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Interaccion de la B-galactosidasa de Kluyveromyces lactis con proteinas de leche
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Introduccion. Desde 1958 se descubrio que el tratamiento
térmico de la leche, previo a la hidrdlisis de la lactosa,
aumenta la actividad de la lactasa. Esto fue estudiado y
corroborado en la mayoria de los casos en leche y en
suero en los afos 1970s por wvarios grupos de
investigadores. Para explicar el fendmeno se habian
planteado varias posibles explicaciones, como que el
efecto se debe a la destruccidon de un inhibidor termolabil,
0 a un cambio en el equilibrio salino de la leche, o bien, a
la desnaturalizacion térmica de las proteinas; sin embargo,
ninguna de estas hipotesis pudo ser demostrada.
Resultados y discusion.

En una primera etapa del proyecto, se comprobd que
el calentamiento de la leche si produce un aumento en la
actividad de la lactasa. El calentamiento del suero, por otro
lado, caus6 una disminucion de la actividad entre 55 y
75°C, pero un aumento de la misma al calentarlo a 85°C.
Se observo que la B-lactoglobulina (B-lg) sufre cambios
conformacionales fuertes a las temperaturas probadas y
debido a esto expone y/o libera grupos SH al medio. Al
determinar la concentracion de SH en el suero y
correlacionarla con el cambio en la actividad de la enzima,
se comprobd que éstos son capaces de aumentar la
actividad de la lactasa.

Por otro lado, al comparar los patrones de actividad
obtenidos en suero y permeado de suero calentado se
observd que existen diferencias significativas entre los dos
substratos, sugiriendo que ademas del efecto activador de
los sulthidrilos, se producen efectos adicionales por las
proteinas del suero. Se determind entonces que la sola
presencia de B-lg y seroalbumina (sin calentamiento) en el
medio de reaccidn son capaces de aumentar la tasa de
hidrolisis de lactosa, y que durante el calentamiento
(independientemente de la temperatura) en presencia de
lactosa, la [-lg se glicosila, perdiendo con ello su
capacidad activadora.

Utilizando B-lg o P-lactoglobulina lactosilada como
ligando en cromatografia de afinidad se determind que la
B-galactosidasa se une fuertemente a la B-lg. Este podria
ser el mecanismo por el cual se da la activacion de la
enzima. Se determiné también que cuando la B-lg se
lactosila disminuye su capacidad de unirse a la enzima, lo
que se traduce en la disminucién de su capacidad
activadora. Algunos de los grupos mas reactivos de la B-lg
son los e-NH2 siendo el de la lisina 47 el mas expuesto, de
acuerdo a reportes de otros grupos relacionados con la
lactosilacion de ésta proteina.

Fig. 1. Modelo tridimensional de la Slg dibujada con el
programa PyMOL, De Lano Scientific LLC, 2007. Se muestran
los grupos amino mas susceptibles de reaccionar.

Modificaciones en el pH de interaccion entre la B-1g o
B-lactoglobulina lactosilada con la enzima sustentan
también la hipotesis de que la interaccion se da a partir de
los grupos amino de la B-lg. Evidencias adicionales
obtenidas bloqueando las lisinas de esta proteina con
anhidrido succinico demuestran que estos aminoacidos
estan involucrados en la activacion de la enzima.

A pesar de que reportes previos de los trabajos de
lactosilacion apuntaban a la lisina 46 como la mas reactiva,
el docking molecular mostré que el sitio de uniéon de mas
baja energia, y por lo tanto el més probable de interaccion
es el grupo amino de la lisina 138 de la B-lg; esto implica
en principio que puede haber mas de un grupo amino con
alta reactividad, y por lo tanto, varios posibles puntos de
union con la enzima.

Experimentos adicionales de cromatografia de
afinidad usando seroalbiimina como ligando, demostraron
también que existe una interaccion entre esta proteina y la
enzima, sin embargo, el mecanismo de activacion podria
ser distinto al de la B-1g.
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