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Introduccién. La b-galactosidasa de Kluyveromyces
lactis es una enzima capaz de hidrolisar y catalisar la
anomerizacion de a y b-lactose (1).la b-galactosidasa
€S un enzima muy inestable a temperaturas poco
elevadas (2). Nuestro objetivo principa es de
caracterizar la estabilidad térmica de la b-gal actosidase
comercial sin glicerol, de esta forma modificar
quimicamente la superficie de la enzima con la fijacion
de glucidos, verificando los parametros cinéticos y
denaturalisacion con la ayuda del método de
microcalorimétria Diferencial (DSC).

Metodologia La b-galactosidase (EC 3.2.1.23) utilizada
es una preparacion liquida purificada comercializada
con € nombre de MAXILACT LX500. Se eiminé €

glicerol contenido en la enzima comercia (51.4%),
utilizando un sistema de ultrafiltracion. La modificacion
guimica de la enzima fue redlizada , utilizando una
solucion de sacarosa activada segln la metodol ogia de
activacion con CNBr (2). Latasa de modificacion con
glucidos a sido determinada gracias a la utilisacion de
sacarosa radioactiva (C'*). Para la desnaturalisacion y
la determinacion del efecto protector de la enzima
modificada y nativa, nosotros hemos metido a incubar
las soluciones enziméticas a diferentes temperaturas
(40, 45y 50°C), hasta obtener el tiempo medio de vida
de la enzyma. La determinacion del efecto protector
(EP) se define como larelacion que hay entre el tiempo
de vida media de la enzima modificada con respecto
con é de la enzima nativa. Se utilizé el método de
microcalorimetria diferencial (DSC) para caracterisar la
desnaturalisacion de las enzimas modificadas y nativa.

Resultados. En terminos de modificacion quimica,
hemos logrado hasta un grado de modificacién de 26.1
moles sacarosa fijada/l mol enzima. El grado de
modificacion varia segun la concentracion de la
solucion de sacarosa activada utilizada en cada caso
(tablal). El procentaje dela actividad no presenta
diferencia significativa entre 11 y 22 moles de
sacarosafijada/l mol de enzima.

Tabla |. Grado de  modificacion quimica,
desnaturalisacion y relacién de la perdida de actividad.
Relacion de Grado de Perdida
moles modificacion Peak de
sacarosa/l Moles de Top | activida

mole enzyme | sacarosafija/lmol | ( °C) d
de enzima (%)
nativa 0 47 100 %
500 11 49 97%
700 19 50 96%
900 21 48 96 %
1200 22 49 95 %

| 2000 | 26 [ 47 [ 57% |

Los termogramas obtenidos de las desnaturalisaciones
en las enzimas modificadas por e DSC muestran un
desplazamiento del pico de denaturalisacion (peak top)
con respecto alaenzima nativa. En lafigura 1l seilustran
los resultados del efecto protector de cada grado de
maodificacion en laenzima alas diferentes temparaturasy
la curva de los picos de desnaturalisacion arrojados por
el DSC. Si comparamos €l effecto protector de la enzima
modificada a diferentes grados y los “peak top’s’ se
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observa que existe una relacion bien marcada entre

ellos.

Figura 1. Relacion entre |os efectos protectores con los
“peak top’s’ de desnaturalisacion en cada grado de
modificacion.

Conclusion. En lo que respecta a la actividad
enzymatica de las enzimas modificadas, no presenta
ninguna diferencia significativa respecto a la enzima
nativa. Por otro lado, la modificacion de la enzima
presenta una mejor estabilidad frente a la
denaturalisacion térmica (EP= 3.2 a40°C). La maxima
modificacion de la enzima (26 moles de sacarosa
fijada/l mol de enzima) no aumenta significativamente
su talla (un 5% mas de diferencia) con respecto a la
enzimanativa.
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