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Introduccidn. Se ha reportado que la estabilidad y la
actividad de la B-Galactosidasa o lactasa estan influenciadas
por varios factores, entre los que se encuentran
principalmente: el ambiente iénico y algunas proteinas
presentes en € suero de leche que activan fuertemente a la
enzima (1, 2). Los objetivos de este trabajo fueron evaluar €l
efecto activador que tiene la seroalbimina bovina (SA) sobre
lalactasa de Kluyveromyces lactis y comprobar através de la
cromatografia de afinidad la especificidad que tiene la
lactasa paraligar ala SA.

Metodologia. Se prepararon mezclas de reaccion con
concentraciones de SA de 0.1 a 1.0 mg/ml en solucién
reguladora de fosfatos 0.05 M, pH 7.0. La actividad
enzimatica se midio por hidrélisis de ONPG a37°Cy pH 7.0
(1,2). Una unidad enzimdtica (UE) se defini6 como la
cantidad de enzima capaz de hidrolizar 1 pmol de ONPG por
segundo en las condiciones dadas. Se empled la
cromatografia de afinidad para estudiar la interaccién entre
lalactasay la SA. Se probaron dos relaciones molares: 0.05
y 0.1 mol lactasa/mol SAinmovilizada L@ concentracion de
proteina se determind tanto por la técnica de Lowry como
por el método de Bradford segiin convino.

Resultados y discusion. La presencia de la SA activo
significativamente a la lactasa cuando se probaron todas las
concentraciones de 0.1 a 1.0 mg/ml (Figura 1) respecto al
control en donde la actividad se midi6 Unicamente en
solucién reguladora de fosfatos 0.05 M, pH 7.0. No se
encontraron diferencias significativas en la actividad entre
las diferentes concentraciones de SA utilizadas. Este efecto
activador podria deberse a la unién entre la lactasa y la SA
muy probablemente de la misma forma en que la (-
lactoglobulina, otra proteina presente en €l suero, activa a la
lactasa al interactuar especificamente con ela (2). Para
comprobar si hay interaccién entre la SA y la lactasa, y
determinar si esta unién es especifica, seinmovilizé la SA en
una resina comercial Eupergit®. Se lograron inmovilizar
0.092 pmol SA/g de resina, misma que se enfrentd a la
lactasa comercial (Maxilact LX5000), la cua por
electroforesis se determind que esta constituida por una
mezcla compleja de ocho proteinas, entre ellas tres con
actividad de lactasa.

La actividad especifica en los sobrenadantes
disminuyé significativamente respecto a control (resina
blogueada con glicina) demostrando que hay una interaccién
especificaentre laenzimay la proteina de leche (Figura 2).
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Fig. 1. Velocidades iniciales (umol ONP/s ml) obtenidas en
presencia de SA a diferentes concentracionesde 0.1 a 1 mg/ml.

Independientemente de la relacion  molar
enfrentada, se ligaron a la SA inmovilizada 0.0034 UE de
lactasa (Figura 2), sugiriendo que existe una relacion molar
fija de unién entre ambas proteinas.

0.0034 UE

IS
8
T

}00029 UE

E. (U.E/mg prot.)
8
;

A
8

Control BSA
0.1 mol B-Gal/mol BSA

Original Control BSA Original
0.05 mol B-Gal/mol BSA

Fig. 2. Actividad Especifica (UE/Mgy qeina) después de eluir la
lactasa sobre la BSA inmovilizada con la solucién A.

Conclusiones. Se comprob6 el efecto activador de la SA
sobre la lactasa de Kluyveromyces lactis. Se demostro que la
lactasa se une especificamente y que la relacion molar entre
ambas proteinas es fija.
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