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RESUMEN

EVALUA,CI(’)N DE LA ESTABILIDAD EN MEDIOS ACIDOS DE LOS EXTRACTOS
ENZIMATICOS INMOVILIZADOS DE Trametes maxima CU1 Y Trametes hirsuta CS5
EN NANOPARTICULAS POLIMERICAS

La contaminacion del agua por colorantes sintéticos representa un importante desafio ambiental,
debido a la alta estabilidad quimica de estos compuestos. Entre las estrategias emergentes para su
tratamiento destaca el uso de enzimas oxidorreductasas, como las lacasas. Su incorporacion en
nanoparticulas ha demostrado mejorar la estabilidad enzimatica y ofrecer proteccion estructural
frente a condiciones adversas. El proceso de enriquecimiento de lacasas en fracciones de Trametes
maxima CUL y Trametes hirsuta CSS5 se realiz6 mediante ultrafiltracion, cromatografia de
intercambio anidnico y exclusion molecular. Los extractos enzimaticos obtenidos por inoculacion
en medio acuoso fueron inmovilizados en nanoparticulas poliméricas de Eudragit RLPO y
Eudragit S100 mediante doble emulsion, con el fin de observar la actividad decolorante del azul
reactivo 19. Se observo que la formulacion de nanoparticulas cargadas con 7. maxima CUI1
mantuvo mas del 60% de actividad enzimatica, y mas del 65% en T. hirsuta CSS5, tras 48 horas,
manteniéndose activa en condiciones acidas. Ademas, las lacasas inmovilizadas de estos hongos
demostraron una eficiencia variable (p < 0.05) en la decoloracion del azul reactivo 19, alcanzando
un 13.6% deremocion delos grupos aromaticos con 7. maxima CU1 y hasta un 80% con 7. hirsuta
CSS5. Esta eficiencia fue menor en comparacion con la enzima libre. Sugiriendo que, aunque la
encapsulacion proporciona estabilidad en entornos acidos, debe optimizarse la accesibilidad del

sustrato a la enzima y mejorar su eficiencia catalitica.

Estos hallazgos sugieren que la nanoencapsulacion en Eudragit RLPO/S100 no solo mejora la
estabilidad de las lacasas en entornos acidos, sino que también preserva su actividad catalitica, lo
que la convierte en una estrategia prometedora para la biorremediacion de aguas contaminadas con

colorantes sintéticos.

Palabras clave: Inmovilizacion enzimatica, nanoparticulas poliméricas, 7. maxima CU]1, T.

hirsuta CS5, azul reactivo 19.



ABSTRACT

EVALUATION OF ACIDIC STABILITY OF IMMOBILIZED ENZYMATIC

EXTRACTS OF Trametes maxima CU1 AND Trametes hirsuta CS5 IN POLYMERIC
NANOPARTICLES

Water pollution caused by synthetic dyes represents a significant environmental challenge
due to the high chemical stability of these compounds. Among emerging treatment
strategies, the use of oxidoreductase enzymes, such as laccases, stands out. Their
incorporation into nanoparticles has been shown to enhance enzymatic stability and
provide structural protection under adverse conditions. The partial purification of Trametes
maxima CU1 and Trametes hirsuta CSS5S was carried out using ultrafiltration, anion
exchange chromatography, and size exclusion chromatography. The enzymatic extracts
obtained by inoculation in aqueous medium were immobilized in polymeric nanoparticles
of Eudragit RLPO and Eudragit S100 via a double emulsion technique to evaluate their
decolorization activity against Reactive Blue 19. The nanoparticle formulation loaded with
T. maxima CU1 retained over 60% of its enzymatic activity, while 7. hirsuta CS5 retained
over 65% after 48 hours, remaining active under acidic conditions. Additionally, the
immobilized laccases from these fungi demonstrated varying efficiencies (p<0.05) in the
decolorization of Reactive Blue 19, achieving a 13.6% removal of aromatic groups with 7.
maxima CU1 and up to 80% with 7. hirsuta CS5. However, this efficiency was lower
compared to the free enzyme, suggesting that while encapsulation provides stability in
acidic environments, further optimization is needed to improve substrate accessibility and

catalytic efficiency.

These findings indicate that nanoencapsulation in Eudragit RLPO/S100 not only enhances
the stability of laccases in acidic environments but also preserves their catalytic activity,
making it a promising strategy for the bioremediation of water contaminated with synthetic

dyes.

Keywords: Enzyme immobilization, polymeric nanoparticles, 7. maxima CU1, T. hirsuta

CS5, Reactive Blu



1. INTRODUCCION

La industria textil es una de las principales fuentes de contaminacion en efluentes de agua a
nivel mundial (Panhwar ef al., 2024), por ello, se han desarrollado tratamientos fisicos y/o
quimicos, los cuales son aplicados en la eliminacion de colorantes sintéticos. Sin embargo,
tienen como limitantes un alto costo, baja repetibilidad y generacion de subproductos
recalcitrantes. En contraste, la biodegradacion se considera una alternativa prometedora, ya
que permite la oxidacion de compuestos xenobioticos mediante el uso de organismos como
hongos y bacterias, evitando la generacion de subproductos no deseables, y a un menor costo.
Asi mismo, los hongos de la podredumbre blanca han tomado mayor relevancia por su alto
potencial redox, resistencia a compuestos organicos, asi como la produccion de enzimas
lignoliticas; como manganeso peroxidasa, lignino peroxidasa y lacasa. (Khan ef al., 2023).
Estas ultimas han demostrado ser particularmente eficaces en la degradacion de colorantes
sintéticos, debido a su capacidad para oxidar una amplia gama de sustratos. Destacando las
lacasas por un gran potencial en aplicaciones industriales, su implementacion a gran escala
enfrenta desafios relacionados con su sensibilidad al pH y su limitada estabilidad. Por lo cual
se continuian desarrollando alternativas para ampliar el rango de resistencia enzimatica, entre
estas estrategias, la inmovilizacion de enzimas ha demostrado ser una herramienta eficaz, ya
que permite estabilizar su estructura y mejorar su rendimiento en diversos procesos. Dentro
de estas técnicas, las nanoparticulas se destacan como vehiculos de proteccion,
proporcionando una barrera fisica que resguarda a la enzima o compuesto expuesto,
asegurando su correcta administracion evitando la degradacion de esta (De Leon et al., 2022).
Otra de las ventajas de las particulas de tamafio nanométrico es su elevada area superficial o
relacion superficie-volumen, lo que implica que una mayor proporcién de sus moléculas se
encuentra expuesta en la superficie en comparacion con particulas de mayor tamafio. Esta
caracteristica incrementa significativamente la interaccién con el entorno, favoreciendo
procesos como la reactividad quimica. En el caso de las enzimas, esta propiedad potencia la
actividad catalitica, maximizando el contacto entre el material inmovilizado y los

contaminantes.



2. ANTECEDENTES

2.1 Contaminantes sintéticos

La contaminacion del agua es uno de los desafios ambientales criticos en la actualidad,
afectando tanto los ecosistemas como la salud humana. Entre las industrias con mayor
impacto en este problema destaca la industria textil, que emplea grandes volimenes de agua
en sus procesos de produccion, desde el tefiido y lavado de telas hasta el acabado de
productos. Este uso intensivo genera efluentes con una alta concentracion de contaminantes,
entre estos se incluyen sales inorgdnicas, almidones, perdxidos, EDTA, tensioactivos,
surfactantes, metales, compuestos organicos y colorantes (Castro, 2014). Se estima que
existen aproximadamente 100.000 tintes comerciales en uso a nivel mundial. Sin embargo,
gran parte de estos tintes terminan en los efluentes industriales sin haber recibido un
tratamiento adecuado, debido a practicas ineficientes de manejo y tratamiento de aguas
residuales en fabricas, junto con la falta de tecnologias accesibles para su remociéon. Como
resultado, estos compuestos quimicamente estables y dificiles de degradar se acumulan en

los cuerpos de agua. (Manuela, 2022).

Entre los tintes mas utilizados en esta industria se encuentran los colorantes reactivos, como
su nombre lo indica cuentan con grupos reactivos en sus moléculas que, mediante enlaces
covalentes pueden unirse a las fibras textiles. Sin embargo, la fijacion en casos como el
Reactiv Blue 19 (Figura 1) varia entre un 75 y 80% debido a la competencia entre la
formacion de su forma reactiva, vinil sulfona y la formacion de 2-hidroxietil-sulfona que no

se adhiere a la fibra (Siddique et al., 2011).

El Reactiv Blue 19 es un colorante detipo antraquinona ampliamente utilizado en la industria
textil. Este colorante es especialmente adecuado para el tefiido de fibras de celulosa, como
el algodon y la viscosa, mediante procesos de tefiido por agotamiento. Proporciona un tono

azul rojizo brillante y destaca por su excelente resistencia a la luz. (Chemical Book. 2025)
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Figura 1. Estructura quimica del colorante Reactiv Blue 19. Centro Nacional de Informaciéon Biotecnologica

(2025).

Los residuos presentes en los efluentes de la industria textil tienen un impacto negativo
significativo en las especies marinas y en el medio ambiente, debido a la presencia de
componentes no biodegradables (Zaruma et al., 2018). Estos contaminantes afectan la calidad
y la transparencia de cuerpos de agua como rios y lagos, alterando los ecosistemas acuaticos

y poniendo en riesgo la salud de las especies que dependen de estos habitats. (Tabla 1)

Método de Tipo de Grado de Fijacion | Descarga en efluentes
aplicacion Fibra (%) (%)

Acido Poliamida  |[85-95 5-15

Basico Acrilico 95-100 0-5

Directo Celulosa 70-95 5-30

Disperso Poliéster 90-100 0-10

Reactivo Celulosa 60-90 10-50

Sulfuro Celulosa 60-90 10-40

Tina Celulosa 80-95 5-20

Tabla 1. Grado de fijacién de los colorantes (Zaruma et al, 2018)



Cuando estos compuestos se encuentran en niveles elevados, impiden la oxigenacion delagua
y reducen la entrada de luz solar, alterando asi la actividad bioldgica de los organismos
acuaticos y procesos como la fotosintesis de plantas y algas (Cervantes, 2008). También
pueden llegar a ser dafiinos para los seres humanos por la ingesta de estos colorantes,
causando problemas como dolores de cabeza, vomito o diarrea (Silva, 2023). Debido a esto,
actualmente, los tratamientos de efluentes industriales contaminad os con colorantes se han
convertido en una prioridad ambiental. Existen diferentes métodos fisicos y quimicos para la
degradacion de colorantes como micro y nanofiltraciones, electrocoagulaciones,
fotocatalisis, carbon activado, irradiacion, ozonizacion, reactivo de fenton, entre otros. No

obstante, tienen como desventaja un alto costo econdomico, energético, y la produccion de

subproductos no deseados (Rojas & Hormanza, 2016).

2.2 Hongos de pudricion blanca

Una alternativa a los tratamientos anteriormente mencionados, son los hongos de pudricién
blanca, estos utilizan un sistema lignolitico para la produccion de energia mediante la
descomposicion de lignina, celulosa y hemicelulosa, (presentes en materiales organicos en
descomposicion). La lignina es un biopolimero complejo que forma parte de la pared celular
de las plantas, especialmente en tejidos lefiosos y vasculares. Su funcion principal es brindar

rigidez, impermeabilidad y resistencia a las células vegetales, estd compuesto por unidades

no repetitivas de fenilpropanoides unidas mediante enlaces CC (Trujillo et al., 2019)

Entre sus caracteristicas destacables se encuentra la produccion de enzimas oxidativas
extracelulares como lacasa, lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa, gracias a las cuales
son capaces de degradar compuestos xenobidticos recalcitrantes como pesticidas, polimeros
como la lignina, colorantes sintéticos, hidrocarburos aromaticos policiclicos, entre otros
(Herrera & Rincon, 2010). Por lo cual se han utilizado como alternativa en el tratamiento de
efluentes industriales (Gonzalez, 2021). Ya que operan en un amplio rango de condiciones,
acttian sobre diferentes sustratos e implican un menor consumo deenergia y una menor carga

contaminante (Lopez & Crespi, 2015)



2.2.1 Especies de hongos de pudricion blanca

Los hongos de la pudricion blanca se encuentran en los phylums Basidiomycota y
Ascomycota (Quintero, 2021). Los ascomicetos representan el grupo mas diverso dentro del
reino Fungi, destacandose por su capacidad de adaptarse a una amplia gama de habitats y

condiciones.

Una de sus contribuciones mas importantes en los ecosistemas es su papel fundamental en el
ciclo del carbono, actian como descomponedores primarios, degradando materiales
complejos como la lignina, este proceso no solo permite la liberacion denutrientes esenciales,

sino que también recicla el carbono hacia el ambiente. (Suarez y Lozano, 2022).

Las lacasas fungicas estan presentes principalmente en basidiomicetos ligniliticos como
Agaricus bisporus, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus, Coprinus cinereus 'y
Phanerochaete chrysosporium, los cuales producen isoformas diferentes (Kilic, 2016).Estéan
involucradas en la formacion de cuerpos fructiferos, patogénesis de plantas, produccion de

pigmentos, degradacion de lignina y la esporulacion. (Arregui et al., 2019)

En un estudiorealizado por Hernandez et al. (2008), se evaluaron 92 cepas debasidiomicetos
nativos de Nuevo Leo6n para determinar su produccion de oxidasas ligninoliticas y
peroxidasas, su capacidad despolimerizante de lignina, y su eficiencia en la decoloracion de
colorantes antraquindnicos. Entre las cepas analizadas, del género trametes, CU1 y CS5
(Figura 2 y 3) destacaron por su habilidad para decolorar una mayor cantidad de colorantes
en un periodo de 5 dias. Estas caracteristicas las posicionan como candidatas prometedoras
para la biorremediacion de efluentes contaminados con colorantes, gracias a su alto potencial

ligninolitico y su notable rendimiento en la decoloracion.
Taxonomia:

Reino: Fungi Filo: Basidiomycota Clase: Agaricomycetes Orden: Polyporales Familia:

Polyporaceae Género: Trametes Especie: Trametes maxima CU1

Reino: Fungi Filo: Basidiomycota Clase: Agaricomycetes Orden: Polyporales Familia:

Polyporaceae Género: Trametes Especie: Trametes hirsuta CS5
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Figura 2. Trametes maxima (F. Torres, 2025). Figura 3. Trametes hirsuta (A. Colatore,2022)
2.3 Trametes spp

Es un género de hongos que pertenece a la familia Polyporaceae, con cuerpos fructiferos en
forma de abanico o de estalactinas y pueden presentar una variedad de colores en sus
superficies desde tonos blancos, amarillos, naranjas hasta verdes y azules. Incluye varias
especies de hongos que son conocidos por su capacidad de degradar la lignina, un

componente de la estructura de la madera.

Algunas especies de Trametes spp se utilizan en la produccion de enzimas ligninoliticas,
como lacasas (Lac, EC 1.10.3.2) y peroxidasas de manganeso (MnP, EC 1.11.1.13)
esenciales en la degradacion de materiales lignoceluldsicos. Tienen aplicaciones en
diferentes industrias como: bioenergia, biorremediacion, produccion de productos quimicos
verdes, alimentaria, produccion de biocombustibles, cosmética, sintesis quimica, papel y

pulpa para la eliminacion de lignina (Zheng, 2017).

Las especies de Trametes han mostrado gran efectividad en la descomposicion de
compuestos fenolicos presentes en los efluentes de la industria papelera, asi como en la
eliminacion de pentaclorofenol y tintes sintéticos de los efluentes textiles (Santana, 2021).
Sefialando el potencial biotecnoldgico de Trametes en la biorremediacion de contaminantes
industriales, contribuyendo a la reduccion de la carga contaminante en los cuerpos de aguay

promoviendo practicas industriales mas sostenibles.



2.4 Lacasas

Las lacasas son enzimas de la familia multicobre oxidasas de gran interés por sus
caracteristicas como la baja especificidad de sustrato, el uso de oxigeno como aceptor de
electrones y la liberacion de agua como subproducto (Gonzalez, 2021). Tienen la capacidad
dedegradarlignina como sustrato natural, ademas de compuestos farmacéuticamente activos,
oxidar hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), plasticos, compuestos fenolicos,
colorantes sintéticos, por mencionar algunos (Kilic, 2016). Lo anterior les permite ser
empleadas en la biorremediacion de aguas residuales, deslignificacion del papel, produccion
de bioetanol y degradacion de colorantes en la industria textil (Sanchez et al., 2014). Estas

enzimas estan presentes en especies como plantas, insectos, bacterias y hongos (Fernandez
& Sanroman, 2013).

Los valores 6ptimos de pH y temperatura de estas enzimas varian de2 a 10y de 40 a 65°C,
su pl esta entre 2.6 y 6.9 (Gonzélez, 2019), tienen un tamafio aproximado entre 60 y 100 kDa,
sin embargo, un mismo organismo puede producir distintas isoformas de lacasa (Fernandez
et al., 2013). Las lacasas tienen cuatro cobres en unidos en su sitio activo (Figura 4), los
cuales constan de: un cobre T1 (tipol) el cual tiene una absorcion a 600 nm, un T2 (tipo 2)
el cual es mononuclear EPR activo y dos T3 (tipo 3) estos no se detectan en el espectro EPR
por una interaccion antiferromagnética, los tipos de cobre T2 y T3 forman un complejo

trinuclear responsable de la reduccion de oxigeno. (Polyakov et al, 2009).

El mecanismo de accion degradantedelignina de las lacasas comienza al oxidar los sustratos
monoelectronicamente generando radicales libres, los cuales inician una cadena en domin6
en conjunto con los productos quimicos inestables en donde se obtienen transformaciones

quimicas como la degradacion de la lignina (Arregui et al., 2019).



Figura. 4 Representacion tridimensional de una lacasa, (Arregui et al., 2019).

Sin embargo, el uso de enzimas en procesos quimicos industriales no se ha implementado
porque la mayoria de ellas no son estables en las condiciones operativas necesarias. Los
principales desafios incluyen su baja estabilidad térmica, el rango de pH en el que pueden
funcionar, su actividad 6ptima en medios acuosos, y la pérdida de actividad después de un

ciclo de uso. (Giorgi, 2017)

Actualmente para contrarrestar las limitaciones asociadas con el uso de enzimas libres, se
han desarrollado diversas técnicas de estabilizacion y mejora de la actividad enzimatica.
Estas buscan aumentar la resistencia de las enzimas en condiciones adversas, como

variaciones de pH y temperatura, y mejorar su reutilizacion en procesos industriales.

2.5 Inmovilizacion de enzimas
La inmovilizacion de enzimas es una técnica que consiste en atrapar una biomolécula en un

soporte fisico de manera que sea insoluble, conservando su actividad catalitica permitiendo

el flujo de productos y sustratos, de manera repetida (Sanchez et al., 2014)

La capacidad de reducir la movilidad de una enzima es una herramienta que facilita las
problematicas dereutilizacion de esta, disminuyendo tiempo y costos de produccion, también

aumenta la estabilidad de la enzima al extender el rango de resistencia a pH y temperatura

del medio en el que se encuentra. (Quintero, 2021).

Existen diferentes técnicas para la inmovilizaciébn enzimatica, entre los que podemos

encontrar a los fisicos como el atrapamiento en una matriz tridimensional o micro/nano
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encapsulacion en polimeros y quimicos como el método de adsorcion idnica al soporte, la

union covalente con el mismo o la auto inmovilizacién sin un soporte. (Fernandez et al.,

2013)

El proceso deinmovilizacion también presenta algunas desventajas como: modificaciones en
la estructura de la enzima en comparacion con su forma nativa, la alta heterogeneidad en el
sistema enzima-soporte, donde pueden coexistir fracciones de proteinas inmovilizadas con
diferentes cantidades de enlaces al soporte y la frecuente pérdida de actividad enzimatica al

inmovilizarla (Bustamante, 2012).

2.6 Inmovilizacion de lacasas

La inmovilizacién de lacasas, es una estrategia ampliamente utilizada en biotecnologia para
mejorar su estabilidad, reutilizacion y eficiencia en aplicaciones industriales y ambientales.
Se han realizado ensayos haciendo uso de diferentes técnicas de inmovilizacion para las
lacasas, como esferas mesoporosas de didxido de silicio por medio de enlace covalente para
degradar los colorantes rojo Congo y azul indigo. (Alvarado, 2015), nanoestructras tipo core
shell De Fe304Si102 para la degradacion de ciprofloxacino (Becerra, 2021), microparticulas
de quitosano funcionalizadas con glutaraldehido para la decoloracion del colorante sintético
rojo allura AC (Velasquez, 2021), biopolimeros de residuos lignoceluldsicos para
biodegradar sustancias hormonalmente activas (Vazquez, 2021), nanoparticulas de ZnO,
TiO2 y CuO para analizar su estabilidad (De Leon, 2022), nanoparticulas de 6xido de grafeno
presentes en un hidrogel termosensible de quitosano (Molina, 2022). Se ha logrado
inmovilizar lacasas de Trametes hirsuta, destacando la cepa GMA-01, la cual fue evaluada
por Ortolan et al. (2024) por su capacidad para degradar colorantes sintéticos. En dicho
estudio, la lacasa fue inmovilizada exitosamente en soportes i6nicos como la CM-celulosa,
mejorando significativamente su estabilidad térmica y permitiendo su reutilizacion en

multiples ciclos sin pérdida significativa de actividad.

Hasta la fecha, no se han encontrado estudios que reporten el uso de nanoparticulas para la
inmovilizacion de lacasas provenientes de Trametes hirsuta o Trametes maxima con el fin

especifico de degradar colorantes sintéticos, lo cual representa una oportunidad relevante



para el desarrollo de nuevas estrategias de biorremediacion, ya que podria mejorar la

estabilidad, actividad y reutilizacién de estas enzimas en condiciones industriales.

2.7 Nanoencapsulacion
La nanotecnologia es una ciencia que se especializa en el disefio, produccion y aplicacion de
estructuras y objetos a escala nanométrica (Barrio, 2020). Se desarrolla en campos como lo

son alimentos, medicina, biorremediacion, cosmética, agricultura, textil, entre otras

(Domingo 2021).

Entre las innovaciones destacadas se encuentran las nanoparticulas poliméricas las cuales se
caracterizan por medir menos de 1um, en un rango de 100 nm a 500 nm (Gémez, 2014) y se
clasifican en nanoesferas y nanocapsulas (Mendoza 2021). Las nanoesferas se distinguen por
su estructura de matriz solida y homogénea, en la cual una o més sustancias se encuentran
uniformemente distribuidas e impregnadas, esto les confiere una integridad estructural. En
contraste, las nanocéapsulas presentan una regioén central que puede estar vacia o rellena con
diversos materiales, esta region estd rodeada por una capa de material que encapsula y
protege la estructura interna (Lima et al., 2022) ofreciendo un mecanismo de liberacion
controlada para el contenido encapsulado. Estas diferencias estructurales (Figura 5)
permiten a las nanoesferas y nanocapsulas cumplir funciones especificas y complementarias

en aplicaciones nanotecnoldgicas.

Matriz

polimérica Membrana

poiimérica

Cavidad
Intedior

Nanoesfera / Microesfera Nanocdpsula / Microcapsula

Figura 5. Comparacion entre dos estructuras de encapsulacion: nanoesferas/microsferas y

nanocapsulas/microcapsulas (Cedillo, et al., 2013).
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Dentro de los beneficios que se han reportado para las nanoparticulas se encuentran la
capacidad biodegradable, estabilizacion fisica y quimica del compuesto activo encapsulado,
mayor biodisponibilidad, sistemas de liberacion controlada, proteccion contra la degradacion

enzimatica (Goémez, 2014)

Entre los polimeros que pueden utilizarse para estas técnicas de nanoencapsulacion se conoce
el polimero acrilico Eudragit®, compuesto a base de polimetacrilatos, los cuales. Esta linea
ofrece una amplia variedad de polimeros con caracteristicas y propiedades diversas como su
capacidad para responder fisicoquimicamente a cambios de pH (Lollo, 2012) o su
comportamiento frente a la liberacion controlada de farmacos, lo que permite disefiar
sistemas especificos para lograr objetivos como la inmovilizacion de compuestos o su

transporte.

2.8 Técnicas de obtencion de nanoparticulas poliméricas

2.8.1 Nanoprecipitacion

Esta técnica es una de las mas utilizadas para la produccion denanoparticulas sélidas, debido
a que no requiere el uso de fuentes de energia externas, como ultrasonido o agitacion de alta
velocidad, lo que simplifica el proceso y lo hace mas accesible. Ademads, emplea disolventes
no toxicos. Otra caracteristica destacada es la capacidad de este proceso para generar
nanoparticulas con una distribucion de tamafio estrecha y homogénea, lo que resulta
fundamental para aplicaciones como en la liberacion controlada de farmacos o en sistemas
biomédicos avanzados. Se basa en la formacion de particulas mediante la deposicion
interfacial de polimeros. Este proceso ocurre cuando un disolvente semipolar, miscible con
agua, transporta el polimero en solucion desdeuna fase lipofilica hacia una fase acuosa, lo

que genera particulas nanométricas de manera espontanea, en un rango de 50 a 300 nm.

(Miladi et al., 2016) (Hedayati et al., 2020)
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2.8.2 Emulsion por evaporacion

Este método implica la combinacién de dos fases: una fase acuosa que contiene un agente
emulsionante y una fase orgéanica inmiscible que incluye el polimero y el principio activo
(PA). Para lograr una dispersion homogénea, se utiliza una sonda de ultrasonid o, facilitando
la formacion de gotas uniformes. Una vez que se forme la emulsion, se procede a eliminar el
solvente organico volatil mediante evaporacion bajo condiciones controladas. Durante este
proceso, el polimero precipita, formando una matriz solida que encapsula el principio activo
hidrofdbico, protegiéndolo y facilitando su posterior liberacion en el medio deseado.

(Urrejola et al., 2018)

2.8.3 Emulsion por difusion

En el método de emulsion-difusion, los polimeros se disuelven inicialmente en un solvente
organico, que suele ser parcialmente miscible con agua. Esta solucion orgénica se vierte
lentamente sobre una fase acuosa que contiene un estabilizador, encargado de evitar la
coalescencia de las particulas durante el proceso. A continuacion, la mezcla se emulsiona
utilizando un homogeneizador o una fuente de energia mecdnica, lo que garantiza la

formacion de gotas uniformes en la fase acuosa. (Pacho et al., 2018)

2.8.4 Doble emulsion / evaporacion

El método de doble emulsion con evaporacion de solvente se emplea para encapsular
compuestos bioactivos hidrosolubles, como proteinas, péptidos, moléculas i6nicas y
antigenos de origen viral o bacteriano. (Gonzélez et al., 2015). Las dobles emulsiones estan
divididas en dos grupos identificados como las aceite agua en aceite (O/W/O) y las agua
aceite en agua, (W/O/W) facilitando la unién de compuestos activos lipofilicos e hidrofilicos
en un solo globulo (Kosegarten & Jiménez, 2012). La obtenciéon de dobles emulsiones
implica un proceso en dos etapas de emulsificacion, lo que permite generar particulas con un

tamafio mas uniforme y sistemas mas estables.

En la primera etapa, conocida como emulsificacion primaria, una fase acuosa interna (W1)
se emulsiona con una fase oleosa (O) que contiene un emulsificante lipofilico, con un

equilibrio hidrofilo-lipéfilo. Para lograr esto, se emplean sistemas de alta energia, como
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ultrasonidos, lo que da como resultado la formacion de una emulsion W1/0O. En la segunda
etapa, denominada emulsificacion secundaria, la emulsion W1/O se mezcla con una nueva
fase acuosa externa (W2) utilizando un emulsificante hidrofilico. Este proceso se realiza bajo
condiciones mas suaves para evitar la ruptura de las gotas internas de la emulsion primaria.
El resultado es una emulsion W1/O/W2, donde los ingredientes funcionales quedan
protegidos dentro de una doble capa. Este sistema de encapsulacion ofrece diversas ventajas,
como el control en la liberacién de ingredientes activos, su proteccion frente a condiciones
ambientales adversas. Ademas, contribuye a la conservacion dealimentos y a la preservacion

de la actividad enzimatica incluso después de su ingesta. (Jiménez, 2013)
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3. JUSTIFICACION

[La contaminacion del agua por colorantes sintéticos representa un desafio ambiental
creciente. Los colorantes utilizados en la industria textil son compuestos quimicos complejos,
dificiles de degradar debido a su estabilidad quimica y resistencia a los procesos de
tratamiento convencionales. Su presencia en los cuerpos deagua no solo afectasu apariencia,
sino también la calidad del ecosistema, disminuyendo la luz solar disponible y amenazando
la vida acudtica. Los métodos actuales para su eliminacion, como el tratamiento
fisicoquimico, suelen ser ineficientes, costosos y generan residuos secundarios, lo que

demanda soluciones mas sostenibles y efectivas.

En este contexto, la biorremediacion surge como una alternativa prometedora, utilizando
organismos vivos o sus componentes, como enzimas, para degradar contaminantes. Sin
embargo, la aplicacion directa de enzimas enfrenta limitaciones como la desnaturalizacion
ante cambios en el pH, temperatura o la presencia de inhibidores en los efluentes. Para
superar estas dificultades, la inmovilizacion de enzimas en matrices protectoras, como
nanoparticulas, se presenta como una estrategia innovadora. Las nanoparticulas destacan por
su proteccion a las enzimas frente a condiciones adversas, como pH extremos, estabilizando
su estructura y prolongando su vida 1til. Esto las convierte en una herramienta ideal para

aplicaciones en entornos complejos como los efluentes industriales.

En este estudio, se trabajo con los hongos Trametes maxima'y Trametes hirsuta, conocidos
por producir enzimas lacasas altamente eficaces en la degradacion de colorantes. Estas
enzimas oxidorreductasas son capaces de romper enlaces quimicos en los colorantes,
transforméandolos en compuestos menos daifiinos. Sin embargo, para mejorar su estabilidad
se encapsularon en nanoparticulas poliméricas representando una solucion innovadora y
eficiente para el tratamiento de aguas coloridas. Esta estrategia no solo aborda los desafios
actuales de los métodos tradicionales de tratamiento, sino que también contribuye a la
proteccion del medio ambiente al ofrecer una alternativa ecoldgica y econdmicamente viable

para la eliminaciéon de contaminantes emergentes.
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4. HIPOTESIS

Los extractos de Trametes maxima CU1 y Trametes hirsuta CS5 inmovilizados en
nanoparticulas poliméricas tienen mayor estabilidad que las enzimas libres en la degradacion

de colorantes sintéticos a pH acidos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Evaluar la actividad decolorante y estabilidad del extracto enzimatico de de 7. maxima CU1

y T. hirsuta CS5 inmovilizado en nanoparticulas poliméricas.

5.2 Objetivos Especificos
1.- Producir y purificar lacasas a partir de 7. maxima CUl y T. hirsuta CS5, como

caracterizacion del extracto enzimatico.

2.- Incorporar en nanoparticulas poliméricas los extractos enzimaticos de 7. maxima CUly
T. hirsuta CSS.

3.- Realizar una caracterizacion de pH de los extractos enzimaticos libres y

nanoencapsulados.

4.- Analizar la degradacion del colorante Reactiv Blu 19 con los extractos enzimaticos libres

y nanoencapsulados.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material bioldgico
Se utilizaron las cepas Trametes maxima CU1 (aislada de Ciudad Universitaria, San Nicolas

de los Garza, N.L., México.) y Trametes hirsuta CS5 (aislada del Cerro de la Silla,
Monterrey, N.L., México.)

6.2 Produccion de enzimas

Los medios se prepararon en matraces de 2 litros, llevdndolos a un volumen final de 1 litro
con los siguientes componentes: 2% de All Bran Flakes®, agua destilada y 60 mM de fosfato
monobasico de potasio (KH2POs4), ajustando el pH a 6.0. Estos medios fueron esterilizados a
121°C a 15 libras depresion por 20 minutos. Posteriormente, se inoculd el medio con micelio
de los hongos crecidos en agar YMGA (agar, extracto de malta, glucosa y levadura),
anadiendo aproximadamente un tercio de una caja de Petri pequeiia del cultivo. La mezcla se

dejo en agitacion a 150 rpm a temperatura ambiente durante 20 dias.

6.3 Obtencion de extractos crudos

La obtencion de los extractos crudos se realizd por la metodologia propuesta de Gutiérrez
(2009) con algunas adecuaciones; tras 20 dias de cultivo de ambos hongos, fueron sometidos
por separado a un proceso de filtracion inicial utilizando papel filtro de poro abierto, con el
objetivo de eliminar la biomasa de mayor tamafio. Los sobrenadantes obtenidos se
congelaron a -20° C durante 24 horas, facilitando la precipitacion de polisacaridos solubles
en agua. Una vez descongelados, los sobrenadantes fueron filtrados nuevamente empleando

papel filtro Whatman #1 para eliminar los precipitados generados.

Posteriormente, los sobrenadantes de ambas cepas fueron concentrados por separado
mediante un sistema de ultrafiltracion (Millipore Prep/Scale TFF, 10 kDa) hasta reducir su
volumen a aproximadamente 500 ml. A partir de este punto, cada concentrado se denominé

como "extracto enzimatico" correspondiente a su respectiva cepa.
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6.4 Enriquecimiento de fracciones de Lacasas

El proceso de enriquecimiento de la enzima se realizé utilizando el método de Gutiérrez
(2009) con modificaciones. El proceso comenzo con el uso de una columna de intercambio
aniéonico DEAE-Sepharose (2.5 x 17 cm). Una vez aplicada la muestra a la columna, se
afiadieron 160 ml de amortiguador de fosfato de potasio 20 mM (pH 6,0) para eliminar las
proteinas no unidas a la matriz. La elucion se realizo utilizando un gradiente lineal de fosfato
de 20 a 150. mM en un volumen total de 500 ml, seguido de la adicién de 160 ml de
amortiguador de fosfato de potasio 150 mM (pH 6,0). Durante esta etapa, se recolectaron
fracciones de9 ml cada una, fueron recolectadas y analizadas espectrofotometria a longitudes
de onda de 280, 468 y 610 nm, utilizando DMP como sustrato. Aquellas alicuotas que

mostraron actividad lacasa se concentraron mediante liofilizacion.

Finalmente, las muestras concentradas fueron sometidas a una columna de exclusion
molecular BioGel P-100 Medium, equilibrada y eluida con amortiguador de fosfato de
potasio 20 mM (pH 6,0). Se recolectaron fracciones de5 ml y, al igual que en la etapa previa,
se analizaron por espectrofotometria a 280, 468 y 610 nm con el sustrato DMP. Las alicuotas
con actividad lacasa confirmada se concentraron nuevamente mediante liofilizacion,

obteniendo asi las enzimas purificadas.

6.4.1 Actividades enzimaticas.

Para la determinacion de la actividad enzimatica, se adapt6 el método descrito por Castiglia
(2016). La unidad enzimatica (UE) se define como la cantidad de enzima capaz de oxidar 1
umol de sustrato por minuto a 25 °C. La actividad fue evaluada mediante un ensayo cinético
empleando como sustrato 300 pL. de 2,6-dimetoxifenol (DMP) a una concentracion de 20
mM. Lareaccion se llevo a cabo en un volumen total de 3 mL, conformado por 2,670 uL de
buffer de acetato de sodio 200 mM, ajustado a pH 3.5, y 30 uL. de la muestra enzimatica. La
oxidacion del DMP se monitored espectrofotométricamente a 468 nm, utilizando un
coeficiente de extincion molar (¢) de 49,600 M'-cm™. Este procedimiento permitid

cuantificar con precision la capacidad catalitica de las enzimas analizadas.
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6.4.2 . Perfiles cromatograficos

Para las cromatografias de intercambio anionico y exclusion molecular a las que fueron
sometidos los extractos enzimaticos de las cepas Trametes maxima CU1'y Trametes hirsuta
CSS5 por separado, se realizaron perfiles cromatograficos con ayuda de un espectrofotometro
(uv-vis) para evaluar y monitorear el proceso de separacion de proteinas. Se midid la
absorbancia a diferentes longitudes de onda: 280 nm (proteinas), 610 nm (centros de cobre
tipo 1) y 468 nm (actividad enzimatica), la actividad de la lacasa en las fracciones obtenidas
se determind utilizando un curso temporal con 300 pL de 2,6-dimetoxifenol (DMP) como

sustrato a una concentracion de 20 mM

6.5 Encapsulacion por doble emulsion

Para la encapsulacion de la enzima se utilizo el método descrito por Chong, 2019,
modificado. El proceso de inmovilizacion se realizd6 mediante la técnica de doble emulsion
por evaporacion de solvente. Para ello, se prepard una primera emulsion utilizando 300 uL
del extracto enzimatico como fase acuosa interna (W1), a la cual se le agregaron 8 mL de
una fase organica compuesta por 250 mg de Eudragit® RLPO, 50 mg de Eudragit® S100 y
una mezcla de solventes formada por 4 ml de diclorometano, 1 ml de acetona y 1 ml de
isopropanol. Esta mezcla se sometio a un proceso de sonicacion en dos ciclos de 5 minutos

cada uno, con un minuto de reposo entre ambos, para formar la primera emulsion (W1/0).

Posteriormente, esta emulsion se incorpord de manera gradual a 12,5 ml de una fase acuosa
externa que contenia 6,5 ml de una mezcla de disolventes en proporcion 1:0,41:0,16 (etanol:
isopropanol: diclorometano), y 6 mL de una solucion acuosa de alcohol polivinilico (PV A al
8 % p/v). Para formar la segunda emulsion (W1/0/W2), la mezcla resultante se sometio a
agitacion mecanica con velocidades controladas, comenzando con 10 minutos a 900 rpm,
seguido de 5 minutos a 1,100 rpm. A continuacion, se agregaron 4 mL adicionales de PVA
al 8 % p/v y se continud la agitacion a 1,200 rpm durante 5 minutos mas utilizando un equipo

Eurostar Power-B (IKA® Werke).
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Finalmente, se someti® a un proceso de evaporacion del solvente orgénico en un
rotaevaporador, operando a 105 rpm y 29 °C, lo que permiti6 obtener una suspension de
particulas poliméricas purificadas. El volumen final, que inicialmente es menor a 5 mL, se
ajusto cuidadosamente con agua destilada hasta obtener 5 mL. Este procedimiento permite
obtener una suspension estable de particulas con las enzimas inmovilizadas, adecuada para
su posterior andlisis y evaluacion. Se analizaron 3 formulaciones con diferentes cantidades

decadapolimero (Eudragit RLPO/Eudragit S100): 226/74, 238/62 y 250/50 respectivamente.

6.6 Caracterizacion de nanoparticulas
6.6.1 Tamaiio y homogeneidad de tamaiio

La determinacion del tamafio promedio de las nanoparticulas y su homogeneidad en tamafio
en la poblacién (Indice de polidispersidad, PDI) se realizd mediante espectrofotometria de
correlacion fotdnica (Zetasizer Nano, Malvern) utilizando una alicuota de cada lote diluida

en agua destilada. (1:3) Realizando cada estudio por triplicado.

6.6.2 Determinacion de actividad de enzima encapsulada

Laactividad dela lacasa en las nanoparticulas se determin6 utilizando un curso temporal con
300 uL de 2,6-dimetoxifenol (DMP) como sustrato a una concentracion de 20 mM. La
mezcla de reaccion se realizo en 2,670 uL de acetato de sodio 200 mM, ajustado a pH 3.5,
utilizando 30 pL de las nanoparticulas. Las mediciones se llevaron a cabo a 468 nm (€ =

49,600 M ':cm™)

6.6.3 Porcentaje de encapsulacion

Para determinar el porcentaje de encapsulacion de la enzima, se modificé el método
propuesto por Chong (2019). La eficiencia de encapsulacion del extracto enzimatico en las
nanoparticulas (NP) se evaluo por triplicado de forma indirecta, a partir de la medicion de la

actividad enzimadtica presente en el sobrenadante.
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Se centrifugaron las NP a 25,000 rpm, 4 °C durante 3 horas para separar la pastilla que
contiene los extractos enzimaticos incorporados del sobrenadante. La actividad de la lacasa
en el sobrenadante (dilucion 1:10) se determind utilizando un curso temporal con 300 pL de
2,6-dimetoxifenol (DMP) como sustrato a una concentracion de 20 mM. La mezcla de
reaccion se realizd en 2,670 uL de buffer acetato de sodio 200 mM, ajustado a pH 3.5,
utilizando 30 puL de la muestra. Posteriormente, se compararon las unidades de la enzima
libre con las del sobrenadante para calcular la relacién de la cantidad de enzima presente en
la pastilla. (Calculando las unidades de lacasa con la cantidad enzimatica que cataliza la
transformacion de 1 mol de sustrato por minuto, tomando en cuenta un valor de coeficiente

de extincion molar de (€)=49 600 M-! cm'!).

6.7 Caracterizacion de pH enzima libre y nanoencapsulada

Para este punto se analizo el pH y la temperatura 6ptimos, asi como la estabilidad enzimatica,
realizando los ensayos por triplicado. En el caso de la enzima libre se utiliz6 una dilucién
1:16, mientras que para la enzima nanoencapsulada se empled una dilucion 1:1 con buffer
universal. En primer lugar, se evalué el pH optimo para la actividad de la lacasa utilizando
como sustrato DMP a una concentracion de 20 mM. Para ello, se llevaron a cabo mediciones
de actividad en un rango de pH de 2.0 a 7.0, con incrementos de 0.5 unidades, determinando
posteriormente la absorbancia de las reacciones a 468 nm para analizar los resultados. Este
procedimiento también se aplicd a las nanoparticulas, utilizando las mismas cantidades y

condiciones previamente descritas.

Por otro lado, para evaluar la estabilidad de la enzima frente al pH, se analiz6 su actividad
utilizando 30 pL de una dilucién 1:16 en tampon de acetato de sodio pH 3.5, abarcando el
mismo rango de pH (2.0 a 7.0, con incrementos de 0.5 unidades). La actividad sobre DMP
fue medida tras 0, 2, 3, 4, 5, 24 y 48 horas de incubacion en cada pH. Al igual que en los
ensayos anteriores, este procedimiento fue replicado para las nanoparticulas bajo las mismas

condiciones.

21



6.8 Decoloracion en medio liquido.

Se empled el colorante Reactive Blue 19 (RB-19), de amplia relevancia industrial,
inicialmente al 2% y posteriormente diluido para obtener concentraciones entre 50 uM y 500
uM. A cada una de estas soluciones se afiadieron 10 pL. de extracto enzimatico (libre o
encapsulado) de Trametes maxima CU1 o Trametes hirsuta CS5, junto con buffer universal
pH 3.0, ajustando el volumen final de la mezcla de reaccion a 3 mL. La incubacion se llevo

a cabo a temperatura ambiente.

La degradacion del colorante en presencia de los extractos se evalu6 mediante
espectrofotometria de barrido en el rango de 200 a 800 nm. Las lecturas se realizaron a
intervalos del, 2, 3,4 y 5 horas, y posteriormente cada 24 horas durante 5 dias. El porcentaje
de decoloracion se calculd a partir de la disminucion de la absorbancia en el pico maximo
caracteristico del RB-19, comparando los valores entre los extractos libres y

nanoencapsulados de ambas cepas.

6.9 Disefio experimental.

Se realizd un analisis estadistico ANOVA 'y Tukey en el programa PAST4 para evaluar la
similitud dela actividad enzimdatica de las cepas libres y nanoencapsuladas a diferentes pH
para determinar un rango de pH optimo. Considerando un nivel de significancia de p <0.05.

Cada condicion fue evaluada por triplicado para garantizar la confiabilidad de los resultados

Se utiliz6 un ANOV A demedidas repetidas con ayudadel programa estadistico PAST 4 para
analizar diferencias significativas en la estabilidad al pH entre las formas libres y
nanoencapsuladas de cada cepa, considerando un nivel de significancia de p < 0.05. Cada
condicion fue evaluada por triplicado para garantizar la confiabilidad de los resultados. Para
comparar la diferencia en la capacidad de decoloracion entre los extractos libres y
nanoencapsulados de cada cepa, se aplicd una prueba t de Student con ayuda del programa
estadistico PAST 4, utilizando un nivel de significancia de p < 0.05. Para cada condicion se

realizaron tres réplicas.
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7. RESULTADOS

En esta investigacion se produjeron y purificaron lacasas a partir delas cepas 7. maxima CU1
y T. hirsuta CS5, las cuales fueron incorporadas en nanoparticulas poliméricas de Eudragit®
RLPO/S100 mediante doble emulsion, con la finalidad de comparar su actividad enzimatica,
en diferentes pH, de manera libre y nanoparticulada, asi como también su comportamiento

decolorante en presencia del colorante sintético antraquinonico Reactiv Blue 19.

7.1 Produccion y obtencion de extractos

Se obtuvieron 5 L de extracto de cadauna de las cepas 7. maxima CU1 y T. hirsuta CS5, los
cuales fueron concentrados mediante ultrafiltracion utilizando un cartucho de ultrafiltracion
(Millipore prep/scale TFF de 10kDa). Este proceso permitio reducir el volumen del extracto
de 5 litros a 500 mL. Las soluciones concentradas demostraron actividad enzimatica de 86.3
U/mL para 7. maxima CU1y 4.24 U/mL para T. hirsuta CS5, utilizando DMP 20 mM como

sustrato y 30 pL. de muestra.

7.2 Fracciones enriquecidas

Para obtener las fracciones enriquecidas de la enzima concentrada anteriormente primero se
utiliz6 una columna de intercambio i6nico DEAE 52, posteriormente se sometid a un
gradiente lineal de fosfatos. Fue equilibrada con Buffer Fosfato Potasio 60 mM a pH 6, se
adiciono la enzima previamente concentrada por ultrafiltracion y se eluyé comenzando con
un Buffer de 60 Mm y aumentando la concentracion gradualmente hasta 120 mM.
Posteriormente se utiliz6 la columna de exclusion molecular BioGel P100 Medium. Para
cada columna se realizaron perfiles cromatograficos en donde se observan los picos de

presencia y actividad enzimatica. (Figuras 6,7, 8 y 9)
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7.3 Perfiles cromatograficos

Para seguir la separacion de los extractos después de cada columna, se realizaron perfiles
cromatograficos midiendo la absorbancia a diferentes longitudes de onda: 280nm, 610nm y
468nm, (en la determinacion de la actividad enzimdtica se utilizo DMPO 20 mM como

sustrato).

En el perfil cromatografico de las lacasas de 7. maxima CUI correspondiente al paso de
intercambio anidénico con DEAE-52, se obtuvieron 15 fracciones de 9 mL cada una (Figura

6).

Cromatograma Lacasa CUl DEAE-52 ( pH 3.0)

0.600
E
= 0400 |
E —8— 280 nm
= 0.200 610 nm
] 468 nm

0.000 T—o—T==0—0—— — — ===~

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Fracciones

Figura 6. Superposicion de cromatogramas obtenidos por Intercambio anidnico DEAE-52 de lacasasde T.
maxima CUL. U/ml a pH3 en diferentes longitudes de onda; 280 nm (linea Azul), 610 nm (linea naranja)y 468

nm (linea gris).

Posteriormente, la fraccion con mayor actividad (fraccion 8) fue liofilizada para una mayor
concentracion. Esta muestra concentrada se sometid a una cromatografia de exclusion
molecular, utilizando la matriz Biogel P100 (medium), lo que resultd en la obtencion de 30

fracciones de 5 mL cada una. Figura 7.
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Cromatograma Lacasa CUl Biogel P100 medium (pH 3.0)
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~ 5.000
4.000
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Z 2.000
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—8— 280 nm
610 nm
—0— 468 nm

Actividad (U/ml

1 6 11 16 21 26
Fracciones

Figura 7. Superposiciéon de cromatogramas obtenidos por Exclusién molecular Biogel P100 de lacasas de T.
maxima CU1. U/ml a pH3 en diferentes longitudes de onda; 280 nm (linea Azul), 610 nm (linea naranja)y 468

nm (linea verde).

Para el cromatograma delas lacasas de 7. hirsuta CS5 en el intercambio anidonico con DEAE-
52, se obtuvieron 68 fracciones de 9 mL cadauna. Las fracciones 20-21, se mezclaron para

el proximo paso de enriquecimiento. Figura 8.

Cromatograma Lacasa CSS5 DEAE-52 ( pH 3.0)
3.000

2500

T 1500 —0— 280 nm

da

tivi

21000 F —8—610 nm

—®— 468 nm

0.500

0.000
1 11 21 31 41 51 61

Fracciones

Figura 8. Superposicion de cromatogramas obtenidos por Intercambio anidnico DEAE-52 de lacasasde T.
hirsuta CS5. U/ml a pH3 en diferentes longitudes de onda; 280 nm (linea Azul), 610 nm (linea naranja)y 468

nm (linea verde).

Las fracciones previamente combinadas (fracciones 20 y 21) fueron liofilizadas para

aumentar su concentracion. La muestra concentrada se sometio luego a una cromatografia de
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exclusion molecular usando la matriz Biogel P100 (medium), lo cual dio como resultado 15

fracciones de 5 mL cada una. Figura 9.

Cromatograma Lacasa CSS Biogel P100 medium (pH 3.0)
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Figura 9. Superposiciéon de cromatogramas obtenidos por Exclusion molecular Biogel P100 de lacasasde T.
hirsuta CS5. U/ml a pH3 en diferentes longitudes de onda; 280 nm (linea Azul), 610 nm (linea naranja)y 468

nm (linea verde).

7.4 Elaboracion de nanoparticulas

Después de la caracterizacion parcial y concentracion del extracto enzimatico se procedio a
la nanoencapsulacion. Se exploraron diferentes condiciones de temperatura y velocidad de
agitacion (rpm), también se emplearon diferentes concentraciones de dospolimeros distintos,
con el objetivo de potenciar la estabilidad y eficiencia de estos extractos enzimaticos,
formulando un sistema que facilite la difusion de sustratos dentro y fuera de las

nanoparticulas sin poner en riesgo la integridad del principio activo.

En estudios previos realizados en el laboratorio, se emple6 una mezcla del polimero
Eudragit® RLPO con PLGA 50:50 en diversas proporciones para la generacion de
nanoparticulas con lacasas incorporadas mediante el método de doble emulsion, Tabla 1;
obteniendo nanoparticulas de 1663, 960 y 484 nm, con PDI de 0.228, 0.236 y 0.0
respectivamente de las nanoformulaciones RLPO y PLGA 1,2y 3.

26



Nanoparticulas de Eudragit® RLPO con PLGA (50:50)
RLPO y PLGA | RLPO y PLGA 2 RLPO y PLGA 3
300 uL 300 uL 300 uL
Fase W1 Extracto CUI Extracto CUI Extracto CUI
RLPO y PLGA RLPO y PLGA RLPO y PLGA
Fase O y Solventes (50/50) (75/25) (90/10)
DCM 6 mL DCM 6 mL DCM 6 mL
ETA 4120 pL ETA 4120 pL ETA 4120 pL
Fase W2 IPA 1695 pL IPA 1695 uL IPA 1695 uL
DCM 675 uL DCM 675 uL DCM 675 uL
PVA (8%) 10 mL PVA (8%) 10 mL PVA (8%) 10 mL
Size: 1663 nm Size: 960 nm Size: 484.9 nm
Caracterizacion PDI: 0.228 PDI: 0.236 PDI: 0.304
No significativa No significativa No significativa
Actividad enzimatica

Tabla 2. Descripcién de las condiciones utilizadas en el método de doble emulsiéon para la formulacion de
nanoparticulas RLPOy PLGA, denominadas 1,2y 3, con distintas proporciones de polimeros: 50/50 mg, 75/25
mgy 90/10 mg, respectivamente, cargadas con la enzima CU1 y su caracterizacion fisica parcial, Tamaio de

particula (nm) e indice de polidispersidad (PDI).

En este estudio se continu6 con la optimizacion de la formulacion con el proposito de generar

nanoparticulas de tamafo inferior a 300 nm.

Inicialmente se realizd6 una nanoformulacion utilizando tinicamente el polimero RLPO con

las condiciones descritas en la Tabla 3; obteniendo nanoparticulas de 306.3 nm y PDI 0.337.

Nanoparticulas de Eudragit® RLPO

RLPO
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300 L

Fase W1
Extracto CU1/ CS5
RLPO 300 mg
Fase O y Solventes
DCM 6000 puL
ETA 4120 uL
Fase W2 IPA 1675 pL
DCM 675 uL

PVA (8%) 10 mL
Size: 306.3 nm/315.2 nm
Caracterizacion PDI: 0.337/0.348

Actividad No presenta

Tabla 3. Descripcion de las condiciones utilizadas en el método de doble emulsion para la formulacion de las
nanoparticulas RLPO (300 mg), cargadas con los extractos enzimaticos CU1/CS5 y su caracterizacion fisica

parcial, Tamafio (nm) e Indice de polidispersidad (PDI).

Posteriormente se ajustaron las condiciones de temperatura y velocidad de agitacion (rpm)
con el fin de reducir el volumen de las nanoparticulas (nm) y el indice de polidispersidad

(PDI). Tabla 4

Variacion de condiciones experimentales para el control del tamafio y PDI de nanoparticulas
rpm pm
(Homogenizador) [ (Rotaevaporador) (o Tamafio PDI
Ipm Ipm
Formulacion | (Homogenizador) | (Rotaevaporador) Ce Tamafio PDI
RLPO 1 1000 106 26 343.0 nm 0.269
RLPO 2 1000 101 30 253.6 nm 0.277
RLPO 3 1000 110 30 278.0 nm 0.284
RLPO 4 900/1100/1100 100 29 2443 nm 0.337
RLPO 5 900/1100/1200 110 29 168.5 nm 0311
RLPO 6 900/1100/1200 110 31 147.6 nm 0.342
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Tabla 4. Diferentes condiciones para modificarlas caracteristicas del tamafo e indice de polidispersidad de las

nanoparticulas.

Revoluciones por minuto (rpm), temperatura (C °), tamafio expresado en nandémetros (nm),

indice de polidispersidad (PDI).

Las revoluciones por minuto (rpm) en el homogenizador muestran las velocidades utilizadas
al agregar la primera emulsion a la fase W2, a los 15 minutos de agitacion y los 5 minutos de

agitacion posteriores a la adicion de los 4 mL de PV A (8%) respectivamente

La actividad enzimatica de las formulaciones no se encontrd una absorcion significativa.
Posterior a esto se incorpor6 un nuevo polimero, el Eudragit® S100, el cual es dependiente

de pH.

Para las formulaciones de las nanoparticulas poliméricas con los extractos enzimaticos de 7.
maxima CU1y T. hirsuta CS5 incorporadas, la formulacion consistid en: nanoparticulas de
Eudragit® RLPO/ S100, en relacion 84:16 las cuales contienen 300 mg totales de polimero,
una mezcla de solventes y 300 pL de extracto enzimdtico para cada una de las cepas

utilizadas.

Inicialmente se evalu6 la formulacidon en una proporcion de 84/16, el polimero S100 se utilizd
en una menor proporcion en comparacion al polimero RLPO. Sin embargo, se generaron
grumos o precipitados en el rotavapor. Lo que llevo a la necesidad de ajustar la proporcion
de los polimeros y la forma de incorporarlos, utilizando cantidades de RLPO y S100 de
(226/75), (238/62) y (250/50) (Figura 5), disolviéndolos por separado con su solvente

adecuado para después mezclarlos mediante sonicacion.

Formulaciones de nanoparticulas con distintas proporciones de Eudragit RLPO y Eudragit

S100
RLPO y S100 1 RLPO y S1002 RLPO y S100 3
300 uL 300 uL 300 uL
Fase W1 Extracto Extracto Extracto
RLPO y S100 RLPO y S100 RLPO y S100
Fase O y Solventes (226/74) (238/62) (250/50)
DCM 4 mL DCM 4 mL DCM 4 mL
ACE ImL ACE ImL ACE 1mL
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IPA ImL IPA ImL IPA ImL
ETA 4120 pL ETA 4120 pL ETA 4120 pL
Fase W2 IPA 1695 uL IPA 1695 uL IPA 1695 uL
DCM 675 uL DCM 675 uL DCM 675 uL
PVA (8%) 10 Ml PVA (8%) 10 Ml PVA (8%) 10 m
Size: 188.8 nm Size: 285.3 nm Size: 280 nm
Caracterizacion PDI: 0.519 PDI: 0.243 PDI: 0.243

Tabla 5. Caracterizacion de las formulaciones con diferentes cantidades de polimero RLPOy S100.

En cuanto a su caracterizacion, la primera proporcion resulté en nanoparticulas con un
tamafio de 188 nm, con un PDI elevado de 0.519. Las otras dos proporciones generaron
tamafios promedio de 285.3 nm y 280.0 nm, con un PDI idéntico de 0.243, respectivamente.
Las eficiencias de encapsulacion (ee%) obtenidas fueron del 80.0%, 88.1% y 95%,

respectivamente.

Al intentar formular nanoparticulas con Eudragit S100 al 100% se observaron grandes
agregados poliméricos durante la rotavaporacion, lo que indicaba una baja estabilidad del
sistema. Debido a esto, no se evaluaran porcentajes mayores de S100. Ademas, a
concentraciones bajas de este polimero, no se presentan grumos por lo que se decidio

emplearlo en pequefias proporciones para mejorar la estabilidad.

Una vez que se alcanzo6 tamafios de particulas y valores de PDI uniformes, se llevo a cabo un
ensayo discriminatorio de actividad enzimatica para identificar la formulacién con mayor

actividad enzimatica y, por lo tanto, mayor porosidad.

7.5 Ensayos de pH optimo

Para los extractos enzimaticos de Trametes maxima CU1 y Trametes hirsuta CS5 se
realizaron ensayos de pH, exponiendo su forma libre y encapsulada a un rango de pH de 2.0

hasta 7.0 mediante el uso de buffer universal y el sustrato DMP 20 mM.
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Como se muestra en la Figura 10, para el extracto libre de Trametes maxima CU1 se observo
alta actividad de la enzima a pH &cido (2.0, 2.5, 3.0 y 3.5). Conforme se aument6 el pH la

actividad fue disminuyendo hasta dejar de observarse a pH 6.5.

pH optimo de la actividad de las lacasas de T. maxima
CU1 libre

100 b2 —

P (o) 0
(e} (e} (e}
T T

Actividad relativa (%)
[\
S

2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7
pH

()
|

Figura 10. Grafica de pH optimo para la actividad del extracto enzimatico de 7. maxima CUI libre.

Se realiz6 un andlisis estadistico (ANOVA y Tukey) en el programa PAST4 para evaluar la
similitud de la actividad en los pH 2.5, 3, 3.5 y 4.0. No se encontraron diferencias
significativas entre estos grupos (p = 0.9968), y las pruebas de homogeneidad confirmaron
varianzas similares. Sin embargo, la prueba post-hoc de Tukey indicé una diferencia
significativa entre pH 2.5y pH 4.0 (p = 0.0077), mientras que las demas comparaciones no
fueron significativas. Esto sugiere que, salvo entre esos dos puntos, la actividad es

estadisticamente similar dentro del rango analizado

En cuanto al extracto libre de Trametes hirsuta CS5, se obtuvaron altas actividades
enzimaticas en pH 2.5, 3.0 y 3.5 (Figura 11). Se observa que al llegar a pH 4 hay una
reduccion importante de la actividad enzimatica relativa, y al llegar a pH 6.5 hay una nula

actividad enzimatica, indicando sensibilidad a condiciones neutras y alcalinas.
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pH optimo de la actividad de las lacasas de T. hirsuta
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Figura 11. Grafica de pH 6ptimo para la actividad del extracto enzimatico de 7. hirsuta CS5 libre.

Se realiz6 un andlisis estadistico (ANOV A y Tukey) en el programa PAST4 para evaluar la
similitud de la actividad en los pH 2.5, 3 y 3.5.

El analisis de varianza no encontré diferencias significativas entre los grupos (p = 0.994), y

las pruebas de homogeneidad de varianza (Levene) confirmaron que los datos cumplen los

supuestos del modelo.

La prueba post-hoc de Tukey mostrd que las comparaciones entre pH 2.5 y los otros dos pH
no presentan diferencias estadisticas (p > 0.99), mientras que si se observo una diferencia

significativa entre pH 3.0 y 3.5 (p = 0.0201).

Por otro lado, para el extracto enzimético encapsulado de T.maxima CU1 (Figura 12), se
observaron porcentajes de actividad altos en los rangos de pH 2.5, 3.0 y 3.5 por lo cual se
realizé un andlisis estadistico ANOV Ay Tukey con la ayudadel programa PAST4, en donde
el andlisis de varianza no mostr6 diferencias significativas entre los grupos (p = 0.9627), y
las pruebas de homogeneidad (Levene) confirmaron que las varianzas eran similares. La
prueba de Tukey tampoco detectd diferencias significativas en ninguna de las comparaciones

por pares (p > 0.96 en todos los casos).
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pH optimo de la actividad de las lacasas de T. maxima
CU1 encapsulada
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Figura 12. Grafica de pH 6ptimo para la actividad del extracto enzimatico de 7. maxima CU1 encapsulado.

Posteriormente para el extracto enzimatico encapsulado de T.hirsuta CS5 (Figura 13), se
observaron porcentajes de actividad altos en los rangos de pH 2.5, 3.0 y 3.5 por lo cual se
realiz6 un analisis estadistico ANOV Ay Tukey con la ayudadel programa PAST4, en donde
el ANOVA no mostr6 diferencias significativas entre los grupos (p = 0.9411), y los datos
cumplieron con los supuestos dehomogeneidad de varianza. La prueba de Tukey no encontr6
diferencias significativas entre ningiin par de pH, lo cual indica que la actividad enzimatica

se mantiene estadisticamente constante en este rango.

pH optimo de la actividad de las lacasas de T. hirsuta
CSS encapsulada
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Figura 13. Grafica de pH 6ptimo para la actividad del extracto enzimatico de 7. hirsuta CS5 encapsulado.
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7.6 Ensayos de estabilidad de pH

Posteriormente, se analizé la estabilidad a diferentes pH (2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, y 7.0),
utilizando como sustrato DMP 20 mM para determinar la actividad enzimatica, este ensayo
se realizo midiendo la absorbancia a 468 nm por triplicado alas 0, 1, 2,3, 4,5, 24 y 48 h para

los extractos enzimaticos libres y nanoencapsulados de ambas cepas.

Se puede observar en la Figura 14 la actividad enzimatica del extracto libre de Trametes
maxima CU1 bajo diferentes condiciones de pH (2.0 a 7.0) durante un periodo de 48 horas.
A pH 2.0, se observo una pérdida rapida de actividad, reduciéndose a menos del 20 % en las
primeras 3 horas y alcanzando valores cercanos al 0% al final del ensayo. A pH 3.0, la
actividad también disminuy6 de forma considerable, manteniéndose por encima del 40 %
hasta la cuarta hora y descendiendo hasta cerca del 25 % al finalizar. En condiciones de pH
4.0 y 5.0, la enzima mantuvo una mayor estabilidad, con una actividad relativa superior al
60 % durante las primeras cinco horas, aunque se observo una disminucion mas pronunciada
a partir de la sexta hora, particularmente a pH 4.0. Por otro lado, a pH 6.0 y 7.0, la actividad
se conservd por encima del 60 % durante todo el periodo evaluado, evidenciando una mayor

estabilidad en estos rangos.
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Figura 14. Grafica deestabilidad de pH para la actividad delextracto enzimatico de 7. maxima CU1 libre. Segin

el porcentaje de actividad enzimatica % relacionado con el tiempo (48 horas).
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En la Figura 15 podemos observar el comportamiento de la actividad enzimatica del extracto
encapsulado de Trametes maxima CU]1 en diferentes condiciones de pH (2.0 a 7.0) durante
un periodo de 7 horas. En comparacion con el extracto libre, se observa una mayor estabilidad
en todos los pH evaluados. A pH 2.0 y 3.0, la actividad inicial cercana al 50% y 68 %
respectivamente, se incrementd en las primeras horas, alcanzando valores superiores al 60%
y 65 % alas 48h. En los pH intermedios (4.0, 5.0 y 6.0), la enzima mostr6 una alta estabilidad,
manteniendo la actividad cercana o superior al 65 % al término del periodo. Finalmente, en

pH 7.0 también se conservo una elevada actividad durante todo el ensayo.
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Figura 15. Grafica de estabilidad de pH para la actividad del extracto enzimatico de 7. maxima CUI1

nanoencapsulado, segun el porcentaje de actividad enzimatica % relacionado con el tiempo (48 horas).

La Figura 16 presenta la actividad enzimatica del extracto libre de Trametes hirsuta CS5 en
condiciones de pH entre 2.0 y 7.0, durante un periodo de 7 horas. A pH 2.0, se observa una
rapida disminucion de la actividad enzimatica desde la primera hora, cayendo por debajo del
50 % a las 3 horas y descendiendo progresivamente hasta alcanzar valores cercanos al 0 % al
final del ensayo. De manera similar, a pH 3.0 y 4.0 se presentan pérdidas de actividad mas
moderadas, pero constantes, conservandose alrededor del 60 % durante las primeras 4 horas,
y descendiendo por debajo del 25 % al final del ensayo. En pH 5.0 y 6.0 se mantiene una
mayor estabilidad, con una actividad del 80% durante las primeras 6h. A pH 7.0, la actividad
se conserva en niveles elevados durante todo el ensayo, con una caida mas notoria solo al

final, alcanzando aproximadamente el 77%.
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Figura 16. Grafica de estabilidad de pH para la actividad delextracto enzimatico de 7. hirsuta CSS5 libre, segin

el porcentaje de actividad enzimdtica % relacionado con el tiempo (48 horas).

La Figura 17 presenta la actividad enzimatica del extracto encapsulado de Trametes hirsuta
CS5 en un rango de pH de 2.0 a 7.0 durante un periodo de 7 horas. En comparacion con su
forma libre, se observa una mayor estabilidad en condiciones acidas, particularmente a pH 2,
3y4. ApH 3.0y 4.0, la actividad enzimatica inicié con valores elevados, manteniendo una
actividad del 80% entre las 4 y 5 horas. En pH 3.0 se observo una disminucion gradual hasta
alcanzar un 62 % al final del periodo, mientras que en pH 4.0 la actividad se mantuvo estable
las 48 horas. Por otro lado pH 2.0 alcanzo su maxima liberacion a las 4h, descendiendo
posteriormente a un 62 % a las 5h, valor que se mantuvo constante hasta las 48h. Por otro
lado, en condiciones de pH 5.0, 6.0 y 7.0 se observé un comportamiento similar, alcanzaron

su maxima liberacion a las 5y 6 h, al finalizar el ensayo permanecia por encima del 50 %.
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Figura 17.Grafica de estabilidad de pH para la actividad delextractoenzimatico de T. hirsuta CS5 encapsulado,

seglin el porcentaje de actividad enzimatica % relacionado con el tiempo (48 horas).

7.7 Actividad decolorante

La capacidad decolorante de los extractos enzimaticos libres y nanoencapsulados de T
maxima CU1 y T. hirsuta CS5 fue evaluada frente al colorante Reactive Blue 19. En las
Figuras 18,19,20 y 21 se observan las variaciones en la absorbancia del tinte a lo largo del
tiempo y en funciéon de la concentracion, lo que permitié6 determinar el porcentaje de
degradacion en cada caso. Se evidenciaron diferencias en la eficiencia de decoloracion entre

las formas libres y encapsuladas, asi como entre las cepas utilizadas

La Figura 18 presenta los resultados del ensayo de decoloracion realizado con extractos
enzimaticos libres de Trametes maxima CU1, Se observa una disminucién notable en la
absorbancia del colorante RB19 después de cinco dias de incubacion, tanto en el rango
ultravioleta (210-400 nm) como en la region visible del espectro (400-780 nm).
Inicialmente, en el dia 0, se registrd un pico de absorbancia de aproximadamente 0.32 en la
region ultravioleta, el cual disminuy6 a cerca de 0.15 al quinto dia. De forma similar, en el
espectro visible se evidencié una reduccion progresiva en la absorbancia hasta alcanzar
niveles practicamente nulos, lo que indica una eliminacioén total de la sefial en esa region y

por lo tanto, una pérdida del maximo de absorbancia asociado al colorante.

Decoloracion de RB19 500mM con extracto enzimatico de T.
maxima CUl Libre

Dia 5
Dia 0

Absorbancia

200 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)
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Figura 18. Degradacion del colorante RB19 con extracto enzimatico de 7. maxima CU]1 libre; demostrando a
absorbancia de RB19 enrelacion de la longitud de onda. (nm); la linea azulrepresenta el dia 0 de la enzima en

contacto con el colorante; linea verde representa el dia 5.

En la Figura 19 se muestran los resultados de la degradacion del colorante RB19 utilizando
extractos enzimaticos nanoencapsulados de Trametes maxima CU1. A diferencia de la forma
libre, se observa que la curva correspondiente al dia 5 muestra una disminucion leve en la
absorbancia respecto al dia 0. En el rango ultravioleta (210—400 nm), la absorbancia
desciende de 0.41 a 0.30, mientras que en el espectro visible (400—780 nm), el pico
caracteristico del colorante apenas se reduce, manteniéndose presente al finalizar el ensayo.

Evidenciando una actividad decolorante limitada durante el periodo evaluado.

Decoloracion de RB19 500mM con extracto enzimatico de T.
maxima CUl encapsulado
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Figura 19. Degradacién del colorante RB19 con extracto enzimatico de 7. maxima CUl encapsulado
demostrando la absorbanciade RB19 enrelacion dela longitud de onda. (nm); la linea naranja representa el dia

0 de la enzima en contacto con el colorante; linea azul representa el dia 5.

En la figura 20 se observa la capacidad decolorante de los extractos enzimaticos libres de la
cepa Trametes hirsuta CS5. Se observa una disminucion progresiva en la absorbancia del
colorante RB19 tras cinco dias de incubacion. La curva correspondiente al tiempo O (linea
naranja) exhibe un pico de absorbancia en el rango visible (400—780 nm), con un valor
cercano a 0.09, al comparar con la curva registrada al quinto dia (linea verde), se aprecia una

reduccion cercana a cero en ese pico, asimismo, en el espectro ultravioleta (210—400 nm), la
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absorbancia se reduce ligeramente de 0.25 a 0.24, lo que complementa la evidencia de la

accion degradativa del extracto en ambas regiones del espectro.

Decoloracion de RB19 500mM con extracto enzimatico de T.
hirsuta CS5 libre
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Figura 20. Degradacion del colorante RB19 con extracto enziméatico de T. hirsuta CSS5 libre, demostrando la
absorbancia de RB19 enrelacion de la longitud de onda (nm); la linea naranjarepresenta eldia 0 de la enzima

en contacto con el colorante; linea verde representa el dia 5.

Posteriormente en la figura 21 se observa el ensayo de degradacion de RB19 con los
extractos enzimaticos encapsulados de Trametes hirsuta CS5 después de un periodo de 5
dias. En el espectro visible, el valor de absorbancia disminuye notablemente de 0.11 a 0.02,
indicando una reduccion casi completa del colorante en esa region. Por otro lado, en el rango
ultravioleta, se registra un ligero incremento en la absorbancia, que pasa de 0.29 a 0.31, lo
cual podria estar asociado a la formacion de productos intermedios o cambios en la

composicion quimica durante el proceso de degradacion.
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Figura 21. Degradacion del colorante RB19 con extracto enzimatico de 7. hirsuta CS5 nanoencapsulado;

demostrando la absorbancia de RB19 enrelacion de la longitud de onda (nm); la linea naranjarepresenta eldia

0 de la enzima en contacto con el colorante; linea verde representa el dia 5.
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8. DISCUSION

8.1 Produccion y obtencion de extractos

Las soluciones concentradas de los extractos crudos demostraron diferencias notables en su
actividad enzimatica (Lacasa) de 86.3 U/mL para 7. maxima CUl y 4.24 U/mL para T.
hirsuta CS5, utilizando DMP 20 mM como sustrato y 30 pL. de muestra. La misma cepa 7.
maxima CU1, crecida en medio Bran flakes fue analizada por Gutiérrez (2009), mostro6 en el
extracto crudo una actividad lacasa de 24 U/mg. Por su parte, Diaz (2018) reportd que los
extractos crudos de Trametes hirsuta Bm2, cultivados en salvado de trigo, alcanzaron una
actividad lacasa de 6.920 U/mL. En comparacion con otras lacasas fungicas, Ortiz (2021)
informé que Pycnoporus HEMIM-51, evaluado en distintos medios de cultivo, presentd su

mayor actividad lacasa con 32,584 U/L, mientras que las mas bajas registraron 9,556 U/L.

Estas variaciones en la actividad enzimatica pueden atribuirse a diversos factores, como la
cepa especifica utilizada, el tipo de sustrato lignocelulosico presente en el medio de cultivo,
las condiciones de fermentaciéon (como pH, temperatura y aireacion), el tiempo de
incubacion, y la metodologia empleada para cuantificar la actividad. Ademas, la presencia
de inductores (como el cobre o ciertos fenoles) puede aumentar significativamente la

expresion de lacasas (Baldrian, 2006; Piscitelli et al., 2010).
8.2 Fracciones enriquecidas

Para obtener las fracciones enriquecidas de la enzima concentradapreviamente, se emplearon
dos etapas cromatograficas. Primero, los extractos enzimdticos de las cepas Trametes
maxima CUL y Trametes hirsuta CS5 se sometieron por separado a una columna de
intercambio i6nico DEAE-52, un intercambiador aniénico que se une a moléculas con carga
negativa, permitiendo la separacion de compuestos con carga positiva que no se adhieren a
la matriz. Posteriormente, se aplicoé un gradiente lineal de fosfatos para liberar las moléculas

retenidas de interés, aumentando progresivamente la carga en el medio.

En la segunda etapa, se empleo la columna de exclusion molecular BioGel P-100, una matriz

de poliacrilamida que permite la separacion y concentracion de moléculas segin su tamafio.
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Como se ha reportado en estudios como el de Castafio (2014), la combinacion de intercambio
anionico y exclusion molecular es una estrategia eficaz para la concentracion de lacasas

fungicas.

8.3 Perfiles cromatograficos

Se utilizé una longitud de 280 nm para detectar la presencia de proteinas (Romero, 2015),
debido a los anillos aromaticos de los aminoacidos. Los centros de cobre tipo 1, se
identificaron a 610 nm, como lo menciona Franco (2024), debido a su coordinacion triangular
plana de histidina, cisteina y metionina, dandole una coloracion azul intensa. Finalmente, se
midi6 la absorbancia a 468 nm para determinar la actividad enzimatica utilizando DMPO 20

mM como sustrato. (Barchuk et al., 2019)

Las Figuras 6, 7, 8 y 9, muestran los espectros de absorbancia obtenidos en estas tres
longitudes de onda para los extractos libres y nanoencapsulados de 7. maxima CUl y T.
hirsuta CS5, lo que permitié confirmar tanto la presencia de proteinas como la actividad

oxidativa enzimatica correspondiente.
Intercambio anionico DEAE-52

En la cromatografia de los extractos enzimaticos de Trametes maxima CU1, obtenido
mediante intercambio anionico con DEAE-52, se recolectaron 15 fracciones de 9 mL cada
una (Figura 6). Mediante un perfil cromatografico a 468 nm se observd la reaccion en un
minuto con DMP 20 mM identificando un pico destacado de actividad enzimatica en la
fraccion 8, lo que confirma la presencia de la enzima lacasa, evidenciada por su actividad a
468 nm. Este método de deteccion coincide con lo reportado por Barchuk et al. (2019),
quienes determinaron la actividad lacasa mediante la oxidacion de 2,6-dimetoxifenol,
midiendo la absorbancia a una longitud de onda similar. En esta cromatografia se observa
una alta concentracion de proteinas totales (sefial a 280 nm) y una baja actividad lacasa (senal
a 468 nm). Este comportamiento sugiere que la lacasa estaba presente, pero junto con una
gran cantidad de proteinas contaminantes, lo que redujo la actividad enzimatica. La sefial a

610 nm, asociada a los centros de cobre, no presentd grandes cambios entre las dos etapas,
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lo que sugiere que la cantidad total de lacasa no cambi6 significativamente, sino que mejord

su proporcion relativa en la muestra.

Por el contrario, en la cromatografia para Trametes hirsuta CS5 mediante intercambio
anionico con DEAE-52 se obtuvieron 68 fracciones de 9 mL cadauna (Figura 8). Mediante
un perfil cromatografico a 468 nm se observo la reaccion en un minuto con DMP 20 mM
observandose picos de actividad enzimatica destacadosen las fracciones 12, 20-21, 42-43,
54-55- 56, donde podemos confirmar mayor presencia de la enzima lacasa en las fracciones
20-21, ante esto, se decidieron mezclar ambas fracciones. En esta cromatografia las sefiales
a 280 nm y 610 nm fueron bajas desde el principio, lo que podria indicar que la proteina y
los centros de cobre estaban en cantidades mas bajas o menos concentrados en comparacion
con 7. maxima CU1. Sin embargo, la actividad lacasa (468 nm) comenzo6 relativamente alta,

sugiriendo que la lacasa estaba presente en mayor proporcion en el concentrado inicial.
Exclusion molecular

BioGelP100

La fraccion 8 de Trametes maxima CU1 (Figura 6) fue liofilizada para alcanzar una mayor
concentracion de lacasas. Este proceso de liofilizacion es ampliamente utilizado para
concentrar proteinas y estabilizar sus estructuras enzimaticas, permitiendo una conservacion
mas eficiente a largo plazo. De acuerdo con el estudio de Ferndndez y Romero (2020), la
liofilizacion es fundamental para la obtencion de concentrados proteicos al eliminar el
contenido de agua sin afectar la actividad enzimatica, lo que facilita su andlisis y posterior

aplicacion.

Después de concentrar la fraccion, fue sometida a una segunda columna de exclusion
molecular (BioGel P-100), obteniendo 30 fracciones de 5 mL cada una, mediante un perfil
cromatografico a 468 nm se observo la reaccion en un minuto con DMP 20 mM destacandose
las fracciones 9 y 10 demostrando una actividad considerable, como se puede apreciar en la
Figura 7. La actividad lacasa (468 nm) aumento significativamente, mientras que la sefal de

proteinas (280 nm) disminuyd. Esto indica que el enriquecimiento de fracciones fue exitosa,
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eliminando proteinas no deseadas, lo que permitié que la actividad lacasa se concentrara en

las fracciones obtenidas.

Por otro lado, para Trametes hirsuta CS5 en la segunda cromatografia de exclusion molecular
se adicionaron las fracciones concentradas20-21 (Figura 8) a la matriz Biogel P100 medium.
Dio como resultado 15 fracciones de 5 mL cada una (Figura 9), al analizar el perfil
cromatografico a 468 nm se observo la reaccion en un minuto con DMP 20 mM destacandose
una alta actividad enzimatica en las fracciones 8 y 9. Sin embargo, en comparacion a la
cromatografia de intercambio anionico (Figura 8), demostr6 una pequefia disminucion en la
actividad lacasa (468 nm). Esto podria indicar que hubo pérdida de actividad enzimatica
durante el proceso de enriquecimiento, lo que puede deberse a varios factores como
desnaturalizacion o pérdida de enzima durante el paso a la segunda columna. La sefial a 280
nmy 610 nm no mostraron grandes diferencias, lo que sugiere que, a pesar de la disminucién
de actividad, las proteinas y los centros de cobre no fueron significativamente afectados

durante la concentracion en esta cepa.

8.4 Formulacion de nanoparticulas

Tras la concentracion y caracterizacion parcial de los extractos enzimaticos de 7. maxima
CU1, con una actividad de 86.3 U/mL, y T. hirsuta CSS5, con una actividad de4.24 U/mL,
asi como la determinacion de los extractos enzimaticos, se procedio6 a la nanoencapsulacion,
se exploraron diferentes condiciones de temperaturay velocidad de agitacion (rpm), también
se emplearon diferentes concentraciones de dos polimeros para promover la formacion de

porosidad en las nanoparticulas.

En estudios previos realizados en el laboratorio, se realizaron nanoparticulas de lacasas
inmovilizadas en una mezcla de los polimeros Eudragit® RLPO y PLGA 50:50 en diversas
proporciones para la generacion de nanoparticulas con lacasas incorporadas mediante el
método de doble emulsion (Tabla 2), obteniendo nanoparticulas de 1663, 960 y 484 nm, con
PDI de0.228, 0.236 y 0.454 respectivamente de las nanoformulaciones RLPOy PLGA 1, 2

y 3.
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No obstante, al obtener nanoparticulas cuyo tamafio son superiores al rango de 1-300 nm,
véase, excediendo los lineamientos de las propiedades caracteristicas de las nanoparticulas
(Pineda y Cosma, 2021), se continuo6 con la optimizacion de la formulacion con el proposito
de generar nanoparticulas de tamafo inferior a 300 nm, alinedndose con los estandares del
campo. Aunado a esto, las nanoparticulas ya mencionadas en la Tabla 2 no exhibieron
actividad enzimadtica significativa, lo que sugiere una interaccion limitada del sustrato con la
enzima. Esto concuerda con lo reportado por Sanchez et al. (2014), quienes sefialaron que
una mayor area superficial facilita una mayor capacidad de interaccion con otras moléculas,
mejorando la eficiencia de la inmovilizacion enzimatica. Por lo tanto, una baja porosidad en
las nanoparticulas podria limitar la cantidad de enzima inmovilizada, reduciendo la actividad

enzimatica observable. Por lo cual se opt6 por la aplicacion de otros polimeros.

Por otro lado, se realizd una nanoformulacién unicamente con el polimero RLPO, utilizando
las condiciones de la Tabla 2. Este enfoque se adopto con el fin de descartar la ineficacia del
método y demostrar la interaccion limitada del sustrato con la enzima de las nanoparticulas

al utilizar un solo polimero; con estas condiciones, se obtuvieron nanoparticulas de 306.3 nm

y PDI 0.337.

Se evaluaron seis formulaciones variando la temperatura y la velocidad de agitacion (rpm)
con el objetivo de reducir el tamafo de las nanoparticulas (nm) y el indice de polidispersidad
(PDI). Entre ellas, la formulacion nimero 5 mostr6é los mejores resultad os, con un tamano
promedio de 168.5 nmy un PDI de 0.311. Debido a ello, se determin6 que éstas condiciones
de temperatura y agitacion fueran las empleadas para la preparacion de las formulaciones

posteriores evaluar como sistemas de inmovilizacion enzimatica.

En una primera etapa, se evaluo la actividad enzimatica de esta formulacion, sin embargo,
no se observo un cambio significativo en la concentracion del sustrato, lo que sugiere una
interaccion limitada entre el sustrato y la enzima. Para abordar este problema, se incorpor6
el polimero Eudragit® S100, cuya solubilidad depende del pH, con el objetivo de mejorar la

porosidad de las nanoparticulas y favorecer la accesibilidad.

Las formulaciones de las nanoparticulas poliméricas con los extractos enzimaticos de 7.

maxima CU1 y T. hirsuta CS5 incorporadas consistieron en: nanoparticulas de Eudragit®
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RLPO/ S100, en relacion 84:16 conteniendo 300 mg totales de polimero, una mezcla de

solventes y 300 uL de extracto enzimatico para cada una de las cepas.

Inicialmente se evalu6 la formulacion en una proporcion de 84/16, debido a que el polimero
S100 es dependiente del pH, se utilizé en una menor proporcion; el objetivo era generar una
porosidad adecuada para la actividad enzimatica haciendo uso de la capacidad de este
polimero para proporcionar una liberacion controlada in vitro en medios con pH neutro a
ligeramente alcalino (Mauricio 2022). Sin embargo, otra caracteristica del polimero S100 es
conferir una carga negativa a las nanoparticulas obtenidas, gracias a la presencia de grupos
de 4acido metacrilico y metacrilato de metilo en su estructura (Jain ef al., 2005). Teniendo en
cuenta las caracteristicas mencionadas, al mezclarse con el polimero RLPO, el cual es un
copolimero de acrilato de etilo, metacrilato de metilo y un bajo contenido de éster de acido
metacrilico con grupos de amonio cuaternario, que tiene una carga positiva, se produjo una
union por atraccion de cargas opuestas. Sin embargo, gracias a la gran diferencia de
proporcion se generaron grumos o precipitados en el rotavapor. Lo que llevo a la necesidad
de ajustar la proporcion de los polimeros y la forma de incorporarlos, utilizando RLPO y
S100 en una proporcioén de 80/20 y disolviéndolos por separado con su solvente adecuadoy

luego mezclado ambos mediante sonicacion.

Se procedi6 a elaborar una nueva formulacion con el polimero Eudragit® S100, en conjunto

con una mayor cantidad del polimero RLPO (RLPO/S100)

Se evaluaron tres proporciones de los polimeros RLPO/S100: 226/74, 238/62 y 250/50. En
cuanto a su caracterizacion, la primera proporcion resultd en nanoparticulas con un tamafio
de 188 nm, con un PDI elevado de 0.519. Las otras dos proporciones generaron tamanos
promedio de 285.3 nm y 280.0 nm, con un PDI idéntico de 0.243, respectivamente. La
eficiencia de encapsulacion (ee%) obtenida fue del 85.3%, 88.1% y 95%, respectivamente,
mostrando que un mayor contenido de RLPO favorece una mayor encapsulacion. Durante el
proceso de encapsulacion, se observo un pequefio grumo en el rotavapor, el cual fue retirado
al finalizar el procedimiento. Estos resultados coinciden con lo reportado por Alvarez Roman
et al. (2012), quienes encontraron que un incremento en la concentracion de polimero en la
fase organica conduce a un aumento en el tamafo de las nanoparticulas debido a una mayor

cantidad de cadenas poliméricas por unidad de volumen de solvente. Este fendémeno favorece
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la encapsulacion hasta cierto punto, antes de que la agregacion polimérica comience a afectar

negativamente la formacion de particulas homogéneas y la eficiencia del proceso.

Para investigar mas a fondo, se intentaron generar nanoparticulas por doble emulsion
unicamente con el polimero S100, sin embargo, no fue posible debido a una descomposicion
del polimero durante la rotaevaporacion, lo que ocasioné su desestabilizacion generando una
gran cantidad de grumos. Esto sugiere que la pérdida del polimero Eudragit® S100 actua

como generador de porosidad en las formulaciones anteriores.

8.5 Ensayos de pH optimo

La actividad de las lacasas depende significativamente de factores como el pH, por lo que es
importante determinar tanto las condiciones dptimas para su actividad como su estabilidad.
En este sentido, para los extractos enzimaticos de Trametes maxima CU1 'y Trametes hirsuta
CSS5 se analizaron los ensayos de pH, libres y encapsulados a un rango de pH de 2.0 hasta

7.0 mediante el uso de buffer universal y el sustrato DMP 60 mM.

En la Figura 10, para el extracto libre de Trametes maxima CU1 se observaron porcentajes
deactividad altos dentro del rango acido (2.5 a 4.0), por lo cual se analizaron estadisticamente
(ANOVA y Tukey) con ayuda del programa PAST 4, los resultados muestran una actividad
estadisticamente similar de pH 2.5 a 4.0, excepto entre pH 2.5 y 4.0, donde se observa una

diferencia significativa.

Este comportamiento sugiere que la actividad en el rango 4cido es relativamente estable y
alta, sin cambios bruscos en la mayoria de los puntos evaluados. Por otro lado, al analizar el
resto de los pH (mas cercanos a la neutralidad), no se encontraron diferencias significativas

que sugieran un aumento o disminucion importante de la actividad.

Por lo tanto, con base en los datos estadisticos y la similitud de actividad en el rango acido,
podemos concluir que el pH Optimo para la actividad analizada se encuentra entre
aproximadamente 3.0 y 4.0, donde se observa un buen desempefio y estabilidad. Lo cual
coincide con estudios previos sobre lacasas de esta especie; por ejemplo, Suman et al. (2018)

reportaron que la cepa IIPLC-32, originaria de la India y cultivada en placas de PDA,
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presentd un pH optimo de 3.0. Asimismo, Sénchez et al. (2010) estudiaron la cepa T.M
MUCL 44155, aislada en Bélgica y cultivada en un medio MG (mezcla de glucosa, extracto
de levadura y cafia de azucar), y encontraron un pH 6ptimo de 3.5. Estos datos respaldan que
las lacasas de Trametes maxima generalmente muestran una actividad optima en rangos de

pH acidos, aunque con ligeras variaciones en funcion de la cepa y las condiciones de cultivo.

En cuanto al extracto libre de 7. hirsuta CS5, se observaron porcentajes de actividad altos
dentrodel rango 4cido depH 2.5 a 3.5 (Figura 11), por lo cual se analizaron estadisticamente
(ANOVA y Tukey) con ayuda del programa PAST 4, los resultados indican que la actividad
enzimatica es relativamente constante y alta en el rango depH 2.5 a 3.5, con una disminucion
leve en pH 3.5. Por tanto, el pH 6ptimo se ubica entre 2.5 y 3.0, donde la actividad es estable
y no significativamente diferente, alinedndose con estudios previos que sugieren que las
lacasas deesta especie suelen presentar actividad 6ptima en condiciones acidas. Por ejemplo,
Haibo et al. (2009) caracterizaron la cepa Lg-9 CGMCC de China, inoculada en extracto de
salvado de trigo, y reportaron un pH 6ptimo de 2.5. De forma similar, Zapata (2012) estudio
la cepa Bm-2 de Yucatan, México, también producida en extracto de salvado de trigo,
encontrando un pH optimo de 4.0. Cabe destacar que, a pesar de esta tendencia general hacia
la acidez, algunas cepas de Trametes pueden mostrar preferencias por pH mas neutros o
incluso alcalinos. Por ejemplo, la cepa GPI-CDF-03, aislada de una zona glacial del
Himalaya y cultivada en un medio modificado de Kirk y Farrel, la cual present6 un pH 6ptimo
de 6.0 (Dhakar, 2013). Esto sugiere que el rango de pH optimo de las lacasas en Trametes

puede variar ampliamente en funcion del origen de la cepa y de las condiciones de cultivo.

En ambas cepas de pH optimo acido se observa que al llegar a pH 5 hay una reduccién
importante de la actividad enzimatica relativa, y al llegar a pH 6.5 hay una nula actividad

enzimatica, indicando sensibilidad a condiciones neutras y alcalinas.

Para los extractos enzimaticos encapsulados de 7. maxima CU1 se observaron porcentajes de
actividad altos dentro del rango 4cido de pH 2.5 a 3.5 (Figura 12), por lo cual se analizaron
estadisticamente (ANOV A y Tukey) con ayuda del programa PAST 4, los resultados indican
que la actividad enzimatica de CU1 encapsulada se mantiene estable en el rango de pH 2.5a

3.5, sin diferencias estadisticas significativas. Por lo tanto, el pH 6ptimo se encuentra dentro
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de este rango, sugiriendo que la encapsulacion confiere estabilidad a la enzima en

condiciones acidas.

En el caso de los extractos enzimaticos encapsulados de 7. hirsuta CSS5, se registraron
elevados porcentajes de actividad en el rango acido de pH 2.5 a 3.5 (Figura 13), por lo que
se realizd un analisis estadistico mediante ANOVA y la prueba de Tukey utilizando el
programa PAST 4, los resultados indican que el pH optimo para CS5 encapsulada se
encuentra dentro del rango 2.5 a 3.5, con actividad estable y sin variaciones significativas.
Por otro lado, su actividad méxima se reflejo a pH 6.5, este fenomeno se atribuye a la
sensibilidad del polimero S100, que comienza a degradarse en condiciones alcalinas por
encima de pH 7.0 (Ansari et al. 2017), lo cual libera parte del extracto enzimatico al medio.
Al liberarse, la enzima tiene mayor area superficial expuesta, lo que incrementa la actividad

enzimatica detectada. Sin embargo, se pierde la proteccion brindada por los polimeros.

8.6 Ensayos de estabilidad de pH

Posteriormente, se analiz6 la estabilidad a diferentes pH (2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, y 7.0) este
ensayo se realizo leyendo la actividad enzimatica de las lacasas (468 nm) por triplicado a las
0,1,2,3,4,5,24 y 48 h para los extractos enzimaticos libres y nanoencapsulados de ambas

cepas.

Al analizar la estabilidad de los extractos enzimaticos libres para la cepa 7. maxima CUI
demostrada en la Figura 14, podemos destacar una perdida mayor al 80% de su actividad,
después de las tres horas a pH 2.0, reduciéndose en su totalidad a las 24 h. De manera similar,
Si et al. (2015) reportaron que la lacasa conservé solo el 40% de su actividad cuando fue
evaluada a pH 2 durante 1 h, lo que confirma que el pH 4cido disminuye significativamente
su actividad. En contraste, los valores de pH proximos a 7.0, demostraron mayor estabilidad
disminuyendo menos del 40% después de las 48h. Cabe destacar, que se observd una

estabilidad en la actividad enzimatica del 80%, en condiciones de pH 6, durante 2 dias.

En la Figura 15 se observa la estabilidad de los extractos enzimaticos de 7. maxima CU1 al

ser nanoencapsulados, donde, a diferencia de la forma libre, presentan un retraso en alcanzar
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su actividad maxima. Este comportamiento puede explicarse por la reduccion de la
accesibilidad del sustrato hacia la enzima, atribuible a la barrera fisica creada por el polimero
encapsulante. Como lo menciona (Chong 2020), esto se puede atribuir a la disminucién de la
flexibilidad conformacional de la enzima al estar inmovilizada, acompafiado por un aumento
en su rigidez estructural. Por otra parte, en el rango de pH 2.0 a 3.0, se observo que los
extractos enzimaticos nanoencapsulados fueron estadisticamente mas estables comparado
con los libres, conservaron mas del 60 % de su actividad incluso después de 48 horas,
mientras que los extractos libres presentaron una pérdida mas pronunciada. Estas diferencias
fueron estadisticamente significativas (p < 0.05), segun el andlisis realizado mediante un
ANOVA de medidas repetidas utilizando el programa estadistico PAST 4. Cada condicion
fue evaluada por triplicado. En conjunto, estos datos evidencian que la encapsulacion
contribuye significativamente a la proteccion de la actividad enzimdtica bajo condiciones

acidas.

En cuanto al extracto enzimatico libre de 7. hirsuta CS5, la estabilidad de pH se observa en
la Figura 16. En condiciones acidas, véase pH 2.0, 3.0 y 4.0, la actividad enzimatica se redujo
significativamente hasta un 70 % desde la primera hora, continuando su descenso hasta
mantenerse por debajo del 30% después de 48 horas de exposicion. En el caso del pH 2.0, la
actividad disminuy6 completamente al final del periodo, demostrando nuevamente que el
medio 4cido afecta de manera drastica la estructura y funcionalidad de la enzima. En
contraste, en condiciones de pH cercano a la neutralidad, como lo son 5.0, 6.0y 7.0, la enzima
conservo mas del 55% de su actividad inicial después del mismo periodo. Esto concuerda
con lo reportado por Sanchez-Lopez et al. (2010), quienes seialaron que las enzimas
ligninoliticas son mas estables a pH cercanos a la neutralidad, y que las enzimas de Trametes

trogii mantienen su estabilidad por mas de 24 horas a pH 5 y7.

Por otro lado, en la Figura 17, se aprecia la estabilidad del extracto enzimatico de 7. hirsuta
CSS5 incorporado en nanoparticulas, donde para los pH cercanos a neutro 5.0 y 6.0, se redujo
a 50% y 75% su actividad, después de 48 h. Sin embargo, a pH acido, mantuvo su actividad
por encima del 65% después de las 48 h, demostrando que los extractos enzimaticos
nanoencapsulados fueron estadisticamente mas estables comparado con los libres Estas

diferencias fueron estadisticamente significativas (p < 0.05), segun el analisis realizado
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mediante un ANOV A de medidas repetidas utilizando el programa estadistico PAST 4. Cada
condicion fue evaluada por triplicado. De manera similar, Elizondo-Luévano et al. (2024)
reporté mayor estabilidad de la actividad de la enzima lacasa encapsulada evaluada apH 2 a
comparacion de la enzima libre utilizando Eudragit RL-PO, lo que resalta el efecto protector

del polimero frente a condiciones adversas.

8.7 Actividad decolorante

La degradacion del tinte RB-19 en presencia de los extractos enzimaticos libres y
nanoencapsulados de 7. maxima CU1 y T. hirsuta CS5 fue examinada mediante andlisis
espectrofotométricos, en el rango de 200 a 800 nm (Figuras 18, 19, 20 y 21). Las bandas de
absorcion caracteristicas de los compuestos antraquindnicos, se encuentran ubicadas en 604
y 366 nm (Arias, 2014); en el espectro visible (400-780 nm) se observaron picos asociados a
los cromoforos de tipo quinoide, mientras que en el rango ultravioleta (210-400 nm) se
detectaron picos correspondientes a grupos aromaticos. (Escalera et al., 2022). Lareduccion
en la absorbancia de estos picos indicoé una disminucioén en la concentracion de los grupos
responsables del color, proporcionando evidencia de la degradacion del tinte. Las lecturas se

repitieron cada hora hasta llegar a las 5 horas y posteriormente cada 24 horas por 5 dias,

seguido de esto se midi6 el porcentaje de degradacion de cada concentracion de colorante.

La Figura 18 presenta los resultados del ensayo de decoloracion realizado con extractos
enzimaticos libres de Trametes maxima CU1, en donde se puede observar una notable
reduccion del 91.1% en el pico de absorcion de los cromoforos de tipo quinoide del tinte RB-
19 (400-780 nm), mientras que en la region de los grupos aromaticos (210-400 nm), la
disminucion fue menos pronunciada, alcanzando solo el 55% después de un periodo de 5
dias. Estos resultados destacan la efectividad del extracto enzimatico en la degradacion de
las estructuras quimicas responsables de la coloracién del tinte casi en su totalidad. De
manera similar, Romero-Sudrez (2015) demostrd que la lacasa de la cepa LMBTMS de

Trametes polyzona logro una decoloracion del 97.5% de un tinte azul, utilizando un pH de
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4.5 y una temperatura de 40 °C, lo que resalta la eficiencia de las lacasas fungicas en la

degradacion de colorantes.

En la Figura 19 se muestran los resultados de la degradacion del colorante RB19 utilizando
extractos enzimaticos nanoencapsulados de Trametes maxima CU1. Si bien, el efecto de
degradacion dista de ser parecido al ejercido por la enzima libre, se puede apreciar una
reduccion del 13.6% en el pico de absorcion correspondiente a los cromoforos de tipo
quinoide (400 -780 nm) y del 28.3% en el pico asociado a los grupos aromaticos (210-400
nm) tras un periodo de 5 dias. Canul Santiago (2020) reportd un fendémeno similar al evaluar
enzimas inmovilizadas en alginato, donde se logro la remocion del 30% de fenoles en una
vinaza al 90%, pero no hubo decoloracion, lo que se atribuy6 a eventos de adsorcion y
absorcion al soporte. Esto sugiere que la matriz polimérica en la nanoencapsulacion podria

estar limitando parcialmente la interaccion de la enzima con el sustrato.

Por otro lado, los extractos enzimaticos libres de la cepa Trametes hirsuta CS5 mostraron
una menor capacidad de decoloracion del tinte Reactive Blue 19 en comparacion con
Trametes maxima CU1 en su forma libre. Como se observa en la Figura 20, la reduccion en
los picos de absorcion fue de solo un 88.1% para los cromoforos tipo quinoide (400-780 nm)
y deun 11.2% en la region de los grupos aromaticos (210-400 nm) después de 5 dias de
tratamiento. Estos resultados coinciden con lo reportado por Shimizu et al. (2009), quienes
sefialaron que diferentes especies de hongos de podredumbre blanca exhiben variaciones en
su eficiencia de decoloracion, dependiendo de factores como el tipo de colorante, las

condiciones de cultivo y las caracteristicas especificas de cada cepa.

En el ensayo de degradacion de RB19 con los extractos enzimaticos encapsulados de
Trametes hirsuta CS5 (Figura 21), después de un periodo de 5 dias, se observd una
degradacion del 80.2% en el pico de absorcion asociado a los croméforos de tipo quinoide
(400-780 nm), lo que demuestra una alta eficiencia en la modificacion de estas estructuras
quimicas en comparacion con los extractos encapsulados de Trametes mdxima CU1. Sin
embargo, en el caso del pico correspondiente a los grupos aromaticos (210-400 nm), en lugar
de disminuir, se registré un aumento del 12%. Esto sugiere que la remocion de compuestos
fenolicos no siempre esta directamente relacionada con la pérdida de color, un fendémeno que

también fue reportado por Espafia-Gamboa (2015), quien observd que, en el tratamiento de
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una vinaza al 10% (P/V) con A. versicolor y T. versicolor, aunque la eficiencia de remocion

de fenoles fue alta, el color se incrementd con respecto al tiempo.
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9. CONCLUSIONES

Las fracciones enriquecidas (lacasas) obtenidas de 7. maxima CU1 mostraron una actividad
significativamente mayor que las de 7. hirsuta CSS5, lo que sugiere un mayor potencial de

esta cepa en procesos de oxidacion enzimatica.

La incorporacion de los extractos enzimaticos de 7. maxima CU1 y T. hirsuta CSS5.
en nanoparticulas poliméricas fue exitosa, permitiendo conservar la funcionalidad de las

lacasas tras la encapsulacion.

Se observé que las lacasas encapsuladas mantienen una mayor estabilidad a pH acido que las
enzimas libres, lo cual representa una ventaja relevante para aplicaciones en ambientes

extremos, como tratamientos de aguas industriales.

Sin embargo, la eficiencia de decoloracion del colorante Reactiv Blue 19 fue mayor con las
enzimas libres, lo que podria atribuirse a una limitacion en la liberacion o accesibilidad del

sustrato en el sistema nanoencapsulado.

Estos resultados evidencian que la nanoencapsulacion mejora la estabilidad enzimatica sin
comprometer completamente su funcionalidad, aunque se requiere optimizar la formulacion

para equilibrar proteccion y eficiencia catalitica.
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10. PERSPECTIVAS

Optimizar la formulacion de nanoparticulas poliméricas con lacasas incorporadas,
reduciendo el tamafio de particulas y PDI para una mayor actividad enzimatica.
Expansion hacia otros tipos de enzimas o combinaciones de enzimas.

Explorar otros polimeros como encapsulantes.

Escalar el proceso para la produccion a mayor escala sin perder eficacia y asi poder

llegar a aplicaciones comerciales.
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