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Resumen:

Las vastas cantidades de biorresiduos solidos producidos en la sociedad crean
enormes problemas medioambientales, econdémicos y sociales. En México se le ha asociado
un costo econdémico de mas de 25,000 millones de ddlares, cerca del 2.5 de su Producto
Interno Bruto (PIB). De ser reutilizados y aprovechados, estos biorresiduos podrian generar
ingresos de mas de 400,000 millones de pesos. Los hongos del género Pleurotus son el tercer
hongo comestible mas cultivado del mundo y son conocidos por crecer en una gran variedad
de biorresiduos agroindustriales. Su cultivo es considerado un proceso biotecnolégico con
aplicaciones medioambientales de gran relevancia donde mediante bioconversion combina
el aprovechamiento de biorresiduos con la produccién de alimento alto en proteina,
contribuyendo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la Organizacion de las
Naciones Unidas (ONU). La adicion de nitrogeno a cultivos de P. ostreatus ha demostrado
una mejora en su rendimiento, no obstante, las soluciones utilizadas tradicionalmente, como
el nitrato de amonio, se disocian y volatilizan, disminuyendo el nimero de nutrientes
disponibles para el cultivo. El presente trabajo usa liposomas cargados con urea como
suplementos en el cultivo de P. ostreatus; los liposomas fueron sintetizados por el método
de inyeccion de solventes, y fueron caracterizados por medio de microscopia de fuerza
atdmica (AFM), dispersion dinamica de luz (DLS) y espectroscopia UV-Vis con el fin de
conocer su tamafio, dispersion y estabilidad coloidal, morfologia y eficiencia de
encapsulamiento. Se obtuvieron sistemas coloidales altamente estables (potencial Z < -33
mV) y de escala nanométrica (~150 nm). No obstante, no fue posible determinar su efecto en

el crecimiento del cuerpo fructifero de P. ostreatus.

Palabras clave: Pleurotus ostreatus, liposomas, nanofertilizantes, bioconversion, hongos

comestibles, nanotecnologia.



Abstract

The vast amount of solid bio-waste produced in society creates enormous
environmental, economic and social problems. In Mexico, it has been associated with an
economic cost of more than 25 billion dollars, about 2.5 of its GDP. If reused and exploited,
this bio-waste could generate revenues of more than 400 billion pesos. Mushrooms of the
Pleurotus genus are the third most cultivated edible fungi in the world and are known to grow
on a wide variety of agro-industrial biowaste. Their cultivation is considered a
biotechnological process with highly relevant environmental applications where
bioconversion combines the use of biowaste with the production of high-protein food,
contributing to the United Nations Sustainable Development Goals. The addition of nitrogen
to P. ostreatus cultures has shown an improvement in their yield, however, the most common
solutions used, such as ammonium nitrate, dissociate and volatilize, decreasing the number
of nutrients available to the crop. The present work uses urea-loaded liposomes as
supplements in the culture of P. ostreatus; the liposomes were synthesized by the solvent
injection method, and were characterized by means of AFM, DLS and UV-Vis spectroscopy
to know their size, dispersion and colloidal stability, morphology and encapsulation
efficiency. Highly stable (Z-potential < -33 mV) and nanometer scale (~150 nm) colloidal
systems were obtained. However, it was not possible to determine their effect on P. ostreatus

fruiting body growth.

Keywords: Pleurotus ostreatus, liposomes, nanofertilizers, bioconversion, edible

mushrooms, nanotechnology.
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1. Introduccion

En este capitulo se introducen los conceptos basicos y fundamentos que se deben
tener en cuenta para el desarrollo del presente trabajo de investigacion. Se incluye la
importancia de los residuos lignocelul6sicos, su aplicacion en el cultivo de P. ostreatus y su
ciclo de vida, la necesidad del uso de suplementos en su cultivo, y la implementacion de la
nanotecnologia en la agricultura y el prometedor uso de sistemas de liberacion controlada en

el cultivo de P. ostreatus.
1.1 Residuos lignoceluldsicos

En 2020, el Banco Mundial report6 que alrededor de 2,240 millones de toneladas de
residuos solidos se generan mundialmente, lo que supone una huella de 0.79 kilogramos por
persona y dia. Con el rapido crecimiento de la poblacién y la urbanizacién, se espera que la
generacién anual de residuos aumente un 73% con respecto a los niveles de 2020, hasta
alcanzar los 3,880 millones de toneladas en 2050 [1]. En México, durante 2018 se
recolectaron en promedio, cada dia, 107,055,547 kilogramos de residuos sélidos urbanos en
el territorio nacional, de los cuales el 17% corresponden a papel y carton [2, 3]. De ser
reutilizados y aprovechados, estos desechos celuldsicos podrian generar ingresos de mas de
400,000 millones de pesos [4, 5].

La celulosa es considerada el compuesto organico mas abundante derivado
principalmente de la biomasa de plantas [6]; se trata de un biopolimero natural renovable que
puede obtenerse y biosintetizarse a partir de plantas [7], madera, animales marinos, bacterias
y hongos [8]. Otros materiales que contienen celulosa pueden incluir tentativamente residuos
agricolas, plantas acuédticas y pastos. Sin embargo, desde el punto de vista de la
comercializacion industrial, la celulosa se ha utilizado durante siglos como materia prima
procedente de arboles y otras plantas en diversas aplicaciones [6]. La produccién mundial de
este biopolimero se ha estimado en 100,000 millones de toneladas cada afio [9], de los cuales

60,000 millones de toneladas son procesadas por las industrias papelera, textil y quimica [6].

Como se sabe, el papel y sus residuos son facilmente degradables en la naturaleza 'y
reciclables; las fibras de celulosa pueden reciclarse hasta siete veces. Por lo tanto, es
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necesario reciclar los residuos de papel utiles. Si se recicla el papel, se ahorran recursos, por
ejemplo, arboles, agua, petroleo, electricidad y también la superficie del vertedero [10]. No
obstante, aunque el papel y carton sean biodegradables y puedan reciclarse, estos se mezclan
con otros tipos de residuos sélidos y dificultan el proceso de reciclaje hasta hacerlo casi
imposible [11]. A su vez, la eliminacion de este tipo de biorresiduos también provoca un gran
desperdicio de biopolimeros y azlcares enzimaticos que pueden utilizarse en diversos

ambitos, como la agricultura [12].

Para aprovechar los biopolimeros encontrados en el papel y carton (celulosa,
hemicelulosa y lignina), son necesarios complejos de enzimas capaces de despolimerizar
dichos polimeros. Estos complejos incluyen las enzimas oxidativas lacasa y manganeso
peroxidasa que participan en la degradacion de la lignina y las enzimas hidroliticas xilanasa
y celulasa, que participan en la degradacion de la hemicelulosay la celulosa, respectivamente
[13]. Se ha reportado que Pleurotus ostreatus, un hongo cultivado comercialmente, es capaz
de secretar estas enzimas de manera extracelular y utilizar un amplio rango de biorresiduos
agroindustriales como sustrato para su crecimiento [14]. En 2020 se report6 el uso de
desechos de papel y carton como un tipo de sustrato para el crecimiento de este tipo de hongos
comestibles [15]. El objetivo del estudio era disminuir residuos de bajo uso o valor comercial
a la vez que se utilizan los componentes organicos como nutrientes para el cultivo de hongos
ostra (P. ostreatus). El cultivo de hongos se presentd como un proceso biotecnoldgico

econdémicamente viable para la conversion de diversos residuos lignoceluldsicos.
1.2 Cultivo de hongos comestibles: P. ostreatus

El consumo de hongos se ha incrementado a nivel mundial en los ultimos afios debido
a sus propiedades nutricionales y a su exquisitez culinaria, lo que facilita su continuo
desarrollo y su produccion durante todo el afio. Entre los hongos comestibles cultivados
comercialmente, los hongos del género Pleurotus son un importante hongo comestible con
un alto valor medicinal. P. ostreatus es conocido como hongo ostra debido a que su cuerpo
fructifero se abre en forma de ostra durante su proceso de morfogénesis [16] (Figura 1). Son
el tercer hongo mas cultivado del mundo y en 2021, representan el 25% de los hongos

comestibles del mundo [17]. Pueden cosecharse de forma natural a partir de madera en
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descomposicion o cultivarse artificialmente, ya que es muy adaptable y puede crecer en una
gran variedad de biorresiduos agroindustriales [18]. Han sido ampliamente estudiados porque
pueden colonizar y degradar una amplia gama de residuos lignocelulésicos, tienen un alto
valor gastronémico, requieren menos tiempo para crecer que otros hongos comestibles, y su
cuerpo fructifero es menos frecuentemente afectado por patégenos, ademas de tener otras

aplicaciones en el &rea médica, antitumoral, antimicrobiana y antidiabética [16].

Figura 1. Cultivo de P. ostreatus [19].

P. ostreatus, y en general los hongos comestibles, cuentan con un gran valor
nutricional ya que son bastante ricos en proteinas, con un importante contenido en
aminoacidos esenciales y fibra, pobres en grasa, pero con un excelente contenido en acidos
grasos importantes. Ademas, aportan un contenido nutricional importante de vitaminas (B1,
B2, B12, C, D y E) [20]. Por lo tanto, podrian ser una excelente fuente de muchos
nutracéuticos diferentes, ser utilizados directamente en la dieta humana y para promover la

salud por el efecto sinérgico de todos los compuestos bioactivos presentes.

Funcionan como descomponedores primarios, convirtiendo los tejidos organicos
muertos en los nutrientes que necesitan para su crecimiento. El cuerpo fructifero de los
hongos se desarrolla a partir de la germinaciéon de la espora seguida de la formacién del



micelio, donde estos secretan enzimas digestivas que digieren y descomponen la lignina-
celulosa en particulas mas pequefias, antes de su absorcion. A medida que obtienen nutrientes
para su crecimiento a partir de materiales organicos muertos, también descomponen la
materia organica muerta, convirtiéndola de nuevo en nutrientes para el suelo [12, 21].
Aunado a su alto valor nutricional, gastronomico y comercial, se considera a P. ostreatus
como un buen candidato con el potencial de degradar, transformar y utilizar naturalmente los
componentes organicos de los residuos como nutrientes para la formacion de su cuerpo
fructifero. Por ende, su cultivo es considerado un proceso biotecnoldgico con aplicaciones
medioambientales de gran relevancia [22], donde mediante bioconversion es posible
combinar el aprovechamiento de biorresiduos tanto con uso como sin uso y valor comercial,
con la produccién de alimento alto en proteina, contribuyendo asi con los objetivos de

desarrollo sostenible de la Organizacién de las Naciones Unidas.

En su ciclo de vida, los hongos ostra pasan por fases vegetativas y reproductivas
(Figura 2). La fase vegetativa inicia con la germinacion de una basidiospora en un sustrato
adecuado, que da lugar a un micelio monocariético que contiene ndcleos genéticamente
idénticos (n) y es capaz de un crecimiento independiente indefinido, donde el micelio crece
por debajo y dentro del sustrato, liberando enzimas y absorbiendo nutrientes. Cuando dos
micelios monocariotas compatibles estan en contacto directo, son capaces de establecer un
dicarion fértil por fusion plasmogamia o fusién de la hifa. Este dicarion (n + n), con
conexiones en fibula y binucleado en cada compartimento hifal, contiene dos nucleos
genéticamente diferentes (uno de cada monocarion) en todo el micelio. Una vez alcanzadas
las condiciones reportadas como Optimas para la fructificacion, los hongos pasan por la fase
reproductiva, donde el micelio dicarionte se diferenciard en cuerpos fructiferos con
estructuras especializadas llamadas basidios. En estas células binucleadas con forma de
garrote, que se forman en las laminas (himenio) de cada cuerpo fructifero, tiene lugar la
cariogamia (fusién de los nucleos emparejados; 2n) y la meiosis (recombinacion y
segregacion). Los cuatro nucleos haploides resultantes se desplazan a los esterigmas del
basidio, para formar cuatro nuevas basidiosporas. Una vez los cuerpos fructiferos estan
maduros, se descargan las basidiosporas, comenzando de nuevo el ciclo de vida sexual [21,
23, 24].
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Figura 2. Ciclo de vida del hongo ostra Pleurotus ostreatus [24].

El cultivo de P. ostreatus ofrece uno de los métodos més factibles y econdémicos para
la bioconversién de residuos lignoceluldsicos [16]. Desarrollados por primera vez en
Alemania durante la Primera Guerra Mundial [25], los métodos de cultivo de P. ostreatus
han sido aplicados exitosamente a gran escala. Desde entonces, las continuas mejoras
tecnoldgicas han dado lugar al desarrollo de varios métodos de cultivo, entre ellos los
métodos de cultivo en recipientes y bolsas cilindricas, asi como en bandejas de madera, que
son rentables y provechosos para los agricultores en el ambito de la agroindustria [21]. El

cultivo por recipientes cilindricos es uno de los mas utilizados para cultivar P. ostreatus,
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donde las bolsas o recipientes contenedores del sustrato suelen ser fabricadas con
polipropileno (PP), polietileno (PE) o policloruro de vinilo (PVC) [26]. Las bandejas de
madera por otra parte suelen ser rectangulares o de cualquier otra forma conveniente,

manteniendo espacios descubiertos destinados a aireacion en caso de ser apiladas [21].

De igual manera, existe un amplio rango de biorresiduos que pueden utilizarse para
el cultivo de P. ostreatus, pero dependen de la disponibilidad en su ubicacion geogréafica. La
disponibilidad de un buen sustrato es un requisito importante para un mejor crecimiento y un
mayor rendimiento del hongo. Los sustratos reportados con produccion de cuerpo fructifero
incluyen hojas de palma, bagazo de cafia de azUcar, paja (arroz y mazorca de maiz [26], soja,
arroz, trigo y cacahuate [16],) pasto [27], residuos textiles de algoddn, subproductos de la
produccion de maiz, aserrin y cascarilla de café [22], entre otros. Un sustrato ideal debe
contener una cantidad adecuada de nitrogeno y carbohidratos para un rapido crecimiento de
los hongos; el carbono total (C), el nitrégeno total (N) y la relacion carbono/nitrégeno (C/N)
son factores importantes que determinan la colonizaciéon del micelio y el desarrollo de

cuerpos fructiferos en los hongos ostra [28].

La composicion de nutrientes es otro de los factores que limitan la colonizacion
saprobiotica de los hongos cultivados, y en particular la fructificacion de Pleurotus spp [29].
Los materiales comunmente utilizados como sustrato base de P. ostreatus son fuentes pobres
de nitrogeno: durante la produccion de basidiomas, el agotamiento del nitrogeno en el
sustrato es inadecuado y contribuye a la disminucion del rendimiento, ya que en esta etapa la
mayor parte del nitrogeno se utiliza para el crecimiento del micelio [30]. En este aspecto, la
técnica de suplementacion tiene un gran potencial, ya que el contenido nutricional del
sustrato puede mejorarse suplementando nitrogeno para aumentar el rendimiento de los
hongos ostra [29]. Esta técnica se entiende como un método de cultivo basado en la adicion
fisica de suplementos nutricionales al compost, durante el proceso de compostaje, la mezcla

de materias primas, en el desove o durante el casing [31].
1.3 Suplementos en el cultivo de P. ostreatus

Los suplementos son productos comunmente fabricados que contienen harina vegetal

desgrasada, como la harina de soya, y otras fuentes de proteina organica. En el mercado hay
6



varios suplementos comerciales disponibles, la mayoria de ellos disefiados para
complementar la fase Il (en el spawning) y la fase Il (en el casing) del sustrato producido
para el cultivo de P. ostreatus. Entre ellos se encuentran productos como Calprozime®,
Champfood® y Promycel 600® [32]. Ademas de estos suplementos existentes, el uso de
subproductos agricolas de bajo coste disponibles en las regiones productivas es un enfoque
prometedor. Entre estos productos se destacan la urea y el nitrato de amonio, reconocidos
como ingredientes activos para complementar los sustratos empleados en el cultivo de
hongos en Latinoamérica y Europa [33]. Al ser mas faciles de aplicar, menos costosos y mas
respetuosos con el medio ambiente, los suplementos bioldgicos ricos en nitrdgeno son mas

recomendables en cuanto a los sintéticos [29].

Se ha reportado que la liberacion controlada de urea al sustrato acorta el periodo de
cultivo de 35 a 28 dias en Pleurotus spp, a la vez que aumenta la productividad de los hongos
[34]. Dado que la propagacion del micelio dentro del sustrato de cultivo requiere al menos
un mes para cultivar estos hongos, una mejora en la tasa de crecimiento del micelio significa

una enorme reduccién en el coste de produccion [35].

No obstante, aunque la adicion de nitrégeno aumente el rendimiento, por encima de
un determinado nivel inhibe la fructificacion [34]. Aunado a ello, las soluciones de nutrientes,
generalmente nitrato de amonio (NH4NO3), consisten en altas concentraciones de nitrégeno
que se disocian y volatilizan, perdiendo asi entre 40-70% del suplemento afadido,
disminuyendo la efectividad en la que se le adicionan nutrientes al cultivo, y provocando
contaminacion medioambiental [36]. EI consumo de fertilizantes nitrogenados en forma de
urea ha aumentado casi 30% desde la revolucién agricola de 1960, no obstante, el aumento
de la produccion de alimentos a través de la aplicacion excesiva de nitrégeno es responsable
del 80% del aumento de N20 atmosférico (un gas de efecto invernadero) que causa el

aumento de la temperatura atmosférica y por lo tanto contribuye al calentamiento global [37]

Estas pérdidas son significativas, ya que disminuyen la asimilacion de los nutrientes
y mantienen abierto el ciclo de nutrientes que el cultivo de P. ostreatus busca cerrar. Por
ende, es necesario desarrollar estrategias que permitan liberar/descargar fuentes de nitrégeno

de manera eficiente, tal como la urea o el nitrato de amonio, permitiendo el aprovechamiento



en el sustrato y evitando su volatilizacién, garantizando un mayor aprovechamiento de los

nutrientes para el cultivo de P. ostreatus, aumentando asi su eficiencia bioldgica.
1.4 Nanotecnologia

La nanotecnologia es una de las nuevas ciencias emergentes en el estudio de los
materiales, que tiene el potencial de reemplazar las micro tecnologias convencionales [38] al
permitir el estudio de fendmenos inéditos que ocurren a escala atdbmica y molecular [39].
Conforme se adentra al mundo nanoscopico, y al pasar la escala de los 100 nm, es posible
observar cambios distintivos en las propiedades de la materia [38]; debido a esto, el interés
en la sintesis de nanomateriales ha aumentado con el fin de aprovechar las nuevas

propiedades dpticas, eléctricas, magnéticas y quimicas de estos nanomateriales.

Muchas técnicas han sido desarrolladas con el fin de sintetizar y fabricar materiales
nanoestructurados con forma, tamafio, dimensiones y estructura controlados [38]. En el

presente se distinguen dos alternativas: Top-Down y Bottom-Up (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama esquematico de los enfoques Top-Down y Bottom-Up. Adaptado de [38].

Se denomina ‘bottom up’ a las tecnologias que ensamblan estructuras pequenas para
hacer estructuras mayores (supramoléculas, nanorobots). También llamado método de abajo
hacia arriba pertenece a la nanotecnologia molecular y se centra en la construccion de
estructuras y objetos a partir de sus componentes atdmicos y moleculares [39]. Empieza con
“nano bloques” de atomos o moléculas que son armados en la estructura requerida [40],
permitiendo que la materia pueda controlarse de manera precisa a escala nanométrica, siendo
esta metodologia acogida como el enfoque principal de la nanotecnologia. Usa procesos de
autoensamblaje para obtener arquitecturas supramoleculares ordenadas o en estado s6lido, a

partir de la escala atdbmica hacia la escala mesoscépica [39].

En el Top-Down, a diferencia del Bottom-Up, se inicia con una pieza grande de

material y a través de grabado o molienda se obtiene de ella una nanoestructura mediante la



remocién del material [39]; trata de disefiar y miniaturizar el tamafio de estructuras para

obtener a nanoescala sistemas funcionales [41].
1.4.1 Aplicaciones en la agricultura

En la Gltima década, se ha llegado al acuerdo de que las estrategias y tecnologias
utilizadas convencionalmente en la agricultura no podran aumentar su productividad en afios
venideros, lo que exige la necesidad de adoptar tecnologias modernas que se centren en la
mejora de la produccion agricola. El crecimiento sostenible de la agricultura puede acelerarse
en gran medida con técnicas nuevas, inteligentes e innovadoras como la nanotecnologia [42].
La nanotecnologia se ha utilizado en muchos campos de la ciencia como la fisica, quimica,
ciencia farmacéutica, ciencia de los materiales y medicina, entre otros. Los prometedores
resultados obtenidos en otros campos han abierto muchas posibilidades también en el campo

de la agricultura [37].

El desarrollo que busca la agricultura para aumentar su rendimiento puede ser logrado
por medio del uso efectivo de la nanotecnologia [43]. Hoy en dia, la nanotecnologia es
ampliamente utilizada en la agricultura moderna, haciendo uso de nanoestructuras con una o
mas dimensiones del orden de 100 nm o menos, entre las que se incluyen nanoparticulas,
nanocargadores y nanomateriales. Estas nanoestructuras encuentran aplicaciones en la
nutriciéon y proteccion de plantas debido a sus propiedades extraordinarias como elevada

relacion superficie/volumen, estabilidad coloidal y pequefio tamafio, entre otros [44].

Se han publicado diversos estudios en los que sefialan efectos en la mejora de los
pardmetros de crecimiento, rendimiento y calidad de los cultivos [37] de tomate [45], maiz
[46] y vid [47], entre muchos otros, mediante el uso de nanofertilizantes. Estos proporcionan
un suministro inteligente de nutrientes a las plantas y demuestran su eficacia en términos de
productividad de los cultivos y sostenibilidad medioambiental frente a los costosos
fertilizantes quimicos [48]. Sin embargo, ain no se ha informado de suplementos de tamafio

nanométrico desarrollados para el cultivo de hongos, excepto por [49].

A pesar de que los productos agroquimicos tales como los suplementos desempefian

un papel importante en la produccion agricola, mas del 90% de estos productos quimicos no
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Ilegan a su objetivo [50]. Esto no s6lo supone un desperdicio de capital, sino también un

grave peligro para el medio ambiente, ya que afecta a los ecosistemas terrestres y acuaticos.

Con el avance de la investigacion centrada en el desarrollo de sistemas de liberacion
de farmacos en el campo biomédico, las formulaciones de liberacion controlada han
despertado recientemente interés en el campo de la agricultura, lo que reduce la cantidad de
producto quimico que debe aplicarse en el cultivo; libera el producto agroquimico de forma
retardada para un impacto prolongado y se dirige a los patdgenos de una manera sistematica
que no dafa a otros organismos [50]. Cada cierto tiempo se han introducido/desarrollado
diversos materiales y técnicas de suministro para garantizar la encapsulacion de diferentes
ingredientes quimicos para aplicaciones especificas [50], [51], [52], lo que podria ser de
cierta importancia para idear las estructuras de suministro adecuadas también para

aplicaciones agricolas.
1.5 Sistemas de liberacion controlada: nanoencapsulaciones

El principio basico de la encapsulacion es un material de pared que rodea un
ingrediente activo destinado a una accién y/o suministros definidos. La encapsulacion mejora
la eficacia del principio activo y lo protege contra reacciones nocivas, actuando como barrera
fisica contra el oxigeno, la luz, los acidos y las enzimas, entre otros [52]. La técnica de
nanoencapsulacion consiste en la sintesis, caracterizacion y aplicacion de sistemas de
administracién nanomeétricos con al menos una dimension inferior a 100 nm [53] (Figura 4).
Las nanoencapsulaciones han demostrado desempefiar un papel vital en la reduccién de la
lixiviacion y la evaporacion de sustancias nocivas en la agricultura [37] al mejorar la

asimilacion de nutrientes y disminuir la volatilizacion de estos.
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Figura 4. Estructuras utilizadas como nanocargadores. Adaptado de [49].

Entre los sistemas de liberacion disponibles a nanoescala, los liposomas son un tipo
de nanoencapsulaciones capaces de transportar compuestos biologicamente activos y
terapéuticos que muestran una carga eficiente del compuesto, estabilidad bioldgica, cinética
de liberaciéon controlable y biocompatibilidad; estas caracteristicas proporcionan a los
liposomas propiedades farmacocinéticas avanzadas y una biodistribucion favorable del
compuesto en comparacion con otros sistemas de transporte de farmacos [49]. Los liposomas
son vesiculas artificiales de forma esférica (Figura 5) que pueden ser creados a partir de
colesterol y fosfolipidos naturales no toxicos. Su tamafio en el orden de los nanémetros y
hasta los micrometros, ademas de su caracter anfipatico, asi como su biocompatibilidad, hace
de los liposomas un sistema prometedor en la encapsulacion y liberacion de farmacos de
interés [54].
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Figura 5. Unidades individuales y formacion de un liposoma. Adaptado de [55].

Por lo antes mencionado, en este trabajo se pretende utilizar urea encapsulada de
liposomas para utilizarla como suplemento en el cultivo del hongo P. ostreatus y ver su efecto

en la produccién de cuerpo fructifero.
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2. Justificacion

Dado que se trata de uno de los métodos mas factibles y econdmicos para la
bioconversion de residuos lignocelulosicos, el cultivo de P. ostreatus representa un proceso
de importancia biotecnoldgica con aplicaciones medioambientales que contribuye con los
Objetivos de Desarrollo Sostenible de la Organizacion de las Naciones Unidas. De esta
manera, se ha buscado aumentar el rendimiento y productividad del hongo mediante la
adicion de suplementos de nitrégeno al sustrato empleado para su cultivo con el fin de
alcanzar una relacion carbono/nitrégeno que permita un rapido y éptimo crecimiento. No
obstante, las soluciones utilizadas tradicionalmente, como la urea, se disocian y volatilizan,
disminuyendo el nimero de nutrientes disponibles para el cultivo, suponiendo un desperdicio

de recursos, y un grave peligro para ecosistemas terrestres y acuaticos.

Hasta la fecha, los intentos de solucionar dicha problematica siguen reflejando
pérdidas de méas del 30% del suplemento de nitrégeno afiadido, lo que representa pérdidas
significativas para la fungicultura y un grave peligro para el medio ambiente. En este &mbito,
los recientes avances de liberacion controlada de farmacos de interés mediante
nanoencapsulaciones se presentan como una solucion ante los problemas de volatilizacién
del nitrégeno, donde la liberacion regulada de un agrogquimico, asi como un control de sus
concentraciones finales, permitiria ahorrar recursos y proteger al medio ambiente mediante

el uso de menores concentraciones de suplemento de nitrégeno.

Mejorar la productividad y eficiencia bioldgica de P. ostreatus involucra aumentar el
aprovechamiento de los nutrientes a la vez que se disminuye su volatilizacion, realizable con
ayuda de nanoencapsulaciones. A pesar de que se trata de un area de oportunidad de gran
relevancia, hasta la fecha no se ha informado el efecto de nanoencapsular fuentes de
nitrégeno y su liberacion en P. ostreatus, dos de los obstaculos reportados para su cultivo y
produccién eficiente. En consecuencia, el presente estudio pretende investigar el efecto de
urea encapsulada en liposomas, en tratamientos de distintas concentraciones, en el cuerpo

fructifero de P. ostreatus.
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3. Hipotesis

El uso de liposomas cargados con urea como suplementos en el cultivo de P. ostreatus
posiblemente aumentara el aprovechamiento del nitrogeno y se verd reflejado en la

produccion del cuerpo fructifero del hongo.

4. Objetivos

4.1 General

Analizar el efecto de los suplementos basados en liposomas cargados con urea

CO(NH?2)zen la produccién de cuerpo fructifero de P. ostreatus.

4.2 Especificos

1. Sintetizar liposomas cargados con urea comercial

2. Caracterizar los liposomas mediante DLS y UV-Vis

3. Suplementar los liposomas cargados con urea al sustrato de cultivo de P.
ostreatus.

4. Analizar el efecto de los suplementos de urea en el crecimiento del cuerpo

fructifero de P. ostreatus
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5. Metodologia

5.1 Sintesis de liposomas

Se llevo a cabo por el método de inyeccion de solventes adaptado de [47], [48] (Figura
6). En este, se agregaron lecitina de soya (Food Technology Tradings) y acido oleico (Sigma
Aldrich) en radio molar 2:1 a 60 mL de etanol a 40 °C bajo agitacién magnética durante 15

minutos hasta obtener una mezcla homogénea. La mezcla fue inyectada rapidamente con una

jeringa 22 G a 300 mL del tratamiento correspondiente a 60 °C con agitacion constante. Los

tratamientos encapsulados fueron soluciones acuosas de urea al 0.0, 0.75, 1.5y 3.0% m/v.
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Figura 6. Representacion esquematica de las etapas principales del método de inyeccion de solventes. (A) Una
composicion de lipidos disueltos en etanol se inyecta en una fase acuosa (B), la cual favorece el autoensamblaje
de los componentes lipidicos y la formacion de fragmentos planares de bicapa. (C) Por dltimo, la evaporacion
del etanol favorece la fusion de los fragmentos lipidicos y la formacion de vesiculas uni y multilamelares
cerradas Adaptado de [58]
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5.1.1 Purificacién de liposomas

Previo a su purificacion, el tratamiento control de liposomas (L-0.00) fue
centrifugado a 6,000 g durante 30 minutos a 4 °C, tomando el sobrenadante para su
aislamiento con el fin de separar los liposomas de menor tamafio. Cada una de las soluciones
encapsuladas fueron purgadas con una atmdsfera de N2 a 20 PSI durante 60 minutos en un
tubo de ultrafiltracion Amicon, utilizando una membrana de tamafio de poro de 10 kDa
MWCO hasta obtener un volumen aproximado de 30 mL (Figura 7). Dicho volumen fue
resuspendido en agua destilada hasta obtener un volumen de 100 mL, y fue sometido a

filtracion bajo las mismas condiciones hasta obtener un volumen final de 30 mL.

Celda Amicon

Nitrégeno

Recipiente de recuperacion :
de filtrado .

<5 a Od ”

Filtrado de liposomas Concentrado de liposomas

Figura 7. Diagrama esquematico del proceso de concentracion de liposomas. Los 300 mL de tratamiento
fueron filtrados mediante una celda Amicon hasta obtener un concentrado de 30 mL.

Con el fin de purificar los tratamientos cargados en liposomas de los no encapsulados,
se utilizaron bolsas de membrana de dialisis (Spectra/Por Biotech Cellulose Ester (CE)
Dialysis Membranes, MWCO: 100-500 Da). Para ello, segmentos de aproximadamente 30
cm de membrana fueron cortados y sumergidos completamente en agua destilada durante 30
minutos; las membranas fueron lavadas con agua destilada, anudadas de un extremo y
cargadas con el concentrado de liposomas de cada tratamiento, para finalmente ser
sumergidas en agua purificada bajo agitacion magnética durante 1 hora. A continuacion, se

realiz6 un cambio de agua y se dejo en agitacion constante durante 8 horas, repitiendo el
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mismo procedimiento y dejando agitar durante 16 horas adicionales, para finalmente

recuperar el volumen de las bolsas de cada tratamiento (Figura 8).
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Membranas sumergidas Lavado y anudado Membranas cargadas con Membranas sumergidas Liposomas aislados
en agua destilada de la membrana concentrado de liposomas en agua purificada

Figura 8. Representacion esquematica del proceso de dialisis para el aislamiento de liposomas.

5.2 Caracterizacion de liposomas

El tamafio y potencial Z de los liposomas fue determinado por medio de dispersion
dindmica de luz (DLS, por sus siglas en inglés) (Malvern Panalytical, Malvern DTS 1070,
folded capillary cell). Para ello, en la celda se cargaron muestras de 25 pL del tratamiento de
interés y 975 pL de agua Milli-Q ®. El tamafio y morfologia de los liposomas obtenidos por
el método de inyeccion de solventes fueron determinados por medio de microscopia optica y
microscopia de fuerza atbmica (AFM, por sus siglas en inglés) (Nanosurf Easyscan 2,
Contact static mode) colocando 15 pL del tratamiento control de liposomas (L-0.00) en un
cubreobjetos y dejando secar a temperatura ambiente. Ademas, la eficiencia de
encapsulamiento fue determinada por espectroscopia UV-Vis (Thermo Scientific, Genesys
10s), adaptando la metodologia de [59], [60]. Para el analisis, se encapsul6 una solucion de
azul de metileno al 0.001% m/v y fue dializada siguiendo la metodologia descrita
anteriormente. Posteriormente, se agregaron 0.5 mL de metanol a 1 mL de liposomas aislados
con el fin de romper la capa lipidica, y se midio la absorbancia a 660 nm, utilizando la ley de

Beer-Lambert (Ec. 1) para determinar la cantidad de azul de metileno encapsulado.
C =— (Ec. 1)

, donde C es la concentracion de la disolucidn, A es la absorbancia de la disolucion a

una longitud de onda dada, ¢ es el coeficiente de extinciéon molar (7.15-10* mol-*-cm?) y I la
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longitud de paso de la celda (1 cm). La eficiencia de encapsulamiento (EB) de los liposomas
cargados con azul de metileno mediante el método de inyeccion de solventes fue determinada

mediante la Ec. 2.

EB (%) — AM encapsulado .100 (EC. 2)

AM inicial
5.3 Cultivo de P. ostreatus
5.3.1 Preparacion del sustrato

Se utilizo carton recuperado de los desechos producidos por UABC Campus Unidad
Ensenada como sustrato, el cual fue recortado hasta obtener cuadros de 10 mm de lado. Se
ajusto el pH agregando 80 g de CaCos (grado alimenticio) por cada kilogramo de sustrato, y
fue humedecido agregando el tratamiento correspondiente (Tabla 1) en una razén 1.1:1 con
el sustrato.

Tabla 1. Tratamientos utilizados para el cultivo de P. Ostreatus. L y U indican liposomas cargados con ureay
urea libre, respectivamente. L-0.00 y U-0.00 indican tratamientos control realizados con agua.

Tratamiento Identificador Concentracion de urea (% m/v)
L-0.0 0.0
) L-0.75 0.75
Liposomas
L-1.5 15
L-3.0 3.0
uU-0.0 0.0
U-0.75 0.75
Libre
U-1.5 15
U-3.0 3.0

La inoculacion del sustrato se Ilevé a cabo en frascos de vidrio de 16 oz como
contenedores con el fin de reemplazar las bolsas de polipropileno desechables y disminuir
los residuos generados por el proyecto. En estos, se agregd el sustrato con tratamiento y fue
inoculado con P. ostreatus en semilla de sorgo (AAC Biolab) a una tasa de 10% (20 g de

semilla por cada 200 g de sustrato). Se realizaron réplicas en triplicado por cada tratamiento.
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El sustrato inoculado fue incubado durante aproximadamente 30 dias en oscuridad a
26 °C. El intercambio de gases fue facilitado mediante 5 orificios perforados en las tapas de

los frascos, asi como Parafilm para evitar la contaminacion.
5.3.2 Formacion de primordios

Una vez el micelio coloniz6 por completo el sustrato, se estimul6 la formacién de
primordios moviendo los frascos a una camara con temperaturas de 10-15 °C, 60-80%
humedad, niveles de CO2 menores a 500 ppm y 12 horas de luz. Las tapas fueron removidas

y el papel Parafilm cambiado con el fin de evitar contaminacion.
5.3.3 Crecimiento del cuerpo fructifero

Una vez visualizados primordios y nudos hifales, se removid el papel Parafilm de los
frascos para permitir el crecimiento del hongo. En los casos en que la capa de micelio se
secd, se realizaron heridas mecanicas con el fin de estimular el crecimiento de hifa fresca.
Los frascos fueron rociados todos los dias con agua, manteniendo niveles de humedad entre
el 60-80%. Transcurridos 7 dias después de la formacion de primordios, las setas fueron
cosechadas del frasco, donde se registrd su peso antes de ser almacenadas a 5 °C, mientras
que el frasco fue devuelto a la cAmara de crecimiento de cuerpo fructifero. La eficiencia

bioldgica fue calculada mediante la Ec. 3:

Peso del hongo cosechado

EB% =

100 Ec. (3)

Peso del sustrato seco utilizado

5.4 Analisis estadistico

Los datos del peso cosechado fueron analizados utilizando el software estadistico

Minitab mediante ANOVA de un factor y optimizacion de respuesta.
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6. Resultados y discusion

6.1 Caracterizacion de liposomas

Los liposomas sintetizados se presentan en la imagen de la Figura 9. Estos presentan
un color blanco y consistencia turbia, lo que indica la correcta formacion de liposomas [61].
Los resultados obtenidos para la caracterizacion fisicogquimica de los tratamientos con
liposomas por DLS se presentan en la Tabla 2. Los liposomas presentaron didmetros entre
los 22.87nm y 247.27 nm, donde los liposomas cargados de agua (L-0.00) presentaron el
menor didmetro en comparacion al resto de los tratamientos, mientras que el tratamiento
cargado con urea al 3% (L-3.00), fue el que presenté un mayor diametro, con 157.27 nm. La
diferencia de tamafio entre ambos tratamientos se asocia al proceso de centrifugacion al que
fue sometido L-0.00, donde al desechar el pellet formado, se descartaron los liposomas de
mayor tamafio que se conglomeran, manteniendo asi los liposomas mas ligeros y de menor

tamafio.

Figura 9. Consistencia de los liposomas cargados de urea tras ser sintetizados (izq.) y después de dializar (der.).
Se observa una consistencia turbia lechosa que aumenta tras el dializado.

El tamafio de los liposomas se encuentra relacionado con la rapidez de inyeccién y

agitacion, donde se ha reportado que la rapida inyeccion de la fase lipidica puede producir
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una poblacion heterogénea de liposomas [62], ademas de afectar los valores de PDI. Los
valores obtenidos para el indice de polidispersion fueron de 0.42-0.98, lo que caracteriza a
los liposomas sintetizados como polidispersos con poblacion heterogénea [63], lo que
concuerda con el trabajo de e Santos et. al [64], donde encapsularon extractos de Tagetes
erecta y Tagetes patula en liposomas para estudiar su actividad insecticida, obteniendo
indices de polidispersion entre 0.4-0.7, con lo que reportan sistemas heterogéneos donde un
menor valor de PDI representa un sistema mas monodisperso y menos heterogéneo. Los
valores de potencial Z se encontraron entre los -32 y -54 mV, siendo negativos para todos los
tratamientos. Estos resultados indican la estabilidad coloidal de los liposomas sintetizados,
de acuerdo con Khoshnevisan & Barkhi [65], donde valores de potencial Z mayores a +30
mV y menores a -30 mV son relacionados a una buena estabilidad para las estructuras

reportadas.

Tabla 2. Tamafio promedio, indice de polidispersién (PDI) y potencial Z para los tratamientos encapsulados en
liposomas. Valores expresados como media + desviacion estandar.

Tratamiento Tamafio promedio (nm) PDI Potencial Z (mV)
L-0.00 22.87 £4.938 0.98+0.1 541+1.1
L-0.75 136.44 + 8.09 0.42+0.1 413+11
L-1.50 130.7+14.41 0.72+0.1 417 +1.4
L-3.00 157.27 £ 52.90 0.63+0.1 -33.8+0.2

Las imagenes obtenidas por microscopia 6ptica se presentan en la Figura 10. Aqui se
observan estructuras circulares de diferentes tamafios, asi como aglomeraciones asociadas

con la correcta formacién de los liposomas y el agregado de los lipidos empleados.
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Figura 10. Imagen obtenida por microscopia optica para L-0.00. La imagen fue capturada con un objetivo 100X.

Las imagenes tridimensionales capturadas por medio de AFM para L-0.00 se
presentan en la Figura 11. En estas, se obtuvieron estructuras semi circulares con diametros
entre los 30-150 nm, asociados a la presencia de liposomas. Se esperaba que el diametro
obtenido por medio de AFM fuera considerablemente mayor a los obtenidos por medio de
DLS, esto debido a la deformacion plana a la que fueron sometidos los liposomas tras ser

depositados en el cubreobjetos [66].
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Figura 11. Imagenes tridimensionales obtenidos por AFM de liposomas L-0.00. El area de exploracion es de 2.14 x 2.14
pum (1zg.) y 536 x 536 nm (der.).

La prueba de encapsulacion de azul de metileno dio como resultado una eficiencia de
encapsulamiento del 80.69%, lo que indica que el método de inyeccion de solventes permitid
la encapsulacion de la mayoria del tratamiento de interés. Esto concuerda con lo reportado
por Lombardo [58] y Jaafar-Maalej [67], donde la encapsulacion de dipropionato de
beclometasona y tamoxifen por el método de inyeccidn de solventes presenta una eficiencia
de encapsulamiento de 80-100% y 60-86%, respectivamente. La diferencia entre los
porcentajes de encapsulamiento obtenidos contra los reportados podria ser explicada por la
concentracion de lipidos utilizada en cada sintesis, donde los resultados reportados fueron
obtenidos utilizando concentraciones lipidicas de 4-7 mg/mL, mientras que las utilizados en

el presente estudio fueron de 2.91 mg/mL.
6.2 Cultivo de P. ostreatus

Todos los tratamientos duraron 1 mes en completa oscuridad a 26 °C, no obstante,
transcurridos los 30 dias, s6lo U-0.75-1, L-0.75-1, L-1.50-1 y L-3.00-1 presentaron
colonizacion total del sustrato (Figura 12), por lo que fueron transferidos a una cdmara con
temperaturas de 10-15 °C, 60-80% humedad, niveles de CO2 menores a 500 ppm y 12 horas
de luz., mientras que el resto de los frascos con tratamiento se mantuvieron en incubacion

hasta presentar colonizacién completa del sustrato. Transcurridos 7 dias en camara, se
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observo la presencia de pines y primordios en los tratamientos L-3.00-1y L-1.50-1, y 7 dias
posteriores, la formacion de setas maduras (Figura 13). El experimento concluy6 90 dias
después de iniciarse, no obstante, no todos los tratamientos cultivados presentaron

colonizacion del micelio, ni tampoco produccion del cuerpo fructifero (Figura 14 y 15).

Figura 12. Colonizacién total del sustrato para los tratamientos L-3.00-1, L-1.50-1, L-0.75-1 y U-0.75-1. El
micelio se observa de color blanco, mientras que el sustrato de color café.

Figura 13. Cuerpo fructifero de U-0.75-1 previo a su cosecha.
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Figura 14. Crecimiento del cuerpo fructifero de P. ostreatus suplementado con urea libre a diferentes
tratamientos. Se presentan las vistas frontal, superior y enfocada en el crecimiento de la seta para U-0.00-1 (A-
C), U-0.00-2 (D-E), U-0.75-1 (F-H) y U-0.75-3 (I-J).
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Figura 15. Crecimiento del cuerpo fructifero de P. ostreatus suplementado con urea encapsulada en liposomas
a diferentes tratamientos. Se presentan las vistas frontal, superior y enfocada en el crecimiento de la seta para
L-0.75-1 (A-B), L-1.50-1 (C-D), L-1.50-2 (E-F), L-1.50-3 (G-I), L-3.00-1 (J-L) y L-3.00-2 (M-O).
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De las 24 repeticiones cultivadas, 14 tratamientos presentaron contaminacién durante
la carrera de micelio, por lo que dichos tratamientos fueron esterilizados y retirados del
experimento (Figura 16). El crecimiento de los tratamientos restantes se resume en la Tabla

3y laFigura 17.

Tabla 3. Crecimiento del cuerpo fructifero para los diferentes tratamientos suplementados.

Tratamiento Repeticion Peso (g) Tratamiento Repeticion Peso (g)
1 0.000 1 28.309
L-0.0 2 0.000 u-0.0 2 15.069
3 0.000 3 0.000
1 0.000 1 51.869
L-0.75 2 0.000 U-0.75 2 30.933
3 0.000 3 70.451
1 53.470 1 0.000
L-1.5 2 17.246 U-1.5 2 0.000
3 13.972 3 0.000
1 65.298 1 0.000
L-3.00 2 46.520 U-3.00 2 0.000
3 0.000 3 0.000
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Figura 16. Grafico de crecimiento total en peso (g) para el cuerpo fructifero de P. ostreatus en funcién del tipo
de tratamiento utilizado.

6.3 Analisis estadistico

El andlisis descriptivo para los tratamientos encapsulados y no encapsulados se
presenta en las tablas 4 y 5. Para los tratamientos no encapsulados, el peso promedio para las
concentraciones de 0.00% y 0.75% fue de 14.46 g y 51.1 g, respectivamente, mientras que
para los tratamientos encapsulados se obtuvo un peso promedio para las concentraciones de
1.50% y 3.00% de 31.6 g y 51.53 g, respectivamente. El grafico de caja y bigotes

correspondiente se presenta en la Figura 17.
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Tabla 4. Estadistica descriptiva para los tratamientos libres (no encapsulados).

Concentracién N Media ¢ Minimo Q1 Mediana Q3 Maximo
0 3 14.46 14.16 0 0 15.07 28.31 28.31
0.75 3 51.1 19.8 30.9 30.9 51.9 70.5 70.5
15 3 0 0 0 0 0 0 0
3 3 0 0 0 0 0 0 0

Tabla 5. Estadistica descriptiva para los tratamientos encapsulados en liposomas.

Concentracion N Media 6 Minimo Q1 Mediana Q3 Maximo
0 3 0 0 0 0 0 0 0
0.75 3 0 0 0 0 0 0 0
15 3 31.6 19.3 17.2 17.2 24 53.5 53.5
3 3 51.53 12.07 42.76 42.76 46.52 65.3 65.3

Tlpo de encapsulade  Concentracion

0.00

0.75
Libre
1.50

3.00

0.00

0.75
Liposoma
1.50

3.00

f] 10 20 30 40 50 &0 70
Peso (g)

Figura 17. Diagrama de caja y bigotes para los pesos obtenidos del cuerpo fructifero de P. ostreatus a diferentes
tipos de encapsulado y concentraciones.
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La eficiencia bioldgica calculada para para los tratamientos encapsulados y no
encapsulados se presenta en la tabla 6. EI maximo porcentaje fue obtenido para el tratamiento
de urea al 3.00% m/v encapsulado en liposomas con 56.21% de eficiencia bioldgica, mientras
que el tratamiento que presentdé menor porcentaje de eficiencia biolégica fue el de urea libre
al 0.00% con 15.77%. Esto concuerda con lo reportado por [68], donde se obtuvo un
porcentaje de eficiencia bioldgica de 9-23% para tratamientos con sustrato de carton sin
ningun tipo de suplemento de nitrégeno. La diferencia de la eficiencia bioldgica reportada
con la calculada para el presente estudio podria ser asociada con la adicion de fuentes de

nitrégeno al cultivo de cada uno de los tratamientos.

Tabla 6. Eficiencia bioldgica de P. ostreatus a diferentes tratamientos y concentraciones.

Tratamiento Concentracion Media () Eficiencia bioldgica (%)
Libre 0 14.46 15.77
Libre 0.75 51.1 55.75
Liposoma 15 31.6 34.47
Liposoma 3 51.53 56.21

No obstante, debido a que varias réplicas de los tratamientos se contaminaron con la
presencia de otro hongo, esto generd que el nimero de réplicas fuera insuficiente para realizar
un andlisis estadistico robusto que pudiera indicar el efecto de los liposomas cargados de urea
en la produccion de cuerpo fructifero en P. ostreatus. El analisis de optimizacion de respuesta
(Figura 18) predice que el tratamiento que permitira la maxima respuesta (en peso), sera el
tratamiento L-3.00, es decir, urea 3% m/v encapsulada mediante liposomas; no obstante, esta
prediccién solo puede explicar 50.1% de la respuesta ante los tratamientos. Aunado a ello,
presenta p>0.05, por lo que no puede ser aceptado y, por ende, el estudio del efecto del uso
de liposomas cargados con urea como suplementos en el cultivo de P. ostreatus resulta

inconcluso.
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Figura 18. Analisis de optimizacion de respuesta. L-3.00 se predice como el tratamiento 6ptimo para lograr el méximo peso
posible del cuerpo fructifero de P. ostreatus.
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7. Conclusiones

Se logré la exitosa encapsulacion de urea grado comercial en liposomas de escala
nanométrica (20-150 nm) con la formacion de una suspension coloidal estable
(potencial Z < -33 mV) mediante el método de inyeccion de solventes. Estos fueron
suministrados de manera exitosa en el cultivo de P. ostreatus

Los liposomas fueron caracterizados por medio de DLS, UV-Visy AFM, permitiendo
conocer su tamafio, estabilidad coloidal, eficiencia de encapsulamiento, estructura y
morfologia.

La eliminacion de las réplicas por contaminacion de los cultivos tuvo como
consecuencia que no hubiese suficientes datos para la realizacion de analisis
estadisticos por lo cual no fue posible determinar el efecto de la implementacion de
sistemas liposomales cargados con suplementos de nitrégeno en el cultivo de P.

ostreatus.
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8. Trabajo a futuro

Se espera examinar el uso de otro tipo de suplementos de nitrogeno en el cultivo de
P. ostreatus, asi como el efecto de nanoencapsularlos y liberarlos de manera
controlada. Esto permitiria ahondar en la efectividad de retrasar la liberaciéon de
nitrégeno en la produccién del cuerpo fructifero de dicho hongo.

En cuestion de andlisis estadisticos, aumentar el nimero de réplicas y corridas de los
experimentos con el fin de tener datos con validez estadistica y de relevancia para la

investigacion.
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