EFECTO DE LAS PROTEINAS DEL SUERO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA b-GALACTOSIDASA
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Introduccion. Varios reportes establecen que la presencia de
algunas proteinas en el medio de reaccion puede afectar la
actividad de la lactasa, probablemente debido a efecto
enmascarador de algunosiones; otros autores establecen que
es el calentamiento de algunas proteinas lo que podria
modificar la actividad de la enzima (1). También se ha
reportado que el tratamiento térmico del suero a altas
temperaturas puede aumentar la actividad de lactasa.

El objetivo de este trabajo fue estudiar €l efecto de algunas
proteinas del suero y su tratamiento térmico sobre la
actividad de lalactasa de Kluyveromyces lactis.

Metodologia. Substratos: Se prepararon soluciones de a-
lactoalbumina (Img/ml), seroablmina (0.3 mg/ml), b-
lactoglobulina @-1g) (3 mg/ml) y b-Ig lactosilada (3 mg/ml)
en solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.8. La b-Ig se
lactosilé durante 30 min en una solucién de lactosa 5% a
75°C. Sedidizdy liofilizo.

Tratamientos: Las soluciones se calentaron a 55, 65, 75 y
85°C 30 min. En algunos casos la b-lg se calentd en
presenciade diferentes concentraciones de lactosa.
Actividad enzimaticaz Se midi6 siguiendo el aumento de
glucosa u o-nitro fenol (ONP) en el medio de reaccién.

Resultados y discusion. La sola presencia de b-lg y
seroablmina aumenta la actividad de la b-galactosidasa
hasta tres veces, sin embargo solo el tratamiento térmico de
la b-lg la aumentd aln mas. Previamente, la medicién de los
cambios en el espectro de UV y de los grupos -SH liberados
demostré que el aumento en la actividad provocado por el
tratamiento térmico estd atamente relacionado con la
concentracion de SH liberados a medio por la
desnaturalizacion delab-lg.

Al calentar b-lg en presencia de lactosaentre 55y 75 °C la
actividad de lactasa disminuye conforme se acerca a 75 °C
(Fig 1). Esta disminucion se acentla conforme aumenta la
concentracion de lactosa en el medio de calentamiento,
posiblemente debido a la lactosilacion de la b-Ig, la cual
ocurre gradualmente a esas temperaturas (2). La disminucion
encontrada cuando la b-lg se calienta en presencia de lactosa
es muy similar a la que se encuentra cuando se calienta el
sueroa 75 °C (Fig 1).

Experimentos llevados a cabo con b-lg lactosilada
demostraron que la disminucion en la actividad no se debe a
un efecto inhibitorio de la b-lIg lactosilada, sino a hecho de
gue la lactosilacion disminuye el efecto activador de la b-Ig

(Fig 2). Pruebas preliminares sugieren que la b-lg se une ala
lactasa activandola, pero cuando la proteina se lactosila
pierde su capacidad de unirse a la enzima y por ende su
efecto activador.

Figura 1. Efecto del tratamiento térmico del sueroy de labdgen
presencia de lactosa

-
1 ’\/ .
=

7@ —
—

% lactosa

stucosfimin}

Vo (umol

——20

8
6
4
2
0

contro | 55 65 °C 85 °C

Figura 2. Efecto de lalactosilacién de lab-lg sobrelaactividad de
lactasa.

Conclusiones. La presencia de seroalbuminay b-lg aumenta
la actividad de la b-galactosidasa. Se observaron dos efectos
activadores diferentes para la b-lg: uno dependiente del

calor, en el que la liberacion de grupos -SH a medio de
reaccion activa a la enzima, y otro posiblemente debido a la
capacidad de la proteina de unirse a la enzima; se observo
también que la lactosilacién de la b-lg disminuye su efecto
activador, probablemente debido a la pérdida de su
capacidad de unirse alaenzima
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