

fue analizada mediante ensayo de western blot utilizando como anticuerpo primario 

a-His tag comercial y un anticuerpo secundario a-IgG de conejo (fusionado a 

fosfatasa alcalina), figura 26-B. Los resultados indican la presencia de una banda 

proteica de alrededor de 64 kDa que revela con el anticuerpo a-His, sugiriendo que 

la proteína purificada es la SdAmy. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Luego de la purificación, se cuantificó la cantidad de proteína de la fracción 

purificada por el método de Bradford. Para esto, se realizó previamente una curva de 

calibración utilizando BSA como standard (concentraciones de 0, 1, 2, 4, 6, 8 y 10 

µg/µl de BSA), ver figura 27. A partir de estos resultados, se determinó que la 

concentración de SdAmy purificada fue de 0,017 μg/μl.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Curva de calibración de BSA obtenida mediante 

mediciones de absorbancia a 595nm. 

Figura 26.  A- Análisis de la purificación de SdAmy 

en gel de poliacrilamida 12% (P/V) (SDS-PAGE) 

teñido con azul de Coomassie. Calle 1, MM, 

marcador de masa molecular. Calle 2, fracción de 

SdAmy purificada. B- Ensayo de western blot para la 

identificación de la proteína SdAmy (anticuerpo 

primario a-His, anticuerpo secundario a-IgG de 

conejo). Calle 1, MM, marcador de masa molecular 

(PageRulerTM Prestained Protein Ladder). Calle 2, 

fracción SdAmy purificada. 

B- A- 
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4.2.5- Ensayos de actividad 

              4.2.5.1- Efecto del pH y temperatura sobre la actividad α-amilasa 

Se estudió el efecto del pH y temperatura sobre la actividad enzimática, con el fin de 

poder determinar el pH y la temperatura óptima a la que SdAmy presenta mayor 

actividad.  

 

Perfil de pH y temperatura: 

 

 

Los resultados mostrados en la figura 28 sugirieron que: 

✓ El pH óptimo al que la α-amilasa recombinante presenta mayor 

actividad es pH 5, mostrando una actividad de alrededor de 95% en el rango 

de pH 4 – 6.   

✓ La temperatura óptima a la cual la α-amilasa recombinante presenta 

mayor actividad es 40ºC, sin embargo presenta elevada actividad (> 95%) en 

un amplio rango de temperatura entre 37- 42ºC.  

 

A partir de estos resultados, los ensayos de actividad posteriores se llevaron 

a cabo a pH 5  y a 37ºC.  

Entre las numerosas α-amilasas caracterizadas a la fecha existen algunas 

pocas cuyo pH óptimo es menor a 5, como las provenientes de organismos 

acidófilos como Alicyclobacillus acidocaldarius, Sulfolobus acidocaldarius y 

Fusidium sp. [38-40]. Sin embargo, la alta actividad en un amplio rango de pH 

Figura 28.  A- Efecto del pH sobre la actividad de SdAmy. B- Efecto de la temperatura sobre la actividad SdAmy. 

 

A- B- 
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que presenta la SdAmy, con un pH óptimo cercano a 5, es similar al de 

muchas α-amilasas conocidas como por ejemplo las de Aspergillus niger, 

Bacillus licheniformis [41]. 

 

4.2.5.2- Determinación de la actividad amilolítica de SdAmy y de una α-

amilasa comercial 

 

Con el fin de comparar la actividad amilolítica de las enzimas: α-amilasa 

recombinante SdAmy y α-amilasa comercial Roche, se llevaron a cabo mediciones 

puntuales de actividad mediante kit comercial (Amilokit, Wiener Lab). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados de actividad determinados se muestran en la figura 29 y en la tabla V. 

Se observó que la α-amilasa comercial presenta una actividad específica alrededor 

de 30 veces mayor que la SdAmy.  

 

 

 

Muestra Actividad (UA/µg proteína) Actividad (%) 

α- amilasa Roche 6,89 ± 0,71 100,0 

SdAmy  0,23 ± 0,03 3,3  

Tabla V. Valores de actividad SdAmy y α-amilasa comercial Roche.  

Figura 29. Actividad amilolítica (%) de la α-amilasa comercial Roche 

y la α-amilasa recombinante SdAmy, determinada por Amilokit. 



Resultados y discusión 

51 

 

4.2.5.3- Determinación de actividad α-amilasa en placa 

También se llevó a cabo la comparación de la actividad amilolítica de ambas α-

amilasas mediante ensayos de actividad en placa.  

Se añadieron distintas cantidades de las muestras proteicas a la placa contendiendo 

almidón y luego fueron incubadas durante 1 h. a 37ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

En la figura 30 se muestra la placa revelada con solución de lugol, luego de la 

incubación de la misma; observándose la presencia de círculos transparentes cuya 

transparencia está relacionada con la actividad enzimática. 

Al igual que en el ensayo de determinación de actividad mediante kit comercial, se 

observó una mayor actividad (mayor transparencia) de la α-amilasa comercial Roche 

frente a SdAmy. 

 

 

4.2.5.4- Cinética enzimática y determinación de parámetros cinéticos 

Posteriormente, se llevó a cabo el estudio de la cinética de la enzima α-amilasa 

recombinante SdAmy y de la α-amilasa comercial Roche con el fin de poder 

determinar y comparar sus parámetros cinéticos. Se realizaron mediciones de 

actividad en presencia de  diferentes concentraciones de almidón (g/l) (figura 31). 

 

 

 

 

 

Figura 30. Ensayo de actividad en 

placa de muestras proteicas puras de 

SdAmy y de la α-amilasa comercial 

Roche. La placa contenía 0,5 (P/V) de 

almidón y fue incubada 1 h. a 37ºC. 
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SdAmy Roche

Vmax (UA.µg proteína-1.min-1) 0,04 ± 0,01 1,11 ± 0,02

Km (g.l-1) 0,34 ± 0,09 0,09 ± 0,01

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como muestra la figura 31-A y 31-B, las curvas de saturación para almidón de 

ambas enzimas se ajustan al modelo de Michaelis-Menten. A partir de las gráficas 

obtenidas, fue posible determinar los parámetros cinéticos de la reacción: velocidad 

máxima (Vmax) y constante de Michaelis (Km) (figura 31-C). 

Mediante la comparación de los parámetros cinéticos obtenidos se observó que la α-

amilasa comercial presenta una actividad aproximadamente 28 veces mayor que la 

observada para SdAmy; mientras que el valor de Km fue alrededor de 4 veces mayor 

para la enzima SdAmy 

Los valores de Km encontrados para ambas enzimas están dentro del rango 

observado para otras α-amilasas conocidas, donde el rango de Km para almidón se 

encuentra entre 0,057 – 167,6 g.l-1 (www.brenda-enzymes.org). 

 

4.2.6- Estudio del efecto de la temperatura sobre la estabilidad α-amilasa 

 

4.2.6.1- Inactivación térmica 

Con el fin de estudiar el efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la SdAmy  

recombinante y la α-amilasa comercial Roche, se realizaron dos ensayos: 

Figura 31. Gráfico de Michaelis-Menten que muestra cinética de saturación de sustrato para la reacción 

enzimática catalizada por SdAmy (A) y por la α-amilasa comercial Roche (B). C- Tabla de valores 

correspondientes a los parámetros cinéticos Vmax y Km para almidón de ambas α-amilasas. 

A- B- 

C- 
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1) Las proteínas se incubaron durante 10 minutos a distintas temperaturas, y luego 

se llevaron a cabo mediciones de actividad enzimática a 37ºC (figura 32). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

2) Las proteínas se incubaron a diferentes temperaturas durante un tiempo 

variable, y luego se realizaron mediciones de actividad enzimática a 37ºC (figura 

33). 

 

 

 

En estos ensayos de estabilidad térmica se analizó el efecto de la temperatura sobre 

la estabilidad de la proteína. A mayor temperatura la proteína pierde su integridad 

biológica, su estabilidad y por lo tanto se produce una disminución en su actividad 

enzimática.  

 

Posterioremente, se llevó a cabo la comparación de estabilidad térmica de ambas 

enzimas a 50ºC y 60ºC (figura 34). 

Figura 32.  Efecto de la temperatura sobre la 

estabilidad de SdAmy y de la α-amilasa 

comercial Roche. 

A- 

Figura 33. Efecto de la temperatura sobre la estabilidad térmica de SdAmy (A) y de la α-amilasa comercial Roche (B).   

B- 
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En la  tablas  VI y VII se muestran los valores de las eficiencias catalíticas para 

ambas enzimas al ser incubadas diferentes tiempos a 50ºC y 60ºC. 

  

 

 

 

 

 

 

 

A partir de los resultados obtenidos mostrados en las figuras 32, 33, 34 y en las 

tablas VI y VII, se observó que a pesar de que la α-amilasa comercial presenta una 

elevada actividad específica respecto a la SdAmy, ésta última es más estable 

térmicamente.La estabilidad térmica de SdAmy no se debe a ninguna característica 

específica, sino que es consecuencia de una gran variedad de factores estructurales 

y de composición que contribuyen a la estabilidad total de la proteína [42].   

  Eficiencia catalítica *  

Tiempo (min.) SdAmy 50ºC Roche 50ºC 

0 0,17 ± 0,02 10,18 ± 1,02 

2 0,17 ± 0,02 8,89 ± 0,89 

5 0,17 ± 0,02 1,96 ± 0,20 

10 0,17 ± 0,02 0,42 ± 0,04 

15 0,16 ± 0,02 0,00 

20 0,16 ± 0,02 0,00 

25 0,13 ± 0,01 0,00 

30 0,13 ± 0,01 0,00 

45 0,07 ± 0,01 0,00 

60 0,04 ± 0,01 0,00 

  Eficiencia catalítica * 

Tiempo (min.) SdAmy 60ºC Roche 60ºC 

0 0,15 ± 0,02 10,18 ± 1,02 

2 0,11 ± 0,01 0,00 

5 0,07 ± 0,01 0,00 

10 0,03 ± 0,01 0,00 

Figura 34. Estabilidad térmica de SdAmy y de la α-amilasa comercial Roche a 50 ºC (A) y 60ºC (B) 

B- A- 

Tabla VII. Eficiencias catalíticas de SdAmy y α-amilasa 

comercial al ser incubadas 60ºC a diferentes tiempos.  

*Unidades de eficiencia catalítica: UA. µg proteína-1. min-1. 

g almidón-1.l 

 

Tabla VI. Eficiencias catalíticas de SdAmy y α-amilasa 

comercial al ser incubadas 50ºC a diferentes tiempos.  

*Unidades de eficiencia catalítica: UA. µg proteína-1. min-1. 

g almidón-1.l 
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Se cree que las proteínas termófilas son menos flexibles que las proteínas 

mesófilas. La flexibilidad molecular es esencial tanto para la unión de sustratos como 

para la catálisis. Las proteínas termoestables requieren de alta temperatura para 

promover el movimiento y la flexibilidad necesaria para llevar a cabo la actividad 

catalítica, es decir, que la adaptación de la proteína a las temperaturas extremas 

parece ser el resultado de un equilibrio entre el aumento de la rigidez responsable 

de la estabilidad térmica y la flexibilidad necesaria para ejercer su función 

fisiológica [43].  

Las relaciones entre rigidez y flexibilidad están dadas por factores intrínsecos, 

directamente asociados a la estructura de la molécula. Y los factores extrínsecos, 

que ayudan a estabilizar las proteínas en un determinado medio como solutos, 

ligandos, chaperonas moleculares, sales, coenzimas, activadores y el propio 

sustrato. 

Algunos de los factores intrínsecos que caracterizan a la termoestabilidad son:  

- Alto contenido de aminoácidos hidrófobos y residuos aromáticos que 

favorecen el "efecto hidrofóbico", es decir la agregación de las cadenas 

apolares de los aminoácidos en el interior de una proteína favoreciendo el 

aumento de la entropía de plegado de la molécula.  

- Altos contenido de prolina, otorga rigidez. 

- Alto contenido de cisteínas, que favorecen la formación de puentes disulfuro 

reduciendo la entropía del estado desplegado. 

- Interacciones electrostáticas, puentes salinos, enlaces de hidrógeno, etc [43]. 

 

La buena estabilidad térmica de SdAmy  es un dato de  gran importancia ya que la 

termoestabilidad es una característica deseada de la mayoría de las enzimas 

industriales [14].   

Cómo se mencionó en la Sección 1; las α-amilasas son enzimas de gran importancia 

para las industrias y, como las temperaturas de trabajo generalmente son elevadas, 

como por ejemplo en el proceso de obtención de bioetanol, es de interés la 

identificación de nuevas enzimas que puedan ser utilizadas en en esas condiciones 

[14]. La utilización de estas enzimas termoestables permiten reducir los costos en 

las etapas de enfriamiento y la viscosidad, mejorar solubilidad de los sustratos, 

disminuir el riego de contaminación microbiana, etc [14] . 
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Por lo tanto esta característica encontrada en SdAmy hace que sea candidata 

interesante para aplicaciones biotecnológicas.  

 

Determinación de la entalpía de la inactivación 

La constante de velocidad de inactivación térmica (k) fue estimada a partir de las 

pendientes de las curvas mostradas en la figura 33.  

Posteriormente se graficó ln(k/T) vs 1/T (figura 35), y a partir de las pendientes 

obtenidas y aplicando la ecuación 1, (donde T; es la temperatura absoluta en K, R es 

la constante de los gases, 1,987207 cal.mol-1.K-1; ΔSi la entropía de inactivación y A 

la relación entre las constantes de Boltzmann y Plank), se determinó que SdAmy 

presenta una entalpía de inactivación (ΔHi) de 37.892 kcal.mol-1 y la α-amilasa 

comercial Roche una entalpía de inactivación (ΔHi) de 55.944 kcal.mol-1  . 

 

(1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El cambio de entalpia ΔH, es una medida de la cantidad de enlaces rotos durante el 

proceso de inactivación térmica [44] . 

Los valores positivos de ΔHi obtenidos de ambas proteínas indican que el proceso 

de inactivación térmica es endotérmico, es decir en el que se consume energía. 

A partir de la  valores de ΔHi obtenidos para ambas enzimas, se observó que la 

cantidad de enegía consumida por la α-amilasa comercial es superior a la 

consumida por SdAmy, sugiriendo que la α-amilasa comercial sería más sensible a 

Figura 35. Estimación de la entalpía de inactivación (ΔHi) de la enzima SdAmy (A) y de la α-amilasa comercial Roche (B). 

A- B- 
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la temperatura cómo se observó en los ensayos de inactivación térmica presentados 

anteriormente punto 4.2.6.   

 

Inestabilidad de la α-amilasa comercial a 0ºC 

Durante los ensayos de estabilidad térmica, se observó que la α-amilasa comercial 

de Roche era inestable a 0ºC. Se comparó la actividad enzimática y eficiencia 

catalítica de la misma incubándola 1 h. en hielo. Los resultados obtenidos se 

muestran en la tabla VIII y en la figura 36. Estudios preliminares indicarían que esta 

inhibición no revierte con el tiempo, lo que podría deberse a una agregación de la 

proteína. Se describió para muchas proteínas que las temperaturas de 0°C o por 

debajo de este valor pueden inducir el mecanismo de agregación mediada por frío, 

incluso en ausencia de stress por congelamiento [45]. Los resultados obtenidos por 

Rosa et al (2017) sugieren la posibilidad de que el estrés por frío sea una alternativa 

útil al estrés por calor para extrapolar las predicciones de la vida útil de una proteína 

en condiciones de refrigeración.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Muestra Actividad (%) Eficiencia catalítica *  

Roche 100,0 10,35 ± 1,04 

Roche 1h 0ºC 50,1 5,19 ± 0,52 

Tabla VIII.  Valores de actividad (%) y de eficiencia catalítica de la α-amilasa 

comercial Roche luego de la incubación a 0°C durante 1 h. 

*Unidades de eficiencia catalítica: UA. µg proteína-1.min-1.g almidón-1.l 

 

 

Figura 36.  Actividad (%) de α-amilasa 

comercial Roche luego de la incubación 

a 0°C durante 1 h. 
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4.2.6.2-  Estudio del efecto de los compuestos acarbosa, calcio y 

maltosa sobre la actividad y estabilidad térmica de SdAmy y α-

amilasa comercial Roche 

 

La acarbosa es un oligosacárido que se obtiene de Actinoplanes utahensis y suele 

utilizarse como medicamento para tratar la diabetes tipo 2. La acarbosa es un 

inhibidor de α-glucosidasas como de α-amilasas [46]. Estudios preliminares indican 

que este inhibidor se une directamente en el sitio activo o en el sitio de unión a 

carbohidratos de la enzima retrasando la digestión y la absorción de carbohidratos 

en el intestino delgado, reduciendo así el aumento de las concentraciones de 

glucosa en sangre [46-48]. 

 

Con el fin de evaluar el efecto de este oligosacárido sobre la estabilidad térmica de 

las enzimas en estudio, se incubaron las proteínas SdAmy y la amilasa de Roche a 

50ºC en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de acarbosa (figura 37). 

 

 

 

 

 

 

En la  tablas IX y X se muestran los valores de las eficiencias catalíticas para ambas 

enzimas al ser incubadas diferentes tiempos a 50ºC en presencia y ausencia de 

acarbosa. 

 

 

Figura 37. Efecto de la acarbosa sobre la estabilidad térmica a 50ºC de la enzima α-amilasa recombinante SdAmy (A) y de la 

α-amilasa comercial Roche (B).    

 

A- B- 



Resultados y discusión 

59 

 

Eficiencia catalítica  SdAmy 50ºC * 

Tiempo (min.) SdAmy SdAmy + Acarbosa 0,1mM SdAmy + Acarbosa 1mM 

0 0,17 ± 0,02  0,06 ± 0,01 0,02 ± 0,01 

5 0,14 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,00 

10 0,11 ± 0,01 0,03 ± 0,01 0,00 

15 0,08 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,00 

 

 

 

 

Eficiencia catalítica α-amilasa Roche 50ºC * 

Tiempo (min.) Roche Roche + Acarbosa 0,1mM Roche + Acarbosa 1mM 

0 9,96 ± 1,00 9,67 ± 0,97 3,59 ± 0,34 

5 1,92 ± 0,19 1,09 ± 0,11 0,32 ± 0,03 

10 0,41 ± 0,04 1,03 ± 0,10 0,37 ± 0,04 

 

 

 

 

 

Los resultados anteriores (ver figura 37,  tablas IX y X) muestran el efecto inhibitorio 

que causa la acarbosa sobre las α-amilasas ya que en presencia de este compuesto 

se observó disminución de su actividad catalítica a tiempo = 0 h., en paralelo con un 

descenso de la  estabilidad térmica a 50ºC.  

 

Por otra parte, se decidió estudiar el efecto del ion Ca2+ sobre la estabilidad térmica 

de la enzima SdAmy y compararla con el efecto sobre la amilasa de Roche. 

El calcio es un cofactor esencial para las α-amilasas ya que gran parte de estas 

enzimas son Ca2+-dependientes [36, 49]. El rol del calcio en la activación y 

estabilización de las α-amilasas ha sido ampliamente estudiado. El mecanismo de 

estabilización propuesto implica la interacción de los cationes con residuos 

aminoacídicos cargados negativamente, manteniendo la estructura tridimensional de 

la proteína [49]. 

Resultados preliminares muestran que los dos sitios de unión a calcio, cercanos a la 

región del sitio activo son elementos estructurales comunes de todas las α-amilasas 

[50].  

Tabla IX.  Valores de eficiencias catalíticas de SdAmy incubada a 50ºC a diferentes tiempos en 

ausencia y presencia de acarbosa. 

*Unidades de eficiencia catalítica: UA. µg proteína-1.min-1.g almidón-1.l 

 

Tabla X.  Valores de eficiencias catalíticas de la enzima α-amilasa comercial Roche incubada a 

50ºC a diferentes tiempos en ausencia y presencia de acarbosa. 

*Unidades de eficiencia catalítica: UA. µg proteína-1.min-1.g almidón-1.l 
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Para evaluar el efecto de este catión sobre la estabilidad térmica de las enzimas en 

estudio, se incubaron las proteínas SdAmy y la amilasa de Roche a 50ºC en 

ausencia y presencia de diferentes concentraciones de CaCl2 (figura 38). 

 

 

 

 

 

En la  tablas XI y XII se muestran los valores de eficiencias catalíticas para ambas 

enzimas al ser incubadas diferentes tiempos a 50ºC en presencia y ausencia de 

calcio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eficiencia catalítica α-amilasa Roche 50ºC * 

Tiempo (min.) Roche  Roche + CaCl2 1mM Roche + CaCl2 5mM 

0 10,04 ± 1,00 10,04 ± 1,00 9,69 ± 0,97 

5 1,95 ± 0,20 9,79 ± 0,98 9,12 ± 0,91 

15 0,00 9,83 ± 0,98 9,12 ± 0,91 

30 0,00 9,44 ± 0,94 8,96 ± 0,90 

60 0,00 9,37 ± 0,94 9,05 ± 0,91 

 

 

Eficiencia catalítica SdAmy 50°C * 

Tiempo (min.) SdAmy  SdAmy + CaCl2 1mM SdAmy + CaCl2 5mM 

0 0,17 ± 0,02 0,18 ± 0,02 0,18 ± 0,02  

5 0,16 ± 0,02  0,17 ± 0,02 0,18 ± 0,02 

15 0,16 ± 0,02 0,17 ± 0,02 0,17 ± 0,02 

30 0,13 ± 0,01 0,17 ± 0,02 0,17 ± 0,02 

60 0,04 ± 0,01 0,16 ± 0,02 0,15 ± 0,02 

Figura 38. Efecto del calcio sobre la estabilidad térmica a 50ºC de la enzima α-amilasa recombinante SdAmy (A) y de la α-

amilasa comercial de Roche (B) durante 60 minutos.   

 

Tabla XII.  Valores de eficiencias catalíticas de la enzima α-amilasa comercial Roche 

incubada a 50ºC a diferentes tiempos en ausencia y presencia de calcio. 

*Unidades de eficiencia catalítica: UA. µg proteína-1.min-1.g almidón-1.l 

 

Tabla XI.  Valores de eficiencias catalíticas de SdAmy incubada a 50ºC a diferentes tiempos 

en ausencia y presencia de calcio. 

*Unidades de eficiencia catalítica: UA. µg proteína-1.min-1.g almidón-1.l 

 

B- A- 
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Los resultados mostraron que ambas α-amilasas no son Ca2+-dependientes, ya que 

en ausencia del catión presentan actividad. Sin embargo se observó que la 

presencia del ión mejora significativamente la estabilidad térmica de ambas 

proteínas inclusive a los 60 min. de incubación a 50ºC. 

Estos resultados sugirieron que el calcio es un buen estabilizante de la estructura 

proteica, y evita la desnaturalización de la mismas por la temperatura. 

Esta información es de gran importancia ya que se encontró un compuesto 

interesante que podría adicionarse a las mezclas enzimáticas utilizadas en los 

procesos industriales, para evitar la pérdida de actividad enzimática debido a las 

altas temperaturas de trabajo y de esta manera reducir costos.   

 

Por último, se estudió el efecto de la maltosa sobre la estabilidad térmica de ambas 

enzimas. 

Las α-amilasas degradan los enlaces α-1,4 glucosídicos del almidón generando 

como productos dextrinas, maltotriosas, maltosas y glucosas, etc [13].  

El predominio de maltosa como producto final puede explicarse por la participación 

de distintas reacciones de hidrólisis sobre maltotriosa y maltooligosacáridos [51]. 

Resultados preliminares muestran la inhibición ejercida por los productos de 

reacción de maltosa o maltotriosa [46]. 

Con el fin de evaluar el efecto de la maltosa sobre la estabilidad térmica de las 

enzimas en estudio, se incubaron las proteínas SdAmy y la amilasa de Roche a 

50ºC en ausencia y presencia de diferentes concentraciones del disacárido (figura 

39). 

 

 

 

Figura 39. Efecto de la maltosa sobre la estabilidad térmica a 50ºC de la enzima α-amilasa recombinante SdAmy (A) y la α-

amilasa comercial Roche (B).    

A- B- 
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En la  tablas XIII y XIV se muestran los valores de eficiencias catalíticas para ambas 

enzimas al ser incubadas diferentes tiempos a 50ºC en presencia y ausencia de 

maltosa. 

Eficiencia catalítica SdAmy 50ºC * 

Tiempo (min.) SdAmy SdAmy + Maltosa 0,1mM SdAmy + Maltosa 1mM 

0 0,21 ± 0,02 0,16 ± 0,02 0,17 ± 0,02 

5 0,20 ± 0,02 0,18 ± 0,02 0,17 ± 0,02 

10 0,11 ± 0,01 0,14 ± 0,01 0,18 ± 0,02 

15 0,08 ± 0,01 0,14 ± 0,01 0,16 ± 0,02 

  

 

 

 

Eficiencia catalítica α-amilasa Roche 50ºC * 

Tiempo (min.) Roche Roche + Maltosa 0,1mM Roche + Maltosa 1mM 

0 9,96 ± 1,00 9,82 ± 0,98 9,63 ± 0,96 

5 1,92 ± 0,19 2,28 ± 0,23 2,40 ± 0,24 

10 0,41 ± 0,04 0,33 ± 0,03 0,78 ± 0,08 

  

 

 

 

 

Los resultados (ver figura 39; tablas XIII y XIV), sugirieron que el agregado de 

maltosa inhibe la reacción enzimática catalizada por la α-amilasa SdAmy por 

inhibición de producto. Además, se observó que mejora la estabilidad térmica de la 

misma a 50ºC (no significativamente como en el caso del calcio) esto puede deberse 

a que la unión de la maltosa sobre la proteína, genere efecto protector sobre ciertos 

residuos aminoacídicos, haciéndolos menos accesibles a que sean afectados por la 

temperatura, y manteniendo de esta manera la estructura de la proteína.  

En cuanto al efecto de la maltosa sobre la α-amilasa comercial Roche, no se 

observaron cambios significativos respecto a la proteína en ausencia del disacárido. 

 

Luego de estudiar el efecto de los compuestos acarbosa, calcio y maltosa sobre la 

estabilidad de las proteínas SdAmy y la α-amilasa comercial de Roche, se ensayó el 

efecto de los mismos sobre la actividad amilasa. 

Tabla XIII.  Valores de eficiencias catalíticas de la enzima SdAmy incubada a 50ºC a 

diferentes tiempos en ausencia y presencia de maltosa. 

*Unidades de eficiencia catalítica: UA. µg proteína-1.min-1.g almidón-1.l 

 

Tabla XIV.  Valores de eficiencias catalíticas de la enzima α-amilasa comercial Roche incubada 

a 50ºC a diferentes tiempos en ausencia y presencia de maltosa. 

*Unidades de eficiencia catalítica: UA. µg proteína-1.min-1.g almidón-1.l 
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Se llevaron a cabo mediciones de actividad a 37ºC de la SdAmy y la α-amilasa 

comercial Roche en presencia y ausencia de los distintos compuestos (figura 40).  

 

 

 

 

 

  

En la  tabla XV se muestran los valores de eficiencias catalíticas para ambas 

enzimas en presencia y ausencia de los distintos compuestos. 

 

 

 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A partir de los resultados obtenidos mostrados anteriormente (ver figura 40 y  tabla 

XV), se sugiere que el agregado de acarbosa disminuye la actividad de ambas α-

amilasas (en presencia de acarbosa 0.1 mM disminuye aproximadamente un 70% la 

actividad de SdAmy y un 3% la de Roche. En presencia de acarbosa 1 mM 

disminuye un 99% la actividad de SdAmy y 65% la de Roche). El agregado de 

Eficiencias catalíticas * 

Muestra SdAmy Roche 

H2O 0,21 ± 0,02 9,96 ± 1,00 

Acarbosa 0.1 mM 0,06 ± 0,01 9,67 ± 0,97 

Acarbosa 1 mM 0,00 3,59 ± 0,36 

CaCl2 1 mM 0,21 ± 0,02 10,09 ± 1,00 

CaCl2 5 mM 0,22 ± 0,02 9,95 ± 1,00 

Maltosa 0,1 mM 0,16 ± 0,02 9,82 ± 0,98 

Maltosa 1 mM 0,17 ± 0,02 9,63 ± 0,96 

Figura 40.  Efecto de la acarbosa, calcio y maltosa sobre la actividad amilolítica de SdAmy (A) y de la α-amilasa 

comercial Roche (B).  

Tabla XV.  Valores de eficiencias catalíticas de la enzima SdAmy y de la α-amilasa 

comercial Roche en presencia y ausencia de los compuestos acarbosa, calcio y maltosa.  

*Unidades de eficiencia catalítica: UA. µg proteína-1.min-1.g almidón-1.l 

 

A- B- 
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calcio, no produce una mejora significativa en la actividad de ambas enzimas, 

indicando que las dos α-amilasas ensayadas no son Ca2+-dependientes en cuanto a 

su actividad catalítica. Por último, la maltosa produciría una inhibición por producto 

más marcada en la enzima SdAmy, sin embargo la actividad de la α-amilasa 

comercial no pareció verse afectada  por la presencia de este disacárido, al menos a 

las concentraciones ensayadas (hasta 1 mM maltosa). 

 
 
4.2.7- Ensayo de unión de la proteína recombinante SdAmy a almidón 
 
Cómo se mencionó en la Sección 1, SdAmy presenta un módulo de unión a 

carbohidratos perteneciente a la familia 20, CBM20 en el extremo C-terminal de la 

proteína. Los módulos de unión a carbohidratos tienen varias funciones: alinear los 

sustratos con los centros de reacción, alterar la superficie de los sustratos y 

proporcionar soporte para los agregados macromoleculares [52].   

En este ensayo se analizó la capacidad de SdAmy para unir almidón mediante 

ensayo de unión por co-sedimentación. Se incubó la proteína SdAmy en presencia o 

ausencia de almidón durante 30 minutos en hielo, luego mediante centrifugación se 

separó sobrenadante (SN) y pellet (P). El almidón por ser insoluble se deposita en el 

fondo del tubo arrastrando la proteína unida. Las muestras fueron preparadas para 

su análisis mediante SDS-PAGE (figura 41). 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Con el fin de estimar el porcentaje de proteína SdAmy que se une al polisacárido se 

analizó la intensidad de cada banda proteica utilizando el programa bioinformático 

Gel-Pro Analyzer. Considerando que la suma de intensidades del sobrenadante (SN) 

y pellet (P) en presencia y ausencia de almidón corresponden a un 100%, se estimó 

que el 14.87% de SdAmy se une al polisacárido. 

 

Figura 41. Gel de poliacrilamida 12% (P/V) 

(SDS-PAGE) teñido con azul de Coomassie. 

Ensayo de unión de SdAmy a almidón por co-

sedimentación. 

Calle 1, SdAmy. Calle 2, SdAmy sin almidón SN. 

Calle 3, SdAmy sin almidón Pellet. Calle 4,  

SdAmy con almidón SN. Calle 5: SdAmy con 

almidón Pellet. 
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El ensayo de unión a almidón presentado anteriormente permitió corroborar la 

capacidad de SdAmy de unir almidón. Se necesitan más estudios para llevar a cabo 

una caracterización de la estructura, la función y el posible rol regulatorio de la 

región central de la proteína que contiene al dominio Aamy_C y la región C-terminal 

que contiene un CBM20.  

 



 

CONCLUSIONES 
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5- Conclusiones 

 

A partir de los análisis bioinformáticos presentados en este trabajo logramos 

identificar una α-amilasa de la bacteria marina Saccharophagus degradans. Además 

identificamos la presencia de tres dominios presentes en la proteína, un dominio 

catalítico N-terminal (DC), un dominio central de función desconocida, conservado 

en muchas α-amilasas (Aamy_C) y un dominio C-terminal que tiene alta similitud con 

los dominios de unión a carbohidratos de la familia 20 (CBM20), también presentes 

en diferentes amilasas.  

Los análisis bioinformáticos realizados revelaron además la presencia de residuos 

aminoacídicos importantes para cada una de las regiones y sus posibles funciones, 

como por ejemplo, la presencia de la tríada DED, altamente conservada entre α-

amilasas, correspondiente a los residuos aspartato184, glutamato210 y aspartato275 

en SdAmy y posiblemente involucrados en la catálisis. 

La construcción del árbol filogenético permitió identificar las 10 proteínas más 

cercanas evolutivamente a la proteína de estudio, todas provenientes de bacterias 

marinas. 

Mediante la utilización de programas bioinformáticos de modelado por homología 

hemos obtenido diferentes modelos moleculares de la proteína completa y de sus 

tres dominios. El modelo obtenido de la α-amilasa de S. degradans exhibió pliegues 

similares a Ia α-amilasa pancreática 1OSE con estructuras secundarias α-hélice y de 

lámina-β conservadas. 

Finalmente se identificaron posibles sitios de unión a diferentes ligandos (calcio, 

glucosa, acarbosa, maltosa y maltotriosa). Dichos ligandos podrían unirse a regiones 

específicas, como por ejemplo la maltosa o glucosa al dominio Aamy_C. A pesar 

que se desconoce la funcionalidad de este dominio, podría estar relacionado con la 

unión de estos ligandos (maltosa o glucosa), sugiriendo que dicho Aamy_C podría 

tratarse de una nueva familia de CBM.   

A partir de la caracterización bioquímica y cinética de la proteína α-amilasa de S. 

degradans, se determinó que presenta un pH óptimo de 5 y una temperatura óptima 

de 40ºC. Su cinética se ajusta al modelo de Michaelis-Menten presentando una Vmax 

de 0,04 ± 0,01 UA.ug proteína-1.min-1 y una Km de 0,34 ± 0,09 g.l-1. Además, la 

proteína SdAmy presentó una mayor estabilidad térmica respecto a la α-amilasa 
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comercial de Roche. Esta propiedad de las proteínas es de gran interés en procesos 

industriales que se llevan a cabo a altas temperaturas como por ejemplo en la 

producción de biocombustibles como el bioetanol. Por lo tanto esta característica 

encontrada en SdAmy hace que sea candidata interesante para aplicaciones 

biotecnológicas. 

A partir de los ensayos de actividad y estabilidad térmica frente a diferentes 

compuestos como acarbosa, calcio y maltosa, se observó que la acarbosa actúa 

como inhibidor de la enzima. La maltosa mostró un efecto inhibitorio, posiblemente 

debido a una inhibición por producto, pero incrementó la estabilidad térmica de 

SdAmy. Finalmente, se determinó que las actividades catalíticas de SdAmy y de la 

α-amilasa comercial de Roche no son Ca2+-dependientes, pero la presencia de este 

ión mejoró significativamente la estabilidad térmica de ambas proteínas reteniendo 

casi la totalidad de su actividad luego de ser incubadas una hora a 50ºC. Esta 

información es de gran importancia ya que se encontró un compuesto interesante 

que podría adicionarse a las mezclas enzimáticas utilizadas en los procesos 

industriales, para evitar la pérdida de actividad enzimática debido a las altas 

temperaturas de trabajo y de esta manera reducir costos.   
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        Fe de Errata 

Fe de Errata 

- En la sección 2, página 11, el objetivo específico 1 se modifica a: “Realizar 

análisis bioinformático de los dominios conservados, análisis filogenético y 

llevar a cabo el modelado molecular de la proteína α-amilasa de S. 

degradans.” 

- En la página 16, en las electroforesis en geles de agarosa se utilizó SYBR 

Safe 1X (Invitrogen, código de catálogo S33102, siguiendo las indicaciones 

del fabricante). 

- En la página 17 y 47 (figura 24) la concentración de NaCl en buffer de unión 

fue 0,5 M. 

- Las cepas BL21 presentadas a lo largo del trabajo corresponden a BL21 DE3. 

- En la página  20, C y D de la ecuación 1, corresponden a la absorbancia a 

640nm del control (C) sin proteína, y de la muestra desconocida (D) con 

proteína. 

- En la página 43, figura 19-A, la electroforesis en gel de agarosa se llevó a 

cabo para evaluar la integridad del vector pET32a_SdAmy. Y el ensayo de 

PCR (figura 19-B), para evaluar la presencia del inserto SdAmy en el 

plásmido obtenido.   

- Las concentraciones iniciales de las proteínas utilizadas durante los ensayos 

son las siguientes: 

o α-amilasa comercial Roche: Stock 10 µg/µl  

o α-amilasa SdAmy: 0,017 µg/µl 

- La cantidad de proteína utilizada para las determinaciones de actividad 

mediante kit comercial fueron las siguientes: 

o Roche: 0,01 µg  

o  SdAmy: 0,21 µg  

- Las actividades obtenidas mediante kit comercial se expresan en unidades 

amilolíticas por decilitro (UA/dl). UA, es la cantidad de enzima contenida en 

100ml de muestra, que puede hidrolizar 10 mg de almidón en 30 minutos, en 

las condiciones de reacción.    

- A lo largo del texto la eficiencia catalítica corresponde a “eficiencia 

enzimática” expresada en UA. µg proteína-1.min-1.g almidón-1.l”. 



                                                                                                                                                                        Anexo I 

ANEXO I 

A partir de las tablas en las que se compara la eficiencia enzimática de la proteína 

SdAmy con la α-amilasa de Roche (página 54), se muestra la comparación de la 

actividad (%) de SdAmy respecto a la α-amilasa de Roche al ser incubadas a 50 y a 

60ºC; tomando como valor de 100% la actividad de la α-amilasa de Roche. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Actividad (%)  

Tiempo (min.) SdAmy 50ºC Roche 50ºC 

0 3,6 100,0 

2 3,6 90,0 

5 3,6 20,0 

10 3,6 4,0 

15 3,4 0 

20 3,4 0 

25 3,4 0 

30 3,1 0 

45 1,8 0 

60 0,9 0 

  Actividad (%) 

Tiempo (min.) SdAmy 60ºC Roche 60ºC 

0 3,6 100,0 

2 2,7 0 

5 2,1 0 

10 0,9 0 

Tabla VI. Actividad amilolítica (%) de SdAmy y α-amilasa 

comercial al ser incubadas 50ºC a diferentes tiempos.  

Tabla VI. Actividad amilolítica (%) de SdAmy y α-amilasa 

comercial al ser incubadas 60ºC a diferentes tiempos.  


