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Introducción. Se ha reportado que la estabilidad y la
actividad de la β-Galactosidasa o lactasa están influenciadas
por varios factores, entre los que se encuentran
principalmente: el ambiente iónico y algunas proteínas
presentes en el suero de leche que activan fuertemente a la
enzima (1, 2). Los objetivos de este trabajo fueron evaluar el
efecto activador que tiene la seroalbúmina bovina (SA) sobre
la lactasa de Kluyveromyces lactis y comprobar a través de la
cromatografía de afinidad la especificidad que tiene la
lactasa para ligar a la SA.

Metodología. Se prepararon mezclas de reacción con
concentraciones de SA de 0.1 a 1.0 mg/ml en solución
reguladora de fosfatos 0.05 M, pH 7.0. La actividad
enzimática se midió por hidrólisis de ONPG a 37ºC y pH 7.0
(1,2). Una unidad enzimática (UE) se definió como la
cantidad de enzima capaz de hidrolizar 1 μmol de ONPG por
segundo en las condiciones dadas. Se empleó la
cromatografía de afinidad para estudiar la interacción entre
la lactasa y la SA. Se probaron dos relaciones molares: 0.05
y 0.1 mol lactasa/mol SAinmovilizada. La concentración de
proteína se determinó tanto por la técnica de Lowry como
por el método de Bradford según convino.

Resultados y discusión. La presencia de la SA activó
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 midió únicamente en
solución 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 podría deberse a la unión entre la lactasa y la SA
muy probablemente de la misma forma en que la β-
lactoglobulina, otra proteína presente en el suero, activa a la
lactasa al interactuar específicamente con ella (2). Para
comprobar si hay interacción entre la SA y la lactasa, y
determinar si esta unión es específica, se inmovilizó la SA en
una resina comercial Eupergit®. Se lograron inmovilizar
0.092 µmol SA/g de resina, misma que se enfrentó a la
lactasa comercial (Maxilact LX5000), la cual por
electroforesis se determinó que está constituida por una
mezcla compleja de ocho proteínas, entre ellas tres con
actividad de lactasa.

La actividad específica en los sobrenadantes
disminuyó significativamente respecto al control (resina
bloqueada con glicina) demostrando que hay una interacción
específica entre la enzima y la proteína de leche (Figura 2).

Fig. 1. Velocidades iniciales (µmol ONP/s ml) obtenidas en
presencia de SA a diferentes concentraciones de 0.1 a 1 mg/ml.

Independientemente de la relación molar
enfrentada, se ligaron a la SA inmovilizada 0.0034 UE de
lactasa (Figura 2), sugiriendo que existe una relación molar
fija de unión entre ambas proteínas.
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Fig. 2. Actividad Específica (UE/mgproteína) después de eluir la
lactasa sobre la BSA inmovilizada con la solución A.

Conclusiones. Se comprobó el efecto activador de la SA
sobre la lactasa de Kluyveromyces lactis. Se demostró que la
lactasa se une específicamente y que la relación molar entre
ambas proteínas es fija.
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