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Introduccion. La lisozima es la Unica enzima que cataliza
la hidrolisis del enlace B-glucosidico entre el N-acetil
muramico y la N-acetil glucosamina los cuales forman la
pared celular de algunas bacterias. Por tal propiedad, la
lisozima ha sido utilizada como un agente bactericida en el
proceso y preservacion de alimentos (vinos, carnes y
quesos).Y) En la industria farmacéutica se emplea en el
tratamiento de enfermedades bronco pulmonares, pastas
dentales para prevencion de caries, en cremas de
aplicacion tépica.?’ La lisozima es componente de algunos
fluidos corporales pero es en la clara de huevo donde se
encuentra en mayor concentracion.

El objetivo general de este trabajo es comparar 2 métodos
de extraccion de lisozima de clara de huevo.

Metodologia. Los métodos de precipitacion vy
ultrafiltracion se basan en propiedades fisicoquimicas de la
lisozima como el punto isoeléctrico (pl) y el peso
molecular respectivamente. Para la precipitacion se utilizo
clara concentrada y diluida a pH de 9.5 (cercano al pl de la
lisozima) con 5% (p/v) de NaCl como agente precipitante
y un inoculo de lisozima pura para iniciar la agregacion de
cristales, los tratamientos se incubaron a 10°C durante 48
h. Para el método de ultrafiltracion se probaron diferentes
diluciones de clara (1:16, 1:8, 1:4 y 1:1) en solucion de
NaCl a una concentracion final de 0.1 M. Todas las
muestras se pasaron a través de dispositivos Amicon®
Ultra-4 con membrana de 30 kDa, ya que el peso
molecular de la enzima es de 14 kDa. Los filtrados
obtenidos con dicha membrana se filtraron nuevamente
pero con membrana de 10 kDa para concentrar la enzima.
Se realizaron bioensayos en placa para comprobar la
actividad, se cuantificoé la actividad especifica y se
corrieron geles de SDS-PAGE para observar la pureza de
la enzima.

Resultados y discusion.

En los tratamientos de clara diluida con indculo de
cristales de lisozima se obtuvieron las mejores eficiencias
de extraccion hasta un 88.6 % (Tabla 1). EI mayor
rendimiento de purificacion de lisozima por ultrafiltracion
fue con clara diluida 1:16 (Tabla 2). Se obtuvo lisozima
mas pura cuando los filtrados se pasaron por membrana de
10 kDa pero hubo disminucién en el rendimiento en la
mayoria de las diluciones. La dilucién en ambos métodos
disminuye la viscosidad de la clara favoreciendo que las
proteinas de alto peso molecular no obstruyan la
precipitacion y el paso de la enzima a través de la
membrana.

Tabla 1. Eficiencia de extraccion de lisozima por el método de
precipitacion.

MUESTRA Renci:yr:)lento
Clara + lisozima* 70.3
Clara —lisozima* 59.3
Clara diluida + lisozima* 88.6
Clara diluida — lisozima* 73.9

*inoculo del 5% (p/v) de cristales de lisozima comercial

Es conveniente trabajar con clara a pH cercano al pl de la
lisozima, ya que se disminuyen las interacciones
electrostaticas con otras proteinas presentes en la clara de
huevo.®

Tabla 2. Rendimiento obtenido en ultrafiltracion

Membrana usada
30 KDa | 30-10 KDa
Muestra ==

Rendimiento (%)
1:16 69.2 92.3
1:8 57.7 46.1
1:4 28.8 23.1
1:1 11.5 7.2

Conclusiones. La dilucion de la clara favorece la
extraccion de lisozima por el método de precipitacion y de
ultrafiltracion. El pH es un parametro importante para la
precipitacion de la lisozima. Se obtuvieron buenos
rendimientos por ambos métodos, sin embargo la pureza
de la enzima obtenida por precipitacién no fue aceptable.
Aunque por ultrafiltracién se obtuvo una alta pureza, el
método no es rentable.
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