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RESUMEN

El micelio de hongo se esta considerando como un posible material alternativo en la industria
textil debido a sus propiedades y versatilidad. Debido a la reciente emergencia del tema, no se
encontraron estudios precedentes realizados en Guatemala, que evalten la produccién de micelio en un
medio de cultivo liquido y sus propiedades mecénicas. Por estas razones en el presente trabajo se evalud
el crecimiento de micelio de P.chrysosporium en un medio formulado con sacarosa y peptonas, al igual
gue su posible uso como materia prima en la industria textil mediante pruebas de tensién. Se determiné
gue la formulacion que presenta el mayor rendimiento de produccién de biomasa respecto a consumo
de sustrato a pH 6.20, 100 rpm y 37°C es de 40 g/L de sacarosa, 5 g/L de peptona de carne, 5 g/L
peptona de caseina, 1 g/L KH2PO4, 0.8 g/L MgSO.7H.0 y 0.1 g/L ZnSQ4. Con esta formulacién se
obtuvo un modelo de Monod modificado que permite explicar los factores que influencian durante la
fermentacion y se analizé la técnica de fermentacion por lotes y alimentada en donde se obtuvieron
concentraciones de biomasa de 4.615 + 1.071 g/L y 6.385 + 0.325 g/L respectivamente. A pesar de que
se obtuvo una mayor concentracion en el cultivo alimentado, no se presenta una diferencia
estadisticamente significativa respecto al cultivo por lotes. EI modulo de Young, tensién de rotura y
porcentaje de elongacion maximo obtenido, luego de realizar pruebas de tensién al micelio puro y
tratado, fue de 0.0037 GPa, 2.26 MPa y 57.5%, respectivamente.
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ABSTRACT

Fungal mycelium is being considered as a possible alternative material for the textile industry
due to its properties and versatility. Due to recent emergence of the topic, no previous studies carried
out in Guatemala were found, that evaluate the production of mycelium in a liquid culture medium and
its mechanical properties. For these reasons, in the present work the growth of P.chrysosporium
mycelium in a medium formulated with sucrose and peptones was evaluated, as well as its possible use
as a raw material in the textile industry through tension tests. It was determined that the formulation
that presents the highest biomass production yield with respect to substrate consumption at pH 6.20,
100 rpm and 37°C is 40 g/L of sucrose, 5 g/L of meat peptone, 5 g/L casein peptone, 1 g/L KH,PO,,
0.8 g/L MgSO.7H>0 and 0.1 g/L ZnSO4. With this formulation, a modified Monod model was obtained
that allows explaining the factors that influence during fermentation and a batch and fed fermentation
technique was analyzed where biomass concentrations of 4.615 + 1.071 g/L and 6.385 + 0.325 g/L were
obtained, respectively. Although a higher concentration was obtained in the fed culture, there is no
statistically significant difference compared to the batch culture. The maximum Young's modulus,
tensile strenght and elongation percentage obtained, after performing tension tests on pure and treated
mycelium, were 0.0037 GPa, 2.26 MPa and 57.5%, respectively.
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I. INTRODUCCION

La contaminacion ambiental y creciente necesidad de implementar materiales en las industrias,
que sustituyan los métodos de produccion actuales y tengan un menor impacto negativo en el ambiente,
han fomentado la utilizacién de microorganismos y fuentes bioldgicas en los procesos de manufactura.
Un ejemplo de estos son los biomateriales, estos son productos que se elaboran a partir de biomasa o
son sintetizados por sistemas bioldgicos, los cuales posteriormente se someten a distintos procesos que
le otorgan valor. La utilizaciéon de micelio de hongo para la fabricacion de biomateriales se esta
considerando como futura tecnologia debido al rapido crecimiento y habilidad de crecer en medios
poco costosos (Ellen Macarthur Foundation, 2017).

Los hongos son organismos eucariotas que se alimentan mediante la digestion enzimatica de los
nutrientes, estos pueden crecer en medios liquidos o solidos media vez contengan las condiciones
necesarias para su crecimiento. Cominmente se utilizan medios sélidos elaborados a partir de residuos
de la industria agricola para la produccion del micelio, pero estos presentan desventajas al momento de
escalar la produccion en reactores. Por lo tanto, la determinacion de un medio en donde se promueva
la produccion de la biomasa y de facil escalamiento es un tema de interés. La efectividad en la
utilizacion de diferentes fuentes de carbono y nitrogeno para el crecimiento del hongo dependera del
metabolismo y capacidad enzimatica de cada especie (Carlile, Watkinson, & Gooday, 2001).

Phanerochaete chrysosporium es de los hongos més estudiados debido a su capacidad de degradar
lignina, produccion de enzimas y biorremediacion (Kheiralla, El-Din, Malek, & Aziz, 2013).
Actualmente se ha evaluado la implementacion de micelio de P. chrysosporium para la elaboracion de
biomateriales, debido a las ventajas que representa en cuanto a rapidez de crecimiento y utilizacion de
fuentes de carbono y nitrogeno accesibles (Saiz-Jimenez, 1983). En base a esto, en el presente trabajo
de graduacion se propuso la evaluacion de la produccion de P. chrysosporium en un medio liquido
empleando sacarosa como fuente de carbono y peptonas como fuente de nitrogeno. La sacarosa
representa una fuente rica de carbono y permite tener un entendimiento inicial de cémo se podria
comportar el hongo ya sea con fuentes de carbono mas complejas o derivadas de residuos de la industria
o subproductos como melaza. Las peptonas representan una fuente de nitrogeno orgéanica que permite
simular las condiciones de crecimiento naturales de los hongos (McCoy, 2016).

Como se menciono anteriormente la utilizacion de micelio de hongo para la fabricacion de
biomateriales se esta considerando como futura tecnologia para aplicarse en la industria, entre estas la
textil pues es de las mayores contaminantes y el 70% de las emisiones que libera se atribuye al proceso
de produccion de las fibras y a la produccion del textil a escala industrial, por consecuencia se busca
implementar nuevas tecnologias que permitan disminuir el impacto en el ambiente (McKinsey &
Company, 2020). A partir de esta potencial importancia en las siguientes secciones del informe se puede
encontrar la evaluacion de la produccion de micelio de Phanerochaete chrysosporium para la
elaboracion de un material y un estudio que da a conocer su posible aplicacion. En el apartado de
metodologia se puede encontrar a detalle las evaluaciones realizadas y las tablas de resultados obtenidos
y analisis de resultados en las secciones correspondientes. Los apartados de anexos, marco teorico y
antecedentes permiten completar la informacién y mejorar la comprension del tema.



II. ANTECEDENTES

La necesidad de implementar materiales sostenibles para la produccion de textiles ha
generado la investigacion relacionada a la produccion de materia prima utilizando microorganismos.
La utilizacion de micelio de hongo para la fabricacion de biomateriales se estd considerando como
futura tecnologia que permita incorporarse en nuestro dia a dia. Para lograrlo, se requiere de
experimentacion relacionada a la produccion de la biomasa para la elaboracion del biomaterial e
informacion sobre las propiedades de estos materiales y su aplicabilidad. Actualmente, la fabricacion
de material a partir de micelio de hongo se ha desarrollado sin una base experimental concisa y
estandarizada. Estudios realizados se han enfocado en variar la especie de hongo, modificar el tipo de
sustrato y experimentar con distintos post-tratamientos para determinar como estos factores afectan las
propiedades del micelio. Investigaciones precedentes han centrado sus estudios principalmente en la
utilizacion de hongos filamentosos del filo basidiomiceto debido a su rapido crecimiento y flexibilidad
de adaptacion a distintos de medios de cultivo.

Los sustratos mas utilizados para el crecimiento de micelio son los subproductos o residuos
que se obtienen de la agricultura entre estos se encuentran trigo, maiz, algodon, vaina de frijol, aserrin,
etc. el hongo degrada la lignocelulosa presente en estos sustratos y crece entre las fibras de estos,
generando un material compuesto. Bayer & Mclntyre, 2016 inoculan el hongo Pleurotus ostreatus en
un sustrato compuesto de papel reciclado, cascara de arroz, granos secos de destileria, fibra de coco y
aserrin, en este concluyen que el hongo logra adherirse a la superficie y parte interior del sustrato
generando una estructura sustrato-micelio (Bayer & MclIntyre, 2016). Elsacker, 2021 utiliza Trametes
versicolor, Ganoderma resinaceum, Pleurotus salmoneo-stranineus y Schizophyllum commune ¢
inocula en caflamo para determinar el porcentaje de colonizacion luego de 7 dias de incubacion. El
hongo con el crecimiento méas rapido fue G. resinaceum pues colonizd por completo el sustrato en 6
dias, 7. versicolor en el dia 7 aun no habia crecido por completo en el sustrato, P. salmoneo-stranineus
y S. commun presentaron un tiempo de colonizacion del sustrato de 7 dias (Elsacker, 2021).

En un estudio realizado por Raman et al, en 2022 crecen Fomitella fraxinea en un sustrato
compuesto de cascara de arroz y aserrin, luego de la produccion del micelio, lo sumergen 48 horas en
diferentes soluciones: 15% glicerol, 15 % etilenglicol y 20% polietilenglicol. El modulo de elasticidad
del micelio sin tratamiento fue de 1.37 MPa, tension de rotura de 1.4 MPa y una tasa de elongacion de
4.59 MPa. Al tratar el micelio con una solucidon 15% de glicerol se obtuvo un moédulo de Young de 1.18
MPa, tension de rotura de 1.6 MPa y tasa de elongacion de 69.7%. Al tratar el micelio con una solucién
15% de etilenglicol se obtuvo un modulo de Young de 5.91 MPa, tension de rotura de 37 MPa y tasa
de elongacion de 37.9%. El micelio que paso 48 horas en una solucion 20% de polietilenglicol obtuvo
un modulo de Young de 1.16 MPa, tension de rotura de 1.74 MPa y tasa de elongacion de 29.29%
(Raman, Kim, Kim, & Shin, 2022).

El micelio de hongo también puede desarrollarse en medio liquido, en donde se forman pellets
que varian en tamafio dependiendo de la fuente de carbono y nitrogeno empleadas. Un estudio efectuado
por Sinha et al, 2014 demostré que el tamafio de los pellets de A.niger aumentan al incrementar la
concentracion de sacarosa de 20 g/L a 60 g/L. Cho ef al, demostr6 que las células de diferentes especies
de hongos tienden a generar hifas largas al emplear un medio con sacarosa (El-Enshasy H. A., 2007).
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Tambe, 2007 comprobo el crecimiento de S. sinnamarinese en diferentes fuentes de nitrégeno
en donde se demostrd que la cantidad de biomasa producida en arginina (12.9 mg), alanina (11.2 mg)
y peptona (16.7 mg) luego de 30 dias de incubacion es mayor a la producida en amonio (7.2 mg), acido
glutdmico (8.8 mg) y nitrato (4.2 mg); observandose el mayor rendimiento en un medio con peptona
(Bechem, 2012). Dan Hung et al en 2019 cultivan Codiceps militaris en diferentes medios, obteniendo
la mayor cantidad de micelio en una formulacién con 30 g/L de glucosa, 1 g/L de KH2PO4, 0.6 g/L de
K2HPO4, 0.7 g/L. de MgS04 y 0.25 g/L FeSO4, 0. g/L vitamina B1, 6 g/L de peptona.

Como se menciond anteriormente investigaciones precedentes han centrado sus estudios en
la utilizacion de hongos basidiomicetos, estos en su mayoria producen un cuerpo fructifero que tiende
a retardar la expansion de micelio en el sustrato. Un estudio realizado por Pelkmans,et al, 2017
modificaron genéticamente el hongo S. commune para silenciar las rutas encargadas de la produccion
de cuerpo fructifero de la especie, esto ocasiond un crecimiento tres veces mas rapido del micelio
respecto al de la cepa original (Jordi F. Pelkmans, 2017). No obstante, existen diversas cepas silvestres
de hongos que ya carecen de estas rutas, no generan cuerpo fructifero y unicamente producen la
extension de sus hifas en el sustrato. Entre los hongos que tienen esta capacidad se encuentra
Phanerochaete chrysosporium.

La mayoria de estudios empleando P. chrysosporium se centran en su utilizacion para la
degradacion de sustratos sdlidos con el objetivo de producir y extraer enzimas lignocelulosicas o
exopoliscaridos; tambien se ha evaluado su implementacion en el area de biorremediacion. Existen
pocos antecedentes de la produccion de biomateriales empleando dicha especie, entre estos el de
Banerjee et al, 2018 en donde utilizan Phanerochaete chrysosporium para la produccion de micelio en
un medio liquido, luego de recolectar el micelio le colocan una solucion de curcumina para otorgarle
actividad antimicrobiana y lo emplearon como un parche cicatrizante para heridas (Banarjee, Paban, &
Khamrai, 2018). Debido a la falta de estudios en donde se busque elaborar biomateriales a partir de
micelio de P. chrysosporium en fermentaciones liquidas, es necesario realizar investigacion en esta
area.



I1l. JUSTIFICACION

La contaminacién ambiental es un problema global y de continuo incremento, siendo la
actividad humana, el principal factor responsable de esta. La industria textil juega un rol importante
dentro del problema, pues es de las que mayor cantidad de gases de efecto invernadero genera. Un
estudio demostr6 que la produccidn de textiles produce 1.2 mil millones de toneladas de CO- al afio, lo
gue representa un 5% de la emision global de gases de efecto invernadero y constituye un 20% de la
contaminacion del agua (Ellen Macarthur Foundation, 2017). Se espera que para el 2030 las emisiones
aumenten a los 2.1 mil millones de toneladas de CO; al afio (McKinsey & Company, 2020). Los textiles
se dividen en fibras sintéticas, derivadas de animales, plantas y celuldsicas. La mayor parte de los
textiles se elaboran a partir de fibras sintéticas, a estas se les atribuye una gran parte de la
contaminacion, pues al lavarlas liberan microfibras. En el afio 2017, se estimé que alrededor de medio
millon de toneladas de microfibras fueron liberadas al océano y se espera que dentro de los siguientes
35 arios se liberen 22 millones de toneladas (Ellen Macarthur Foundation, 2017).

La produccion de fibras sintéticas emite 9.52 kilogramos de CO, por tonelada de fibra y
requiere de 100-150 litros de agua por kilogramo de fibra. La produccion de algodon para textiles emite
5.2 kilogramos de CO; por tonelada de fibra al afio. El algodén a pesar de producir una huella de
carbono menor al de las fibras sintéticas, requiere de grandes espacios de tierra para su cultivo, al igual
que pesticidas, herbicidas y fertilizantes lo cual afecta los suelos, ademas para la produccién de 1
kilogramo de algodén se requieren 10,000 litros de agua. La elaboracion de cueros requiere de
utilizacion de la tierra y deforestacion generando 110 kilogramos de CO, por cada metro cubico de
cuero y una huella hidrica de 103,950 litros (UNIDO, 2017) (Water Footprint, 2017) (Rana, Pichandi,
Moorthy, & Bhattacharyya, 2015).

El 70% de las emisiones que libera la industria textil se atribuye al proceso de produccién de
las fibras y a la produccién del textil a escala industrial, por consecuencia es de gran importancia
implementar nuevos materiales para la produccion de textiles (McKinsey & Company, 2020).
Actualmente se han evaluado distintas estrategias para producir fibras a partir de sustratos que no
requieran uso de suelos y no provengan de derivados de petréleo. Entre estas se encuentra la produccion
de fibras textiles a partir de micelio de hongo, pues es una alternativa natural y de rapido crecimiento.
Existen diferentes empresas, entre estas Ecovative Desing, MycoWorks, Mylium, Mylo, etc. que
trabajan con micelio de hongo, pero no hay reportes que demuestren la metodologia detallada para la
produccién y tratamiento de estas fibras debido a que son procedimientos patentados. Actualmente se
cultiva el micelio en medios solidos, lo que genera periodos de incubacion largos, poco control sobre
el consumo de sustrato con el tiempo y condiciones de cultivo, dificultad para obtener el micelio puro
y escalar el proceso.

Debido a la reciente emergencia del tema, no se encontraron estudios precedentes realizados en
Guatemala, que planteen propuestas para la produccion de micelio para la elaboracion de biomateriales.
Por dichas razones, la evaluacion de un medio que favorezca el crecimiento de micelio, al igual que la
determinacion del rendimiento de produccién de este, es indispensable para generar propuestas que a
futuro permitan el planteamiento y escalamiento de procesos para la sustitucién de las fibras
convencionales y reducir el impacto ambiental generado por estas. Por estas razones en el presente
trabajo se plantea un estudio que evalla el crecimiento de micelio en un medio formulado con sacarosa
y peptonas, se comparan los rendimientos obtenidos al modificar la concentracion de los sustratos, se
plantea un modelo cinético que permita explicar los factores que influencian durantre la fermentacion
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y como se lleva a cabo el consumo de los sustratos con el tiempo y se compara la produccion de biomasa
al emplear dos métodos de cultivo. Asimismo, se evalta el posible uso como materia prima en la
industria textil, del micelio producido con el medio formulado, mediante pruebas de tension. Este
trabajo representa una investigacion inicial, pues es un tema poco estudiado y analizado debido a la
reciente implementacion del uso de micelio en la industria.



V. OBJETIVOS

A. General

Evaluar la produccion de micelio de Phanerochaete chrysosporium y su potencial aplicacion como
materia prima en la industria textil empleando un cultivo in vitro.

B. Especificos

Desarrollar medios de cultivo para la produccion de micelio de Phanerochaete chrysosporium en
una fermentacion liquida empleando azucar comercial como fuente de carbono.

Evaluar la produccion de micelio en las formulaciones realizadas para determinar la que mayor
rendimiento presenta.

Comparar la produccion de micelio al utilizar una fermentacion por lotes y una alimentada en
medio liquido, para determinar la técnica que presenta mayor rendimiento.

Evaluar propiedades mecanicas del micelio producido mediante pruebas de tension para
determinar su posible aplicaciéon como materia prima en la industria textil.



A. Fibras textiles

Las fibras textiles se pueden clasificar en dos categorias: fibras naturales y manufacturadas.
Dentro de la clasificacion de las fibras naturales se encuentran las celul6sicas (de origen vegetal),
algodon, seda, lana, cuero (piel animal). Las fibras manufacturadas incluyen polimeros sintéticos
como el acrilico, poliéster, polietileno, polipropilenos provenientes de petroleo y fibras celulésicas
como el acetato, viscosa, Lyocell, etc. las cuales provienen de la fuente natural (celulosa) pero
pasan por un proceso quimico de transformacion (Burkinshaw, 2016). En el afio 2020 el poliéster
representd 52% de la produccion global total de las fibras mencionadas anteriormente. El
la poliamida (nylon) 5%, el acrilico 1.6% y el resto de las fibras
sintéticas un 0.7% de la produccion global. La demanda de algoddn representd un 24.2% y las
fibras elaboradas a partir de celulosa representaron un 5.9%. Los textiles derivados de animales
como vacas y corderos (cuero) representaron 1.57% de la produccién global de fibras (ir a Figura

polipropileno represent6 un 2.7%,

1) (Textile Exchange, 2021).

Figura 1. Reporte de la produccion global de fibras para textiles producidas en 2020 (millones de
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Las fibras tienen caracteristicas quimicas, visuales y mecanicas especificas las cuales les
otorgan diferentes propiedades y un diverso rango de aplicaciones, las cuales se pueden determinar
mediante pruebas. Los ensayos quimicos se realizan al poner en contacto al material de interés con
diferentes agentes quimicos como &cidos, decolorantes, solventes e incluso agua para determinar
si la fibra cambia de color o pierde sus propiedades quimicas como la despolimerizacion o hidrolisis
de los polimeros que la componen, cambio en la coloracién o geometria molecular de la fibra. En
la examinacion visual se evalta de forma cualitativa la textura, caracteristicas de la superficie,
patrones, estructura de las fibras, etc. esto se puede observar mediante microscopios o iméagenes
computarizadas. Las fibras también pueden ser evaluadas para determinar la sensacion que estas
generan al ser utilizadas como calor, frio, posibles alergias, etc. Igualmente se puede someter la
fibra a distintas condiciones de humedad para determinar si es propensa a ser colonizado por
microorganismos como hongos y bacterias o insectos y si esto fomenta el mal olor, decoloracién o
desgaste del material (Textile Institute, 2008).

1. Propiedades mecanicas de las fibras textiles

Las propiedades mecénicas representan la respuesta de las fibras a diferentes fuerzas de
tension, elongacion, compresion, etc. La mayoria de estas se determinan utilizando curvas de
tensién-deformacion las cuales se obtienen de la aplicacién de una fuerza hasta la deformacion de
la fibra. La fuerza de elongacion se aplica de forma constante y a una velocidad controlada hasta el
punto de rotura. La fuerza se expresa en Newton (N) o se puede expresar en funcion de la presion
(fuerza/area transversal) que se aplica a la fibra y la elongacion en centimetros (cm) o en porcentaje
de deformacion. Algunas fibras no tienen un area definida o uniforme por lo que en lugar de
expresar la fuerza de elongacion en funcion de la presion se expresa en N/tex en donde tex
representa el peso en gramos de 1000 metros de fibra. El resultado final de este tipo de pruebas es
una curva como la que se observa en la Figura 2 (Burkinshaw, 2016). O como la Figura 3, en donde
se tiene una rotura repentina o brusca. La fuerza maxima que soporta el material y la elongacion
dependera especificamente del tipo, estructura y angulos de union entre las fibras del textil (Textile
Institute, 2008).



Figura 2. Ejemplo de una curva de tension-elongacion.

Ruptura/rotura

carga

Médulo
inicial

/ Limite de
4 elast

Elongacion en el punto
de rotura

Tension (Mpa) o tension especifica (N/tex)

/

4

Elongacion (% o fraccion)

(Burkinshaw, 2016)

Figura 3. Ejemplo de una curva de tensién-elongacion al tener una rotura repentina.
A

Fuerza

_____________________________ ~&— fuerza maxima
(punto de rotura)

Elongacion (% o fraccion)

Elongacion (% o fraccién) T

Elongacion en la fuerza méxima o punto de rotura

(Textile Institute, 2008)

Se puede observar que la parte inicial de la curva representa una recta ascendente, esta se
obtiene cuando se aplica una fuerza a la fibra, pero al dejar de aplicarla, regresa a su forma original.
La pendiente de esta recta es el Modulo de Young, este indica la rigidez o elasticidad del material,
mientras mas grande es el Modulo de Young, mas rigida (o menos elastica) es la fibra pues requiere
de una mayor tension para su deformacion o tienen menores elongaciones en presencia de fuerzas
o tensiones. Los materiales con un modulo de Young (también llamado modulo inicial) bajo son



materiales mas blandos y tienden a presentar una mayor elongacion antes de romperse (Textile
Institute, 2008).

Luego de esta parte, se alcanza el limite elastico, en el cual si se somete la fibra a una
tensién mayor no volvera a su forma original e incluso podra romperse. Esta deformacién no
elastica se puede observar en la parte no lineal de la curva, las fibras textiles tienden a presentar
una amplia region de deformacion no elastica dando como resultado la ruptura de esta. Esta regién
se puede cuantificar con el alargamiento a la rotura (cambio en la longitud dividido longitud inicial,
esta describe la deformacidn de la fibra bajo una presidn o fuerza especifica) o resistencia a la rotura
(fuerza maxima utilizada para extender una fibra hasta la rotura de esta) (Burkinshaw, 2016). Las
fibras naturales como el algodon y lana presentan tenacidades de 0.1-0.6 N/tex y las fibras sintéticas
entre 0.4-0.6 N/tex. El algoddn tiene un porcentaje de elongacion de aproximadamente 6-10%, la
lana entre 25-50% al igual que la mayoria de las fibras sintéticas. Las fibras de elastano tienen
porcentajes de elongacién superiores a 400%, lo que indica que soportan altas fuerzas de elongacién
sin deformarse permanentemente. Las fibras de nylon tienden a recuperar su forma original a mayor
presion que las de poliéster (Burkinshaw, 2016).

El médulo de Young se calcula al tomar la tension (o) y dividirla por la elongacion o
extension por unidad de longitud (¢). Por lo que 6 (N/mm? o MPa) es la fuerza en N que se aplica
por unidad de area transversal de la muestra y ¢ es la diferencia entre la longitud final del material
(luego de la aplicacion de la fuerza) y la longitud inicial dividido la longitud inicial.

Ecuacion 1. Célculo para determinar la tension
F (N)

0= —————=
A (mm? om?)

F = fuerza
A = area transversal de la muestra

Ecuacion 2. Célculo para determinar la extension por unidad de longitud

Lf—-Lo
)
Lo

Lf = Longitud luego de la aplicacion de la fuerza al material
Lo = Longitud del material antes de aplicar la fuerza

Ecuacion 3. Célculo para determinar el Mddulo de Young

o
E=-—
&

o = tension (N/mm? o N/m?)
& = extension por unidad de longitud
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La tension de rotura es la maxima tension que un material puede soportar antes de presentar
una rotura o romperse por completo, esta se determina empleando la ecuacion 1. El porcentaje de
elongacion de una fibra o material representa la deformacion en forma de estiramiento que se
presenta antes de una rotura se determina empleando la ecuacién 2 y multiplicando por cien, para
tener el porcentaje. Estas propiedades mecanicas permiten determinar las caracteristicas fisicas del
material importantes para establecer el uso y los procesos a los que se debe someter para que
alcance las caracteristicas deseadas. La determinacién de estas permite tener un control de los
procesos de produccién y costos para que el producto presente el estandar de calidad necesarios
satisfacer a los consumidores y para desarrollar mejoras mediante investigacion. lgualmente
permite seleccionar la materia prima, pues esta se puede transformar mediante procedimientos
quimicos para llegar a las caracteristicas necesarias; si la materia prima no permite que se llegue a
los estandares deseados, se busca implementar nuevos materiales que permitan producir los
resultados esperados.

Existen pruebas estandarizadas creadas por empresas como ASTM, AATCC, 1SO etc. las
cuales permiten determinar las caracteristicas mecanicas, quimicas y demas con el objetivo de
brindar un marco de calidad que, si se cumple, permite la comercializacion e innovacion de los
materiales. Algunos ejemplos son 1ISO 139334-1:1999, ASTM D5035-95, AS 2001.2.3.1-2001, en
las cuales se miden las propiedades de tension de los textiles mediante la aplicacion de distintas
fuerzas de tension hasta obtener la maxima elongacién del material. En estar normativas se listan
las dimensiones que debe tener el material a estudiar, porcentaje de humedad, condiciones
ambientales del laboratorio en donde se realizan las pruebas, y como se debe configurar la maquina
con la que se hacen los ensayos. El método mas empleado para la determinacion de la tensién de
rotura y elongacion es en donde se sujeta todo el ancho de la muestra tanto de la parte superior
como inferior con una mordaza u otra herramienta sujetadora que sea por lo menos 1 cm méas ancha
gue la muestra a sostener (ir a Figura 4) (ASTM D5035-06, 2008).

Figura 4. Pruebas de tension en textiles.

(ZwickRoell, 2018)
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El cuero presenta un amplio rango de modulos de Young, aproximadamente entre 20 a 100
MPa, pues depende de las caracteristicas de la piel empleada como materia prima y el tratamiento
que se le da (Mihai, Seul, Curteza, & Costea, 2022). Normalmente el cuero presenta un modulo de
Young promedio de 45 MPa, tension a la rotura de 25 MPa y porcentajes de elongacién de 56%
(Jones, Gandia, John, & Bismarck, 2020). La seda presenta un mddulo entre 2- 20 GPa (2x10°-
2x10* MPa) (Ashby, Gibson, Wegst, & Olive, 1995). El algodon estd compuesto por fibras de
celulosa, el médulo de Young de las fibras de algoddn se encuentra entre 5-13 GPa (5x103-13x10°
MPa) (Serra A, 2019). El poliéster presenta un médulo de aproximadamente 2-4.4 GPa, tension de
rotura de 55-72 MPa y entre 50-300% de elongacion (Gungor Gunduz & Akka, 2005), el
polipropileno de 1.1 a 2 GPa (1000-2000 MPa) con tension de rotura entre 28-40 MPay porcentajes
de elongacion de hasta el 700%, la poliamida de 1.5 a 4 GPa, con tensiones de rotura de 76-83 MPa
y 300% de elongacién; el acrilico con 3.5-4 GPa, tension de rotura de 64 MPa y hasta 4% de
elongacién (SpecialChem, 2019) (Harper, 2000). Es importante resaltar que estos datos pueden
variar dependiendo del tipo especifico de poliéster, acrilico, poliamida, algodén y demas fibras se
estén usando pues las caracteristicas de estas pueden cambiar dependiendo del origen de la fibra,
el tipo de tratamiento que se les otorga, las condiciones a las que son procesadas y el método con
el que se determinan las propiedades.

Cuadro 1. Resumen de los valores de modulo de Young, tension de rotura y porcentaje de
elongacion para distintas fibras y materias primas empleadas en la industria textil

Material Modulo de Young (GPa) o (MPa) & (%)

Cuero 0.02-0.1 25 56
polipropileno 1.1-20 28-40 <700
Poliamida (nylon) 15-40 76-83 <300
Poliéster 2-44 55-72 <300

Acrilico 35-4.0 64 4
Algoddn 5.0-13.0 287-840  3-10
Seda 2.0-20.0 300-2000 10-20

o tension de rotura, &: porcentaje de elongacion.

Las materias primas tienen propiedades mecanicas las cuales se van modificando luego de
los procesos que se realizan para la produccion de los textiles a partir de las fibras. Fibras naturales
como el algoddn y seda vegetal Gnicamente deben pasar por procesos de secado, posteriormente se
inicia el hilado y por dltimo por maquinas tejedoras para formar las telas, entre estos procesos se
agregan aclarantes, pigmentos, biocidas, retardantes de llama, agentes desinfectantes, repelentes de
agua, etc. Las fibras sintéticas, al igual que el algodon, requieren de procesos de hilado y tejido,
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estas deben someterse a més procesos los cuales incluyen calor o tratamientos quimicos (con
ftalato, por ejemplo) para otorgarles flexibilidad, elasticidad o mayor rigidez (Zipser, 2018). La
piel de vaca, oveja o cualquier otro animal debe pasar inicialmente por eliminacion de pelo con
sulfuros y soluciones alcalinas, luego se somete a soluciones enzimaticas, desengrasantes, curtido
con taninos vegetales o metales el cual sirve como biocida y otorga resistencia al cuero pues estos
forman enlaces con los grupos carboxilicos de las fibras de colageno, volviendo la piel en cuero al
hacerlo més estable quimicamente; por Gltimo se afiaden aceites y tintes para evitar el agrietamiento
del cuero y otorgarle un acabado que se acople a las necesidades (Covington, 2009).

B. Hongos

Los hongos son organismos eucariotas que se alimentan mediante la digestion enzimatica
de los nutrientes que se encuentran en el medio en el que estan creciendo y se reproducen mediante
la formacién de esporas. Se estima que existen alrededor de 6 millones de especies de hongos, de
las cuales solo el 1.5% se han clasificado. El reino fungi se divide en siete filos: Chytridiomycota,
Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota, Microsporidia, Glomeromycota, Ascomycota y
Basidiomycota (McCoy, 2016).

Las primeras tres  divisiones  Chytridiomycota, Blastocladiomycota vy
Neocallimastigomycota compartes muchas similitudes, tienden a ser organismos unicelulares y
cuentan con un flagelo que les permite movilizarse, por esta razon se encuentran normalmente en
ambientes acuaticos. Las especies pertenecientes a estos filos son parésitos de bacterias y plantas.
En la division Microsporidia se encuentran igualmente hongos unicelulares, estos se caracterizan
por carecer de mitocondria y por consecuencia se ven obligados a parasitas diferentes animales
como insectos, crustaceos, peces, humanos etc (McCoy, 2016).

Los Glomeromicetos son de los hongos terrestres mas antiguos con fésiles de mas de 450
millones de afios. Las esporas forman agregados relaciones simbidticas con las raices de las plantas
y con sus extensiones micelares permiten el intercambio de azucares y nutrientes. EI hongo absorbe
los nutrientes y agua del suelo, los transporta a las raices de la planta y esta le otorga al hongo los
azucares producto de la fotosintesis. EI 75% de las especies descritas pertenecen a la division
Ascomycota, estas son empleadas en la produccion de cerveza, enzimas, pan y demas
fermentaciones. Los géneros mas estudiados de esta division son Penicillium, Trichoderma,
Aspergillus, Saccharomycetes y Candida, siendo de las especies mas importantes la levadura
Saccharomices cerevisiae y el hongo Penicillium notatum (McCoy, 2016).

Los Basidiomicetos son los hongos que mas han evolucionado, son reconocidos por la
produccion de cuerpo fructifero y por su uso en el area de alimentos y medicina. El ciclo de vida
de un Basidiomiceto inicia con la germinacion de una espora, esta forma hifas las cuales se van
extendiendo hasta formar un micelio primario, este continda alongandose hasta encontrar otro
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micelio primario compatible, elaborado a partir de otra espora. Ambos micelios primarios se
fusionan para formar un micelio secundario dicariotico (que contiene dos nucleos) (McCoy, 2016).

La division celular de los basidiomicetos ocurre cada 3 minutos y el micelio dicariético
continla creciendo hasta que se agota el alimento o no hay espacio. Las puntas de las hifas de las
especies pertenecientes a esta division se les llama basidium o basidio, dentro de estas los nlcleos
se fusionan para empezar el proceso de meiosis, mitosis y continuar el crecimiento del micelio
(McCoy, 2016). Los géneros mas estudiados de esta division son Agaricius, Auricalaria,
Rhizopogon, Cantharellus, Ganoderma, Remispira, Polyporus, Trametes, Schizophyllyum,
Phanerochaete, Puccinia y Hemileia (Carlile, Watkinson, & Gooday, 2001).

La estructura de la pared celular depende de la especie de hongo, dentro de esta se
encuentran los organelos que permiten el proceso de crecimiento y reproduccién del hongo como
reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, vacuolas, mitocondria, citoesqueleto compuesto de
microfilamentos y microtibulos, ndcleo, citoplasma, etc. (Figura 5) (Money, 2016). La pared
celular estd compuesta de glicoproteinas, polisacéaridos (beta-glucanos) y quitina, la cual se
conforma a partir de cadenas de beta-1,4-N-acetilglucosamina. Estos compuestos se encuentran
entrecruzados lo que permite la formacion basica de la pared celular y otorgan tension y solidez
(Philipp Fesel, 2015).

Figura 5. Representacion esquematica de la estructura celular de los hongos
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Espacio periplismico

(El-Enshasy H. , 2007)

La quitina es un componente estructural que le concede rigidez a la pared celular, esta se
sintetiza a partir de uridina difosfato-N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAC) y representa entre 10 y
20% de la pared celular de los hongos (la cantidad puede ser mayor o menor dependiendo de la
especie) (Philipp Fesel, 2015). La sintesis es controlada mediante la enzima quitina sintasa la cual
transfiere residuos de N-acetilglucosamina a la cadena de quitina formada (Figura 6) (Bowman &
Free, 2006).
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Figura 6. Representacion esquematica de composicién de la pared celular de los hongos.
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(Philipp Fesel, 2015)

Los glucanos constituyen un 50-60% de la pared celular siendo los beta-1,3-glucanos los
maés abundantes (entre 65-90%), el resto se divide en beta-1,6-glucanos, alfa-1,4-glucanos y alfa-
1,3-glucanos, dependiendo la especie de hongo. El beta-1,3-glucano representa el componente
estructural mas importante y por consecuencia es necesario que se sintetice de forma correcta. Estos
se forman mediante la accién de la enzima glucano sintasa la cual cataliza la formacion de las
cadenas de glucano a partir de residuos de glucosa provenientes de la molécula uridina difosfato
glucosa (UDP-GIc) (Bowman & Free, 2006).

Las proteinas representan un 20-30% de la pared celular, la mayoria son glucoproteinas y
suelen encontrarse en la parte exterior de la pared o entre las cadenas de quitina y glucanos, con
ayuda de enlaces covalentes. La estructura de la glucoproteina varia entre especies, pero la mas
comun es la manoproteina, estas se integran mediante procedimientos de N- y O-glicosilacién los
cuales ocurren en la membrana del reticulo endoplasmatico (Bowman & Free, 2006). Estos tres
principales componentes forman enlaces covalentes y uniones enzimaticas entre si para formar una
matriz, la pared celular, esto permite representar una célula flngica con la siguiente formulacion
C10H1706N (McCoy, 2016)

Las hifas se forman debido a la elongacion de la pared celular, estas se van extendiendo y
forman ramas las cuales se van interconectando para formar el micelio (Money, 2016). Las hifas
se pueden propagar sobre una superficie liquida, lo que genera una capa de micelio en la interfase
aire-liquido; penetrar un sustrato, lo que produce un compuesto sustrato-micelio; se pueden
propagar sobre un sustrato mediante la utilizacion de hidrofobinas para producir una capa de
micelio aéreo o formar pellets dentro de un medio liquido. Las hifas se contintan elongando hasta
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que el sustrato se termina, no hay mas espacio o se produzcan compuestos toxicos para el hongo
durante el consumo de los nutrientes (Carlile, Watkinson, & Gooday, 2001).

Los hongos pueden crecer en medios liquidos o solidos media vez contengan las
condiciones necesarias para su crecimiento. La fuente de carbén es importante, pues como se
menciono anteriormente la pared celular esta compuesta principalmente por glucanos, cadenas de
quitina y glucoproteinas, por lo que se requiere para la sintesis de estos. Los hongos pueden emplear
la glucosa de forma eficiente pues tienen mecanismos activos para el transporte y utilizacion de
esta, igualmente pueden utilizar disacaridos como maltosa, sacarosa o lactosa debido a la capacidad
que tienen de realizar hidrolisis enzimética. La fuente de carbono también puede obtenerse de
polisacéaridos como almidon o celulosa, pues algunas especies producen amilasas o0 enzimas que
permiten la degradacion de lignina. Igualmente se pueden utilizar acidos organicos, alcoholes y
lipidos para la obtencion de carbono. La efectividad en la utilizacion de cada una de estas fuentes
dependera del metabolismo y capacidad enziméatica de cada especie (Carlile, Watkinson, &
Gooday, 2001).

La fuente de nitrogeno puede obtenerse de nitratos, amonio, aminoacidos y amidas; pues
extracelularmente se liberan nitrito reductasas y nitrato reductasas. Algunos hongos son incapaces
de utilizar fuentes inorgénicas de nitrogeno por lo que se emplean fuentes organicas de este como
los polipéptidos y proteinas los cuales se transportan dentro de la célula mediante péptido
permeasas Yy luego son hidrolizadas por peptidasas. Los demas elementos azufre, fosforo, magnesio
y potasio pueden ser proporcionados mediante la adicién de sales como sulfato de magnesio y
fosfato de potasio. Elementos como cobre, calcio, manganeso, zinc, etc. son incorporados para el
correcto funcionamiento de enzimas que requieran de cofactores. El problema con la adicion de
estos oligoelementos es que en altas concentraciones pueden ser toxicos para el hongo y no se
conocen exactamente las cantidades necesarias para la mayoria de las especies (Carlile, Watkinson,
& Gooday, 2001).

Los hongos pueden crecer a temperaturas entre 30-40°C y pH en un rango de 4-8. Estos se
ven favorecidos en medios con una relacion carbono:nitrégeno entre 40:1-60:1 para la correcta
produccién de polisacaridos extracelulares y formacién de la pared celular (McCoy, 2016). Los
hongos pueden crecer en cultivos estaticos liquidos en donde se crea un micelio en la interfase
liquido-aire, este tiende a ser poco homogéneo y de lento crecimiento, pero permite la formacion
de un micelio bien estructurado. También se puede crecer en un medio con agitacion lo que genera
la formacion de pellets esféricos de micelio, pues el movimiento ocasiona la fragmentacion de las
hifas (Carlile, Watkinson, & Gooday, 2001).
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1. Metabolismo celular
Los hongos requieren de la utilizacion del sustrato para la generacion de organelos internos,
elongacion de la pared celular, metabolismo celular central, secundario y sintesis de

macromoléculas (Sato, Liu, Koc, & Tien, 2007).

Figura 7. Representacion esquematica del metabolismo de los hongos
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(Nielsen, 2017)

El metabolismo de un hongo se puede dividir en metabolismo central en donde la glucosa
es empleada para la produccion de ATP y piruvato mediante la glucdlisis; el piruvato se convierte
en acetil-CoA y permite la generacion de metabolitos secundarios. Dentro de la mitocondria, con
la ayuda de transportadores membranales, se inicia el ciclo de Krebs el cual permite generar
oxalacetato, alfa cetoglutarato, succinil-CoA. Igualmente, en el metabolismo central se encuentra
presenta la cadena transportadora de electrones la cual permite generar energia para las células en
forma de ATP y la ruta de las pentosas fosfato la cual permite generar desoxirribosa y ribosa a
partir de glucosa. También esta presente el metabolismo secundario en donde se generan péptidos,
terpenos, policétidos y demas metabolitos secundarios. Por Gltimo, el metabolismo de produccion
de macromoléculas en donde se sintetizan carbohidratos, lipidos y proteinas a partir de los
productos generados en el ciclo de Krebs y ADN que se sintetiza con los productos generados en
la ruta de las pentosas fosfato (Nielsen, 2017).
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Figura 8. Representacion esquematica del metabolismo central de los hongos
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2. Crecimiento celular y cinética

El crecimiento de los hongos se puede explicar de forma general (ir a Figura 5), empleando
cinética microbiana. En esta se analiza el crecimiento celular y el consumo o disponibilidad de
sustrato en cada una de las etapas del metabolismo. Inicialmente se presenta la fase Lag o de
retardo, en esta el inoculo inicial se ajusta al medio y condiciones de este en donde se generan los
metabolitos necesarios (por ejemplo, enzimas) para la hidrolisis 0 metabolismo de los sustratos,
para reducir el tiempo de esta fase se puede realizar una adaptacion previa; la reproduccién celular
es minima, pues estas Unicamente crecen y producen los metabolitos necesarios (Lee, 2009).

Posteriormente ocurre una aceleracion del crecimiento celular y se inicia la fase
exponencial, en esta las células tienen un tiempo de duplicacion constante y velocidad de
crecimiento maximo, el sustrato se consume Yy se inicia una etapa de desaceleracion en donde la
velocidad de crecimiento disminuye al igual que el tiempo de duplicacion. La siguiente fase es la
estacionaria, en donde las células dejan de dividirse debido a la limitada concentracion de nutrientes
0 la generacion de inhibidores de crecimiento. Esta fase se ve afectada principalmente por el
equilibrio de reaccion, por ultimo, se presenta la fase de muerte, en donde las células mueren debido
a la falta de sustrato (Lee, 2009). Es importante resaltar que los graficos mostrados en la Figura 9,
representan modelos generales pero la forma de las curvas varia durante la experimentacion debido
a los distintos factores que afectan las fermentaciones. La seleccién del sustrato, temperatura, pH,
previa adaptacion al medio de cultivo, afectaran la tasa de crecimiento y velocidad, lo que ocasiona
curvas de crecimiento con formas diferentes a las observadas en la Figura 5 (Lee, 2009).
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Figura 9. Crecimiento celular en funcion del tiempo.
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En el eje X se muestra la concentracion celular, mientras el eje Y representa el tiempo. A
representa la fase lag o de retardo, B la etapa de aceleracién, C es la fase exponencial, D la
desaceleracion, E es la fase exponencial y F la muerte celular en donde la concentracion disminuye
debido a la disminucion de la masa celular en consecuencia de la apoptosis. Los tres graficos
representan la misma curva, lo que varia es la forma en la que se interpreta la concentracion celular,
en el primer grafico el eje Y es el logaritmo natural de la concentracion celular, la segunda es la
concentracion celular que se obtiene a partir métodos de cuantificacion celular y en la tercera se
realiza un cambio de la concentracion celular en el tiempo (Lee, 2009).

En cada etapa mencionada anteriormente se consume sustrato el cual se emplea en distintos
procesos metabdlicos como activacién celular, mantenimiento, produccién de metabolitos,
crecimiento celular y desarrollo interno de las células para la formacion de organelos y demas
componentes celulares. Los rendimientos globales permiten determinar la relacion entre la cantidad
de biomasa formada respecto al sustrato consumido en un tiempo determinado, igualmente puede
emplearse para relacionar la produccién de productos y subproductos (Lee, 2009).

Los rendimientos se pueden definir mediante la siguiente ecuacion:
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Ecuacion 4. Rendimiento de la concentracion de microorganismo o biomasa respecto al consumo
de sustrato.

oM XX
XISTAS T S-S,

En donde:
Xy = concentracion final de biomasa luego de un tiempo determinado (g/L)
X; = concentracion inicial de biomasa luego de un tiempo determinado (g/L)
S¢ = concentracion final de sustrato luego de un tiempo determinado (g/L)
S; = concentracién inicial de sustrato luego de un tiempo determinado (g/L)

El sustrato que se utiliza dependera del analito que se esté evaluado, el cual puede ser la fuente
de carbono, nitrégeno, fésforo y cualquier otro componente involucrado en el crecimiento celular.
Normalmente los rendimientos se determinan a partir del sustrato limitante el cual tiende a ser la
fuente de carbono en la mayoria de los casos. El rendimiento también puede evaluarse a partir de
la concentracién de producto respecto a consumo de sustrato Ypss el cual se obtiene al modificar la
ecuacion 4, colocando el cambio en la concentracion de producto en el numerador luego de un
tiempo determinado (Lee, 2009).

El estudio de la cinética permite determinar expresiones matematicas que relacionan el
crecimiento microbiano, la formacion de productos, mantenimiento celular, etc. con las distintas
variables que influyen como la concentracion de sustrato disponible, temperatura, pH, etc. La
ecuacion que permite definir el crecimiento microbiano es la siguiente.

Ecuacioén 5. Expresion de velocidad de crecimiento celular (rx)

C
rx:d_iz.ucx

Donde la velocidad de crecimiento celular rx, se puede expresar como la concentracion
celular (Cx) en el tiempo o como la multiplicacion de la tasa especifica de crecimiento (u) con la
concentracion celular (Cx). La tasa especifica de crecimiento celular () se puede definir
empleando la ecuacion 6.

Ecuacion 6. tasa especifica de crecimiento

_ Umax * S

K, +S

Donde la tasa especifica de crecimiento (), se puede expresar como la velocidad de
crecimiento maxima (g, ) por la concentracion de sustrato (S) dividido la suma entre la

concentracion de sustrato (S) y la constante de afinidad al sustrato (Ks). Al ser mayor la Ks, el
microorganismo sera menos afin al sustrato y viceversa. p es la velocidad maxima a la que
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puede crecer el microorganismo en condiciones de cultivo especificas, por lo que esta tiende a
variar cuando se modifican las condiciones como: temperatura, especie de microorganismo, pH,
tipo de sustrato o composicion del medio (Castafieda, 2019).

C. Biomateriales

Los biomateriales son productos que se elaboran a partir de biomasa o son sintetizados por
sistemas bioldgicos, los cuales posteriormente se someten a distintos procesos que le otorgan valor.
Los biomateriales surgen como una alternativa a los productos derivados de petréleo y se
consideran mas amigables con el medio ambiente, aungue esto depende de la fuente inicial de
biomasa u organismo del que derive. Los biomateriales pueden categorizarse dependiendo de la
biomasa de la que provienen (celulosa, hemicelulosa, quitina, almidén, lignina), del organismo que
provienen (plantas, bacterias, hongos, animales) o respecto a su uso (quimicos industriales,
materiales de construccion, fibras para textiles, empaques, cosméticos, farmacéuticos, etc.)
(Curran, 2010).

Los biomateriales mas comunes y utilizados representan un amplio rango de productos
como el papel, madera, cuero, lana, etc. actualmente se ha innovado en el &rea y se han
implementado biomateriales derivados de microorganismos, como la produccion de pigmentos,
acido polilactico y polihidroxialcanoatos a partir de bacterias o la elaboracion de productos a partir
de la pared celular de los hongos. El uso de microorganismos representa una ventaja debido a su
rapido crecimiento, bajo costo y versatilidad (Appels & Wosten, 2020).

1. Biomateriales elaborados con micelio de hongo

Los hongos pueden utilizarse para sustituir materiales de construccion, fibras para textiles
y espumas sintéticas para empaque. Estos pueden producirse a partir de cultivos puros de hongo,
en donde se utiliza Unicamente el micelio, 0 mediante la utilizacion de residuos lignocelulésicos.
Los hongos colonizan el sustrato y forman estructuras con sus hifas, estas pueden llegar a formar
materiales con propiedades parecidas a espumas, polimeros y elastomeros. Actualmente los
hongos pertenecientes a la division de basidiomicetos son los mas utilizados en la produccion de
biomateriales debido al mecanismo de crecimiento de la hifa y pueden crecer en una amplia
variedad de biomasa o sustratos. Alrededor de 36 especies de hongo han sido empleadas para la
produccion de biomateriales, entre estas Trametes versicolor, Fomes fomentarius, Ganoderma
lucidum, Irpex Lacteus, Pleurotus djamor, Pleurotus ostreatus, Agarocybe aegerita, Lnetinula
edodes, Polyporus alveolaris, Stereum ostrea, Phanerochaete sp (Elsacker, 2021).

El tipo de material que se obtenga depende de las condiciones de crecimiento, el sustrato que
se utilice para crecer al hongo, el método de cultivo y la especie del hongo. En un estudio evaluaron
la produccién de espuma para empaque a partir del crecimiento de Pleurotus ostreatus en trigo.
Ganoderma Lucidum se ha empleado para generar material de empaque a partir de su inoculacion
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en algodon o aserrin. Holt et al. (2012) utiliza Ganoderma sp. para la elaboracion de un empaque,
al que se le realizaron pruebas para evaluar las propiedades mecénicas y se logré demostrar que el
material producido cumplia con las caracteristicas de poliestireno (Holt, y otros, 2012). En otro
estudio Travaglini et al. (2019), igualmente utilizan Ganoderma Lucidum para la produccion de
micelio en la elaboracién de empaques. Mayoral et al. en 2016 utilizan el micelio de Pleurotus
Ostreatus para la elaboracion de material estructural para muebles (Mayoral & Gonzalez, 2016).
Banerjee et al. (2018) utilizan Phanerochaete chrysosporium para la produccion de micelio en un
medio liquido, luego de recolectar el micelio le agregaron curcumina para otorgarle actividad
antimicrobiana y lo emplearon como un parche cicatrizante para heridas (Banarjee, Paban, &
Khamrai, 2018).

Al cultivar los hongos en medio liquido se forma una pelicula de biomasa (micelio) la cual
puede separarse del medio mediante filtros o decantacion y posteriormente se seca para desactivar
el hongo y someterlo a tratamientos quimicos que permitan mejorar las propiedades mecanicas del
micelio. La empresa MycoWorks Inc. Utiliza una cepa de Ganoderma Lucidum para la produccion
de un material que funcione como un sustituto a cuero, la fibra producida con este hongo tiene una
tension de rotura de 5.6 a 12.5 MPa y porcentaje de elongacion (alargamiento a la rotura) entre 16-
80%. La compariia Ecovative Design LLCs, es de las pioneras en implementar micelio de hongo
en la industria textil, el micelio se produce en un medio solido en el cual crece como una espuma
la cual se trata para su uso como textil, el producto finalizado tiene una tension de rotura de 0.1-
0.3 MPay modulo de Young de 0.6-2.0 MPa. Mylea es un sustituto de cuero elaborado con micelio
de hongo (G. lucidum), este tiene una tension de rotura de 8-11 MPa y porcentaje de elongacion de
22-35%. Otras especies empleadas para la produccién de fibras son Tramtes versicolor y Pleurotus
ostreatus, las fibras elaboradas a partir de micelio de hongo tienden a ser menos rigidas y mas
fragiles que el cuero, fibras celulésicas y fibras sintéticas, los cuales pueden llegar a tener tensiones
de rotura de hasta 25 MPa y porcentajes de elongacion de 60% (Jones, Gandia, John, & Bismarck,
2020).

En un estudio realizado por Freek Appels se analizan las propiedades mecénicas de micelio de
S. commune. Al crecer el micelio en un medio liquido por 7 dias de forma estatica se obtiene un
modulo de Young de 0.483-0.913 GPa y tension de rotura de 5.1-9.6 MPa. EI micelio tratado con
32% de solucién de glicerol durante 24 horas present6 un médulo de Young de 0.003 GPa y tension
de rotura de 1.8 MPa. Se realiz6 una modificacion genética al hongo S. commune en la cual
suprimen la expresion del gen de hidrofobina SC3, la ausencia de esta proteina disminuye el cross-
linking entre la quitina y los beta y alfa glucanos presentes en la pared celular del hongo. Este
crosslinking reduce la movilidad del micelio lo que reduce la elasticidad, la delecidn del gen generd
un micelio con un mddulo de Young entre 1.237 y 2.727 GPa y tension de rotura de 15.6-40.4 MPa
(Appels F. V., 2020)
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2. Phanerochaete chrysosporium para la produccion de biomateriales

Phanerochaete chrysosporium es de los basidiomicetos mas estudiados debido a su
capacidad de degradar lignina, aplicaciones en la produccion de enzimas y utilizacién para
biorremediacién de contaminantes contenido en productos industriales como: tintes para textiles,
pesticidas, fertilizantes y absorcion de metales como cobre, cadmio y niquel (Pacheco et al, 2015).
P. chrysosporium es de rapido crecimiento, se ha demostrado que esta cepa es capaz de degradar
el 90% del sustrato lignoceluldsico en el que se encuentra en 2-3 meses, mientras que otras especies
de la misma division degradan Unicamente el 50% en el tiempo mencionado. La produccion de
este se ha llevado a cabo en medio solidos y liquidos y representa una ventaja respecto a los demas
hongos debido al facil manejo de cultivo (Saiz-Jimenez, 1983).

P. chrysosporium requiere de una temperatura entre 35-40°C para su éptimo crecimiento
y un pH entre 4-6. La lignina no es la fuente de carbono que utiliza para su crecimiento, pues la
degradacion de esta se realiza como un proceso secundario de su metabolismo, debido a la
produccién de enzimas especializadas en este proceso. P. chrysosporium requiere de una fuente
de carbono como glucosa o fructosa para su correcto crecimiento (Saiz-Jimenez, 1983). Un estudio
demostrd que el mayor rendimiento de produccion de micelio de P. chrysosporium se obtiene al
emplear indculos de suspension de esporas en 50 mL de un medio el cual contenia fructosa 3%
como fuente de carbono. Este basidiomiceto tiende a preferir fuentes organicas de nitrégeno y
glucosa, fructosa y sacarosa como fuentes de carbono (Kheiralla, EI-Din, Malek, & Aziz, 2013).

Como se menciond anteriormente, los hongos mas utilizados en la produccion de
biomateriales son Ganoderma, Tramestes y Pleurotus. Actualmente se ha evaluado la
implementacion de micelio de P. chrysosporium, debido a las ventajas que representa en cuanto a
rapidez de crecimiento y utilizacion de fuentes de carbono y nitrogeno accesibles. Un factor
importante es que, la mayoria de los hongos empleados actualmente para la elaboracion de
biomateriales, producen cuerpos fructiferos, lo que ocasiona que la velocidad de expansion del
micelio disminuya. P. chrysosporium no produce este cuerpo fructifero, por lo que toda la energia
se concentra en la expansion horizontal del micelio y por consecuencia genera un micelio mas
amplio que el de los hongos mencionados anteriormente (Elsacker, 2021). Por estas razones, la
produccion de micelio de P. chrysosporium puede evaluarse para posteriormente escalarlo y
producir biomateriales que se puedan aplicar a la industria.
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VI.METODOLOGIA

. Preparacion de inéculo

Material y equipo

- Caja madre de Phanerochaete chrysosporium
- 3cajas Petri

- 1 asa microbioldgica

- 3.5 gramos de Potato Dextrose Agar
- Cloro 10%

- Etanol 70%

- Balanza analitica

- Estufa

- 1espatulas

- Papel aluminio

- 1 Erlenmeyer de 250 mL

- Mechero

- 1 probeta 100 mL

- Agitador magnético

- Autoclave

- Parafilm

Procedimiento

Medio s6lido

1. Conunaespatulay trozo de aluminio pesar 3.5 gramos de Potato Dextrose Agar en una
balanza analitica.

2. Con una probeta de 100 mL verter 90 mL de agua destilada en un Erlenmeyer de 200
mL y agregar los 3.5 gramos de Potato Dextrose Agar previamente pesados.

3. Colocar un agitador magnético y situarlo en la estufa a 60 °C con agitacion. Esperar a
gue la mezcla se homogenice y retirar el Erlenmeyer de la estufa.

4. Esterilizar el medio en una autoclave a 121 °C por 15 minutos.

5. Dejar enfriar el agar a 40°C, encender el mechero, verter 25-30 mL del medio en cada
caja de Petri estéril, dejar que el medio solidifique.

6. Encender campana de extraccion y limpiarla con una solucion 10% de cloro y
posteriormente con alcohol al 70%.

7. Encender un mechero, esterilizar el asa microbioldgica y tomar una asada del cultivo
de Phanerochaete chrysosporium de la caja madre, estriar una de las cajas de Petri con
Potato Dextrose Agar e identificarlo.

8. Realizar el mismo procedimiento con las demas cajas Petri.

9. Incubar las placas a 39°C por 48 horas sin agitacion.
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B. Curva de crecimiento de Phanerochaete chrysosporium en un medio de cultivo a
base de sacarosa y peptonas

Material y equipo

- Balanza analitica

- 3estufas

- 3espatulas

- Papel aluminio

- 800 mL de agua destilada
- 1 Erlenmeyer de 1000 mL
- 8 Erlenmeyer de 250 mL
- Mechero

- 1 probeta 1000 mL

- 1 agitador magnético

- Autoclave

- Parafilm

- Cintatestigo

- Solucién HCI 1M

- Solucién NaOH 1M

- 60 g/L Sacarosa (azucar comercial)
- 5g/L peptona de carne

- 5g/L peptona de caseina
- 1g/L KHPO,

- 0.3 g/L MgS0.4.7H,0

- 0.07 g/L de ZnS04.7H0

1. Pesar con una espétula, las cantidades necesarias de los reactivos listados anteriormente para
preparar 800 mL de solucién.

2. Agregar los reactivos pesados en un Erlenmeyer de 1000 mL y con una probeta de 1000 mL
agregar 800 mL de agua destilada.

3. Ajustar a pH 6 con solucion NaOH 1My HCI 1M utilizando pipeta de 10 mL.

4. Colocar el Erlenmeyer con un agitador magnético en una estufa a 60 °C con agitacion.
Esperar a que la mezcla se homogenice y retirar de la estufa.

5. Esterilizar el medio en una autoclave a 121 °C por 15 minutos y dejar enfriar a temperatura
ambiente.

6. En 8 Erlenmeyer de 250 mL colocar 100 mL del medio, agregar 0.003 gramos de esporas
raspando del medio s6lido preparado en el inciso anterior, tapar con un trozo de aluminio,
colocar cinta testigo e identificarlos (cada Erlenmeyer representa un dia) incubar a 37°C y
100 rpm.
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7. Luego de 24 horas de incubacion tomar el Erlenmeyer identificado como dia 1 filtrar micelio
producido, quitar exceso de medio liquido retenido en el micelio y pesarlo en balanza
analitica.

8. Tomar una muestra de 10 mL para analizar con HPLC (apartado H) el consumo de azUcares.

9. Secar el micelio con una prensa de calor por 30 segundos a 100 °C y pesar en balanza para
determinar peso seco.

10. Realizar pasos 7-9 hasta completar los 8 dias y elaborar una curva de formacién de biomasa
vs consumo de azUcares.

. Formulacién de medio de cultivo variando la concentracion de la fuente de carbono
Material y equipo

- Balanza analitica

- 3estufas

- 3espatulas

- Papel aluminio

- 1000 mL de agua destilada
- 3 Erlenmeyer de 500 mL
- 9 Erlenmeyer de 250 mL
- Mechero

- 1 probeta 1000 mL

- 3 agitadores magnéticos
- Autoclave

- Parafilm

- Cinta testigo

- Solucion HCI 1M

- Soluciéon NaOH 1M

- Sacarosa

- 5g/L peptona de carne

- 5¢g/L peptona de caseina
- 1g/L KH;PO4

- 0.3 ¢g/L MgSQ4.7H,0

- 0.07 g/L de ZnS0O4.7H,0
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Procedimiento
1. Pesar con una espatula, las siguientes cantidades necesarias para preparar 300 mL de cada

formulacion de medio de cultivo variando la concentracion de la fuente de carbono:

Cuadro 2: Concentraciones de los reactivos a emplear para elaborar los medios de cultivo
variando concentracion de la fuente de carbono.

Reactivo Formulacion 1 Formulacién 2 Formulacién 3
Sacarosa 40 g/L 60 g/L 80 g/L
Peptona de carne 50/L 5¢g/L 5¢g/L
Peptona de caseina 5g/L 5g/L 59/L
KH2PO, 1g/L lg/L lg/L
MgS04.7H.0 0.3¢g/L 0.3g/L 0.3 g/L
ZnS04.7H0 0.07 g/L 0.07 g/L 0.07 g/L

. Agregar los reactivos pesados en la formulacion 1 en un Erlenmeyer de 500 mL y con una

probeta de 500 mL agregar 300 mL de agua destilada.

Ajustar a pH 6 con solucion de NaOH y HCI.

Repetir con las formulaciones 2 'y 3.

Colocar los 3 Erlenmeyer con un agitador magnético en una estufa a 60 °C con agitacion.
Esperar a que la mezcla se homogenice y retirar cada Erlenmeyer de la estufa.

Esterilizar los 3 medios en una autoclave a 121 °C por 15 minutos y dejar enfriar a
temperatura ambiente.

. Tomar 3 Erlenmeyer de 250 mL colocar 100 mL de la Formulacion 1 en cada uno, tapar

con un trozo de aluminio, colocar cinta testigo e identificarlos. Realizar el mismo
procedimiento con las otras 2 formulaciones.

. Fermentacidn para la produccién de micelio de hongo

Material y equipo

Parafilm

Campana de extraccién

Mechero

Cloro 10%

Etanol 70%

9 Erlenmeyer con las 3 formulaciones

In6culo en medio sélido preparado en la seccion A

28



Procedimiento

1.

o

Encender campana de extraccion y limpiarla con una solucion 10% de cloro y
posteriormente con alcohol al 70%.

Encender un mechero y remover papel aluminio de los 3 Erlenmeyer con Formulacion 1.
Tomar con un asa 0.003 gramos de esporas del medio s6lido preparado en la seccién A (con
el asa formar un cuadro de aproximadamente 1 cm?y raspar las esporas que se encuentran
dentro de este).

Colocar el asa con las esporas dentro del Erlenmeyer con el medio y agitar hasta que todas
se hayan desprendido en el medio.

Cubrir los Erlenmeyer con papel aluminio y Parafilm.

Incubar por 6 dias a 37°Cy 100 rpm.

Repetir el procedimiento para las formulaciones 2 y 3.

Evaluacion del rendimiento de la produccion de micelio

Material y equipo

Balanza analitica
Horno

Papel absorbente
Agua destilada

Procedimiento

. Sacar las 3 fermentaciones con formulacion 1 de la incubadora y filtrar el micelio de cada

Erlenmeyer e identificar.

Quitar exceso de medio liquido retenido en el micelio y pesarlo en balanza analitica.

Secar el micelio con una prensa de calor por 30 segundos a 100 °C y pesar en balanza para
determinar el peso seco.

Obtener un promedio y desviacién estandar de gramos de micelio por litro de medio liquido

del triplicado utilizando el software Microsoft Excel (Ver cuadros No.)

Tomar 2 muestras de 5 mL, centrifugar en Centrifuga Eppendorf 5804 R a 5000 rpm por 15

minutos, colocar en estufa a 60°C durante 10 minutos para inactivar el hongo y

posteriormente analizar con HPLC y HACH (ir a apartado H).

Repetir el procedimiento con las 6 fermentaciones restantes, 3 de la formulacién 2y 3 de la

formulacion 3.

Seleccionar la concentracion que present6 el mayor rendimiento.
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Formulacion de medio de cultivo variando la concentracion de la fuente de nitrégeno

Material y equipo

- Balanza analitica

- 3estufas

- 3espatulas

- Papel aluminio

- 1000 mL de agua destilada
- 3 Erlenmeyer de 500 mL
- 9 Erlenmeyer de 250 mL
- Mechero

- 1 probeta 500 mL

- 3 agitadores magnéticos
- Autoclave

- Parafilm

- Cinta testigo

- Solucion HCI 1M

- Solucion NaOH 1M

- Sacarosa

- Peptona de carne

- Peptona de caseina

- 1g/L KH:PO4

- 0.3¢g/L MgSQ4.7H,0

- 0.07 g/L de ZnS04.7H,0

Procedimiento
1. Pesar con una espatula, las siguientes cantidades necesarias para preparar 300 mL de cada
formulacion de medio de cultivo variando la concentracion de la fuente de nitrégeno:

Cuadro 3: Concentraciones de los reactivos a emplear para elaborar los medios de cultivo
variando concentracién de la fuente de nitrégeno.

Reactivo Formulacién 1 Formulacién 2 Formulacion 3
Sacarosa Concentracion que presentd mayor rendimiento
Peptona de carne 259/l 5g/L 10 g/L
Peptona de caseina 25¢0/L 5g/L 10 g/L
KH2PO, lg/L 1g/L 1lg/L
MgS0,.7H.0 0.3g/L 0.3g/L 0.3g/L
ZnS0,4.7H0 0.07 g/L 0.07 g/L 0.07 g/L
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2. Agregar los reactivos pesados en la formulacion 1 en un Erlenmeyer de 500 mL y con
una probeta de 500 mL agregar 300 mL de agua destilada.

3. Ajustar a pH 6 con solucién de NaOH y HCI.

4. Repetir con las formulaciones 2 y 3.

5. Colocar los 3 Erlenmeyer con un agitador magnético en una estufa a 60 °C con
agitacion. Esperar a que la mezcla se homogenice y retirar cada Erlenmeyer de la
estufa.

6. Esterilizar los 3 medios en una autoclave a 121 °C por 15 minutos y dejar enfriar a
temperatura ambiente.

7. Tomar 3 Erlenmeyer de 250 mL colocar 100 mL de la Formulacion 1 en cada uno,
tapar con un trozo de aluminio, colocar cinta testigo e identificarlos. Realizar el mismo
procedimiento con las otras 2 formulaciones empleando 3 Erlenmeyer para cada una.

8. Realizar procedimientos de seccion D y E.

G. Rendimiento de la produccién de micelio al utilizar una fermentacion por lotes y una
alimentada en medio liquido

Material y equipo

- Balanza analitica

- 2estufas

- 2espatulas

- Papel aluminio

- 3000 mL de agua destilada
- 3 Erlenmeyer de 2000 mL
- 6 bandejas de plastico

- Mechero

- 1 probeta 1000 mL

- 3 agitadores magnéticos

- Autoclave

- Cinta testigo

- Sacarosa

- Peptona de carne

- Peptona de caseina

- 1g/L KH2PO4

- 0.3 g/L MgS0..7H,0

- 0.07 g/L de ZnSO4.7H0
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Procedimiento

1.

Elaborar una curva de crecimiento de Phanerochaete chrysosporium con el medio empleando
las concentraciones de sacarosa y peptona de carne y caseina que presentaron mayor
rendimiento, para tener un control del consumo de azucares y crecimiento del micelio,
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado B.

Fermentacion por lotes

2.

Pesar con una espatula, las siguientes cantidades necesarias para preparar 500 mL de medio
de cultivo

Cuadro 4: Concentraciones de los reactivos a emplear para elaborar los medios de cultivo
para evaluar rendimientos en dos técnicas de cultivo.

Reactivo Formulacion
Sacarosa Concentracion que presentd mayor rendimiento
Peptona de carne Concentracion que presentd mayor rendimiento
Peptona de caseina Concentracion que presentd mayor rendimiento
KH2PO, 1oL
MgSO.7H0 0.3g/L
ZnS04.7H;0 007 gL

Agregar los reactivos pesados en la formulacion un recipiente de 1 L y agregar 500 mL de
agua

Ajustar a pH 6 con solucion de NaOH y HCI.

Colocar el recipiente con un agitador magnético en una estufa a 60 °C con agitacion. Esperar
a que la mezcla se homogenice y retirar el recipiente de la estufa.

En un Erlenmeyer de 1000 mL colocar 500 mL del medio, tapar con un trozo de aluminio,
colocar cinta testigo e identificarlos.

Esterilizar los medios en una autoclave a 121 °C por 15 minutos y dejar enfriar a temperatura
ambiente.

Incubar a 37°C, 100 rpm por 15 dias.

Fermentacion alimentada

10.

11.

Pesar con una espatula, las cantidades listadas en el cuadro 3 para preparar 350 mL de medio
de cultivo

Agregar los reactivos pesados en la formulacion un recipiente de 500 mL y agregar 350 mL
de agua

Ajustar a pH 6 con solucién de NaOH y HCI.
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12.

13.

14.

15.

Colocar el recipiente con un agitador magnético en una estufa a 60 °C con agitacion. Esperar
a que la mezcla se homogenice y retirar el recipiente de la estufa.

En un Erlenmeyer de 1000 mL colocar los 350 mL de medio, tapar con un trozo de aluminio,
colocar cinta testigo e identificar.

Esterilizar el medio en una autoclave a 121 °C por 15 minutos y dejar enfriar a temperatura
ambiente.

Incubar a 37°C, 100 rpm por 9 dias, en donde cada 3 dias se debe agregar una solucion
saturada de sacarosa para que el medio vuelva a tener las concentraciones iniciales. Incubar
un total de 15 dias.

Continuacion procedimiento general

16.
17.

18.
19.

20.

Sacar de la incubadora ambas fermentaciones y filtrar el micelio e identificar.

Del sobrenadante tomar muestras de 5 mL, centrifugar en Centrifuga Eppendorf 5804 R a
5000 rpm por 15 minutos y posteriormente analizar con HPLC y HACH (ir a apartado H).
Lavar el micelio con agua destilada y colocar en papel absorbente e identificar.

Secar el micelio con una prensa de calor por 30 segundos a 100 °C y pesar en balanza para
determinar el peso seco.

Seleccionar la técnica de cultivo que presentd el mayor rendimiento.

H. Andlisis de muestras

1. Cuantificacién de contenido de sacarosa en el sobrenadante luego de la fermentacion
empleando el método de cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)

a. Lacolumnaa utilizar es Agilent Hi-plex H a 300x7.8mm, 5um, la cual tiene como fase
movil agua filtrada a 75°C, detector de indice de refraccién a 55°C y automuestreador.

b. Tomar tres muestras de 5mL del sobrenadante obtenido y centrifugar en Centrifuga
Eppendorf 5804 R a 5000 rpm por 15 minutos. El filtrado agregarlo a los viales de
cromatografia y colocar en el automuestrador.

c. Programar la secuencia de muestro, el equipo inyecta 20 uL de muestray bombea a 0.6
mL/min por 21 minutos a 40°C.

d. La fase mévil empuja la muestra a la columna e inicia la separacién de compuestos.

e. La muestra pasa por un detector de indice de refraccion a 40°C y se forman las curvas
de cromatogramas.

f. Obtener los resultados de la cuantificacion con base a los resultados obtenidos en los
cromatogramas en % (m/v).
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2. Cuantificacion de contenido de nitrdgeno en el sobrenadante luego de la fermentacion
empleando colorimetria HACH

a. Ajustar la configuracion del colorimetro HACH para la medicion de nitrdgeno total en
mg/L en un rango entre 0.0-25.0 mg/L.

b. Encender el reactor DRB 200 y ajustar a una temperatura de 105°C

c. Agregar un sobre del reactivo Persulfato a un vial con reactivo de Hidroxido para
Nitrogeno total (un vial se utiliza para la muestra y otro para el blanco).

d. Agregar a un vial 2 mL del sobrenadante del medio liquido que qued6 luego de

centrifugar.

Agregar al otro vial (blanco) 2 mL de agua destilada.

Agitar durante 30 segundos y colocar en reactor DRB por 30 minutos.

Retirar los viales del reactor y dejar enfriar a temperatura ambiente.

Agregar un sobre del Reactivo A TN a cada uno de los viales digeridos y agitar 15

segundos.

Dejar reaccionar durante 3 minutos.

Agregar un sobre del Reactivo B TN a cada uno de los viales y agitar 15 segundos.

. Dejar reaccionar durante 2 minutos.

Agregar 2 mL de la muestra digerida y tratada con los reactivos a un vial con Reactivo
C TN (Realizar el mismo procedimiento con el blanco).

m. Invertir los viales 10 veces, dejar reaccionar por 5 minutos.

Configurar el equipo presionando PRGM 7y luego 58 y ENTER.

0. Colocar el blanco en el equipo, cubrirlo y presionar el boton READ para realizar la
lectura.

p. Repetir el procedimiento con el vial de la muestra y anotar el valor dado por el equipo.

S = o

- X -

>

I. Tratamiento de micelio de hongo
Tratamiento con taninos

El tratamiento con taninos se realiza para evaluar si presentan algun efecto en las caracteristicas
mecanicas del micelio, los taninos funcionan como crosslinkers por lo que pueden crear enlaces
con los grupos amino perteneciente a la quitina o grupos hidroxilo de aminoéacidos y demas
componentes que conforman la pared celular del hongo.

1. Tomar muestra de micelio sin haber secado en prensa de calor y pesar en balanza
analitica.

2. Realizar 20 mL de una solucién 1.5% m/v con extracto de mimosa empleando agua
destilada.

3. Colocar el micelio en la solucion de extracto de mimosa durante 8 dias a 100 rpm.

4. Sacar el micelio de la solucidn, quitar exceso de agua y colocar en 20 mL de una solucién
20% v/v de glicerina durante 1 hora.
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5.
6.

Secar el micelio con prensa de calor a 100°C durante 30 segundos.
Evaluar las propiedades mecanicas empleando metodologia de apartado J

(Kanishka, y otros, 2022)

Tratamiento con agar

o

Pesar 3 gramos (peso seco) de micelio y triturarlo para obtener un polvo.

Pesar 3 gramos de agar y agregar 100 mL de agua destilada.

Agregar 5 gramos de glicerina y calentar la mezcla hasta que llegue a punto de ebullicion
con agitacion.

Agitar la mezcla hasta que se forme una solucién homogénea.

Colocar solucién en un recipiente y secar 2 horas a 65°C.

Evaluar las propiedades mecanicas empleando metodologia de apartado J

J. Evaluacion de las propiedades mecanicas del micelio

En los estudios observados las pruebas para determinacion de propiedades mecénicas se
realizan con una maquina universal Zwick/Roell o Instron en donde cada cierto tiempo se somete
a distintas tensiones (fuerzas) a la muestra hasta llegar al punto de rotura. Con los puntos se
determina una curva tension-deformacion, el médulo de Young se determina en la parte lineal de
la curva (Appels F. V., 2020). Se trato de simular el mismo procedimiento empleando materiales
comunes, de facil acceso y adecuéndose a las dimensiones de las muestras a analizar.

Tomar muestra de micelio, recortar para que tenga 4 cm de alto y 1 cm de ancho.

Con un vernier medir el grosor de la muestra, calcular el &rea transversal de la muestra al
multiplicar el ancho con el grosor.

En la parte superior de la muestra colocar un clip a 0.2 cm, este servira como soporte.

En la parte inferior de la muestra colocar un clip a 0.2 cm, este servira para colocar las
masas.

Colocar clip superior en un soporte y del clip inferior colocar la masa 1, esperar 1 minuto
y medir la longitud del micelio.

Realizar el mismo procedimiento empleando distintas masas hasta que el micelio se rompa.
Para cada una esperar 1 minuto y medir la longitud del micelio.

Elaborar una gréafica de tension vs. extension por unidad de longitud.

La pendiente de la gréafica elaborada sera el Mddulo de Young, la tension antes de que el
micelio se haya rasgado seré la tension de rotura del micelio y con la longitud final e inicial
determinar el porcentaje de elongacion.

Realizar el mismo procedimiento para micelio puro, micelio tratado con taninos y micelio
tratado con agar.
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K. Simulacion modelo cinético en Berkley Madonna

1. Enel software Berkley Madonna importar los datos promedio de las tres corridas realizadas
de curva de crecimiento empleando la formulacion final para: crecimiento de biomasa,
consumo de azUcares totales y consumo de nitrégeno total a escala 100 mL.

2. Definir método de aproximacion Runge-Kutta 4, tiempo inicial 0, tiempo final 10 e
incremento diferencial de 0.02.

3. Establecer las expresiones del modelo de Monod , definiendo la velocidad de consumo de
sustrato en funcion de la velocidad de crecimiento celular, consumo de nitrégeno total y
rendimientos que relaciona los parametros; la velocidad de consumo de nitrégeno en
funciéon de la velocidad de crecimiento celular y el rendimiento que relaciona los
parametros y la velocidad de generacion de biomasa respecto al consumo de nitrégeno total
y azUcares totales; como se muestra a continuacién.

Mnb=Mmax1*(N-ni)/((N-ni)+Ks1)
Msn=Mmax2*(S-1)/((S-1)+Ks2)
Msb=Mmax3*(S-si)/((S-si)+Ks3)

R1= Mnb*X

R2= Msn*N/(Yxs/Yxn)

R3 = Mnb*X/Yxn

R4 = Msb*X/Yxs

R5 = Msn*N*Alfa

d/dt(X) = IF TIME < 6 THEN (R1+R5) ELSE 0
d/dt(S) = IF TIME <4 THEN -R2 ELSE -R4
d/dt(N) = -R3

4. Definir los valores iniciales y finales para cada especie

INIT X=0.03
INIT S=37.67
INITN=14
ni=0.9
i=37.67-8.8
si=215

5. Ajustar las variables Mmax1, Ks1, Mmax2, Ks2, Mmax2, Ks2, Yxs, Yxn y Alfa. Para que
las curvas se ajusten a los valores experimentales de crecimiento de biomasa, consumo de
azUcares totales y consumo de nitrdgeno total.

6. Definir sliders para las variables Mmax1, Ks1, Mmax2, Ks2, Mmax2, Ks2, Yxs, Yxny
Alfa e ir modificando los valores para lograr un mejor ajuste.
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7. Determinar las ecuaciones de velocidad de reaccion y cambio de concentracion con el
tiempo para generacion de biomasa, consumo de azUcares totales y consumo de nitrégeno
total.
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VIl. RESULTADOS

Cuadro 5. Formulaciones desarrolladas, variando la concentracion de la fuente de carbono y
nitrégeno, para la produccién de micelio de P.chrysosporium

Peptona  Peptona de

Sacarosa KH,POs MgSO.7TH,O  ZnS0..7H0

Formulacion gL degc/?_rne ca;;all'_na gL g/l g/l
1 40.00 5.00 5.00 1.00 0.30 0.07
2 60.00 5.00 5.00 1.00 0.30 0.07
3 80.00 5.00 5.00 1.00 0.30 0.07
4 40.00 2.50 2.50 1.00 0.30 0.07
5 40.00 5.00 5.00 1.00 0.30 0.07
6 40.00 10.0 10.0 1.00 0.30 0.07

Los medios de cultivo se inocularon con 0.03 g/L de esporas de P.chrysosporium, las fermentaciones
se llevaron a cabo a pH 6-6.2, 37°C y 100 rpm durante 6 dias.

Cuadro 6. Concentraciones y rendimiento de formacion de biomasa respecto a fuente de carbono y
nitrégeno total en las 6 formulaciones realizadas.

Sacarosa 40 g/L
dia Biomasa N total Azlcares totales Y x/s Y x/N
(g/L) (9/L) (g/L) (9/9) (9/9)
0 0.030 1.400 37.392 0.186 + 0.006 5.944 + 0.096
6 2.547 £ 0.074 0.977 £ 0.006 23.884 +0.295
Sacarosa 60 g/L
dia Biomasa N total Azlcares totales Y x/s Y x/N
(9/L) (9/L) (9/L) (9/9) (9/9)
0 0.030 1.400 58.364 0.087 £ 0.004 6.543 £ 0.392
6 3.020 £ 0.252 0.943 +£0.015 23.863 +1.721
Sacarosa 80 g/L
dia Biomasa N total Azlcares totales Y x/s Y x/N
(/L) (9/L) (9/L) (9/9) (9/9)
0 0.030 1.400 85.145 0.079 £+ 0.007 7.538 £0.987

6 3.857 +£0.593 0.893+0.011 37.113 £3.019
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Peptona 2.5 g/L

dia Biomasa N total AzUcares totales Y x/s Y x/N
(g/L) (g/L) (g/L) (9/9) (9/9)
0 0.030 0.700 36.535 0.133 +0.008 5.209 +0.274

6 2.480 +0.181

0.230 +0.010 18.056 + 0.270

Peptona 5 g/L

dia Biomasa N total AzUcares totales Y x/s Y x/N
(g/L) (9/L) (9/L) (9/9) (9/9)
0 0.030 1.400 36.990 0.183 +0.019 6.256 +0.126

6 2.950 +£0.092

0.933 +0.006 20.943 +1.704

Peptona 10 g/L

dia Biomasa N total AzUcares totales Y x/s Y x/N
(g/L) (g/L) (g/L) (9/9) (9/9)
0 0.030 2.800 38.475 0.135 +0.002 2.440 + 0.066

6 2.673 +0.085

1.717 £ 0.006 18.935 + 0.613

Promedio y desviacion estandar de los resultados en triplicado obtenidos con la formulacién, se pueden
observar en datos calculados. Los datos fueron obtenidos a escala de 100 mL pH inicial 6-6.2, 37°C y
100 rpm. El nitrégeno total inicial se calcul6 a partir de la cantidad total de peptonas y el porcentaje de
nitrégeno presente en estas segun datos de fabricante. Los azlcares totales se determinaron mediante
HPLC. La fermentacion se llevo a cabo durante 6 dias. Yx/s: rendimiento de formacion de biomasa
respecto a fuente de carbono (azucares totales). Y x/N: rendimiento de formacion de biomasa respecto

a nitrégeno total.

Figura 10. Balance de masa global de la fermentacion empleando la formulacion 1 de medio de
cultivo para la produccion de micelio de P. chrysosporium.

0.030 g/L biomasa
1.400 g/L N total

37.392 g/L aziicares_

2.547 g/L biomasa
0.977 g/L N total
23.884 g/L azucares

v

11.414 g/L mantenimiento celular y subproductos

Los datos fueron obtenidos a escala de 100 mL pH inicial 6-6.2, 37°C y 100 rpm.
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Figura 11. Balance de masa global de la fermentacion empleando la formulacion 2 de medio de
cultivo para la produccion de micelio de P. chrysosporium.

3.020 g/L biomasa
0.943 g/L N total
23.863 g/L azlcares

0.030 g/L biomasa
1.400 g/L N total
58.364 g/L azﬁcares:

vy

31.968 g/L mantenimiento celular y subproductos

Los datos fueron obtenidos a escala de 100 mL pH inicial 6-6.2, 37°C y 100 rpm.

Figura 12. Balance de masa global de la fermentacion empleando la formulacion 3 de medio de
cultivo para la produccion de micelio de P. chrysosporium.

3.857 g/L biomasa
0.893 g/L N total
37.113 g/L azilcares

0.030 g/L biomasa
1.400 g/L N total
85.145 g/L azﬁcares:

Yy

44.712 g/L. mantenimiento celular y subproductos

Los datos fueron obtenidos a escala de 100 mL pH inicial 6-6.2, 37°C y 100 rpm.

Figura 13. Balance de masa global de la fermentacion empleando la formulacion 4 de medio de
cultivo para la produccion de micelio de P. chrysosporium.

2.480 g/L biomasa
0.230 gL N total
18.056 g/L azicares

0.030 g/L biomasa _
0.700 g/L N total
36.535 g/L azlcares

v

v

A4

16.500 g/L. mantenimiento celular y subproductos

Los datos fueron obtenidos a escala de 100 mL pH inicial 6-6.2, 37°C y 100 rpm.
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Figura 14. Balance de masa global de la fermentacion empleando la formulacion 5 de medio de
cultivo para la produccion de micelio de P. chrysosporium.

2.950 g/L biomasa
0.933 g/L N total
20.943 g/L azicares _

v

0.030 g/L biomasa _
1.400 g/L N total
36.990 g/L azucares_

v

13.593 g/L. mantenimiento celular y subproductos

Los datos fueron obtenidos a escala de 100 mL pH inicial 6-6.2, 37°C y 100 rpm.

Figura 15. Balance de masa global de la fermentacion empleando la formulacion 6 de medio de
cultivo para la produccion de micelio de P. chrysosporium.

2.673 g/L biomasa
1.717 g/L N total
18.935 g/L azlicares _

0.030 g/L biomasa
2.800 g/L N total
38.475 g/L azlcares

A

17.981 g/L mantenimiento celular y subproductos

Los datos fueron obtenidos a escala de 100 mL pH inicial 6-6.2, 37°C y 100 rpm.
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Cuadro 7. Promedio y desviacion estandar de curva de crecimiento empleando formulacion final

dia Biomasa (g9/L)  Azlcares totales (g/L) Nitrogeno total

(£0.01 g/L)
0 003 + 000 3767 =+ 001 1.40
1 032 + 004 3182 + 1.89 1.39
2 078 + 011 3001 + 146 1.35
3 099 + 011 2948 + 1.83 1.32
4 149 + 028 2910 + 178 1.16
5 243 + 002 2752 + 253 1.00
6 264 + 018 2596 + 1.36 0.94
7 270 + 012 2341 + 1.32 0.90
8 272 + 008 2315 + 1.64 0.90
9 277 + 010 2228 + 0.96 0.81

Condiciones: 40 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L KH2PO4, 0.8
g/L MgS0O.7H0, 0.1 g/L ZnSO.. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. La fermentacion se llevo a cabo
durante 9 dias. Los datos representan el promedio y desviacién estdndar del triplicado de la
fermentacidn, los resultados de cada corrida pueden observarse en el apartado de anexos.

Figura 16. Curva de crecimiento empleando formulacion final

Curva de crecimiento

4500 r 3.50

40.00
r 3.00

35.00

3000

- 2.00

25.00

2000

Azlicares totales (g/L)
Biomasa y nitrégeno total (g/L)

15.00

- 1.00

1000

- 0.50

0.00 - 0.00

Tiempo (dias)

Azucares totales g/L Nitrégenototal g/L  —e—Biomasa g/L

Condiciones: 40 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L. KH2PO4, 0.8
g/L MgSO.7H,0, 0.1 g/L ZnSO4. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. Las lineas representan una
tendencia suavizada, los puntos corresponden a los datos experimentales.
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Figura 17. Comportamiento de la formacion de biomasa en el tiempo
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Curvas de biomasa respecto al tiempo para determinar las fases de crecimiento. Las lineas representan
una tendencia suavizada, los puntos corresponden a los datos experimentales.
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Ecuacion 7. Cambio de concentracion de formacion de biomasa (micelio) de P. chrysosporium con el
tiempo.

ax Hmax1 (N — ni) Hmax2 (S B i)
RN -l B A e ——
dt <K51 + (N — ni) * Ky, + (S —1i) «

ni= concentracion final de nitrégeno; i= concentracion final de azlcares totales durante los primeros 4
dias de fermentacion. La biomasa se asocia tanto al consumo de nitrdgeno como de azlcares totales por
lo que se realiza una suma de ambos factores.

Ecuacion 8. Cambio de concentracion de la fuente de carbono con el tiempo.

(_.umaxz S - l)) (.umax3 (S - Si))
dt Yx/s Yx/s

Yx/N

i= concentracion final de azlcares totales durante los primeros 4 dias de fermentacion. Si=
concentracion final de azlcares luego de los 9 dias de fermentacion. Al inicio el consumo de los
azucares totales se ve influenciado por la concentracion de nitrogeno, pues se propicia la produccion
de enzimas para degradar las peptonas y por consecuencia posteriormente si se observa un consumo de
azUcares asociado a la produccion de biomasa.

Ecuacion 9. Cambio de concentracion de nitrogeno total con el tiempo.

(.umaxl (N — ni))
as__ \Ry+ W =nD)

E B Yx/N

ni= concentracion final de nitrégeno.
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Cuadro 8. Parametros cinéticos obtenidos del ajuste de los datos experimentales realizados en el
software Berkley Madonna para la produccion de micelio de P. chrysosporium en un medio con 40
g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina y 5 g/L peptona de carne

Parametro

. s, Definicion
cinético

Valor Unidades
Velocidad maxima de
Hmaxi crecimiento celular 0.651
(nitrébgeno-biomasa)

dia™!

Constante de afinidad al

Ksl oz .
sustrato (nitrogeno-biomasa)

0.150 g/L
Velocidad maxima de
crecimiento celular (aztcares 0.560
totales-biomasa-nitrogeno)

HUmax2

dia™!
Constante de afinidad al
K sustrato (azucares totales-

20.076
biomasa-nitrégeno)

g/L
Velocidad maxima de
ﬂmax3

crecimiento celular (azucares 0.362
totales-biomasa)

dia™!
Constante de afinidad al
K sustrato (azucares totales-

9.069
biomasa)

g/L
Yx/s

. . ramos de
Rendimiento de biomasa 0.180 biomasg | oramos s
respecto a azucares totales ’ azﬁcare§ totales

Rendimiento de biomasa _  sramos de
YN o 5.323 biomasa/gramos
respecto a nitrogeno total .
nitrogeno total
Constante que permite
relacionar la biomasa que se
roduce a partir del consumo
P produce a p 1.020
de azucares totales a causa de

la concentracion de nitrégeno
en el medio

Los datos fueron obtenidos del triplicado de la fermentacion.
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, N

#nitrogeno, #Biomasapr,

Figura 18. Ajuste de datos experimentales, para la determinacion de parametros cinéticos de la
produccién de micelio de P. chrysosporium en un medio con 40 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de

caseina y 5 g/L peptona de carne, en el software Berkley Madonna.
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Condiciones: 40 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L. KH2PO4, 0.8
g/L MgSO.7H;0, 0.1 g/L ZnSO.. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. Datos obtenidos de la
fermentacion de P. chrysosporium en el medio mencionado durante 9 dias a escala de 100 mL. Todos
los datos se presentan en g/L. Los datos representan el promedio y desviacion estandar del triplicado
de la fermentacidn, los resultados de cada corrida pueden observarse en el apartado de anexos.

Puntos naranjas: datos experimentales de la concentracion de azUcares totales
Curva naranja: modelo de ajuste de consumo de azlcares totales en el tiempo
Puntos azules: datos experimentales de la concentracion de nitrégeno total
Curva naranja: modelo de ajuste de consumo de nitrégeno total en el tiempo
Puntos negros: datos experimentales de la concentracién de biomasa (micelio)
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Cuadro 9. Concentraciones y rendimiento de formacion de biomasa respecto a fuente de carbono y
nitrégeno total empleando una fermentacion por lotes y alimentada

Fermentacién por lotes

dia Biomasa N total AzUcares totales Y x/s Y x/N
(g/L) (g/L) (g/L) (9/9) (9/9)
0 0.030 1.400 38.796 0.276 £ 0.057 7.774 £ 0.369

15 4.615+1.071 0.813+0.110 21.556 + 6.404

Fermentacion alimentada

dia Biomasa N total AzUcares totales Y x/s Y x/N
(g/L) (g/L) (9/L) (9/9) (9/9)
0 0.030 1.400 37.342

se afiaden 15 g/L de azUcares totales
15 6.385 + 0.325 0.803 £ 0.025 18.107 £ 5.152 0.188+£0.028  10.650 +0.190

Condiciones: 40 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L KH2PO4, 0.8
g/L MgSO.7H20, 0.1 g/L ZnSOs4. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. Datos obtenidos de la
fermentacion de P. chrysosporium en el medio mencionado durante 15 dias a escala de 500 mL. Los
datos representan el promedio y desviacion estandar del triplicado de la fermentacion. La alimentacion

se realiz6 cada 3 dias.

Cuadro 10. Modulo de Young, tensidn de rotura y porcentaje de elongacion para el micelio elaborado
obtenido mediante pruebas de tension.

Material Modulo de Young (GPa) o (MPa) € (%)
micelio 0.0021-0.0027 0.31-0.63 17.5-28.75

micelio + taninos 0.0026 0.18 6.25

micelio + agar 0.0037 2.26 57.5

o: tension de rotura, €: porcentaje de elongacion.
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VIII.  ANALISIS DE RESULTADOS

Se llevo a cabo la evaluacion de la produccion de micelio de P. chrysosporium a partir de un
medio formulado con sacarosa y peptonas para la produccion de un biomaterial aplicable como materia
prima a la industria textil. Esto se logré a través del desarrollo de seis formulaciones de medio de cultivo
para determinar el crecimiento del hongo y evaluar el rendimiento respecto a las fuentes de carbono y
nitrégeno. Esto permiti6 cultivar y producir la biomasa y comparar las propiedades mecanicas de la
biomasa con fibras que se utilizan en la industria textil.

Para obtener un micelio con potencial uso en la industria textil se emple6 el hongo P.
chrysosporium. Este es un basidiomiceto de rapido crecimiento, reconocido por su habilidad de
desarrollarse en diferentes tipos de sustratos (Saiz-Jimenez, 1983). P. chrysosporium es capaz de crecer
en medios solidos y liquidos. Para la formulacion de los medios de cultivo para determinar el
crecimiento del hongo y evaluar su rendimiento, se decidié emplear sacarosa como fuente de carbono,
peptona de carne y caseina como fuentes de nitrégeno organico, fosfato de potasio como fuente de
fosforo y sulfato de magnesio y zinc. Se decidi6 implementar azufre, magnesio y zinc en las
formulaciones pues estos permiten el correcto funcionamiento de enzimas que requieran de cofactores
(Carlile, Watkinson, & Gooday, 2001). La pared células de los hongos esta constituida por
betaglucanos, glucoproteinas, manoproteinas y quitina (Philipp Fesel, 2015). Estos estan compuestos
en su mayoria por carbono y nitrégeno; por esta razén ambas fuentes se variaron para el desarrollo del
medio de cultivo dejando al resto de reactivos constantes, pues son los factores mas importantes e
influyentes en el crecimiento y desarrollo de las hifas para la formacion del micelio.

Los hongos requieren de oxigenacion para su crecimiento, pero es necesario mantener
condiciones estériles durante la inoculacion y crecimiento para evitar contaminacién. Por esta razén se
emplearon recipientes sellados, la agitacion permite que el cultivo sea aerébico y se oxigene el medio.
En un cultivo sumergido, los hongos pueden presentar distintas morfologias dependiendo de la
agitacion y cantidad de inoculo inicial. EI micelio se puede formar como pequefias esferas redondas,
esferas de mayor tamafio, como una dispersion del micelio en el medio (El-Enshasy H. A., 2007).

El cultivo en liquido de los hongos presenta tres fases de crecimiento, la primera es la
germinacion de las esporas y la expansion de las hifas, la segunda fase representa la formacién de
micelio en forma de pellet o como conexidn de las hifas creando un micelio disperso en el medio. La
Gltima fase es lisis celular en donde debido a la limitacion de sustrato y dificil oxigenacion de las células
las células mueren. El inoculo puede afectar la forma de crecimiento del micelio, si se utiliza un inoculo
grande se incentiva la formacidn de pellets mientras que si el inoculo inicial es inferior a 0.05% m/v se
fomenta la interconexion entre las hifas creando un micelio disperso en el medio. La agitacion del
medio presenta una influencia similar al del tamafio de inoculo, si se utiliza una agitacién fuerte se
fomenta la formacion de pellets por lo que el micelio crea pequefias esferas de las cuales el tamafio no
aumenta, Unicamente se producen mas pellets con la misma morfologia. Al emplear una agitacion
moderada, se propicia una oxigenacién homogénea del medio lo que genera una mayor elongacion de
las hifas y por consecuencia un micelio mas uniforme (EI-Enshasy H. A., 2007).
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Como se menciond anteriormente las condiciones de fermentacién pueden afectar
considerablemente la morfologia y crecimiento del micelio. Por esta razén se buscé mantener las
condiciones fisicas para todas las fermentaciones siendo estas las siguientes, temperatura 37°C, pH
inicial 6, 100 rpm de agitacion y recipientes sellados. P. chrysosporium requiere de una temperatura
entre 35-40°C para su 6ptimo crecimiento y un pH entre 4-6, por esta razén las condiciones de la
fermentacidon se encontraban entre estos rangos (Saiz-Jimenez, 1983).

Como fuente de carbono se empled sacarosa ya que P. chrysosporium y en general los
hongos, absorben facilmente la glucosa y fructosa, pues son los monosacéridos mas abundantes en la
biomasa vegetal y el componente principal de celulosa, almidén, hemicelulosa, etc. La sacarosa
representa una buena fuente de sustrato pues los hongos son capaces de hidrolizar la sacarosa, mediante
la accion de la enzima invertasa y posteriormente los monosacaridos son empleados en las distintas
rutas metabolicas; ademas la fructosa entra a la célula y se fosforila para formar fructosa 6-fosfato,
mediante la hexoquinasa y la glucosa igualmente se fosforila mediante la glucoquinasa para formar
glucosa 6-fosfato; una secuencia de diez reacciones enzimaticas transforma la glucosa y fructosa por
medio de la glucolisis en piruvato y energia en forma de ATP (Li, 2022).

Como fuente de nitrogeno se emplearon peptonas de carne y caseina, el nitrégeno es un
componente importante en la formulacion de medios pues a partir de este se sintetizan aminoacidos,
enzimas, acidos nucleicos, proteinas, componentes de la pared y membrana celular, etc. Una limitada
fuente de nitrogeno detiene el crecimiento y reproduccion del hongo. Las fuentes de nitrégeno pueden
ser inorganicas como nitratos y amonio u organicas como aminoacidos y proteinas. En este caso, debido
a los requerimientos de la cepa y la necesidad de producir una abundante cantidad de biomasa, se
empled una fuente organica. Ademas, se ha demostrado que fuentes inorganicas de nitrégeno son
insuficientes para satisfacer las demandas de hongos basidiomicetos (Bechem, 2012). Estudios han
demostrado que en un medio con peptonas se logra obtener hasta tres veces mas biomasa que en medios
con formulados con fuentes de nitrégeno inorgénicas (Sosnicka, y otros, 2022).

Como se menciond anteriormente, las fuentes de carbono y nitrégeno son los compuestos
mas relevantes en la formulacion del medio debido a sus implicaciones metabolicas y su repercusion
en el desarrollo y crecimiento del hongo. A partir de esto se modificé inicialmente la concentracién de
la fuente de carbono teniendo 40 g/L, 60 g/L y 80 g/L de sacarosa. La seleccion de dichas
concentraciones fue basada en distintos articulos en donde cultivan Ganoderma spp. y P.
chrysosporium, a concentraciones de sacarosa entre los 40-80 g/L, para la produccion de biomasa y
demas subproductos (Zarate et al,. 2012); (Liu, Ren, & Zhao, 2011); (Liu et al., 2023); (llias, 2017).
Cabe resaltar que estos estudios no se concentraban en la produccidn de biomasa para la formacion de
un biomaterial pues los estudios relacionados al tema son limitados; por lo que se probaron dichas
concentraciones para determinar los rendimientos de produccion de biomasa respecto a consumo de
sustrato para dicha esta funcion en especial.
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Tomando en cuenta que en un estudio se demostrd que el mayor rendimiento de produccién
de micelio de P. chrysosporium se obtuvo en un medio que contenia fructosa 30 g/L como fuente de
carbono (Kheiralla, EI-Din, Malek, & Aziz, 2013). Por esta razon se decidié tomar como, concentracion
intermedia, la evaluada en el estudio mencionado convertida a concentracion de sacarosa, pues es el
sustrato que se esta evaluado. Igualmente, al ser concentraciones relativamente bajas, permite estudios
futuros empleando efluentes industriales como melaza, suero de leche, panela, etc. y determinar su
influencia en el crecimiento del hongo ya que estas poseen impurezas que pueden afectar las
condiciones.

Posteriormente se modifico la concentracion de las peptonas teniendo 2.5 g/L, 5 g/L y 10
g/L de cada una. Esto tomando en cuenta diferentes estudios realizados en donde fomentan la
produccién de biomasa de P. chrysosporium. En un estudio realizado por Solis y colegas (2015)
inducen la produccién de micelio de P. chrysosporium empleando un medio con 5 g/L de peptona para
la utilizacion de la biomasa en la remocion de metales pesados. Shanmugapriya y Lakshmiprabha
(2013) obtienen la mayor cantidad de biomasa en un medio con 6.6 g/L de triptona (peptona de caseina).
Kheiralla y colegas (2013) obtienen 2.624 g/L de micelio al emplear un medio con 10 g/L de peptona
(Pacheco, y otros, 2015; Kheiralla, EI-Din, Malek, & Aziz, 2013; Shanmugapriya M, 2013). Zarate y
colegas cultivan G. lucidum en medios con concentraciones de peptona desde 2-20 g/L (Zarate et al.,
2012).

Antes de iniciar a inocular en las distintas formulaciones, se realiz6 una curva de
crecimiento con los valores intermedios, para cada uno de los factores a modificar. Esto se realiz6 con
el objetivo de tener un tiempo de incubacion apropiado, los hongos tienen un periodo de acoplamiento
al medio, posteriormente crecen de manera exponencial, llegan a un estado estacionario y por Gltimo el
declive en donde las células empiezan a morir. Al llegar al punto de declive o muerte celular, estas
liberan su contenido lo que hace que su densidad disminuya y por consecuencia se obtenga un menor
peso (ir a Figura 34). Se puede observar que, para el sexto dia, se tiene el punto mayor de biomasa y
luego va en declive. En las primeras 24 horas se puede observar que se consume aproximadamente la
mitad de la sacarosa inicial y se generan 0.11 g/L de biomasa, esto demuestra que se requiere un alto
consumo de sustrato para la formacién inicial del micelio a partir de las esporas que se inoculan. Luego
de 6 dias alrededor del 75% de la fuente de carbono se ha consumido, llegando a un punto de
agotamiento de sustrato. En consecuencia, en los siguientes dias se puede observar el declive. A partir
de lo observado se determin6 que el periodo de incubacion seria de 6 dias pues es el periodo de tiempo
en donde mayor produccion de biomasa se observé y la mayoria de sustrato se habia consumido.

Esta curva también permiti6 concluir que el hongo Gnicamente aprovecha la sacarosa como
fuente de carbono. Las peptonas al ser una mezcla de proteinas provenientes de caseina y carne tienen
una composicién no conocida, por esta razon pueden considerarse no solo como una fuente de
nitrégeno, también como una fuente de carbono debido a las moléculas de carbono presentes en los
enlaces peptidicos. La curva de crecimiento inicial (ir a Figura 34) demuestra que, al llegar a un punto
de agotamiento de sustrato, la biomasa no continda creciendo y se inicia la lisis celular. Si el hongo
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estuviera aprovechando las peptonas no solo como fuente de nitrdgeno si no también como fuente de
carbono, se observaria un incremento en la biomasa a pesar de tener un consumo total de sacarosa.

Para las primeras tres formulaciones, se puede observar que la formulacion de 80 g/L es la
gue mayor produccion de biomasa present6 con 3.857 g/L, seguida de la concentracién de 60 g/L en la
cual se obtuvo 3.020 g/L de biomasa y por ultimo la de 40 g/L de sacarosa con 2.547 g/L de micelio.
Pero al realizar un andlisis estadistico por prueba t de Student para determinar diferencias significativas
de medias obtenidas, se determiné que la produccion de biomasa en cada una de las formulaciones no
presenta diferencia estadisticamente significativa (ver Cuadro 29 en anexos), por lo que se determind
la formulacion a emplear mediante los rendimientos. En el Cuadro 6 se puede observar que el mayor
rendimiento de produccion de biomasa respecto a consumo de azUcares totales se presentd en la
formulacion de 40 g/L de sacarosa con un rendimiento de 0.186 gramos de biomasa por cada gramo de
sustrato. Ademas, al realizar los balances de masa global para cada una de estas formulaciones (como
se puede observar en las figuras 10, 11 y 12) el emplear 40 g/L es la que menor concentracién de
subproductos y mantenimiento celular presenta (11.414 g/L, mientras que las otras dos presentan
concentraciones de 31.968 y 44.712 g/L).

Los balances de masa globales de las figuras 10, 11 y 12 demuestran como entrada la
biomasa inicial del hongo, la concentracion inicial de azlcares y el nitrogeno total proveniente de las
peptonas. Como producto se observa la biomasa formada luego de 6 dias de fermentacion a 37°C y 100
rpm, para representar el sustrato no empleado se muestra el nitrégeno total y concentracion de azlcares
final luego de la fermentacion. A partir de estos datos iniciales y finales, los cuales se cuantificaron
mediante HPLC y HACH, se determin6 el mantenimiento celular y subproductos no cuantificados que
ocurren debido al metabolismo del hongo, en estos se incluyen enzimas, produccion de CO; y demas
metabolitos secundarios. Con estos balances se puede observar que el consumo de sustrato no es
aprovechado en su mayoria para la formacién de biomasa, pues la concentracion de mantenimiento
celular y subproductos prevalece de la de produccion de micelio. Como se mencion6 anteriormente, el
emplear la formulacion de 40 g/L de sacarosa se obtiene menor concentracion de subproductos y
mantenimiento celular. Se puede observar que, a mayor concentracion de sacarosa, se presenta una
mayor concentracién de subproductos y mantenimiento celular mientras que la produccion de biomasa
aumenta, pero no de manera significativa.

Como se puede observar, la concentracion de subproductos y mantenimiento celular
sobrepasa la de la biomasa, es decir que la mayoria del sustrato se esta empleando para la generacién
de enzimas y demas metabolitos. Segin un estudio realizado por Sato y colegas, al cultivar
P.chrysosporium en un medio con glucosa, el hongo produce distintas proteinas extracelulares como
glicohidrolasas para la degradacion de los azlcares, peroxidasas, proteasas las cuales son las encargadas
de degradar los enlaces peptidicos de las peptonas para la obtencion del nitroégeno. Asimismo
P.chrysosporium al ser un hongo y célula eucariota requiere de la utilizacién del sustrato para la
generacion de organelos internos, elongacion de la pared celular, metabolismo celular central,
secundario y sintesis de macromoléculas (ir a el apartado de metabolismo celular en el marco teérico,
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se puede observar una amplia explicacion sobre los subproductos y mantenimiento celular y asi
comprender el porqué de la alta concentracion de estos) (Sato, Liu, Koc, & Tien, 2007).

Es recomendable evaluar el efecto de distintas fuentes de carbono con el objetivo de
determinar si se obtienen mayores concentraciones de biomasa. Esto ademas permitiria determinar si
la concentracion de subproductos y mantenimiento celular varia. Asimismo, es recomendable realizar
un estudio sobre los subproductos como enzimas y metabolitos secundarios que se estan generando
para determinar si tienen alguna aplicacion industrial, esto le otorgaria un valor agregado a la
produccién, pues no solo se estaria empleando para la generacién del biomaterial. Igualmente, esto
mejoraria la produccion de la biomasa y los rendimientos, pues el conocer exactamente los metabolitos
que se estan generando permite analizar la ruta metabdlica a la que estan asociados y con esto tratar de
reducir su produccion.

Tras el andlisis realizado anteriormente se decidido continuar las fermentaciones
empleando 40 g/L de sacarosa, pues como se mencioné es la que mayor rendimiento Ys y menor
concentracion de subproductos y mantenimiento celular present6. Para las formulaciones 4, 5y 6
Unicamente se modifico la concentracion de la fuente de nitrégeno (peptona de carne y peptona de
caseina), manteniendo constante la concentracion de sacarosa (40 g/L). A partir de esto se puede
observar que la formulacion de 5 g/L es la que mayor produccién de biomasa presento con 2.950 g/L,
seguida de la concentracién de 10 g/L en la cual se obtuvo 2.673 g/L de biomasa y por Gltimo la de 2.5
g/L de cada peptona con 2.480 g/L de micelio. Pero al realizar un analisis estadistico por prueba t de
Student para determinar diferencias significativas de medias obtenidas, se determiné que la produccion
de biomasa con la formulacion de 5 g/L presenta diferencia estadisticamente significativa respecto a
las otras dos formulaciones.

La formulacion empleando 5 g/L de cada una de las peptonas es la que mayor rendimiento
de produccion de biomasa respecto a azlcares totales y rendimiento de biomasa respecto a nitrégeno
total present6 con un Y de 0.183 g de biomasa /g de azlcares totales y un Yxn de 6.256 g de biomasa/
g de nitrégeno total (ir a Cuadro 6). La formulacién empleando 10 g/L de cada una de las peptonas
presentd un rendimiento inferior a la anteriormente explicada y por Gltimo la formulacién empleando
2.5 g/L de cada una de las fuentes de nitrégeno (ir a Cuadro 6). Los balances de masa globales de las
figuras 13, 14 y 15 demuestran como entrada la biomasa inicial del hongo, la concentracién inicial de
azucares y el nitrégeno total proveniente de las peptonas. Como producto se observa la biomasa
formada luego de 6 dias de fermentacion a 37°C y 100 rpm, como sustrato no empleado se muestra el
nitrogeno total y concentracion de azdcares final luego de la fermentacion. A partir de estos datos
iniciales y finales los cuales se cuantificaron mediante HPLC y HACH se determiné el mantenimiento
celular y subproductos no cuantificados que ocurren debido al metabolismo del hongo, en estos se
incluyen enzimas, produccion de CO; y deméas metabolitos secundarios.

Con estos balances se puede observar que la menor concentracién de subproductos y
mantenimiento celular se genera en la formulacién empleando 5 g/L de las peptonas. A diferencia de
los balances observados para las primeras tres formulaciones, en donde al aumentar la concentracién
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de sacarosa se observaba un aumento en la generacion de subproductos y mantenimiento celular; en las
formulaciones variando la fuente de nitrégeno no se observa la misma tendencia. Como se puede
observar en la figura 13 y 15 ambas concentraciones de subproductos y mantenimiento celular son
mayores siendo la de 10 g/L superior y seguida la de 2.5 g/L. Esto permite demostrar que se trata de un
sistema complejo en donde hay un maximo empleando 5 g/L de cada peptona y que a mayor
concentracion de nitrégeno el consumo de sustrato se aprovecha en funciones que generan
subproductos y no méas biomasa y a menor concentracion, no es suficiente, por lo que el hongo consume
la fuente de nitrégeno para funciones vitales de supervivencia.

Se recomienda evaluar el efecto de distintas fuentes de nitrogeno para determinar los
rendimientos respecto a produccion de biomasa. Asimismo, es recomendable estudiar la dependencia
de la generacién de subproductos, como enzimas y metabolitos secundarios que se generan en la
reaccién, en funcion de las condiciones del proceso y concentraciones de las especies en la mezcla
reactiva para determinar si tienen alguna aplicacién industrial. Esto le otorgaria un valor agregado a la
produccion o si se conoce la naturaleza de estos se podria tratar de inhibir su produccién para fomentar
Unicamente el aprovechamiento de la fuente de nitrégeno y carbono para la generacion de biomasa.

Como se puede observar en el Cuadro 5 de resultados, la formulaciéon 1 y 5 son la misma, es
decir se elabord la misma formulacion dos veces. Esto se realizé pues durante la experimentacion se
observé que el micelio no crecia de la misma forma en los Erlenmeyer, a veces se formaban pellets
redondos, en otras ocasiones se formaban pellets ovalados o méas alargados. Asimismo, se observé que
el tamafio variaba y en algunos Erlenmeyer no se formaban pellets, pero se formaba una biomasa grande
de micelio, en conclusion, la morfologia variaba. Esto motivé a realizar nuevamente la formulacion 1
para verificar si, a pesar de tener distinta morfologia, los rendimientos serian iguales. Como se puede
observar en la formulacion 1 se produjo una menor biomasa (2.547 g/L) que en la 5 (2.950 g/L) pero
los rendimientos respecto a azucares se mantuvieron similares (0.186 g/g y 0.183 g/g respectivamente)
al igual que el rendimiento respecto al nitrégeno (5.944 y 6.256 g/g respectivamente); pues no
representan diferencia estadisticamente significativa (ir a Cuadro 35).

A partir de los resultados analizados, se determiné que la formulacién a emplear seria la 1 (5),
es decir 40 g/L de sacarosa, 5 g/L de peptona de carne, 5 g/L de peptona de caseina, 1 g/L KH2PO4,
0.8 g/L MgS0O.7H20 y 0.1 g/L ZnSO4. Con esta formulacién final se realizé una curva de crecimiento
a escala 100 mL para determinar la cinética de la fermentacién de la sacarosa y peptonas a las
condiciones mencionadas y su relacion con el crecimiento celular. En base a los triplicados de consumo
de azlcares totales, nitrgeno total y generaciéon de biomasa respecto al tiempo, se evaluaron los
parametros cinéticos que explican la fermentacion. Como se puede observar en la Figura 16 de
resultados, la produccion de la biomasa depende tanto del consumo de azlcares como de nitrégeno total
y a la vez; el consumo de la fuente de carbono depende del consumo de la fuente de nitrégeno.

En la Figura 17 se observa el comportamiento de la concentracién de la biomasa con el tiempo,
con el objetivo de comprender las fases de crecimiento y facilitar el planteamiento del modelo en
Berkley Madonna. En las curvas no hay presente fase de retardo o lag pues, se puede observar que
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desde el inicio se presenta una aceleracion y posteriormente se alcanza un comportamiento estacionario.
En el dia uno es donde se observa la mayor aceleracion pues para este punto ya se formé el primer
pellet de biomasa a partir de las esporas inoculadas, esto requiere una gran cantidad de azlcares pues
como se puede observar en el Cuadro 7 se consumen alrededor de 6 g/L y 0.1 g/L del nitrgeno total
para producir Gnicamente 0.32 g/L de biomasa. Esto permite inferir que hay un consumo de azlcares
que no se ve reflejado directamente en la generacion de biomasa y que es utilizada para la produccion
de enzimas y deméas compuestos que fomentaran la elongacion de las hifas. Para el segundo dia se
observa una fase exponencial, una desaceleracion en el tercer dia y del cuarto al sexto dia se presenta
otra fase de crecimiento exponencial para pasar a una desaceleracién y posteriormente un
comportamiento estacionario.

A partir de esta conclusion, se evalud el ajuste en Berkley Madonna a partir del modelo de
Monod. Inicialmente se realizé un modelo basico en donde Unicamente se evaluaba la produccién de
biomasa a partir del consumo de nitrégeno y azlcares. Es por esta razén que en el Cuadro 8 de
resultados se pueden observar 3 velocidades maximas y 3 constantes de afinidad a sustrato. En los
primeros 4 dias de fermentacion se puede observar que el consumo de azUcares totales no se relaciona
Unicamente con la produccion de la biomasa, pues aproximadamente se consumen 9 g/L de la fuente
de carbono, pero la cantidad de biomasa es Unicamente de 1.5 g/L pero, si se ve relacionado con el
consumo de nitrogeno. Esto se debe a que para que se empiece a generar biomasa, se requiere tanto de
la fuente de carbono como nitrogeno pues la pared celular de las hifas estd compuesta en su mayoria
por betaglucanos y quitina (Philipp Fesel, 2015).

Es decir que al inicio de la fermentacion el hongo consume la fuente de carbono, pero no se ve
reflejado en la produccion de biomasa pues, se estan generando las proteasas y demas enzimas que,
posteriormente le permitiran hidrolizar las cadenas peptidicas para liberar el nitrdgeno que se requiere
para la formacion de las hifas y su elongacion. Por estas razones se puede observar que la produccion
de biomasa se ve afectada por pmax de 0.651 dia!, Ks de 0.15 g/L y umaxe de 0.560 dia! y Ks, de 20.076
g/L, lo que indica que una alta afinidad al nitrégeno y baja afinidad a los azucares. Ademas, como se
puede observar en la ecuacion 7, se presenta un constante o la cual permite relacionar la biomasa que
se produce a partir del consumo de azlcares totales a causa de la concentracion de nitrégeno en el
medio. A partir del dia 4, el consumo de azlcares se ve influenciado Unicamente por el crecimiento
celular, por lo que se obtuvo una umaxs de 0.362 dia! y la Ks; de 9.069 g/L, lo que indica una mayor
afinidad al sustrato, comparada con la observada anteriormente.

Se puede observar que luego de los 6 dias de fermentacion tanto el consumo de nitrégeno cémo
la produccién de biomasa permanece constante mientras que el consumo de azlcares continla
disminuyendo. Esto permite inferir que el hongo, aprovecha a consumir los azlicares para otros procesos
metabolicos que no estan relacionados con el crecimiento celular. Durante estos 6 dias, la produccion
de la biomasa se ve influenciada por el consumo de nitrégeno y azlcares totales. Por esta razon se hace
la relacion con el consumo de nitrégeno, como un comportamiento en donde la biomasa se produce a
partir de la relacion en el consumo de ambos sustratos, por lo que se representd como una suma de
ambas (R1+R5). En donde R1 relaciona el consumo de nitrégeno con la produccion de biomasa y R5
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relaciona la biomasa que se produce a partir del consumo de azucares totales a causa de la concentracion
de nitrégeno en el medio.

El consumo de nitrogeno total es independiente del consumo de azlcares totales y Unicamente
se relaciona con el crecimiento celular. Para este se obtienen pumaxde 0.651 dia! y Ks de 0.15 g/L, lo que
nos indica una alta afinidad y se relaciona con el rendimiento Yy el cual es de 5.323. Este rendimiento
es similar al obtenido con los datos globales para la fermentacion (1 y 5, pues son la misma).
Igualmente, el rendimiento Y (0.180 g/g) es similar al obtenido con los datos globales pues para la
formulacion 1 fue de 0.186 g/g y para la 5 de 0.183 g/g.

Con estas modificaciones al modelo y aplicacidn de distintas constantes de velocidad maxima
de crecimiento celular y afinidad al sustrato en los diferentes tiempos de la fermentacion, se logro
ajustar en su mayoria los datos experimentales de las tres corridas con la prediccion de las ecuaciones
del modelo matematico. Como se puede observar en la Figura 18 los puntos experimentales se ajustan
a las lineas rectas producto de la prediccion con el modelo de Monod, pues los R? se encuentran entre
0.98 y 0.99, lo que permite obtener un modelo explicativo de los factores que influencian durante la
fermentacion y como se lleva a cabo el consumo de los sustratos con el tiempo.

Con el objetivo de encontrar una técnica que permitiera producir la mayor cantidad de biomasa
o promoviera el crecimiento celular se compararon dos métodos de cultivo. Con la formulacion final
se determiné el crecimiento al realizar la fermentacion durante 15 dias en un cultivo por lotes y
alimentado. La alimentacion se llevé a cabo segun lo observado durante la curva de crecimiento en
formulacion final que se realizd en triplicado, con esta se observd que en los primeros tres dias de
fermentacion se consumian aproximadamente 8 g/L de los azucares totales y posteriormente se
consumian alrededor de 3.5 g/L cada tres dias. Por esta razén para el triplicado de la fermentacion
alimentada se restauraban los 8 g/L de azlcares consumidos en el dia 3 de la fermentacion y
posteriormente cada tres dias se restauraban 3.5 g/L que se observo se consumian.

Como se puede observar en el cuadro 9. la biomasa producida en la fermentacion por lotes
fue de 4.615 £+ 1.071 g/L, mientras que la alimentada de 6.385 + 0.325 g/L, a pesar de que se obtuvo
una mayor concentracion en el cultivo alimentado, no se presenta una diferencia estadisticamente
significativa respecto al cultivo por lotes. Tang y Zhong (2002) demostraron que la fermentacion de
G.lucidum (un hongo basidiomiceto al igual que P.chrysosporium) en un cultivo alimentado mejoraba
la produccion de biomasa pero asimismo se incrementaba la produccion de exopolisacaridos y acidos
organicos; por lo que el sustrato se aprovecha para la produccién de estos (Tang & Zhong, 2002).
Ademas, al incrementar la disponibilidad de sustrato se incrementa la concentracion de biomasa, pero
esto dificulta la transferencia de oxigeno en el medio y por consecuencia se dificulta la elongacion de
las hifas y por consecuencia el micelio no continta creciendo (EI-Enshasy H. A., 2007).

Asimismo, se puede observar que el rendimiento de biomasa respecto a consumo de azlcares
totales de la fermentacion alimentada (0.188 + 0.028 g/g) es menor al de la fermentacion por lotes
(0.276 £ 0.057 g/g), mientras que el rendimiento de produccion de biomasa respecto a consumo de
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nitrogeno total es mayor en la fermentacion alimentada (10.650 + 0.190 g/g) que por lotes (7.774 £
0.369 g/g). Esto concuerda con lo anteriormente mencionado pues, el hongo al tener mayor acceso a
sustrato incrementa la biomasa hasta el punto de que se dificulta la elongacion de las hifas por la
ausencia de oxigeno y se utiliza el sustrato para la generacién de subproductos (Tang & Zhong, 2002);
(El-Enshasy H. A., 2007).

Es recomendable llevar a cabo estudios genémicos para determinar exactamente el mecanismo
de elongacion de las hifas y produccion de la biomasa. Se podria evaluar la modificacién de ciertas
rutas para evitar la produccion de enzimas y demas proteinas que no son necesarias para el consumo
del sustrato y produccion de biomasa, con el objetivo de aumentar los rendimientos respecto al
crecimiento celular. Asimismo, es recomendable evaluar el efecto de la oxigenacion, se sabe que es un
factor importante para el crecimiento de los hongos (McCoy, 2016). Para determinar las propiedades
mecanicas del micelio se decidio utilizar un método basado en el procedimiento realizado por Appels,
en este se hacen pruebas de tension empleando una Zwick/Roell Z020 (maquina especifica para la
realizacion de estas) con muestras de 2 cm de ancho y 8 cm de largo de micelio de S. commune cultivado
en medio liquido con agitacion (Appels F. V., 2020). Por lo que, para mantener la misma relacion, pero
ajustada al tamafio de las muestras de micelio que se obtuvieron luego de la experimentacion, se
decidido emplear dimensiones de 1 cm de ancho y 4 cm de largo.

Como se pude observar en el Cuadro 10 de resultados, el micelio puro tiene un moédulo de
Young entre 0.0021-0.0027 GPa, tension de rotura entre 0.31 y 0.64 MPa y porcentajes de elongacion
entre 17.5 y 28.3 %. Eso si se compara con los datos mostrados en el cuadro 1 del marco teorico
(propiedades textiles) se puede observar que no es similar a las propiedades de textiles que se utilizan
actualmente en la industria. A pesar de esto, si concuerda con las caracteristicas de micelio elaboradas
por la compafiia Ecovative Design LLCs (pioneras en implementar micelio de hongo en la industria
textil) en la cual, el micelio se produce en un medio sélido, el producto finalizado tiene un médulo de
Young de 0.002-0.006 GPa y una tension de rotura de 0.1-0.3 MPa. Mylea es otra empresa que elabora
sustituto de cuero a partir de micelio de G. lucidum, el producto final tiene porcentaje de elongacion de
22-35%, el cual es similar al obtenido (17.5-28.3%), aunque la tension a la rotura de este es mayor pues
ronda entre los 8 y 11 MPa; es decir que el producto de Mylea presenta elongaciones gque entran en el
rango del micelio producido, pero soporta mayores tensiones antes de romperse (Jones, Gandia, John,
& Bismarck, 2020).

Debido a que el micelio puro no presenta caracteristicas similares o cercanas a alguna de las
fibras textiles expuestas en el marco tedrico (ir a Cuadro 1), se traté de mejorar las caracteristicas del
micelio de forma quimica. Como se puede observar en la Figura 20, las hifas del hongo tienden a formar
cadenas largas interconectadas entre si por enlaces débiles. Por esta razdn se traté de imitar el proceso
industrial de curtiembre de pieles de animal para la produccion de cuero en donde se utilizan taninos
vegetales para otorgar resistencia al cuero. Estos taninos forman enlaces con los grupos carboxilicos de
las fibras de colageno, volviendo la piel en cuero al hacerlo més estable quimicamente (Covington,
2009). Kanisha y colegas en 2022, utilizan taninos vegetales para el tratamiento de micelio y obtienen
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un producto con un médulo de Young de 0.18-0.2 GPa, tension de rotura de 2.72-6.92 MPa y porcentaje
de elongacion de 17% (Kanishka, y otros, 2022).

El micelio tratado con taninos vegetales presenté un modulo de Young de 0.0026 GPa, tensién
de rotura de 0.18 MPa y porcentaje de elongacion de 6.25%. Al compararlo con los resultados obtenidos
por Kanisha y colegas en 2022, se puede determinar que el tratamiento realizado al micelio no generd
resultados similares. Kanisha y colegas obtuvieron un producto con un mayor porcentaje de elongacion,
que soporta mayores tensiones antes de romperse y con un modulo de Young similar al del cuero. Estas
diferencias pueden deberse a la especie de hongo empleada y el medio en el que se cultivé. Kanisha y
colegas cultivan R. delemar en un medio elaborado con residuo de pan en un reactor de burbuja con
aireacion controlada durante toda la fermentacion. Estos factores de cultivo y especie empleada hacen
imposible comparar entre el micelio producido en este trabajo, cabe resaltar que no existen estudios
previos en los que se trate micelio de P.chrysosporium con taninos vegetales u otros compuesto para
mejorar las propiedades mecanicas por lo que son pocos los estudios con los que se pueden realizar
comparaciones.

A partir de los resultados analizados y con el objetivo de continuar mejorando las caracteristicas
del micelio, se opto por tratar el micelio con agar. Actualmente la utilizacion de agar, alginato de sodio,
almidon, etc. se evalta para la formacion de polimeros que sustituyan a los plésticos derivados de
petréleo. Estos tienden a tener porcentajes de elongacion de 5-30%, modulos de Young entre 0.00023-
0.0066 GPa y tensiones de rotura de 2-23 MPa; los valores pueden cambiar dependiendo de la
formulacion que se utilice (Hernandez, y otros, 2022). El micelio tratado con agar presenté un modulo
de Young de 0.0037 GPa, una tension de rotura de 2.26 MPa y un porcentaje de elongacion de 57.5%.
El tratar el micelio con agar permitié aumentar el porcentaje de elongacion, el cual se relaciona con el
cuero (ir a Cuadro 1 del marco tedrico) y mejoroé la tensién a la rotura. Se puede observar en el Cuadro
10 de resultados que el que soporta mayores tensiones antes de romperse es el micelio tratado con agar,
luego el micelio puro y por ultimo el micelio tratado con taninos.

Si bien los resultados de las propiedades mecénicas del micelio puro, micelio tratado con
taninos y micelio tratado con agar presentan valores inferiores a comparacion con fibras utilizadas
actualmente en la industria, se pueden observar caracteristicas parecidas y con potencial uso; pues son
similares a las de compafiia Ecovative Design LLCs y Mylea las cuales son empresas que actualmente
fabrican ropa, carteras y demas accesorios con el micelio que producen. Debido a que es una
investigacion inicial de la cual hay pocos antecedentes y procedimientos de referencia se recomienda
realizar un estudio de la estructura quimica de la superficie del micelio para poder asegurar un
tratamiento quimico o fisicoquimico que permita mejorar las propiedades mecénicas. Asimismo, se
pueden plantear distintas formulaciones cambiando el agente plastificante por alginato de sodio o
empleando taninos de diferentes fuentes (vegetal o sintéticos).

Igualmente se ha demostrado que es posible emplear micelio puro como una fibra textil, pero
es necesario realizar modificaciones genéticas. En un estudio realizado por Appels se modifico
genéticamente al hongo S. commune, en la cual suprimen la expresion del gen de hidrofobina SC3, la
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ausencia de esta proteina disminuye el cross-linking entre la quitina y los beta y alfa glucanos presentes
en la pared celular del hongo, por lo que se aumenta la movilidad del micelio y mejora la elasticidad,
generando un micelio con un modulo de Young entre 1.237-2.727 GPa y tension de rotura de 15.6-40.4
MPa (Appels F. V., 2020). Estas propiedades se relacionan con las del polipropileno (mddulo de Young
1.1-2.0 GPa y tensién de rotura 28-40 MPa). Por lo que es posible emplear el micelio puro y mediante
modificacion genética generar un micelio con una estructura que pueda soportar mayores tensiones y
mejorar asi las propiedades mecéanicas.

Ademas de evaluar la tension de rotura, mddulo de Young y porcentaje de elongacién con
distintos tratamientos, se recomienda realizar un estudio sobre las propiedades especificas como la
permeabilidad, resistencia al calor, inflamabilidad, comportamiento de la fibra al someterla a humedad,
inocuidad, resistencia a la contaminacion por microorganismos, etc. El presente estudio puede tener
una alta implicacion en la industria textil, pues a las condiciones de fermentacion adecuadas y con
mayor investigacion y experimentacion en el area de tratamiento de micelio, se puede lograr producir
una fibra textil con caracteristicas similares a las fibras comerciales convencionales.

Se logré evaluar la produccién de micelio de P.chrysosporium y sus propiedades mecanicas,
como se menciond anteriormente, estas presentan valores inferiores a comparacion con fibras utilizadas
actualmente en la industria. Pero, presentd caracteristicas similares las del micelio producido por las
compafiias Ecovative Design LLCs y Mylea las cuales son empresas que actualmente fabrican ropa,
carteras y demas accesorios con el micelio que producen. El presente estudio permite desarrollar
distintas lineas de investigacion en donde se evalien métodos para el tratamiento del micelio como
podria ser, la obtencién de la quitina de la pared celular para crear fibras largas, que mediante
estiramiento y torsidn puedan convertirse en hilos individuales (Kanishka et al., 2022). Asimismo, abre
el campo para la produccion de fibras compuestas en donde se podrian emplear las fibras
convencionales en conjunto con el micelio y evaluar el cambio en las propiedades mecanicas del textil
que se forme al emplear distintas composiciones. A pesar de evaluar, en el presente estudio, la
implementacion de micelio de P.chrysosporium en la industria textil, su utilizacién no se limita
Unicamente a esta area. Se puede evaluar su implementacion para la produccion de envases, empaques,
material de construccion, mobilirario y biomédica como andamios para cultivo de tejidos o parches
para tratar heridas (Holt et al., 2012); (Banarjee, Paban, & Khamrai, 2018).

La utilizacién de micelio en la industria contribuye a la disminucion de la dependencia de
recursos no renovables pues se cultiva en sustratos organicos, por la misma razén es un material con
potencial de ser biodegradable pues no se utilizan materiales sintéticos para su elaboracion, el hongo
crece en condiciones controladas lo que permite tener una produccion mas eficiente a comparacion de
los cultivos convencionales empleados e implica emisiones de carbono mas bajas a comparacion con
la fabricacion de materiales sintéticos (Kjellgvist, 2023). Es una tecnologia ain en desarrollo
perteneciente a un campo en constante crecimiento e innovacion por lo que en un futuro puede llegar a
ser parte del dia a dia.
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IX. CONCLUSIONES

Se realizaron 6 formulaciones en medio liquido empleando sacarosa como fuente de carbono
en concentraciones de 40, 60 y 80 g/L y peptona de caseina y de carne en concentraciones de
2.5,5y 10 g/L de cada unay empleando 1 g/L KH:PO4, 0.8 g/L MgSO.7H0, 0.1 g/L ZnSO,
como elementos trazas para el crecimiento del hongo.

A partir de las formulaciones de medios de cultivo liquido realizadas empleando sacarosa como
fuente de carbono y peptona de carne y caseina como fuente de nitrogeno, se determind que la
formulacién que presenta el mayor rendimiento global Yx/s (0.186 g/g), YX/N (6.256 g/g) y
menor concentracién de subproductos y mantenimiento celular es de 40 g/L de sacarosa, 5 g/L
de peptona de carne, 5 g/L peptona de caseina, 1 g/L KH2PO,, 0.8 g/L MgSO.7H.0, 0.1 g/L
ZnSO4.

Se determind que utilizando un modelo de Monod modificado, en funcién del comportamiento
del crecimiento del hongo P.chrysosporium, con pmax de 0.651 dia?, Ks de 0.15 g/L, pmaxz €S
de 0.560 dia™1, K, de 20.076 g/L, umaxs de 0.362 dia’y Ks; de 9.069 g/L y constante a de
1.020 permite obtener un modelo explicativo de los factores que influencian durante la
fermentacion y como se lleva a cabo el consumo de los sustratos con el tiempo.

La biomasa producida en la fermentacion por lotes fue de 4.615 + 1.071 g/L (Yx/s 0.276 %
0.057, YX/N 7.774 = 0.369) mientras que la alimentada de 6.385 = 0.325 g/L (Yx/s 0.188 +
0.028, Yx/N 10.650 £ 0.190). A pesar de que se obtuvo una mayor concentracion en el cultivo
alimentado, empleando la prueba t de student con una significancia de 0.05, no se presenta una
diferencia estadisticamente significativa respecto al cultivo por lotes.

El micelio puro tiene un médulo de Young entre 0.0021-0.0027 GPa, tension de rotura entre
0.31 y 0.64 MPa y porcentajes de elongacion entre 17.5 y 28.3 %. EI micelio tratado con
taninos vegetales presentd un moédulo de Young de 0.0026 GPa, tension de rotura de 0.18 MPa
y porcentaje de elongacion de 6.25%. El micelio tratado con agar presentd un modulo de Young
de 0.0037 GPa, una tensién de rotura de 2.26 MPay un porcentaje de elongacion de 57.5%. El
tratar el micelio con agar permitié aumentar el porcentaje de elongacién y la tensién a la rotura,
respecto al micelio puro y al tratado con taninos. Se puede establecer que el micelio puro y
tratado no pueden sustituir directamente a las fibras textiles actuales, sin embargo, presentan
caracteristicas similares a productos comerciales de las empresas Ecovative Design LLCs y
Mylea los cuales actualmente aplican el micelio de hongo como sustitutos a textiles.
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X. RECOMENDACIONES

Es recomendable realizar un estudio que permita evaluar el efecto que distintas fuentes de
carbono y nitrégeno tienen en la produccién de biomasa y su influencia en las propiedades
mecanicas del micelio.

Estudiar distintas cepas de hongos para determinar su influencia sobre la produccién de micelio
y sus propiedades mecanicas.

Estudiar la dependencia de la generacién de subproductos, como enzimas y metabolitos
secundarios que se generan en la reaccion, en funcion de las condiciones del proceso y
concentraciones de las especies en la mezcla reactiva para controlar el escalamiento, determinar
si tienen alguna aplicacion industrial.

Desarrollar un modelo que incluya el efecto de la aireacion u oxigeno disuelto, temperatura y
pH con el objetivo de determinar a nivel industrial las posibles formas de mantener la
oxigenacion correcta para el crecimiento del micelio.

Estudiar la composicién y relacion molecular de los componentes presentes en la pared celular
del hongo para proponer mecanismos de modificacion genética, quimica o fisicoguimica que
impacten directamente sobre las propiedades mecéanicas del micelio y que puedan ser
comparables con las fibras textiles actualmente empleadas en la industria.

Estudiar la dependencia de la biodegradabilidad, permeabilidad, resistencia al calor,
inflamabilidad, comportamiento de la fibra al someterla a humedad, resistencia a la
contaminacion por microorganismaos, etc. del micelio producido con las variables de operacién,
para comparar con las fibras textiles convencionales y determinar su posible aplicacion como
sustituto de alguna de estas.

Evaluar métodos para disminuir el olor del biomaterial empleando agentes desodorizantes
naturales y seguros que no interfieran con las propiedades del micelio.
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XIl. ANEXOS

A. Imégenes de experimentacion

Figura 19. Crecimiento del hongo en placa de agar PDA.

Elaboracion propia. Ubicacion: Laboratorio de Bioprocesos industriales en la Universidad del Valle
de Guatemala.

Figura 20. Crecimiento del hongo observado en microscopio

Se pueden observar las hifas del hongo, aumento x100. Elaboracién propia. Ubicacién: Laboratorio
de Bioprocesos industriales en la Universidad del Valle de Guatemala.
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Figura 21. Medio de cultivo empleando peptona de carne, peptona de caseina y sacarosa

Se puede observar los pellets que conforma el micelio al desarrollarse en el medio. Elaboracion propia.
Ubicacion: Laboratorio de Bioprocesos industriales en la Universidad del Valle de Guatemala.

Figura 22. Curva de crecimiento inicial.

Se realiz6 una curva de crecimiento en formulacion inicial de 60 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de
caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/ KH2PO4, 0.8 g/L MgSO.7H20, 0.1 g/L ZnSO4, para tener una
nocion incial del comportamiento del hongo en el medio. Elaboracion propia. Ubicacion: Laboratorio
de Bioprocesos industriales en la Universidad del Valle de Guatemala.
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Figura 23. Fermentacion de P.chrysosporium en medio de cultivo, variando la concentracion de la
fuente de carbono.

Elaboracion propia. Ubicacion: Laboratorio de Bioprocesos industriales en la Universidad del Valle
de Guatemala.

Figura 24. Fermentacion de P.chrysosporium en medio de cultivo, variando la concentracion de la
fuente de nitrégeno.
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Elaboracion propia. Ubicacion: Laboratorio de Bioprocesos industriales en la Universidad del Valle
de Guatemala.

Figura 25. Micelio de P.chrysosporium luego de filtrar del medio de fermentacion.

Elaboracion propia. Ubicacion: Laboratorio de Bioprocesos industriales en la Universidad del Valle
de Guatemala.
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Figura 26. Micelio de P.chrysosporium luego de 6 dias de fermentacion en medio de cultivo final.

Elaboracion propia. Ubicacion: Laboratorio de Bioprocesos industriales en la Universidad del Valle
de Guatemala.

Figura 27. Fermentacion de P.chrysosporium en medio de cultivo con formulacion final empleando

Elaboracion propia. Ubicacion: Laboratorio de Bioprocesos industriales en la Universidad del Valle
de Guatemala.
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Figura 28. Fermentacion de P.chrysosporium en medio de cultivo con formulacion final empelando

AR .

Elaboracion propia. Ubicacion: Laboratorio de Bioprocesos industriales en la Universidad del Valle
de Guatemala.

Figura 29. Micelio de P.chrysosporium luego del tratamiento con taninos.

o R X

Elaboracion propia. Ubicacion: Laboratorio de Bioprocesos industriales en la Universidad del Valle
de Guatemala.
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Figura 30. Micelio de P.chrysosporium luego del tratamiento con agar.

Elaboracion propia
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Figura 32. Pruebas de tension a micelio de P.chrysosporium tratado con taninos.

Elaboracion propia

Figura 33. Pruebas de tension a micelio de P.chrysosporium tratado con agar.

Elaboracion propia

72



B. Datos originales

Cuadro 11. Datos originales para curva de crecimiento en formulacion inicial

Biomasa Sacarosa Glucosa Fructosa AzUcares totales
dia (x 0.00001% (+ 0.00001% (£ 0.00001% (+0.000017%
(x0.0001 g)

m/v) m/v) m/v) m/v)
0 0.003 5.721 0.722 0.217 6.66
1 0.011 2.751 0.173 0.187 3.11
2 0.028 2.688 0.183 0.185 3.06
3 0.055 2.031 0.354 0.178 2.56
4 0.097 1.515 0.313 0.153 1.98
5 0.273 1.257 0.404 0.140 1.80
6 0.315 0.310 1.000 0.401 1.71
7 0.310 1.130 0.000 0.027 1.16
8 0.179 0.096 0.000 1.022 1.12

Condiciones: 60 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L KH2PO4, 0.8
g/L MgSO.7H0, 0.1 g/L ZnSO.. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C.

Cuadro 12. Concentraciones finales obtenidas para la cuantificacion de azucares fermentables
empleando la formulacion 1 en triplicado.

Glucosa AzUcares

Biomasa  Sacarosa = Fructosa totales Nitrégeno
- o = 0
Triplicado . 00(31 ) (x Or?](;\(/J)Ol Yo 0.00001% (= Or(T)](/)S;)l Yo (+ 0.000017% " Otft;l 0
' 9 m/v) m/v) =92 My

inicio 0.003 0.000 0.000 3.739 3.739 -*

1 0.249 2.417 0.000 0.000 2.417 9.8

2 0.252 0.000 2.358 0.000 2.358 9.8

3 0.263 1.811 0.579 0.000 2.391 9.7

Condiciones: 40 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L KH2PO4, 0.8
g/L MgSO.7H,0, 0.1 g/L ZnSO.. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. Los resultados obtenidos son para
las tres corridas realizadas en donde se tomd el dato final luego de 6 dias de incubacién. *No se
cuantific nitrégeno total inicial empleando el HACH, se tomo el dato tedrico indicado por el producto
(la peptona de carne contiene un 14% de nitrogeno total al igual que la de caseina).
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Cuadro 13. Concentraciones finales obtenidas para la cuantificacion de azlcares fermentables
empleando la formulacidn 2 en triplicado.

Glucosa Azlcares
Biomasa  Sacarosa Fructosa totales Nitrégeno
.- 0, - [0)
Triplicado (= (= 0.00001% 0.00001% (x 0.00001% (= total
0.0001 g) m/v) m/v) 0.000017% (£ 0.1 mg/L)
m/v)
m/v)
inicio 0.003 1.849 3.987 0.000 5.836 =¥
1 0.331 0.149 0.703 1.362 2.214 9.3
2 0.286 1.840 0.546 0.000 2.386 9.6
3 0.289 0.000 2.558 0.000 2.558 9.4

Condiciones: 60 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L. KH2PO4, 0.8
g/L MgSO.7H-0, 0.1 g/L ZnSO.. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. Los resultados obtenidos son para
las tres corridas realizadas en donde se tomo el dato final luego de 6 dias de incubacion. *No se
cuantifico nitrégeno total inicial empleando el HACH, se tomo el dato tedrico indicado por el producto
(la peptona de carne contiene un 14% de nitrégeno total al igual que la de caseina).

Cuadro 14. Concentraciones finales obtenidas para la cuantificacion de azlcares fermentables
empleando la formulacién 3 en triplicado.

Glucosa Azlcares
Biomasa  Sacarosa (* Fructosa totales Nitrégeno
Triplicado (+0.0001 (+ 0.00001% 0 000‘01% (= 0.00001% (= total
)] m/v) ' m/v) 0.000017% (£ 0.1 mg/L)
m/v)
m/v)

inicio 0.003 3.234 5.280 0.000 8.514 -*

1 0.347 2.673 1.284 0.000 3.957 9.0

2 0.356 1.938 1.865 0.000 3.803 9.0

3 0.454 0.326 0.000 3.049 3.374 8.8

Condiciones: 80 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L KH2PO4, 0.8
g/L MgS0O.7H,0, 0.1 g/L ZnSO.. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. Los resultados obtenidos son para
las tres corridas realizadas en donde se tomo el dato final luego de 6 dias de incubacion. *no se
cuantifico nitrégeno total inicial empleando el HACH, se tomo el dato tedrico indicado por el producto
(la peptona de carne contiene un 14% de nitrégeno total al igual que la de caseina)
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Cuadro 15. Concentraciones finales obtenidas para la cuantificacion de azucares fermentables
empleando la formulacién 4 en triplicado.

Glucosa Azlcares
Biomasa  Sacarosa (* Fructosa totales Nitrégeno
Triplicado (+0.0001 (£ 0.00001% 0 000‘01% (= 0.00001% (= total
0) m/v) ' m/v) 0.000017% (£ 0.1 mg/L)
m/v)
m/v)
inicio 0.003 2.718 0.708 0.228 3.653 -*
1 0.267 1.141 0.470 0.168 1.779 2.2
2 0.246 1.805 0.000 0.000 1.805 2.3
3 0.231 0.934 0.898 0.000 1.833 2.3

Condiciones: 40 g/L de sacarosa, 2.5 g/L peptona de caseina, 2.5 g/L peptona de carne, 1 g/L KH;POs,
0.8 g/L MgSO.7H-0, 0.1 g/L ZnSO.. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. Los resultados obtenidos son
para las tres corridas realizadas en donde se tom¢ el dato final luego de 6 dias de incubacion. *no se
cuantifico nitrégeno total inicial empleando el HACH, se tomo el dato tedrico indicado por el producto
(la peptona de carne contiene un 14% de nitrdgeno total al igual que la de caseina)

Cuadro 16. Concentraciones finales obtenidas para la cuantificacion de azlcares fermentables
empleando la formulacién 5 en triplicado.

Glucosa Azucares
Biomasa  Sacarosa * Fructosa totales Nitrégeno
Triplicado (+0.0001 (£ 0.00001% 0 000‘010/ (+0.00001% (= total
9) m/v) ' 0 miv) 0.000017%  (+ 0.1 mg/L)
m/v)
m/v)
inicio 0.003 2.794 0.695 0.211 3.699 -*
1 0.285 1.259 0.611 0.205 2.075 9.4
2 0.303 1.337 0.423 0.175 1.934 9.3
3 0.297 1.953 0.320 0.000 2.273 9.3

Condiciones: 40 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L KH2PO4, 0.8
g/L MgSO.7H-0, 0.1 g/L ZnSO,. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. Los resultados obtenidos son para
las tres corridas realizadas en donde se tomd el dato final luego de 6 dias de incubacién. *no se
cuantifico nitrégeno total inicial empleando el HACH, se tom0 el dato tedrico indicado por el producto
(la peptona de carne contiene un 14% de nitrdgeno total al igual que la de caseina)
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Cuadro 17. Concentraciones finales obtenidas para la cuantificacion de azucares fermentables
empleando la formulacién 6 en triplicado.

Glucosa Azlcares
Biomasa  Sacarosa (* Fructosa totales Nitrégeno
Triplicado (+0.0001 (£ 0.00001% 0 000‘01% (= 0.00001% (= total
0) m/v) ' m/v) 0.000017% (£ 0.1 mg/L)
m/v)
m/v)
inicio 0.003 2.875 0.738 0.235 3.847 -*
1 0.261 1.395 0.552 0.014 1.961 17.2
2 0.264 1.879 0.000 0.000 1.879 17.2
3 0.277 1.270 0.399 0.171 1.841 17.1

Condiciones: 40 g/L de sacarosa, 10 g/L peptona de caseina, 10 g/L peptona de carne, 1 g/L. KH2POs,,
0.8 g/L MgSO.7H-0, 0.1 g/L ZnSO.. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. Los resultados obtenidos son
para las tres corridas realizadas en donde se tomo el dato final luego de 6 dias de incubacion. *no se
cuantifico nitrégeno total inicial empleando el HACH, se tomo el dato tedrico indicado por el producto
(la peptona de carne contiene un 14% de nitrdgeno total al igual que la de caseina)

Cuadro 18. Curva de crecimiento en formulacion final en triplicado

Biomasa  Sacarosa Glucosa Fructosa Atzoutg?gss Nitrégeno
dia  (£0.0001 (0.00001% (+0.00001% (+ 0.00001% total
(+ 0.000017%
Q) m/v) m/v) m/v) miv) (£ 0.1 mg/L)
0.003 2.795 0.913 0.000 3.709
0 0.003 3.872 0.000 0.000 3.872 *
0.003 3.669 0.050 0.000 3.719
0.036 1.986 1.044 0.000 3.030
1 0.033 0.249 1.528 1.617 3.394 13.9
0.028 0.255 1.533 1.335 3.123
0.090 1.815 1.017 0.000 2.833
2 0.071 0.233 1.449 1.414 3.096 13.5
0.072 0.259 1.501 1.314 3.073
0.111 1.867 0.632 0.237 2.736
3 0.098 0.226 1.434 1.393 3.054 13.2
0.088 0.224 1.445 1.385 3.054
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AzUcares

) Biomasa  Sacarosa Glucosa Fructosa totales Nitrégeno
dia  (x0.0001 (£0.00001% (000001% (£0.00001% ', )iooczoe total
0) m/v) m/v) m/v) miv) (0.1 mg/L)
0.179 1.765 0.939 0.000 2.704
4 0.144 0.202 1.383 1.419 3.005 11.6
0.124 0.246 1.455 1.320 3.020
0.243 1.907 0.567 0.000 2.474
5 0.241 0.188 1.369 1.412 2.970 11.0
0.244 0.240 1.460 1112 2.813
0.283 1.867 0.581 0.000 2.448
6 0.248 0.169 1.234 1.221 2.623 94
0.262 0.233 1.446 1.038 2.717
0.283 1.102 0.897 0.204 2.203
! 0.269 0.164 1.212 1.090 2.466 9.0
0.259 0.187 1.063 1.106 2.356
0.280 0.975 0.909 0.256 2.139
8 0.271 0.173 1.175 1.115 2.463 9.0
0.265 0.224 1.094 1.025 2.343
0.284 0.912 1.210 0.000 2.122
9 0.282 0.167 1.086 1.001 2.255 8.1
0.265 0.186 1.087 1.036 2.309

Condiciones: 40 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L. KH2PO4, 0.8
g/L MgS0.7H0, 0.1 g/L ZnSO4. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. *no se cuantifico nitrogeno total
inicial empleando el HACH, se tomo el dato tedrico indicado por el producto (la peptona de carne
contiene un 14% de nitrogeno total al igual que la de caseina)
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Cuadro 19. Concentraciones finales obtenidas para la cuantificacion de azucares fermentables
empleando fermentacion por lotes.

Glucosa AzUcares
Biomasa  Sacarosa (= Fructosa totales Nitrégeno
Triplicado (= (x0.00001% 0 000‘01% (x0.00001% (= total
0.0001 g) m/v) ' m/v) 0.000017% (£ 0.1 mg/L)
m/v)
m/v)
inicio 0.015 3.633 0.247 0.000 3.880 -*
1 1.827 0.654 0.458 1.346 2.458 9.2
2 2.885 0.000 1.420 0.000 1.420 7.0
3 2.210 0.000 0.045 2.544 2.589 8.2

Condiciones: 40 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L KH2PO4, 0.8
g/L MgS0O.7H;0, 0.1 g/L ZnSO.. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. *no se cuantifico nitrogeno total
inicial empleando el HACH, se tomo el dato tedrico indicado por el producto (la peptona de carne
contiene un 14% de nitrégeno total al igual que la de caseina). Datos obtenidos de la fermentacion de
P. chrysosporium en el medio mencionado durante 15 dias a escala de 500 mL.

Cuadro 20. Concentraciones finales obtenidas para la cuantificacion de azucares fermentables
empleando fermentacion alimentada.

Glucosa Azlcares
Biomasa  Sacarosa = Fructosa totales Nitrégeno
Triplicado (= (x 0.00001% 0 000_01fy (x 0.00001% (= total
0.0001 g) m/v) ' 0 m/v) 0.000017% (£ 0.1 mg/L)
m/v)
m/v)
inicio 0.015 2.181 0.869 0.684 3.734 -*
1 3.372 1.409 0.000 0.000 1.409 7.8
2 3.150 0.153 1.123 1.116 2.392 8.0
3 3.056 0.032 1.599 0.000 1.631 8.3

Condiciones: 40 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L KH2PO4, 0.8
g/L MgSO.7H0, 0.1 g/L ZnSO4. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. *no se cuantificd nitrogeno total
inicial empleando el HACH, se tomo el dato tedrico indicado por el producto (la peptona de carne
contiene un 14% de nitrégeno total al igual que la de caseina). Datos obtenidos de la fermentacion de
P. chrysosporium en el medio mencionado durante 15 dias a escala de 500 mL.
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Cuadro 21. Datos originales de las pruebas de tension aplicadas a micelio en triplicado.

Masa (+ 0.0001 g) largo (£ 0.05 cm)
4.10

1 3.543 4.00

4.00
4.15

2 13.687 4.00

4.00
4.20

3 23.814 405

4.02
4.25

4 33.560 4.05

4.02
4.30

5 43537 4.10
4.05

4.60
6 93.583 435

4.08

4.65
7 143.495 4.45

4.20

4.98
8 243.562 475

4.35
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Masa (£ 0.0001 g) largo (x 0.05 cm)

5.10
9 293.562 4.80

4.55

5.15
10 303.496 4.86

4.70

Longitud de micelio a someterlo a tension con distintas masas. El micelio empleado para la primera
corrida era de 4x1x0.047 cm (largo x ancho x grosor), el de la segunda corrida era de 4x1x0.063 cm y
el de la tercera de 4x1x0.097 cm.

Cuadro 22. Datos originales de las pruebas de tension aplicadas a micelio tratado con taninos

Masa (+ 0.0001 g) largo (£ 0.05 cm)
1 3.543 4.00
2 13.687 4.05
3 23.814 4.10
4 33.560 4.15
5 43.537 4.18
6 93.583 4.25

Longitud de micelio a someterlo a tension con distintas masas. EI micelio empleado era de 4x1x0.05
cm (largo x ancho x grosor).
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Cuadro 23. Datos originales de las pruebas de tension aplicadas a micelio tratado con agar

Masa (+ 0.0001 g) largo (£ 0.05 cm)
1 3.543 4.02
2 13.687 4.05
3 23.814 4.05
4 33.560 4.10
5 43.537 4.30
6 93.583 4.35
7 143.495 4.50
8 243.562 4.80
9 293.562 5.00
10 303.496 5.15
11 347.033 5.35
12 440.616 5.47
13 584.111 5.75
14 827.673 6.10
15 971.168 6.15
16 1014.705 6.30

Longitud de micelio a someterlo a tension con distintas masas. EI micelio empleado era de 4x1x0.044
cm (largo x ancho x grosor).
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C. Calculos de muestra
Calculo 1. Concentracion de biomasa
Para determinar la concentracion de biomasa se utiliza la siguiente ecuacion:

Ecuacion 10. Determinacion de la concentracion de biomasa a partir del peso seco

m
X=—
v
Donde:
X= concentracion de biomasa (g/L)
m= peso seco de la biomasa (g)

v=volumen de fermentacién (L)

Empleando los datos del Cuadro 12 (corrida 2) de datos originales se obtiene:

¥ = 0.252 g
"~ 0.100 L

=249 g/L

Calculo 2. Concentracion de azicares
Para determinar la concentracion de aztcares se utiliza la siguiente ecuacion:

Ecuacion 11. Determinacion de la concentracion de azlcares a partir del porcentaje m/v obtenido
mediante HPLC

S % m/v 1000 mL
= *
100 1L

Donde:
S= concentracion de azucares (glucosa, fructosa, sacarosa) (g/L)

% m/v = porcentaje masa-volumen (g/mL)
Empleando los datos del Cuadro 13 (corrida 1) de datos originales se obtiene:

0.149269 %%sacarosa 1000 mL

5= 100 T1L

= 1.49269 g/L
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Calculo 3. Concentracion de azucares totales
Para determinar la concentracion de azucares se utiliza la siguiente ecuacion:
Ecuacion 12. Determinacién de la concentracion de azUcares totales

St = Ssacarosa T Sglucosa + Sfructosa
Donde:
St = concentracion azucares totales (g/L)
Ssacarosa = concentracion sacarosa (g/L)
Sgtucosa = concentracion glucosa (g/L)

Structosa = concentracion fructosa (g/L)

Empleando los datos del Cuadro 13 (corrida 1) de datos originales se obtiene:

Sy = 149269 g/L + 7.03143 g/L + 13.618 g/L = 22.14212 g/L

Cailculo 4. Concentracion de nitrégeno total
Para determinar la concentracion de nitrogeno total se utiliza la siguiente ecuacion:

Ecuacion 13. Determinacion de la concentracion de nitrégeno total a partir de cuantificacion por
colorimetria con una dilucién 1:100

lg
Nr =N 1 —_—
T nacy * 100+ 1000 mg
Donde:
N7 = concentracion nitrogeno total (g/L)

Nyacy = concentracion nitrégeno total cuantificado por colorimetria (mg/L)

Empleando los datos del Cuadro 13 (corrida 1) de datos originales se obtiene:

lg

= 093 gN/L
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Calculo 5. Determinacion del rendimiento de concentracion de biomasa (micelio) respecto al
consumo de fuente de carbono (Yys)

Para determinar del rendimiento de concentracion de biomasa (micelio) respecto al consumo de fuente
de carbono se utiliza la siguiente ecuacion:

Ecuacion 14. Rendimiento de concentracién de biomasa (micelio) respecto al consumo de fuente de
carbono (Yx/s)

AX

Yyis = A_ST

Donde:
AX = cambio de concentracion de biomasa (g/L)

AS = cambio de concentracion de sustrato, es decir, cambio de concentracion de los aztcares
totales (g/L)

Empleando los datos del Cuadro 13 (corrida 1) de datos originales se obtiene:

(3.31 — 0.03) g biomasa /L g biomasa

Yx/s -

(22.14 — 58.36) g azucares totales /L - g azucares totales

Calculo 6. Determinacion del rendimiento de concentracion de biomasa (micelio) respecto al
consumo de nitrégeno total (Y )

Para determinar del rendimiento de concentracion de biomasa (micelio) respecto al consumo de fuente
de nitrogeno se utiliza la siguiente ecuacion:

Ecuacion 15. Rendimiento de concentracion de biomasa (micelio) respecto al consumo de nitrégeno
total (Yx/s)

AX
Yyis = m
Donde:
AX = cambio de concentracion de biomasa (g/L)
AN7 = cambio de concentracion de nitrogeno total (g/L)

Empleando los datos del Cuadro 13 (corrida 1) de datos originales se obtiene:

(3.31 —0.03) g biomasa /L g biomasa

Yx/s -

(0.93 — 1.40) g azlcares totales /L - g azucares totales
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Cailculo 7. Balance de masa global
Para determinar el balance de masa global para cada formulacion se empled la siguiente ecuacion:

Ecuacion 16. Determinacion de balance global
A=E-S
Donde:
A = Acumulacion en el sistema (g/L)
E = entradas al sistema (g/L)
S = salidas del sistema (g/L)
Empleando los datos del Cuadro 16 de resultados se obtiene:
Entradas = sustrato alimentado al sistema e inoculo inicial
E =37.392 g/L azucares totales + 1.400 g/L nitrogeno total + 0.030 g/L biomasa = 38.822 g/L
Salidas = sustrato no consumido + biomasa
S =23.884 g/L azucares totales + 0.977 g/L nitrogeno total + 2.547 g/L biomasa = 27.407 g/L
Acumulado = mantenimiento celular + subproductos
A =38.822 g/lL—27.407=11.414 g/L
Calculo 8. Determinacion de la tension

Para calcular la tension se utiliza la ecuacion 1 presentada en el marco tedrico.

Ecuacion 1. Célculo para determinar la tension
F (N)
T A(mm2om?)

Donde:
F = fuerza
A = drea transversal de la muestra (grosor*ancho)

Empleando los datos del Cuadro 21 se obtiene:
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_0.003543 kg * 9.80665 m/s* (N) _ 7202.54 P 6 (N
°” 0.00047 % 0.01 (m?2) = 7392.54 Pa 6 (N/m*)

Calculo 9. Determinacion de la extension por unidad de longitud
Para calcular la tension se utiliza la ecuacion 2 presentada en el marco teorico.

Ecuacion 2. Célculo para determinar la extension por unidad de longitud

_Lf-Lo
Lo
Donde:

Lf = Longitud luego de la aplicacion de la fuerza al material
Lo = Longitud del material antes de aplicar la fuerza

Empleando los datos del Cuadro 21 se obtiene:

_ (415-41)cm
4.1cm

= 0.0375
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D. Datos calculados

Cuadro 24. Curva de crecimiento en formulacion inicial

dia Biomasa Sacarosa Glucosa Fructosa Azucares totales

(g/L) (£0.0001 g/L) (£0.0001g/L) (+0.0001g/L)  (+0.00017 g/L)
0 0.03 £ 0.002 57.21 7.22 2.17 66.60
1 0.11 +0.006 27.51 1.73 1.87 31.12
2 0.28 £0.014 26.88 1.83 1.85 30.56
3 0.55+0.028 20.31 3.54 1.78 25.63
4 0.97 £ 0.049 15.15 3.13 1.53 19.81
5 2.73+0.137 12.57 4.04 1.40 18.01
6 3.15+0.158 3.10 10.00 4.01 17.11
7 3.10 £ 0.155 11.30 0.00 0.27 11.56
8 1.79 £ 0.090 0.96 0.00 10.22 11.18

Condiciones: 6 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L KH,PO4, 0.8
g/L MgSO.7H0, 0.1 g/L ZnSO.. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C.

Figura 34. Curva de crecimiento empleando formulacion inicial

Comportamiento en formulacién inicial
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Condiciones: 6 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L KH,PO,, 0.8
g/L MgS0.7H;0, 0.1 g/L ZnSO.. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. Se elabor0 la curva empleando

87



los datos del cuadro anterior. Las lineas representan una tendencia suavizada, los puntos corresponden
a los datos experimentales.

Cuadro 25. Azlcares fermentables y nitrégeno total consumido durante la formulacion 1 en
triplicado.

AzUcares

Nitrégeno
Sacarosa Glucosa Fructosa  totales g

Triplicado B'O'/"Lasa (£0.0001 (+0.0001 (+0.0001  (+ iog"’gl Y;‘/S Y’/‘/N
(/L) gl)  gL)  gl) ooo017 & ) (09) (@)
g/L) J
inicio ~ 0.03+0.002 000 000 3739  37.39 1.40 i

0.186 5857

1 249+0125 2417 000 000 2417 0.98 P
0.009 0.323
0.180 5.928

2 25240126 000 2358 000 2358 0.98 £+
0.009 0.332
0.193 6.046

3 263+0132 1811 579 000 2391 0.97 PR
0.010 0.337

Condiciones: 40 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L KH2PO4, 0.8
g/L MgSO.7H-0, 0.1 g/L ZnSO.. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. Los resultados obtenidos son para
las tres corridas realizadas en donde se tomo el dato final luego de 6 dias de incubacién.

Cuadro 26. Azlcares fermentables y nitrdgeno total consumido durante la formulacion 2 en
triplicado.

AzUcares

Biomasa Sacarosa Glucosa Fructosa totales Nitrégeno vx/s  YxIN
Triplicado (/L) (x0.0001 (+0.0001 (%0.0001 (20.00017 total @) (9l)
g/L) g/L) g/L) - g /L) (£ 0.01g/L)
inicio  0.03+0.002 18.49 39.87 0.00 58.36 1.40 -

0.091 6.979

1 3.31+0.166  1.49 7.03 13.62 22.14 0.93 + +
0.005 0.382
0.082 6.432

2 2.86 £0.143 18.40 5.46 0.00 23.86 0.96 + +
0.004 0.356
0.087 6.217

3 2.89+0.145 0.00 25.58 0.00 25.58 0.94 + +
0.004 0.342

Condiciones: 60 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L KH2PO4, 0.8
g/L MgSO.7H-0, 0.1 g/L ZnSO.. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. Los resultados obtenidos son para
las tres corridas realizadas en donde se tomo el dato final luego de 6 dias de incubacién.
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Cuadro 27. Azucares fermentables y nitrdgeno total consumido durante la formulacion 3 en

triplicado.
Azlcares I
. Sacarosa Glucosa Fructosa Nitrogeno
Triplicado B'(OTSS& (+0.0001 (+0.0001 (+0.0001 (fgt(;’ggsﬂ total (Y ;(/5) 2(’/(/'\')
g g/L) g/L) gL) T (£0.01gl) 9/9) (919
inicio  0.03+0.002 32.34 5.280 0.00 85.14 1.40 -

0.075 6.880

1 3.47+0.174 26.73 12.84 0.00 39.57 0.90 + +
0.004 0.373
0.075 7.060

2 3.56+0.178 19.38 18.65 0.00 38.03 0.90 + +
0.004 0.383
0.088 8.673

3 454 +£0.227 3.26 0.00 30.49 33.74 0.88 + +
0.004 0.467

Condiciones: 80 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L KH2PO4, 0.8
g/L MgSO.7H0, 0.1 g/L ZnSO.. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. Los resultados obtenidos son para
las tres corridas realizadas en donde se tomo el dato final luego de 6 dias de incubacién.

Cuadro 28. Analisis estadistico por prueba F para varianza de dos muestras para determinar si la
varianza igual o desigual con significancia de 0.05, en las fermentaciones donde se varia la
concentracion de la fuente de carbono.

Comparacion de

concentraciones de Biomasa (g/L)  Fecritico F P Conclusién
sacarosa g/L
28 §;;“1’ g:gg ggg 0.053  0.086 0.079 D
38 5;33 ggg i:gi 0.053  0.015 0.015 D
28 gi% ggg igz 0.053 0.18 0.15 D

*D: varianzas desiguales. La determinacion de varianzas iguales o desiguales entre los datos se utiliza
para realizar el analisis estadistico por prueba t de Student. Se puede observar que las varianzas son
desiguales.
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Cuadro 29. Andlisis estadistico por prueba t de Student para determinar diferencias significativas de
medias obtenidas en las fermentaciones donde se varia la concentracion de la fuente de carbono para
evaluar el efecto de estas sobre la produccion de biomasa con significancia de 0.05.

Comparacion de

concentraciones Biomasa (g/L) Tcritico T P Conclusién
de sacarosa g/L
i 2 2% IR aam aam oo nos
o G4y 5o sy 403 379 0063  NDS
o Sar 5e ro4 8182 2208 0110 NDS

*NDS: No presenta diferencia estadisticamente significativa. En los tres andlisis se emple6 la
configuracion de prueba t de Student para dos muestras suponiendo varianzas desiguales debido al
resultado obtenido en el cuadro anterior. Se puede observar que no hay diferencia estadisticamente
significativa entre los datos en triplicado obtenidos para cada una de las formulaciones, en donde se
modifica la fuente de carbono, respecto cantidad de biomasa producida.

Cuadro 30. Azucares fermentables y nitrégeno total consumido durante la formulacion 4 en

triplicado.
Sacarosa Glucosa Fructosa AtZOLi;?JSeS Nitrégeno
Triplicado Biomasa (x (x (= ( total Yx/s  YX/N
(o/L) 0.0001 0.0001 0.0001 . (001 (0/9) (9/9)
gL)  gL) gy 20007 Ty
g/L)
inicio  0.03+0.002 27.18 7.08 2.28 36.53 0.70 -

0.141  5.500

1 2670134 1141 4.70 1.68 17.79 0.22 * *
0.007  0.301
0.131 5.170

2 2.46 £0.123 18.05 0.00 0.00 18.05 0.23 * +
0.007 0.284
0.125 4.957

3 231+0.116 9.34 8.98 0.00 18.33 0.24 + +
0.006  0.273

Condiciones: 40 g/L de sacarosa, 2.5 g/L peptona de caseina, 2.5 g/L peptona de carne, 1 g/L KH,PO,,
0.8 g/L MgS0.7H:0, 0.1 g/L ZnSO,. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. Los resultados obtenidos son
para las tres corridas realizadas en donde se tomé el dato final luego de 6 dias de incubacion.
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Cuadro 31. Azucares fermentables y nitrégeno total consumido durante la formulacion 5 en

triplicado.
Sacarosa Glucosa Fructosa Atzoti(;?erses Nitrégeno
Triplicado Biomasa (= (= (= (* total Yx/s  Yx/N
(g/L) 0.0001  0.0001 0.0001 - (x0.01 (9/g) (9/9)
gL)  gb)  gr 0000 Tary
g/L)
inicio  0.03+£0.002 27.94 6.95 2.11 36.99 1.4 -

0.174 6.130

1 2.85+0.143 12.59 6.11 2.05 20.75 0.94 * *
0.009 0.337
0.170  6.383

2 3.03+0.152 13.37 4.23 1.75 19.34 0.93 + +
0.009 0.350
0.206  6.255

3 297+0.149 1953 3.20 0.00 22.73 0.93 * *
0.010 0.343

Condiciones: 40 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L KH2PO4, 0.8
g/L MgS0.7H0, 0.1 g/L ZnSO4. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. Los resultados obtenidos son para
las tres corridas realizadas en donde se tomd el dato final luego de 6 dias de incubacion.

Cuadro 32. Azucares fermentables y nitrégeno total consumido durante la formulacion 6 en
triplicado.

Azlcares ... .
Sacarosa Glucosa Fructosa totales Nitrogeno

Biomasa ( (x ( total Yx/s  YX/N

Triplicado =0/ y" 00001 00001 00001 & (001 (ofg) (og)
gy o) gn) PO T
g/L)

inicio  0.03+0002 2875 738 235 3847 28 ;
0137 2389

1 26140131 1395 552 014 1961 172 + +
0007 0123
0133 2417

2 264+0132 1879 000 000 1879 172 x x
0007 0124
0137 2514

3 277+0139 1270 399 171 1841 171 x +
0007 0129

Condiciones: 40 g/L de sacarosa, 10 g/L peptona de caseina, 10 g/L peptona de carne, 1 g/L KH2POs,,
0.8 g/L MgSO.7H-0, 0.1 g/L ZnSO.. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. Los resultados obtenidos son
para las tres corridas realizadas en donde se tomé el dato final luego de 6 dias de incubacion.
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Cuadro 33. Analisis estadistico por prueba F para varianza de dos muestras para determinar si la
varianza igual o desigual con significancia de 0.05, en las fermentaciones donde se varia la
concentracion de la fuente de nitrogeno.

Comparacion de

concentraciones de Biomasa (g/L) Fcritico F P Conclusién
nitrégeno g/L
6 o 508 by 19 3893 0204 |
126_50 521 §;g‘2 g% 19 4521 0.181 |
100 Je o4 oy 19 LIl o4

*|: varianzas iguales. La determinacion de varianzas iguales o desiguales entre los datos se utiliza para
realizar el andlisis estadistico por prueba t de Student. Se puede observar que las varianzas son iguales.

Cuadro 34. Andlisis estadistico por prueba t de Student para determinar diferencias significativas de
medias obtenidas en las fermentaciones donde se varia la concentracion de la fuente de nitrégeno para
evaluar el efecto de estas sobre la produccion de biomasa con significancia de 0.05.

Comparacion de

concentraciones de Biomasa (g/L)  Tcritico T P Conclusion
nitroégeno g/L
518 522 g:gg ;g% 2776 3123 0016 DS
12(5?0 321 3:2461 g% 2.776 3.794  0.169 NDS
150'% §§§ ‘;’:gi g?; 2776 0018 0.110 DS

*NDS: No presenta diferencia estadisticamente significativa. DS: Si presenta diferencia
estadisticamente significativa. Para los tres analisis se empled la configuracion de prueba t de Student
para dos muestras suponiendo varianzas iguales debido al resultado obtenido en el cuadro anterior.
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Cuadro 35. Andlisis estadistico por prueba F para varianza de dos muestras para determinar si la
varianza igual o desigual con significancia de 0.05, al emplear la formulacion 1y 5.

Fcritico F P Conclusion
Yx/s (g/g) formulacion 1 0.186 0.180 0.193
0.053 0.099  0.090 D
Yx/s (g/g) formulacién 5 0.174 0.170 0.206
Yx/N (g/g) formulacion 1  5.857 5.929 6.147
0.053 0.573  0.364 D
YX/N (g/g) formulacion 5 6.130 6.383 6.255
Biomasa(g/L)formulacion 1 2.490 2.520 2.630
0.053 0.647  0.392 D

Biomasa(g/L)formulacion 5 2.850 3.030 2.970

*D: varianzas desiguales. La determinacion de varianzas iguales o desiguales entre los datos se utiliza
para realizar el andlisis estadistico por prueba t de Student. Se puede observar que las varianzas son
iguales.

Cuadro 36. Analisis estadistico por prueba t de Student para determinar diferencias significativas de
medias obtenidas en los rendimientos de las fermentaciones 1y 5

Rendimiento (g/g) Tcritico T P Conclusion

Yx/s formulacion 1 0.186 0.180 0.193

) 4.30 0.253 0.824 NDS
Yx/s formulacién 5 0.174 0.170 0.206
Yx/N formulacién 1 5.857 5.929 6.147

2.77 2.45 0.069 NDS
Yx/N formulacion 5 6.130 6.383 6.255
Biomasa(g/L)formulaciénl 2.490 2520 2.630

2.77 5.939 0.004 DS

Biomasa(g/L)formulacion5 2.850 3.030 2.970

*NDS: No presenta diferencia estadisticamente significativa. DS: Si presenta diferencia
estadisticamente significativa. Para los tres analisis se emple6 la configuracion de prueba t de Student
para dos muestras suponiendo varianzas iguales debido al resultado obtenido en el cuadro anterior.
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Cuadro 37. Curva de crecimiento en formulacion final en triplicado

] Biomasa  Sacarosa Glucosa Fructosa Atzoigfgses Nitrégeno
dia (00001 (£0.0001  (£0.000L  (£0.0001 . '0in. total
0) g/L) g/L) g/L) glL) (£0.01¢/L)

0.03 27.95 9.13 0.000 37.09

0 0.03 38.72 0.000 0.000 38.72 *
0.03 36.69 0.50 0.000 37.19
0.36 19.86 10.44 0.000 30.30

1 0.33 2.49 15.28 16.17 33.94 1.39
0.28 2.55 15.33 13.35 31.23
0.90 18.15 10.17 0.000 28.33

2 0.61 2.33 14.49 14.14 30.96 1.35
0.72 2,59 15.01 13.14 30.73
111 18.67 6.32 2.37 27.36

3 0.98 2.26 14.34 13.93 30.54 1.32
0.88 2.24 14.45 13.85 30.54
1.79 17.65 9.39 0.000 27.04

4 1.44 2.02 13.83 14.19 30.05 1.16
1.24 2.46 14.55 13.20 30.20
2.43 19.07 5.67 0.000 24.74

5 2.41 1.88 13.69 14.12 29.70 1.10
2.44 2.40 14.60 11.12 28.13
2.83 18.67 5.81 0.000 24.48

6 2.48 1.69 12.34 12.21 26.23 0.94
2.62 2.33 14.46 10.38 27.17
2.83 11.02 8.97 2.04 22.03

! 2.69 1.64 12.12 10.90 24.66 0.90
2.50 1.87 10.63 11.06 23.56
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AzUcares

) Biomasa  Sacarosa Glucosa Fructosa totales Nitrégeno
dia  (£00001 (£0.0001  (£0.000L  (x0.0001 . ‘oo, total
0) g/L) g/L) g/L) gil) (£0.01¢/L)
2.80 9.75 9.09 2.56 21.39
8 2.71 1.73 11.75 11.15 24.63 0.90
2.65 2.24 10.94 10.25 23.43
2.84 9.12 12.10 0.000 21.22
9 2.82 1.67 10.86 10.01 22.55 0.81
2.65 1.86 10.87 10.36 23.09

Condiciones: 40 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L KH2PO4, 0.8
g/L MgS0.7H0, 0.1 g/L ZnSO,. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. *no se cuantifico nitrégeno total
inicial empleando el HACH, se tomé el dato tedrico indicado por el producto (la peptona de carne
contiene un 14% de nitrogeno total al igual que la de caseina)

Cuadro 38. Concentraciones finales obtenidas para la cuantificacion de azlcares fermentables
empleando fermentacidn por lotes.

Sacarosa Glucosa Fructosa AtZOLi;?(:SeS Nitrégeno
Triplicado Biomasa (= (x (= (* total Yx/s  Yx/N
(g/L) 0.0001 0.0001 0.0001 > (x0.01  (9/g) (9/9)
gL gLy gL 00007 Ty
g/L)
inicio  0.03+0.0004 36.33 2.47 0.000 38.80 14 -

0.255 7.551

1 3.65+0.037 6.54 4.58 13.46 24.58 0.92 + +
0.003 0.175
0.233 8.199

2 5.77 £ 0.058 0.00 14.20 0.00 14.20 0.7 + +
0.002 0.143
0.340 7.570

3 4.42 £ 0.044 0.00 0.45 25.44 25.89 0.82 + +
0.003 0.151

Condiciones: 40 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L KH2PO4, 0.8
g/L MgS0O.7H;0, 0.1 g/L ZnSO.. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. *no se cuantifico nitrogeno total
inicial empleando el HACH, se tomo el dato tedrico indicado por el producto (la peptona de carne
contiene un 14% de nitrégeno total al igual que la de caseina). Datos obtenidos de la fermentacion de
P. chrysosporium en el medio mencionado durante 15 dias a escala de 500 mL.
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Cuadro 39. Concentraciones finales obtenidas para la cuantificacion de azlcares fermentables
empleando fermentacion alimentada.

Sacarosa Glucosa Fructosa Atzoutg?gss Nitrégeno
Triplicado Biomasa (= (= (= (* total Yx/s  Yx/N
(o/L) 0.0001  0.0001 0.0001 - (x0.01 (9/g) (g/9)
gl gL gL 00007 Ty
g/L)
inicio  0.03+0.0004 21.81 8.69 6.84 37.34 1.4 -
se afladen 15 g/L de azlcares totales
0.176 10.829
1 6.744 +0.067 14.09 0.000 0.000 14.09 0.78 + +
0.002  0.206
0.221 10.450
2 6.30 £ 0.063 1.53 11.23 11.16 23.92 0.80 + +
0.002 0.203
0.169 10.670
3 6.11 £ 0.061 0.32 15.99 0.000 16.31 0.83 + +
0.002 0.216

Condiciones: 40 g/L de sacarosa, 5 g/L peptona de caseina, 5 g/L peptona de carne, 1 g/L KH2PO4, 0.8
g/L MgS0.7H0, 0.1 g/L ZnSO4. pH inicial de 6.20, 100 rpm, 37°C. *no se cuantifico nitrogeno total
inicial empleando el HACH, se tomo el dato tedrico indicado por el producto (la peptona de carne
contiene un 14% de nitrégeno total al igual que la de caseina). Datos obtenidos de la fermentacion de
P. chrysosporium en el medio mencionado durante 15 dias a escala de 500 mL, alimentando luego de
los primeros 3 dias 8 g/L, al dia 6 3.5 g/L y al dia 9 3.5 g/L de azlcares totales.

Cuadro 40. Andlisis estadistico por prueba F para varianza de dos muestras para determinar si la
varianza igual o desigual con significancia de 0.05, al utilizar una fermentacion por lotes y una
alimentada en medio liquido.

Fermentacion Biomasa (g/L) Fcritico F P conclusion
Por lotes 3.655 5.769 4.615
alimentada 6.744 6.300 6.111 19 10.624  0.086 !

*|: varianzas iguales. La determinacién de varianzas iguales o desiguales entre los datos se utiliza para
realizar el andlisis estadistico por prueba t de Student. Se puede observar que las varianzas son iguales.

96



Cuadro 41. Andlisis estadistico por prueba t de Student para determinar diferencias significativas de
medias obtenidas en las fermentaciones por lotes y alimentadas para evaluar el efecto de estas sobre
la produccion de biomasa con significancia de 0.05.

Fermentacion Biomasa (g/L) Tcritico T P conclusion
Por lotes 3.655 5.769 4.615
alimentada 6.744 6.300 6.111 217 266 0.056 NDS

*NDS: No presenta diferencia estadisticamente significativa. DS: Si presenta diferencia
estadisticamente significativa. Para los tres analisis se emple6 la configuracion de prueba t de Student
para dos muestras suponiendo varianzas iguales debido al resultado obtenido en el cuadro anterior.

Cuadro 42. Pruebas de tensién aplicadas a micelio en triplicado corrida 1.

Masa Peso € o
(£ 1.00E-7 Kg) (¥9.81E-7 N) (+0.018) (Pa o N/m2)

0 0.000 0.000 0.000 0.00
1 0.004 0.035 0.025 739254 + 1.57E+03
2 0.014 0.134 0.038  28558.22 + 6.08E+03
3 0.024 0.234 0.050 49688.42 + 1.06E+04
4 0.034 0.329 0.063  70023.65 + 1.49E+04
5 0.044 0.427 0.075 90840.88 + 1.93E+04
6 0.094 0.918 0.150 195262.92 + 4.16E+04
7 0.143 1.407 0.163  299405.37 + 6.38E+04
8 0.244 2.389 0.245 508197.30 + 1.08E+05
9 0.294 2.879 0.275 612523.36 + 1.30E+05
10 0.303 2.976 0.288 633250.86 + 1.35E+05

o tension, e: extension por unidad de longitud (elongacién).
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Figura 35. Tensidn vs elongacion del micelio sometido a pruebas de tensién corrida 1

Tensidn vs elongacion
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0.00
0.000_.-+" 0.050 0.100 0.150 0.200 0.250 0.300 0.350
-100000.00

elongacién

La pendiente de la grafica representa el Mddulo de Young (Pa). Las lineas representan una
tendencia suavizada, los puntos corresponden a los datos experimentales.
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Cuadro 43. Pruebas de tension aplicadas a micelio en triplicado corrida 2.

Masa

(+ 1.00E-7 Kg) (¢ 9.81E-7 N) (£ 0.018)

Peso

&

o

(x Pa o N/m2)

0 0.000 0.000 0.000 0.000

1 0.004 0.035 0.000 5515.073 + 8.77E+02
2 0.014 0.134 0.000  21305.336 + 3.39E+03
3 0.024 0.234 0.013  37069.137 + 5.90E+03
4 0.034 0.329 0.013  52239.869 + 8.31E+03
5 0.044 0.427 0.025 67770.178 + 1.08E+04
6 0.094 0.918 0.088 145672.338 + 2.32E+04
7 0.143 1.407 0.113  223365.911 + 3.55E+04
8 0.244 2.389 0.188 379131.315 + 6.03E+04
9 0.294 2.879 0.200 456961.871 + 7.27E+04
10 0.303 2.976 0.215  472425.246 + 7.51E+04

o tension, e: extension por unidad de longitud (elongacién).
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Figura 36. Tension vs elongacion del micelio sometido a pruebas de tension corrida 2
Tension vs elongacidn
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La pendiente de la grafica representa el Modulo de Young (Pa). Las lineas representan una
tendencia suavizada, los puntos corresponden a los datos experimentales.
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Cuadro 44. Pruebas de tension aplicadas a micelio en triplicado corrida 3.

Masa

(+ 1.00E-7 Kg) (¢ 9.81E-7 N) (£ 0.018)

Peso

&

o

(x Pa o N/m2)

0 0.000 0.000 0.000 0.000

1 0.004 0.035 0.000 3581.955 <+ 3.71E+02
2 0.014 0.134 0.000  13837.486 + 1.43E+03
3 0.024 0.234 0.005  24075.831 + 2.49E+03
4 0.034 0.329 0.005  33928.987 + 3.51E+03
5 0.044 0.427 0.013  44015.683 + 4.56E+03
6 0.094 0.918 0.020  94611.931 + 9.80E+03
7 0.143 1.407 0.050  145072.705 + 1.50E+04
8 0.244 2.389 0.087 246239.927 + 2.55E+04
9 0.294 2.879 0.138  296789.669 + 3.07E+04
10 0.303 2.976 0.175 306832.892 + 3.18E+04

g tension, e: extension por unidad de longitud (elongacion).
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Figura 37. Tension vs elongacion del micelio sometido a pruebas de tension corrida 3

Tensidn vs elongacion
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La pendiente de la grafica representa el Mddulo de Young (Pa). Las lineas representan una
tendencia suavizada, los puntos corresponden a los datos experimentales.
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Cuadro 45. Pruebas de tensién aplicadas a micelio tratado con taninos

Masa Peso £ o
(+ 1.00E-7 Kg) (+9.81E-7 N) (+0.018) (+ Pao N/m2)
0 0.000 0.000 0.000 0.000
1 0.004 0.035 0.000 6948.992 <+ 1.39E+03
2 0.014 0.134 0.013  26844.724 =+ 5.38E+03
3 0.024 0.234 0.025 46707.113 =+ 9.35E+03
4 0.034 0.329 0.038  65822.235 + 1.32E+04
5 0.044 0.427 0.045  85390.424 + 1.71E+04
6 0.094 0.918 0.063 183547.145 + 3.68E+04

o tension, e: extensién por unidad de longitud (elongacién).

Figura 38. Tensidn vs elongacion del micelio tratado con taninos sometido a pruebas de tensién
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La pendiente de la grafica representa el Mddulo de Young (Pa). Las lineas representan una
tendencia suavizada, los puntos corresponden a los datos experimentales.

Cuadro 46. Pruebas de tension aplicadas a micelio tratado con agar

Masa Peso £ o
(+ 1.00E-7 Kg) (+9.81E-7 N) (+0.018) (+ Pa o N/m2)

1 0.000 0.000 0.005 0.000

2 0.004 0.035 0.013 7896.582 + 1.80E+03
3 0.014 0.134 0.013  30505.368 + 6.94E+03
4 0.024 0.234 0.025 53076.264 + 1.21E+04
5 0.034 0.329 0.075 74797.994 + 1.70E+04
6 0.044 0.427 0.087 97034573 =+ 2.21E+04
7 0.094 0.918 0.125 208576.302 + 4.74E+04
8 0.143 1.407 0.200  319819.373 + 7.28E+04
9 0.244 2.389 0.250 542847.111 + 1.23E+05
10 0.294 2.879 0.288  654286.315 + 1.49E+05
11 0.303 2.976 0.338  676427.056 + 1.54E+05
12 0.347 3.403 0.368  773461.629 + 1.76E+05
13 0.441 4.321 0.438 982037.931 + 2.23E+05
14 0.584 5.728 0.525 1301857.304 + 2.96E+05
15 0.828 8.117 0.538 1844704.415 + 4.20E+05
16 0.971 9.524 0.575 2164523.788 + 4.92E+05

o tension, &: extensién por unidad de longitud (elongacién).
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Figura 39. Tension vs elongacion del micelio tratado con agar sometido a pruebas de tension

Tensidn vs elongacion
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La pendiente de la grafica representa el Mdodulo de Young (Pa). Las lineas representan una
tendencia suavizada, los puntos corresponden a los datos experimentales.
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E. Analisis de error

Célculo 10. Propagacion de error azlcares totales

Ecuacion 17. Incertidumbre sumas y restas

AY = \/(AA)? + (AB)? + (AC)?
Donde:
AY = incertidumbre de la suma o resta
AA = incertidumbre medida A
AB = incertidumbre medida B
AC = incertidumbre medida C

Empleando los datos de incertidumbre mostrados en el cuadro 12 (datos originales corrida 1)

AY = ,/(0.00001)2 + (0.00001)2 + (0.00001)% = 0.000017

Célculo 11. Propagacion de error rendimiento de concentracién de biomasa respecto a
consumo de sustrato

Ecuacion 18. Incertidumbre multiplicacion y division
AV — v (AA)Z N (AB)2 N <AC)2
-0t N\ B C

AY = incertidumbre de la multiplicacion o divisién

Donde:

AA = incertidumbre medida A
AB = incertidumbre medida B
AC = incertidumbre medida C
Y = i multiplicacién o divisioén

A = medida A
B = medida B
C = medida C

Empleando los datos de incertidumbre mostrados en el Cuadro 25.
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0.125 \?2 0.000173 2
s =086+ |( )+ ) = 000

2.49 - 0.03 37.392 — 24.167

Calculo 12. Promedio de triplicados

Ecuacion 19. Promedio

A+B+C
=T
Donde:
A = medida A
B = medida B
C = medida C

Empleando los datos de rendimiento Yxss en el Cuadro 25 (datos calculados corrida 1,2 y 3 sacarosa
4%)

0.186 + 0.180 + 0.193
X = 3 = 0.186

Célculo 13. Desviacion estandar de triplicados

Ecuacion 20. Desviacién estandar

+\/(x—A)2+(x—B)2+(x—C)2

5= n—1
Donde:
x = promedio triplicado
A = medida A
B = medida B
C = medida C

Empleando los datos de rendimiento Yx/s en el Cuadro 25 (datos calculados corrida 1,2 y 3)

= 0.0063

‘- +\[(0.186 —0.186)2 + (0.186 — 0.180)2 + (0.186 — 0.193)?2
- 2
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Calculo 14. Error estadistico
Ecuacion 21. Error estadistico

Error estadistico =3 * S

Donde:
S = desviacion estandar

Empleando los datos de rendimiento Yxss en el Cuadro 25 (datos calculados corrida 1,2 y 3)

(0.186 — 0.186)2 + (0.186 — 0.180)2 + (0.186 — 0.193)2
2

= 0.019

Error estadistico = 3 * i\/
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F. Especificaciones reactivos y equipo

Cuadro 47. Incubadora Lab Line Laboratorio Procesos Bioindustriales empleada para crecimiento
del hongo en cajas Petri

Marca Lab-Line
Modelo 310
Amperaje 5

Cuadro 48. Incubadora Laboratorio Procesos Bioindustriales empleada para crecimiento del
hongo en los Erlenmeyers

Marca New Brunswick Scientific
Serie 25
Temperatura 4-60 °C
Agitacion 40-400 rpm

Cuadro 49. Autoclave Laboratorio Procesos Bioindustriales empleada para esterilizacion de
medios de cultivo

Marca

Modelo 25
Temperatura 121-°C

Presion 0-500 rpm

Cuadro 50. Colorimetro HACH y método cuantificacién de Nitrégeno

Marca HACH
Modelo DR/890
Temperatura 37-185 °C
Método 10071
Rango 0.5-25 mg/L N
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Cuadro 51. Estufa empleada para preparacion de medios

Marca Thermo Scientific
Modelo Cimarec +
Temperatura 0-540 °C
Agitacion 50-1500 rpm

Cuadro 52. Campana de extraccion empleada para preparacion de indculos

Marca Labconco
NUmero de serie 070469118
Amperaje 12 A

Voltaje 115V

Cuadro 53. Balanza analitica empleada para pesaje de reactivos, biomasa, inoculo inicial.

Marca OHAUS Pioneer
Modelo PAl114
Capacidad 0.001-110g
Incetridumbre 0.0001 ¢

Cuadro 54. Especificaciones HPLC del Laboratorio de Analitica Instrumental Avanzada

Marca Agilent Technologies
Modelo Serie 1200
Voltaje 100-120 V

Frecuencia 50-60 Hz
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Cuadro 55. Reactivos empleados durante experimentacion

Férmula

Peso

Reactivo L Marca No. CAS
quimica molecular
Sacarosa C12H2,011 Cafia Real 342.3 -
Peptona de carne - Merck - 1.07214.1000
Peptona de caseina - Merck - 1.07213.1000
Fosfato monopotasico KH,PO Fisher 136.09 F.W.136.09
P 2 Scientific : V. 135,
Sulfato de magnesio MgSO..7H,0 Merck 2465 1.05886.0500
heptahidratado g0 MMz : : :
Sulfato de Zinc heptahidratado ZnS04.7H0 Merck 287.54 1.08883.0500
Acido clorhidrico HCI Merck 36.36 1.00317.2500
Hidréxido de Sodio NaOH Merck 40.0 1.06498.1000
Potato Dextrosa Agar - Merck - 1.10130.5007




G. Glosario

Constante de afinidad al sustrato: describe la tasa de crecimiento de microrganismo en funcion de
la concentracion de sustrato. Si la Ks (constante de afinidad a sustrato) es baja, significa que el
microrganismo puede crecer a bajas concentraciones de sustrato.

Curvade crecimiento: representacién grafica de como cambia la concentracidn de sustratos y biomasa
con el tiempo.

Elongacién: el cambio en la longitud de un material al someterse a una tension.

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion que permite separar componentes mediante una
columna y cuantificarlos.

Micelio: red de hifas entrelazadas que forman una estructura la cual permite la absorcién de nutrientes.
Moddulo de Young: modulo de elasticidad longitudinal, propiedad mecanica que indica rigidez o
capacidad de resistir deformaciones mecéanicas debido a tensiones o fuerzas de

Peptonas: derivados de la hidrdlisis parcial de proteinas, son fragmentos peptidicos empleados como
fuente de nitrégeno facilmente asimilables por microorganismos

Phaneorchaete chrysosporium: hongo basidiomiceto muy estudiado por su capacidad de degradar la
lignina.

Rendimiento de biomasa respecto al sustrato: pardmetro que indica que tanta biomasa se produce a
partir del consumo de sustrato.

Sacarosa: disacarido compuesto por glucosa y fructosa.

Sustrato: compuesto que consume el microorganismo para la obtencion de energia para el crecimiento
y formacion de productos.

Tensién de rotura: maxima tension que soporta un material antes de romperse.

Velocidad maxima: tasa maxima de crecimiento especifico.
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