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Resumen

Los Compuestos Basados en Micelio son biomateriales con propiedades fisico-mecanicas
gue los posicionan como una alternativa sostenible para poliestireno. La novedad que
representan los CBM en el mundo de los materiales ha llevado a la confidencialidad
respecto a sus parametros y practicas de produccion. El presente estudio buscé explorar la
viabilidad de distintas metodologias de hidratacion, inoculado, crecimientoy desactivacion
sobre distintas mezclas de cascarilla de arroz, viruta de maderay poliuretano para la
seleccion de parametros de produccion y sustratos 6ptimos. La especie utilizada fue capaz
de capturar el poliuretano afiadido en el sustrato, pero su crecimiento fue ralentizado y se
contamind con mas facilidad. El aumento en la proporcién de viruta en el sustratoy la
disminucion en el tamafio de particula ralentizaron el crecimiento. Se establecieron los
tamafios de los especimenes a producirse para evaluar los materiales generados bajo la
normativa ASTM C578-23. El protocolo construido permite reducir en 4 dias el ciclo de
produccion, ademas de reducir el uso de agua durante la fase de hidratacion.

Palabras Clave: Micotectura, Aserrin, Tamano de particula, Cascarillade arroz,

Poliuretano.



Abstract

Mycelium-Based Composites (MBC) are biomaterials with physical and mechanical
properties that position them as a sustainable alternative to polystyrene. The novelty that
MBCs representin the materials world has led to confidentiality regarding their production
parameters and practices. This study aimed to explore the viability of different methods of
hydration, inoculation, growth, and deactivation on various mixtures of rice husk, wood
shavings, and polyurethane in order to select optimal production parameters and substrates.
The species used was able to capture the polyurethane added to the substrate, but its
growth was slowed and became more prone to contamination. Increasing the proportion of
wood shavings in the substrate and reducing the particle size slowed growth. The specimen
sizes to be produced were established to evaluate the materials generated under ASTM
C578-23 standards. The developed protocol allows for a 4-day reduction in the production
cycle, as well as reduced water usage during the hydration phase.

Keywords: Mycotecture, Sawdust, Particle size, Rice husk, Polyurethane
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Capitulo 1



1.1 Introduccion

Actualmente, los Compuestos en Base a Micelio, abreviados CBM o MBC en inglés,
atraen la atencion de multiples industrias por su potencial como alternativas organicas a
materiales de uso comun. El micelio, parte vegetativa del hongo, se forma por una compleja
red de hifas, que se ramifican y entretejen con el sustrato para poder absorber los nutrientes
que se encuentran en este. Las hifas se componen principalmente de quitinas, que le dan al
material propiedades mecanicas como resistencia a la compresion y flexibilidad (Vasatko et
al., 2022). Estas propiedades, asi como su capacidad de aislamiento térmico (Javadian et
al., 2020) y acustico (Elsacker et al., 2020) postulan a los CBM como alternativas
biodegradables a multiples materiales, especificamente los derivados de combustibles
fosiles.

La variedad de aplicaciones que se le ha dado a los CBM tanto de manera industrial
como doméstica destacan la versatilidad de estos para cubrir necesidades de distintos
sectores de la sociedad, distinguiéndose las potenciales aplicaciones como material de
empaques (Holt et al., 2012; Jiang et al., 2016; Ziegler et al., 2016; Matos et al., 2019),
material aislante (Arifin & Yusuf, 2013; Pelletier et al., 2019), material de construccion similar
a ladrillos y tablas (Pelletier et al., 2017; Moser et al., 2017), entre otros.

La exploracion de especies y metodologias para la produccion de CBM se encuentra en
constante aumento debido a prometedoras iniciativas de diversas empresas, como
Ecovative Design con empaques, ademas de MycoWorks y Mylo, con fibras textiles o cuero,
las cuales se establecen como propuestas innovadoras en el mercado mundial moderno.

Hoy en dia, en Guayaquil dos materias primas consideradas desechos o residuos que
pueden servir de sustrato para producir CBM son: el aserrin, donde la industria maderera
produce cercade 1500 toneladas/afio (Fernandez et al., 2016) y la cascarilla de arroz de la
industria arrocera, que produce alrededor de un 20% de cascarilla de los 1,3 millones de

toneladas que se producen (Riera et al., 2018; INEC, 2021). Debido a su alto contenido



lignocelulosico, estos desechos son considerados materia prima con alto potencial de ser

aprovechada para producir CBM.
1.2 Descripcién del Problema

Los CBM son biomateriales cuya demanda a nivel mundial (por su potencial para
reemplazar polimeros plasticos como el poliestireno) ha ido creciendo en el tiempo; entre
otras cosas porgue contribuyen a potenciar una economia circular mediante la transicion de
una basada en el petrdleo a una basada en recursos genéticos.

En el pais se registré que en 2015 el poliestireno represento el 11 % de los desechos
solidos totales, nUmero preocupante porgue nacionalmente no existen empresas dedicadas
al reciclaje de estos tipos de materiales (Fernanda & Torres, 2015).

De acuerdo con autores como Adetunji et al. (2021), otros plasticos como el poliuretano
se presentan como un plastico de alto riesgo ambiental debido a su contenido en quimicos
de alto riesgo, como fosfatos, glicoles y aminas. Adicionalmente, los métodos de reciclaje,
tanto quimico como energético, de poliuretano son alternativas no exploradas en la industria
ecuatoriana, y globalmente son poco reconocidos por su baja rentabilidad (SkleniCkova et
al., 2022).

Actualmente, el Centro de Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador no cuenta con
protocolos optimizados para la produccion de CBM, siendo la mayoria de las metodologias
sujetas a derechos de autor y otras protecciones legales que dificultan sureplicado. La
necesidad de estandarizar el proceso nace de la competitividad en eficiencia productiva que

presentan los polimeros plasticos, especialmente en escala de produccion.
1.3 Justificacion del Problema

En el marco internacional, se estan desarrollando esfuerzos intergubernamentales para
detener la contaminacion por plasticos y de acuerdo con autores como Chen (2022),
podrian surgir en los préximos afios, tratados globales para detener la contaminacion por
plastico. Asi mismo, relata que, en el contexto de la tercera reunién del Intergovernmental

Negotiating Committee on Plastic Pollution (INC), se establecieron como prioridades, la



restriccion de la produccion de plasticos y el desarrollo de nuevas tecnologias de empacado
para el reemplazo de plasticos de un solo uso.

En este contexto, los hallazgos encontrados en multiples investigaciones postulan a los
CBM en base a especies como Pycnoporus sanguineus, Ganoderma y otros hongos de la
madera como reemplazo de espumas para aislamiento y empaques; siendo cada vez mas
posible, la posibilidad de realizar un cambio en la producciébn de empaques hacia
alternativas mas sostenibles (Bruscato et al., 2019; Holt et al., 2012)

Finalmente, ahondar en las posibilidades de escalado del proceso de produccion de
CBM permitiria perfeccionar y optimizar las practicas de produccion realizadas hoy en dia,
necesidad que responde directamente a los Objetivos del Desarrollo Sostenible 9y 12,
Industria, innovacion e infraestructura y Produccion y consumo responsables

respectivamente.
1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Formular un protocolo estandarizado para la creacion de biomateriales a partir del micelio
de especies de hongos Polyporales y sustratos lignocelulésicos para la optimizacion de su

produccion.
1.4.2 Objetivos especificos

1. Evaluar distintas metodologias de hidratacién, inoculado, crecimiento y desactivacion
para la definicién de parametros eficientes dentro de cada proceso del protocolo.

2. Comparar el desarrollo micelial de la especie modelo en distintas formulas compuestas
por sustratos lignocelulésicos en distintos tamafios de particula y poliuretano para la
seleccion de sustratos Optimos.

3. Delimitar el tamafio de las probetas a generarse para la comprobacion de las

propiedades fisico-mecanicas através de las normativas ASTM para poliestireno celular.

1.5 Marco tedrico



1.5.1 Especies

El orden Polyporales engloba una amplia variedad de hongos, como los de la
pudricion blanca de la madera, que representan una prometedora fuente para la produccion
de biomateriales. Estos hongos, al descomponer la lignina y, en menor medida, la celulosa 'y
hemicelulosa en sustratos determinados, pueden aprovechar residuos lignocelulésicos,
confiriéndole a los materiales conformados, propiedades Unicas segun la composicion hifa-
sustrato (Abdel-Hamid et al., 2013).

Dentro de las especies utilizadas para la produccion de CBM, especificamente para
aplicaciones como bloques de construccién (Saez et al., 2020) y bioespumas como
alternativa para polimeros plasticos (Bruscato et al., 2019) tenemos a la especie
Pycnoporus sanguineus asi como a Ganoderma lucidum y Pleurotus ostreatus (LOpez et al.,

2016).
1.5.2 Sustratos y aditivos

La elecciéon de sustratos lignocelulésicos es uno de los pasos mas importantes
durante el proceso de produccion de biomateriales fangicos, debido a que las
caracteristicas de estos afectan ampliamente las propiedades fisicas y mecanicas del
producto final (Elsacker et al., 2020)

El uso de cascarilla de arroz (Arifin & Yusuf 2013; Mbabali et al., 2024) como
sustrato en el proceso de produccion de CBM ha sido estudiado en combinacion con una
amplia variedad de especies fungicas debido a su alto contenido lignocelulésico de 72-85
wt%, siendo su peso restante silices (Chen et al., 2012).

La viruta de madera o aserrin (Lee & Choi, 2021; Escaleira et al., 2021), utilizada
tanto en solitario, como en multiples formulaciones con otros sustratos lignocelulésicos,
destacandose la necesidad de homogenizar su tamafio debido a variaciones en su método
de obtencién (Travaglini, 2013).

Existen registros de la utilizacion de microparticulas de origen lignocelulésico como

suplementos del sustrato, otorgando al biomaterial mddulos de Young y elasticidad



superiores (Houette et al., 2022). Asi mismo, microparticulas en base a sales, como arena
de carbonato, han sido utilizadas para mejorar la fuerza compresiva uniaxial y el médulo de
Young (Gou et al., 2021). No existen registros del uso de plasticos reciclados como aditivo

del sustrato en la produccion de CBM.
1.5.3 Tamanos de particula

El uso de sustratos como viruta de madera para la produccién de CBM implica la
necesidad de afiadir procesos de homogenizacién del tamafio de particula de estos, como
es el uso de trituradoras y molinos, procesos descritos ampliamente en multiples fuentes

(Charpentier-Alfaro et al., 2023; Attias et al., 2019)
1.5.4 Hidratacion

Los procesos de hidratacion descritos en multiples publicaciones varian
dependiendo del sustrato y especie, describiéndose un contenido de agua de
aproximadamente 66% (Bruscato et al., 2019) a 50% (Attias et al., 2017; Nashiruddin et al.,
2022) wi/w para crecimiento de varias especies, incluyendo P. sanguineus, crecidas en
formulaciones de sustratos incluyendo cascarilla de arroz.

Otras fuentes, sin embargo, mencionan que el control de los niveles de agua
utilizados para el sustrato son ignorables, al considerarse que sumergir el sustrato en agua
durante un periodo de tiempo y posteriormente exprimirlo a mano es suficiente (Jones et al.,

2018).
1.5.5 In6culos y propagacion

Entre los métodos de propagacion micelial més utilizados se encuentra el uso de
medios liquidos y sdlidos con distintos perfiles nutricionales, como agar apa dextrosa (PDA)
0 agar malta peptona (Haneef et al., 2017; Moser et al., 2017; Islam et al., 2017), asi como
caldos nutritivos (Elsacker et al., 2020; Shakir et al., 2020).

Alternativamente, el uso de prein6culos se ha propuesto como una opcién para

preparar nutricionalmente al hongo para su crecimiento en sustratos menos nutricionales,



ademas de permitir al hongo adaptarse con mayor facilidad al sustrato (Jones et al., 2019).
La técnica principalmente ha sido aplicada usando 10% w/w (Charpentier-Alfaro et al., 2023)
de preinéculo por funda de sustrato. El proceso de romper los preinéculos previo a la

inoculacion estimula el crecimiento de las hifas y aumenta su robustez (Jiang et al., 2013).
1.5.6 Condiciones de crecimiento

Durante el proceso de colonizacion y crecimiento de la especie en su sustrato, el
control de las condiciones del ambiente es de vital importancia para el correcto desarrollo
micelial. Se han descrito temperaturas de crecimiento que oscilan los 25-27 °C para la
mayoria de las especies como P. sanguineus, G. lucidum y P. ostreatus, alcanzandose
estas condiciones tanto con el uso de incubadoras como la temperatura ambiental. Ademas,
condiciones oscuridad han sido ampliamente descritas como un parametro crucial para la
correcta propagacion de especies fangicas (Travaglini et al., 2016; Saez et al.,, 2020;

Elsacker et al., 2021).
1.5.7 Secado y desactivacion

Posterior al proceso de crecimiento, se requieren procesos de secado para poder
desactivar el hongo y eliminar humedad residual. El proceso mas descrito es el secado en
horno, usado por su facilidad de aplicacion, al poder prescindir de maquinaria pesada como
prensas. Los parametros utilizados, como la temperatura y tiempo de secado varian
ampliamente dependiendo de los sustratos, especies y tamafo de los materiales, siendo las
temperaturas mas comunes de secado 50-70°C (Holt et al., 2012; Arin & Yusuf, 2013; Shao
et al., 2016; Yang et al., 2017; Xing et al., 2018). La termocompresion, por otro lado, implica
el uso de una prensa fijada a una temperatura en especifico, que da forma al sustrato
colonizado mientras aplica calor para desactivarlo. La presion, temperatura y tiempo
utilizados para este proceso varian dependiendo del autor, describiéndose en la literatura
3.5-4.5 MPa a 200°C por 6 minutos (Liu et al., 2020), 10 MPa a 160°C por 20 minutos (Khoo

et al., 2020) o presiéon no controlada a 180°C por 8 minutos (Sun et al., 2022). Se destaca



en todos estudios que el proceso de termocompresion y los parametros utilizados durante

este afecta ampliamente las caracteristicas fisico-mecéanicas del material.
1.5.8 Proceso de produccién
Figural

Vias de produccién de micomateriales durante el proceso de biofabricacion
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Nota “Vias de produccion de micomateriales durante el proceso de biofabricacion” por Vélez

et al. (2023)

El protocolo de produccion de biomateriales, de acuerdo a la Figura 1. es

principalmente estructurado de acuerdo a la aplicacion o producto final a generarse. A

través de la experimentacion a realizarse, se busca seguir la via 5 de produccion,

explorando el uso de PDA y arroz en cascara como particulas colonizadas, y distintas

mezclas de desechos agroindustriales lignocelulésicos como sustrato sélido.



1.5.9 Muestras para pruebas mecanicas

Actualmente, la produccion de materiales se regula directamente bajo estandares de
produccion, que aseguran que la calidad y propiedades de los materiales producidos en
distintas industrias a través del mundo estan dentro de los limites establecidos. Los
materiales como el poliestireno se encuentran regulados bajo la norma “ASTM C578-23
Standard Specification for Rigid, Cellular Polystyrene Thermal Insulation” la cual establece
los tamafios especificos para los especimenes de prueba para comprobar distintas
propiedades fisico-mecanicas del material generado. Al realizar las distintas pruebas sobre
el material bajo estas normas se podria generar una normativa técnica a partir de cada
sustrato para comparar los efectos de los distintos tratamientos en las propiedades fisico-

mecanicas del producto final.
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2. Metodologia
2.1 Obtencién de cepa

La cepa de Pycnoporus sanguineus utilizada fue tomada de la Coleccion de Cultivos
Microbianos-CCM del Centro de Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador, donde se
encontraba crioconservado a -80°C en medio de cultivo Caldo Papa Dextrosa (PDB) con

glicerol al 20%.
2.2. Obtencion de sustratos y aditivos

Se utilizaron 2 diferentes sustratos de origen organico (viruta de madera o aserrin y
cascarillade arroz) y un aditivo de origen sintético (polvo de poliuretano).

La viruta de madera se obtuvo de un aserradero local donde se indicé que la mayor
parte de la viruta provenia del arbol Guayacan blanco (Tabebuia chrysantha), y en menor
medida restos de otros arboles como Laurel (Cordia alliodora), Ferndn Séanchez (Triplaris
cumingiana) y Algarrobo (Prosopis juliflora)

Por otro lado, la cascarilla de arroz se obtuvo de distintos proveedores porque esta
materia prima no varia mucho entre fuentes (Coronel & Rivera, 2022)

El polvo de poliuretano empleado fue proporcionado por una empresa cuyo proceso de
produccion de paneles sandwich de acero y poliuretano genera este residuo al cortarse las

laminas.
2.3. Preparacion de sustratos

Debido a la presencia de polvo de acero en el PU, se realizdé un tratamiento que
consistié en la introduccion de 1 kilo del polvo crudo en un separador magnético de cilindro
inducido (MARCA), a 0.3 Amperios y 60 revoluciones por minuto, durante 15 minutos. Se
repitio la limpieza 3 veces, comprobando finalmente la completa eliminacion del polvo de acero,
a través del uso de un microscopio en aumentos X5 y X10

La cascarilla y la viruta de madera fueron lavadas con agua bajo tamices metélicos
(ASTM E11) de tamafio 650 para eliminar suciedad y polvo productos de su transporte y

almacenamiento, asi como arena que se genera como parte del proceso de produccién del



arroz. La viruta fue triturada con el uso de un molino (ESPOL) y con el uso de tamices
metalicos (ASTM E11) se lo separé en los rangos de tamafio de particula: >2mm, 1.4 - 2mm y

<1.4mm.
2.4. Disefo de mezclas

Para llevar a cabo la evaluacién de las distintas metodologias de hidratacion, inoculado,
crecimiento e inoculacién, se realizaron mezclas de los sustratos en diferentes proporciones,
considerando los 3 rangos de tamafos de particulas de la viruta y la cascarilla sin triturar,

tendiendo asi:
Tablal

Disefio de mezclas para conformacion del sustrato

Sustrato C (%) V (%) PU (%) tpV (mm)
TI-A 25 72 3 >2
TI-B 25 72 3 14-2
TI-C 25 72 3 <14
TI-A 35 62 3 >2
TII-B 35 62 3 14-2
TI-C 35 62 3 <14
TII-A 50 a7 3 >2
TI-B 50 47 3 14-2
TII-C 50 a7 3 <14

Nota. C: Cascarillade arroz, V: Viruta de madera, PU: Poliuretano, tpV: Tamafio de particula de

la viruta
Tabla?2

Disefio de mezclas para conformacion del sustrato control.

Sustrato C (%) V (%) tpV (mm)

TCI-A 25 75 >2



TCI-B 25 75 14-2

TCI-C 25 75 <1.4
TCI-A 35 65 >2
TCII-B 35 65 14-2
TCI-C 35 65 <1.4
TCII-FA 50 50 >2
TCII-B 50 50 14-2
TCII-C 50 50 <1.4

Los porcentajes de cada sustrato se calcularon respecto a su peso en seco total de

300g en fundas de 12x18 pulgadas de polipropileno.
2.5. Ensayos de hidratacion

Se utilizaron 2 tipos de metodologias para llevar a cabo la hidratacion del sustrato:
Hidratacion por volumen e hidratacion por inmersiony decantado
Para la hidratacion por volumen las fundas se humedecieron afiadiendo un volumen de agua
equivalente al 125% del peso del sustrato seco y se las zarande6 vigorosamente hasta que el
agua esté correctamente distribuida a traves del sustrato. Para la hidratacion por inmersion y
decantado el sustrato se sumergié en agua durante 24 horas, posterior a las cuales se escurrid
con ayuda de un colador ultrafino hasta que no exista goteo, posterior a lo cual se devolvié a
las fundas. Posterior a esto, todas las fundas fueron esterilizadas en un autoclave vertical

(Biobase BKQ-B50Il) a 121°C por 15 minutos.
2.6 Ensayos de inoculado
2.6.1 Preparacion de inoculos

Se utilizaron 2 tipos de metodologias de inéculos para la colonizacion del sustrato:
Micelio sobre arroz en cascaray sobre PDA.
Para la preparacion del arroz en cascara se utilizaron 600g en 800ml de agua dentro de

un matraz de 1000 ml de capacidad, esto se lo coloc6 a 150°C durante 90 minutos en una



estufa (RebelK RS-40P). EIl tiempo fue determinado al evaluar la coccion parcial de todos los
granos uniformemente a través del matraz. Luego, se retiraron los granos de la estufa y se
escurrieron utilizando un colador. Una vez escurridos, se distribuyeron en fundas de
polipropileno, cada una con 10g y fueron esterilizadas en un autoclave vertical (Biobase BKQ-
B50Il) a 121°C por 15 minutos. Una vez a temperatura ambiente, las fundas fueron inoculadas
con 2 fragmentos (Sacabocados 3 @: 11mm) del hongo previamente sembrado en PDA.
Finalmente, se incubaron a una temperatura de 27 °C, en oscuridad durante 7 dias.

Para el uso de PDA, se utilizaron placas con 10g de PDA inoculadas e incubadas a 27 °C, en

oscuridad durante 7 dias.
2.6.2 Proceso de inoculado

Las fundas de sustrato estériles fueron colocadas en una camara de flujo (Biobase
BBS-H1300) bajo luz ultravioleta durante 20 minutos. Para las fundas inoculadas con placas de
PDA se procuro utilizar placas que tuvieran un peso de 10 gramos. El PDA de las placas con el
micelio se cortd en fragmentos cuadrangulares con un bisturi estéril y luego se depositd en las
fundas de sustrato, mientras que las fundas con el arroz en cascara con micelio se separaron
manualmente a través de las fundas y se depositaron directamente en las fundas con
sustratos. Se utilizé una funda de semilla de arroz por funda y una placa. Finalmente, las
fundas fueron incubadas a una temperatura de 27°C, en condiciones de oscuridad hasta notar

un crecimiento micelial considerable.
2.7 Ensayos de crecimiento

Se utilizaron 2 tipos de metodologias de crecimiento de las distintas fundas inoculadas:
Con control de temperatura y sin control de temperatura

Para el crecimiento con control las fundas fueron colocadas en posicion horizontal en
una incubadora a una temperatura de 27°C en condiciones de oscuridad. Para el crecimiento
sin control de temperatura las fundas fueron colocadas en posicion horizontal en una estanteria
cerrada en condiciones de oscuridad. Se evalu6 la temperatura con un termémetro (TP101

WMETER) cada 24 horas.



2.8 Ensayos de secado y desactivacion.

Para la prueba de termocompresion se tomaron las fundas de los sustratos TCII-A y
TCIII-FA con 20 dias de incubado y fueron utilizadas para rellenar moldes de tamafio 15x15x4
centimetros, en el cual se incubaron durante 5 dias antes de ser desmoldadas e incubadas por
4 dias mas, todo estoa 27°C. Finalmente, se cort6 a las muestras en 2 rectangulos idénticos y
utilizando una prensa térmica (ESPOL) se las formé a una presion de 17.25 MPa y temperatura
de 200°C durante 15 minutos. Para la prueba de secado en estufa, se tomaron fundas de
muestras de 300 g de los sustratos TCII-A y TCIII-A con 15 dias de incubado y fueron utilizadas
para rellenar moldes de tamafio 15x15x4 centimetros, en el cual se incubaron durante 5 dias
antes de ser desmoldadas e incubadas por 4 dias mas, todo esto a 27°C. Las probetas
producidas en estos moldes fueron secadas en una estufa (RebelK RS-40P) a 60°C durante 10

horas.
2.9 Especimenes para pruebas mecanicas

Se tomO de referencia las especificaciones ASTM C578-23, para establecer las
dimensiones de las probetas a generarse, utlizandose la informaciéon encontrada bajo el

apartado “Test Specimen” en cada una de las normas citadas para las pruebas “
2.10 Generacion de gréficos

Se utilizé el software RStudio y la libreria ggplot2 para el calculo de los promedios de tiempo de

crecimientoy la generacion del grafico utilizado.
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3. Resultados y analisis
3.2 Trituracién, tamafios de particula y formulaciones.

El uso de rangos de tamafio de particula de viruta permitié analizar su viabilidad como
sustrato en el protocolo, demostrandose que el tamafio de particula del sustrato puede afectar

directamente a la produccion de CBM.

Figura 2

Viruta en tamafios de particula variados

Nota. A: <1.4mm,B: 1.4 -2mm,C:>2 mm

Todos los sustratos con tamafios de particula de viruta inferiores a 1.4mm mostrados en
la Figura 3A (TI-C, TII-C y TIII-C), asicomo sus controles (TCI-C, TCI-C y TCIII-C), no
mostraron crecimiento bajo ninguna de las metodologias aplicadas debido a la compactacion
gue presentan. La compactacion en el sustrato es uno de los principales factores que regulan
el crecimiento micelial en la naturaleza, debido a que la respiracion celular en hongos
aprovecha la geometria y porosidad, y por ende oxigeno, de su sustrato para realizar el

intercambio gaseoso (Lacoma, 2017).

3.2 Hidratacion

Dentro de las metodologias de hidratacion aplicadas, la hidratacion por remojado y
escurrido present6 la mayor cantidad de problemas, como la pérdida de componentes del

sustrato durante el escurrido. En todos los sustratos se observo una pérdida de poliuretano en



el agua, asi mismo con cierta cantidad de la viruta de tamanos de particula inferiores a 1.4mm

de los sustratosTI-C, TII-C y TIII-C y sus controles.

Figura 3

Acumulacion de agua en fundas de sustrato

Nota. A: TlIlF-A, B: TII-C bajo hidratacion por volumen

Por otro lado, la hidratacion por volumen permitié evaluar mas precisamente los
requerimientos hidricos del hongo de acuerdo al sustrato. Se demostré que el tamafio de
particula y composicion del sustrato afectan directamente la cantidad de agua requerida,
mostrandose en la Figura 4 la diferencia en el agua acumulada en el fondo de la funda en la
misma composicion de sustrato, pero con distintos tamafios de particula de viruta. La cantidad
de agua requerida es inversamente proporcional al tamafio de la particula de la viruta,
demostrandose que los sustratos TCII-A y TCIII-FA sonlos mas eficientes hidricamente. Las
variaciones en la absorcion de agua se deben a que al disminuir el tamafio de particula de la
viruta de madera aumenta el area superficial, y por ende, la presencia de grupos -OH libres en
la estructura de celulosa y hemicelulosa, ocasionando que estas particulas de madera
hidréfilas absorban agua a través de enlaces de hidrogeno entre las moléculas de aguay los

grupos -OH en la superficie de sus particulas (Yesilbas et al., 2016).
3.3 Inoculado

Las metodologias de inoculado utilizadas presentaron resultados variados respecto a su

aplicabilidad y estabilidad de los indculos a través del tiempo. El uso de placas de PDA se



muestra como una forma efectiva de propagar a la especie escogida, ya que su preparacion
requiere menor tiempo y las placas sin inocular pueden ser usadas durante semanas para
preparar in6culos segun convenga. El arroz en cascara, por otro lado, presento
contaminaciones con mayor rapidez una vez cocinado, requiriendo refrigeracion para mantener
estables a las alicuotas realizadas previas a su inoculado. Sin embargo, se destaca que el
arroz en cascara permite prescindir de equipos como bisturis y camara de flujo al inocular,
ademas de mantenerse estables durante mas tiempo que el PDA, al poder ser utilizados en un
rango de 7 a 25 dias desde suinoculacién, mientras que el PDA presenté contaminaciones en

todos los casos a partir del dia 17.
3.4 Crecimiento

El procedimiento de crecimiento sin control de temperatura no presenté resultados
Optimos sobre los sustratosprobados debido a las variaciones de temperatura presentadas
durante la experimentacion realizada. El promedio de temperatura en estas fundas fue de
19°C, condiciones poco éptimas para el correcto crecimiento de especies fungicas (Travaglini
et al., 2016; Saez et al., 2020; Elsacker et al., 2021). Estatemperatura es propia de la época en
la que se realiz6 la experimentacion, que corresponde a la época fria y secade la ciudad de

Guayaquil, entre junio y noviembre.



Figura4

Grafico de barras de tiempo de crecimiento de cada sustrato a 27°C

TH - A
TH - A Grupo

Sustrato

Con PU

TI-A

0 10 20 30 40 50
Tiempo de crecimiento (Dias)

Nota. Se considero el tiempo hasta la completa colonizacion de la funda de sustrato

El procedimiento de crecimiento con control de temperatura aplicado destaca la
necesidad del uso de equipos como incubadoras durante el proceso de producciéon de CBM. A
través de la Figura 5 se puede distinguir que los sustratos sin PU presentaron en promedio un
crecimiento mas acelerado que los sustratos con PU. El crecimiento lento presentado en este
grupo se debe a que la especie P. sanguineus no es capaz de degradar al PU, y por ende, su
micelio demora mas en completar la matriz tridimensional que lo compone para colonizar todo
el sustrato disponible. Se destaca, ademas, que el sustrato TI-A presentd crecimiento, sin
embargo, este crecimiento fue extremadamente lento y en todas las repeticiones existieron
contaminaciones que evitaron la colonizacién completa del sustrato. Ademas, a través de la
gréfica se puede distinguir una relacién negativa entre la velocidad de crecimiento y la cantidad

de viruta que conforma el sustrato.



3.5 Secado y desactivacion
Figura 5

Materiales resultantes de metodologias de secado

Nota. A: Secado por termocompresion B: Secado por horno

Las probetas generadas por medio de los dos métodos de secado empleados difirieron
ampliamente en sus propiedades observables y posibles aplicaciones. El secado por horno,
mostrado en la Figura 5B logré conservar el volumen de la probeta posterior al secado, lo cual
lo vuelve ideal para su aplicacion como material de empaques e insulacion térmica (Elsacker et
al., 2019). La baja densidad otorga a materiales como poliestireno propiedades como
resistencia térmica, ya que las burbujas de aire presentes en su estructura son malas
conductoras térmicas (Hasanzadeh et al., 2019). El secado por termocompresion, por otro lado,
permitié generar probetas como la observada en la Figura 5A las cuales varian ampliamente
en sus propiedades observables. ElI secado por termocompresion permitié distinguir la
aplicacion de esta especie para aplicaciones como estructuras sandwich (Jiang et al., 2017) y

tableros (Khoo et al., 2020).



3.6 Delimitacion de especimenes

Tabla3

Tamafio de especimenes para pruebas fisico-mecanicas segin norma ASTM C578-23

Test Dimensién Tamafio (mm) Norma Forma
Longitud 250-300
ASTM — C203 Method 1 I:l
Flexural Ancho 75-100
Procedure A
Grosor 25
Lados/Diametro 150 mm
Area minima 2580 mm?
Compresion  Altura minima 12,5 mm Method C 165 Procedure A
Menor a
Altura maxima
Lados/Diametro
n/o
Area minima 25.8 cmz?
Area méaxima 232 cm?
Compresién Altura minima 25.4 mm Test Method D 1621
Menor a
Altura maxima
Lados/Diametro
Largo minimo 100
Densidad y ASTM C303-21 I:l
Ancho minimo 200
dimensiones
Volumen Minimo 16.4 cm?® ASTM D1622/D1622M-14
Absorcion de Lados 305 ]
Test Method C 272
agua Altura 25
Estabilidad Lados 100 O
Test Method D 2126
dimensional Altura 25
indice de Longitud 80-150 Test Method D 2863. T




oxigeno Ancho 10

Grosor -

Ademéas de las pruebas mecanicas mencionadas en la Tabla 3., la normativa para
poliestireno celular requiere pruebas de Cuadratura, Resistencia térmica y permeabilidad de
vapor de agua, pero los protocolos no especifican dimensiones para los especimenes de
prueba, o requieren probarse a partir de su disefio comercial. El grosor para la prueba de indice
de oxigeno seréa definido a partir del tipo de poliestireno a compararse. La normativa estudiada,
ademas, requiere un condicionamiento de calor para todas las probetas previo a su testeo para

asegurar homogeneidad entre los especimenes.
3.7 Protocolo
Figura 6

Protocolo de produccion de CBM generado en flujograma

Triturado de
Viruta
tpV: =2 mm

Compesicidn de . . e e
sustrato Hidratacion Esterilizacion Inoculado

5 ) 125% wiw de agua por Autoclave: PDA:
TH-A, TCIEA sustrato seco { 121°C, 15 psi, 15 min 7-12 dias

Purificacion de PU
SMCI:
0.3A, 60rxm, 15 min

Lavado y tamizado
de cascarilla
tpC: =600 pm

Moldeo
ASTM C578-23

Secado
Horno: Desmoldeo
60°C

El protocolo generado, observable en la Figura 6. permitio la produccion de CBM para
empaques, permitiendo generar un ciclo de produccion para fundas de 300g de sustrato,
pudiéndose completar este en al menos 24 dias, dependiendo de la probeta a generarse. Los
protocolos previamente utilizados en los laboratorios del CIBE tenian una duracion del ciclo de

produccion de aproximadamente 29 dias debido a metodologias de hidratacion, crecimiento y



secado poco eficientes. Las principales causas de variabilidad dentro del tiempo de produccién
se deben a las fases de incubacion posteriores al moldeo, ya que las probetas mas grandes

tomaran mas tiempo para permitir al micelio completar su estructura tridimensional.
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4.1 Conclusiones y recomendaciones
4.1.1 Conclusiones

La aplicacion de las metodologias recopiladas permitié distinguir los siguientes puntos:

*El protocolo formulado a partir de las metodologias evaluadas permitioé disminuir el
tiempo de produccién en 5 dias a través de la optimizacion de las fases de hidratacion,
crecimiento y desactivacion. Se destaca la eficiencia en el uso de recursos hidricos al reducirse
el uso de agua durante la hidratacion, ademas de la versatilidad en las posibles aplicaciones al
generarse materiales por las dos metodologias de desactivacion.

*Los sustratos con tamafos de particula menores presentaron problemas para el
correcto crecimiento de la especie P. sanguineus debido a sus requerimientos hidricos, asi
como por la compactaciéon que presentaron. El crecimiento, ademas, presenta una relaciéon
negativa con el porcentaje de viruta que conforma el sustrato. La presencia de PU como aditivo
representa un aumento en el tiempo del ciclo de produccion de CBM.

Las probetas a generarse para las pruebas de compresion, flexion, densidad,
absorcion de agua, estabilidad dimensional e indice de oxigeno estan propiamente definidas
segun las normativas disponibles. Las probetas por generarse para las pruebas de cuadratura,
resistencia térmicay permeabilidad de vapor de agua dependeran de otros factores, como la

aplicacién comercial a abordarse.

4.1.2 Recomendaciones

El proyecto realizado permitié concretar un protocolo de produccién para biomateriales
a nivel de laboratorio, sin embargo, se recomiendan los siguientes puntos para desarrollar
proyectos que involucren el uso de CBM:

*Evaluar variaciones en la hidratacion por volumen en tamafios de particula de viruta
menores para encontrar el mejor rendimiento para cada rango de tamarfio pertinente

*Comprobar las propiedades fisico-mecanicas y los efectos de aditivos como PU en

estas.



*Experimentar con el control de la humedad del proceso de produccién para estudiar su

escalado mediante fermentacién en saturacién de agua.
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