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1. Resumen
Con el crecimiento de la población mundial, aumenta la necesidad por el desarrollo de

tecnologías agrícolas eficientes que satisfagan la demanda global de alimentos con el mínimo

impacto ambiental posible. En medicina, la liberación de fármacos a la nanoescala ha

ofrecido una mejora en la precisión terapéutica mediante la focalización a tejidos enfermos.

En este proyecto se sintetizó un sistema de liberación de fertilizante nanoencapsulado y se

aplicó al sustrato utilizado en el cultivo del hongo Pleurotus ostreatus. Se demostró que la

encapsulación en liposomas mejora el desarrollo de micelio y se obtiene un mayor

rendimiento en la producción de cuerpos fructíferos, probablemente por la mejora en el

aprovechamiento del nitrógeno del sustrato.

Las caracterizaciones realizadas a los liposomas fueron dispersión de luz dinámica (DLS)

para conocer su tamaño y potencial Z, además de una prueba con azul de metileno para medir

encapsulamiento mediante espectroscopia UV-Vis.

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

nanotecnología en agricultura.
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2. Introducción

2.1. Nanotecnología

Durante el último par de décadas se ha vivido una nueva revolución en la ciencia, el modelo

“nano”, representado por dos disciplinas denominadas ciencia y tecnología. Estas se basan en

el desarrollo de métodos de fabricación precisos, reproducibles, y de bajo costo para la

obtención de estructuras cada vez más pequeñas. La definición más corta y citada de

nanotecnología es una declaración del US National Science and Technology Council (NSTC)

que expone: “La esencia de la nanotecnología es la habilidad de trabajar a nivel molecular,

átomo por átomo, para crear grandes estructuras con una nueva organización molecular

fundamental. Con el objetivo de explotar sus propiedades mediante el control de estructuras

y dispositivos a niveles atómicos, moleculares, y supramoleculares así como aprender a

manufacurarlos y utilizarlos de manera eficiente” [1]. La premisa de la nanotecnología se

basa en el hecho de que los materiales a la nanoescala poseen propiedades (ej. mecánicas,

ópticas, químicas y eléctricas) diferentes a las de los materiales en la macroescala. Algunas

de estas propiedades son de alguna manera intermedios entre aquellas de los elementos más

pequeños que lo constituyen (átomos y moléculas) y aquellas de su forma macroscópica

Figura 1.
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Figura 1. Diagramas de un sistema atómico, molecular y supramolecular de moléculas de agua.

(Elaboración propia con base en [2])

Esta premisa ha permitido que la nanotecnología sea aplicada en gran variedad de áreas de

estudio con la intención de potenciar las características de diversos materiales o permitir la

implementación de algunos nuevos, entre los más conocidos se encuentran el área médica, de

catalizadores, electrónica, energías renovables y biotecnología [2]. Enfocándonos en esta

última, la aplicación de la nanotecnología en la biotecnología da lugar a la bionanotecnología

donde se engloban todas las interacciones de los nanomateriales con organismos vivos y se

han obtenido grandes avances para la industria agroalimentaria.

2.2. Síntesis de nanomateriales

La síntesis de nanomateriales (NM) puede ser clasificada de manera sencilla según dos

aproximaciones:

1. Aproximación top down

2. Aproximación bottom up
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La aproximación de arriba a abajo (Top down) consiste en la reducción del tamaño de un

material en bulto principalmente mediante métodos físicos hasta llegar a la nanoescala, esto

incluye la molienda, pulverización, ablación, evaporación-condensación etc [1]. Mientras que

la aproximación de abajo a arriba (Bottom up) engloba los métodos principalmente químicos

en los que los NM se forman mediante el auto-ensamblaje de sus componentes elementales

(átomos y moléculas). El ensamblaje de estos está gobernado por el balance de fuerzas

atractivas entre las moléculas (como enlaces covalentes, puentes de hidrógeno, atracciones

electrostáticas) [3]. La organización en nanopartículas genera gran variedad de estructuras

que pueden ser modificadas durante la síntesis mediante el control de factores como tiempos

y temperaturas de reacción.

Ambas aproximaciones son ampliamente utilizadas, sin embargo, los métodos de arriba a

abajo tienden a ser preferidos por la industria debido a su capacidad de escalamiento, además

que tienden a requerir equipo menos especializado y un menor consumo energético [3,4].

2.3 Nanotecnología en la industria agroalimentaria

La búsqueda de nuevas técnicas para la producción y preservación de alimentos por parte del

humano se remonta a tiempos antiguos. El desarrollo de la refrigeración, técnicas de secado y

fermentación van de la mano con el desarrollo de tecnologías agrícolas como la hidroponía o

el riego por goteo, los cuales han revolucionado la forma en que los humanos nos

alimentamos. Hoy en día la nanotecnología es un área de interés emergente para esta industria

ya que abre un nuevo mundo de posibilidades en áreas como el empaquetado y preservación,

la incorporación de componentes activos con liberación controlada y el sensado y

señalización de información relevante [5].
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A pesar de que el uso consciente de nanoestructuras es algo reciente, la presencia de

nanoestructuras auto-ensambladas en nuestros alimentos no es nada nuevo, de hecho, algunos

de los materiales más importantes en los alimentos (proteínas, almidones y grasas) atraviesan

cambios estructurales a la micro y nano escala durante su procesamiento convencional. La

formación espontánea de estructuras como fibrilos, micelas, dextrinas etc. se da

continuamente en la industria alimentaria, por ejemplo, la industria láctea se basa en el

manejo de 3 micro y nanoestructuras principalmente (micelas de caseína, glóbulos grasos,

proteínas de leche) para la elaboración de productos que vistos de otra manera pueden ser

considerados nanocompositos, por ejemplo, la leche pasteurizada es un líquido complejo que

incluye micro y nano micelas de caseína dispersas de forma estable, o el yogurt que obtiene

su textura a partir de redes gelificadas de micro y nano fibras de polisacáridos [6].

El término “Nanofoods” o nanoalimentos en español, fue acuñado para referirse a todos

aquellos alimentos que son producidos, procesados o empaquetados utilizando técnicas o

herramientas nanotecnológicas. Los beneficios de los nanoalimentos incluyen mayor

producción, prolongación de la vida de anaquel, la inclusión de aditivos promotores de salud

etc.

La corta vida de anaquel de los alimentos es uno de los retos más grandes para alcanzar la

seguridad alimentaria además de ocasionar grandes pérdidas económicas para la industria, la

aplicación de recubrimientos antimicrobianos a alimentos de alto valor comercial es una de

las formas en que los nanofoods ayudan a estas problemáticas. Un ejemplo de un producto de

alto valor comercial que se puede ver beneficiado por la aplicación de estos recubrimientos es

el arándano, en 2016 se reportó la implementación de recubrimientos con liposomas cargados

de D-limonene en frutos cosechados con resultados positivos al inhibir el crecimiento de
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hongos del género Botrytis sp. y Penicillium sp. así como de las bacterias patógenas

Escherichia coli y Listeria monocytogenes [7].

Con un objetivo similar, se ha reportado la inhibición de crecimiento de hongos del género

Fusarium sp, Aspergillus sp, y Penicillium sp. al agregar liposomas cargados con extracto de

ajo a la masa de pan de trigo [8]. Los resultados presentados por la Universidad de Rio

Grande do Sul demuestran que el encapsulamiento del extracto de ajo ayuda a mantener su

actividad antifúngica de manera prolongada tanto in-vitro como in-situ [8].

Sin embargo, la aplicación de la nanotecnología no se limita a la preservación de alimentos,

en la última década se han evaluado también los efectos de la implementación de

nanoestructuras en la producción agrícola principalmente en forma de fertilizantes para los

cuales se acuñó el término de nanofertilizantes [9], estos engloban a todas las sustancias

aplicadas a los cultivos con la finalidad de mejorar su producción que incluyan una

nanoestructura y se pueden clasificar en tres categorías como lo indica la figura 2.

Figura 2. Categorías de nanofertilizantes [10].
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En la primer categoría están los nano fertilizantes en los cuales el ingrediente activo es una

nanoestructura, por ejemplo, la nanourea o las nanoemulsiones nutritivas [11,12]; en la

segunda categoría se encuentran los sistemas anfitrión-huésped en los que el anfitrión es una

nanoestrucutra y el ingrediente activo es el huésped sin necesidad de ser una nanoestructura,

por ejemplo, nanoarcillas, nanocápsulas poliméricas, liposomas, etc.[13,14]; mientras que en

la tercer y última categoría se encuentran los compositos en los que las nanoestructuras

funcionan como aditivos a una matriz de ingrediente activo fuera de la nanoescala por

ejemplo, mezclas de sustrato con nanozeolita, nanocompositos poliméricos, etc. [15, 16].

Hoy en día ya es posible encontrar agroquímicos nanoestructurados, según la base de datos

de productos nanotecnológicos (NPD) al 2020 existen 75 compañías enfocadas en el

lanzamiento de productos verificados como nanoestructurados para la agroindustria con un

total de 231 productos en el mercado internacional de los cuales 110 se clasifican como

fertilizantes o mejoradores de suelo [17]. Estos números son bajos en comparación con los de

otras industrias que han sido tomadas como prioridad por investigadores como lo son la

industria electrónica con 1925 productos verificados o la médica con 1081[18]. En términos

de patentes a nivel global esta tendencia continúa con las industrias médica, electrónica y de

materiales poseyendo el 84.6% de las patentes nano-relacionadas a nivel mundial como lo

muestra la figura 3.

7



Figura 3. Comparación de patentes nano-relacionadas con aplicaciones en sectores específicos de la

industria [19].

Sin embargo, esto no quiere decir que no exista un interés por el desarrollo de

nanotecnologías con aplicaciones agroalimentarias, ya que durante las últimas dos décadas la

búsqueda de información que relaciona a la nanotecnología con la agricultura ha aumentado

de forma exponencial como se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Desarrollo temporal de publicaciones referentes a NM en agricultura desde 1990: como

búsqueda general en Web of Knowledge (WoK, eje derecho, cuadros azules), como búsquedas en

google (eje izquierdo, símbolos vacíos). Las búsquedas fueron realizadas en noviembre de 2011, [20].

Dentro de las investigaciones que relacionan a la nanotecnología con la agricultura se puede

ver una tendencia hacia el desarrollo de productos de protección de plantas (PPP), con el 74%

de todos los artículos publicados al 2011 orientados al desarrollo de PPP (Figura 5), esto

coincide con las investigaciones sobre las actividades antibióticas de múltiples nanopartículas

sobre todo metálicas que explotaron a mediados de la década de los 2000s con la US

National Nanotechnology Initiative (US NNI) [21].
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Figura 5. Aplicaciones de NM en agricultura (A), Tipos de PPP que contienen NM (B), Funciones

generales de los NM en PPP(C), Funcionamiento de los NM como aditivos de PPP(D)[20].

En el caso de productos mexicanos solo existen actualmente 2 productos verificados por la

NPD como agroquímicos nanoestructurados siendo ambos nanofertilizantes de la categoría 1,

sin embargo, en el mercado también se encuentran nanoproductos mexicanos aún sin la

verificación de la NPD como CopperKelp® de la empresa Algas Pacific® el cual es un PPP

utilizado para el control de fitopatógenos y se clasifica también en la categoría 1 utilizando

nanopartículas de cobre como ingrediente activo [22]. Para ponernos en perspectiva, el

sistema desarrollado en esta tesis sería un nanofertilizante de liberación controlada que

clasificaría en la categoría 2.

2.4 Nanoencapsulación y nanocargadores

Los nanocargadores generalmente son definidos como objetos con al menos alguna de sus

dimensiones en la escala de 1-100 nanómetros (aunque algunos autores incluyen dimensiones

menores a 500 nm en la nanoescala), capaces de retener compuestos para liberarlos bajo

ciertas condiciones, encargándose de la cinética de transporte y liberación en lugar del
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ingrediente activo que portan [23]. Dichas condiciones dependen de las características del

cargador mismo, es decir tamaño, forma, composición química, carga, etc.

El desarrollo de las tecnologías de nanoencapsulación surge como una alternativa a la entrega

de compuestos bioactivos a células y tejidos con el objetivo de prevenir efectos adversos que

la metabolización de estos compuestos puede causar al ser ingeridos en concentraciones

operativas [24]. Los NM utilizados como cargadores están diseñados para entregar dichos

compuestos a un tejido objetivo y aumentar su bioeficacia, incluyendo agentes como

nanopartículas, dendrímeros y cargadores a base de polímeros o lípidos como es el caso de

los liposomas Figura 6.

Figura 6. Nanoestructuras utilizadas como nanocargadores[23]

Debido a su pequeño tamaño, los nanocargadores poseen una alta relación de

superficie-volumen proveyendo una amplia área superficial para el decorado con partículas

que le dotan de especificidad a tejidos, así como de un volumen interno capaz de encapsular

compuestos de interés, comúnmente fármacos o marcadores biológicos [23].
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Para el caso de la mayoría de las nanocápsulas incluyendo a los liposomas, el incremento del

volumen interno se da de manera cúbica con el aumento del tamaño, mientras que la

superficie aumenta de manera cuadrática, sin embargo, para los nanocargadores no esféricos

esta relación no se cumple. Por ejemplo, en el caso de los cargadores filamentosos como los

dendrímeros, el área superficial se ve mayormente impactada por el aumento en el radio que

el volumen interno [24].

El mayor impacto de los nanocargadores ha sido en el área médica donde funcionan como

transportadores de fármacos o diversos bioactivos para el diagnóstico y tratamiento de

enfermedades, sin embargo, las investigaciones con respecto a los nanocargadores han

aumentado de manera exponencial en los últimos años, según la base de datos de Science

Direct, en 2010 se realizaron 271 publicaciones sobre nanocargadores en las áreas de

farmacología y medicina, mientras que en el área de agricultura y ciencias biológicas solo 10,

para el año 2020 las publicaciones en ambas áreas aumentaron considerablemente, llegando a

1481 y 314 respectivamente [25].

2.5 Liposomas

Los liposomas son nanoestructuras esféricas huecas formadas por una bicapa lipídica

como lo muestra la Figura. 7. Están formados por fosfolípidos autoensamblados por su

naturaleza anfifílica, lo cual les otorga una gran variedad de características dependiendo de la

mezcla lipídica que los conforme. Dichas estructuras han sido ampliamente estudiadas

gracias a su capacidad de cargar soluciones acuosas en el interior y moléculas hidrofóbicas

embebidas en la bicapa lipídica; esta estructura los hace compatibles con los sistemas

biológicos [26]. Estas características han hecho de los liposomas un nanocargador de gran

interés para la industria farmacéutica y cosmética [27].
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Figura 7. Vista transversal de un liposoma, una micela y una bicapa lipídica.[28]

Para clasificar a los liposomas se toma en cuenta principalmente su tamaño y número de

bicapas, para el caso de liposomas unilamelares se dividen en pequeños con un tamaño de

15-100nm (SUV) medianos 100-500nm (MUV), grandes 500-100 nm (LUV) y gigantes con

un tamaño mayor a una micra (GUV). Hoy en día los LUVs son los favoritos por la industria

farmacéutica y alimentaria, aunque no son considerados nanoliposomas, mientras que los

GUVs son principalmente utilizados como modelos para estudios físicos y químicos sobre la

membrana celular [16].

2.5.1 Ventajas del uso de liposomas

Los liposomas presentan múltiples ventajas en comparación con la aplicación de bioactivos

libres, como una mejoría en la estabilidad fisicoquímica de los compuestos encapsulados,
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mejora la dispersabilidad en agua y no suelen influir de manera significativa en la efectividad

biológica de los compuestos. Por el contrario, se ha considerado a los costos de producción

como la mayor desventaja para su uso potencial [29].

La mejora de la estabilidad fisicoquímica resulta de especial importancia cuando se trata de

encapsular compuestos reactivos o inestables que pueden sufrir alteraciones al encontrarse

libres como en el caso de péptidos utilizados de manera terapéutica sensibles a cambios de

pH o capaces de quelar micronutrientes como es el caso de la nisina [30].

La otra característica que le ha dado su lugar en el mercado a los liposomas es su potencial

selectividad a tejidos específicos, esta especificidad puede ser otorgada de dos formas, la

focalización pasiva que se basa en la respuesta natural del cuerpo a las características

fisicoquímicas del liposoma (fluidez, carga, pH isoeléctrico, etc.) y la focalización activa, en

la cual los liposomas son conjugados con agentes que inducen la absorción de estos mediante

algún tipo de señalización (ligandos, aptámeros, anticuerpos, etc.) (Figura 8) [31].

Figura 8. Modificaciones de membrana utilizadas para dirigir liposomas [32].
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2.6 Biología y fungicultura de Pleurotus ostreatus.

El género Pleurotus abarca 40 especies de hongos a los que se le refiere comúnmente como

“hongo ostra” y se esparcen ampliamente a través de zonas tropicales y subtropicales, son

cultivados de manera artificial con relativa facilidad, lo que los ha hecho populares en el

mercado. Tanto el nombre común como el científico del hongo hacen referencia a la forma de

su cuerpo fructífero el Latin Pleurotus (oblicuo) se refiere al crecimiento que tiene sombrero

con respecto al tallo, mientras que el Latin Ostreatus (ostra) de igual manera que el nombre

común, hacen referencia a la forma del sombrero (Figura 9) [33].

Figura 9. P. ostreatus silvestre [34].

En la naturaleza, los hongos de este género suelen crecer en materiales de desecho y

colonizar materia orgánica muerta, principalmente madera, son organismos saprófitos que

funcionan como descomponedores primarios convirtiendo tejido orgánico muerto en los

nutrientes necesarios para su desarrollo, su micelio secreta enzimas digestivas que rompen

reducen ligno-celulosa en partículas más pequeñas y a su vez redirige nutrientes al suelo [35,

36].
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Durante su ciclo de vida, el hongo ostra atraviesa las fases vegetativa y reproductiva. Durante

la fase vegetativa el micelio crece mediante la generación de hifas que se extienden a través

del sustrato como una red; el desarrollo correcto del micelio juega un papel fundamental en la

síntesis de nutrientes a partir del sustrato y para la formación exitosa de cuerpos fructíferos,

durante la colonización tardía del sustrato para dar inicio a la fase reproductiva, el micelio

atraviesa una etapa de plasmogamia, en la cual las hifas se empiezan a fusionar en pares

formando células con un par de núcleos haploides que bajo las condiciones correctas dan

lugar el estado conocido como cariogamia, en el cual dichos núcleos apareados se fusionan y

someten a meiosis para la producción de los basidios diploides que son las células sexuales

de los hongos [37].

El cuerpo fructífero está conformado por micelio diferenciado y dichos basidios ubicados en

las agallas debajo del sombrero y la fase reproductiva culmina con la liberación de esporas

(basidiosporas) producidas en los basidios las cuales son acarreadas por el viento y otros

organismos para encontrar otro sustrato viable en el cual germinar y comenzar el ciclo de

nuevo (Figura 10) [34,37].
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Figura 10. Diagrama del ciclo de vida de P. ostreatus.[38].

Además de su valor comercial, el cultivo de P.ostreatus y en general de los hongos

comestibles es considerado un proceso biotecnológico, por el reciclaje de materia orgánica y

es considerado hoy en día como el único proceso que combina la producción de alimento rico

en proteína con la reducción de contaminación ambiental, dando como resultado fuentes de

alimento con un valor nutricional comparable a aquel del huevo, la leche y la carne [39].

Para su cultivo artificial se implementan distintas técnicas que pueden variar de contenedor,

sustrato o tipo de inóculo. Los contenedores más utilizados son las bolsas de plástico y

botellas de polipropileno que varían en tamaño según el propósito del cultivo (Figura 11)[40].

Figura 11. Fotografías de diferentes tamaños y formas de botellas de polipropileno utilizadas en el

cultivo de hongos (a) y producción de P.ostreatus en botellas de polipropileno [40].

Aunque existen diversos métodos para la producción de hongos todos siguen a grandes

rasgos el mismo proceso. Primero se prepara el sustrato, para el caso de la producción de

hongos ostra se utiliza comúnmente aserrín o paja de trigo el cual se mezcla con aditivos para

mejorar la producción, posteriormente el sustrato es esterilizado o en su defecto pasteurizado

para evitar el crecimiento de otros organismos, la forma más utilizada a nivel industrial es la
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esterilización por autoclave a 120℃ y 15-25 psi con el tiempo variando entre 20 y 90 min

dependiendo de la cantidad de sustrato [35].

Una vez se enfría el sustrato este se inocula con granos previamente colonizados o un cultivo

en líquido del hongo y se incuba hasta que el sustrato se encuentre completamente

colonizado, por último es necesario promover el inicio de la fase vegetativa del hongo

cambiando sus condiciones ambientales para que se desarrolle el cuerpo fructífero y este sea

cosechado [40].

2.6.1 Nanotecnología en la fungicultura

Aunque la fungicultura es una industria que ha visto un crecimiento importante en las últimas

décadas y la implementación de aditivos a los sustratos está ampliamente reportado, los

reportes que se tenían sobre la aplicación de la nanotecnología para la producción de hongos

al momento de comenzar este proyecto eran nulos.

La relación que mantenían los hongos comestibles con la nanotecnología es la propiedad que

poseen algunos para sintetizar nanopartículas mediante la reducción de iones metálicos [40],

sin embargo, la aplicación de nanomateriales como aditivos en la producción de hongos

comestibles no había sido reportada hasta marzo el 2020 con las investigaciones de L.Naim

et. al sobre el uso de nanofertilizantes comerciales de la línea Lithovit ®[41,42] en los que

se evalúan los efectos de diferentes dosis de los nanofertilizantes comerciales a base de

nanourea y aminoácidos en la calidad y producción de P. ostreatus como producto de

relevancia económica. De estas investigaciones cabe destacar que se reportan beneficios tanto

en la producción del hongo como en el aprovechamiento económico, sector en el cual
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remarcan es necesario hacer pruebas con menores dosis de nanofertilizante así como pruebas

de producción a nivel comercial para validar el uso de este nanofertilizante en la fungicultura

[42,43].

2.6.2 Situación actual de la industria de la fungicultura

Actualmente, la población mundial ha diversificado su dieta en búsqueda de alimentos más

amigables con el ambiente, esto ha aumentado el consumo de hongos a nivel mundial

haciéndolos un producto de importancia económica en México y otros países. En los últimos

veinte años, la producción de hongos comestibles en México ha tenido un crecimiento

significativo. Durante el periodo de 1991 a 2011, la producción pasó de 9 mil 036 a 62 mil

374 toneladas de hongos frescos por año, se ha sextuplicado el volumen de producción en el

país. Por lo cual, México se posicionó como el mayor productor de hongos comestibles de

Latinoamérica, al generar el 80.8% de la producción para la región, seguido por Brasil (7.7%)

y Colombia (5.2%). A nivel mundial México se ubica en el décimo tercer lugar de los países

productores de hongos comestibles [44].

En el 2018, el mercado global de hongos frescos alcanzó un valor de 38 billones de dólares

con los hongos ostra representando el 16% de la producción global posicionando al género

Pleurotus spp. como el segundo de mayor relevancia económica en la industria de hongos

comestibles [45].

Los hongos ostra son cultivados masivamente en sólido como fuente de alimento o en medio

líquido para la obtención de gran variedad de metabolitos bioactivos. [46] Algunas de las

características que favorecen el cultivo de los hongos de este género es su habilidad para

desarrollarse en diversas condiciones ambientales, habilidad para crecer en una amplia gama

de biomasas lignocelulósicas y la relativa sencillez de su cultivo. Sin embargo, como en el
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caso de otros hongos, la baja tasa de crecimiento es uno de los principales problemas

afectando los costos de producción. Es por eso que el desarrollo de aditivos que aumenten la

tasa de crecimiento cobra importancia [47].

Aunque existe una gran variedad de mezclas de sustrato y aditivos disponibles, la

accesibilidad y consistencia de los aditivos inorgánicos como el nitrato de amonio y la urea

los mantienen entre los favoritos de los productores. La suplementación de nitrógeno se

convierte en una necesidad para tener una producción competitiva debido a que dicho

elemento es indispensable para las rutas de síntesis de nucleótidos, aminoácidos y otros

compuestos importantes para las células. Con el uso de estos aditivos se han documentado

mejoras de hasta un 50% en el desarrollo del micelio ajustando los niveles de nitrógeno en el

sustrato [48]. Sin embargo, el uso de estos fertilizantes nitrogenados tiene una desventaja,

para el caso de el NH4NO3 una vez este es aplicado se disocia y los organismos absorben los

nitratos, pero una parte importante de nitrógeno proveniente del amonio se volatiliza [49].
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3. Justificación
Con el rápido crecimiento de la industria de hongos alimenticios cada vez se vuelve más

relevante el desarrollo de tecnologías que satisfagan las necesidades de los productores, en el

caso del cultivo del hongo P. ostreatus una de las áreas de oportunidad se encuentra en el

desarrollo de suplementos para sustrato, esto ya que los sustratos más comúnmente utilizados

son pobres en nitrógeno, componente vital para el crecimiento eficiente del hongo al ser

indispensable para la síntesis de compuestos orgánicos. Para contrarrestar este problema, es

común la adición de fertilizantes ricos en nitrógeno como al nitrato de amonio al sustrato el

cual al disolverse en el agua utilizada para humedecer el sustrato se disocia y mientras el

amonio es rápidamente aprovechado por el hongo, sin embargo, una parte importante se

pierde en forma de nitrato debido a su volatilidad y su lenta asimilación en comparación con

el amonio.

Con la finalidad de resolver la problemática de la volatilización de nitrógeno podemos

recurrir a la nanotecnología, ya que un área importante en la cual se ha visto involucrada en

años recientes es la agricultura, en particular, en la creación o modificación de fertilizantes.

Un ejemplo de esto, son los nano-fertilizantes de urea que han sido utilizados en varios

cultivos de plantas ofreciendo ventajas comparadas con los fertilizantes tradicionales y siendo

más amigables con el medio ambiente. Dentro de las ventajas que ofrecen los

nano-fertilizantes encontramos la liberación regulada del compuesto activo, controlando de

forma eficiente las concentraciones finales de fertilizante y permitiendo el uso de menores

concentraciones. El uso de fertilizantes generados con nanotecnología ha sido poco estudiado

en hongos a diferencia de las plantas y en particular en P. ostreatus solo existe un reporte

reciente [42].
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Con el objetivo de que se aproveche la mayor cantidad de nitrógeno y evitar su volatilización,

en este trabajo se pretende nanoencapsular el nitrato de amonio en liposomas. Estos

liposomas cargados con el fertilizante serán utilizados en cultivos de P. ostreatus y se

analizará su efecto en el crecimiento de este hongo.

22



4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Analizar la efectividad del nitrato de amonio (NH4NO3) nanoencapsulado en

liposomas como suplemento en el hongo P. ostreatus.

4.2. Objetivos específicos

- Encapsular el NH4NO3 en liposomas.

- Suspender liposomas cargados con NH4NO3 en el agua utilizada para humedecer el

sustrato en cultivos del hongo P. ostreatus.

- Analizar el efecto de los liposomas cargados con NH4NO3 en el crecimiento de P.

ostreatus.

5. Hipótesis

La aplicación de liposomas cargados con nitrato de amonio (NH4NO3) en el cultivo de

Pleurotus ostreatus mejorará el aprovechamiento del nitrógeno, lo cual se verá reflejado en el

crecimiento del hongo.
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6. Metodología

6.1Síntesis de liposomas

Figura 12. Diagrama de metodología de síntesis de liposomas

La síntesis de liposomas se llevó a cabo mediante hidratación de capa lipídica (Lipid Film

Hydration) seguida de sonicación como lo describe Pinilla C. [8] con algunas modificaciones.

Se agregaron lecitina de soya (Food technology tradings) y ácido oleico (Sigma Aldrich) en

un radio molar 1:1 a una mezcla de 10 mL de metanol-cloroformo (Sigma Aldrich) 1:2 v/v a

50 ℃ y se mantuvo en agitación constante hasta obtener una mezcla homogénea. Los

solventes fueron removidos mediante evaporador rotatorio asistido de bomba de vacío hasta
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obtener una capa delgada de lípidos seca en las paredes del matraz, importante asegurarse de

obtener una capa seca para evitar residuos de los solventes.

La recuperación de la capa lipídica se llevó a cabo añadiendo 60 ml de la solución

tratamiento correspondiente a 50 ℃, agitando en vórtex por 30s y sometiendo a baño

ultrasónico 40 kHz por 15 min a 50 ℃. Las soluciones tratamiento encapsuladas fueron 4

soluciones acuosas de NH4NO3 al 0%, 0.25%, 0.75% y 1.25% m/v.

6.2 Caracterización de liposomas

El tamaño y potencial Z de los liposomas fue determinado mediante dispersión de luz

dinámica (Zetasizer Z) como es descrito por Brandelli A. [50]

La eficiencia de encapsulamiento se obtuvo mediante espectroscopia UV-Vis mezclando las

metodologías reportadas por Panwar et.al y J. Mater [51,52]. Para el análisis se encapsuló una

solución de azul de metileno 0.1 M, posteriormente se separó la suspensión de liposomas

mediante centrifugación a 20,000g por 1 hora a 4 ℃, se tomaron alícuotas de 1 ml de

sobrenadante y 1 ml de azul de metileno 0.1M, se les agregó 1 ml de agua destilada y se

midió la absorbancia a 660 nm, utilizando la ley de Beer-Lambert (Fórmula 1) se determinó

la cantidad de azul de metileno encapsulado.

𝐶 = 𝐴/ε 𝑙
Fórmula 1. Ley de Beer-Lambert

Donde C es la concentración de azul de metileno, A es la absorbancia, ε es el coeficiente de

absorbancia ( para el azul de metileno) y l es la longitud de la solución7. 15×104/𝑚𝑜𝑙 𝑐𝑚

(1cm). La eficiencia de encapsulamiento es expresada como porcentaje de atrapamiento y fue

calculado a través de la Fórmula 2.
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𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜% =  𝐴𝑧𝑢𝑙 𝑑𝑒 𝑚𝑒𝑡𝑖𝑙𝑒𝑛𝑜 0.1𝑀−𝐴𝑧𝑢𝑙 𝑑𝑒 𝑚𝑒𝑡𝑖𝑙𝑒𝑛𝑜 𝑒𝑛 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒
𝐴𝑧𝑢𝑙 𝑑𝑒 𝑚𝑒𝑡𝑖𝑙𝑒𝑛𝑜 0.1𝑀 ×100

Fórmula 2. Fórmula utilizada para calcular la eficiencia de encapsulamiento como porcentaje

6.3 Aplicación de liposomas cargados con NH4NO3 a cultivos de P.

ostreatus

Para evaluar los efectos del encapsulamiento del NH4NO3 en el desarrollo del hongo se

realizaron 6 cultivos de P. ostreatus con diferentes concentraciones de NH4NO3 encapsulado

como aditivo como lo muestra la tabla 1.

Tabla 1. Descripción de tratamientos C indica tratamientos control sin liposomas, L indica
tratamientos con liposomas, indica la concentración de NH4NO3 aplicado.

Código de tratamiento Método de fertilización
Concentración de

NH4NO3

a) C 0.0% Libre 0%

b) C 0.75% Libre 0.75%

c) L 0.0% Liposomas + agua 0%

d) L 0.25% Liposomas + NH4NO3 0.25%

e) L 0.75% Liposomas + NH4NO3 0.75%

f) L 1.25% Liposomas + NH4NO3 1.25%

El crecimiento de P. ostreatus se evaluó mediante una carrera de micelio como lo describe

Soto-Cruz [53]. En tubos de cultivo de 16mm x 150mm se agregaron 6 g de aserrín

humedecido con 9 ml de agua destilada y esterilizaron en autoclave a 120℃, 20 psi por 1h

posteriormente se agregaron 9 ml de solución tratamiento, inocularon e incubaron en

oscuridad a 25° C.
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Para inocular los tubos se utilizó un cuadro de 1cm x 1cm de un cultivo de 7 días de P.

ostreatus en PDA, el crecimiento del micelio se midió cada 48 h con un vernier hasta que un

tratamiento colonizara el tubo por completo.

6.5 Análisis estadístico

Los datos fueron analizados utilizando el complemento XL miner tool pack para microsoft

excel y el software Statgraphics 19 ®, las pruebas realizadas fueron ANOVA de un factor y

contraste múltiple de rango por el método de Duncan, con un nivel de confianza del 95%.
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7. Resultados

7.1 Caracterización de liposomas

Por motivos de la pandemia ocasionada por el virus SARS-CoV-2 (Covid 19) no fue posible

realizar el análisis de dispersión de luz dinámica a los liposomas utilizados en esta iteración

del experimento, sin embargo, aquí se presentan los resultados obtenidos de una

caracterización realizada a liposomas sintetizados bajo la misma metodología para una

iteración del experimento realizada en marzo del 2020.

En la Tabla 2 se presentan las características de los liposomas utilizados como tratamiento, el

índice de polidispersidad (PDI) indica la distribución de tamaño de los liposomas en la

suspensión; el potencial Z indica la magnitud de la carga de repulsión entre liposomas que

evita la formación de agregados y es uno de los parámetros fundamentales a considerar para

identificar a una suspensión estable.

Tabla 2. Características (tamaño, PDI y potencial Z) de los liposomas usados en cada tratamiento.

Tratamiento Diámetro medio PDI Potencial Z (mV)

L 0.0% 203 nm 0.481 -32.8

L 0.25% 176 nm 0.220 -43.1

L 0.75% 165 nm 0.292 -38.0

L 1.25% 188 nm 0.292 -46.4

El tratamiento L 0.75% es el que presentó menor tamaño con un diámetro medio de 165 nm,

mientras que el tratamiento con mayor uniformidad de tamaño fue L 0.25% con un PDI de

0.22, por otro lado el tratamiento con mejor estabilidad fue L 1.25% con un potencial Z de

-46.4 mV.
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La prueba de encapsulación de azul de metileno dio como resultado un encapsulamiento del

34.6%, indicando que solo una cantidad poco mayor a un tercio del soluto está siendo

encapsulada con este método de síntesis.

7.2 Carrera de micelio

En la carrera de micelio se observó un crecimiento acelerado en todos los tratamientos con

NH4NO3, siendo el tratamiento L 0.025% el que presentó mejor crecimiento con una

colonización total del sustrato a los 16 días como lo muestra la figura 13.

Figura 13. Curvas de crecimiento del micelio de cada tratamiento, en el eje vertical la longitud del

micelio, en el eje vertical el tiempo en días.
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Tabla 3. Resumen de análisis de varianza ANOVA de un factor.

ANOVA simple, Resumen (p= 1.3x10^-6)

Grupos Frecuencia Sumatoria Promedio Varianza

L 0.25% 3 23,436 7,8120 0

L 0.75% 3 21,999 7,3333 0,032448

L 1.25% 3 20,935 6,9783 0,086408

L 0.0% 3 17,999 5,9997 0,191656

C 0.75% 3 20,93 6,9767 0,046633

C 0.0% 3 15,312 5,1040 0,172948

Los resultados del ANOVA Tabla 3, mostraron que existen diferencias significativas entre los

tratamientos, con un valor de p<0.05 para el crecimiento de micelio por día (mm/día) Tabla 4,

mientras que la prueba de Duncan permitió identificar los tratamientos significativamente

diferentes entre sí dividiéndolos en 4 grupos homogéneos (Figura 14).

Tabla 4. Crecimiento de micelio por día de cada réplica.

Crecimiento de micelio por día (mm/día)

Réplica C 0.0% C 0.75% L 0.0% L 0.25% L 0.75% L 1.25%

1 4,75 6,75 6,50 7,81 7,44 6,75

2 5,00 7,18 5,81 7,81 7,44 6,88

3 5,56 7,00 5,69 7,81 7,13 7,31
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Figura 14. Gráfico de barras del desarrollo de micelio en mm/día; sobre las barras se encuentra la

velocidad de crecimiento promedio seguida de su grupo homogéneo (A,B,C,D), letras diferentes

representan diferencias significativas entre los datos.

La prueba de Duncan confirmó que la aplicación de NH4NO3 como aditivo al sustrato tiene

un efecto positivo en el desarrollo de micelio, también se identificó que el desempeño del

tratamiento L 0.25% es significativamente superior al tratamiento C 0.75%, indicando que la

encapsulación de NH4NO3 tiene un efecto sobre la disponibilidad de este en el sustrato.

Como observación meramente cualitativa, los cultivos tratados presentaron mayor densidad

micelial en comparación con el control (C 0.0%) como se muestra en la figura 15.
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Figura 15. Cultivos de P. ostreatus al dia 12; tratamientos de izquierda a derecha L 0.25%, L 0.75%,

L 1.25%, C 0.75%, L 0.0%, C 0.0%.
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8. Discusión

8.1 Efecto de la aplicación de NH4NO3 en el desarrollo de micelio

La implementación de NH4NO3 tanto libre como encapsulado demostró tener un efecto

positivo en el desarrollo del micelio con los tratamientos C 0.75% y L 0.25% presentando

crecimiento 26% y 34% más rápido con respecto al tratamiento control (C 0.0%)

respectivamente.

De los resultados se destaca que la velocidad de crecimiento de micelio se comportó de forma

contraintuitiva al no ser proporcional con la concentración de NH4NO3 en los tratamientos,

sin embargo, comportamientos similares de desproporcionalidad entre el desarrollo del hongo

y la concentración de N en el medio ha sido reportado anteriormente [55].

A su vez este tipo de resultados pueden ser explicados frecuentemente obteniendo la tasa

carbono-nitrógeno en el sustrato, este parámetro se refiere a la cantidad de C que hay en el

sustrato en comparación con la de N (C/N) y diferentes tazas C/N tienen diversos efectos en

el desarrollo del hongo, como pueden ser el desarrollo de cuerpo fructífero, actividad

enzimática, producción de aminoácidos y polisacáridos así como el desarrollo de micelio

[56]. Incluso está reportada la incidencia de una “super inhibición” del desarrollo de micelio

para sustratos en los que hay más N que C disponible [57]. Por lo que es posible que el

tratamiento L 0.25% haya aportado una cantidad de N más cercana a la concentración C/N

ideal para el desarrollo de micelio de P. ostreatus en comparación con los otros tratamientos.

Cabe mencionar que para esta investigación no se calculó la concentración de C en el sustrato

inicial, sin embargo, para sustratos como el aserrín o la madera está reportada una relación
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C/N de 100-400/1 [56,58,59] y para el desarrollo óptimo de micelio ha sido reportado en

sustratos con una relación 30/1 C/N [56,57], sin embargo, es complejo asegurar que el

tratamiento L 0.25% se aproximó a esta relación C/N debido a la limitada información de la

composición del sustrato así como del efecto de aditivos de liberación controlada en la

producción de hongos.

Parte de la complejidad para la interpretación de resultados de esta prueba es que la

suplementación de aditivos de forma nanoestructurada no siempre tendrá un análogo de

suplementación en bulto, es decir que la concentración de nitrógeno administrada mediante

nanoestructuras no presentará una relación proporcional con concentraciones de nitrógeno

aplicadas de forma convencional necesariamente [41], esto debido a que las nanoestructuras

sobre todo el caso de nanocargadores como los liposomas tienen comportamientos variados

en los que la dosificación del N en este caso se ve afectada por diversos factores ,incluyendo

si el liposoma logra ser integrado a la célula objetivo o no; en caso de no ser así bajo qué

condiciones se libera el aditivo que a su vez dependen de la permeabilidad de la capa lipídica,

temperatura y presión osmótica por mencionar algunas.

Aun así, los resultados de la carrera de micelio indican una mejora en el desarrollo micelial

de P. ostreatus con concentraciones de NH4NO3 muy bajas 0.25% reportada anteriormente

como una concentración poco eficiente para la suplementación de sustratos en el cultivo de P.

ostreatus [60].
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9. Conclusiones
● La encapsulación en nanoliposomas fue exitosa con la formación de una suspensión

estable (potencial Z  <-30 mV) aún utilizando lecitina de soya de grado alimenticio.

● La implementación de los liposomas cargados con NH4NO3 como aditivo para el

cultivo de P. ostreatus promovió el desarrollo del micelio debido probablemente a una

mejora en el aprovechamiento de nitrógeno en el sustrato logrando obtener un

crecimiento de micelio acelerado añadiendo concentraciones más bajas de aditivo que

las que se aplican tradicionalmente como se vio con el tratamiento L 0.25%.
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