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1. Resumen

Con el crecimiento de la poblacion mundial, aumenta la necesidad por el desarrollo de
tecnologias agricolas eficientes que satisfagan la demanda global de alimentos con el minimo
impacto ambiental posible. En medicina, la liberacion de farmacos a la nanoescala ha
ofrecido una mejora en la precision terapéutica mediante la focalizacion a tejidos enfermos.
En este proyecto se sintetizd un sistema de liberacion de fertilizante nanoencapsulado y se
aplico al sustrato utilizado en el cultivo del hongo Pleurotus ostreatus. Se demostrod que la
encapsulaciéon en liposomas mejora el desarrollo de micelio y se obtiene un mayor
rendimiento en la producciéon de cuerpos fructiferos, probablemente por la mejora en el
aprovechamiento del nitrogeno del sustrato.

Las caracterizaciones realizadas a los liposomas fueron dispersion de luz dinamica (DLS)
para conocer su tamafio y potencial Z, ademas de una prueba con azul de metileno para medir
encapsulamiento mediante espectroscopia UV-Vis.

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

nanotecnologia en agricultura.



2. Introduccion

2.1. Nanotecnologia

Durante el tltimo par de décadas se ha vivido una nueva revolucion en la ciencia, el modelo
“nano”, representado por dos disciplinas denominadas ciencia y tecnologia. Estas se basan en
el desarrollo de métodos de fabricacion precisos, reproducibles, y de bajo costo para la
obtencion de estructuras cada vez mas pequeiias. La definicion mdas corta y citada de
nanotecnologia es una declaracion del US National Science and Technology Council (NSTC)
que expone: “La esencia de la nanotecnologia es la habilidad de trabajar a nivel molecular,
dtomo por dtomo, para crear grandes estructuras con una nueva organizacion molecular
fundamental. Con el objetivo de explotar sus propiedades mediante el control de estructuras
y dispositivos a niveles atomicos, moleculares, y supramoleculares asi como aprender a
manufacurarlos y utilizarlos de manera eficiente” [1]. La premisa de la nanotecnologia se
basa en el hecho de que los materiales a la nanoescala poseen propiedades (ej. mecanicas,
opticas, quimicas 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 mas
pequefios que lo constituyen (atomos y moléculas) y aquellas de su forma macroscopica

Figura 1.



H /
Puentes
de
hidrigeno
Nivel Nivel Nivel
atémico molecular supramolecular

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

(Elaboracion propia con base en [2])

Esta premisa ha permitido que la nanotecnologia sea aplicada en gran variedad de areas de
estudio con la intencion de potenciar las caracteristicas de diversos materiales o permitir la
implementacion de algunos nuevos, entre los mas conocidos se encuentran el area médica, de
catalizadores, electronica, energias renovables y biotecnologia [2]. Enfocandonos en esta
ultima, la aplicacion de la nanotecnologia en la biotecnologia da lugar a la bionanotecnologia
donde se engloban todas las interacciones de los nanomateriales con organismos vivos y se

han obtenido grandes avances para la industria agroalimentaria.

2.2. Sintesis de nanomateriales

La sintesis de nanomateriales (NM) puede ser clasificada de manera sencilla segin dos
aproximaciones:
1. Aproximacion top down

2. Aproximacion bottom up



La aproximacién de arriba a abajo (Top down) consiste en la reduccion del tamafio de un
material en bulto principalmente mediante métodos fisicos hasta llegar a la nanoescala, esto
incluye la molienda, pulverizacion, ablacion, evaporacion-condensacion etc [1]. Mientras que
la aproximacion de abajo a arriba (Bottom up) engloba los métodos principalmente quimicos
en los que los NM se forman mediante el auto-ensamblaje de sus componentes elementales
(atomos y moléculas). El ensamblaje de estos estd gobernado por el balance de fuerzas
atractivas entre las moléculas (como enlaces covalentes, puentes de hidrégeno, atracciones
electrostaticas) [3]. La organizacidon en nanoparticulas genera gran variedad de estructuras
que pueden ser modificadas durante la sintesis mediante el control de factores como tiempos

y temperaturas de reaccion.

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, ademas

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

2.3 Nanotecnologia en la industria agroalimentaria

La busqueda de nuevas técnicas para la produccion y preservacion de alimentos por parte del
humano se remonta a tiempos antiguos. El desarrollo de la refrigeracion, técnicas de secado y
fermentacion van de la mano con el desarrollo de tecnologias agricolas como la hidroponia o
el riego por goteo, los cuales han revolucionado la forma en que los humanos nos
alimentamos. Hoy en dia la nanotecnologia es un area de interés emergente para esta industria
ya que abre un nuevo mundo de posibilidades en areas como el empaquetado y preservacion,
la incorporaciéon de componentes activos con liberaciéon controlada y el sensado y

sefializacion de informacion relevante [5].



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 mas importantes en los alimentos (proteinas, almidones y grasas) atraviesan
cambios estructurales a la micro y nano escala durante su procesamiento convencional. La
formacion espontanea de estructuras como fibrilos, micelas, dextrinas etc. se da
continuamente en la industria alimentaria, por ejemplo, la industria lactea se basa en el
manejo de 3 micro y nanoestructuras principalmente (micelas de caseina, globulos grasos,
proteinas de leche) para la elaboracion de productos que vistos de otra manera pueden ser
considerados nanocompositos, por ejemplo, la leche pasteurizada es un liquido complejo que
incluye micro y nano micelas de caseina dispersas de forma estable, o el yogurt que obtiene

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

El término “Nanofoods” o nanoalimentos en espafiol, fue acufiado para referirse a todos
aquellos alimentos que son producidos, procesados o empaquetados utilizando técnicas o
herramientas nanotecnoldgicas. Los beneficios de los nanoalimentos incluyen mayor
produccion, prolongacion de la vida de anaquel, la inclusion de aditivos promotores de salud

etc.

La corta vida de anaquel de los alimentos es uno de los retos mas grandes para alcanzar la
seguridad alimentaria ademas de ocasionar grandes pérdidas econdmicas para la industria, la
aplicacion de recubrimientos antimicrobianos a alimentos de alto valor comercial es una de
las formas en que los nanofoods ayudan a estas problematicas. Un ejemplo de un producto de
alto valor comercial que se puede ver beneficiado por la aplicacion de estos recubrimientos es
el arandano, en 2016 se report6 la implementacion de recubrimientos con liposomas cargados

de D-limonene en frutos cosechados con resultados positivos al inhibir el crecimiento de



hongos del género Botrytis sp. y Penicillium sp. asi como de las bacterias patdgenas

Escherichia coli'y Listeria monocytogenes [7].

Con un objetivo similar, se ha reportado la inhibicidon 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 antifingica de manera prolongada tanto in-vitro como in-situ [8].

Sin embargo, la aplicacion de la nanotecnologia no se limita a la preservacion de alimentos,
en la ultima década se han evaluado también los efectos de la implementacion de
nanoestructuras en la produccién agricola principalmente en forma de fertilizantes para los
cuales se acufi6 el término de nanofertilizantes [9], estos engloban a todas las sustancias
aplicadas a los cultivos con la finalidad de mejorar su produccion que incluyan una

nanoestructura y se pueden clasificar en tres categorias como lo indica la figura 2.
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Figura 2. Categorias de nanofertilizantes [10].



En la primer categoria estan 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 categoria se encuentran los sistemas anfitrion-huésped en los que el anfitrion es una
nanoestrucutra y el ingrediente activo es el huésped sin necesidad de ser una nanoestructura,
por ejemplo, nanoarcillas, nanocapsulas poliméricas, liposomas, etc.[13,14]; mientras que en
la tercer y ultima categoria 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 dia ya es posible encontrar agroquimicos nanoestructurados, segin la base de datos
de productos nanotecnologicos (NPD) al 2020 existen 75 compafiias 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 nimeros son bajos en comparacion con los de
otras industrias que han sido tomadas como prioridad por investigadores como lo son la
industria electronica con 1925 productos verificados o la médica con 1081[18]. En términos
de patentes a nivel global esta tendencia contintia con las industrias médica, electronica y de
materiales poseyendo el 84.6% de las patentes nano-relacionadas a nivel mundial como lo

muestra la figura 3.
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Figura 3. Comparacion de patentes nano-relacionadas con aplicaciones en sectores especificos de la

industria [19].

Sin embargo, esto no quiere decir que no exista un interés por el desarrollo de
nanotecnologias con aplicaciones agroalimentarias, ya que durante las ultimas dos décadas la
busqueda de informacion que relaciona a la nanotecnologia 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
busqueda general en Web of Knowledge (WoK, eje derecho, cuadros azules), como blsquedas en

google (eje izquierdo, simbolos vacios). Las busquedas fueron realizadas en noviembre de 2011, [20].

Dentro de las investigaciones que relacionan a la nanotecnologia con la agricultura se puede
ver una tendencia hacia el desarrollo de productos de proteccion de plantas (PPP), con el 74%
de todos los articulos publicados al 2011 orientados al desarrollo de PPP (Figura 5), esto
coincide con las investigaciones sobre las actividades antibioticas de multiples nanoparticulas
sobre todo metalicas 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 agroquimicos nanoestructurados siendo ambos nanofertilizantes de la categoria 1,
sin embargo, en el mercado también se encuentran nanoproductos mexicanos aun sin la
verificacion de la NPD como CopperKelp® de la empresa Algas Pacific® el cual es un PPP
utilizado para el control de fitopatogenos y se clasifica también en la categoria 1 utilizando
nanoparticulas de cobre como ingrediente activo [22]. Para ponernos en perspectiva, el
sistema desarrollado en esta tesis seria un nanofertilizante de liberacion controlada que

clasificaria en la categoria 2.

2.4 Nanoencapsulacion y nanocargadores

Los nanocargadores generalmente son definidos como objetos con al menos alguna de sus
dimensiones en la escala de 1-100 nanémetros (aunque algunos autores incluyen dimensiones
menores a 500 nm en la nanoescala), capaces de retener compuestos para liberarlos bajo

ciertas condiciones, encargandose de la cinética de transporte y liberacion en lugar del
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ingrediente activo que portan [23]. Dichas condiciones dependen de las caracteristicas del

cargador mismo, es decir tamafio, forma, composicion quimica, carga, etc.

El desarrollo de las tecnologias de nanoencapsulacion surge como una alternativa a la entrega
de compuestos bioactivos a células y tejidos con el objetivo de prevenir efectos adversos que
la metabolizacién de estos compuestos puede causar al ser ingeridos en concentraciones
operativas [24]. Los NM utilizados como cargadores estan disefiados para entregar dichos
compuestos a un tejido objetivo y aumentar su bioeficacia, incluyendo agentes como
nanoparticulas, dendrimeros y cargadores a base de polimeros o lipidos como es el caso de

los liposomas Figura 6.

Oily or aqueous core

Nanosphere

Nanoparticle

Dendrimer Liposome Micelle

Figura 6. Nanoestructuras utilizadas como nanocargadores[23]

Debido a su pequefio tamafio, los nanocargadores poseen una alta relacion de
superficie-volumen proveyendo una amplia area superficial para el decorado con particulas
que le dotan de especificidad a tejidos, asi como de un volumen interno capaz de encapsular

compuestos de interés, comunmente farmacos o marcadores biologicos [23].
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Para el caso de la mayoria de las nanocéapsulas incluyendo a los liposomas, el incremento del
volumen interno se da de manera cubica con el aumento del tamafio, mientras que la
superficie aumenta de manera cuadratica, sin embargo, para los nanocargadores no esféricos
esta relacion no se cumple. Por ejemplo, en el caso de los cargadores filamentosos como los
dendrimeros, el area 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 area médica donde funcionan como
transportadores de farmacos o diversos bioactivos para el diagnostico y tratamiento de
enfermedades, sin embargo, las investigaciones con respecto a los nanocargadores han
aumentado de manera exponencial en los Ultimos afios, segun la base de datos de Science
Direct, en 2010 se realizaron 271 publicaciones sobre nanocargadores en las areas de
farmacologia y medicina, mientras que en el area de agricultura y ciencias bioldgicas solo 10,
para el afio 2020 las publicaciones en ambas areas aumentaron considerablemente, llegando a

1481 y 314 respectivamente [25].

2.5 Liposomas

Los liposomas son nanoestructuras esféricas huecas formadas por una bicapa lipidica
como lo muestra la Figura. 7. Estdn formados por fosfolipidos autoensamblados por su
naturaleza anfifilica, lo cual les otorga una gran variedad de caracteristicas dependiendo de la
mezcla lipidica que los conforme. Dichas estructuras han sido ampliamente estudiadas
gracias a su capacidad de cargar soluciones acuosas en el interior y moléculas hidrofobicas
embebidas en la bicapa lipidica; esta estructura los hace compatibles con los sistemas
bioldgicos [26]. Estas caracteristicas han hecho de los liposomas un nanocargador de gran

interés para la industria farmacéutica y cosmética [27].

12



Liposome

)%)

Vs 3 ),
A e = - 5

e Y
%{\50
— s

—
R

M
:: Micelle
=2

)

] ..

¥

c;@

prpppn papapy
ol
R

RN Wi,

Figura 7. Vista transversal de un liposoma, una micela y una bicapa lipidica.[28]

Para clasificar a los liposomas se toma en cuenta principalmente su tamafio y nimero de
bicapas, para el caso de liposomas unilamelares se dividen en pequefios con un tamafio de
15-100nm (SUV) medianos 100-500nm (MUV), grandes 500-100 nm (LUV) y gigantes con
un tamafio mayor a una micra (GUV). Hoy en dia 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 fisicos y quimicos sobre la

membrana celular [16].

2.5.1 Ventajas del uso de liposomas
Los liposomas presentan multiples ventajas en comparacion con la aplicacion de bioactivos

libres, como una mejoria en la estabilidad fisicoquimica de los compuestos encapsulados,
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mejora la dispersabilidad en agua y no suelen influir de manera significativa en la efectividad
biologica de los compuestos. Por el contrario, se ha considerado a los costos de produccion
como la mayor desventaja para su uso potencial [29].

La mejora de la estabilidad fisicoquimica 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 caracteristica que le ha dado su lugar en el mercado a los liposomas es su potencial
selectividad a tejidos especificos, esta especificidad puede ser otorgada de dos formas, la
focalizacion pasiva que se basa en la respuesta natural del cuerpo a las caracteristicas
fisicoquimicas del liposoma (fluidez, carga, pH isoeléctrico, etc.) y la focalizacion activa, en
la cual los liposomas son conjugados con agentes que inducen la absorcion de estos mediante

algin tipo de sefalizacion (ligandos, aptameros, anticuerpos, etc.) (Figura 8) [31].
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Figura 8. Modificaciones de membrana utilizadas para dirigir liposomas [32].
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2.6 Biologia y fungicultura de Pleurotus ostreatus.

El género Pleurotus abarca 40 especies de hongos a los que se le refiere comiinmente 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 comun como el cientifico del hongo hacen referencia a la forma de
su cuerpo fructifero 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

comun, 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 orgdnica muerta, principalmente madera, son organismos saprofitos que
funcionan como descomponedores primarios convirtiendo tejido orgdnico muerto en los
nutrientes necesarios para su desarrollo, su micelio secreta enzimas digestivas que rompen
reducen ligno-celulosa en particulas mas pequefias 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 generacion de hifas que se extienden a través
del sustrato como una red; el desarrollo correcto del micelio juega un papel fundamental en la
sintesis de nutrientes a partir del sustrato y para la formacién exitosa de cuerpos fructiferos,
durante la colonizacion tardia 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 nucleos haploides que bajo las condiciones correctas dan
lugar el estado conocido como cariogamia, en el cual dichos nucleos apareados se fusionan y
someten a meiosis para la produccion de los basidios diploides que son las células sexuales
de los hongos [37].

El cuerpo fructifero estd conformado por micelio diferenciado y dichos basidios ubicados en
las agallas debajo del sombrero y la fase reproductiva culmina con la liberacion 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].

Ademas de su valor comercial, el cultivo de Postreatus y en general de los hongos
comestibles es considerado un proceso biotecnoldgico, por el reciclaje de materia orgénica y
es considerado hoy en dia como el tinico proceso que combina la produccion de alimento rico
en proteina con la reduccion de contaminacion 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 indculo. Los contenedores mas utilizados son las bolsas de plastico y

botellas de polipropileno que varian en tamano segun el propdsito del cultivo (Figura 11)[40].

Figura 11. Fotografias de diferentes tamafios y formas de botellas de polipropileno utilizadas en el

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

Aunque existen diversos métodos para la produccion de hongos todos siguen a grandes
rasgos el mismo proceso. Primero se prepara el sustrato, para el caso de la produccion de
hongos ostra se utiliza comunmente aserrin o paja de trigo el cual se mezcla con aditivos para
mejorar la produccion, posteriormente el sustrato es esterilizado o en su defecto pasteurizado

para evitar el crecimiento de otros organismos, la forma mas utilizada a nivel industrial es la

17



esterilizacion por autoclave a 120°C y 15-25 psi con el tiempo variando entre 20 y 90 min

dependiendo de la cantidad de sustrato [35].

Una vez se enfria el sustrato este se inocula con granos previamente colonizados o un cultivo
en liquido del hongo y se incuba hasta que el sustrato se encuentre completamente
colonizado, por ultimo es necesario promover el inicio de la fase vegetativa del hongo
cambiando sus condiciones ambientales para que se desarrolle el cuerpo fructifero y este sea

cosechado [40].

2.6.1 Nanotecnologia en la fungicultura

Aunque la fungicultura es una industria que ha visto un crecimiento importante en las Gltimas
décadas y la implementacion de aditivos a los sustratos estd ampliamente reportado, los
reportes que se tenian sobre la aplicacion de la nanotecnologia para la produccion de hongos

al momento de comenzar este proyecto eran nulos.

La relacion que mantenian los hongos comestibles con la nanotecnologia es la propiedad que
poseen algunos para sintetizar nanoparticulas mediante la reduccion de iones metélicos [40],
sin embargo, la aplicacion de nanomateriales como aditivos en la produccion de hongos
comestibles no habia sido reportada hasta marzo el 2020 con las investigaciones de L.Naim
et. al sobre el uso de nanofertilizantes comerciales de la linea Lithovit ®[41,42] en los que
se evaluan los efectos de diferentes dosis de los nanofertilizantes comerciales a base de
nanourea y aminodcidos en la calidad y produccion de P. ostreatus como producto de
relevancia econémica. De estas investigaciones cabe destacar que se reportan beneficios tanto

en la produccién del hongo como en el aprovechamiento econdmico, sector en el cual
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remarcan es necesario hacer pruebas con menores dosis de nanofertilizante asi como pruebas
de produccién a nivel comercial para validar el uso de este nanofertilizante en la fungicultura

[42,43].

2.6.2 Situacion actual de la industria de la fungicultura

Actualmente, la poblacion mundial ha diversificado su dieta en bisqueda de alimentos mas
amigables con el ambiente, esto ha aumentado el consumo de hongos a nivel mundial
haciéndolos un producto de importancia econdmica en México y otros paises. En los ultimos
veinte afos, la produccion de hongos comestibles en México ha tenido un crecimiento
significativo. Durante el periodo de 1991 a 2011, la produccion pasoé de 9 mil 036 a 62 mil
374 toneladas de hongos frescos por afio, se ha sextuplicado el volumen de produccion en el
pais. Por lo cual, México se posiciond como el mayor productor de hongos comestibles de
Latinoamérica, al generar el 80.8% de la produccion para la region, seguido por Brasil (7.7%)
y Colombia (5.2%). A nivel mundial México se ubica en el décimo tercer lugar de los paises

productores de hongos comestibles [44].

En el 2018, el mercado global de hongos frescos alcanzd un valor de 38 billones de dodlares
con los hongos ostra representando el 16% de la produccion global posicionando al género
Pleurotus spp. como el segundo de mayor relevancia econémica en la industria de hongos

comestibles [45].

Los hongos ostra son cultivados masivamente en solido como fuente de alimento o en medio
liquido para la obtencién de gran variedad de metabolitos bioactivos. [46] Algunas de las
caracteristicas 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 lignoceluldsicas 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 produccion. 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 inorganicos como el nitrato de amonio y la urea
los mantienen entre los favoritos de los productores. La suplementacion de nitrogeno se
convierte en una necesidad para tener una produccion competitiva debido a que dicho
elemento es indispensable para las rutas de sintesis de nucledtidos, aminoacidos 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 nitrégeno 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 nitrégeno proveniente del amonio se volatiliza [49].
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3. Justificacion

Con el rapido crecimiento de la industria de hongos alimenticios cada vez se vuelve mas
relevante el desarrollo de tecnologias que satisfagan las necesidades de los productores, en el
caso del cultivo del hongo P. ostreatus una de las areas de oportunidad se encuentra en el
desarrollo de suplementos para sustrato, esto ya que los sustratos mas comunmente utilizados
son pobres en nitrogeno, componente vital para el crecimiento eficiente del hongo al ser
indispensable para la sintesis de compuestos organicos. Para contrarrestar este problema, es
comun la adicion de fertilizantes ricos en nitrogeno 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 rapidamente aprovechado por el hongo, sin embargo, una parte importante se
pierde en forma de nitrato debido a su volatilidad y su lenta asimilacién en comparacién con
el amonio.

Con la finalidad de resolver la problematica de la volatilizacion de nitrogeno podemos
recurrir a la nanotecnologia, ya que un drea importante en la cual se ha visto involucrada en
afios recientes es la agricultura, en particular, en la creacion o modificacion 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
mas amigables con el medio ambiente. Dentro de las ventajas que ofrecen los
nano-fertilizantes encontramos la liberacion 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 nanotecnologia 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 nitrégeno y evitar su volatilizacion,
en este trabajo se pretende nanoencapsular el nitrato de amonio en liposomas. Estos
liposomas cargados con el fertilizante seran utilizados en cultivos de P. ostreatus y se

analizara su efecto en el crecimiento de este hongo.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general
Analizar la efectividad del nitrato de amonio (NH,NO;) nanoencapsulado en

liposomas como suplemento en el hongo P. ostreatus.

4.2. Objetivos especificos
- Encapsular el NH,NO; en liposomas.
- Suspender liposomas cargados con NH,NO; en el agua utilizada para humedecer el
sustrato en cultivos del hongo P. ostreatus.
- Analizar el efecto de los liposomas cargados con NH,NO; en el crecimiento de P,

ostreatus.

5. Hipotesis
La aplicacion de liposomas cargados con nitrato de amonio (NH,NO;) en el cultivo de

Pleurotus ostreatus mejorara el aprovechamiento del nitrégeno, lo cual se vera reflejado en el

crecimiento del hongo.
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6. Metodologia

6.1Sintesis de liposomas

Evaporacion de solventes /

! . Hidratacién de capa
formacién de capa lipidica

lipidica y agitacién

| I. =
7~ o~ oy 30s

@

— ‘ -

50 °C + bomba de vacio

Preparacion de solucion
lipidica

Sonicacion /
Homogeneizacién de
liposomas

S
50 °C +40 kHz por 15 min

Figura 12. Diagrama de metodologia de sintesis de liposomas

La sintesis de liposomas se llevd a cabo mediante hidratacion de capa lipidica (Lipid Film
Hydration) seguida de sonicacién como lo describe Pinilla C. [8] con algunas modificaciones.
Se agregaron lecitina de soya (Food technology tradings) y acido 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 ‘C y se mantuvo en agitacion constante hasta obtener una mezcla homogénea. Los

solventes fueron removidos mediante evaporador rotatorio asistido de bomba de vacio hasta
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obtener una capa delgada de lipidos seca en las paredes del matraz, importante asegurarse de
obtener una capa seca para evitar residuos de los solventes.

La recuperacion de la capa lipidica se llevé a cabo anadiendo 60 ml de la solucion
tratamiento correspondiente a 50 °C, agitando en vortex por 30s y sometiendo a bafio
ultrasoénico 40 kHz por 15 min a 50 ‘C. Las soluciones tratamiento encapsuladas fueron 4

soluciones acuosas de NH,NO; al 0%, 0.25%, 0.75% y 1.25% m/v.

6.2 Caracterizacion de liposomas

El tamafio y potencial Z de los liposomas fue determinado mediante dispersion de luz
dinamica (Zetasizer Z) como es descrito por Brandelli A. [50]

La eficiencia de encapsulamiento se obtuvo mediante espectroscopia UV-Vis mezclando las
metodologias reportadas por Panwar et.al y J. Mater [51,52]. Para el analisis se encapsuld una
solucion de azul de metileno 0.1 M, posteriormente se separ6 la suspension de liposomas
mediante centrifugacion a 20,000g por 1 hora a 4 ‘C, se tomaron alicuotas de 1 ml de
sobrenadante y 1 ml de azul de metileno 0.1M, se les agreg6 1 ml de agua destilada y se
midio la absorbancia a 660 nm, utilizando la ley de Beer-Lambert (Formula 1) se determin6

la cantidad de azul de metileno encapsulado.

C=A/el
Formula 1. Ley de Beer-Lambert

Donde C es la concentracion de azul de metileno, A es la absorbancia, € es el coeficiente de

absorbancia ( 7. 15><104/mol cm para el azul de metileno) y / es la longitud de la solucion
(1em). La eficiencia de encapsulamiento es expresada como porcentaje de atrapamiento y fue

calculado a través de la Formula 2.
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Azul de metileno 0.1M—Azul de metileno en sobrenadante
x100

. . 0 —
Eficiencia de encapsulamiento% ol do metilona 0.1M

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

6.3 Aplicacion de liposomas cargados con NH,NO; a cultivos de P,
oStreatus

Para evaluar los efectos del encapsulamiento del NH,NO; en el desarrollo del hongo se
realizaron 6 cultivos de P. ostreatus con diferentes concentraciones de NH,NO; encapsulado

como aditivo como lo muestra la tabla 1.

Tabla 1. Descripcion de tratamientos C indica tratamientos control sin liposomas, L indica

tratamientos con liposomas, indica la concentracion de NH,NO; aplicado.

a) C0.0% Libre 0%
b) C0.75% Libre 0.75%
c) L0.0% Liposomas + agua 0%
d) L0.25% Liposomas + NH,NO, 0.25%
e) L0.75% Liposomas + NH,NO, 0.75%
f) L1.25% Liposomas + NH,NO; 1.25%

El crecimiento de P. ostreatus se evalué mediante una carrera de micelio como lo describe
Soto-Cruz [53]. En tubos de cultivo de 16mm x 150mm se agregaron 6 g de aserrin
humedecido con 9 ml de agua destilada y esterilizaron en autoclave a 120°C, 20 psi por 1h
posteriormente se agregaron 9 ml de solucidén tratamiento, inocularon e incubaron en

oscuridad a 25° C.
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Para inocular los tubos se utilizd un cuadro de lcm x lcm de un cultivo de 7 dias de P
ostreatus en PDA, el crecimiento del micelio se midio cada 48 h con un vernier hasta que un

tratamiento colonizara el tubo por completo.

6.5 Analisis estadistico

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

7.1 Caracterizacion de liposomas

Por motivos de la pandemia ocasionada por el virus SARS-CoV-2 (Covid 19) no fue posible
realizar el analisis de dispersion de luz dindmica a los liposomas utilizados en esta iteracion
del experimento, sin embargo, aqui se presentan los resultados obtenidos de una
caracterizacion realizada a liposomas sintetizados bajo la misma metodologia para una
iteracion del experimento realizada en marzo del 2020.

En la Tabla 2 se presentan las caracteristicas de los liposomas utilizados como tratamiento, el
indice de polidispersidad (PDI) indica la distribucion de tamafio de los liposomas en la
suspension; el potencial Z indica la magnitud de la carga de repulsion entre liposomas que

evita la formacion de agregados y es uno de los pardmetros fundamentales a considerar para

identificar a una suspension estable.

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

Tratamiento Diametro medio PDI Potencial Z (mV)
L 0.0% 203 nm 0.481 -32.8
176 nm 0.220 -43.1
165 nm 0.292 -38.0
L 1.25% 188 nm 0.292 -46.4

El tratamiento L 0.75% es el que presentd menor tamafio con un didmetro medio de 165 nm,
mientras que el tratamiento con mayor uniformidad de tamafio 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.




La prueba de encapsulacion de azul de metileno dio como resultado un encapsulamiento del
34.6%, indicando que solo una cantidad poco mayor a un tercio del soluto estd siendo

encapsulada con este método de sintesis.

7.2 Carrera de micelio

En la carrera de micelio se observo un crecimiento acelerado en todos los tratamientos con
NH,NO;, siendo el tratamiento L 0.025% el que presentd mejor crecimiento con una

colonizacion total del sustrato a los 16 dias como lo muestra la figura 13.

Crecimiento de micelio en tubos de cultivo

15 == 3)C 0.0%

C 0.75%

w= b

)
)
c)L 0.0%
)
)

- d) L 0.25%

10 L 0.75%
£ - . ("}
c - f)L 1.25%
@
o] /
Ei
5
cC
S 5

0

4 6 8 10 12 14 16

Tiempo en dias

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 dias.
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Tabla 3. Resumen de analisis de varianza ANOVA de un factor.

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

0

3 21,999 7,3333 0,032448
3 20,935 6,9783 0,086408
3 17,999 5,9997 0,191656
3 20,93 6,9767 0,046633
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 dia (mm/dia) Tabla 4,

mientras que la prueba de Duncan permitio identificar los tratamientos significativamente

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

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

Crecimiento de micelio por dia (mm/dia)

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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Carrera de micelio (mm/dia)
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Figura 14. Grafico de barras del desarrollo de micelio en mm/dia; 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 confirmé que la aplicacion de NH,NO; como aditivo al sustrato tiene
un efecto positivo en el desarrollo de micelio, también se identificé que el desempefio del
tratamiento L 0.25% es significativamente superior al tratamiento C 0.75%, indicando que la

encapsulacion de NH,NO; tiene un efecto sobre la disponibilidad de este en el sustrato.

Como observacion meramente cualitativa, los cultivos tratados presentaron mayor densidad

micelial en comparacion 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. Discusion

8.1 Efecto de la aplicacién de NH,NO; en el desarrollo de micelio

La implementacion de NH,NO; tanto libre como encapsulado demostr6é tener un efecto
positivo en el desarrollo del micelio con los tratamientos C 0.75% y L 0.25% presentando
crecimiento 26% y 34% mas rapido con respecto al tratamiento control (C 0.0%)

respectivamente.

De los resultados se destaca que la velocidad de crecimiento de micelio se comportd de forma
contraintuitiva al no ser proporcional con la concentracion de NH,NO; en los tratamientos,
sin embargo, comportamientos similares de desproporcionalidad entre el desarrollo del hongo

y la concentracion 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-nitrégeno en el sustrato, este parametro se refiere a la cantidad de C que hay en el
sustrato en comparacion 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 fructifero, actividad
enzimatica, produccion de aminoacidos y polisacaridos asi como el desarrollo de micelio
[56]. Incluso estad reportada la incidencia de una “super inhibicion” del desarrollo de micelio
para sustratos en los que hay mas N que C disponible [57]. Por lo que es posible que el
tratamiento L 0.25% haya aportado una cantidad de N mas cercana a la concentracion C/N

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

Cabe mencionar que para esta investigacion no se calcul6 la concentracion de C en el sustrato

inicial, sin embargo, para sustratos como el aserrin o la madera estd reportada una relacion
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C/N de 100-400/1 [56,58,59] y para el desarrollo 6ptimo de micelio ha sido reportado en
sustratos con una relacion 30/1 C/N [56,57], sin embargo, es complejo asegurar que el
tratamiento L 0.25% se aproximo a esta relacion C/N debido a la limitada informacion de la
composicion del sustrato asi como del efecto de aditivos de liberacion controlada en la

produccion de hongos.

Parte de la complejidad para la interpretacion de resultados de esta prueba es que la
suplementacion de aditivos de forma nanoestructurada no siempre tendra un analogo de
suplementacion en bulto, es decir que la concentracion de nitrogeno administrada mediante
nanoestructuras no presentard una relacion proporcional con concentraciones de nitrogeno
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 dosificacion 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 asi bajo qué
condiciones se libera el aditivo que a su vez dependen de la permeabilidad de la capa lipidica,

temperatura y presion osmatica por mencionar algunas.

Aun asi, los resultados de la carrera de micelio indican una mejora en el desarrollo micelial
de P. ostreatus con concentraciones de NH,NO; muy bajas 0.25% reportada anteriormente
como una concentracion poco eficiente para la suplementacion de sustratos en el cultivo de P,

ostreatus [60].
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9. Conclusiones

e La encapsulacion en nanoliposomas fue exitosa con la formacion de una suspension
estable (potencial Z <-30 mV) aun utilizando lecitina de soya de grado alimenticio.

e La implementacion de los liposomas cargados con NH,NO; como aditivo para el
cultivo de P, ostreatus promovi6 el desarrollo del micelio debido probablemente a una
mejora en el aprovechamiento de nitrégeno en el sustrato logrando obtener un
crecimiento de micelio acelerado afiadiendo concentraciones mas bajas de aditivo que

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