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Resumen

La lisozima de clara de huevo de gallina es una proteina que puede
representar cerca del 3,5 % de las mismas. También es fuente de
aminoacidos esenciales para la alimentacion humana, lo que ha motivado a
realizar un estudio exhaustivo, principalmente de su proteina. En este
estudio se trabajo 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 enzimética por hidrélisis

gastrica y tratamiento térmico con microondas.

Se logro purificar la lisozima de clara de huevo de gallina mediante el uso de
cromatografia rapida de proteinas (FPLC) y precipitacion en NaCl 1 M
presentaron actividad enzimética. Ademas, la hidrélisis gastrica de la
lisozima de clara de huevo de gallina demostré que a pH 1,2 la hidrdlisis fue
total. También, los hidrolizados gastricos de lisozima de clara de huevo de
gallina comercial a pH 1,2; 2,0 y 3,2 presentaron actividad enzimatica de 23,
47 y 42 % respectivamente. De igual manera, los hidrolizados de lisozima de
clara de huevo de gallina purificada presentaron valores de actividad
enzimatica como 20, 35y 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 enziméticas de 99, 92,
85y 73 % en la lisozima comercial respectivamente. También, la lisozima
purificada presenté actividades enzimaticas de 99, 97, 96 y 95 %. El
hidrolizado de ambas lisozimas comercial y purificada fueron capaces de

inhibir la peroxidacion lipidica en larvas de pez cebra.

Palabras claves: lisozima, cromatografia de intercambio cationico, hidrolisis

enzimatica, actividad muramidasa.
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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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INTRODUCCION

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 proteina de la que se dispuso su secuencia por cristalografia de
rayos-X, ademas la primera enzima de la que se determiné su mecanismo
enzimético 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 proteina que puede representar
cerca del 3,5 % de las proteinas de la clara de huevo (You et al., 2010;
Memarpoor Yazdi et al., 2012; Mine et al., 2004; 2008). La lisozima es una
proteina bésica que contiene 129 residuos de aminoacidos y su peso
molecular es de 14.3 kDa.
Esta enzima actua por lisis de las paredes celulares de algunas bacterias
Gram-positivas tales como bacterias de acido lactico (LAB) y Clostridium sp
mediante el fraccionamiento del enlace B (1-4) entre el &cido N-
acetilmuramico 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 biolégicas 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
separacion clasicos de proteinas se basan en la salinizacion de la solucion o
precipitacion con alcohol. Se han extendido el uso por la cromatografia de
intercambio i6nico y de separacion de membrana en los Ultimos afios.
Actualmente, los investigadores estan buscando métodos de separacion,

gue sean baratos, faciles, y no téxicos. El mantenimiento de la actividad



biol6gica es més alto de las proteinas aisladas (Awade et al., 1996; Chiu et
al., 2007; Lesniakowski et al., 2007, 2009).

La actividad enzimatica también es conocida como actividad muramidasa o
actividad litica (Mine et al., 2008; Cegielska-Radziejewska et al., 2009).
Los ocho alimentos tradicionalmente consideradas responsables de mas del
90 % de la alergia a los alimentos son los productos lacteos, huevos,
pescado, mariscos, mani, nueces, trigo y soja (Achouri et al., 2013). Existen
alergias a los alimentos, la alergia al huevo es, junto con el mani y la leche,
la mas comun en nifios y bebés, con una prevalencia que varia entre el 7,9 y
el 10 % (Osborne et al., 2011; Sicherer et al., 2011). En general se cree
gue una proteina, que es resistente a la digestion proteolitica en el tracto
digestivo, retiene una integridad estructural suficiente para tener una mayor
probabilidad de estimular las reacciones inmunes en el organismo.
Pequefias cantidades de proteinas intactas o proteinas parcialmente
digeridas se absorben en el intestino y entran en el sistema circulatorio. El
Fluido Gastrico 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 proteina
(Orruiio et al., 2011).

El proceso de la digestion juega un papel importante en la sensibilizacion
alérgica. Saber que le sucede a los alérgenos alimentarios en el tracto
gastrointestinal (fragmentacion, absorcion, biodisponibilidad y conjugacion
con otras proteinas) es importante para el conocimiento del mecanismo que
subyace en las alergias alimentarias. Un gran numero de alérgenos
alimentarios son estables en condiciones que simulan la digestion
gastrointestinal in vivo. Entre estas proteinas hay ciertas caracteristicas
comunes, se asume que tienden a ser proteinas mayoritarias en los
alimentos, resistentes a la digestion y estables a los tratamientos de

procesado, sobre todo al tratamiento térmico (Taylor et al., 1996).



Se sabe que los tratamientos térmicos modifican la estructura de las
proteinas. La desnaturalizacion produce cambios en las propiedades fisicas,
quimicas y biolégicas de una molécula proteica, en ocasiones la
desnaturalizacion puede ser irreversible dependiendo de la intensidad y
duracion del tratamiento (Garrido, 2006).



1. CAPITULO

EL PROBLEMA

1.1. Tema

“Modificacion de la actividad enzimatica de lisozima de clara de huevo de

gallina, por hidrdlisis gastrica y tratamiento térmico (microondas)”

1.2. Justificacion

La lisozima posee actividades biolégicas como actividad antioxidante (Liu et
al., 2006), actividad antiheparinica (Mega et al., 1994), actividad antifungica,
capacidad fusogénica con fosfolipidos y potenciacién del efecto de
antibioticos (lbrahim 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 accion 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 proteina no toxica y por ello es utilizada
para fines alimentarios, farmacolégicos y terapéuticos, se estima que mas de
100 toneladas de lisozima son usados anualmente para estos propdsitos
(Mine et al., 2004). La lisozima de huevo de gallina esta catalogada como
aditivo de uso alimentario con el cddigo (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 proteccion en los quesos frente a bacterias dafiinas como el



Clostridium tyrobutyricum que provoca la hinchazén de los quesos (Mine at
al., 2004).

Existen muchos trabajos cientificos que buscan modificar la actividad
enzimatica de la lisozima usando diferentes tratamientos tecnolégicos como
son tratamiento térmico, enzimatico, quimico y modificacion 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 hidrolisis
enzimatica, ya que es un alérgeno alimentario (Mine et al.,2008), de esta
manera, se contribuira a disminuir su alergenicidad y posibilitar su uso en la
industria alimentaria. Ademas, en este trabajo se busca describir su
digestibilidad simulando las condiciones fisiol6gico-humanas. Por esta razon
en este estudio se pretende modificar la actividad enzimética de la lisozima
de clara de huevo de gallina mediante hidrolisis gastrica y tratamiento
térmico con microondas, también se evaluard la actividad antioxidante para

saber si se modifica o se potencia dicha actividad.

1.3.Objetivos

1.3.1. General

» Modificar la actividad enziméatica por hidrélisis géstrica y tratamiento

térmico con microondas.

1.3.2. Especificos

» Determinar la actividad enzimatica residual de la lisozima de clara de

huevo modificada térmicamente y con hidrélisis.

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

hidrélisis mediante electroforesis SDS-PAGE.



» Cuantificar la lisozima de clara de huevo modificada térmicamente y

con hidrdlisis.

» Determinar la actividad antioxidante in vitro (método ORAC) e in vivo
modelo pez cebra (Danio rerio) de la proteina de la lisozima de clara

de huevo tratada térmicamente y con hidrolisis.



2. CAPITULO

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes investigativos

2.1.1. Huevo de gallina

El huevo, como alimento, puede ser considerado como una fuente de
proteina adecuada para la alimentaciébn humana. La albumina (clara de
huevo), se trata de una barrera muy importante contra la invasion microbiana
por su accién bacteriostatica y bactericida para ciertas especies de
bacterias. Contiene sustancias antimicrobianas que restringen o inhiben
totalmente el crecimiento de flora invasora. Su accion protectora se debe a

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

e Lisozima: enzima que lisa las paredes de las bacterias Gram
positivas.

e Avidina: sustancia que, al combinarse con la biotina, bloquea su
accion, que es indispensable para el crecimiento de muchos
gérmenes.

e Conalbumina: sustancia que bloquea algunos metales (hierro, cobre,
y zinc) indispensables para el crecimiento de muchos gérmenes.
Actua frente a grampositivos y gramnegativos.

¢ Riboflavina: vitamina del complejo B que limita el crecimiento de
algunos gérmenes.

e Proteina B: sustancia que inhibe la proteasa fungica, limitando el

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



2.1.2. Proteinas

Existen proteinas que presentan una facil digestion, no hacen dafio a la
salud, y son nutricionales. Ademas, se encuentran en mayor proporcion y

disponibilidad en los alimentos (Badui, 2006).

La solubilidad y estabilidad de las proteinas dependen del pH del medio, asi
como también del punto isoeléctrico (pl), el mismo que se ve influenciado por
su estructura. El punto isoeléctrico a distintos pHs tiene un aumento
significativo en la solubilidad de las proteinas, fuerza ionica, tipo de solvente

y la temperatura (Pefia, 2004).

La lisozima de huevo de gallina ha sido la mas estudiada, por encontrarse en
alta concentracion (1-3 g/l de clara de huevo), su facil manejo y la posibilidad
de purificacion. La lisozima de huevo es una proteina que puede representar
cerca del 3,5 % de las proteinas de la clara de huevo (You et al., 2010). La
lisozima de clara de huevo tiene un 60% de homologia con la lisozima de
leche humana y comparten la resistencia a las enzimas proteoliticas (Carillo
et al., 2014).

2.1.3. Actividad enzimética

La actividad enzimatica de la lisozima destruye las paredes celulares de
ciertas bacterias Gram-positivas por ruptura del enlace 3 (1-4) entre el acido
N-acetilmuramico (NAM) y N-acetilglucosamina del peptidoglicano (NAG)
[Figura 1], debilitando asi 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. Purificacién de lalisozima

Los métodos de separacion clasicos de proteinas se basan en la salinizacion
de la solucion o precipitacion con alcohol. Se han extendido el uso por la
cromatografia de intercambio i6nico y de separacion por membrana en los
dltimos afios (Awade et al., 1996; Chiu et al., 2007; Lesniakowski et al.,
2007; 2009). En la actualidad también se han utilizado cromatografia de
intercambio catidénico o ultrafiltracion, cromatografia de intercambio iGnico
con columnas y membranas microporosas (Chiu et al., 2007; Jiang et al.,
2001).

2.1.5. Métodos para cuantificar la proteina

Los métodos para la cuantificacion de proteinas, se fundamentan en la
propiedad intrinseca de las mismas por la absorcién de luz (UV), en la
formacion de procedentes quimicos y poseen la posibilidad de unir diferentes

colorantes (Reyes et al., 2001).

El método BCA (acido bicinconinico) se encuentra fundamentado en la
disminucion de iones cupricos donde los iones cuprosos estan en medios
alcalinos. Dichos iones cuprosos actuan con el acido bicinconinico (BCA)

dando como resultado un color purpura, el mismo que es analizado



espectrofotométricamente, luego se relaciona mediante el contenido de

proteinas (Nielsen, 2010).

El método dumas se caracteriza por pirélisis completa de la muestra y
medicion del contenido de nitrdgeno de los gases de combustion. El
nitrégeno puede ser medido con manometro después de absorber el dioxido
de carbono en una solucion alcalina o por conductividad térmica en métodos

automatizados (King 1978).

2.1.6. Métodos de determinaciéon de aminoacidos

Los amino&cidos constituyen la estructura primaria de la proteina y confieren
el valor nutricional a los alimentos. Por lo tanto, para el andlisis de los
aminoacidos es necesario romper los enlaces peptidicos de las proteinas
mediante la hidrélisis que puede ser acida, alcalina o enzimatica. La
hidrolisis acida se realiza con &cido clorhidrico de concentracion 6N. El
reactivo debe ser puro y no debe dejar residuos por lo que se recomienda
una hidrélisis en fase gaseosa. Para que la hidrdlisis de las proteinas sea
completa es necesario tener en cuenta factores como acido/proteinas, la
temperatura y el tiempo de hidrdlisis; evitar la presencia de oxigeno en el
medio aplicando vacio y nitrdgeno para minimizar la oxidacién de los

aminodacidos (Pomeranz C et al., 1971)

La hidrolisis acida afecta la estructura de ciertos aminoacidos como

a) Destruccién parcial de treonina, serina, cistina, cisterna, metionina y
tirosina. La destruccion de cistina, cisteina y metionina se evita oxidando
primero la muestra con acido perférmico y se determinan en su lugar el 4cido
cisteico y metionina sulfona. El triptéfano se destruye totalmente con el &cido
clorhidrico por lo que para su determinacion es necesario realizar una

hidrélisis alcalina.
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b) Conversion de: tirosina a un cloro derivado; asparagina a acido aspartico
y glutamina a acido glutamico.

c) Liberacion lenta de isoleucina y valina.

Para compensar las pérdidas producidas en los aminoacidos y ademas para
cuantificar los aminoacidos presentes se puede adicionar a la muestra antes
de la hidrdlisis, una cantidad conocida de un estandar interno que puede ser
el &cido 2-aminobutirico. Los aminoéacidos libres se derivan por métodos pre
columna o post columna y se separan aplicando la cromatografia de
intercambio i6nico, la cromatografia liquida de alta resolucion o la

cromatografia gas-liquido (Alaiz, M., et al. 1992)

2.1.6.1. Digestibilidad gastrointestinal

La digestibilidad gastrointestinal se basa en 2 fases: la digestion mediante la
hidrdlisis de las moléculas complejas y la absorcion de pequefias moléculas
(aminoacidos, acidos grasos) dentro del intestino. Existen pruebas de
digestion in vitro las que se han efectuado para analizar el contenido
nutricional de dichas proteinas utilizando la pepsina (Nielson, 1988; Budd et
al., 1983). Mediante la digestibilidad se posibilita el aprovechamiento de un
sin nimero 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 realizaria estudios en humanos se necesitarian varios
individuos voluntarios, ademas se requeririan 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
proteinas alimentarias utilizando también ensayos de digestibilidad in vitro
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con pepsina en Fluidos Gastricos Simulados (SGF). Dichos estudios apoyan
gue la digestion puede ser utilizada como herramienta clave para predecir el
potencial alergénico de las proteinas alimentarias (Burks et al., 1997; Fu et
al., 2002; Kenna et al., 2000).

2.1.7. Electroforesis

Segun Lameli, 1970 describe que la técnica de electroforesis fue usada por
primera ocasion por Tiselius 1937, el mismo que creo el equipo de la
electroforesis y determino que las proteinas se pueden separar mediante la
accion de un campo eléctrico.

Segun Carrillo et al., 2013 describe el empleo de agentes reductores vy el
uso de SDS, mediante el cual se obtienen los pesos moleculares de las
proteinas, a lo que nombro como la técnica de electroforesis en geles de
poliacrilamida SDS-PAGE. Los pesos moleculares entre 10 -90 kDa
necesitan un tamafo de poro de 10 -12% en un gel concentrador y

separador (Martinez et al., 2001).

2.2.Hipotesis

Tema: “Modificacion de la actividad enzimatica de la lisozima de clara de

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

Ho1: Se modifica la actividad enzimatica de la lisozima de clara de huevo

mediante hidrolisis gastrica.

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

mediante hidrolisis gastrica.

Ho2: Se modifica la actividad enziméatica de la lisozima de clara de huevo

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

mediante tratamiento térmico.

1.1. Sefialamiento de variables de la hipotesis

Variable independiente (1): tratamiento térmico con microondas

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

Variable independiente (2): hidrdlisis gastrica

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

huevo.

13



3.1. Materiales

3. CAPITULO

MATERIALES Y METODOS

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

durante la investigacion.

MATERIALES EQUIPOS REACTIVOS ACUARIO
e Vasos de e Balanza e Hidréxido de e Peces de origen
precipitacion e Agitador sodio cebra
e Balones de aforo magnético e Acido e Comida para
e Probetas e pHmetro clorhidrico peces (Artemia)
e Varillas de e Centrifuga e Cloruro de e Peceras
agitacion e Liofilizador sodio e Calentadores
e Magneto e Espectrofoto | e Bicarbonato de eléctricos
e Espatula metro sodio e Termoémetros
e Kit Micropipetas |e FPLC e Enzimas e Filtros
e Tubos para e HPLC e Sales biliares « Estanteria
centrifugar e UHPLC * (- e Tiras de nitritos
e Cajas Petri e Agitador mercaptoetanol | e Solucion azul de
e Puntas para Vortex e Tris-HCI metileno
micropipetas e Agitador para | Acrilamida
e Tubos eppendorf microtubos e SDS
e Envases e Equipo de e Temed
herméticos Electroforesis | ¢ PSA
e Tiras de pH Bio-Rad e Glicina
e Goteros e Glicerol
e Rotuladores e Azul de
e Guantes Latex bromofenol
e DMSO
e Azul de
Coomassie
e Agua
desionizada
e Reactivo BCA
e TBARS

Elaborado por: Tuboén Jessica, 2016
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3.2.Métodos

3.2.1. Purificaciéon de lisozima de clara de huevo.

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

Se utilizé 500 ml de clara de huevo tratadas con NaCl 1% y el pH ajustado a
3 para separar la mucina. La solucion se centrifugd a 4 500 rpm durante 20
minutos a 4 °C. Se deseché el sobrenadante y el precipitado se ajust6 a pH
7,4 con NaOH 1 M y fue analizado mediante cromatografia de intercambio
ionico (IEX) (Carrillo et al., 2016)

3.2.2. Cuantificacién de la proteina de lisozima de clara de huevo

3.2.2.1. Método de BCA

Se cuantificd la concentracion de proteina mediante el método de BCA
(acido bicinconinico), para ellos se utilizé un kit comercial de la marca
Thermo. EIl propodsito estuvo enfocado en la reduccién de iones cupricos a
iones cuprosos bajo condiciones alcalinas de la proteina. Los iones cuprosos
reaccionaron con el reactivo BCA proporcionando un color purpura, que

pudo cuantificarse espectrofotométricamente (Nielsen, 2010)

La lectura de los valores de absorbancia se realizé a una longitud de onda
de 562 nm. Para la interpretacion de los resultados se trabajoé con una recta

patron de BSA (Bovine Serum Albumin).
Preparacion de la muestra

En un tubo eppendorft se pes6 5mg de muestra, 1mL de agua y 75 pL de

NaOH, luego se les introdujo un magneto pequefio y fue sometido a
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agitacion 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 (dilucion 1:20)
Preparacion de los estandares (BSA)

En un tubo eppendorft de 2 mL, se prepararon la solucion 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 pL de la solucién madre los que
se diluyeron en 400, 300, 200 y 100 pL de agua ultra purificada
respectivamente. Todo lo anteriormente mencionado se realizé en base a
peso en la balanza analitica, para disminuir el grado de error en sus

calculos.
Preparacion de la soluciéon BCA (acido bicinconinico)

Se lo realizo multiplicando el nimero de muestras finales por 1,4 mL de
solucion del reactivo (A y B), luego se aplico una regla de tres para el

reactivo blanco y para el reactivo azul.
Andlisis en el espectrofotdmetro

Se pesaron 70 pL de las muestras y de los estandares respectivamente, se
les afiadié 1,4 mL de la solucién del reactivo de color purpura. Se realizé la

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

3.2.2.2. Método Dumas

Determinacion de nitrégeno/proteina en semilla de soja.

Utilizando un dispositivo adecuado, se debe triturar la muestra (comida o
habas enteras) para obtener polvo fino (granulometria de aproximada de 0,5
mm), luego se mezclé bien antes de proceder al pesado, la cantidad debe
ser de 50 mg de muestra homogénea.

Condiciones del analisis.



Se seleccion6 una curva de calibracion adecuada en funcion del intervalo de
contenido de nitrégeno proteico de la muestra donde el rango sugerido de

nitrogeno durante la curva de calibraciéon es de 0-7 mgN

Ajustes

Factor de oxigeno mlO2/mg de muestra: 1,8
Caudal de oxigeno: (mlO2 / min) 400

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

3.2.3. Cromatografia de intercambio iénico (FPLC).

Las proteinas 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 cationico HiLoad 26/10
SP-Flow Sepharose Fast (Pharmacia) (Rodriguez et al., 2012). El disolvente
A tuvo una concentracion de 10 mM de hidrégeno carbonato de amonio el
mismo que se acidificé a pH 7 con acido férmico, y el disolvente B fue 3 M
de solucion de amoniaco. El efluente se monitoriz6 a 280 nm. Cada serie
cromatografica se repitid 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 realizo 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 digestidbn gastrica y duodenal in vitro, y actividades

biolégicas como enzimatica y antioxidante.
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3.2.5. Estudio de la digestion in vitro de la proteina de lisozima

de clara de huevo

3.2.5.1. Simulacién de la digestién gastrica in vitro

La preparacion de las muestras consisti6 en pesar 5 mg de proteina
comercial y aislada, para ser diluida con fluido gastrico 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 pL de pepsina porcina a una concentracion de 4 500 U/mg de
proteina. Para la comparacion del efecto de la enzima en la hidrélisis de la
proteina, también se trabajé con una relacion 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 hidrdlisis, en cada muestra se colocd 200 uL de bicarbonato a 90
°C por 5 minutos, deteniendo de esta manera la reaccion enzimatica. Se
realizo tres réplicas por cada ensayo de digestion y se compardé con la
técnica de electroforesis SDS-PAGE para comprobar la repetitividad de los

resultados.

3.2.5.2. Simulacién de la digestion duodenal in vitro

Para el proceso de digestion duodenal se siguié el método descrito por
Jiménez et al., (2012) con modificaciones. Los hidrolizados gastricos
sometidos a 60 minutos de proceso de digestion fueron ajustados a pH 7, a

los cuales se les afadi6 los siguientes elementos:

Una mezcla de sales biliares 0,125 M que contenian cantidades
equimolares de glicodesoxicolato de sodio y taurocolato de sodio (Sigma-
Aldrich) con una concentracion final de cada sal de 6,15 mM.

CaCl2 1 M con una concentracion 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 desactivacion de las enzimas. Los digeridos fueron

analizados mediante la técnica de electroforesis SDS-PAGE.

3.2.6. Analisis de la lisozima de clara de huevo de gallina
mediante la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida
en presencia de dédecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)

Para la caracterizacion de la proteina de lisozima de clara de huevo se
empled la técnica analitica 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- HCI usando
un equipo Bio-Rad, modelo Mini Protean Il (Bio-Rad Life Science, USA), los
geles fueron tefiidos durante la noche en azul de coomassie y luego fueron
destefiidos en una mezcla de metanol, etanol, acido 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 interpretacion de los resultados.

o Preparacion

Se pes6é 5 mg de proteina comercial de lisozima de clara de huevo, se
afladié 1 mL de agua cuya mezcla se la realiz6 en el vortex, de la dilucion
obtenida se tomé 200 pl y se mezclo con 200 ul de buffer de muestra.

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

Se coloco en la placa de 1 mm de espesor el gel de abajo preparado a
concentracion de 16 %, una vez solidificado el gel, se agrego el gel de arriba
preparado a la concentracion del 12 %, seguidamente se afadié el peine
para formar los pocillos, posteriormente se procedié a armar el equipo de
electroforesis, luego en cada pocillo formado en el gel se colocé 30 pl de la
muestra preparada, se le agregd el buffer runing dentro del equipo.
Finalmente, los geles fueron llevados a una corrida eléctrica considerando
los pardmetros de voltaje y tiempo. A continuacién, se explica de manera

gréfica la corrida de los geles en la figura 2.

Solucioén buffer Tris glicina

muestras

Gel Tris Corrida Separaci J
HCL pH T del [T evresmm— - 51 de
6,8 ——— 1 gel(protei 1 proteinas

nas) | seginsu [ *EE #% =
Gel Tris peso -Q."' ezt
HCL pH ‘e molecular e
8,8 ' ‘ L J | B ‘

Solucién buffer Tris glicina

Figura 2. Descripcion grafica de la corrida de geles con la solucién de buffer, las muestras gel
arriba con tris HCL a pH 6,8, gel abajo con Tris HCL pH 8,8 y la separacion de las proteinas de
acuerdo a su peso molecular.

3.2.7. Evaluacion de las actividades biologicas

3.2.7.1. Evaluacion de la actividad muramidasa

La actividad muramidasa natural de lisozima de clara de huevo se determiné
espectrofotométricamente segun la metodologia descrita por Shugar, (1952)

con ciertas modificaciones, incubando la lisozima con una suspensién de
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paredes celulares de Micrococcus lysodeikticus que al hidrolizarse reducen
la dispersion de la luz y se manifiesta en una reduccion de la absorbancia a
450 nm. Se realizaron medidas cada minuto durante 6 minutos. Una unidad
de lisozima se definira como el decrecimiento de la absorbancia a 450 nm de
0,001 mint. Se prepararon tres soluciones:

o Solucién tampdn de fosfato potasico 66 mM a pH 6,24 a 25 °C.

o Solucion de células liofilizadas de Micrococcus lysodeitkticus, ATCC
4698 a una concentracién de 0,015 % de (p/v)

. Solucién de lisozima con 400 unidades/mililitro.

Se tomaron 2,5 mL de la solucion de Micrococcus lysodeitkticus y se
adicionaran 0,1 mL de la solucion de lisozima. Como control se emplearon
una cubeta con 2,5 mL de la solucién de Micrococcus lysodeitkticus con 0,1

mL de tampon fosfato pH 6,24.

3.2.7.2. Citotoxicidad de la lisozima de clara de huevo de

gallinay sus hidrolizados.

El modelo peces cebra de la cepa AB (especie salvaje) fueron criados en un
sistema de circulacion de acuario. Peces cebra adultos se alimentaron a
temperatura constante (26 °C) y fotoperiodo (16 horas luz: 8 horas
oscuridad). Los machos y las hembras, en la proporcion de 1:1, se colocaron
en una caja de cultivo por separado con un plastico separador durante la
noche del dia anterior de la prueba. Al dia siguiente, el apareamiento,
desove vy la fertilizacidon se llevaron a cabo dentro de 30 minutos después de
gue se retira el plastico 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 contenia 2 mL de medio de ensayo con la muestra de proteina de
lisozima de clara de huevo comercial y aislada. Los huevos fueron incubados
durante 24 horas, pasado este tiempo se evalud 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 imagenes de los
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embriones con la ayuda de microscopio estereoscopio con un cadmara digital
Moticom (5 MP). Mediante la cual se observaran efectos morfolégicos que
sufran dichas muestras en formacion del embrién, el mismo que tendra un

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

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

3.2.8.1. Evaluacion de la actividad antioxidante en el modelo
pez cebra (Danio rerio)

Se utiliz6 el método de especies reactivas al acido tiobarbitirico como se
describe por Westerfield, (1995). La colonia de pez cebra se establecid en
el laboratorio, en un crecimiento o cristal del acuario del medio ambiente,
provisto de filtro interno y carbon activado aireador para la oxigenacion del
agua. Las poblaciones de animales fueron alimentados tres veces al dia 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
obtendran por desove foto-inducida sobre las plantas verdes y se cultivaron
a 28 °C en agua tanque de peces. Las larvas de 5 dias post fecundacion
(dpf), fueron incubadas en placas de 24 pocillos, 30 larvas por pocillo para
cada 100 mg/mL de los lisosomas e hidrolizados. La peroxidacion lipidica fue
iniciada afiadiendo 1 ml 500 mM H20: y fue incubada durante 24 horas a 28
°C. Grupos de 30 larvas/pocillo en el agua del acuario se utilizaron como
controles. Entonces se retiraron el H202 y se afiadio 500 pl 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 disminucion de la
absorbancia indico un aumento de la actividad antioxidante. Los valores de
actividad antioxidante fueron expresados como el porcentaje de inhibicion de
la peroxidacion lipidica en homogeneizado de larvas, empleando la siguiente

ecuacion:
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% total de la actividad antioxidante de inhibicion de la peroxidacién lipidica
Ab — As

b x 100

Ecuacion 1
Dénde:
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. Evaluacion 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 disolvié en 2 mL de H202 (mili-Q)

Se midié 500 pL de muestra con 500 pL de aceite oxidado, luego se llevé a
28 °C por el lapso de 8 horas. Se preparé los controles con 1ml de aceite
oxidado y aceite no oxidado, se les afiadi6 1 mL de TBAR para luego ser
llevados a 95 °C por 60 minutos, después mantenerla en refrigeracion para
posteriormente realizar la lectura en el espectrofotdmetro con una
absorbancia de 532 nm. Para calcular el porcentaje de actividad antioxidante

se aplicara la ecuacion numero 1.

3.2.9. Analisis RP-HPLC & UHPLC

Los hidrolizados de lisozima, a una concentracion de 2,0 mg/mL, se
analizaron mediante un Hi-Pore® RP-318 (250 x 4,6 mm de diametro
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 um de tamafo de

particula). El disolvente A fue de 0,27 % (v/v) de &cido trifluoroacético
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(Scharlau Chemie, Barcelona, Espafia) en agua doblemente destilada y
disolvente B fue de 0,37 % (v/v) de acido trifluoroacético en acetonitrilo
grado HPLC (Lab-Scan, Gliwice, Polonia). Las condiciones cromatograficas
fueron como en Martos et al., (2010). La deteccion se realizé a 220 nm y los

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

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Andlisis y discusion de los resultados

4.1.1. Purificacion de la proteina de lisozima de clara de huevo de
gallina.

A partir dela clara de huevo de gallina mediante precipitaciéon con 1 % de
NaCl. Se obtuvo lisozima con carga positiva. Usando este método se logro
obtener 33 g de proteina 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 proteina
con un alto punto isoeléctrico (pl=10,7) en condiciones fisiologicas 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 proteinas como
ovoalbumina (pl=4,5), ovotransferrina (pl=6,0) y ovomucina (pl=4,1), todas
estas con un punto isoelectrico menor a pH 7; por ello poseen carga
negativa (Chiu et al., 2007).

4.1.2. Cuantificacion de la proteina purificada de lisozima de

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

Una vez obtenida el precipitado proteico usando NaCl %. Se procedié a
cuantificar el contenido de proteina usando el método del BCA (acido

bicinconinico) y el método Dumas.

Se us6é como control lisozima de clara de huevo de grado estandar de la
casa comercial sigma. Este estandar se us6 para todos los ensayos de este

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

Muestra Concentracion de proteina (mg/g)
Purificada 58,85 + 1,04°
Comercial 108,64 + 11,012

Cada valor representa la media + de la desviacién estandar (SD). Las diferencias estadisticas fueron expresadas

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

Para el método del BCA se usO una curva estandar de BSA (Albumina
Serina Bovina) a diferentes concentraciones una vez graficadas las
absorbancias obtenidas a 562 nm. Como se puede observar en la tabla N°2
existe un maximo contenido de proteina en la lisozima comercial de clara de
huevo fue de 108,6 % a diferencia de la proteina purificada a pH 7,0 fue de
58,8 %. La purificacion de lisozima de clara de huevo de gallina presento
cuatro péptidos especificos (cisteina, cistina, triptéfano y tirosina) los mismos
gue dan la coloracién caracteristica en los ensayos del BCA (Garcia et al.,
1998). También para su cuantificacion se aplicé el método Dumas el mismo

que dio un 44 % de proteina

4.1.3. Purificacién de lisozima de clara de huevo mediante

cromatografia de intercambio iénico (FPLC)

La separacién de lisozima de clara de huevo de gallina se realiz6 mediante
cromatografia de intercambio cationico. En esta técnica se us6 una columna
gue tiene un relleno con carga negativa solo se unen las proteinas que
tienen carga positiva. Para separar estas proteinas de la columna se usan
solventes que cambien la carga de la proteina debido al pH de la solucion.
Como solvente B se us6 una solucién 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. Separacion de lisozima de clara de huevo por cromatografia de

intercambio iénico.

La lisozima comercial fue cargada en las mismas condiciones del analisis de
la lisozima aislada. Este estandar permitid confirmar el tiempo de retencion
de la lisozima de clara de huevo de gallina. Efectivamente el pico identificado
coincidio con la muestra obtenida de la clara de huevo de gallina. Se localiz6
a la lisozima incrustada en la columna por afinidad de carga, al existir un
incremento del pH el porcentaje de la concentracion de amoniaco aumento,
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 (pl), el mismo que
permite separar la clara de huevo de gallina a través de cromatografia de

intercambio cationico (Chiu et al., 2007).
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4.1.4. Analisis de lalisozima de clara de huevo de gallina
mediante la técnica de electroforesis (SDS-PAGE) llevados a

digestion gastricay duodenal in vitro

4.1.4.1. Simulacién de la digestion gastrica in vitro

Los hidrolizados fueron analizados mediante electroforesis SDS-PAGE
encontrandose que la lisozima hidrolizada a pH 1,2 fue totalmente
hidrolizada por reaccion de la pepsina durante todos los ensayos. En el gel
de poliacrilamida no se detect6 la banda correspondiente a 14 400 Da de la
lisozima a pH 1,2. Pero si se identifico una banda de bajo peso molecular de
6 500 Da que corresponde a los péptidos producto de la hidrdlisis.

A pH 2,0 la lisozima fue parcialmente hidrolizada por la pepsina. Se encontrd
en el gel de poliacrilamida la banda de 14 400 Da correspondiente a la
lisozima. También se identificé la banda de 6 500 Da de péptidos producto
de la hidrdlisis parcial de la pepsina. Mientras que a pH 3,2 la lisozima no fue
hidrolizada por la pepsina. Se observo 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 ocurrio a todos los
tiempos ensayados en este estudio que fueron 60, 90 y 120 minutos de

incubacioén con la enzima.
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Figura 4. analisis 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 hidrélisis 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 hidroélisis
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 resisti6 mas
de 60 minutos a pH 1,2, en una relaciéon E: S de (13:1) w/w. Thomas et al.,
(2004) describe que la lisozima de clara de huevo es resistente a la hidrolisis
con pepsina a pH 2,0. Ibrahim et al., (2005) encontraron que 40 % de la
lisozima original se hidroliza después de 120 minutos de digestién a una
relacion E: S 1:50 (w/w) a pH 4,0.

Ademas, se analiz6 en SDS PAGE la lisozima de clara de huevo comercial y
purificado sometidas a hidrolisis gastrica 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. andlisis 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.
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Figura 6. analisis 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. Digestion duodenal in vitro

La digestion duodenal se realiz6 en dos pasos, el primero fue la digestion
gastrica con pepsina a pH 3,2, en 60 minutos a una temperatura de 37 °C, el
segundo fue la digestion duodenal con 1 mL de la digestion géastricay 1 mL
de la solucion 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
proteina luego de la digestiébn duodenal, a diferencia del pocillo 1 donde
existe presencia de la proteina ya que esta no fue sometida a ninguna
digestion.
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Figura 7. andlisis 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: digestion
duodenal.

La lisozima de clara de huevo de gallina purificada fue sometida a digestion
duodenal, como se observa en la figura 8 dicha lisozima fue totalmente
digerida en el pocillo 4 no existe rastros de la proteina luego de la digestion

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

presenta rastros de proteina en la digestion gastrica al mismo pH.
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Figura 8. andlisis 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. Evaluacién de las actividades biolégicas por tratamiento

térmico.

4.15.1. Evaluacién 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 evalug la actividad enzimética de la lisozima de clara de huevo de
gallina purificada mediante precipitacion, lisozima modificada por hidrolisis y
tratamiento térmico con microondas. La actividad enzimatica se ensayo para
determinar el grado de hidrélisis gastrico 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 hidrolisis con pepsina. La
actividad residual se evalu6 con el método espectrofotométrico a 450 nm con
una solucion 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 enzimética y sélo 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 enzimatica. A pH 3,2, la lisozima de clara de
huevo de gallina hidrolizada conserva 98% de su actividad enzimatica en

comparacion con el control de la misma
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Figura 9. la actividad enziméatica residual de la lisozima de clara de huevo,

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

En la figura 10 se puede observar que a los 90 minutos los hidrolizados
presentaron una actividad enzimatica residual con valores de 0,8 %, 38 %, y

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

minutos.



Los hidrolizados de lisozima de clara de huevo durante 120 minutos
presentaron una actividad enzimatica 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 enzimética fue

proporcional al tiempo de hidrdlisis con pepsina.
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Figura 11. hidrolizados de lisozima con pepsina a pH 1,2; 20y 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 comparacion con
la lisozima de clara de huevo purificada mediante cromatografia de
intercambio i6nico (FPLC) la misma que presento un 97% de actividad
muramidasa. Por otra parte, la lisozima de clara de huevo comercial
sometida a hidrolisis gastrica 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 afadir que al ser sometidos a
hidrélisis gastrica la lisozima se reduce en fragmentos pequefios por lo que
no presenta actividad muramidasa. Dichos resultados estan 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), describié 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.

100% 97%

0.08 a
0.07
0.06

£ 0.05-

B

2 0.04-

2 0.03-

< 0.02-
0.01

0.00-

1,7%
2%

b b

CLZ ILZ HCLZ HILZ

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 disminucion de la turbidez de una
suspension de células de Micrococcus lysodeikticus se determiné
a 450 nm en tampén fosfato a pH 6,24 y 25 °C.

Ademas, la actividad enzimatica fue evaluada mediante el uso de
tratamiento térmico con microondas. El uso del microondas en este estudio
tiene una gran ventaja de rapidez y penetracion de calentamiento, asi como
también un ahorro de energia y mejora de la calidad. Ademas, la absorcién
de energia y el calentamiento de los alimentos se presentan de mejor
manera a bajas frecuencias (Oliveira et al., 2002). En este caso se utilizd
el 50 y 100 % de potencia del microondas a 30 y 60 segundos
respectivamente. Dichas muestran fueron sometidas a andlisis de actividad

enzimaética.

Las actividades enziméticas 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
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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 enzimatica 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.

100 %
073
A

i 99 %
5 92%
@
£ 058 BC 85 %
B
<

BC
S
. 73%
-~
044
CONTROL T4(E0-100%) T2(30-100%) T3(60-50%) T1(30-50%)

Tratamientos

Figura 13. actividad enzimatica de la lisozima de clara de huevo comercial
donde T4 esta 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 enzimatica 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.

= 100%

A

0,434
47 %

8 42 %
B
0,284
23%

==
0,13
Control pH 2.0 pH 32 pH 1.2

Muestras

Absorbancias

Figura 14. actividad enzimatica de la lisozima de clara de huevo comercial
sometida a hidrolisis géstrica 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 evaluacion de la actividad enzimatica luego del tratamiento
térmico (microondas). Como se observa en la figura 15 la actividad
enzimatica 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% vy finalmente en el tratamiento 2 con un 95 % de actividad

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

0,698+ 100 %

A 99 %
0,687 1
AB
0,575 97 %
96 %
AB
0,664 AB 95 %
IB
0,652

CONTROL  T1(30-50%) T4(60-100%) T3(60-S0%) T2(30-100%)
Tratamientos

Absarbanclas

Figura 15. actividad enzimética de la lisozima de clara de huevo purificada
donde T4 esta 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

Ademas, la actividad enzimatica se midi6 luego de haber sometido las
muestras a una hidrolisis gastrica 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 enzimatica 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 enzimética

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

4.1.5.2. Citotoxicidad de la proteina de lisozima de clara de

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

La citotoxicidad de la proteina 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 midié en un esteromicroscopio, dando como
resultado la resistencia del pez a dicho analisis, comprobando con ello
que la lisozima de clara de huevo comercial no causa ningun 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 hidrolisis.
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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 morfologias en los embriones del pez cebra, estos no
presentan ninguna clase de deformaciones evidentes, dichas deformaciones
pueden ser la coagulacion de huevo, la falta de somitas de desarrollo, la falta
de desprendimiento de la cola, la falta de latido del corazén se comprobé

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

control muestra
Figura 18. Fotografia de huevo de pez cebra después de 48 horas de

incubacién con lisozima de clara de huevo.
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4.1.5.3. Evaluacién de la actividad antioxidante in vivo e in

vitro

4.153.1. Evaluaciéon de la actividad antioxidante

modelo pez cebra (Danio rerio)

En la figura 19, se puede observar que la lisozima comercial y purificada
por cromatografia sélo fueron capaces de inhibir la peroxidacion lipidica
en larvas de pez cebra fue del 21 % y 23 % respectivamente, mientras
que la lisozima hidrolizada present6 una alta actividad, siendo capaz de
inhibir 82 % de la lisozima comercial hidrolizada y 84 % para la lisozima
aislada a través de cromatografia de intercambio catidnico. Tanto la
lisozima hidrolizada y aislada fueron eficaces y no existe diferencias

significativas.

100~ b b
80 -
60 -

40 -

Tbars

20+

% INHIBITION TBARS

o- T
Control CLZ Lz HCLZ HILZ

Figura 19. los resultados Thar de lisozima. los datos se expresan como
la inhibicion de TBARS % en comparacién 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 anomalias morfolégicas visibles como
cuerpos torcidos, deformaciones de la columna como se puede observar
en la figura 20.
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Figura 20. Morfologias de larvas de pez cebra después de la

incubacion con lisozima.

4.15.3.2. Evaluaciéon 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 relacién 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

78,97

66,11

% Act Antioxidante

59,68

c
—
53,25

Control P. Comercial P. Aislada P. Com.calen P. Aisl.calen
Muestra

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. Analisis RP-HPLC

Los hidrolizados de lisozima de clara de huevo de gallina fueron
analizados mediante RP-HLPC. Se inyecto lisozima comercial de grado
estandar a 1mg/mL. En la figura 22 se puede observar que aparece un
solo pico bien definido con un tiempo de retencién de 7,8 minutos. Este
tiempo de retencidn permite identificar la presencia de lisozima en todos
los ensayos. El andlisis 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 existié
una hidrélisis parcial y a pH 3,2 la hidrdlisis no se observo. Estos

resultados fueron similares en todos los tiempos experimentales.

Abs 220 nm

1,0 T

0,5 —] M
A o N

0,0

pH 1.2

i LZ

1,0 —
pH 2

Ny Y A N

0,0

pH 3.2
s A

Tiembo (minutos)

Figura 22. Analisis en RP-HPLC de hidrolizados de lisozima de clara de
huevo durante 60 minutos.
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4.1.6.1. Anélisis UHPLC

El anadlisis de la lisozima de clara de huevo de gallina tanto comercial la
misma que fue sometida a andlisis U-HPLC donde se puedsd observar la
presencia de lisozima a un tiempo de 7 minutos en forma de un pico alto,
este determino la presencia de la proteina como la lisozima de clara de

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

1600
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600

Abs 220 nm

400
200

2200 0 2 4 6 8 10
Tiempo (minutos)

Figura 23 Analisis 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 presento varios picos, los
mismos que determinan presencia de otros tipos de proteinas en la lisozima
de clara de huevo de gallina purificada, cabe sefialar que si existe el pico
mas alto el cual determina la presencia de dicha proteina en tiempo de

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

Ademas, se realiz6 el andlisis 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).
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Figura 25 Analisis 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 andlisis U-HPLC la
lisozima de clara de huevo de gallina comercial hidrolizada a pH 2,0 no
presenta el pico caracteristico de la lisozima de clara de huevo, lo que es

indicativo que la pepsina la digirié totalmente.
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Figura 26. Analisis 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 caracteristico 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.
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Figura 27. Andlisis en U-HPLC de lisozima de clara de huevo de gallina
comercial hidrolizado a pH3,2 con pepsina.

Asi como también a la lisozima de clara de huevo de gallina purificada con
NaCl fue sometida a hidrdlisis y analizada mediante U-HPLC para detectar la
presencia de la proteina de lisozima de clara de huevo de gallina. En la
figura 28 se observa la hidrdlisis de la lisozima de clara de huevo de gallina
purificada a pH 1,2 presento un pico caracteristico de la lisozima en una

pequefia proporcion durante 7 minutos.
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Figura 28. Analisis en U-HPLC de lisozima de clara de huevo de gallina
purificada hidrolizado a pH 1,2 con pepsina.

En la figura 29 se observo la lisozima de clara de huevo de gallina purificada
fue hidrolizada a pH 2,0, también presento el pico caracteristico de la

lisozima de clara de huevo en mayor proporcién en un tiempo de 7 minutos.
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Figura 29. Analisis en U-HPLC de lisozima de clara de huevo de gallina purificada
hidrolizado a pH 2,0 con pepsina.

Por ultimo, en la figura 30 se observa el pico caracteristico 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. Andlisis en U-HPLC de lisozima de clara de huevo de gallina purificada
hidrolizado a pH 3,2 con pepsina.

4.2.Verificacion de la hipotesis

1. Se acepta la hipotesis alternativa la cual establece que no se
modifica la actividad enzimatica de la lisozima de clara de huevo

mediante hidrolisis gastrica.

2. Se acepta la hipotesis nula la cual establece que si se modifica la
actividad enzimatica de la lisozima de clara de huevo mediante

tratamiento térmico.
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5. CAPITULO

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUCIONES

Se logré purificar la lisozima de clara de huevo de gallina mediante el
uso de cromatografia rapida de proteinas (FPLC) y NaCl 1 M, dicha
proteina presento actividad enzimatica respectivamente.

La hidrolisis gastrica de la lisozima de clara de huevo de gallina
demostré que a pH 1,2 la hidrdlisis fue total y que a los pHs 2,0y 3,2
fue parcialmente hidrolizada.

Se demostré actividad enzimatica en los hidrolizados gastricos 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 enzimética como 20 % a pH 1,2; 35
% a pH 2,0y 48 % a pH 3,2 respectivamente.

La lisozima de clara de huevo de gallina comercial y purificada
sometida a calentamiento (microondas) presentaron actividades
enzimaticas 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 enzimaticas fueron de 99 %; 97 %; 96 %; y
95 % en los tratamientos 1,4,3,2.

La lisozima comercial y purificada por cromatografia fueron capaces
de inhibir la peroxidacion lipidica en larvas de pez cebra fue del 21 %
y 23 % asi como también la lisozima hidrolizada presentd 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
purificacion de la proteina de lisozima de clara de huevo de

gallina, como etanol.

Debido a la sensibilidad de los analisis RP HPLC Y UHPLC en los
analisis de lisozima de clara de huevo purificada es mejor usar el
RP -HPLC.

Se debe contar con suficientes envases herméticos para guardar
la proteina purificada de lisozima de clara de huevo con esto

evitamos contaminacion y que absorba humedad.

Se deberia utilizar la tincion de nitrato de plata en caso de que no
se observen claramente las bandas en la técnica de electroforesis
(SDS-PAGE).

En los analisis quimicos y bioldgicos se debe usar el agua Mili Q
para la obtencién de mejores resultados, asi como también en la

limpieza de materiales.

Debido al uso de reactivos toxicos se debe utilizar la indumentaria

adecuada para evitar posibles accidentes.

Los peces debe ser alimentados dos veces por dia controlando los
siguientes pardmetros como temperatura, pH y los filtros.
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ANEXOS

Figura 33. espectrofotometro DR500

Figura 35 digestion gastrica 37 °C por una hora.

Figura 37 corrida de los geles de poliacrilamida.

Figura 34 digestion duodenal por dos horas.

Figura 36 sistema de electroforesis.

Figura 38cgel de lisozima aislada antes del
teflido con azul de coomassie
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Figura 39 gel de lisozima comercial antes del Figura 40muestras para actividad
tefiido con azul de coomasie. antioxidante.

Figura 41 solucién de fosfatidilcolina oxidaday no Figura 42 muestras sometidas a 8 horas para
oxidada para la actividad antioxidante. la actividad antioxidante.

Figura 43 preparacion de la muestra para ser Figura 44 preparacién de las muestras para la
medida la actividad antioxidante en el actividad antioxidante en el
espectrofotometro de los laboratorios de canje. espectrofotometro.
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Figura 45 lectura de las absorbancias de las Figura 46equipo UHPLC
muestras.

Figura 47sistema del UHPLC Figura 48 partes del UHPLC
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Figura 49 funcionamiento del UHPLC Figura 50 jeringa para la succién de las
muestras para el UHPLC.

Figura 51 sistema de filtracion de agua Mili Q Figura 52 membranas de filtracion de agua.

Figura 53 muestra de lisozima comercial para ser Figura 54 muestra de lisozima aislada para
calentada en el microondas. ser calentada en el microondas.
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Figura 57 pesado de la lisozima purificada.

Tabla 3 Prueba de comparaciéon mdltiple test tukey en la concentracién de
proteina (mg/g) de lisozima de clara de huevo de gallina purificada y

comercial por el método BCA.

Test:Tukey Alfa=0,605 DMS=26,44708

Error: 56,7703 gl 2

Muestra Mediasz n E.E.

Comercial 108,64 3 4,35 A

Aislado 58,84 3 4,35 B

Medizs con uns letra comin no son significativaments diferentes (p > 0,.05)

Tabla 4 Prueba de comparacion mdltiple 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.

Test: Tokey Alfa=0,05 DMS=0,12255
Error: 00,0019 gl: B
Tratamientos Medias m E.E.

CONTROL 0,69 3 0,03 A

T4 (60-100%) 0,62 3 0,03 L B
T2 (30-100%) 0,56 3 0,03 E C
T3 (60-50%) 0,53 3 0,03 E C
T1({30-50%) 0,45 3 0,03 c

Medizss con uns letrs comin no son significativamente diferentes (p > 0,05}
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Tabla 5 Prueba de comparacion mdultiple 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.

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,025980
Error: 0,0001 gl: &

Tratamientos Mediaz n E.E.

CONTRCL 0,4% 3 0,01 A

T2 (30-100%) 0,47 3 0,01 A B

T3 ({60-50%) 0,46 3 0,01 B

T4 (60-100%) 0,40 3 0,01 C
T1({30-50%) 0,36 3 0,01 D

Medizs con unzs letra comin no son significstivamente diferentes (p > 0,.05)

Tabla 6 Prueba de comparacién mdultiple test tukey en la lisozima de clara de

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

a dos minutos.

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0, 10150

Error: 00,0013 gl: &

Muestras Medias

]

n

Control 0,69
pH 2.0 0,32
pH 3.2 0,29
pH 1.2 0,16

...
[ ]

L L L
(== R N ]
- = .

[ ]

...
[ ]

3

Ba Ry B3 Ba|e

[wi s ]

C

Medizs con una letra comin

no son signifi

cativamente diferentes (p > 0,05}

Tabla 7 Prueba de comparacién maltiple test tukey en la lisozima de clara de

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

a seis minutos.

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,13996
Error: 0Q,0025 gl: &

n E.E.

Mue=stras Medias
Control 0,69
pH 2.0 0,31
pH 3.2 0,28
pH 1.2 0,15

3 0,03 B
3 0,03
3 0,03
3 0,03

m

C
C

Mediss con una letras comiin mo son signifi

cativamente diferentes (p > 0.05)
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Tabla 8 Prueba de comparacion mdultiple 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.
Test:Tnkey Alfa=0,05 DMS=0,03367

Error: 0,0001 gl: &
Tratamientos Mediaz n E.E.

CONTROL 0,62 3 0,01 L

T1(30-50%) 0,68 3 0,01 L B
T4 (60-100%) 0,67 3 0,01 A B
T3 (60-50%) 0,66 3 0,01 L B
T2 (30-100%) 0,65 3 0,01 B

Medizs con una letra comin no son significativaments diferentes (p > 0,.05)

Tabla 9 Prueba de comparacion mdultiple 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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=D,02851
Error: 00,0001 gl: &
Tratamientos Medias n E.E.

CONTROL 0,69 3 0,01 A

T1{30-50%) 0,67 3 0,01 A B
T4 (60-100%) 0,66 3 0,01 B
T3 (60-50%) 0,65 3 0,01 B
T2 (30-100%) 0,64 3 0,01 B

Medias con upa letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Tabla 11 Prueba de comparacion multiple test tukey en la lisozima de clara
de huevo de gallina purificada sometida a hidrolisis gastrica a pHs 1,2;2,0 y

3,2 a dos minutos

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,03195
Error: 00,0001 gl: &
Muestras Mediaz n E.E.

Control 0,69 3 0,01 &

pH 3.2 0,33 3 0,01 B

pH 2.0 0,24 3 0,01 C

pH 1.2 0,13 3 0,01 D

Medizs con unas letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,.05)
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Tabla 11. Prueba de comparacion multiple test tukey en la lisozima de clara
de huevo de gallina purificada sometida a hidrolisis gastrica a pHs 1,2;2,0 y
3,2 a seis minutos.

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,04222
Error: Q,0002 gl: &
Muestras Media=z n E.E.

Control 0,689 3 0,01 &

pH 3.2 0,33 3 0,01 B

pH 2.0 0,23 3 0,01 C

pH 1.2 0,13 3 0,01 D

Medias zon una letra comin ne son significativamente diferentes (p > 0,.05)

Tabla 12. Prueba de comparacion multiple test tukey en la lisozima de clara
de huevo de gallina purificada y comercial con respecto a su porcentaje de
su actividad antioxidante.

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=5,59984
Error: Z&,5bh4E gl: &5

Muestra Medias n E.E.
Control 76,74 24 1,05 A
F. Comercial 70,90 12 1,489 B
F. Ai=slada 68,42 12 1,49 B
P. Com.calen 56,07 12 1,485 C
P. Aiszl.calen 54,42 12 1,49 C

Madiz=s con unz letra comin no son signifiscztivamente difersentes (p > 0,.05)
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ABSTRACTY

Objective: Tho aim of this stady was to separate and Idontify lysogyme using cation exchange chromatography, evaluate the protom digestivility and
analyze the inhihitica lipid percxddation In the rebrafish model

Methods: Hen ogg white lysozyme wae sodate with cation exchange chromatography. Reshdual muramidise actvity was evalsated with the
spectrophotometric method 1solate lysozyme (1.2) asd hysdrobysates were analyzed with sediam dodecy! sullate-polyncrylamide gol electrophoresis
{SDS-PAGE) electrophorests and reversed-phase high-performance liguid chromatography (R#-HPLC)

Results: To identify the peotelr, the sample was isolsted with cationic exchange chromatograpby, ssmple was analyzed wsing RP-HPLE and SDS-PAGE
confirming that the fraction was hes lysoxyme egg white, The emzymatic activity of the isalated proteln was normal compared t the commercial
Iysuzyme activity. Hydrodysates had no muramsidase activity and were able to Inhibit psd perosidation in zebrafish larvae.

Conclusions: Catlon exchange chrumatography s a good metbed to ILZ from egg white, Hydrolysates of lysozyme were effective to inhibit lipid

peroaidation i ebrafish model.

Keywords: Lysozyme. Cation exchange chromasography. Enqymatic iydrolysis, Muramidase activity

INTRODUCTION

Lysoeyme [EC 3217, Nacetyl muramichydrolase] is 2 globular basic
proteln found I satuee sndd s characterinad by its high encymatic activity
1t was first discovered in nasal swcoss by Alesander Fleming, who numed
It “Lysoryme” a8 ho observed its lytic octivity toward buctertal cocd [I].
The ey albemen |5 known to have an excepeionally high amount of
tysozyme, normally referred to 25 hen's egg isozyme, represeuting 3.5%
of the ey white protein comtest [2.5) The lymzyme & 3 hasic protein
comssiting of 129 amine ackds and o molecdar weight of 143 kDa This
enzyme acts by lysing the coll walls of certaln Gram-positive bacteria
such wy lartic acid bacteria and Clastridhom sp. by splitting §# (1-4)
linkages botween Neacetyimuram acd and N-acetylgucosamine of
the peptidoghyran of hactertal cell walls [6-9) Lysozyme bas been
associated with many biological activities such as antihacteral, antiveral,
imemmcesodulating, & gimulating  sntioxid iviral, and
anttumoral actvities among others [10-17) Classical separation
mothods of proteins ure bused on the sating ot of solution o
grecipitation with alcobol. These tochniques ave been extended by the
fon exchange (1EX) chromatography and membrase separation in recent
years, Presently, researchess are looking for separation methods, which
will be cheap, easy, nontoxic, and maintsining the highest biological
wctvity of isolated proteins [18-21]. The alm of the study was o isolate
Iysozyme (ILZ) using cation exchange chromatozraply, evaluate its
dgestihility and then measure telr mursssidase activity and ability to
bt liptd permadation in zebrafish larvae.

METHODS

Lysozymee and materials

lysozyme (L2879, chloride form from chitkes egz white Grade
VI, 40000 wnits/mg proteie, EC 32.117) and pepsin crystaline
(4500 units/mg obtained froes porcine stoemach mucus and Micrecoocws
Nndetkricus) were parchased from Sigma Chemacal Co, (Saint Lowts,
MO, USA)

Isalation of proteins from egg white

About 500 ml of egg white trested with ethanol 30% and d|usted
pH at 5.8 to separate the mucine. The solution was centrifaged at
4.000 rpm for 30 minutes at 4°C. The supersatant was discarded, and
the precipitate was adjusted at pH 7.4 with | M NaOH and subject to 1EX
chromatography

1EX chromatography

Proteins form egg white were separated by IEX ay descrided by Recio
and Visser [22] with some modifications using a fast proteln liquid
chromasography (FPLC) swstem with @ cation exchasge column
Wiload S 26,10 SPSephamse Fast Flow (Pharmacia) [23]. Sobent
A was 10 mM ammonium hydrogens carbonate acidified to pH 7 with
formic actd, and solvent B was 3 M of amanonta sedtion, The effluent
was monitored at 280 nm. Each chromatographic run was repeated
10 times, and the collected fractinns were pooled, frozen, and
wyophilized. Foliowing these fractions were amalyzed with reversed.
phase high-performance liquid chromatography [RP-HPLL) and sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel edectropharesss (SDS-PAGE),

Enzymatic hydrolysis of lysozyme

Commercial, ILZ and hydrolysates were mittally dissolved at 5 mg/ml
i potassium phosphate boffer 10 mM (ph 1.5). 1 ml of this lysazyme
solution was mixed with 50 ml of pepsin solation of 200 U/mg
{5 mg/ml in sodution of Q035 M NaCl, pH 20) tn obtain an enzyme-
to-sebstrate ratio of 1:20 w/w. This mixture wax (scubated at 37°C for
1 %ir. The neaction was stopped by heatiog at 80°C for 15 minutes, and
the pH was adjusted at 7,0 by addition of 1M NaO¥H |7]

SDS-PAGE analysis
The sampies were dissolved in 10 mM Tris-HCl buffer, pif 6, 25% SDS,
and 10 mM ethylened: ic acid {mon-reducing conditivas)

oc the same buffer contaiming 5% h-mercuptoethanal (reducing
conditioes), and heated at 95°C for 10 mimutes [24]). Analysis by SDS.

65



Carrillo et al

PAGE used PhostSystem Electropboresis apparstus, precast 20%
homscgeneous gels and PhaatGel SDS Ruffer Strips (GE HealthsCare,
Hercelond, Spain), following the electruphoresic and silver stalnmg
conditions of the mamafacturer,

RE-HPLC analysts

Lysozymo hydrodysates, ata concentration of Z.0 mg/ml, were anatyzed
wsing & He-Pore® RP-318 {350 mm « 46 mm 14) column (Waters,
Milford, MA) = a Waters 600 HPLC system. Solvent A was 01.37%
{v/¥) mibworoacetic arid (Scharfan Chesve, Barcelopa, Spam] in
double-distilled water, and sebvest B was 027% (v/v) trifluoruscetic
acd in HPLC-geade acelomdrile {Lab-Scan Ghwice, Poland). The
chromatographic conditiuns were s s Martes et of [251 Desection
wass it 220 pes, and data were processed using Empower 2 Software
(Wabers)

Muramidase activity asssy

The Iytic actvity of lysozyme was detormined by monitorng
the decrease in turbedity of A suspension of M. (sodetiricas cell
spectrophotometncally at 450 nm at 35°C, according to Shugar’s
method [26) One unit of hesozyme was defined as a docrease i the
absorbance 3t 450 nm of 0.00) minutes . The smramidase activity of
each sample was assaved In triplicate,

Thiobarbituric ackd reactive substances (THARS)

The thioharbituric acid reactove species method was used 25 described
by Westerfiell, 1995 |27] The xebeafish coloey was establisbed in the
laburatory, in an environmental growth or glass aquaries, proveded
with isternal filter and oerator activated carbon for varter cxygesation
The population of animals was fod tsrew times & day with food chips
for fish Adult fish were kept on 16 bes ight and 10 hrs dark cycles.
Embryes were obtained by photo-induced spawning over green plasts
and were caltured at 28°C in fish tank water: Larvae of 5 dpf wore then
weuhated i 24-well plates, 20 larvae per well for each 100 mg/mi
of lywrrymmes 30d hydrolysates. Lipid permadation was initsted by
adding 1 ml 500 M 110, and incubated for 24 brs at 28°C Groups
from 30 larvae/well & aquartam water were used as ds Then,

Asban | Pharm Clin Res, Vol 9, Issue 3, 2016, 345-34%

o sed by the analysis of [ANOVAL The post hoc analysis
wirs performed by the Tukey test. All tests were considered significant
at p<0.05, Statistical anafysis was performed using the sofrware
package Priszm 4 for Windows, version 4.3 (GraphPad Software Inc.
wwwgraphpad com).

Hen epg white lysoxyme s a peoteln with high (seelectric point
(pt=10.7} tn physiological conditsons. At pH 7.0, ysozyme has positive
charge but at pH >14.7 has pegatie charge, The egg white has different
E such ay ovalbemim (pls4.5). sferrin: (pl=60), and
ovamucis (ph=4.1); these protelns bave an Isoekeceric point under 70
therefore. they have n net negative charge. Thess chargs differences
nccording o pl allow separating the wivite egg through cationic
exchange chraomatagraphy [19]. This fact can be obsenved in Fig. 1. At
the begmming of the chromatogram, 2 peak with high absorption can be
observod at the wavelengeh used (220 nm ), this peak relates to proteins
with negative charge nature, 2 these protelns are unable to fuln to the
megative charge of the coluts, resulting in beisg eluted with the solvent.
While lysozyme wis found retaimed |n the colemn by charge affinity,
the peroentage of ammeoniac concentraclon was increased t gradually
mcrease pH. when pH overcome the pl of lyseayme, lrsoryme dianges
the charge to become negatvely charged s=d being cluded from the
calumn, this fact & reflected at the second peak of the chromatogram
with an absoeption at the wovelesgth of 220 nm. To determine If
bsoayme was effectively separated, the collected FPLE fraction was
sohject to RIVHPLE with the alm of confirming with is time recained
compared to the time retained of 4 standard of commercial lysozyme
(€1Z], to comfirm whether or not effectively is lysoxyme,

Fig. 2a shows 38 minutes retained time for a standand lysazyme at the
concentration of 2 mg/ml it was then ohserved the same retained time
for the fraction obtained through fast protein Sguid chromatography
(¥7P1C) (Fig 2b). Beah CLZ and the fracton of FPLC were subject to
Srpdrolysis with pepain at pH 12; and it ws vhserved the same behavior
Sor both of them. mmdmlmymmmplmnthbmm

& was semoved the 1,0, and it was added 500 ul of Tween 0.1%
Each group was mived and homogenize with & T25 wtra turrax KA
after the ahsorhance was measured at 532 nm, and the dearcase of
absorbance indicates an (ncrease of antoxidamt activity. Vabees of
antiexidant activity weve expressed as the pereentage inhabition of lipid
perowdation m larvae homogenate as follows: The total antexidant
activity % inhibition of Spid pecoxsdation=[{Ab-As)/Abx 100§ whers
Ab = ahsocbance of control and As= absorbance of sample. The test
Karval wans monitored usisg a microscope with o Motic Meticam 580,
S5ME

Test of toxicity in the model of xebrafish

Zebrafish of the AB strain (wild-type, wt] embryos were citatned from
satural spawnings. Embryos were ralsed and fish were maiotained us
desoribed by Wesserfield [27). After collection and distafection, ngas
wure reared in 24-well microplatzs with 1 ml of watee

Fish ewsbryo tavscity (FET) test

The assay was based an the OECD deaft gubdeline on FET test [20] and
i descrihed in detall by Domingues of of {29). 10 eggs per treskment
(3 replicates] were sclected and Estribated o 24wl micruplates.
The test started with newly festilized eggs exposed to the pominal
concentrations of 0; 25; §; 25; 50; 100 mg/ml of lysozymes amd
Bydrulysates rus for 2 days. Embryos were observed at 24 and 48 hrs
wnder & stereomicroscupe (magsificdinon used for observations
wast x40) The following parameters were evalusted as an endpaint
and considered lethal f one of thes is detected egg congelation, lack of
development somites, lack of vall detachment, and lack of heartheat {30]

Statistical analysis
Results are preseuted as meansestandand  deviation from three
eplicates of each experiment. Differosces between mean vakoes wore

dct of the ydrolysts are identical in the €12 aod the salated
—TT

The fraction obtained through FPLC was amalyzed by SDS-PAGE. In
Fig. 3, itis shown that lase 2 reflects the CLZ, lane 3 to the porified FPLC
fysuxyme, both hands being at the same height of retain in the gel.

Using data of kane 1, which corresponds to the malecalar weight
muarker, W can see that both harsls are at 14,400 Da. Confirming the
maolecubar weight of the purified protein In the FPLE obtained fraction.
In lases number 4 and 5, two hands below 14.400 Da can be cbserved,
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Flg. 1: Separntion of lysezyme of ey white by cation exchange

chromatography wsing smmenia 3 M
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those lanes relie to peptides resulting of the product of the hydrodysis
with pepsie. No [ntact lysozymse cao be observed st this hydralysis pH.

We fmally evaluare the engymatic activity of the lysoxyme of whie egg
or also called muransidase activity. White egg tyvoxyme kas the capacity
of hydmlyzing the walls of hacterla Gram-posttive, For this test,
Iypophilized walis of Microceccus fysodetkeicuy ATCE 4628 were ased, the
decrease of observance at 450 nm was measured. In Fg, 4, 1t cm he
seen that the FPLE purilied lysozyme p J 97% of mur
activity, the CLZ tydrulyzed ooly kept L7% of sald actwity and the
FPLC purified Yysozyme hydrolyzed presented only kepe 2.0% of said
enxymatic activity, this data indicate that the active site of lysozyme was
reduced to small fragesents, which have nin mursmidase activity.

These results are in agreement with differest studies where has been
described hydrolyzed ysnzyme with no muramidase activity [4.31]

In Fig. 5& % can he soen that CLZ and the tsolated lysozyme through
chromatography were only able to inhibit the lipid peroxdation in
2ebralish larvae 21% and 23%, respectively, whereas hydrolyzed
presented u high activity, being able to tahihit 829 for the hydmbyzed
of CLZ and B4% for the isolated hydrolyzed lysoxyme through cationlc
echange cheomatography. Both hydredyzed were effective, and there

“ | “
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L Lu'

le 3 ln'md-vhm high-performance Hauid chromatography

of lysozyme, (a) commercial lysozynse (CLZ), (b) isolate lysozyme
(1LZ), (c) bydrolysate of CLZ, (d) hydrnlysate of ILZ

2.1

A
- & =

Fig. 3: Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophorests
analysts of lysezyme. Lane 1: Weight molecular, Lane 2:
Commercial lysozyme (CLZ), Lane 3: Isolate lysozyme (ILZ), Lane
4: Hydrolysate of CLZ Lane 5: Hydrolysate of ILZ Connsassbe-
stalned potyacrylamide gel

Astan | Pharm Cliv Res, Yol 9, Isswe 3, 2016, 345-34%

are not eseaningful differences when they are analyzed sttistically
The zebealish larvae after 24 hrs of the 2ssay when went examined so
show obmious morphological abnarmalities as crooked bodies, spinal
deformities, and not exhihit any significant effects on the gronth of the
body 2ebrafish larvar (Fig. 5b)

As shown in Fig, 6a, the martality of the Zebralish egg when they wers
treaterd with different cmcentrations of lysuzymes and hydrolysates
No significant effect on the servival rate wis ohserved for of treatments
groups. When the morphologies of these lysozymes tested were

1, no show ob phological abnormalities such as ege
coagulation, lack of development somites, kack of tad detachmest, and
Sack of heartbeat, The embryos were nomal (Fig 68),

DISCUSSION

Hen egg 18 one of the most common foods that induce bypersensitive
reactions s young children. Egg white contains more thas 20 kinds
of proteins. Oy d (Gal d 1), ovalt (Gatd 2), ferin
(Gal d 3), and lysoxyme [Gal d 4) have been Identified as maln allergens
in the egg white. Hen egg white lysazyme 1s.a potent allergen samed Gal
4 with resistant s hydrolysis with pegein. It is kaown that lysaeyme

0,07

0.06-
E 0.6
§oat)
2 0,034
< 0,02

0.01- b b

ClZ W2 HCZ HILZ

[ SPesidust
|---u 100 a7 1.7 20

Fig, 4: Residual murnmidase activity of commercial lysozyme
(CLZ). Isolate bysozyme (ILZ), bydrolysate of CLZ and hydrolysate
of ILZ The decrease Im turbidity of a cell suspension of
Micrococcus lysedeikticus was determined at 450 nm in phosphate
baffer at pil 6.24 and 25°C. Data were analyzed by analysis of
varfance (GraphPad Prism), and the means were separated by
Tukey's multiple range test, The significance was defined at
P05

.

B cwe caz

Fig 5: () Thiobarbituric ackl reactive results of lysoxyme. Data
are expressed as % thioharbituric acd reactive substances
imhibition compared to a negative cantrol (error bars expressed
as £50). n=30 zebrafish larvae. G cial lysoxyme (CLZ),
Isolate lysozyme (ILZ), Mydrolysate of CLZ aml hydrolysate of
ILZ, (b) Morphologies of zebrafish barvae after Incubation with

lysozymes
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2 ] Wopord g
Fig. fic (a) Survival rate of zebrafish embryos exposed with varioas

concestrations of lysoxymes for 48 hes, (b) photography of
webrafish egg after 48 brs Incubation with lysezynses

Bas resistance to the hydrolysis with pepsin, but 1t has been receutly
described that hsozyme at pi 1.2 kas total susceptbéiny to the
hydrolysis with pepsin [732-34). In this study, ben egg white lyscayme
was hydrolyzed with pepsin at low pH in simedated gastric flaid (SGF),

The relationsbip between allergenicity and stability to digestion and the
st appeopriate experimental conditios for measurement of stahility
huave beent the subject of sume discussion. The fiest report by A d

Asdun | Pharm Chin Res, Vol 9, Issue 3, 2016, 345-349
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{within 30 secomds). The hydrolysis o vitro with pepatn was assayed
I SGF 0.35 M NaCL However, In subsequent studies, the relationship
between resistance o dgestion and allergenicity was found st to be
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Ysolate protein by catlon exchange chromatography was analyzed
with RP-HPLC: SDS-PAGE and identified 2s hen egg white lysozyme.
It sytic enzymatic was sormal compared to CLZ Isolated lysozyme
wass susceptible to (n were digestion with pepsin at pH 1.5. Hydrolyzed
of both commsercial and fsolated lpsoaymes were able to inhibit ipid
perosidation ln zebrafish lirvae,

ACKNOWLEDGMENTS

This study was supported by Usversidad Técnics do Ambato,
Eeuadar. This work has been reviewed in the English edition by Emilio
Lahrador This work was supgoet for project farm Universidad Téosea
de Ambato

Lo Jolles P, Jolkia J, What's sow s lsoryime rescaech® Always  model
systenn, today s yesterday. Mol Uell Biochem 1984032) 16589,
You §), Udensgwe CC, Alsko RE, Wu J, Multifimetional pepdes from
czg white lysoryme. Food Res Int 20H643( ¥ 348.55.

3. Memarpooe Yexdi M, Asoodch A, Chasam T. A novel antioxidant and
astimicrobial peptade from hen o whito Iysveyme hydrodysates. |
Funct Foods 20124:275-%6,

4 Mirc ¥, Mo F. Lauran §, ival popedes relcased by
caryimtic ydrolyss of hen cpg whike fysazyme F Agric Food (hon
20095205y 1065-94

S Mine Y, Yang M. Recent advances tn the undersunday ol cpg
allergens: Hasee, industnal, and daical perspectives. ) Agne Food
Chem 200856{ 1 34574900

6, Callowsent L, Midsch CW. Lysorymes in the zalmal kingdom. |
Biosei 201035{11:127-60

7. Caenlio W, Garcéa-Ruiz A, Recio |, Morcoo- Amribas MV. Anmihocicrial
octivity of hen ezg while lysoxyme medified by Best and enzymatic
teatmenls aginst cosological lactie 30d bactoria aml acctic acd
bacierm. ) Foed Prot 2001477100 17329,

e

4 | thmnl}y ey an i bacteriostutic activity
Woelds Pouli S¢i J 2004.60.103.9,

LB Mﬁn AC, On hex egg fracuonatios Appbcations of liquid

gnphty 0 the isolation and the parification of hen cgg while

and cpg yolk protens, chha-nLnknrwﬁ 1996.200: 114

19, Chiv HC, Lin CW, Suen SY, bolasion ol lysooryme from Ses epp
alumen using ghass fiber-bused cax g 2 1 Membr
Sci 207200 13:29

20, Lomerowwkt G, Kijowski J. Lysoryme b= Hucpalafis R
Ligea-Fumdino R, Amitim M, Schade R, cdeors. Bioactive Compernds
Aerfin, Heidelherg: Springer-Verlag; 2007 pp 3342

1 Lonkrowski G, Kijowski 1, CopclskaRadricjowska 1
Ulmafilinstios-soodifiod  chcken egz whee lysoyme and  #x
untibacierial aetion. foe S Food Sor Tech 200034 Mis-1|

22, Reco I, Visser S, Mertificmion of teo distinct astbecienal dumain
withm the sequence of boviee 2<msem HBichim Biophys Actz
109 1428023131426

23, Rodriguer Saint-Jean 8 D¢ Las Heras A, Currillo W, Recio [, Ot
Delgade I8, RmM.ﬂnl Amlwin:mnyo(numma 2 amcin
byl sgainst the | vims, &
rhh!mmn from sulewaid fisk 1 Fish Dis 3'13;3((5):‘67-"

24, Laemmli UK, Cieavage of structanml peoecing daring the sssesbly of
the head of hacteriophage T4, Nature 1979022 S150) 685,

25. Markos G, Cumreras P, Molims £, Léper-Fandifo R Egg white

Ih king physiobogical conditvas. § Apric Food
Chem 20140:5%{ 150405,
26 Stu.ul) The messurement of lysoxyme activity wd the sltrs-violet
of lysozyme. Biochen Bioplys Acta 195253 1:3029,

27, Westerfich! M. Tthmﬂ;h!lmk A(.n*&tlhtlm Use
of Zeballsh (Dawe rerio). 3% od Eugese, OR: Useversiny of Osegon
Press; 1995, p. 3RS,

28. OECDX Test N. 236: Fish Embeyo Acule Toxioty (FET} Test. Pans
OFCD Publishing.

29, Domingues 1, Oliveirn R, Lowrenpo ), Grisda CK, Mendo S,
So-mAM Biomarkees a5 8 tiwd 10 assess effects of chromises (Vix

of i exbrufish carly fife stapes mad ndults; Comp
l!u)dmn l'lmlolC Toxkol Mharmacol 2010.15%3 33545

30, Nagel R, DarT: The embeyo test wa the sebeafish Mk reno - A
general model in ccotnxakogy sed toxicology. Ahex 202; 19 Suppd
(B

31 Astwood JD, Lesch IN, Fucks RL Stoinluy of food allergens %o
digestion i vove. Nor Biotockaol 199614 [0 1 2047
32 Theahim HR, Thamas U, Pellegnmi A, A elis-loopdelis pepaide
lh:qwhul’lhmw sile clef of hsozyme coafers polost
el pctivity with e biliaen acton. ] Bl
Cherm 2001 2MC37)43707-74,
33, Thomes K. Aalbers M, Bamwon GA, Bawl M, Desman RI

38

68



Carritlo ef ol,

Esduile OF, of . A multi -y y evaly ofa o e
pepsin dipestion assay peotocol @cd in mscssing the saficty of novel
proteats, Regul Toaviood Phameacol 20043 2k 87-0%

4 deeunuol'.'ml:.()mmk.hlhdll.bmhuk
Pantly folded snates of members of the lysorymelactabums
superfamily. A compesative study by crcular dichmies spectroscupy
sl limited proteotysin Prokein Sci 200211012 2%32-46

35 Lacas IS Cocheane SA, Warser X), Hoardase JO. The offect of

Astan | Pharm Cliv Res, Yol 9, Isswe 3, 2016, 345-34%

digestion and pH on the allerzeucey of kiwifuit protems. Pocutr
Allenzy Trormanod 2008: 1 % S 3928

30, Fu T), Abbant UR, Hotzos €. Digesibility of food alkengens and
ol bergentic procins i simlened gastne Maid s smulsted intestnal
lmd-a compesative study. ] Agric Food Chem 202:50(24): 7154 (d1

37, Foster ES, Kimber |, Desrman R, Rclaticoship detwees poolein
tigestibility wnd alleegesacity: Computisons of pepsin wnd cathepin
Toxiculogy 201330930-8

349

69



ASLAN JOURNAL OF PHARMACEUTICAL AND CLINICAL ReSEARcH

Vol Y, Issue 3, 2016

DIGESTIBILITY AND ENZYMATIC ACTIVITY IN VITRO OF HEN EGG WHITE LYSOZYME

CARRILLO W*, TUBON |

Laboratery of Functiomal Foeds, Faculty of Foous Science and Engineering, Technical University of Ambato,
Av.Los Chiasquls y Rio Payaming, Campeas Huaehl, CP 1801334, Ambato, Ecuador, Emait: wi carrillofutu.eds.ec

Nevvived: 10 March 2016, Mevisef awd Accepled: 19 March 2018

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate the protels digestibility and analyze the residual essymatic activity of lysuzyme.

Methods: Protetr digestibility was ovaluatod hydrolymng the protets with pepsin at pH 1.2, 2.0, and 3.2 during 60, 90, and 120 minutes of lncubation.
These tydrolysases were analyzed with sodiven dodecy] salfaco-polyacrylamide gel dectropharests and reversed-phase high-porformance ligwd
chromatography. Residual enxymatic acthvity was evaluated with the spectrophotometric method 3 450 am.

Resatlts: Lysozyme was sotally hydrolyzed with pepsin at pH 1.2, AtpH 2.0, lysozyme wis partsally hydrobyzed and at pH 3.2 hydrodysts was absent at

all tmes of the assay.

Conclusioms: Lysozyme was fydrolyzed with pegsin at low pH. Residual enzymatic method can be used to determine the grade of bydrulyss in

hsuzyme.

Reywaonds: Lysozyme, Enzymatic bypdrolyss, Murassidase activity, Antimbcrablal actwity

ysozyme {EC3217, Nacetyl muramic-hpdrolase] ts a globalar basic
protein found s nature and is characterized by its high emeymatic
activity 1t was first discovered In nassl mucous Iy Alexander Fleming,
who named it Tysoayme” as he observed it s htic acthvity wwand
bacterial coco {1} The egg albumen is known to have an exceptionaliy
fogh amount of lysezyme, mormally referred o as hen's egg lysozyme.
representing 3.5% of the egg white protein costent [2-4]. The lysezyme
B o hasie protein consisting of 129 amiso acids and 0 molecalar
weeight of 143 kD This enxyme scts by lyving the cell walls of certain
Gram-positive hacterie such as loctic acid bocteria and Chntridive sp
by splitting | (1-4) hedapes between Nocetyimwramic acld und
Nacetyighicosamine of the peptidogiycan of hacterial cell walls This
enzymatic acthity & samed muramidase activity or htic activity [5-8]
The eight lvods traditionally considered to be responsible for more than
Q0% of fnod allergy ave mill products, eges, lish, shellfish, paanuts, tree
wats, wheat, and soy {9} Among food allergles, shergy to et & together
with peanut and milk, the most common in children and infants with a
o e that varies b 7.9% and 10% [10,11). It is gemecally
Believed that protein, which is resistant to proteolytic digestion in
the digestive tract, retains sulficient structural integrity to have an
Increased prodability to stimulating immsne resctions. Small asosets
of Intact partially digested proteins are sbsarbed in the intestse and
enter the covulatury system. Stmulate gastrc fluid (SGF) is used to
determine the digestibility and allergemcity of a protom [12) In this
study, the digestivdity of ben gy white lysozyme was savestigated and
characterized using pepsin cntyme. Protein digestion was analyzed
by sodivem dodecyt sulfste-palyacrylemide gel dectrophuresis [SDS-
TAGE) method, and residusl enxymatic sctivity was analyzed with the
spectrophatometric method

Lysozynee and materials

lyseyme (L2879, chioride from chicken ez white Grade VI
40,000 units/myg protess, EC3.2 L17}and pepsin crystulline (4500 units/
g obtalmed from porvine stoosach mcus and Micrecoveus fyaodeiktiows|
wege parchased from Sigma Chemcal Co (Saint Lours, MO, USAJ,

Enzymatic bydrolysts of lysozyme

Commercial, isolate lysozywe sod hydralysates were itially dissolved
at 5 mg/mL In potassium phosphate buffer 10 md (pH L5). 1 ml of
this lysozyme salution was mixed with 50 pmkL of pepsia solution of
200U/ mg 5 mg/mL i solution of 0.035 M NaCl SGF at p#f 1.2, 20, and
3.2 tw obtain an enxyme-to-substrate ratio of 1:20 wiw. This mixture
was incuhated st 37°C during 1 hr; The reaction was stopped hy heating
at 810°C for 15 minutes, and the pH was adjested at 7.0 by addition of
1 M Nat# [7],

SUS-PAGE analysis
Samples were dissolved i 10 mM Tris-HC! buffer; pH &, 2.5% 505, and
10 mM ethylenedi acd [ durieg conditions)

or the same buffer containieg 5% bmercaptoethannl reducing
conditions), and heated at 95°C for 10 minutes |13} Amalysis by
SDS-PAGE used Mizi Protean Tetra Cell (Bio-Rad, USA) eledrophoresis
apparstus 3t 200 V. The electruphoretic and silver staining conditions
were carried out ocoording 1o the sanufacturer instructions.

Reversed-phase high-performance liquid chromatogruphy
(RP-HPLL) analysis

Lysuzyme Inirolysates, at 3 concentration of 2.0 mg/mi, wers
analyzed using o 10-Pore® RP-318 (250 % 46 mm (4] colums
{Waters, Milford, MA} in o Waters 600 HPLC system. Sobent A
was 037% (v/v) trfluoroacetic acid (Scharlwe Chemmie, Barvelona,
Spaln) In double-distilled water, and solvent B wan 0.27% (v/v)
trifworcacetic achl i HPLC-grade acetonitribe (Lab-Scan, Gliwice,
Toland]. The chromstographic conditions were as in Maros ¢ of, | 14).
Detection was at 220 nms, and data were processed using Empower 2
Software (Waters)

Murumidase activity assay

The lyte activity of lysoeyme was determined by monitoring
the decrease In tarbidity of o suspension of M fsodeikrkss cell
spectrophotometrically at 450 nm at 25°C, according to Shugar's
method {15 One unit of lysoaayme was defined as 3 decrease in the
absockance at 450 pm of 0001 /minutes. The muramidase activity of
each sample was assaved by triplicate.
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Statistical analysis

Results are presented as meansestandand devistion from three
replicates of each experiment. Differences hetween mean yaboes were
determined by the apalvsn of variance. The postboe analysis was
performed by the Tukey test. AR tests were considered significant at
pe0.05. Statistical analysits was perforted using the software package
Prism 4 for Winduws, version 43 {Graghfad Software Inc, www

grophpad com),
RESULTS

Gastric hydrolysis

Then egs white fysoxyme was hydrolyzed with pepsin ot different pHs
i SGF (NaCl 035 M) with o relation enzyme/ssbstrate of 1/20 durisg
60, 90, and 120 minutes at 37°C, 400 rpm. SDS-PAGE electropboresis
analysis shows that fysoxyme was tatally hydrolyzed with pepsin at
a Jow ph 1.2 at all tmes assays The 14,400 [a bané was not found
at pll lz,lhchmdwnhnmkuhrwmdunlﬁoomwufwnd
cor g b0 peptides produced of fydrolysls with pepstn, at this
vﬂll(Fis 1)

AL pH 20, the lyseyme was partlally hydrolyzed, The band with
modecular weight of 14400 Da was foand, ts band corresponds to
Iysuzyme. At thes same pH 2.0, the bydrolysis was more effective at 2
time of 120 munutes of incubation with pepsin, compared to the bands
using the 60 and 90 minutes incubation (Fig. 1)

M pH ll) the molxular welght bands of 6500 Di were found

% (o p daced with hydrolysis with pepsin. On
men&thndlywy-mmbydmlpdwl&pepsmapﬂll
at all tmes asty Lysozyme has resistance ot gastric hydrolysts with
pepsis at pH 2.0 and pi 3.2 b these conditsons of the assay.

RP-HPLC

RP-HPLC amalysis of hydrodysates of lysocymse during 60 minutes shows
that lysozyme was totally hydrolyred at pit 1.2, At pH 20, hydredysts
weas partially obtained Finally, at pH 1.2 hydrolysis was not present
(Fig. 2). These results were similar m all times assay. (Fig 1)

123456 7 8 9101112

Fig. 1: Sodiwm dodecy! sullate-polyacrytamide gel elecirophoresis
analysis of lysozyme hydrolyzed. Lane 1: Molecular weight,
Lane 2: Lysoxyme without pepsin, Lane 3: Lysozyme with
pepsin at pH 1.2 {60 minutes), Lane 4: Lysozyme with pepsin
at pH 1.2 (90 minutes), Lane 5: Lysozyme with pepsin at
pH 1.2 (120 minutes), Lane 6: Lysazyme with pepsin at
Pl 2.0 {60 minutes), Lane 7: Lysozyme with pepsin 2t pit
2.0 (90 minmtes), Lune B: Lysozyme with pepsin at pH
2.0 (120 minutes), Lane % Lysozyme with pepsin at pH
3.2 (60 minwstes), Lane 10: Lysozyme with pepsin at pH 3.2
(90 minutes), Lane 11: Lysoryme with pepsin at pH 3.2

(120 minutes) and Lane 12: Pepsin blank

Astan | Pharm Cliv Res, Yol 9, Isswe 3, 2016, 376-376

Enxymatic activity

Enzymatic activity was tested to determine the degroe of gastric
Bydrolysis at pt 1.2, 20, and 3.2, Lysoryme enzyme needs #ts active
sito to bind to the substrate. The site can be modifiod through
bplrolysis with pepsin. The residual activity was evaluated with
the spectrophotosstric method at 450 nm with a slutlon of
M. [pyodesticuy ATCC 4698 Fig. 3 shows the encymatic activity of
lysoxymes. Native lysozyme wos used as positive control. Fig 3a
shows the residual enzymane activity of bydrolyzed lysozyme durmg
o0 minutes with pepsin at pil 1.2, We cn seo that hydrolyzed
ysoxyme bas 20 enxymatic activity, and it only conserves 1.0% of its

natural activity At pH 2.0, during 60 mi hydrolyzed bysoxy
conserved 45% of fts emeymatic actvity. At pH 3.2, hydrolyzed
Isoxyme conserved 8% of Its enzymatic activity compared o

contred twsoayme. The 90 minutes hydrolysates presest residusl
enzymatic activity with values of 0.8%, 3%, and 90 % at pit 1.2, pit
20, and p 1.2, respectively [Fig. 3b),

Hydrolysates lysczyme during 120 minutes present residual enzymatic
activity with values of 0.6%, 35%, and A7% at pH 1.2, 20, and 3.2,
respectively (Fig. 3¢} These nesults show that the enzymatic actvity
was proportional to the tiee of hydrolysis with pepsin

Fig. 2: Reversed-phase high-performance Hguid chromatography
anabysis of hydrealysates of lysoxyme during 60 minutes

LA

Fig. 3: Residual enzymatic activity of lysazyme, (a) Hydrolysates

ol lysoxyme with pepsin at pH 1.2, 2.0, and 3.2 during 60 minutes,

(b) hydralysates of lysoxyme with pepsin at pH 1.2, 2.0, and 3.2

during 90 mi (<) ydrolysates of lysozyme with pepsin at pH
1.2, 2.0, and 3.2 during 120 minutes

n
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DISCUSSION

Hen ogg white lysozyme s o potent allergen named Gol d4 with
resistance to hypdrolysis with pepsia Is this study, Ysoryme was
totally hydrolyzed with pepstn at low plis. However, #t has been
recently described that tnoxyme at pH 1.2 han a total susceptibility
to the hydrolysts with pepsin [ 16-18]. Fu e ol [19) bave reported that
ysoayme resisted more than 60 minstes at pH L2, at an £S5 of {13:1)
witwt. Thomas ef of, described that hen eggt white lysazyme Is resistant
o hydrolysis with pepain at pH 2.0. beabim et af, |20] found that 40% ol
the original lysozynie was hydrolyzed after 120 mmutes of digestion at
an S of 150 (wowt) at pH 4.0. Lysoxyme & also @ major allergen of egg.
white, It is generally acceptod that resistance to digestion & a common
feature to food allergens. There is y about the hydrolysis of
Ben egg white fysoxyme, but this might be due to the different methods
wed

O the other hand, we Bave repeeted hydrolysates of iysozyme withoot
mamramidase activity These results are in agreemest with different
studies where hydrolyzed lysozyme with 0o muramidise activity bas
been describod Mise ef o, 2004 [4] hive described hydrobyzed of
Iysuzyme with antimicroblal activity withoot ssramidase activity. On
the ocher Band, You et al, 2010 [2] described ipdrulyzed and peptides
from lysoxyme without meramidase activity. Other authers such as
Thirahim et of, 2005 [20] have abso describod hydroyzed of lysoayme
with antibactersal activity bat without musamidase actwvity.

CONCLUSIONS

Hen egg white lysozyme was Iydrolyzed with pepsin at low phs.
Hydrlysates of lysoxyme at pH 1.2 do it present encymatic activity
mmmamszmmmmm-m

The y activity method can be used to
&kmlnthtdegnedhydm!ydsnuhm
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