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RESUMEN

Una enzima tipo lisozima proveniente del estilete cristalino de la almeja Tivela
stultorum fue purificada por cromatografia de intercambio cationico en carboximetil
celulosa. El producto tuvo una actividad especifica de 25,407 unidades por mg de
proteina, representando una purificacion de 100 veces. De esta manera la actividad
especifica observada fue casi seis veces mayor a la actividad de la lisozima de clara de
huevo de gallina. Mediante electroforesis de punto isoeléctrico (IEF-PAGE, Phast Gel) se
observO un componente predominante indicando un pI de 7.7 . Por medio de
electroforesis de una dimension (SDS-PAGE) se sugiere un peso molecular aproximado a
17 kDa. La enzima fue Optimamente activa a pH de 5.6-5.8, en amortiguador citrato
fosfato 0.1M, con actividad maxima a una temperatura de 40°C, en ausencia de sal, y a
una fuerza ibnica de 0.1043. A 4°C la lisozima presenté6 un 26.7% de actividad
remanente, ademas de mostrar ser altamente estable a temperaturas elevadas (90°C) y
pHs extremos con actividades por arriba del 75%, en un intervalo de pHs de 2.8 a 11.8 .
Mediante las pruebas bacterianas utilizando Strepfococcus alfa y Escherichia coli, se
observo que la lisozima de 7. stultorum (LT) mostro ser efectiva en la lisis de ambas
bacterias, ain sin la presencia de EDTA, al igual que la lisozima de Chlamys islandica
(LC) y al contrario que la lisozima de huevo de gallina (LH), quien requirid6 de EDTA.
En LT se observo un efecto sinergético con el EDTA, siendo mayor cuando E. coli se
probo en commparacion de S. alfa, mientras que LC no presentd diferencias en presencia
o ausencia de EDTA hacia E. coli.

LT en ausencia de EDTA, tuvo mayor sensibilidad hacia S. alfa que E. coli, mientras que
LC fue mayor en E. coli. En presencia de EDTA LC no present6 diferencias entre S. alfa
y E. coli, mientras que LT y LH fueron mas sensibles hacia S. alfa que E. coli.
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INTRODUCCION

Las enzimas son proteinas especializadas en la catalisis de las reacciones biologicas
cuya propiedad fundamental es aumentar la velocidad de una reaccion, sin sufiir un
cambio en si mismas durante el proceso (Lehninger, 1985). Estas, generalmente operan a
pHs medios (entre 4 y 8), temperaturas relativamente bajas (entre 10 y 80°C), y presiones
atmosféricas normales. Las enzimas han resuelto en gran parte el interés de la industria
por la utilizacién de productos a partir de fuentes naturales, que no contaminen, que sean
biodegradables y tengan el potencial de ser reutilizados. Las enzimas destinadas a la
industria provienen de extraccion directa de su fuente original (ya sea en forma pura,
parcialmente pura, o en crudo), o bien, por extraccion indirecta mediante la clonacion de
bacterias a genes que impliquen la secrecion de dichas proteinas en gran cantidad,
mediante ingenieria genética (Branden y Tooze, 1991). Independientemente de cual sea el
camino para la extraccién y produccion de enzimas a nivel comercial, la busqueda de
enzimas interesantes es una labor de gran importancia.

Las enzimas han sido clasificadas de acuerdo a su funcion en seis tipos distintos
(Trevor, 1991). En el grupo de las hidrolasas se encuentran las lisozimas (EC 3.2.1.17),
que estan ampliamente distribuidas en la naturaleza, tejidos y secreciones tanto en
vertebrados, invertebrados, asi como también en bacterias y plantas (Jollés y Jollés, 1984).
La lisozima es una enzima 1,4 B N-acetilmuramidasa, porque rompe los enlaces
glucosidicos entre el C-1 del acido N-acetilmuramico y el C-4 de la N-acetilglucosamina,

en el peptidoglucano bacteriano (Jollés y Jollés, 1984), aunque algunas lisozimas



presentan actividad quitinasa (EC 3.2.1.14) (Skujins ef al., 1973) y en la lisozima de
huevo de gallina se ha reportado una ligera actividad esterasa (Jollés y Jollés, 1984).
Todas las lisozimas aisladas hasta ahora constituyen proteinas similares aunque no
idénticas, ya que varian en peso molecular y actividad especifica (Osserman et al., 1974).

Por su actividad, las lisozimas se encuentran asociadas primariamente a un
mecanismo de defensa, donde desarrollan un papel fundamental en los invertebrados,
mientras que en organismos superiores juegan un papel secundario (Lindsay, 1986). El
hecho de que las lisozimas estén presentes en la mayoria de los organismos VIVOS N0S
indica que es una enzima que ha venido desde épocas ancestrales. Como toda proteina en
evolucién, ha tenido que ir adaptindose a los diferentes medios ambientes, adquiriendo
caracteristicas o habilidades diversas en los diferentes grupos de organismos (Jollés y
Jollés, 1984). Por este hecho, se ha incrementado el interés por el estudio de enzimas de
origen marino durante los altimos 15 aiios (Olafsen, 1983), especialmente si provienen de
organismos que habitan medios ambientes extremos de pH, salinidad y temperatura
(Hochachka y Somero, 1984).

Las enzimas tipo lisozima, son nombradas de tal manera, porque presentan una
funcion similar a la lisozima de huevo de gallina, la cual ha sido ampliamente estudiada,
ademas de ser la primera en secuenciarse, detallando su mecanismo de accién (Jollés y
Jollés, 1984). Su actividad es determinada comunmente mediante el método
turbidimétrico en el cual se mide el decremento en absorbencia de una suspension de
células bacterianas (Gorin ef al., 1971). Se caracteriza por tener actividad maxima a una

temperatura de 37-40°C, presentando un 20% de actividad a los 20°C y 4% a los 4°C, a



una fuerza ionica de 0.01M (Viana y Raa, 1992). Es una enzima basica, con un punto
isoeléctrico de 11 y un peso molecular de 14.4 kDa (Worthinton, 1979). Al utilizar
Micrococcus lisodeikticus como sustrato (Bratlid, 1977) presenta una actividad maxima
cuando se encuentra en presencia de 1% de NaCl a un pH de 7. De tal manera que a pH
de 4 6 5 presenta solo rasgos de actividad (Iacono ef al., 1985).

La lisozima de huevo de gallina es ampliamente utilizada en forma comercial, se
extrae a partir de la clara de huevo de gallina que es una rica fuente de ésta enzima (Jollés
et al., 1965). Ha sido utilizada con diversas aplicaciones, ya sea sola o asociada a otros
componentes como antibioticos (tetraciclina, bacitracina), enzimas (alfa-amilasa, papaina),
y vitaminas (Jollés y Jollés, 1984), probando ser eficiente en el tratamiento de
enfermedades bacterianas o virales (herpes), colitis, dolores (Bianchi, 1983), alergias e
inflamaciones (Jollés y Jollés, 1984) y hasta en el tratamiento de tumores de cancer (Das et
al., 1992).

A las lisozimas se les ha atribuido el papel de la inmunoestimulacion, por el
incremento en la produccion de anticuerpos ante un ataque bacteriano (Klockars y
Roberts, 1976), ademas de estar relacionadas a la accion de los macrofagos (Biggar y
Sturgess, 1977), en donde su presencia dependiendo de la calidad y localizacion de la
enzima, ha sido utilizada en el diagnostico de enfermedades (Porstmann ef al., 1989).

En la industria alimenticia la lisozima de huevo de gallina se agrega como un
agente de conservacion (Wasserfall y Teuber, 1979; Hughey y Johnson, 1987; Hughey ef
al., 1989) evitando el desarrollo de bacterias agresivas, es decir, aquellas que presentan

alta capacidad para desarrollarse en alimentos, causando problemas de descomposicion



ain a bajas temperaturas. Otro uso es como sustitutos de leche materna para reemplazar
los anticuerpos (Dubois-Prevost, 1970; Koivisto et al., 1973; Haneberg y Finne, 1974;
Fox, 1982).

La utilizacion de la lisozima de huevo de gallina como conservador, ha resultado
ser muy atractiva, porque cada vez es mayor la tendencia de la industria alimenticia a
eliminar compuestos quimicos. Su uso en la preservacion de productos marinos (Igarashi
y Zama, 1972), trae muchas ventajas, por ser alimentos altamente sensibles a la
descomposicion, debido al acelerado desarrollo microbiano de bacterias agresivas, al ser
un medio rico de nutrientes para su crecimiento (Alegre - Salazar, 1979). Sin embargo a
pesar de su utilidad en la industria alimenticia, la lisozima tiene aplicaciones limitadas,
especificamente en la conservacion de productos marinos, porque presentan en su mayoria
bacterias gram (-) (Huss, 1988), las cuales no son normalmente degradadas por la
lisozima y requieren de la sensibilizacion por medio de EDTA (Repaske, 1958), el cual
resulta toxico cuando se ingiere a concentraciones mayores a 1.25 mg/kg/dia (Chander y
Lewis, 1980).

El hecho de que el EDTA funcione como un sensibilizador, para favorecer la
accion de la lisozima, ha sido interpretado como una posible quelacion de iones metalicos
en la pared celular. Las bacterias gram (+) y (-) poseen una pared celular compuesta de
peptidoglucanos, pero en las gram (-) ademas estd presente una pared rigida
(mucopeptidica) formada de lipopolisacaridos y lipoproteinas la cual estd ausente en las

bacterias gram (+), sin embargo éstas Gltimas tienen una pared que no es uniforme para



todas las bacterias de su tipo, ya que presenta variaciones en los aminoacidos que se
entrelazan a los peptidoglucanos (Cota-Robles y Ringo, 1982).

En la mayoria de los casos estudiados, la combinacion de lisozima de huevo de
gallina con EDTA ha dado una mejor lisis, inhibicion o retardo en el crecimiento de
bacterias, que el efecto mostrado por la lisozima de manera individual (Hugey et al., 1989;
Samuelson ef al., 1985; Chander y Lewis, 1980). Por otro lado el uso de concentraciones
elevadas de EDTA (0.5%) ha mostrado una inhibicién completa en la multiplicacion de las
células, atn en ausencia de lisozima, en donde tal concentracién rebasa el limite
considerado como toxico, en cambio concentraciones de 0.01'y 0.05% no muestran accion
alguna (Chander y Lewis, 1980).

La mayor afinidad de la lisozima de huevo de gallina hacia bacterias gram (+), en
algunos casos no ha sido cumplida. Shahani y Kilara (1974) han reportado la existencia de
bacterias gram (+) que no han sido lisadas por la lisozima de huevo de gallina, tal es el
caso de Clostridium perfringes, Bacillus cereus'y Staphylococcus aureus. Esto implica
que la efectividad de la lisozima de huevo de gallina no depende exclusivamente del tipo
de pared bacteriana, resultando importante tomar en cuenta la composicion de la misma.
Como se menciond anteriormente la composicion quimica de la pared de las bacterias
varia atn dentro del mismo tipo de bacteria, siendo importante para su agresividad a
desarrollarse e impedir su bloqueo. Aunado a esto se encuentra la capacidad de algunas
bacterias para generar enfermedades mediante la produccion de antigenos usualmente
conocidos como toxinas. Las bacterias patogenas pueden producir dos tipos de toxinas,

las exotoxinas y las endotoxinas, las exotoxinas son secreciones proteicas producidas por



microorganismos gram (+) y gram (-), que anulan la sintesis de proteinas o bloquean
transmisiones del sistema nervioso central (por ejemplo las producidas por Clostridium

perfringens y Staphilococcus aureus provocadoras de botulismo e infecciones piogénicas

respectivamente) (Van Heyningen, 1982). Las endotoxinas, estin constituidas por un

complejo formado de polisacarido, proteina y lipido que forma parte del los componentes
estructurales de 1a pared celular, presente en las bacterias gram (-), el lipopolisacarido esta
compuesto de tres regiones (lipido, polisacarido y antigeno O), en donde cada una de ellas
tiene una composicion Unica que varia entre las especies de bacterias (Braude, 1982). Si
bien, la patogeneidad y/o agresividad de las bacterias a desarrollarse no depende
exclusivamente de la presencia de pared celular rigida, una gran cantidad de bacterias
patogenas o agresivas en su desarrollo son del tipo gram (-) (Huss, 1988), que al mismo
tiempo son las mas dificiles de degradar por la lisozima de huevo de gallina en ausencia de

EDTA.

Purificacion

La necesidad de un conocimiento mas completo de las enzimas ha dado la pauta
para el desarrollo de técnicas especializadas para su extraccion. De esta manera las
enzimas de diversos organismos han sido purificadas y caracterizadas, incrementando el
conocimiento de la estructura secundaria y terciaria, asi como la determinacion de la
composicion y secuencia de aminoacidos. Con ésto, ha sido posible el determinar las
actividades particulares de cada proteina, estableciendo su especificidad de accion y

posible uso.



El aislamiento y purificacion de una enzima a partir de una fuente natural,
involucra la seleccién de la enzima, concentrandola, mientras que se descartan todos los
demas compuestos (Minch, 1989).

La mayoria de las enzimas han sido purificadas mediante procedimientos clasicos
dependiendo de la fuente de extraccion y de un conocimiento amplio de las caracteristicas
de las proteinas, permitiendo de ésta manera llegar a conocerlas.

Entre los pasos iniciales para la fase de extraccion de una enzima es el escoger una
fuente natural que tenga concentraciones elevadas de la enzima a extraer y que se
encuentre disponible en cantidades suficientes para la obtencion de datos reproducibles.
La técnica a utilizar para la extraccién de la enzima dependera del tipo de tejido en el que
se encuentre, ya sean técnicas suaves, moderadas o vigorosas, como homogeneizador de
mano, trituracion con abrasivos y ultrasonificacion respectivamente (Scopes, 1988). El
manejo de la enzima debera ser siempre en frio para evitar la desnaturalizacion, asi como
el evitar congelar y descongelar repetidas veces, ya que esto puede afectar membranas y
cambiar el pH del medio.

El uso del amortiguador adecuado, asi como su concentracion y pH es importante
para evitar interacciones indeseables entre enzima y amortiguador que puedan disminuir la
actividad. El conocimiento previo de los efectos de compuestos utilizados en la
purificacion ya sean detergentes, quelantes, inhibidores, o agentes reductores, es muy
importante para evitar errores durante la purificacion.

Los procedimientos tradicionales incluyen un paso de prepurificacion que

generalmente consiste de el uso de alguna técnica de rompimiento celular, solubilizacion



de la proteina con NaCl o acidificacion para la remocion de material particulado. En este
paso se incluyen técnicas de separacion en grueso, como la precipitacion por sales, por
solventes organicos, o separaciones usando el punto isoeléctrico y desnaturalizacion
selectiva. La separacion entre soluto y solvente se realiza por medio de centrifugacion,
mientras que la separacion de solutos de bajo peso molecular es mediante dialisis.

El segundo paso de purificacion consta de formas mas especializadas de separacion
como los métodos cromatograficos que proporcionan un mayor incremento en la pureza
de la proteina (Scopes, 1988). Dentro de éstos métodos estin la cromatografia de
exclusion molecular, afinidad, hidrofobica, de fase reversa, y la cromatografia de
intercambio ionico. Esta ultima tiene como caracteristica principal la atraccion entre
particulas de carga opuesta. Muchos materiales biologicos tienen grupos ionizables y el
hecho de que puedan portar una carga neta positiva o negativa se utiliza para la separacion
de mezclas de éstos compuestos. La carga neta exhibida por dichos compuestos depende
del pH de la solucion y del punto isoeléctrico (pI) del producto, cuando el pI es mayor al
pH de la solucion la carga neta es positiva, y cuando el pI es menor a el pH de la solucion
la carga neta es negativa (Williams y Wilson, 1981).

En la purificacién de la lisozima se han utilizado cromatografia de intercambio
i6nico basada en la carga ionica de la proteina, usando diferentes resinas cationicas como
CM-Sepharosa GL-6B para la purificacién de la lisozima de la trucha arcoiris (Grinde ef
al., 1988), CM-celulosa para la purificacion de lisozima del pez Pleuronectes platessa
(Fletcher y White ,1976); asi como del mejillon Mytilus edulis (McHenery y Birkbeck,

1979) y de la almeja Chlamys islandica (Viana y Raa, 1992) entre otros. También han



sido utilizados métodos cromatograficos como el de exclusion molecular basado en la
separacion por peso molecular, con resinas G-25 y G-75 cuyo pequeiio tamaifio de poro es
util en la separacion de la proteina. Recientemente se ha usado cromatografia de afinidad
para aumentar el grado de purificacion, asi como también se utiliza el alto punto

isoeléctrico de la lisozima para su separacion de otras proteinas (Jollés y Jollés,1984).
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ANTECEDENTES

La lisozima se ha descrito en diferentes fluidos y tejidos de un gran nimero de
especies de bivalvos marinos (McDade y Tripp, 1967; McHenery et al., 1979; Birkbeck y
McHenery 1982; Viana y Raa, 1992), que aparte de contener grandes concentraciones de
ella en la hemolinfa y secreciones externas, lo cual ha sido descrito como un mecanismo de
defensa (McDade y Tripp, 1967; Hardy et al., 1976; McHenery ef al., 1979), se encuentra
también en tejidos y estructuras que estdn particularmente asociadas con el proceso
digestivo, como la glandula digestiva y el estilete cristalino. Esto ha sido confirmado en
Chlamys opercularis, Tellina tenuis, Mytilus edulis y Modiolus modiolus (McHenery et
al., 1979) entre otras, y se sugiere que las bacterias forman parte de la alimentacion de
estos organismos debido a que son filtradores, y pueden obtener una ganancia del 12.4%
en peso, al ser alimentados con una dieta de bacterias (Zobell y Feltham, 1938).

Las lisozimas marinas caracterizadas han demostrado tener especificidades de
accién diferentes a las encontradas por la lisozima de huevo de gallina, observando que en
general trabajan a pHs mas éacidos, entre 4 y 6 (McHenery y Birkbeck, 1982) y algunas
como en la almeja artica C. islandica (Viana y Raa, 1992) y el langostin Astacus astacus
(Fenouil y Roch, 1991) presentan actividades altas a temperaturas bajas.

El uso de lisozimas capaces de funcionar a temperaturas bajas, es por lo tanto una
alternativa para complementar el efecto de bajas temperaturas a los que son sometidos los
alimentos para mantenerlos adecuadamente, ya que aun bajo condiciones extremas de

temperatura, existen microorganismos encontrados de manera natural y adaptados a ellas
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(Gounot, 1991), capaces de crecer a temperaturas de refrigeracion (0-2 y 5-7°C), en
donde Alcaligenes, Pseudomonas y Streptococcus son los mas frecuentes en comidas.

La diferencia principal de tales lisozimas marinas radica en su mayor sensibilidad a
las bacterias gram (-), sin la adicion de EDTA. Tomando en cuenta que la actividad
microbioldgica principal en productos marinos pertenece a bacterias gram (-) (Huss,
1988), las lisozimas marinas que difieren en sus caracteristicas de accion, presentan un
potencial de empleo para el retardamiento en la descomposicion de productos marinos.

En la elaboracion de productos alimenticios, uno de los aspectos que requieren de
gran atencion es el control de Escherichia coli y especies de Streptococcus, organismos
que han sido utilizados como indice de calidad sanitaria, cuya presencia esta relacionada
con contaminacion fecal. Su control es importante ya que son especies agresivas por
crecer en un amplio intervalo de temperaturas y pHs (3-50°C y 4.4-9). Asi mismo, los
estreptococos son organismos que poseen en su pared celular (no rigida), compuestos
antigénicos que presentan una extrema resistencia a degradacion por la lisozima de huevo
de gallina, ya que bloquean la interaccion del peptidoglucano con la lisozima. Por su parte
E. coli como cualquier bacteria gram (-), posee una pared externa rigida que contiene
lipopolisacaridos responsables de algunas propiedades toxicas y biologicas (Orskov y
Orskov, 1982).

El estudio de las enzimas a partir de organismos marinos, es una propuesta
interesante, que podria aportar grandes beneficios en la industria, pues ademas de
maximizar recursos resuelve el problemas de contaminacion por descarga de subproductos

pesqueros. Se ha observado que en moluscos las visceras constituyen aproximadamente



12

un 20 % del organismo (Bemal - Castro, 1993), y como cualquier sistema digestivo esta
formado por una gran cantidad de enzimas, la mayoria de ellas no estudiadas.

En México, existe una gran abundancia y diversidad de almejas a lo largo las
costas, la mayoria de las especies son explotadas a través de pesca local. En el presente,
solo una especie es explotada comercialmente en el Golfo de México, una en el Caribe y
nueve en la Costa Pacifica y Golfo de California. En la costa Pacifica de Baja California la
almeja pismo T7ivela stultorum, es la especie prevaleciente, la cual es capturada para
consumirse fresca o congelada, y es la unica almeja que es enlatada para exportar a los
Estados Unidos y Japon (Baqueiro, 1989),

El presente trabajo describe la extraccion y caracterizacion de la lisozima que se
encuentra en las visceras de la almeja pismo 77vela stultorum ademas de determinar sus
propiedades antibacterianas hacia Streptococcus alfa y Escherichia coli en presencia y

ausencia de EDTA.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Purificar y caracterizar la lisozima presente en el estilete cristalino de la almeja
Tivela stultorum, y determinar sus propiedades antibacterianas hacia Strepfococcus alfa y

Escherichia coli en presencia y ausencia de EDTA.

Objetivos particulares

.- Obtener la maxima purificacion posible, aun sin la obtencion de un buen
rendimiento.

2.- Conocer sus caracteristicas propias de peso molecular y punto isoeléctrico

3.- Establecer su comportamiento 6ptimo de accion en funcion del pH, molaridad,
salinidad y temperatura, asi como su estabilidad con respecto al pH y la temperatura.

4.- Determinar el efecto litico hacia Streptococcus alfa (gram +) y Escherichia coli
(gram -), en presencia y ausencia de EDTA, en comparacion con la lisozima de huevo de

gallina y la lisozima de la almeja artica Chlamys islandica..
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MATERIALES Y METODOS

Almejas

Los ejemplares de Tivela stultorum obtenidos de Bahia San Ignacio, BCS México,
fueron transportados vivos al Instituto de Investigaciones Oceanologicas en donde se
realizo su diseccion. Los estiletes cristalinos fueron extraidos y mantenidos en hielo para

su posterior utilizacion en el laboratorio.

Purificacion de la lisozima de 7. stultorum (ILT)

Un grupo de 120 estiletes (37.155 g) fueron homogeneizados 1:3 (v/v) en una
solucion amortiguadora de citrato fosfato 0.08M con un pH de 5.8 en un homogeneizador
de tejidos (Eberbach 7265). Al extracto se le adicion6 NaCl hasta obtener una
concentracion final del 10%, antes de ser centrifugado a 10,000 rpm durante 15 minutos a
4°C. El precipitado fue retirado y el sobrenadante se dializo contra la misma solucion
amortiguadora durante 5 horas a 4°C con recambios continuos de amortiguador. La
muestra fue aplicada a una columna con resina de intercambio cationico (carboxymetil
celulosa, Sigma Chemicals Co.) tratada con NaOH 0.5N y HC1 0.5N previo a su equilibrio
con amortiguador citrato fosfato 0.04M, pH 5.8. La resina fue lavada con la misma
solucién amortiguadora, hasta que ningin rastro de proteina se detecto mediante el
espectrofotdmetro a una absorbencia de 280 nm. El material absorbido fue eluido con
NaCl IM adicionado al amortiguador citrato fosfato, formando un gradiente lineal (0-

IM). Se colectaron fracciones de 3ml a una razéon de 13.9 ml/hr en un colector de
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fracciones automético (Pharmacia LKB Fracc 100). Las fracciones que contenian el
maximo de actividad de lisozima fueron agrupadas y dializadas, para una segunda
cromatografia de intercambio i6nico bajo las mismas condiciones. También se efectuaron
cromatografias de exclusion molecular en columnas convencionales con resina G-50 y en
mini columnas Bio-Spin pre empacadas (Bio-Rad). El contenido de proteina de los
grupos de fracciones con actividad fue estimado espectrofotométricamente por el método
de Lowry modificado (Stoscheck, 1990) utilizando albumina de suero de bovino (BSA)
como referencia, en donde la proteina es reportada como proteina equivalente a BSA/g de

estilete.

Analisis enzimatico

La actividad enzimatica de la lisozima se determind mediante el método descrito
por Bratlid (1977), empleando lisozima de clara de huevo de gallina como referencia.
Dicho método esti basado en una medida espectrofotométrica de la clareacion
(transparencia) de una suspension turbia de M. lisodeikticus y consiste en adicionar 25 pl
de la solucién problema a tubos que contienen 75 pl de agua y 3 ml de una suspension de
células liofilizadas muertas. Dicho sustrato es preparado mediante la incorporacion de 0.2
mg/ml de células liofilizadas en una solucién amortiguadora de citrato fosfato 0.08M, pH
5.8. Después de mezclar dicha suspension con la solucién problema, las muestras son
incubadas a 37°C durante 30 minutos antes de leer la absorbencia en un espectrofotometro

a 570 nm.
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Actividad especifica:

La actividad especifica de LT se compard con la actividad de la lisozima de huevo
de gallina (LH) siguiendo el procedimiento mostrado por Gorin et al. (1971), mediante el
calculo del cambio en absorbencia cada 30 segundos durante los primeros tres minutos de
reaccion utilizando la suspension de M. lisodeikticus, como sustrato. Una unidad
enzimatica se definié segin lo propuesto por Shugar (1952), como la cantidad que
produce la caida de 0.001 unidades por minuto a una absorbencia de 570 nm bajo las

condiciones descritas anteriormente.

Peso molecular y Punto isoeléctrico

A las muestras que contenian la mayor actividad especifica se les realizaron
electroforesis de una dimension en mini geles de poliacrilamida en seco, con (SDS-PAGE)
para determinar el peso molecular y (IEF-PAGE) para estimar el pl, mediante Phast
system (Pharmacia CKB Biotechnology). El punto isoeléctrico fue determinado en geles
homogéneos de poliacrilamida (5%T 3%C) con anfolitos acarreadores para generar
gradientes de pH lineales, usando un Kit IEF-MI de proteinas estindares, con un gradiente
de 5-9. Las pruebas electroforéticas para determinacion de peso molecular se llevaron al
cabo en geles homogéneos de 12.5 y 20%, usando el kit MW-SDS-70L de proteinas
estandares, con un intervalo de 14 a 70 kDa. Las tinciones para ambas determinaciones

(pI y pM) fueron con azul de coomassie.



17

Caracterizacion

pH Optimo:

Se prepararon 10 soluciones amortiguadoras de citrato fosfato 0.08M con pHs
diferentes en un intervalo de pH de 3.0 a 12.0 con incrementos unitarios. Las células de
M. lisodeikticus fueron agregadas a cada una de las soluciones amortiguadora con tres
réplicas conteniendo un volumen de 3 ml, para obtener una concentracion de 0.2 mg/ml.
Se adicionaron 25 ul de la solucion problema y después de 60 minutos de incubacion a
37°C los tubos fueron enfiiados en hielo y se les registrd la absorbencia a 570 nm en el
espectrofotometro. La actividad se relacion6 con su respectivo méaximo, el cual fue

tomado como 100% de actividad.

Temperatura 6ptima:

La soluciéon enzimatica de 7. stultorum (25 pl ) fue adicionada a 3 ml de la
suspension que contenia el amortiguador de citrato fosfato 0.08M, pH 5.8 y las células de
M. lisodeikticus (0.2 mg/ml). Los tubos por triplicado fueron incubados a 17 diferentes
temperaturas en un intervalo de 4 a 85°C. Se registr6 el cambio de absorbencia a 570 nm
después de una hora de incubacion, tomando como el 100% de actividad a la lectura
méxima observada vy el resto fiie relacionado con respecto a éste. Una suspension del
amortiguador con las células de M. lisodeikticus sin la presencia de la solucion enzimatica

fue utilizada como blanco.
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Efecto de NaCl sobre la actividad enzimatica:

Diferentes concentraciones de NaCl fueron adicionadas a células liofilizadas (0.2
mg/ml) suspendidas en una solucion amortiguadora de citrato fosfato 0.08M pH 5.8, para
obtener 7 soluciones en un intervalo de 0.02-0.26 de concentraciéon molar 6 0.1243-
0.3646 de fuerza ionica. Volimenes de 3 ml fueron afiadidos por triplicado a tubos de
ensaye, seguidos por 25 pul de la solucion de prueba. Después de una hora de incubacion a
37°C, se registré el cambio en la absorbencia a 570 nm. La actividad se relacion6 a su

maximo respectivo, el cual fue tomado como el 100% de actividad.

Molaridad optima:

Se prepararon 10 soluciones amortiguadoras de citrato fosfato pH 5.8, en un
intervalo de concentraciones molares de 0.02 a 0.26, a las cuales se le adicionaron 0.02
mg/ml de células liofilizadas. A cada tubo con 3 ml de dicha suspension, 25 pl de la
muestra problema fueron afiadidos. Se registro la absorbencia a 570 nm después de
haberse incubado por 1 hora a 37°C. La actividad de cada concentracion molar fue

relacionada a la maxima encontrada, la cual fue tomada como el 100% de actividad.

Estabilidad térmica:

Alicuotas de 200 pul de la solucion enzimatica fueron suministradas a microtubos
eppendorf, los cuales fueron calentados durante 10 y 30 minutos a 37, 45, 60 y 90°C en
un bafio de agua. Al término del ensayo de estabilidad, los microtubos se enfriaron en

hielo y se determin6 la actividad enzimatica en condiciones optimas de pH y temperatura,
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por medio del procedimiento estandar (Bratlid, 1977). La actividad enzimatica residual
obtenida se relaciono con la actividad enzimatica de una muestra mantenida en hielo
durante el tiempo de incubacion en baiio de agua de las demas muestras, la cual fue

tomada como el 100% de actividad. Las determinaciones se efectuaron por triplicado.

Estabilidad a diferentes pHs:

En microtubos eppendorf se aiiadieron por triplicado 250 pl de solucion
enzimatica y 250 pl de solucion amortiguadora de citrato fosfato 0.08M con pHs en un
intervalo de 3 a 11. Los microtubos fueron incubados a 4°C durante 30 minutos y 1 hora.
Al término de la incubacion se tomaron a 25 pl de cada solucion para determinar la
actividad enzimatica residual por el método de Bratlid (1977) en condiciones normales de
pH (5.8) y temperatura (37°C). La actividad de la enzima a cada pH fue relacionada a su

maximo respectivo, la cual fue tomada como el 100% de actividad.

Pruebas bacterianas

Se determind el efecto antibacteriano de la lisozima de la almeja 7. stultorum (ILT),
utilizando como referencia a la lisozima Chlamys islandica (LC) y de huevo de gallina
(LH) sobre las bacterias Streptococus alfa (gram +) y Escherichia coli (gram -), por
medio de mediciones de actividad mediante una modificacion de la técnica de agar en
plato (lisoplato), (Lie et al., 1986). Staphylococcus aureus, Pseudomonas putrefaciens y
Vibrio parahaemolyticus fueron también probadas aunque no se tuvo éxito en la técnica

de agar en plato. El extracto crudo de estiletes cristalinos de la almeja Chlamys islandica



20

fue proporcionado por el departamento de bioquimica marina de la universidad de Tromso

en Noruega.

Preparacion de las cepas bacterianas:

Las cepas bacterianas fueron proporcionadas por el Instituto de Investigaciones
Oceanologicas y por el Laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital de las Américas
(Ensenada B.C.). Para asegurar el crecimiento, cada cepa bacteriana en estado latente
(5°C) fue inoculada en 5 ml de medio enriquecido estéril contenido en tubos de ensaye, e
incubada a 37 °C por un periodo de 24 horas, al termino de la incubacion 2 ml fueron
retirados y adicionados a tubos de ensaye conteniendo 5 ml de medio enriquecido, los
tubos fueron incubados nuevamente durante 24 horas a 37°C para lograr con esto la fase

exponencial tardia.

Ensayo:

Cada cepa bacteriana fue adicionada a una solucién de gel agarosa (Sea Kem ME,
FMC) al 1% en amortiguador citrato fosfato 0.08M, pH 5.6, estéril, a una temperatura de
40-50°C. Hecha la mezcla, un volumen de 20 ml se adiciono a cada una de las cajas petri,
las cuales se dejaron gelificar durante 30 minutos a temperatura ambiente. En cada caja
petri se perforaron 6 pozos de 3 mm de diametro, utilizando un saca bocados (estéril)
conectado a una bomba de vacio manual. En cada pozo se agregaron 35 pl de solucion de
prueba y los halos de inhibicién fueron medidos con un vernier después de 24 horas de

incubacion a 37°C en una camara humeda.
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Tratamientos:

Tres soluciones enzimaticas fueron comparadas entre si, con el proposito de
observar un posible efecto de cada lisozima, asi como de su mezcla con EDTA, sobre las
bacterias. Una solucion concentrada de EDTA fue adicionada a cada mezcla enzimatica
para dar una concentracion final de 5 mM, haciendo un total de 6 tratamientos (con y sin
EDTA), como se muestra a continuacion:

- Extracto crudo de estiletes cristalinos de la almeja 7. stultorum (LT) cony sin EDTA
- Extracto crudo de estiletes cristalinos de la almeja C. islandica (LC) con y sin EDTA
- Lisozima pura de clara de huevo de gallina (LH) con y sin EDTA

Cabe aclarar que la concentracion utilizada de EDTA en el presente experimento
se encuentra por debajo de los valores reportados para producir un efecto inhibitorio en
las bacterias (Chander y Lewis, 1980).

Con objeto de estandarizar las soluciones enzimaticas utilizadas se eligié una
actividad especifica aproximada a 147 U/ml a una temperatura de cerca de 4°C, utilizando
M. lisodeikticus como sustrato, resultando en una concentracion de 12.41 mg de
proteina/ml, 1.33 mg de proteina/ml y 0.0382 mg de proteina/ml para la LT, LC y LH,
respectivamente. Cada solucion de prueba se estabilizo con 1% de albumina de suero de
bovino (BSA) disuelta en el amortiguador 6ptimo, que para la LH fue de fosfatos 0.07M
pH 6.2, para la LT, fue de citrato fosfato 0.08M pH 5.8, y para la LC, fue de fosfatos

0.1M pH 5.20 (Viana y Raa, 1992).



Analisis estadistico:

Los datos obtenidos de las pruebas de estabilidad térmica y estabilidad con
respecto al pH fueron sometidos a una prueba de analisis de varianza de una via, para
observar diferencias entre tratamientos a un tiempo de incubacién. Una prueba t de
student se realizo para determinar posibles diferencias significativas entre los tiempos de
incubacion. En las pruebas bacterianas se realizaron analisis de varianza de una via para
los tratamientos en ausencia de EDTA, asi como para los tratamientos en presencia de
EDTA. Se utilizé6 una prueba no paramétrica de suma de rangos de Mann-Whitney para
comparar el efecto mostrado por cada lisozima y su respectiva mezcla con EDTA, asi
como para comparar el efecto de las lisozimas hacia E. coli y S. alfa, en presencia o
ausencia de EDTA. Para detectar posibles diferencias o similitudes entre los tratamientos
se realizaron pruebas de comparaciones multiples mediante el método de Student-
Newman-Keuls. El método de Kruskal-Wallis se utilizo para las pruebas no paramétricas

con analisis de varianza de una via en rangos.
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RESULTADOS

Purificacion

La lisozima fue purificada a partir de un extracto de 120 estiletes cristalinos en
solucién amortiguadora de citrato fosfato 0.08 M, pH 5.8 mediante dos cromatografias de
intercambio catiénico utilizando carboximetil-celulosa. (Figuras 1 y 2). En la primera
cromatografia se obtuvo un componente con actividad enzimatica, el cual fue dividido en
dos grupos. Uno denominado Ia, que contenia las fracciones (257-270) las cuales
formaban parte de un pico de alta concentracion de proteina, y otro denominado Ib
formado por las fracciones (271-308) en disminucion de concentracion proteica. El grupo
Ia present6 una actividad especifica de 4,192.6 U/mg de proteina y el grupo Ib mostro
5.805.5 U/mg de proteina (Tabla 1). Ambos fueron dializados y sometidos por segunda
vez a cromatografia, donde los resultados cromatograficos del grupo Ia no mostraron un
aumento en el grado de purificacion ya que mediante pruebas electroforéticas se
presentaron una serie de bandas de pesos moleculares diversos (resultados no mostrados).
La segunda cromatografia del grupo Ib, dio dos componentes a 280 nm, de similar
concentracion de proteinas. La actividad maxima observada se encontrd en seis fracciones
(111-116) de la zona de menor concentracion proteica, entre el componente uno y dos,
cubriendo ligeramente parte del primero, mientras que el segundo componente no
present6 actividad enzimatica. Al grupo de fracciones con actividad se le denomind Ila
(Figura 2). La secuencia de fraccionacion de la purificacion es mostrada en la Tabla 1.

Con dicho procedimiento se obtuvieron 0.0202 mg de proteina con alta actividad
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enzimatica, por gramo de estilete, con un rendimiento total del 2.7% (Tabla 1). La
actividad especifica del extracto con mayor pureza fue de 25,407.9 unidades por mg de
proteina (U/mg) correspondiendo a una purificacion de 100 veces comparada con el
extracto crudo. En cambio la lisozima de huevo de gallina mostro una actividad especifica

de 4,684 U/mg bajo las mismas condiciones de determinacion.
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Tabla 1. Secuencia de fraccionacién para la purificacion de la lisozima de la almeja Tivela

stultorum
Volumen  Concentra-  Prot. Total  Activ. Esp. Proteina Factor de  Rendimien-
Total cion de (mg) (U/mg) Total Equi- Purifica- to
(ml) Proteinas valente cion (%)
(mg/ml) (mg/gr de
estilete)
Extracto 181.0 15.6878  2839.5 253.7456 76.399 “1.00”  “100.0”
crudo
Ia 29.5 1.7691 52.19  4,192.63 1.404 16.522 30.41
Ib 118.0 0.2601 30.7 5,805.45 0.826 22.879 24.73
ITa 3.3 0.5502 0.7539  25,407.9 0.020 100.131 2.66
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La LT fue purificada segiin los resultados de electroforesis de punto isoeléctrico,
que mostraron una banda proteica principal, con un punto isoeléctrico de 7.7 (Figura 3).
Las electroforesis de SDS-PAGE mostraron una banda proteica principal seguida de 3
bandas de pesos moleculares mayores. El peso molecular aproximado de la banda
principal fue de 17.0 kDa mientras que para las otras bandas fue de 21.5, 25.1y 31.6 kDa

(Figura 4).

Caracterizacion: Condiciones 6ptimas de actividad y estabilidad de la lisozima de 7.

stultorum (LT).

Las caracteristicas generales de la LT se muestran en la Tabla 2. La LT presento
su maxima actividad en un amortiguador de citrato fosfato 0.08M, a un pH de 5.6-5.8 con
una pérdida casi completa de actividad a pH de 7.7, mientras que a pH de 2.8 permanecio
con un 24.3% de actividad (Figura 5). Su estabilidad fue significativamente mayor a pHs
acidos para los 30 minutos (K-W, H = 27.3, gl = 9 P = 0.0012) asi como para los 60
minutos (F = 532.4, gl = 9, P < 0.0001), con porcentajes de actividad mayores al 90%
para pHs en el intervalo de 3.8-7.8 para los 30 minutos de incubacion, y para pHs en el
intervalo de 3.8-6.8 para los 60 minutos de incubacion. La enzima conservé un 63% de
actividad con un pH de 12, después de 60 minutos, y presentd entre el 87 y 89 % de
actividad residual después de haberse incubado durante 30 y 60 minutos a pH de 2.8. A
excepcion del pH 8.8 no se observaron diferencias significativas (P > 0.05) para

incubaciones de 30 y 60 minutos (prueba t de student), sin embargo éste resultado debe
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tomarse con reserva ya que las pruebas para los pHs 2.8,4.8,5.8 y 6.8 mostraron valores

de potencia menores a 0.8 (figura 6).
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Figura 3. Electroforesis de punto isoeléctrico (pI) del componente Ila en gel homogéneo
de poliacrilamida (IEF-PAGE), con un gradiente de 5-9, mediante Phast system.
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Figura 4. Electroforesis de peso molecular (pM) del componente Ila, en el gel homogéneo

de poliacrilamida (20%) (SDS-PAGE), mediante Phast system.



Tabla 2. Caracteristicas de la lisozima de la almeja Tivela

stultorum.

Peso molecular

Punto isoeléctrico

pH optimo

Temperatura optima

Molaridad 6ptima (amortiguador)
Fuerza ionica de maxima actividad
Actividad (en %) a 4°C

Actividad (en %) a 85°C

Actividad (en %) a 2.8 pH

Actividad especifica en relacion a LH
Estabilidad al pH (a 4°C)

Estabilidad (en %) a 90 °C

17.0 kDa
1.7
5.5-5.8
40 °C
0.1 M
0.1043*
26.7 %
10.4 %
24.3 %
6 veces mayor
2.8-7.8
86 %

* cantidad equivalente a amortiguador citrato-fosfato 0.08M
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Figura 5. Actividad relativa residual de la lisozima de Tivela stultorum en funcion
del pH. Tomando como 100% a la actividad maxima observada. El error estandar
esta indicado en cada uno de los valores promedio.

(Temperatura = 37°C, Molaridad = 0.08)
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Figura 6. Actividad relativa residual de la lisozima de Tivela stulforum en funcion -
del pH, después de haber sido incubada durante 30 y 60 minutos a 4°C. Tomando

como 100% de actividad a la solucién enzimatica a un pH de maxima actividad --

(5.8), en el tiempo cero. El error estandar esta indicado en cada uno de los valores

promedio.
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La concentracion molar 6ptima del amortiguador fue de 0.1 M mostrada en la
figura 7, dando un porcentaje creciente de actividad entre 70 y 100% con una molaridad
de 0.03 a 0.1, mientras se observa una caida de 20% a una concentracion de 0.12 M.

La actividad maxima obtenida (100 %) se present0 en ausencia de sal a una fuerza
ionica de 0.1043 correspondiente a 0.08 M en el amortiguador de reaccion. La enzima
presentd disminucion de actividad conforme al incremento de fuerza ionica al adicionar
concentraciones molares mayores de NaCl (Figura 8). Un 3.6% de actividad se observo a
una fuerza ionica de 0.3643 en el amortiguador de reaccion.

La figura 9, muestra la actividad de la lisozima incubada a diferentes temperaturas
con un 100 % de actividad a 40 °C, un minimo de 10.9 % a 85 °C y 26.7 % a 4 °C.

La enzima mostrd ser mas estable a temperaturas en un intervalo de 37 a 60 °C
para ambos tiempos de incubacion, con porcentajes de actividad del 95 al 97 %, en donde
a los 10 minutos de incubacion no se observaron diferencias significativas entre 37 y 90
°C, que presentaron actividades entre 94-96 %, observandose diferencias entre 45-90 °C'y
60-90 °C (F = 8.52, gl = 3, P = 0.0139). En las incubaciones de 30 minutos no se
observaron diferencias significativas entre 37-60 °C y 45-60 °C, pero si para éstas a los 90
°C (F = 34.7, gl = 3, P = 0.0009) la cual present6 un 86 % de actividad residual. La
prueba t de student mostrd diferencias significativas entre las incubaciones de 10 y 30

minutos, a excepcion de los 37 y 60 °C (Figura 10).
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Figura 7. Actividad relativa residual de la lisozima de Tivela stultorum en funcion -
de la concentracion molar. Tomando como 100% a la actividad maxima observada.
El error estandar esta indicado en cada uno de los valores promedio.

(Temperatura = 37°C, pH =5.8)
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Figura 8. Actividad relativa residual de la lisozima de Tivela stultorum en funcion de la
fuerza ionica. Tomando como 100% de actividad a la maxima observada. EI error --
estandar esta indicado en cada uno de los valores promedio.

(Temperatura = 37°C, Molaridad = 0.08, pH = 5.8)
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Figura 9. Actividad relativa residual de la lisozima de Tivela stulforum en funcién de
la temperatura. Tomando como 100% a la actividad maxima observada. El error --

estandar esta indicado en cada uno de los valores promedio.
(pH = 5.8, Molaridad = 0.08)
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Figura 10. Actividad relativa residual de la lisozima de Tivela stulforum en
funcioén de la temperatura, después de haber sido incubada durante 10 y 30

minutos. Tomando como 100% de actividad a la solucion enzimatica a 4°C.

El error estandar esta indicado en cada uno de los valores promedio.
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Pruebas bacterianas

La LT y LC en presencia y ausencia de 5 mM de EDTA mostraron ser efectivas
en la lisis de Streptococcus alfa y Escherichia coli, mientras que la LH solamente mostro
lisis en presencia de 5 mM de EDTA, para ambas bacterias (Figura 11).

La lisis de células de S. alfa mostr6 diferencias significativas entre tratamientos
con o sin EDTA (F = 420.1; gl = 2; P < 0.0001), donde el valor mas alto en presencia de
EDTA correspondié LT, con una media de 24.5, seguida por la mezcla de LH con un
valor de 15.7 y 13.4 para la mezcla de la LC. Los tratamientos de lisozima en ausencia de
EDTA también fueron significativamente diferentes (K-W, H = 26.8; gl = 2; P < 0.0001),
en donde el valor mas alto fue para LT con 23.31 de mediana, seguido por L.C con 11.23,
y finalmente ILH con valor de cero, ya que no mostro halo inhibitorio (Tabla 3).

Los tratamientos con LT, LC y LH mostraron diferencias significativas (K-W, H
=2.68, gl =2, P < 0.0001) en la lisis a células de E. coli, en donde el tratamiento de LT
presentd una mediana de 16.34, mayor a la mostrada por el tratamiento de LC con 12.96
(Tabla 3). Los tratamientos en presencia de EDTA también mostraron diferencias
significativas (F = 122.8, gl = 2, P < 0.0001), en donde el valor mas alto obtenido fue para
el tratamiento LT con una media de 21.8, mientras que no se observaron diferencias
significativas entre el tratamiento de LC y LT con valores de medianas de 13.3 y 13.5

respectivamente (Analisis de comparaciones miltiples de Newman-Keuls).



Tabla 3. Resultados del analisis de varianza de una via (no paramétrico
y paramétrico) realizado a el efecto litico de las lisozimas (LT, LC,
LH) en presencia y ausencia de EDTA hacia bacterias S. alfay E.

coli.
Fuente de variacién gl F* H** P
Lisozimas sin EDTA
(S. alfa) 2 — 26.8  <0.0001
(E. coli) 2 —_— 26.8 <0.0001
Lisozimas con EDTA
(S. alfa) 2 420.1 — <0.0001
(E. coli) 2 122.8 —_ <0.0001
*F es la prueba estadistica que se indica para el analisis paramétrico
** H es la prueba estadistica que se indica para el analisis no paramétrico
Pruebas a posteriori de comparaciones multiples
LT LC LH Conclusion
Actividad sin EDTA
(S. alfa) 23.3 11.23 0 LT#LC#LH
(E. coli) 16.3 12.96 0 LT=LC=LH
Actividad con EDTA
(S. alfa) 24.5 13.4 15.7 LT#LC#LH
(E. coli) 21.8 13.3 13.5 LT=LC=LH
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Figura 11. Ensayo de LT, LC , LH, y sus respectivas mezclas con
agarosa conteniendo (A) S. alfa 'y (B) E. coli.
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El efecto de las lisozimas hacia la lisis de S. a/fa en presencia y ausencia de EDTA
fue significativamente diferente para LT, LCy LH ( M-W, T =72, P=0.0156; T = 59,
P < 0.0001 y T = 55, P < 0.00010, respectivamente), con valores de medianas mas altos
para las lisozimas en presencia de EDTA (Tabla 4). Cuando E. coli fue utilizada los
tratamientos de LT y LH fueron significativamente diferentes en ausencia y presencia de
EDTA (M-W, T =55, P <0.0001; T =55, P < 0.0001, respectivamente) mientras que no
se observaron diferencias significativas entre LC sola y con EDTA (T = 92, P = 0.345)
(Tabla 4).

Comparando el efecto de ambas bacterias (S. alfa y E. coli) con las diferentes
lisozimas en ausencia de EDTA, la LT y LC mostraron diferencias significativas en su
efecto (M-W, T = 155 P =< 0.0001; T= 73, P = 0.0173, respectivamente, en donde LT
mostré un valor mayor (23.3) para S. alfa, que para E. coli (16.3), y de manera contraria
LC con un valor maximo para E. coli (13.0) que para S. alfa (11.2) (Tabla 5). La LH no
presento lisis en ninguna de las dos bacterias.

En presencia de EDTA, LT y LH mostraron diferencias significativas entre las dos
bacterias probadas (prueba t, T = 150, P < 0.0001; M-W, T = 149, P = 0.001,
respectivamente), con valores maximos de 24.5 y 15.5 para S. alfa, y minimos para E. coli
de 21.4 y 13.7 para LT y LH respectivamente, en contraste a LC que no fue

significativamente diferente entre las dos bacterias (M-W, T = 109, P = 0.791) (Tabla 5).



Tabla 4. Comparacion entre medianas para detectar el efecto
litico de cada lisozima (LT, LC, LH) en presencia o ausencia
de EDTA, en S. alfay E. coli. Analisis de dos muestras

(Mann-Whitney).

Trata- Sin EDTA vs EDTA T P

mientos

S. alfa
LT 23.3vs 24.5 72 0.0156
LC 11.2 vs 13.2 59 <0.0001
LH 0.0 vs 15.5 55 <0.0001

E. coli
LT 16.3vs21.4 55 <0.0001
LC 13.0vs 12.9 92 0.345
LH 0.0 vs 13.7 55 <0.0001

Tabla 5. Comparacion entre medianas para detectar el efecto litico de las lisozimas

(LT, LC, LH) hacia las bacterias S. alfa y E. coli en presencia y ausencia de
EDTA. Analisis de dos muestras (Mann- Whitney).

Tratamientos S. alfa vs E. coli T P
Sin EDTA
LT 283.3vs16.3 155 <0.0001
LC 11.2vs 13.0 73 0.0173
LH* — — —
Con EDTA
LT 24.5vs21.4 150 <0.0001
LC 13.2vs 12.9 109 0.791
LH 15.5 vs 13.7 149 0.001

* No presento actividad
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DISCUSIONES

Purificacion

Las diferencias que caracterizan a las enzimas tipo lisozima han llevado a el uso de
diversos métodos de extraccion (Viana y Raa, 1992; Ito ef al., 1990; McHenery y
Birkbeck, 1979; Grinde et al., 1988). El método utilizado en el presente trabajo
proporciond una purificacion de 100 veces con respecto al extracto crudo, obteniéndose
20.2 pg de proteina por cada gramo de estilete, con alta actividad enzimatica. Dicha
cantidad no es alta considerando que el estilete es una fuente rica de lisozima (McHenery y
Birkbeck, 1979), pero si tomamos en cuenta que la actividad especifica para la fraccion
pura fue de 25,407.9 U/mg de proteina y de 253.8 U/mg para el homogenado original
(Tabla 1), entonces podriamos esperar 762.4 pg de lisozima pura en un gramo de estilete.
Concentraciones similares de 644 png/g en peso humedo de lisozima han sido reportadas en
el bivalbo Modiolus (McHenery et al., 1979), a comparacion con la lisozima encontrada
en la clara de huevo de gallina donde se registran niveles maximos de 4,500 pg/g (Jollés et
al., 1965).

De acuerdo a ésto, podemos decir que el rendimiento obtenido en el presente
trabajo fue bajo (2.7 %), con 20.2 pg por gramo de estilete (Tabla 1). Gran parte de la
pérdida de proteina se debio a la eliminacion del grupo Ia, que no se mejord mediante la
segunda cromatografia con intercambio ionico y exclusion molecular (resultados no

mostrados). Dicho grupo descartado (Ia) contenia 4,192.6 U/mg de proteina, lo cual
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representaba cerca del 50 % de la actividad de la lisozima. Sin embargo en el presente
trabajo se opto por lograr la maxima purificacion posible, sacrificando el rendimiento.

La cromatografia de intercambio ionico, utilizada aqui ha probado ser un método
exitoso en la purificacion de enzimas basicas, estables y de bajo peso molecular como la
lisozima (McHenery y Birkbeck, 1979; Fletcher y White, 1976). Un procedimiento de
purificacion generalmente pasa a través de varios métodos cromatograficos diferentes para
aumentar la sensibilidad de la separacion. A pesar de ésto, la utilizacion de la misma
técnica cromatografica, bajo las mismas condiciones ha mostrado resultados satisfactorios
(Ito et al., 1990). Aqui, no se obtuvo una mejor separacion con el método de exclusion
molecular, probablemente a causa de una escasa concentracion de la muestra o un
inadecuado empaque de la columna. Mediante la segunda cromatografia del grupo Ib,
bajo las mismas condiciones de separacion de la primer cromatografia, se obtuvieron dos
componentes a 280 nm, donde el pico con actividad enzimatica se present6 entre los dos
componentes de proteina, sesgado hacia el primero y observé una banda principal
mediante electroforesis de punto isoeléctrico, como se observa en la figura 9. Este hecho
muestra el escaso grado de purificacion que presentaba dicho componente, y se demuestra
con la actividad especifica obtenida en Ia (25,407.9 U/mg de proteina equivalente a
BSA) correspondiendo a una actividad 5.4 veces mayor a la obtenida con LH de 4,684
U/mg de proteina equivalente a BSA. Esta alta actividad especifica obedece a lo
reportado con anterioridad para otro tipo de lisozimas marinas y en general enzimas de

especies acuaticas (Viana y Raa, 1992).
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Caracterizacion

Al igual que otras enzimas marinas tipo lisozima, la LT presentd actividades
méximas a pHs acidos (5.6-5.8), aunque menor al reportado para el mejillon Myrilus
edulis de 6.4 y mayor al de la almeja C. islandica de 4.8-5.0 (McHenery ef al., 1978;
Viana y Raa, 1992). En contraste la LH, tienen su maxima actividad a pH de 6.2,
presentando actividad ain a pHs basicos (Davies et al., 1969).

La actividad de las lisozimas de los moluscos a pHs éacidos, podria explicarse al
tomar en cuenta la funcién y ubicacion de las enzimas tipo lisozima en tales organismos,
en donde se le han atribuido funciones principalmente digestivas. De tal manera que
enzimas con funciones digestivas presentan un oOptimo de actividad a pHs 4icidos,
alrededor de 5, (Wilbur y Yonge, 1966) como probable respuesta a una adaptacion (Jollés
y Jollés, 1984).

La LT al igual que la LC (Viana y Raa, 1992) y lisozima del mejillon Mytilus
edulis (McHenery ef al., 1978) muestran un comportamiento contrario a la LH, con
respecto a la adicion de sales, en donde ésta ultima requiere de fuerzas iénicas mayores a
0.005 para mostrar actividad (Davies ef al., 1969), mientras que la actividad de la LT y las
lisozimas marinas mencionadas anteriormente son inversamente proporcionales al
incremento de fuerza ionica, hasta llegar al grado de su inhibicion.

Como la mayoria de las enzimas, la LT presentd una actividad oOptima a una
temperatura de 40°C. Sin embargo observo una actividad residual de 26.7 % a 4 °C. Esta

caracteristica parece ser particular de enzimas marinas procedentes de aguas templadas o
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frias, como se ha reportado antes (Gildberg, 1988; Viana y Raa, 1992). Se sabe que las
enzimas encontradas en ambientes extremos, como a bajas temperaturas (comunmente
encontradas en el mar), presentan estrategias de adaptacion comunes, tales como:
aumento en la actividad especifica y presencia de actividad a temperaturas bajas
(Hochachka y Somero, 1984). Estas estrategias de adaptacion probablemente radican en
una mayor flexibilidad molecular de la enzima, lo cual les permite actuar con una menor
energia de activacion, y por ende, mayor actividad (Gildberg, 1988). La propiedad de
presentar actividad a bajas temperaturas le confiere a las enzimas una gran cualidad en
cuanto a una aplicacion industrial, ya que a temperaturas de refrigeracion serian capaces
de actuar contra bacterias evitando la descomposicion de alimentos.

Otra caracteristica interesante, comun a todas las lisozimas es la de mostrar una
gran estabilidad a diferentes pH y temperaturas. Era de esperarse que si la LT actia a
temperaturas menores como resultado de en una mayor movilidad molecular, fuera menos
estable. La estabilidad de la lisozima es atribuida a dos factores principales, su tamaiio y
sus puentes disulfiros los cuales le confieren cierta rigidez, impidiendo su desdoblamiento
en un amplio intervalo de pHs, temperaturas, etc (Branden y Tooze, 1991). Sin embargo,
LT presenté una gran estabilidad a diferentes pHs y temperaturas, de manera similar como

se reporta para otras lisozimas (Jollés y Jollés, 1984).

Afinidad a bacterias

Los resultados de este trabajo muestran que LT y LC presentan una mayor

afinidad para lisar células de S. alfa y E. coli, que la LH, en ausencia de EDTA, siendo
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totalmente nulo el efecto mostrado por la LH. Era de esperarse que la LH presentara
actividad hacia S. alfa por tratarse de una bacteria gram (+), aparentemente mas
susceptible a ser lisada por la LH. Sin embargo, la agresividad de las bacterias no
depende exclusivamente de la presencia de la pared rigida bacteriana existiendo varias
bacterias gram (+) reportadas donde la LH no presenta sensibilidad (Shahani y Kilara,
1974).
El hecho de que LH no actie en ausencia de EDTA tanto en S. alfa como E. coli, no
podria ser atribuido a que se utilizo una concentracion baja de la enzima. Hughey y
Johnson (1987) reportan efectos liticos hacia Clostridium tyrobutiricum, Bacillus
stearothermophilus y Bacillus thermosaccharolyticum con concentraciones de 0.01 mg/ml
de LH sin EDTA, mientras que en éste trabajo se utilizo una concentracion de 0.0383
mg/ml

En presencia de EDTA todas las lisozimas presentaron actividad, siendo para LT
comparativamente mayor que lo observado en LH y LC. Cabe aclarar que la cantidad de
enzima suministrada en las pruebas para degradacion de bacterias se elegio estandarizando
la actividad especifica a 4 °C, temperatura a la que presenta mayor actividad LC (67% de
actividad residual segin Viana y Raa, 1992), seguida por LT (26.7 %, Tabla 2) y por
altimo ILH (4 %, segun Viana y Raa, 1992). Esto, seguramente favoreceria a la LH
seguida por la LT, pues mayor cantidad de enzima tuvo que suministrarse para igualar la
actividad especifica de LC, al realizarse las pruebas a 37 °C. Por esto, la LH seguida por
la LT tenian mayor cantidad de enzima por pl que la LC, por lo que resulta sumamente

dificil comparar la actividad de manera numérica entre las lisozimas, aunque es obvio que
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la mayor actividad reportada en LT con respecto a la LH le confiere mayor ventaja. No
obstante, es importante analizar las diferencias encontradas en el comportamiento de
actividad entre las dos bacterias. De esta manera, mediante un analisis de varianza de una
via entre las tres lisozimas se encontré que en presencia de EDTA, el efecto de lisis sobre
S. alfa (gram +) fue diferente significativamente (P < 0.001), siendo mayor la actividad
para LT seguido por LH y LC. En cambio, para £ coli, que es gram (-) solamente LT
fue diferente significativamente a LC y LH (P < 0.001), no existiendo diferencias entre
éstas dos ultimas (Tabla 3). Esto podria indicar que comparativamente la LH es menos
sensible que LC a S. alfa.

Por otro lado, comparando los resultados obtenidos en las pruebas pareadas para
las bacterias con y sin EDTA para cada una de las lisozimas (Tabla 4), observamos que
para S. alfa todas las lisozimas fueron significativamente mas sensible en presencia de
EDTA. Sin embargo, con E. coli, no se observd diferencia significativa para la LC,
mientras que en LT y LH si se observo nuevamente un efecto sinergético del EDTA. Al
referir la Tabla 5, donde se compara el efecto de ambas bacterias con EDTA y sin EDTA,
de igual forma se observa que el inico grupo que no presenta diferencias significativas del
efecto mostrado por ambas bacterias es el LC con EDTA, mientras que sin EDTA la LC
fue la tinica que presenté una mayor actividad significativa hacia £. coli, donde LT y LH
presentaron una actividad significativamente menor hacia E. coli que hacia S. alfa en
presencia o ausencia de EDTA.

Esto significa que LC presenta una mayor sensibilidad a las gram (-) que LTy

LH. Era de esperarse que ambas lisozimas marinas (LT y LLC) se comportaran de manera
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similar ya que son enzimas procedentes de organismos marinos filtradores que utilizan
dicha enzima para degradar bacterias como parte de su digestion. Sin embargo, en LT la
actividad entre ambas bacterias sin EDTA fue substancialmente menor para E. coli (23.3
vs 16.30) como se muestra en la Tabla 5, mientras que al agregar EDTA dicha diferencia
se redujo (24.5 vs 21.4). El hecho de que LT no actia de manera similar a LC
probablemente se debe a la adaptacion a su medio ambiente. 7. stultorum proviene de un
medio ambiente intermareal templado (18 °C) mientras que C. islandica vive en
temperaturas inferiores a los 5 °C y profundidades mayores a los 50 m (Comunicacion
persomal ). De esta manera LC se comporta como una enzima extremofila con
caracteristicas diferentes a las terrestres (Hochachka y Somero, 1984). No se puede
descartar, de cualquier manera, el hecho de que LT presente caracteristicas de una enzima
diferente a las terrestres, pues como se discuti¢ anteriormente LT presenta mayor
actividad a temperaturas inferiores que como se observa en LH, ademas de que LT si
presentd actividad en ausencia de EDTA lo que no se observo con LH. Esta mayor
afinidad aparente de LC hacia . coli, pudiera entonces deberse a que en el medio donde
se desarrolla 7. stultorum sea mas rico en alimento que donde se desarrolla C. islandica,
no existiendo la necesidad de ser aun mas selectiva a un tipo de alimento especial.

El EDTA se conoce como un sensibilizador para bacterias, incrementando la
accion de la lisozima (Repaske, 1958). Dicha propiedad probablemente es debida a que el
EDTA como quelante catiénico se une a las cargas positivas de la pared bacteriana,
neutralizandolas y asi permitiendo la accion de la lisozima, que en el caso de la LH se

encuentra cargada positivamente, por su pI de 11 (Worthington, 1979), impidiendo el
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rechazo por cargas. Esto podria explicar el hecho de que las lisozimas marinas al
presentar un pl mas bajo que la LH (Grinde ef al., 1988; McHenery y Birkbeck, 1979) no
dependan tanto de la presencia del EDTA, aunque si se observaron diferencias
significativas en algunos casos antes mencionados. Resultados no publicados muestran un
pI aparente en LC de 6, que de ser cierto explicarian el porque en LC el EDTA no actua
con el mismo sinergismo que con las otras enzimas, mientras que LT presenta un pI de 7.7
(Tabla 2). Por otro lado, en las bacterias gram (+) como S. alfa, sin pared bacteriana
rigida, su agresividad (y/o toxicidad) a desarrollarse radica en la composicion de
carbohidratos antigénicos y aminoacidos que la forman. De alguna manera el EDTA actiia
también como quelante neutralizando posibles cargas que impidan el funcionamiento de
enzimas tipo lisozima. Si el EDTA es capaz de inhibir el desarrollo de bacterias por si
mismo, a concentraciones mayores a 0.5% (Chander y Lewis, 1980), las cuales son mucho
mas altas que las utilizadas en este trabajo de 5 mM (equivalente a 0.0014 %), se descarta
la posibilidad de que el EDTA hubiera actuado solo.

Con esto, puede resumirse que LT es una enzima capaz de degradar bacterias
como S. alfa y E. coli en ausencia de EDTA aunque si presenta un efecto sinergético
cuando EDTA se encuentra presente para degradar ambas bacterias, siendo mayor dicho
efecto con E. coli. De manera contraria, la LC es mas sensible a las gram (-) presentando
el EDTA un efecto sinergético para S. alfa, con un comportamiento indistinto con o sin
EDTA hacia E. coli. LH fue la enzima que se comport6 mas diferente, donde la presencia

de EDTA es necesaria y su actividad fue menor hacia £. coli.
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CONCLUSIONES
La lisozima proveniente del estilete cristalino de la almeja T. stultorum

presenté lo siguiente:

=5 Fue purificada 100 veces mediante cromatografia de intercambio cationico
utilizando resina de carboximetil celulosa aunque se obtuvo un rendimiento bajo.

=5 Mostré un punto isoeléctrico (pI) de 7.7, y un peso molecular (pM) de 17 kDa.

Su optimo de actividad fue a pH de 5.6-5.8, en ausencia de sal (I=0.1043), a una
molaridad de 0.08M, y una temperatura de 40°C en un amortiguador de citrato fosfato,
mostrando un 26.7 % de actividad residual a 4 °C y 24.3 % a un pH de 2.8.

=5 Al igual que otras lisozimas mostrd una alta estabilidad a temperaturas elevadas
(85 °C) y pHs extremos de 2.8 a 11.8, y su actividad especifica fue 6 veces mayor a la
mostrada por LH, bajo las mismas condiciones de actividad.

= Mostro ser efectiva en la lisis de las bacterias S. alfa y E. coli, aun sin la presencia

de EDTA, al igual que LC y al contrario que LH, que requirio de EDTA.

=> Tuvo mayor sensibilidad hacia S. alfa que E. coli contrario a lo observado en LC'y
similar a LH.
= Mostré un efecto sinergético con el EDTA, siendo mayor en £. coli que en S. alfa

mientras que el efecto de LC fue indistinto con o sin EDTA hacia £. coli
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LT presentd una mayor sensibilidad con y sin EDTA, hacia S. alfa, mientras que
LC sin EDTA es mas sensible hacia E. coli y con EDTA no presenta diferencias entre

bacterias.
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