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Resumen 

 

La lisozima de clara de huevo de gallina es una proteína que puede 

representar cerca del 3,5 % de las mismas. También es fuente de 

aminoácidos esenciales para la alimentación humana, lo que ha motivado a 

realizar un estudio exhaustivo, principalmente de su proteína. En este 

estudio se trabajó con lisozima de clara de huevo comercial y la purificada 

en el laboratorio de alimentos funcionales “BIPROPEPTI”. Estas dos 

muestras fueron modificadas en su actividad enzimática por hidrólisis 

gástrica y tratamiento térmico con microondas.  

Se logró purificar la lisozima de clara de huevo de gallina mediante el uso de 

cromatografía rápida de proteínas (FPLC) y precipitación en NaCl 1 M 

presentaron actividad enzimática. Además, la hidrólisis gástrica de la 

lisozima de clara de huevo de gallina demostró que a pH 1,2 la hidrólisis fue 

total. También, los hidrolizados gástricos de lisozima de clara de huevo de 

gallina comercial a pH 1,2; 2,0 y 3,2 presentaron actividad enzimática de 23, 

47 y 42 % respectivamente. De igual manera, los hidrolizados de lisozima de 

clara de huevo de gallina purificada presentaron valores de actividad 

enzimática como 20, 35 y 48 % a pHs 1,2; 2,0 y 3,2 respectivamente. La 

lisozima de clara de huevo de gallina comercial y purificada sometida a 

calentamiento (microondas) presentaron actividades enzimáticas de 99, 92, 

85 y 73 % en la lisozima comercial respectivamente. También, la lisozima 

purificada presentó actividades enzimáticas de 99, 97, 96 y 95 %. El 

hidrolizado de ambas lisozimas comercial y purificada fueron capaces de 

inhibir la peroxidación lipídica en larvas de pez cebra. 

 
Palabras claves: lisozima, cromatografía de intercambio catiónico, hidrolisis 

enzimática, actividad muramidasa. 

 
 
 



  

xvi 
 

 
 
 

Abstract 

The lysozyme is a chicken egg protein may represent about 3.5% of them. It 

is also a source of essential amino acids for human consumption, which has 

led to a thorough study, mainly from its protein. In this study we worked with 

lysozyme and purified commercial egg in the laboratory of functional foods 

"BIPROPEPTI". These two samples were modiffied in their enzymatic activity 

gastric hydrolysis and heat treatment with microwaves. 

 

It was possible to purify the lysozyme from chicken egg by using protein flash 

chromatography (FPLC) and 1 M NaCl precipitation showed enzymatic 

activity. In addition, gastric hydrolysis of lysozyme from chicken egg at pH 1.2 

showed that hydrolysis was complete. Also, gastric hydrolysates of egg white 

lysozyme commercial hen at pH 1.2; 2.0 and 3.2 showed enzymatic activity 

of 23, 47 and 42% respectively. Similarly, hydrolysates of egg white 

lysozyme purified hen enzyme activity values presented as 20, 35 and 48% 

at pH 1.2; 2.0 and 3.2 respectively. The lysozyme of egg white and purified 

commercial hen subjected to heating (microwave) had enzyme activities of 

99, 92, 85 and 73% in commercial lysozyme respectively. Also, the purified 

lysozyme introduced enzymatic activities of 99, 97, 96 and 95%. The 

hydrolyzate of both commercial and purified lysozyme were able to inhibit 

lipid peroxidation in zebrafish larvae. 

 

Keywords: Lysozyme, cation exchange chromatography, enzymatic hydrolysis, 

muramidase activity. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La lisozima, también conocida como muramidasa (N-acetil muramidaglicano 

hidrolasa, E.C.3.2.1.17) fue descubierta en 1922 por Alexander Fleming. Es 

la primera proteína de la que se dispuso su secuencia por cristalografía de 

rayos-X, además la primera enzima de la que se determinó su mecanismo 

enzimático gracias a los trabajos de David Phillis desarrollados en 1966 

(Jollés et al., 1984). 

La clara de huevo se sabe que presenta un alto contenido de lisozima, 

normalmente la lisozima de huevo es una proteína que puede representar 

cerca del 3,5 % de las proteínas de la clara de huevo (You et al., 2010; 

Memarpoor Yazdi et al., 2012; Mine et al., 2004; 2008). La lisozima es una 

proteína básica que contiene 129 residuos de aminoácidos y su peso 

molecular es de 14.3 kDa.  

Esta enzima actúa por lisis de las paredes celulares de algunas bacterias 

Gram-positivas tales como bacterias de ácido láctico (LAB) y Clostridium sp 

mediante el fraccionamiento del enlace β (1-4) entre el ácido N- 

acetilmurámico y la N- acetilglucosamina del peptidoglicano de la pared 

celular bacteriana (Callewaert et al., 2010; Carrillo et al., 2014; Cegieska-

Radziejewska et al., 2009; 2010).  

Lisozima ha sido asociada con muchas actividades biológicas como 

antibacterial, antiviral, antioxidante, antitumoral, inmunomoduladora, 

inmunoestimulante entre otras actividades (Jiménez et al., 2012; Lunow et 

al., 2013, Carrillo et al., 2014, Abdou et al., 2005; Ibrahim et al., 1996b; 

2001a, b; 2005a; Lesnierowski et al., 2004; 2013). Los métodos de 

separación clásicos de proteínas se basan en la salinización de la solución o 

precipitación con alcohol. Se han extendido el uso por la cromatografía de 

intercambio iónico y de separación de membrana en los últimos años. 

Actualmente, los investigadores están buscando métodos de separación, 

que sean baratos, fáciles, y no tóxicos. El mantenimiento de la actividad 
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biológica es más alto de las proteínas aisladas (Awade et al., 1996; Chiu et 

al., 2007; Lesniakowski et al., 2007, 2009). 

La actividad enzimática también es conocida como actividad muramidasa o 

actividad lítica (Mine et al., 2008; Cegielska-Radziejewska et al., 2009). 

Los ocho alimentos tradicionalmente consideradas responsables de más del 

90 % de la alergia a los alimentos son los productos lácteos, huevos, 

pescado, mariscos, maní, nueces, trigo y soja (Achouri et al., 2013). Existen 

alergias a los alimentos, la alergia al huevo es, junto con el maní y la leche, 

la más común en niños y bebés, con una prevalencia que varía entre el 7,9 y 

el 10 % (Osborne et al., 2011; Sicherer et al., 2011). En general se cree 

que una proteína, que es resistente a la digestión proteolítica en el tracto 

digestivo, retiene una integridad estructural suficiente para tener una mayor 

probabilidad de estimular las reacciones inmunes en el organismo. 

Pequeñas cantidades de proteínas intactas o proteínas parcialmente 

digeridas se absorben en el intestino y entran en el sistema circulatorio. El 

Fluido Gástrico Simulado (SGF), se compone de cloruro de sodio y ha sido 

recomendado por la farmacopea europea y americana, el mismo que se 

utiliza para determinar la digestibilidad y alergenicidad de una proteína 

(Orruño et al., 2011). 

El proceso de la digestión juega un papel importante en la sensibilización 

alérgica. Saber que le sucede a los alérgenos alimentarios en el tracto 

gastrointestinal (fragmentación, absorción, biodisponibilidad y conjugación 

con otras proteínas) es importante para el conocimiento del mecanismo que 

subyace en las alergias alimentarias. Un gran número de alérgenos 

alimentarios son estables en condiciones que simulan la digestión 

gastrointestinal in vivo. Entre estas proteínas hay ciertas características 

comunes, se asume que tienden a ser proteínas mayoritarias en los 

alimentos, resistentes a la digestión y estables a los tratamientos de 

procesado, sobre todo al tratamiento térmico (Taylor et al., 1996). 
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Se sabe que los tratamientos térmicos modifican la estructura de las 

proteínas. La desnaturalización produce cambios en las propiedades físicas, 

químicas y biológicas de una molécula proteica, en ocasiones la 

desnaturalización puede ser irreversible dependiendo de la intensidad y 

duración del tratamiento (Garrido, 2006). 
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1. CAPITULO 

EL PROBLEMA 

1.1. Tema 

 

“Modificación de la actividad enzimática de lisozima de clara de huevo de 

gallina, por hidrólisis gástrica y tratamiento térmico (microondas)” 

 

1.2. Justificación 

 

La lisozima posee actividades biológicas como actividad antioxidante (Liu et 

al., 2006), actividad antiheparínica (Mega et al., 1994), actividad antifúngica, 

capacidad fusogénica con fosfolípidos y potenciación del efecto de 

antibióticos (Ibrahim et al., 2001), actividad antiinflamatoria (Sava, 1996), 

actividad frente al virus del VIH tipo 1 en ensayos in vitro (Lee-Huang et al., 

1999), proponiéndose como mecanismo de acción que la actividad antiviral 

puede estar asociada con su carga positiva y las interacciones con la 

superficie de la membrana del virus cargadas negativamente (Losso et al., 

2000).  

Organismos internacionales como la FAO/WHO determinan que la lisozima 

de clara de huevo de gallina es una proteína no tóxica y por ello es utilizada 

para fines alimentarios, farmacológicos y terapéuticos, se estima que más de 

100 toneladas de lisozima son usados anualmente para estos propósitos 

(Mine et al., 2004). La lisozima de huevo de gallina está catalogada como 

aditivo de uso alimentario con el código (E-1105). Vegetales frescos, 

pescado, carne, frutas, langostinos y otros alimentos han sido preservados 

por contacto de la superficie del alimento con la lisozima. Entre sus usos 

encontramos la protección en los quesos frente a bacterias dañinas como el 
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Clostridium tyrobutyricum que provoca la hinchazón de los quesos (Mine at 

al., 2004).  

Existen muchos trabajos científicos que buscan modificar la actividad 

enzimática de la lisozima usando diferentes tratamientos tecnológicos como 

son tratamiento térmico, enzimático, químico y modificación genética. 

Algunos con éxito y otros no lo han logrado. (Ibrahim et al., 2001 y Mine et 

al., 2004). La lisozima de clara de huevo tiene resistencia a la hidrólisis 

enzimática, ya que es un alérgeno alimentario (Mine et al.,2008), de esta 

manera, se contribuirá a disminuir su alergenicidad y posibilitar su uso en la 

industria alimentaria. Además, en este trabajo se busca describir su 

digestibilidad simulando las condiciones fisiológico-humanas. Por esta razón 

en este estudio se pretende modificar la actividad enzimática de la lisozima 

de clara de huevo de gallina mediante hidrolisis gástrica y tratamiento 

térmico con microondas, también se evaluará la actividad antioxidante para 

saber si se modifica o se potencia dicha actividad. 

 

1.3. Objetivos 

1.3.1. General 

 

 Modificar la actividad enzimática por hidrólisis gástrica y tratamiento 

térmico con microondas. 

 

1.3.2. Específicos 

 

 Determinar la actividad enzimática residual de la lisozima de clara de 

huevo modificada térmicamente y con hidrólisis. 

 

 Caracterizar la lisozima de clara de huevo tratada térmicamente y con 

hidrólisis mediante electroforesis SDS-PAGE.  
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 Cuantificar la lisozima de clara de huevo modificada térmicamente y 

con hidrólisis.  

 

  Determinar la actividad antioxidante in vitro (método ORAC) e in vivo 

modelo pez cebra (Danio rerio) de la proteína de la lisozima de clara 

de huevo tratada térmicamente y con hidrólisis.  
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2. CAPÍTULO 

 

MARCO TEÓRICO 

 

2.1. Antecedentes investigativos 

 

2.1.1. Huevo de gallina  

 

El huevo, como alimento, puede ser considerado como una fuente de 

proteína adecuada para la alimentación humana. La albúmina (clara de 

huevo), se trata de una barrera muy importante contra la invasión microbiana 

por su acción bacteriostática y bactericida para ciertas especies de 

bacterias. Contiene sustancias antimicrobianas que restringen o inhiben 

totalmente el crecimiento de flora invasora. Su acción protectora se debe a 

su elevado pH inicial, y a la presencia de sustancias inhibidoras: 

 Lisozima: enzima que lisa las paredes de las bacterias Gram 

positivas. 

 Avidina: sustancia que, al combinarse con la biotina, bloquea su 

acción, que es indispensable para el crecimiento de muchos 

gérmenes. 

 Conalbúmina: sustancia que bloquea algunos metales (hierro, cobre, 

y zinc) indispensables para el crecimiento de muchos gérmenes. 

Actúa frente a grampositivos y gramnegativos. 

 Riboflavina: vitamina del complejo B que limita el crecimiento de 

algunos gérmenes. 

 Proteína B: sustancia que inhibe la proteasa fúngica, limitando el 

crecimiento de hongos (Anderson et al., 2000). 
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2.1.2. Proteínas  

 

Existen proteínas que presentan una fácil digestión, no hacen daño a la 

salud, y son nutricionales. Además, se encuentran en mayor proporción y 

disponibilidad en los alimentos (Badui, 2006).  

 

La solubilidad y estabilidad de las proteínas dependen del pH del medio, así 

como también del punto isoeléctrico (pI), el mismo que se ve influenciado por 

su estructura. El punto isoeléctrico a distintos pHs tiene un aumento 

significativo en la solubilidad de las proteínas, fuerza iónica, tipo de solvente 

y la temperatura (Peña, 2004). 

La lisozima de huevo de gallina ha sido la más estudiada, por encontrarse en 

alta concentración (1-3 g/l de clara de huevo), su fácil manejo y la posibilidad 

de purificación. La lisozima de huevo es una proteína que puede representar 

cerca del 3,5 % de las proteínas de la clara de huevo (You et al., 2010). La 

lisozima de clara de huevo tiene un 60% de homología con la lisozima de 

leche humana y comparten la resistencia a las enzimas proteolíticas (Carillo 

et al., 2014). 

 

2.1.3. Actividad enzimática  

 

La actividad enzimática de la lisozima destruye las paredes celulares de 

ciertas bacterias Gram-positivas por ruptura del enlace β (1-4) entre el ácido 

N-acetilmurámico (NAM) y N-acetilglucosamina del peptidoglicano (NAG) 

[Figura 1], debilitando así la pared celular (Carrillo et al., 2014) 
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Figura 1. Estructuras repetitivas del peptidoglicano de la pared celular de bacterias. 
Se muestra el sitio de corte de la lisozima. 
 
 

2.1.4. Purificación de la lisozima 

 

Los métodos de separación clásicos de proteínas se basan en la salinización 

de la solución o precipitación con alcohol. Se han extendido el uso por la 

cromatografía de intercambio iónico y de separación por membrana en los 

últimos años (Awade et al., 1996; Chiu et al., 2007; Lesniakowski et al., 

2007; 2009). En la actualidad también se han utilizado cromatografía de 

intercambio catiónico o ultrafiltración, cromatografía de intercambio iónico 

con columnas y membranas microporosas (Chiu et al., 2007; Jiang et al., 

2001). 

 

2.1.5. Métodos para cuantificar la proteína 

 

Los métodos para la cuantificación de proteínas, se fundamentan en la 

propiedad intrínseca de las mismas por la absorción de luz (UV), en la 

formación de procedentes químicos y poseen la posibilidad de unir diferentes 

colorantes (Reyes et al., 2001). 

 

El método BCA (ácido bicinconínico) se encuentra fundamentado en la 

disminución de iones cúpricos donde los iones cuprosos están en medios 

alcalinos. Dichos iones cuprosos actúan con el ácido bicinconínico (BCA) 

dando como resultado un color púrpura, el mismo que es analizado 
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espectrofotométricamente, luego se relaciona mediante el contenido de 

proteínas (Nielsen, 2010). 

El método dumas se caracteriza por pirólisis completa de la muestra y 

medición del contenido de nitrógeno de los gases de combustión. El 

nitrógeno puede ser medido con manómetro después de absorber el dióxido 

de carbono en una solución alcalina o por conductividad térmica en métodos 

automatizados (King 1978). 

 

 

 

 

2.1.6. Métodos de determinación de aminoácidos  

 

Los aminoácidos constituyen la estructura primaria de la proteína y confieren 

el valor nutricional a los alimentos. Por lo tanto, para el análisis de los 

aminoácidos es necesario romper los enlaces peptídicos de las proteínas 

mediante la hidrólisis que puede ser ácida, alcalina o enzimática. La 

hidrólisis ácida se realiza con ácido clorhídrico de concentración 6N. El 

reactivo debe ser puro y no debe dejar residuos por lo que se recomienda 

una hidrólisis en fase gaseosa. Para que la hidrólisis de las proteínas sea 

completa es necesario tener en cuenta factores como ácido/proteínas, la 

temperatura y el tiempo de hidrólisis; evitar la presencia de oxígeno en el 

medio aplicando vacío y nitrógeno para minimizar la oxidación de los 

aminoácidos (Pomeranz C et al., 1971) 

 

La hidrólisis ácida afecta la estructura de ciertos aminoácidos como 

 

a) Destrucción parcial de treonina, serina, cistina, cisterna, metionina y 

tirosina. La destrucción de cistina, cisteína y metionina se evita oxidando 

primero la muestra con ácido perfórmico y se determinan en su lugar el ácido 

cisteico y metionina sulfona. El triptófano se destruye totalmente con el ácido 

clorhídrico por lo que para su determinación es necesario realizar una 

hidrólisis alcalina. 
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b) Conversión de: tirosina a un cloro derivado; asparagina a ácido aspártico 

y glutamina a ácido glutámico. 

c) Liberación lenta de isoleucina y valina. 

 

Para compensar las pérdidas producidas en los aminoácidos y además para 

cuantificar los aminoácidos presentes se puede adicionar a la muestra antes 

de la hidrólisis, una cantidad conocida de un estándar interno que puede ser 

el ácido 2-aminobutírico. Los aminoácidos libres se derivan por métodos pre 

columna o post columna y se separan aplicando la cromatografía de 

intercambio iónico, la cromatografía líquida de alta resolución o la 

cromatografía gas-líquido (Alaiz, M., et al. 1992) 

 

2.1.6.1. Digestibilidad gastrointestinal 

 

La digestibilidad gastrointestinal se basa en 2 fases: la digestión mediante la 

hidrólisis de las moléculas complejas y la absorción de pequeñas moléculas 

(aminoácidos, ácidos grasos) dentro del intestino. Existen pruebas de 

digestión in vitro las que se han efectuado para analizar el contenido 

nutricional de dichas proteínas utilizando la pepsina (Nielson, 1988; Budd et 

al., 1983). Mediante la digestibilidad se posibilita el aprovechamiento de un 

sin número de productos y subproductos para la industria alimentaria 

(Pezzato et al., 2002). 

 

El cuerpo humano ha desarrollado un sistema complejo mediante el cual 

desintegra y asimila los nutrientes de los alimentos. Existen estudios 

basados en animales, los mismos que son relacionados con el sistema 

humano. Si se realizaría estudios en humanos se necesitarían varios 

individuos voluntarios, además se requerirían normas éticas y el uso de 

técnicas adecuadas. Debido a ello se ha optado por modelos in vitro que se 

asemejan a modelos in vivo (Carrillo, 2014). 

Se han llevado a cabo estudios para identificar el potencial alergénico de las 

proteínas alimentarias utilizando también ensayos de digestibilidad in vitro 
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con pepsina en Fluidos Gástricos Simulados (SGF). Dichos estudios apoyan 

que la digestión puede ser utilizada como herramienta clave para predecir el 

potencial alergénico de las proteínas alimentarias (Burks et al., 1997; Fu et 

al., 2002; Kenna et al., 2000). 

2.1.7. Electroforesis 

 

Según Lameli, 1970 describe que la técnica de electroforesis fue usada por 

primera ocasión por Tiselius 1937, el mismo que creo el equipo de la 

electroforesis y determino que las proteínas se pueden separar mediante la 

acción de un campo eléctrico.  

Según Carrillo et al., 2013 describe el empleo de agentes reductores y el 

uso de SDS, mediante el cual se obtienen los pesos moleculares de las 

proteínas, a lo que nombro como la técnica de electroforesis en geles de 

poliacrilamida SDS-PAGE. Los pesos moleculares entre 10 -90 kDa 

necesitan un tamaño de poro de 10 -12% en un gel concentrador y 

separador (Martínez et al., 2001). 

 

2.2. Hipótesis  

 

Tema: “Modificación de la actividad enzimática de la lisozima de clara de 

huevo de gallina, por hidrolisis gástrica y tratamiento térmico (microondas)” 

 

H01: Se modifica la actividad enzimática de la lisozima de clara de huevo 

mediante hidrólisis gástrica. 

Ha1: No se modifica la actividad enzimática de la lisozima de clara de huevo 

mediante hidrolisis gástrica. 

 

H02: Se modifica la actividad enzimática de la lisozima de clara de huevo 

mediante tratamiento térmico. 
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Ha2: No se modifica la actividad enzimática de la lisozima de clara de huevo 

mediante tratamiento térmico. 

 

1.1. Señalamiento de variables de la hipótesis  

 

Variable independiente (1): tratamiento térmico con microondas 

Variable dependiente (1): actividad enzimática de lisozima de clara de huevo 

 

Variable independiente (2): hidrólisis gástrica  

Variable dependiente (2): actividad enzimática de lisozima de clara de 

huevo. 
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3. CAPÍTULO 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Materiales 

 

Tabla 1. Materiales de laboratorio y acuario, equipos, reactivos utilizados 

durante la investigación. 

MATERIALES EQUIPOS REACTIVOS ACUARIO 

 

 Vasos de 
precipitación 

 Balones de aforo 

 Probetas 

 Varillas de 
agitación 

 Magneto 

 Espátula 

 Kit Micropipetas 

 Tubos para 
centrifugar 

 Cajas Petri 

 Puntas para 
micropipetas 

 Tubos eppendorf 

 Envases 
herméticos 

 Tiras de pH  

 Goteros 

 Rotuladores 

 Guantes Látex 

 

 

 

 Balanza 

 Agitador 
magnético 

 pHmetro 

 Centrifuga 

 Liofilizador 

 Espectrofotó
metro 

 FPLC 

 HPLC 

 UHPLC 

 Agitador 
Vortex 

 Agitador para 
microtubos 

 Equipo de 
Electroforesis 
Bio-Rad 

 

 

 Hidróxido de 
sodio 

 Ácido 
clorhídrico 

 Cloruro de 
sodio 

 Bicarbonato de 
sodio 

 Enzimas 

 Sales biliares 

 β-
mercaptoetanol 

 Tris-HCl 

 Acrilamida 

 SDS 

 Temed 

 PSA 

 Glicina 

 Glicerol 

 Azul de 
bromofenol 

 DMSO 

 Azul de 
Coomassie 

 Agua 
desionizada 

 Reactivo BCA 

 TBARS 

 

 

 Peces de origen 
cebra 

 Comida para 
peces (Artemia) 

 Peceras 

 Calentadores 
eléctricos 

 Termómetros 

 Filtros 

 Estantería 

 Tiras de nitritos 

 Solución azul de 
metileno 

 

Elaborado por: Tubón Jessica, 2016 
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3.2. Métodos 

 

3.2.1. Purificación de lisozima de clara de huevo. 

 

La edad de los huevos de gallina deberá ser hasta seis horas. 

Se utilizó 500 ml de clara de huevo tratadas con NaCl 1% y el pH ajustado a 

3 para separar la mucina. La solución se centrifugó a 4 500 rpm durante 20 

minutos a 4 ºC. Se desechó el sobrenadante y el precipitado se ajustó a pH 

7,4 con NaOH 1 M y fue analizado mediante cromatografía de intercambio 

iónico (IEX) (Carrillo et al., 2016) 

 

3.2.2. Cuantificación de la proteína de lisozima de clara de huevo  

 

3.2.2.1. Método de BCA 

Se cuantificó la concentración de proteína mediante el método de BCA 

(ácido bicinconínico), para ellos se utilizó un kit comercial de la marca 

Thermo. El propósito estuvo enfocado en la reducción de iones cúpricos a 

iones cuprosos bajo condiciones alcalinas de la proteína. Los iones cuprosos 

reaccionaron con el reactivo BCA proporcionando un color púrpura, que 

pudo cuantificarse espectrofotométricamente (Nielsen, 2010) 

 

La lectura de los valores de absorbancia se realizó a una longitud de onda 

de 562 nm. Para la interpretación de los resultados se trabajó con una recta 

patrón de BSA (Bovine Serum Albumin). 

 Preparación de la muestra   

En un tubo eppendorft se pesó 5mg de muestra, 1mL de agua y 75 µL de 

NaOH, luego se les introdujo un magneto pequeño y fue sometido a 
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agitación durante 15 minutos, posteriormente se sacaron los magnetos y se 

introdujo en una centrifuga por 15 minutos. Se tomaron 0,1 mL de la muestra 

preparada anteriormente con 1,9 mL de agua ultra purificada (dilución 1:20) 

 Preparación de los estándares (BSA) 

En un tubo eppendorft de 2 mL, se prepararon la solución madre con 0,2 mL 

de la ampolleta (Bovine Serum Albumin) y 1,4 mL de agua ultra purificada 

(UHT). Se tomaron 100, 200, 300, 400 y 500 µL de la solución madre los que 

se diluyeron en 400, 300, 200 y 100 µL de agua ultra purificada 

respectivamente. Todo lo anteriormente mencionado se realizó en base a 

peso en la balanza analítica, para disminuir el grado de error en sus 

cálculos. 

 Preparación de la solución BCA (ácido bicinconínico) 

Se lo realizo multiplicando el número de muestras finales por 1,4 mL de 

solución del reactivo (A y B), luego se aplicó una regla de tres para el 

reactivo blanco y para el reactivo azul. 

 Análisis en el espectrofotómetro 

Se pesaron 70 µL de las muestras y de los estándares respectivamente, se 

les añadió 1,4 mL de la solución del reactivo de color purpura. Se realizó la 

lectura a 562 nm de absorbancia en el espectrofotómetro (marca)  

 

3.2.2.2. Método Dumas 

 

Determinación de nitrógeno/proteína en semilla de soja. 

Utilizando un dispositivo adecuado, se debe triturar la muestra (comida o 

habas enteras) para obtener polvo fino (granulometría de aproximada de 0,5 

mm), luego se mezcló bien antes de proceder al pesado, la cantidad debe 

ser de 50 mg de muestra homogénea. 

Condiciones del análisis.  
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Se seleccionó una curva de calibración adecuada en función del intervalo de 

contenido de nitrógeno proteico de la muestra donde el rango sugerido de 

nitrógeno durante la curva de calibración es de 0-7 mgN 

 

Ajustes 

Factor de oxígeno mlO2/mg de muestra: 1,8 

Caudal de oxígeno: (mlO2 / min) 400 

Factor de proteína (% N * PF = % prot): 5,70 

 

3.2.3. Cromatografía de intercambio iónico (FPLC).  

 

Las proteínas de clara de huevo se separaron mediante IEX como se 

describe por Recio et al., (1999) con algunas modificaciones utilizando un 

sistema de FPLC con una columna de intercambio catiónico HiLoad 26/10 

SP-Flow Sepharose Fast (Pharmacia) (Rodríguez et al., 2012). El disolvente 

A tuvo una concentración de 10 mM de hidrógeno carbonato de amonio el 

mismo que se acidificó a pH 7 con ácido fórmico, y el disolvente B fue 3 M 

de solución de amoníaco. El efluente se monitorizó a 280 nm. Cada serie 

cromatográfica se repitió 10 veces, y se agruparon las fracciones recogidas, 

se congelaron y se liofilizaron. Después, estas fracciones se analizaron RP-

HPLC y SDS-PAGE. 

 

3.2.4. Tratamiento térmico con microondas 

 

Se realizó el calentamiento en el microondas de la lisozima de clara de 

huevo comercial y purificada a diferentes tiempos y potencias como: 30 y 60 

segundos al 50 y 100 % de potencia en ambos casos. Una vez que las 

muestras fueron sometidas al proceso de calentamiento (microondas), estas 

fueron llevadas a digestión gástrica y duodenal in vitro, y actividades 

biológicas como enzimática y antioxidante. 
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3.2.5. Estudio de la digestión in vitro de la proteína de lisozima 

de clara de huevo 

 

3.2.5.1. Simulación de la digestión gástrica in vitro 

 

La preparación de las muestras consistió en pesar 5 mg de proteína 

comercial y aislada, para ser diluida con fluido gástrico simulado (SGF, NaCl 

0.35 M) ajustados a diferentes pH: 1.2, 2.0 y 3.2 a 37 °C durante 60 minutos 

con 50 µL de pepsina porcina a una concentración de 4 500 U/mg de 

proteína. Para la comparación del efecto de la enzima en la hidrólisis de la 

proteína, también se trabajó con una relación enzima/sustrato de 1:20, w/w 

(2 000 U/mg) (Jiménez et al., 2012; Carrillo et al., 2014). Una vez que se 

detuvo la hidrólisis, en cada muestra se colocó 200 µL de bicarbonato a 90 

°C por 5 minutos, deteniendo de esta manera la reacción enzimática. Se 

realizó tres réplicas por cada ensayo de digestión y se comparó con la 

técnica de electroforesis SDS-PAGE para comprobar la repetitividad de los 

resultados.  

 

3.2.5.2. Simulación de la digestión duodenal in vitro 

 

Para el proceso de digestión duodenal se siguió el método descrito por 

Jiménez et al., (2012) con modificaciones. Los hidrolizados gástricos 

sometidos a 60 minutos de proceso de digestión fueron ajustados a pH 7, a 

los cuales se les añadió los siguientes elementos: 

 Una mezcla de sales biliares 0,125 M que contenían cantidades 

equimolares de glicodesoxicolato de sodio y taurocolato de sodio (Sigma-

Aldrich) con una concentración final de cada sal de 6,15 mM. 

 CaCl2 1 M con una concentración final de 7,6 mM 
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 Pancreatina (100 U/mg) mezclada con Bis-Tris 20,3 mM. 

Las reacciones se llevaron a cabo a 37 °C durante 120 minutos y se 

detuvieron por calentamiento a 80 °C durante 10 minutos, permitiendo de 

esta manera la desactivación de las enzimas. Los digeridos fueron 

analizados mediante la técnica de electroforesis SDS-PAGE.  

 

3.2.6. Análisis de la lisozima de clara de huevo de gallina 

mediante la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida 

en presencia de dódecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) 

 

Para la caracterización de la proteína de lisozima de clara de huevo se 

empleó la técnica analítica de electroforesis en gel de poliacrilamida en 

presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) en condiciones 

desnaturalizantes y no desnaturalizantes utilizando el método descrito por 

Laemmli, (1970) con modificaciones. Las muestras fueron sometidas a un 

campo eléctrico de 200 V durante 30 minutos en un buffer Tris- HCl usando 

un equipo Bio-Rad, modelo Mini Protean II (Bio-Rad Life Science, USA), los 

geles fueron teñidos durante la noche en azul de coomassie y luego fueron 

desteñidos en una mezcla de metanol, etanol, ácido acético y agua 

destilada. Una vez que se obtuvieron los geles, estos fueron fotografiados 

digitalmente con un equipo Bio-Rad modelo ChemiDoc. Los geles se 

hicieron por duplicado para la interpretación de los resultados. 

 Preparación  

Se pesó 5 mg de proteína comercial de lisozima de clara de huevo, se 

añadió 1 mL de agua cuya mezcla se la realizó en el vortex, de la dilución 

obtenida se tomó 200 µl y se mezcló con 200 µl de buffer de muestra. 

Finalmente, la muestra se llevó a 90 °C durante 5 minutos. 
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 Geles  

Se colocó en la placa de 1 mm de espesor el gel de abajo preparado a 

concentración de 16 %, una vez solidificado el gel, se agregó el gel de arriba 

preparado a la concentración del 12 %, seguidamente se añadió el peine 

para formar los pocillos, posteriormente se procedió a armar el equipo de 

electroforesis, luego en cada pocillo formado en el gel se colocó 30 µl de la 

muestra preparada, se le agregó el buffer runing dentro del equipo. 

Finalmente, los geles fueron llevados a una corrida eléctrica considerando 

los parámetros de voltaje y tiempo. A continuación, se explica de manera 

gráfica la corrida de los geles en la figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 2. Descripción grafica de la corrida de geles con la solución de buffer, las muestras gel 
arriba con tris HCL a pH 6,8, gel abajo con Tris HCL pH 8,8 y la separación de las proteínas de 
acuerdo a su peso molecular. 

 

3.2.7. Evaluación de las actividades biológicas  

 

3.2.7.1. Evaluación de la actividad muramidasa 

 

La actividad muramidasa natural de lisozima de clara de huevo se determinó 

espectrofotométricamente según la metodología descrita por Shugar, (1952) 

con ciertas modificaciones, incubando la lisozima con una suspensión de 
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paredes celulares de Micrococcus lysodeikticus que al hidrolizarse reducen 

la dispersión de la luz y se manifiesta en una reducción de la absorbancia a 

450 nm. Se realizaron medidas cada minuto durante 6 minutos. Una unidad 

de lisozima se definirá como el decrecimiento de la absorbancia a 450 nm de 

0,001 min-1. Se prepararon tres soluciones: 

 Solución tampón de fosfato potásico 66 mM a pH 6,24 a 25 ºC. 

 Solución de células liofilizadas de Micrococcus lysodeitkticus, ATCC 

4698 a una concentración de 0,015 % de (p/v) 

 Solución de lisozima con 400 unidades/mililitro. 

Se tomaron 2,5 mL de la solución de Micrococcus lysodeitkticus y se 

adicionaran 0,1 mL de la solución de lisozima. Como control se emplearon 

una cubeta con 2,5 mL de la solución de Micrococcus lysodeitkticus con 0,1 

mL de tampón fosfato pH 6,24. 

 

3.2.7.2. Citotoxicidad de la lisozima de clara de huevo de 

gallina y sus hidrolizados. 

 

El modelo peces cebra de la cepa AB (especie salvaje) fueron criados en un 

sistema de circulación de acuario. Peces cebra adultos se alimentaron a 

temperatura constante (26 °C) y fotoperíodo (16 horas luz: 8 horas 

oscuridad). Los machos y las hembras, en la proporción de 1:1, se colocaron 

en una caja de cultivo por separado con un plástico separador durante la 

noche del día anterior de la prueba. Al día siguiente, el apareamiento, 

desove y la fertilización se llevaron a cabo dentro de 30 minutos después de 

que se retira el plástico separador. Los huevos recogidos se transfirieron a 

cajas de petri con una pipeta pasteur. Los huevos fertilizados en las etapas 

de cuatro a ocho células fueron colocados en placas de 24 pocillos; cada 

pocillo contenía 2 mL de medio de ensayo con la muestra de proteína de 

lisozima de clara de huevo comercial y aislada. Los huevos fueron incubados 

durante 24 horas, pasado este tiempo se evaluó la supervivencia de los 

embriones. Las concentraciones ensayadas para la muestra de lisozima de 

clara de huevo fueron 5; 1; 0,1 y 0, 0,5 mg/mL. Se tomaron imágenes de los 
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embriones con la ayuda de microscopio estereoscopio con un cámara digital 

Moticom (5 MP). Mediante la cual se observarán efectos morfológicos que 

sufran dichas muestras en formación del embrión, el mismo que tendrá un 

control (peces con agua destilada) (Nagel, 2002; Spitsbergen et al., 2003).  

 

3.2.8. Evaluación de la actividad antioxidante in vivo e in vitro  

 

3.2.8.1. Evaluación de la actividad antioxidante en el modelo 

pez cebra (Danio rerio)  

 

Se utilizó el método de especies reactivas al ácido tiobarbitúrico como se 

describe por Westerfield, (1995). La colonia de pez cebra se estableció en 

el laboratorio, en un crecimiento o cristal del acuario del medio ambiente, 

provisto de filtro interno y carbón activado aireador para la oxigenación del 

agua. Las poblaciones de animales fueron alimentados tres veces al día con 

las virutas de alimento para peces. Los peces adultos se mantuvieron en 

ciclos de 16 horas de oscuridad y 10 horas de luz. Los embriones se 

obtendrán por desove foto-inducida sobre las plantas verdes y se cultivaron 

a 28 °C en agua tanque de peces. Las larvas de 5 días post fecundación 

(dpf), fueron incubadas en placas de 24 pocillos, 30 larvas por pocillo para 

cada 100 mg/mL de los lisosomas e hidrolizados. La peroxidación lipídica fue 

iniciada añadiendo 1 ml 500 mM H2O2 y fue incubada durante 24 horas a 28 

ºC. Grupos de 30 larvas/pocillo en el agua del acuario se utilizaron como 

controles. Entonces se retiraron el H2O2 y se añadió 500 µl de Tween 0,1 %. 

Cada grupo fue mezclado y homogeneizado con un Ultra Turrax T25 de IKA, 

después de la absorbancia se midieron a 532 nm y la disminución de la 

absorbancia indico un aumento de la actividad antioxidante. Los valores de 

actividad antioxidante fueron expresados como el porcentaje de inhibición de 

la peroxidación lipídica en homogeneizado de larvas, empleando la siguiente 

ecuación:  
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% 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑝𝑒𝑟𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑙𝑖𝑝í𝑑𝑖𝑐𝑎

=
𝐴𝑏 − 𝐴𝑠

𝐴𝑏
𝑥 100 

 

Ecuación 1 

Dónde: 

Ab= Absorbancia del control 

As= Absorbancia de la muestra 

 

La prueba de las larvas fue controlada usando un microscopio con Motic 

Moticam 580 de 5 MP. 

 

3.2.8.2. Evaluación de la actividad antioxidante in vitro 

mediante el método TBARS 

 

Se pesaron 0,4; 0,8; 2; 4 mg de lisozima purificada, comercial y BHT la cual 

se disolvió en 2 mL de H2O2 (mili-Q) 

Se midió 500 µL de muestra con 500 µL de aceite oxidado, luego se llevó a 

28 °C por el lapso de 8 horas. Se preparó los controles con 1ml de aceite 

oxidado y aceite no oxidado, se les añadió 1 mL de TBAR para luego ser 

llevados a 95 °C por 60 minutos, después mantenerla en refrigeración para 

posteriormente realizar la lectura en el espectrofotómetro con una  

absorbancia de 532 nm. Para calcular el porcentaje de actividad antioxidante 

se aplicará la ecuación número 1.  

 

3.2.9. Análisis RP-HPLC & UHPLC 

 

Los hidrolizados de lisozima, a una concentración de 2,0 mg/mL, se 

analizaron mediante un Hi-Pore® RP-318 (250 x 4,6 mm de diámetro 

interno) de columna (Waters, Milford, MA) en un sistema de HPLC Waters 

600 y UHPLC columna EC-C18 (Agilent 1200 infinity, technologies, 

Waldbron, Germany, poroshell 120. 4,6 * 50 MM * 2,7 µm de tamaño de 

partícula). El disolvente A fue de 0,27 % (v/v) de ácido trifluoroacético 
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(Scharlau Chemie, Barcelona, España) en agua doblemente destilada y 

disolvente B fue de 0,37 % (v/v) de ácido trifluoroacético en acetonitrilo 

grado HPLC (Lab-Scan, Gliwice, Polonia). Las condiciones cromatográficas 

fueron como en Martos et al., (2010). La detección se realizó a 220 nm y los 

datos fueron procesados mediante el uso de Empower 2 Software (Waters). 
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4. CAPÍTULO 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1. Análisis y discusión de los resultados 

 

4.1.1. Purificación de la proteína de lisozima de clara de huevo de 

gallina. 

A partir dela clara de huevo de gallina mediante precipitación con 1 % de 

NaCl. Se obtuvó lisozima con carga positiva. Usando este método se logró 

obtener 33 g de proteína de lisozima de clara de huevo de gallina a un pH 7. 

Cabe recalcar que la lisozima dela clara de huevo de gallina es una proteína 

con un alto punto isoeléctrico (pI=10,7) en condiciones fisiológicas a pH 7,0; 

la lisozima de clara de huevo tiene carga positiva, a pH mayor a 10,7 tiene 

carga negativa. La clara de huevo de gallina tiene diferentes proteínas como 

ovoalbúmina (pI=4,5), ovotransferrina (pI=6,0) y ovomucina (pI=4,1), todas 

estas con un punto isoelectrico menor a pH 7; por ello poseen carga 

negativa (Chiu et al., 2007). 

 

4.1.2. Cuantificación de la proteína purificada de lisozima de 

clara de huevo de gallina por el método BCA y Dumas. 

 

Una vez obtenida el precipitado proteico usando NaCl %. Se procedió a 

cuantificar el contenido de proteína usando el método del BCA (ácido 

bicinconínico) y el método Dumas.  

Se usó como control lisozima de clara de huevo de grado estándar de la 

casa comercial sigma. Este estándar se usó para todos los ensayos de este 

estudio. 
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Tabla 2. Resultados de la concentración de proteína (mg/g) de lisozima de 
clara de huevo de gallina purificada y comercial. 
 

Muestra  Concentración de proteína (mg/g) 

Purificada 58,85 ± 1,04b 

Comercial 108,64 ± 11,01a 

Cada valor representa la media ± de la desviación estándar (SD). Las diferencias estadísticas fueron expresadas 

como P<0,05 usando un ANOVA y test tukey. Letras diferentes muestran las diferencias estadísticas. 

 
Para el método del BCA se usó una curva estándar de BSA (Albumina 

Serina Bovina) a diferentes concentraciones una vez graficadas las 

absorbancias obtenidas a 562 nm. Cómo se puede observar en la tabla N°2 

existe un máximo contenido de proteína en la lisozima comercial de clara de 

huevo fue de 108,6 % a diferencia de la proteína purificada a pH 7,0 fue de 

58,8 %. La purificación de lisozima de clara de huevo de gallina presentó 

cuatro péptidos específicos (cisteína, cistina, triptófano y tirosina) los mismos 

que dan la coloración característica en los ensayos del BCA (García et al., 

1998). También para su cuantificación se aplicó el método Dumas el mismo 

que dio un 44 % de proteína  

 

4.1.3. Purificación de lisozima de clara de huevo mediante 

cromatografía de intercambio iónico (FPLC) 

 

La separación de lisozima de clara de huevo de gallina se realizó mediante 

cromatografía de intercambio catiónico. En esta técnica se usó una columna 

que tiene un relleno con carga negativa solo se unen las proteínas que 

tienen carga positiva. Para separar estas proteínas de la columna se usan 

solventes que cambien la carga de la proteína debido al pH de la solución. 

Como solvente B se usó una solución 3 M de amoniaco aportando un pH de 

14. Como la lisozima tiene un punto isoelectrico de 10,7. La lisozima se 

carga negativamente y se libera de la columna. Mediante un detector con 

longitud de onda a 220 nm se puede registrar todo el proceso. 
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Figura 3. Separación de lisozima de clara de huevo por cromatografía de 

intercambio iónico. 

 

La lisozima comercial fue cargada en las mismas condiciones del análisis de 

la lisozima aislada. Este estándar permitió confirmar el tiempo de retención 

de la lisozima de clara de huevo de gallina. Efectivamente el pico identificado 

coincidió con la muestra obtenida de la clara de huevo de gallina. Se localizó 

a la lisozima incrustada en la columna por afinidad de carga, al existir un 

incremento del pH el porcentaje de la concentración de amoníaco aumentó, 

al sufrir un cambio del pH, el punto isoeléctrico de la lisozima de clara de 

huevo de gallina cambia de su carga positiva a carga negativa 

respectivamente. En la lisozima de clara de huevo de gallina existen 

diferencias de carga debido a su punto isoeléctrico (pI), el mismo que 

permite separar la clara de huevo de gallina a través de cromatografía de 

intercambio catiónico (Chiu et al., 2007).  
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4.1.4. Análisis de la lisozima de clara de huevo de gallina 

mediante la técnica de electroforesis (SDS-PAGE) llevados a 

digestión gástrica y duodenal in vitro 

 

4.1.4.1. Simulación de la digestión gástrica in vitro 

 

Los hidrolizados fueron analizados mediante electroforesis SDS-PAGE 

encontrándose que la lisozima hidrolizada a pH 1,2 fue totalmente 

hidrolizada por reacción de la pepsina durante todos los ensayos. En el gel 

de poliacrilamida no se detectó la banda correspondiente a 14 400 Da de la 

lisozima a pH 1,2. Pero si se identificó una banda de bajo peso molecular de 

6 500 Da que corresponde a los péptidos producto de la hidrólisis. 

A pH 2,0 la lisozima fue parcialmente hidrolizada por la pepsina. Se encontró 

en el gel de poliacrilamida la banda de 14 400 Da correspondiente a la 

lisozima. También se identificó la banda de 6 500 Da de péptidos producto 

de la hidrólisis parcial de la pepsina. Mientras que a pH 3,2 la lisozima no fue 

hidrolizada por la pepsina. Se observó la banda de 14 400 Da intacta al 

compararla con la lisozima control sin pepsina (figura 4). 

Este comportamiento de hidrolisis a pH 1,2; 2,0 y 3,2 ocurrió a todos los 

tiempos ensayados en este estudio que fueron 60, 90 y 120 minutos de 

incubación con la enzima. 
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Figura 4. análisis de electroforesis en SDS-PAGE de la lisozima hidrolizada. pocillo 
1: peso molecular, pocillo 2: lisozima sin pepsina, pocillo 3: lisozima con pepsina a 
pH 1,2 (60 minutos), pocillo 4: lisozima con pepsina a pH 1,2 (90 minutos), pocillo 5: 
lisozima con pepsina a pH 1,2 (120 minutos), pocillo 6: lisozima con pepsina a pH 2,0 
(60 minutos), calle 7: lisozima con pepsina a pH 2,0 (90 minutos), pocillo 8: lisozima 
con pepsina a pH 2,0 (120 minutos), pocillo 9: lisozima con pepsina a pH 3,2 (60 
minutos), pocillo 10: lisozima con pepsina a pH 3,2 (90 minutos), pocillo 11: lisozima 
con pepsina a pH 3,2 (120 minutos) y pocillo 12: pepsina en blanco. 

 

Lisozima de clara de huevo es un potente alérgeno llamado Gal d4 con la 

resistencia a la hidrólisis con pepsina. En este estudio, la lisozima fue 

totalmente hidrolizada con pepsina a pH bajos. Sin embargo, se ha descrito 

recientemente que lisozima a pH 1,2 tiene total susceptibilidad a la hidrólisis 

con pepsina (Polverino de Laureto et al., 2002; Ibrahim et al., 2001). Fu et 

al., (2002) han informado de que la lisozima de cara de huevo resistió más 

de 60 minutos a pH 1,2, en una relación E: S de (13:1) w/w. Thomas et al., 

(2004) describe que la lisozima de clara de huevo es resistente a la hidrólisis 

con pepsina a pH 2,0. Ibrahim et al., (2005) encontraron que 40 % de la 

lisozima original se hidroliza después de 120 minutos de digestión a una 

relación E: S 1:50 (w/w) a pH 4,0.  

Además, se analizó en SDS PAGE la lisozima de clara de huevo comercial y 

purificado sometidas a hidrólisis gástrica a diferentes pHs como 1,2; 2,0 y 

3,2 sin dependencia del tiempo, sino de muestras. Como se puede observar 

en la figura 5 a pH 1,2 la lisozima de clara de huevo comercial fue totalmente 

digerida, a diferencia de los pHs 2,0 y 3,2 que no fueron digeridos, lo que es 

un indicativo de que a estos pHs son resistentes a la pepsina. 
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Figura 5. análisis de electroforesis en SDS-PAGE de la lisozima de clara de 
huevo comercial hidrolizada. pocillo 1: peso molecular, pocillo 2: lisozima con 
pepsina a pH 1,2; pocillo 3: lisozima con pepsina a pH 2,0; pocillo 4: lisozima 
con pepsina a pH 3,2; pocillo 5: lisozima comercial sin pepsina 

 

 

La figura 6 a pH 1,2 la lisozima de clara de huevo de gallina purificada fue 

totalmente digerida, a diferencia de los pHs 2,0 y 3,2 que no fueron 

digeridos, lo que es un indicativo de que a estos pHs son resistentes a la 

pepsina. En el gel de poliacrilamida se puede confirmar la presencia de la 

banda que corresponde con el peso molecular de 14 400 kDa de la lisozima 

de clara de huevo pero también hay presencia de una banda muy abundante 

con un peso de 35 kDa y otra banda con un peso de 75 kDa 

respectivamente. 

 

Figura 6. análisis de electroforesis en SDS-PAGE de la lisozima de clara de huevo 
aislada hidrolizada. pocillo 1: peso molecular, pocillo 2: lisozima con pepsina a pH 
1,2; pocillo 3: lisozima con pepsina a pH 2,0; pocillo 4: lisozima con pepsina a pH 
3,2; pocillo 5: lisozima aislada sin pepsina. 
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4.1.4.2. Digestión duodenal in vitro 

 

 

La digestión duodenal se realizó en dos pasos, el primero fue la digestión 

gástrica con pepsina a pH 3,2, en 60 minutos a una temperatura de 37 °C, el 

segundo fue la digestión duodenal con 1 mL de la digestión gástrica y 1 mL 

de la solución de pancreatina a pH 7,0 por 120 minutos a la misma 

temperatura. Lo anteriormente mencionado fue realizado con la lisozima de 

clara de huevo comercial y la aislada. 

 

Como se observa en la figura 7 la lisozima de clara de huevo de gallina 

comercial fue totalmente digerida en el pocillo 4 no existe rastros de la 

proteína luego de la digestión duodenal, a diferencia del pocillo 1 donde 

existe presencia de la proteína ya que esta no fue sometida a ninguna 

digestión. 

 

Figura 7. análisis de electroforesis en SDS-PAGE de la lisozima de clara de 
huevo de gallina comercial. pocillo 1: peso molecular, pocillo 2: lisozima sin 
pepsina, pocillo 3: lisozima con pepsina a pH 3,2, pocillo 4: digestión 
duodenal. 

 

La lisozima de clara de huevo de gallina purificada fue sometida a digestión 

duodenal, como se observa en la figura 8 dicha lisozima fue totalmente 

digerida en el pocillo 4 no existe rastros de la proteína luego de la digestión 

duodenal a pH 3,2, a diferencia del pocillo 1 donde existe presencia de la 
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proteína ya que esta no fue sometida a ninguna digestión y en el pocillo 3 

presenta rastros de proteína en la digestión gástrica al mismo pH. 

 
 

Figura 8. análisis de electroforesis en SDS-PAGE de la lisozima de clara 
de huevo de gallina purificada. pocillo 1: peso molecular, pocillo 2: 
lisozima de clara de huevo de gallina purificada sin pepsina, pocillo 3: 
lisozima de clara de huevo de gallina con pepsina a pH 3,2, pocillo 4: 
lisozima con pepsina a pH 3,2 (120 minutos). 

 

 

4.1.5. Evaluación de las actividades biológicas por tratamiento 

térmico.  

4.1.5.1. Evaluación de la actividad muramidasa 

 

La lisozima de clara de huevo de gallina es una enzima con la capacidad de 

hidrolizar las paredes bacterianas de bacterias Gram – positivas. En este 

estudio se evaluó la actividad enzimática de la lisozima de clara de huevo de 

gallina purificada mediante precipitación, lisozima modificada por hidrolisis y 

tratamiento térmico con microondas. La actividad enzimática se ensayó para 

determinar el grado de hidrólisis gástrico a pH 1,2, 2,0 y 3,2. La enzima 

lisozima de clara de huevo de gallina necesita su sitio activo para unirse al 

sustrato. El sitio puede ser modificado a través de hidrólisis con pepsina. La 

actividad residual se evaluó con el método espectrofotométrico a 450 nm con 

una solución de Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698. En la figura 9 se 

puede observar que la lisozima de clara de huevo hidrolizada a pH 1,2 a 60 

minutos no tiene actividad enzimática y sólo se conserva 1,7% de su 

actividad natural. A pH 2,0, durante 60 minutos, la lisozima hidrolizada 
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conserva 45% de su actividad enzimática. A pH 3,2, la lisozima de clara de 

huevo de gallina hidrolizada conserva 98% de su actividad enzimática en 

comparación con el control de la misma 

 

Figura 9. la actividad enzimática residual de la lisozima de clara de huevo, 

hidrolizados de lisozima con pepsina a pHs 1,2, 2,0 y 3,2 durante 60 minutos. 

 

En la figura 10 se puede observar que a los 90 minutos los hidrolizados 

presentaron una actividad enzimática residual con valores de 0,8 %, 38 %, y 

90 % a pH 1,2; 2,0 y 3,2, respectivamente. 

 

Figura 10. hidrolizados de lisozima con pepsina a pHs 1,2 ; 2,0 y 3,2 durante 90 

minutos. 

 

 

NLZ HLZpH1.2 HLZpH2 HLZpH3.2

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

a

b

100%

45%

a

C

98%

1.7%

A
bs

 4
50

 n
m

 

NLZ HLZpH1.2 HLZpH2 HLZpH3.2

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

a

b

100%

38%

a

C

90%

0.8%

A
bs

 4
50

 n
m



34 

 

 

Los hidrolizados de lisozima de clara de huevo durante 120 minutos 

presentaron una actividad enzimática residual con valores de 0,6%, 35% y 

87% a pH 1,2; 2,0 y 3,2, respectivamente como se encuentra ilustrado en la 

figura 11 dichos resultados muestran que la actividad enzimática fue 

proporcional al tiempo de hidrólisis con pepsina. 

 

Figura 11. hidrolizados de lisozima con pepsina a pH 1,2; 2,0 y 3,2 
durante 120 minutos. 

 

Como se puede observar en la figura 12 la lisozima de clara de huevo 

comercial presenta un 100 % de actividad muramidasa en comparación con 

la lisozima de clara de huevo purificada mediante cromatografía de 

intercambio iónico (FPLC) la misma que presento un 97% de actividad 

muramidasa. Por otra parte, la lisozima de clara de huevo comercial 

sometida a hidrólisis gástrica presento un 17% a diferencia de la lisozima 

de clara de huevo purificada que solo presento un 2% de la misma 

actividad, con estos valores se puede añadir que al ser sometidos a 

hidrólisis gástrica la lisozima se reduce en fragmentos pequeños por lo que 

no presenta actividad muramidasa. Dichos resultados están de acuerdo con 

diferentes estudios en los que se ha descrito que la lisozima hidrolizada no 

tiene actividad muramidasa. Mine et al., (2004) ha descrito que el 

hidrolizado de lisozima con actividad antimicrobiana sin actividad 

muramidasa. Por otro lado, You et al., (2010), describió hidrolizados y 
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péptidos de lisozima sin actividad muramidasa. Otros autores como 

Ibrahim et al., (2005) también han descrito el hidrolizado de lisozima de 

clara de huevo con actividad antibacteriana, pero sin actividad muramidasa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12. actividad muramidasa residual de lisozima comercial 
(CLZ), lisozima de clara de huevo aislada (ILZ),hidrolizado de 
lisozima comercial (HCLZ) e hidrolizado de lisozima de clara de 
huevo aislada (HILZ). La disminución de la turbidez de una 
suspensión de células de Micrococcus lysodeikticus se determinó 
a 450 nm en tampón fosfato a pH 6,24 y 25 ºC. 

 

 

Además, la actividad enzimática fue evaluada mediante el uso de 

tratamiento térmico con microondas. El uso del microondas en este estudio 

tiene una gran ventaja de rapidez y penetración de calentamiento, así como 

también un ahorro de energía y mejora de la calidad. Además, la absorción 

de energía y el calentamiento de los alimentos se presentan de mejor 

manera a bajas frecuencias (Oliveira et al., 2002). En este caso se utilizó 

el 50 y 100 % de potencia del microondas a 30 y 60 segundos 

respectivamente. Dichas muestran fueron sometidas a análisis de actividad 

enzimática. 

Las actividades enzimáticas de los tratamientos empleados se ven 

reflejadas con respecto a la medida de las absorbancias como se observa 

en la figura 13. El control con el tratamiento 2,3 y 4 no presentan 

 CLZ            ILZ          HCLZ          HILZ 

100% 97% 

1,7% 

2% 
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diferencias significativas en las absorbancias medidas, sin embargo, el 

tratamiento 1 es diferente al control y al tratamiento 4 presento un 99 % de 

actividad enzimática a diferencia del tratamiento 1 el cual fue de 73 %, los 

tratamientos 2 y 3 también presentan diferencias significativas para el 

control con 92 % y 85 % respectivamente. 

 

Figura 13. actividad enzimática de la lisozima de clara de huevo comercial 
donde T4 está representado a 60 segundos con 100 % de potencia, T2 30 
segundos a 100 % de potencia, T3 60 segundos a 50 % de potencia, T1 30 
segundo a 50 % de potencia en el microondas respectivamente a los dos 
minutos. 

 

Como se puede observar en la figura 14 la actividad enzimática en las 

muestras de lisozima sometidas a hidrolisis a pH 1,2 presento un 23 % con 

respecto al control con un 100 %, a diferencia del pH 2 y 3,2 con valores 

similares de 47 % y 42 % respectivamente, en un lapso de 2 minutos. 

 
 

Figura 14. actividad enzimática de la lisozima de clara de huevo comercial 
sometida a hidrolisis gástrica a pH 1,2; pH 2,0; pH 3, a los dos minutos. 
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La lisozima de clara de huevo de gallina purificada (aislada), también fue 

sometida a la evaluación de la actividad enzimática luego del tratamiento 

térmico (microondas). Como se observa en la figura 15 la actividad 

enzimática de la lisozima de clara de huevo de gallina fue de 99 % en el 

tratamiento 1, en el tratamiento 4 con un 97%, al igual que el tratamiento 3 

con un 96% y finalmente en el tratamiento 2 con un 95 % de actividad 

enzimática respectivamente, todo esto en el lapso de dos minutos. 

 

 
 

Figura 15. actividad enzimática de la lisozima de clara de huevo purificada 
donde T4 está representado a 60 segundos con 100 % de potencia, T2 30 
segundos a 100 % de potencia, T3 60 segundos a 50 % de potencia, T1 30 
segundo a 50 % de potencia en el microondas respectivamente a los dos 
minutos 

 
 

Además, la actividad enzimática se midió luego de haber sometido las 

muestras a una hidrolisis gástrica a diferentes pH como son 1,2; 2,0 y 3,2 de 

la lisozima de clara de huevo de gallina purificada a 2 y 6 minutos. Como se 

puede observar en la figura 16 la actividad enzimática en las muestras 

hidrolizadas presentaron valores de actividad de 20 % a pH 1,2; a diferencia 

de los pHs 2,0 con 35 % y a pH 3,2 un 48 % de actividad enzimática 

respectivamente. 
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Figura 16. actividad enzimática de la lisozima de clara de huevo de gallina 
purificada sometida a hidrolisis gástrica a pH 1,2; pH 2,0; pH 3, a los dos 
minutos. 

 

 

4.1.5.2. Citotoxicidad de la proteína de lisozima de clara de 

huevo de gallina en el modelo pez cebra (Danio rerio). 

 

 

La citotoxicidad de la proteína de lisozima de clara de huevo de gallina 

comercial fue analizada mediante el modelo pez cebra (Danio rerio) en 

el lapso de 24 horas. Se lo midió en un esteromicroscopio, dando como 

resultado la resistencia del pez a dicho análisis, comprobando con ello 

que la lisozima de clara de huevo comercial no causa ningún efecto 

toxico luego de su consumo. En la figura 17 se puede observar que no 

existen diferencias significativas en la tasa de supervivencia de los 

embriones de pez cebra, en la lisozima comercial, purificada y en ambos 

casos sometidas a hidrólisis. 
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Figura 17. tasa de supervivencia de los embriones de pez cebra 
expuestos con varias concentraciones de lisozimas durante 48 horas. 

 

Se analizaron las morfologías en los embriones del pez cebra, estos no 

presentan ninguna clase de deformaciones evidentes, dichas deformaciones 

pueden ser la coagulación de huevo, la falta de somitas de desarrollo, la falta 

de desprendimiento de la cola, la falta de latido del corazón se comprobó 

que los embriones fueron normales como se puede visualizar en la figura 18 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Fotografía de huevo de pez cebra después de 48 horas de 

incubación con lisozima de clara de huevo. 
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4.1.5.3. Evaluación de la actividad antioxidante in vivo e in 

vitro  

4.1.5.3.1. Evaluación de la actividad antioxidante 

modelo pez cebra (Danio rerio) 

 

En la figura 19, se puede observar que la lisozima comercial y purificada 

por cromatografía sólo fueron capaces de inhibir la peroxidación lipídica 

en larvas de pez cebra fue del 21 % y 23 % respectivamente, mientras 

que la lisozima hidrolizada presentó una alta actividad, siendo capaz de 

inhibir 82 % de la lisozima comercial hidrolizada y 84 % para la lisozima 

aislada a través de cromatografía de intercambio catiónico. Tanto la 

lisozima hidrolizada y aislada fueron eficaces y no existe diferencias 

significativas. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 19. los resultados Tbar de lisozima. los datos se expresan como 
la inhibición de TBARS % en comparación con un control negativo (las 
barras de error expresan como ± SD). n=30 larvas de pez cebra. 
lisozima comercial (CLZ), lisozima aislada (OSR), hidrolizado de 
lisozima comercial (HCLZ) e hidrolizado de lisozima aislada (HILZ). 

 

Las larvas de pez cebra después de 24 horas se examinaron y no se 

encontraron ninguna clase de anomalías morfológicas visibles como 

cuerpos torcidos, deformaciones de la columna como se puede observar 

en la figura 20. 
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 control                                           muestra 

Figura 20. Morfologías de larvas de pez cebra después de la 

incubación con lisozima. 

4.1.5.3.2. Evaluación de la actividad antioxidante in vitro 

 

La lisozima de clara de huevo de gallina tanto purificada y comercial fueron 

sometidos a actividad antioxidante, con un control positivo BHT. Como se 

puede observar en la figura 21 los resultados de la actividad antioxidante en 

la lisozima comercial presento un 72 %, sin diferencia significativa con la 

lisozima de clara de huevo de gallina purificada con un valor de 69 % de 

actividad, presentando una diferencia significativa en relación al control 

positivo el cual fue el BHT. Las muestras calentadas en el microondas tanto 

comercial y purificada presentaron actividad antioxidante con 58 y 54 %  

respectivamente  

 

Figura 21. los resultados Tbar de lisozima de clara de huevo de gallina 
representado como % de actividad antioxidante con un control positivo 
(BHT), lisozima de clara de huevo comercial, lisozima de clara de huevo 
purificada, lisozima de clara de huevo comercial y aislada sometida a 
calentamiento. 
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4.1.6. Análisis RP-HPLC  

 

Los hidrolizados de lisozima de clara de huevo de gallina fueron 

analizados mediante RP-HLPC. Se inyecto lisozima comercial de grado 

estándar a 1mg/mL. En la figura 22 se puede observar que aparece un 

solo pico bien definido con un tiempo de retención de 7,8 minutos. Este 

tiempo de retención permite identificar la presencia de lisozima en todos 

los ensayos. El análisis de RP- HPLC de hidrolizados de lisozima de 

clara de huevo durante 60 minutos muestra que la lisozima fue 

totalmente hidrolizada a pH 1,2; a diferencia del pH 2,0 donde solo existió 

una hidrólisis parcial y a pH 3,2 la hidrólisis no se observó. Estos 

resultados fueron similares en todos los tiempos experimentales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Análisis en RP-HPLC de hidrolizados de lisozima de clara de 

huevo durante 60 minutos. 
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4.1.6.1. Análisis UHPLC 

 

 

El análisis de la lisozima de clara de huevo de gallina tanto comercial la 

misma que fue sometida a análisis U-HPLC donde se puedó observar la 

presencia de lisozima a un tiempo de 7 minutos en forma de un pico alto, 

este determino la presencia de la proteína como la lisozima de clara de 

huevo de gallina comercial como se observa en la Figura. 23. 

 

 
Figura 23 Análisis en U-HPLC de lisozima de clara de huevo de gallina comercial sin 
hidrolizar. 

 

La lisozima de clara de huevo de gallina purificada también fue analizada 

mediante U-HPLC como se observa en la figura 24 presentó varios picos, los 

mismos que determinan presencia de otros tipos de proteínas en la lisozima 

de clara de huevo de gallina purificada, cabe señalar que si existe el pico 

más alto el cual determina la presencia de dicha proteína en tiempo de 

retención de 7 minutos. 
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Figura 24 Análisis en U-HPLC de lisozima de clara de huevo de gallina purificada sin 
hidrolizar. 

 

Además, se realizó el análisis de las muestras hidrolizadas de la lisozima de 

clara de huevo de gallina comercial a diferentes pHs, mediante el U-HPLC 

donde se puedo observar que el pico de la lisozima de clara de huevo de 

gallina fue totalmente hidrolizado con pepsina a un pH 1,2 (Figura. 25).  

 
Figura 25 Análisis en U-HPLC de lisozima de clara de huevo de gallina comercial 
hidrolizada a pH 1,2 con pepsina. 

 

Como se puede observar en la figura 26 mediante el análisis U-HPLC la 

lisozima de clara de huevo de gallina comercial hidrolizada a pH 2,0 no 

presenta el pico característico de la lisozima de clara de huevo, lo que es 

indicativo que la pepsina la digirió totalmente. 
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Figura 26. Análisis en U-HPLC de lisozima de clara de huevo de gallina 
comercial hidrolizada a pH2,0 con pepsina. 

 

También en la figura 27 se observa que la lisozima de clara de huevo de 

gallina comercial no presenta el pico característico de la misma, por lo que 

no tiene diferencia entre los pHs 1,2 y 2,0; de la lisozima de clara de huevo 

de gallina comercial, en un tiempo de 7 minutos. 

 

Figura 27. Análisis en U-HPLC de lisozima de clara de huevo de gallina 
comercial hidrolizado a pH3,2 con pepsina. 

 

Así como también a la lisozima de clara de huevo de gallina purificada con 

NaCl fue sometida a hidrólisis y analizada mediante U-HPLC para detectar la 

presencia de la proteína de lisozima de clara de huevo de gallina. En la 

figura 28 se observa la hidrólisis de la lisozima de clara de huevo de gallina 

purificada a pH 1,2 presento un pico característico de la lisozima en una 

pequeña proporción durante 7 minutos. 
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Lisozima 

 

Figura 28. Análisis en U-HPLC de lisozima de clara de huevo de gallina 
purificada hidrolizado a pH 1,2 con pepsina. 

 
 

En la figura 29 se observó la lisozima de clara de huevo de gallina purificada 

fue hidrolizada a pH 2,0, también presento el pico característico de la 

lisozima de clara de huevo en mayor proporción en un tiempo de 7 minutos. 

 

 

Figura 29. Análisis en U-HPLC de lisozima de clara de huevo de gallina purificada 
hidrolizado a pH 2,0 con pepsina. 

 

 

Por último, en la figura 30 se observa el pico característico de la lisozima de 

clara de huevo de gallina purificada luego de ser hidrolizada a pH 3,2 en el 

lapso de 7 minutos. 
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Figura 30. Análisis en U-HPLC de lisozima de clara de huevo de gallina purificada 
hidrolizado a pH 3,2 con pepsina. 

 

 

4.2. Verificación de la hipótesis 

 

1. Se acepta la hipótesis alternativa la cual establece que no se 

modifica la actividad enzimática de la lisozima de clara de huevo 

mediante hidrolisis gástrica. 

 

2. Se acepta la hipótesis nula la cual establece que si se modifica la 

actividad enzimática de la lisozima de clara de huevo mediante 

tratamiento térmico. 
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5. CAPÍTULO 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

5.1. CONCLUCIONES  

 

 Se logró purificar la lisozima de clara de huevo de gallina mediante el 

uso de cromatografía rápida de proteínas (FPLC) y NaCl 1 M, dicha 

proteína presento actividad enzimática respectivamente. 

 La hidrólisis gástrica de la lisozima de clara de huevo de gallina 

demostró que a pH 1,2 la hidrólisis fue total y que a los pHs 2,0 y 3,2 

fue parcialmente hidrolizada.  

 Se demostró actividad enzimática en los hidrolizados gástricos de 

lisozima de clara de huevo de gallina comercial a pH 1,2 presentaron 

23 %, a pH 2,0 un 47 % y a pH 3,2 un 42 % respectivamente. 

También en la lisozima de clara de huevo de gallina purificada 

presentaron valores de actividad enzimática como 20 % a pH 1,2; 35 

% a pH 2,0 y 48 % a pH 3,2 respectivamente. 

 La lisozima de clara de huevo de gallina comercial y purificada 

sometida a calentamiento (microondas) presentaron actividades 

enzimáticas de 99 %; 92 %; 85 % y 73 % en los tratamientos 4,2,3,1 

en la lisozima comercial respectivamente. También en la lisozima 

purificada sus actividades enzimáticas fueron de 99 %; 97 %; 96 %; y 

95 % en los tratamientos 1,4,3,2. 

 La lisozima comercial y purificada por cromatografía fueron capaces 

de inhibir la peroxidación lipídica en larvas de pez cebra fue del 21 % 

y 23 % así como también la lisozima hidrolizada presentó una alta 

actividad, siendo capaz de inhibir 82 % de la lisozima comercial y 84 

% para la lisozima aislada. 
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5.2. RECOMENDACIONES 

 

 

 Utilizar otro tipo de reactivo a parte del NaCl 1 M para la 

purificación de la proteína de lisozima de clara de huevo de 

gallina, como etanol. 

 

 Debido a la sensibilidad de los análisis RP HPLC Y UHPLC en los 

análisis de lisozima de clara de huevo purificada es mejor usar el 

RP -HPLC. 

 Se debe contar con suficientes envases herméticos para guardar 

la proteína purificada de lisozima de clara de huevo con esto 

evitamos contaminación y que absorba humedad.  

 

 Se debería utilizar la tinción de nitrato de plata en caso de que no 

se observen claramente las bandas en la técnica de electroforesis 

(SDS-PAGE). 

 

 En los análisis químicos y biológicos se debe usar el agua Mili Q 

para la obtención de mejores resultados, así como también en la 

limpieza de materiales. 

 

 Debido al uso de reactivos tóxicos se debe utilizar la indumentaria 

adecuada para evitar posibles accidentes. 

 

 Los peces debe ser alimentados dos veces por día controlando los 

siguientes parámetros como temperatura, pH y los filtros. 
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ANEXOS 

 

Figura 33. espectrofotometro DR500

 

Figura 34 digestión duodenal por dos horas. 

 

Figura 35 digestión gástrica 37 °C por una hora. 

 

Figura 36 sistema de electroforesis. 

 

Figura 37 corrida de los geles de poliacrilamida. 

 

Figura 38cgel de lisozima aislada antes del 
teñido con azul de coomassie 
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Figura 39 gel de lisozima comercial antes del 
teñido con azul de coomasie. 

 

Figura 40muestras para actividad 
antioxidante. 

 

Figura 41 solución de fosfatidilcolina oxidada y no 
oxidada para la actividad antioxidante. 

 

Figura 42 muestras sometidas a 8 horas para 
la actividad antioxidante. 

 

Figura 43 preparación de la muestra para ser 
medida la actividad antioxidante en el 
espectrofotómetro de los laboratorios de canje. 

Figura 44 preparación de las muestras para la 
actividad antioxidante en el 
espectrofotómetro. 
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Figura 45 lectura de las absorbancias de las 
muestras. 

 

Figura 46equipo UHPLC 

 

Figura 47sistema del UHPLC 

 

Figura 48 partes del UHPLC 
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Figura 49 funcionamiento del UHPLC 

 

 

Figura 50 jeringa para la succión de las 
muestras para el UHPLC. 

 

Figura 51 sistema de filtración de agua Mili Q 

 

Figura 52 membranas de filtración de agua. 

 

Figura 53 muestra de lisozima comercial para ser 
calentada en el microondas. 

 

Figura 54 muestra de lisozima aislada para 
ser calentada en el microondas. 
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Figura 57 pesado de la lisozima purificada. 

 

 

Tabla 3 Prueba de comparación múltiple test tukey en la concentración de 

proteína (mg/g) de lisozima de clara de huevo de gallina purificada y 

comercial por el método BCA. 

 
Tabla 4 Prueba de comparación múltiple test tukey en la lisozima de clara de 

huevo de gallina comercial sometida a tratamiento térmico con microondas 

donde T4 60 segundos al 100 % de potencia, T2 30 segundos al 100 %, T3 

60 segundos al 50 %, T1 30 segundos al 50 % en el lapso de dos minutos. 
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Tabla 5 Prueba de comparación múltiple test tukey en la lisozima de clara de 

huevo de gallina comercial sometida a tratamiento térmico con microondas 

donde T4 60 segundos al 100 % de potencia, T2 30 segundos al 100 %, T3 

60 segundos al 50 %, T1 30 segundos al 50 % en el lapso de seis minutos. 

 
 
 
Tabla 6 Prueba de comparación múltiple test tukey en la lisozima de clara de 

huevo de gallina comercial sometida a hidrolisis gástrica a pHs 1,2;2,0 y 3,2 

a dos minutos. 

 
 
Tabla 7 Prueba de comparación múltiple test tukey en la lisozima de clara de 

huevo de gallina comercial sometida a hidrolisis gástrica a pHs 1,2;2,0 y 3,2 

a seis minutos. 
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Tabla 8 Prueba de comparación múltiple test tukey en la lisozima de clara de 

huevo de gallina purificada sometida a tratamiento térmico con microondas 

donde T4 60 segundos al 100 % de potencia, T2 30 segundos al 100 %, T3 

60 segundos al 50 %, T1 30 segundos al 50 % en el lapso de dos minutos. 

 
 
Tabla 9 Prueba de comparación múltiple test tukey en la lisozima de clara de 

huevo de gallina purificada sometida a tratamiento térmico con microondas 

donde T4 60 segundos al 100 % de potencia, T2 30 segundos al 100 %, T3 

60 segundos al 50 %, T1 30 segundos al 50 % en el lapso de seis minutos 

 
 
Tabla 11 Prueba de comparación múltiple test tukey en la lisozima de clara 

de huevo de gallina purificada sometida a hidrolisis gástrica a pHs 1,2;2,0 y 

3,2 a dos minutos 
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Tabla 11. Prueba de comparación múltiple test tukey en la lisozima de clara 

de huevo de gallina purificada sometida a hidrolisis gástrica a pHs 1,2;2,0 y 

3,2 a seis minutos. 

 
 
Tabla 12. Prueba de comparación múltiple test tukey en la lisozima de clara 

de huevo de gallina purificada y comercial con respecto a su porcentaje de 

su actividad antioxidante. 
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