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Introduccién. . La B-galactosidasa de Kluyveromyces perdida de actividad del 10% aproximadamente. La figura

lactis es una enzima capaz de hidrolizar y catalizar la
anomerizacion de a y B-lactosa. Algunos autores han
ideado métodos que muestran una estabilidad contra la
desnaturalizacion térmica de la [B-galactosidasa de
Kluyveromyces lactis (1 y 2). Nuestro objetivo principal
es de someter a la B-galactosidasa a una modificacion
guimica en su superficie proteica y asi de caracterizar su
desnaturalizacion térmica para poder identificar su efecto
protector. La modificacién quimica practicada fue la
modificaciébn en e microambiente de la proteina,
cambiando su cardcter hidrofilico/hidrofébico  con
dextranay polietilen glicol (PEG) respectivamente.

M etodologia. La 3-galactosidasa (EC 3.2.1.23) purificada
de Kluyveromyces lactis se encuentra en forma de una
preparacion liquida, bajo € nombre de MAXILACT
LX500. La enzima se modifica quimicamente, con
dextrafia de 42 kDa, segun la técnica de activacién por
CNBr (3). Igualmente la enzima es modificada con PEG
seglin la técnica utilizada por Longo y Combes (4). En lo
gque respecta a la determinacién de desnaturalizacion
térmica y efecto protector, las soluciones de la enzima
modificada fueron incubadas a temperaturas de 40°C y
45°C. La actividad de la enzima en cada lapso de tiempo
fue determinada en porcentaje con respecto a la actividad
inicial de la solucién madre.

Resultados y discusion. En términos de modificacion
guimica con dextrana, solamente se realizé un grado de
modificacién de 0.8 mole de dextrana/mole enzima,
mientras que la modificacion con PEGsy, activado se
realizaron 5 niveles. En la tabla 1 muestra la actividad
enzimatica residual obtenida después de cada una de la
modificaciones en relacion con su testigo.

Tabla 1. Constantes cinéticas

Modificacién con dextranade 42 kDa

Relacion de modificacion Km Vmax Actividad
(moles de dextrana o (mM) (Umgproteina) residual
PEG/mole de enzima) (%)
Control 14 0.95 100
0.8 1.6 0.86 90
M odificacién con PEGson
Control 16 0.910 100
5 3.0 0.096 10.6
15 0.8 0.084 9.2
70 0.3 0.082 9.0
110 0.4 0.061 6.7

La modificacibn con PEG provoca una marcada
disminucion de la Km y la Vmax. Iguamente presenta
cas una perdida de actividad de la enzima. Por otro lado
la modificacion de la enzima con dextrana produce una

1, ilustra el efecto protector que produce cada una de las
modificaciones en la superficie de la 3-galactosidasa. En
todas las modificaciones efectuadas a la enzima presenta
un cierto efecto protector.
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Figural. Efectos protectores provocados por la modificacion
quimica con dextrana y PEGsgg.

Conclusion. Se ha observado que la modificacion balance
hidrofilico/hidrofébico de la superficie de la B-
galactosidasa juega un papel importante en sus
propiedades, principalmente en lo que respecta la
estabilidad térmica, actividad enzimatica, afinidad por €l
substrato entre otras. Creemos que la proteccion térmica
se debe a la modificacion a la superficie de la enzima con
dextrana refuerza aun mas sus zonas hidrofébicas internas
de la proteina; mientras que la fijacion del PEGsyy
provoca que la enzima de desdoble exponiendo zonas
hidrofébicas y del sitio activo la cua provoca cierta
desactivacion en laenzima.
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