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€ Introduccién

e [as lisozimas son enzimas reconocidas por su capacidad para descomponer los
polimeros de peptidoglicano presentes en la pared celular bacteriana, lo que las
convierte en potenciales agentes antimicrobianos para el tratamiento de aguas

contaminadas.

Justificacion

e [a investigacion se centra en evaluar si la lisozima puede inhibir el crecimiento
bacteriano en el agua como parte de un proceso sostenible y econOmicamente viable
para tratar las aguas residuales y cuerpos de agua contaminados en Guatemala. Este
enfoque busca ofrecer una solucion rentable y eficiente para mejorar la calidad del

agua, reducir el impacto ambiental y promover la salud publica en el pais.
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Objetivos
Objetivo General

Produccion y purificacion de lisozima proveniente de Bacillus spp. para su

uso como agente antimicrobiano en el tratamiento de aguas contaminadas
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@ Pregunta de investigacion e hipétesis

antimicrobiano en aguas contaminadas?
Hipotesis

e ;,Cual es el potencial de la lisozima producida a partir de Bacillus spp. para actuar como agente

e [ .a lisozima inhibira el crecimiento de las bacterias debido a su capacidad para romper los enlaces

glicosidicos en las paredes celulares bacterianas.

Figura No.2 Curva de crecimiento de Micrococcus spp.
en medio LB.

Densidad Optica en funcion del tiempo

® Producir y purificar lisozima proveniente de Bacillus spp. para utilizarla como agente

antimicrobiano en el tratamiento de aguas contaminadas.

Objetivos especificos

Densidad Optica

e Inducir el crecimiento de la bacteria Bacillus spp. para la produccion constante y

significativa de lisozima utilizando medios de crecimiento liquidos.

e Purificar lisozima proveneinte de Bacillus spp. por medio de cromatografia en columa. o 3 4

e Observar, por medio de espectrofotometria UV-Vis, el comportamiento y la eficacia de

la lisozima como agente antimicrobiano en la purificacion de aguas contaminadas.
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El grafico anterior presenta la relacion de la densidad Optica en
funcion del tiempo (hrs) de la actividad enzimatica de la lisozima
en Micrococcus spp. Siendo LP la lisozima purificada, LE el
extracto de enzima y el control que consistio en bacterias sin
ningun tratamiento. Todos en medio LB.

Figura No.4 Curva de crecimiento de Pseudomonas

aeruginosa. en medio LB.

Densidad Optica en funcién del tiempo
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El grafico anterior presenta la relacion de la densidad optica en funcion
del tiempo (hrs) de la actividad enzimadtica de la lisozima en
Pseudomonas aeruginosa. Siendo LP la lisozima purificada, LE el
extracto de enzima y el control que consistid en bacterias sin ningun
tratamiento. Todos en medio LB.

O Resultados

Figura No. 3 Curva de crecimiento de Micrococcus spp. en
agua con medio LB.
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El grafico anterior presenta la relacion de la densidad Optica en
funcion del tiempo (hrs) de la actividad enzimética de la lisozima
en Micrococcus spp. Siendo LP la lisozima purificada, LE el
extracto de enzima y el control que consistio en bacterias sin
ningun tratamiento. Todos en medio LB con agua.

Figura No.5 Curva de crecimiento de Pseudomonas

aeruginosa. en agua con medio LB.

Densidad Optica en funcién del tiempo
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El grafico anterior presenta la relacion de la densidad Optica en funcion
del tiempo (hrs) de la actividad enzimatica de la lisozima en
Pseudomonas aeruginosa. Siendo LP la lisozima purificada, LE el
extracto de enzima y el control que consistio en bacterias sin ningun
tratamiento. Todos en medio LB.

Cuadro 1. Porcentaje de inhibicion de lisozima para las bacterias seleccionadas

Cromatografia en columna
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Se afiadié HCl
0.5M por 30 min

Se activo la CM-celulosa
con NaOH 0.5M por 30 min

Se filtrd y se lavo

Se filtré la resina hasta llegar a pH 8.5
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Se anadio el

extracto de
lisozima

Se empaco la
columna con
resina activada

Fraccion de enzima
purificada

Se asento la resina
con buffer Tris-
HCI, pH 8.5

Se realiz6 gradiente

de elucién con NaCl lisozima.

de
de

Micrococcus spp.

Tipo de Muestra en medio LB

Micrococcus spp.
en agua con
medio LB

P. aeruginosa. en
agua con medio LB

P. aeruginosa. en
medio LB

Inhibicién extracto
enzimatico (%)

96.6

87.8

0.0 16.6

Inhibicion enzima
purificada (%)

14.2

0.0

20.2 0.0

El cuadro anterior presenta los porcentajes de inhibicion de diferentes muestras bacterianas mediante el uso del
extracto enzimdtico y la enzima lisozima purificada. Las bacterias evaluadas incluyen Micrococcus spp. y

Pseudomonas aeruginosa, tanto en medio LB como en agua con medio LB.

Pruebas con espectrometria UV-VIS
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Se anadio a
una celda

e

Se anadio 2
mL de
enzima

Se anadio 2
mL de bacteria

Bacteria + Medio Se midi6 la OD

LB + Enzima

Se
homogeniz6

Medio LB Se midio6 el blanco

G Conclusiones

e [.a lisozima es mdas efectiva en la inhibicion de bacterias
gram-positivas que gram-negativas.

Shaker a 37 °C
por 30 min

Realizar la purificacion en menos de 5 dias y usar un condensador con una
llave para la circulacion de agua fria en la cromatografia.

e Discusion

Efecto de la lisozima en el crecimiento de Micrococcus spp. en comparacion con P. aeuroginosa.
Inhibicion de crecimiento de Micrococcus spp. en medio de cultivo y en agua.

Inhibicion del extracto enzimatico en comparacion con la enzima purificada.

Estrategia de inmobilizacion de enzimas a escala industrial para biorremediar grandes cuerpos de
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e [.a concentracion de lisozima es crucial para reducir
bacterias en un medio liquido.

e Un extracto de lisozima de Bacillus spp. degrada mas
polisacaridos de membranas bacterianas que la lisozima
purificada.

Probar el extracto de lisozima en agua contaminada con una concentracion

conocida de microorganismos.
Realizar pruebas para determinar si la concentracion influye en actividad

enzimatica.




