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RESUMEN
El pléstico es un material que en la actualidad forma parte de nuestro modo de vida, no obstante,
la produccion y el consumo en exceso, sin prever opciones para el descarte apropiado esta
causando grandes impactos ambientales. Una alternativa para minimizar este problema, es el uso
de los bioplésticos, los cuales se degradan en el medio ambiente mucho maés réapido, debido a que
son elaborados a partir de biomoléculas. Los polisacaridos son biomoléculas que constituyen los
micelios de los hongos, estos a su vez utilizan compuestos lignocelul6sicos para su crecimiento.
Los bioplasticos elaborados a partir de biomasa de micelio/residuos lignoceluldsicos son
materiales biodegradables que provienen de recursos naturales y pueden presentar propiedades
similares a los plasticos tradicionales. En la presente investigacion se obtiene un bioplastico
moldeable y sustentable, generado de una biomasa formada a partir de micelio de Pleurotus
ostreatus evaluando para su desarrollo los sustratos de residuos lignocelul6sicos forestales aserrin
y astilla de encino de la especie castanea neé incorporando olotes de maiz como residuo agricola.
La caracterizacion morfoldgica se llevé a cabo por microscopia Gptica, microscopia electronica
de barrido, realizando un analisis estructural por espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier. Ademas, se evalud el potencial de produccién de los bioplasticos mediante la eficiencia
biologia y la pérdida de materia orgénica ocasionada por el hongo. Llevandose a cabo a su vez
dos caracterizaciones fisicas: densidad y absorcion de agua. De acuerdo a los analisis realizados
hasta el momento los bioplasticos elaborados pueden presentar alternativas al ser utilizados en
construccién no estructural, embalaje y amplio nimero de aplicaciones en arquitectura,

decoracion y fabricacion de muebles debido a su facil moldeo.
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ABSTRACT

Plastic is a material that is currently part of our way of life, however, excessive production and
consumption without foreseeing options for proper disposal is causing great environmental
impacts. An alternative to minimize this problem is the use of bioplastics, which degrade in the
environment much faster, because they are made from biomolecules. Polysaccharides are
biomolecules that constitute the mycelium of fungi, these in turn use lignocellulosic compounds
for their growth. Bioplastics made from mycelium biomass / lignocellulosic residues are
biodegradable materials that come from natural resources and can present similar properties to
traditional plastics. In the present research, a moldable and sustainable bioplastic is obtained,
generated from a biomass formed from Pleurotus ostreatus mycelium, evaluating for its
development the substrates of lignocellulosic forest residues, sawdust and oak chips of the
castanea neé species, incorporating corn cobs as agricultural residue. The morphological
characterization was carried out by optical microscopy, scanning electron microscopy,
performing a structural analysis by Fourier transform infrared spectroscopy. In addition, the
production potential of bioplastics was evaluated through biology efficiency and loss of organic
matter caused by the fungus. In turn, two physical characterizations are carried out: density and
water absorption. According to the analyzes carried out so far, the bioplastics produced can
present alternatives when used in non-structural construction, packaging and a wide number of

applications in architecture, decoration and furniture manufacturing due to their easy molding.

Keywords: biodegradability, agroforestry residues, hyphae, morphology, fungi.
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NOMENCLATURA

La nomenclatura utilizada mas importante se muestra a continuacion:

SEM
MO
FTIR
CH
EB
PMO
T1
T2
T3
T4

Hr
°C

Kg
%

Microscopia electronica de barrido
Microscopia Optica
Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
Contenido de humedad

Eficiencia biologica

Pérdida de materia organica
Tratamiento 1

Tratamiento 2

Tratamiento 3

Tratamiento 4

Temperatura

Humedad relativa

Grados centigrados

Gramos

Kilogramos

Porciento
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CAPIITULO I
1.1 Introduccién

La presente investigacion surge del interés de desarrollo de nuevos materiales (bioplasticos)
respetuosos con el medio ambiente, a partir de microorganismos bioldgicos como los hongos y la
reutilizacion de residuos originados por la industria agroforestal como sustratos para su

desarrollo.

El reino fungi consta de una extensa gama de especies con morfologias y propiedades muy
variables (Byung-Keun et al., 2007, Garcia & Benitez 2017). La especie Pleurotus ostreatus es
un hongo saprofito que se alimenta de materia organica descomposicion, conformado por
micelio, siendo este, su parte vegetativa mas importante que a su vez esta constituido por una red
de células filamentosas interconectadas llamadas hifas (Reyes, 2017). El micelio de esta especie
de hongo, tiene la capacidad de crecer en materia orgénica en descomposicion con un alto
contenido en carbohidratos estructurales como la celulosa y hemicelulosa, utilizandolos como
fuente de nutrientes (Colmenares et al., 2018). El aporte ecoldgico de este hongo, asi como el de
otros microorganismos, es trascendental para evitar la acumulacion de materia organica en el
ecosistema y, en consecuencia, sus nutrientes no podrian ser absorbidos (Byung-Keun et al.,
2007, Ha-Thi et al., 2015).

La capacidad del P. ostreatus para colonizar y entrelazar residuos lignoceluldsicos agroforestales
ha sido explorada, con el fin de conformar bioplasticos compuestos entre micelio-materia
organica (Colmenares et al., 2018). Estos biomateriales tienen caracteristicas atractivas, debido a
su facilidad de ser moldeados de manera programada para diversas aplicaciones, como el
embalaje, decoracion, construccion, fabricacion de muebles entre otros. Estos materiales ademas
de ser biodegradables, son compostables y se degradan de forman natural en la intemperie
dejando sus nutrientes generando un ciclo ecoldgico (Huynh, 2017). Son sostenibles, ya que se
desarrollan a partir de fuentes econdémicas de residuo creciendo rapidamente sin altos consumos
de energia, con altos rendimientos en un proceso de elaboracion simple (Byung-Keun et al.,
2007). Dependiendo de los parametros de crecimiento, el producto final adquiere buenas
propiedades fisico-mecénicas que estan relacionadas con la composicion de la pared celular de

los hongos, siendo su principalmente componente la quitina, el cual es el segundo polisacarido
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mas abundante en la naturaleza, con resistencia mayor que muchos materiales sintéticos debido al
enlace de hidrégeno a lo largo de las cadenas que les dan rigidez (Byung-Keun et al., 2007). El
micelio formado por este polisacarido funge como matriz otorgando a los bioplasticos adhesion,

plasticidad y resistencia (Garcia & Benitez, 2017).

Por otra parte, la utilizacion de los sustratos de origen agroforestal ayuda al aprovechamiento de
los residuos lignoceluldsicos generados en grandes cantidades dandoles un valor agregado, como
el bagazo de agave, rastrojo y olote de maiz, paja de trigo, avena, sorgo, aserrin, astilla entre otros
(Jackson, 2018). Residuos provenientes de aserraderos, plantas de celulosa, plantas y talleres de
transformacion fisica de la madera y al momento de la cosecha en el caso de los residuos
agricolas (Pefia & Acufia, 2015).

Por todo lo anterior, el desarrollo de micelio de la especie P. ostreatus sobre sustratos
lignoceluldsicos, presentes en residuos agroforestales, son una alternativa para la obtencion de
bioplasticos a base de quitina, con la posibilidad de ser moldeados, de bajo costo y tiempo de
obtencion, ademas de ser amigables con el medio ambiente a diferencia de los plasticos

convencionales.
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1.2 Justificacion de la investigacion

La mayor parte del plastico que se produce hoy en dia se utiliza en envases de un solo uso, que se
desechan inmediatamente una vez que han cumplido su propdsito, generando inevitables
contaminaciones que se degradan a largo plazo, contrario a los plasticos elaborados por
polimeros biodegradables. Debido a esta problematica se ha propuesto crear un bioplastico a
partir de materiales organicos que tengan un aporte ecoldgico, se desintegren facilmente en la

intemperie y no sea dafiino para el medio ambiente.

Polisacaridos y proteinas forman parte de la pared celular de los hongos como el P. ostreatus,
este a su vez se alimenta de residuos lignocelul6sicos agricolas y/o forestales en descomposicion,
dando como resultado una biomasa no toxica con la facilidad de ser moldeada conformando un

bioplastico y fungiendo como matriz otorgando buenas propiedades fisico-mecénicas.

Por otra parte, los residuos de madera de encino de la especie castanea que se encuentran
comUnmente en plantas de transformacion fisica de la madera, como aserraderos, talleres de
cabo, carpinterias, etc. asi como el olote obtenido de la cosecha del maiz, se generan en grandes
cantidades, la mayoria de ellos sin un uso adicional. Ambos compuestos lignoceluldsicos son una
fuente rica en carbohidratos, que son ideales como sustrato en la siembra de micelio, ademas de

funcionar como material de auto-ensamblaje.

Por lo que la obtencion de bioplésticos a partir del uso de residuos lignocelulésicos y el
desarrollo de micelio fungico, conllevan un proceso de obtencion simple en cortos periodos de
tiempo, ya que los hongos son de crecimiento rapido, en costos bajos, no se requiere altos
consumos de energia asiéndolo sostenible, sin la necesidad de aditivos quimicos ni maquinaria

pesada.
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1.3 HipOtesis

Bioplasticos moldeables y con buenas propiedades fisicas (densidad y absorcién de agua) son
obtenidos a partir del micelio de Pleurotus ostreatus, desarrollados en sustratos de residuos

lignocelulosicos de encino y olote.
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1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo General

Evaluar el desarrollo y caracteristicas de un bioplastico, mediante el analisis de crecimiento de
biomasa micelial de Pleurotus ostreatus en residuos lignocelulésicos de encino (Q. castanea) y

olote (Z. Mays), para la obtencién de articulos moldeables.

1.4.2 Objetivos Especificos

1. Determinar la composicién de la madera de encino de la especie castanea y olotes de maiz, a
través de un analisis elemental y establecer el aporte benéfico para el desarrollo micelial.

2. ldentificar las relaciones de crecimiento y morfologia micelial por medio de la examinacion
del endo-crecimiento de biomasa a través de microscopia optica y microscopia electronica de
barrido por extraccién mésica.

3. Conocer la composicion quimica de los biopléasticos por la identificacion de los grupos
funcionales a través de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier.

4. Conocer el potencial de produccién del bioplastico micelial por medio de la determinacion
de la eficiencia biologica y pérdida de materia organica, asi como las caracteristicas fisicas

de densidad y absorcion de agua.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Se han realizado trabajos de obtencion de biomateriales, a partir de micelio de hongos y sustratos
de residuo agricola y forestal como materia prima, algunos de estos trabajos se citan a

continuacion:

Rodriguez (2018) creo un material biobasado compuesto por micelio de hongos
descomponedores de madera Pleurotus ostreatus y Trametes versicolor, utilizando como
sustratos residuos agroindustriales como rastrojos de alfalfa y cascaras de nuez, una vez que son
sembrados, los hongos tardan de 5 a 8 dias en colonizar, después se cambia de molde y se deja
incubar nuevamente en un lapso de 8 a 10 dias obteniendo un material con buenas caracteristicas

mecanicas.

Colmenares et al., (2018) realizaron un material ecoldgico con fines de embalaje a partir del
hongo Pleurotus ostreatus y residuos organicos agroindustriales como: pasto seco, bagazo de
cafia, aserrin y cascarilla de café utilizandolos solos y en mezcla. Se esterilizaron, e inocularon
con micelio de hongo crecido en sorgo y se incubaron durante 18 dias en moldes. Los
biomateriales obtenidos se sometieron a pruebas fisicas y mecénicas donde alcanzaron una
deformacion del 40% sin quebrarse, el esfuerzo aplicado vario entre 60 y 810 Kpa, sin embargo,
absorbieron un gran porcentaje de humedad en comparacién con lo materiales sintéticos
encontrando que el tamafio de molienda para la conformacion del material es un factor influyente

en la resistencia y absorcion de agua.

Por otra parte, Houette et al., (2020) desarrollaron fachadas miceliadas utilizando el hongo P.
ostreatus en sustratos de rastrojo de maiz, cafiamo, cascara de soja granulada, aserrin de roble
rojo, yeso y grano de centeno inoculado, utilizados a diferentes proporciones e incubadas durante
2 a 5 semanas a 21 °C en un ambiente adaptado para su desarrollo. Los paneles finales fueron
expuestos en un andamio exterior durante 7 meses, obteniendo que los paneles mostraban
desintegracion al estar en contacto con el aire después de 5 meses, formando grietas por las
cuales se absorbia agua por capilaridad del medio ambiente aumentando su grosor y haciendo que
los paneles no sean aptos para fachadas, debido a que las mismas deben ser duraderas y

resistentes al estar contacto con el exterior.
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Gutiérrez et al., (2021) elaboraron un biomaterial obtenido a partir de micelio de hongo
Ganoderma lucidum y los residuos agricolas de cascara de nuez y aserrin de roble como sustratos
a diversas proporciones, fueron llevados a incubacion a un tiempo de 30 dias, temperatura de
26°C y humedad relativa del 70 al 80%. EI biomaterial obtenido presento un aspecto
aterciopelado similar a una espuma. La prueba de compresion revelo una alta resistencia a 0.392
MPa con un porcentaje de deformacion méximo de 26% y presento una densidad media de 0.511
+ 0.169 g/cm3, obteniendo que el biomaterial se encuentra dentro de los pardmetros de espumas a

base de micelio.

Fue generada una bioespuma a base de micelio como una alternativa a la espuma a base de
polimero de petréleo utilizando los materiales lignocelulésicos de cascara de arroz, aserrin, y
bagazo de cafia de azlcar utilizando el hongo Pleurotus ostreatus. Obtuvieron densidades de 1.07
g/cm?® y detectaron los grupos funcionales de las proteinas y lipidos a 1633 cm™ y 3280 cm™ por
FTIR, determinando que la naturaleza quimica de los sustratos de alimentacidn presento cambios
en los espectros de los materiales. Obtuvieron que la bioespuma a base P. ostreatus y cascarilla

de arroz es una buena alternativa prometedora a la espuma polimérica (Nashiruddin et al., 2021).
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2.2 Generalidades
2.2.1 Bioplasticos

Los bioplasticos son polimeros naturales, producidos a partir de fuentes renovables. Son
biodegradables, compostables y a diferencia del plastico tradicional, liberan menor cantidad de

diéxido de carbono a la atmdsfera (Meza, 2016).

Los bioplasticos se utilizan como alternativa a los plasticos convencionales derivados de
combustibles fosiles (Wagner, 2014). Existen dos tipos diferentes de bioplasticos los
biopolimeros y plasticos biodegradables (Fernandez, 2016; Meza, 2016; Wagner, 2014). La
biodegradabilidad esta unida a la estructura de la cadena del polimero, no depende del origen de
las materias primas. Los criterios para designar plasticos, envases y embalajes se especifican
mediante las normas EN 13432 (Europea), ASTM D6400 (Americana) e ISO 17088
(Internacional). Por lo tanto, en el mercado hay materiales provenientes de recursos fésiles que
son biodegradables segun las normas y polimeros compuestos de biomasa resistentes a la

biodegradacion (Fernandez, 2016).

Los polimeros biodegradables se pueden clasificar a partir de su origen de la siguiente manera
(Meza, 2016):
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Bioplasticos

Biopolimeros

Plasticos biodegradables de

origen petroquimico

Obtenidos a
partir de biomasa

Sintetizados a partir
de mondmeros de
biomasa

Producidos por

UMSNH

Acido
polilactico

Otros

polimeros

Policaprolactona
(PCL)

Polihidroxialco-

noatos (PHAS)

Poliésteramida
(PEA)

Celulosa
bacteriana

Copoliéster
(PBAS)

Polisacaridos

Almidén
Celulosa
Quitina

Proteinas

Coléageno .
Gelatinas
Zeinas
Suero

Lipidos

Triglicéridos

(leche)
Gluten
Soja
Maiz

Figura 2.1. Clasificacion de bioplésticos.
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2.2.1.2 Bioplasticos a partir de micelio fangico

Los bioplasticos a base de micelio fungico, son el resultado del crecimiento de hongos en
residuos naturales de materia organica lignoceluldsica, que presentan propiedades similares a los
plasticos tradicionales. Son materiales biodegradables, sustentables y sostenibles, con un proceso
de biofabricacion simple, ademas de presentar una baja huella de carbono debido a que no
producen residuos contaminantes, toxicos y emiten menos gases de efecto invernadero (Camere
& Karana, 2018; Jones et al., 2017). EI micelio une la materia organica a través de una red hifal

de microfilamentos en un proceso bioldgico natural produciendo bioplasticos de bajo costo.

Existen diversos usos de los bioplasticos de micelio en la industria, algunos de ellos se muestran

a continuacion:

Construccién y arquitectura  Materiales aislantes y térmicos
4 it T w

-

197 Loy
i ol | o mild

The growing pavillion. 2019

Figura 2.2. Usos de los bioplasticos de micelio en la industria (Jones et al., 2020).
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2.2.2 Hongos

Los hongos son organismos eucariotas, libres de clorofila, productores de esporas y heterétrofos,
es decir, requieren materia organica que utilizan como fuente de energia y carbono para la

sintesis de estructuras celulares (Lopez, 2014).

2.2.2.1 Micelio

Los hongos estan constituidos por un micelio, uno de los organismos vivos mas grandes de la
Tierra, que crece por la expansion apical de la punta de una espora o un inoculo, tiene una
estructura porosa ramificada y compuesta de células filamentosas tubulares conocidas como hifas
(Figura 2.3). Estas células inician una ramificacion aleatoria, formando colonias que se
interconectan aleatoriamente mediante fusion hifal (anastomosis), con didmetros del orden de 1-
30 micrémetros (Islam et al., 2017). Dependiendo de la especie y el entorno de crecimiento,

alcanzan longitudes que varian desde micras hasta varios metros (Schmidt, 2006).

Micelio

Figura 2.3. Constitucion del hongo. Elaboracion propia.

Las hifas son rodeadas por una pared celular rigida compuesta por una estructura con gran
plasticidad que protege a la célula de estrés ambiental (Figura 2.4), compuesta en su mayor parte
por quitina 25-30%, glucanos 29% y glicoproteinas 25-30% (Khalaf, 2004; Ponton, 2008;
Schmidt, 2006). La funcion de la quitina es dar una delineada y gruesa conformacion a la célula,
asi como conferir fuerza mecénica, se encuentra en la pared celular del micelio, esporas y tallo, la

concentracion de quitina depende de su fisiologia y parametros de crecimiento (Khalaf, 2004).
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membrana

mano-
proteinas

B(1.6)
giucano

glucano

Figura 2.4. Esquema de la pared celular fungica (Khalaf, 2004).

La quitina es un polisacéarido, compuesto de unidades de N-acetilglucosamina (N-acetil-D-gluco-
2-amina) unidas entre si con enlaces B-1,4 (Figura 2.5) es altamente insoluble en agua y en
solventes organicos debido a los enlaces hidrogeno que presenta la molécula. La quitina se vuelve
soluble en acidos minerales diluidos cuando pierde el acetilo del grupo acetilamino,

convirtiéndose en quitosana (Zavala, 2010).

Hs

Grupo
CHS g“! \. acetilamino

Figura 2.5. Estructura quimica de la quitina (Alzate & Arias, 2002).

2.2.2.2 Pleurotus ostreatus

El P. ostreatus es un hongo cuyo micelio forma cuerpos fructiferos en forma de sombrero bajo
condiciones fisiologicas y ambientales especificas (Figura 2.6). Son muy populares debido a su
habilidad de crecimiento en amplios rangos de temperatura y en una gran diversidad de sustratos
organicos como residuos agricolas, forestales, animales y vegetales. El P. ostreatus se caracteriza
por alimentarse de materia organica en descomposicion, la naturaleza moriria asfixiada si no
existieran estos hongos ni las bacterias descomponedoras (Fuentes & C, 2020). Se desarrollan
absorbiendo nutrientes que obtienen mediante la degradaciéon de los biopolimeros
lignocelulosicos de los sustratos, por accion de un complejo sistema de enzimas que liberan al

sustrato donde se encuentran, entre las que destacan las hemicelulasas, celulasas como la -
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glucosidasas, exoglucanasas y endoglucanasas y enzimas degradadoras de lignina como Magneso
peroxidasa (Mnp), lacasas y Lignina peroxidasa (Lip) (Schmidt, 2006).

Figura 2.6. Hongo Pleurotus ostreatus. Elaboracion propia.

2.2.3 Residuos agroforestales

En el sector agroforestal se generan toneladas de residuos anualmente como la astilla, aserrin,
polvo, virutas, hojas, cortezas, olotes, rastrojos etc. Los cuales tienen bajo valor comercial y una
mala disposicion final, generalmente optan por quemar los residuos, arrojarlos a los basureros,
quebradas y rios, sin tener en cuenta la lenta degradacion de estos materiales, lo que contribuye a
la contaminacion del entorno (Ntuli & Inocente, 2013; Luna et al., 2013). Los numerosos medios
de eliminacion, tienen impactos adversos en el medio ambiente, como los procesos térmicos que
generan combustiones, produciendo emisiones gaseosas, asi como la gestion de residuos de
vertederos que producen malos olores ambientales, emisién de gases de efecto invernadero

(CH4 y CO3) y contaminacion de las aguas subterraneas y superficiales (Ntuli & Inocente, 2013).

2.2.3.1 Residuos agroforestales como sustratos de desarrollo de P. ostreatus

La materia prima sobre la cual se desarrollan los hongos se le llama sustrato, en el cual su
naturaleza quimica esta en relacion con las necesidades de crecimiento del hongo. Ademaés de la
naturaleza quimica del sustrato estan los factores fisico-quimicos, como el pH y factores

ambientales, como la humedad, luz, temperatura y oxigeno (Diaz et al., 2019).

En los dltimos afios los principales paises productores de madera y de rastrojos agricolas han
centrado su interés en la busqueda de alternativas para la gestion y la utilizacion de los residuos

derivados de las actividades agroforestales (Varner & Alvarez, 2010).
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El cultivo deP. ostreatus se presenta como una opcion para aprovechar los residuos
lignocelulosicos agroforestales, agroindustriales y urbanos disponibles, por la abundancia de
materia prima y alto contenido en fuentes de carbono como celulosa 40-61% y hemicelulosa 15-
30% (Garcia & Benitez, 2017). Asi como por la relativa facilidad y versatilidad del manejo de las
condiciones para su produccion (Garcia et al., 2011). En el mundo varios autores han evaluado el
desarrollo y produccion de P. ostreatus en diferentes sustratos, por lo que se han diversificado las
técnicas de su cultivo, para esto se han utilizado una serie de residuos, como el bagazo de agave,
rastrojo de maiz, trigo y aserrin en México, plantas y desperdicios de café en Colombia, bagazo
de cafia en Cuba, asi como paja de arroz, avena, sorgo, algodon, virutas de madera, cortezas,
residuos de la industria papelera, hojas de platano, fibra de coco, entre otros por ser los mas
abundantes en su zona de cultivo, obteniendo eficiencias biologicas (EB) entre 45 y 138% (Diaz
etal., 2019).

Resulta interesante explorar formas sostenibles y amigables con el medio ambiente para la
eliminacion de los residuos agroforestales, utilizandolos como sustratos promoviendo su uso

innovador en el desarrollo de P. ostreatus para la produccion de bioplasticos.

2.2.4 Métodos de caracterizacion

A continuacién, se describen las técnicas usadas para la caracterizacion de los controles y de los

bioplasticos.

2.2.4.1 Espectroscopia infrarroja por trasformada de Fourier (FTIR)

Esta técnica proporciona un espectro de reflexion de las bandas de los grupos funcionales de las
sustancias inorganicas y organicas, con lo que es posible realizar una identificacién de los
materiales. La espectroscopia IR es el método por el cual se estudia la absorcién o emisién de
energia radiante originada por la interaccion entre la radiacion electromagnética y el material en
estudio. Basandose en que las moléculas tienen la posibilidad de rotar y vibrar a distintas
frecuencias. Una molécula puede absorber la energia de fotones en el rango energético de IR, en
el caso en que exista una diferencia en el momento bipolar de la molécula mientras ocurre un
movimiento vibracional rotacional y cuando la frecuencia asociada con la radiacion resuena con

el movimiento vibracional. Los componentes de los enlaces quimicos tienen movimientos
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vibracionales con frecuencias naturales dentro del rango de frecuencias del infrarrojo como se

muestran en la siguiente tabla (Pique & Vazquez, 2012).

Tabla 2.1. Longitud de onda de distintos rangos de IR.

Longitud de onda para distintos rangos en el infrarrojo

Infrarrojo cm?

IR Lejano 400 a 10

IR Medio 4000 a 400
IR Préximo 12.800 a 4000

En este tipo de espectrofotometro se hace incidir todo el espectro de longitudes de onda sobre la

muestra de forma que todas las frecuencias son detectadas simultaneamente.

2.2.4.2 Microscopia optica (MO)

El microscopio éptico se ha utilizado como una herramienta fundamental para proporcionar
imagenes aumentadas de objetos imperceptibles a simple vista. Una imagen Optica es una
representacion discreta de distribucion de intensidades en una superficie hacia la cual se dirigen
los rayos que derivan de un objeto iluminado tras interactuar con un sistema dptico. El resultado
de la interaccion de la luz con la muestra y su entorno es impreso en la imagen, ésta provee
informacién sobre la estructura de la muestra como su morfologia y distribucidon espacial
(Guzman, 2015).

Esta construido con dos lentes que reflejan la imagen aumentandola para que se pueda ver todo
mucho mas de cerca el objetivo y el ocular. El objetivo recoge la luz que atraviesa la seccion de
tejido, mientras que el ocular es el que proyecta la imagen sobre la retina. EI aumento total que
permite un microscopio optico se calcula multiplicando la magnificacion que produce el objetivo

por la que produce el ocular (Megias et al., 2019).

2.2.4.3 Microscopia electronica de barrido (SEM)

El microscopio electronico de barrido o SEM (Scanning Electron Microscopy), es un instrumento
que permite la observacion y caracterizacion superficial de materiales inorganicos y organicos,
entregando informacion morfologica del material analizado, lo hace utilizando un haz de
electrones en lugar de un haz de luz para formar una imagen ampliada de la superficie de un

objeto.
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Para su funcionamiento utiliza un haz electrénico que atraviesa la columna y llega a la muestra,
un generador de barrido el cual es el responsable de producir el movimiento del haz de manera
que barra la muestra punto a punto de la interaccion entre los electrones incidentes, con los
atomos que componen la muestra se generan sefiales las cuales pueden ser captadas con
detectores adecuados para cada una de ellas. La preparacion de las muestras es relativamente
sencilla las principales caracteristicas son: muestra s6lida, conductora. Caso contrario, la muestra
es recubierta con una capa de carbén o una capa delgada de un metal como el oro o bronce para
darle propiedades conductoras a la muestra, de lo contrario, las muestras no conductoras se

trabajan en bajo vacio.

El SEM esta equipado con diversos detectores, entre los que se pueden mencionar: el detector de
electrones secundarios para obtener iméagenes de alta resolucion SEI, un detector de electrones
retrodispersados que permite la obtencion de imagenes de composicion y topografia de la
superficie BEI, y un detector de energia dispersiva EDS que permite colectar los Rayos X
generados por la muestra y realizar diversos analisis semicuantitativos y de distribucion de

elementos en superficies (Ipohorski & Bozzano, 2013).

2.2.4.4 Caracterizacion fisica

Las propiedades fisicas de los materiales se determinan mediante pruebas en probetas 0 muestras
estandarizadas. Para cada tipo de material existe un ensayo normatizado que regula su
determinacion, en este trabajo se describen los ensayos de densidad y absorcion de agua para los
bioplasticos utilizando las normas internacionales de materiales compuestos con matriz
polimérica ASTM 792-08 y ASTM C272M-12.

e Densidad

Es una prueba importante para categorizar los materiales, nos proporciona informacion sobre la
cantidad de masa dividida por unidad de volumen. La unidad de medicion en el sistema
internacion es en Kg/m®. Internacionalmente se mide bajo normas, pero de manera empirica se
determina obteniendo el peso de la muestra y su volumen con la ecuacién: densidad =

masa/volumen como lo reporta (Luna et al., 2013).
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e Absorcion de agua

La absorcion de agua es el porcentaje de peso que aumenta una probeta cuando se satura con
agua y se define como el cociente entre el peso de agua que absorbe y su peso cuando esté seco,
expresado en porcentaje. El coeficiente de absorcion de agua se puede determinar por inmersion
total o capilaridad, en ambas el agua penetra los poros de pequefio tamafio y grietas. En algunos
materiales el agua produce un aumento de volumen, ademas, en su recorrido por el interior del
material, disuelve y arrastra las sales solubles obtenidas aumentando la porosidad original y
creando depositos de sales en lugares no deseados volviendo el agua corrosiva (Ariza, 2021).
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CAPITULO IlIl. METODOLOGIA
3.1 Tipo de sustrato seleccionado

Se estudiaron los residuos lignocelulosicos aserrin y astilla de encino (Q. castanea neé) obtenidos
de un taller de cabo en Ocampo Michoacan (Figura 3.1) y un residuo de la industria
agroalimentaria, olotes de maiz (Zea Mays) obtenido de un cultivo de la comunidad de Los
Pilares Michoacan (Figura 3.2). Ambos residuos fueron utilizados como sustratos para el
desarrollo del hongo P. ostreatus y para fungir como material de refuerzo en los bioplasticos
desarrollados. Los residuos fueron tratados segun la metodologia descrita en los apartados 3.5 y
3.6.

Los materiales elegidos para ser utilizados como sustratos poseen propiedades como: ser material

de residuo, economicos, disponibilidad en cantidad, localizacién facil y cercana.

Figura 3.1. Residuos de un taller en Ocampo Michoacén: a) astilla de encino en copiadora de cabo, b) aserrin de
encino en recortadora de raja, cuadro y cabo.

Figura 3.2. Cultivo de maiz de la comunidad de Los Pilares Michoacén: a) siembra, b) olotes.
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3.2 Tipo de hongo seleccionado

Se selecciono la especie P. ostreatus de la division Basidiomycota del Reino Fungi, conocido por
ser un hongo de pudricién blanca que se alimenta de materia organica lignocelulésica en
descomposicion. Este hongo al ser constituido principalmente por quitina un biopolimero natural,
fue utilizado para fungir como matriz en el desarrollo de un bioplastico poco denso, que se
desarrolla rapidamente bajo sus mejores condiciones de desarrollo de T, Hr, C.H, Oz y nutrientes.
Fue utilizado micelio de P. ostreatus comercial proveniente de LABORATORIOS HONCOP de

la ciudad de Perote, Veracruz.

3.3 Cuadro metodoldgico

El siguiente cuadro metodoldgico estd dividido en 4 etapas las cuales a su vez se dividen en
secciones de acuerdo a las actividades planeadas para la realizacion de los objetivos particulares

*Formacion de tratamientos
*Preparacion de los sustratos
*Siembra, incubacién e
inhibicién del hongo

de este proyecto.

Objetivo 1

i
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
r
1
i
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
3
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Objetivo 2 ) *MO
*SEM
FTIR
Objetivo 3
| *EB
i *PMO
i
| * -
Objetivo 4 ) Dej*r,15|dad
*Absocion de agua

Figura 3.3. Cuadro metodologico.
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3.4 Material

Materia prima

Material aséptico

Olotes

Aserrin de Q. castanea

Astilla de Q. castanea

micelio comercial de P. ostreatus

Guantes de latex
Cubrebocas

Alcohol 70%

Cloro

Aspersores manuales

Equipos y material para la elaboracion de la biomasa y bioplésticos

Estufa de secado

Tanque de calentamiento

Incubadora de hongos

Navaja

Cinta

Frascos transparentes de 2 litros

Moldes plésticos flexibles y transparentes
Aspersores manuales

Oxido de calcio

Plastico envolvente

UMSNH
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ETAPA 1

3.5 Caracterizacion quimica de los sustratos

Los sustratos se caracterizaron al inicio de la experimentacion, determinando la composicion de
la madera de encino y olotes de maiz como fuente de nutrientes para el desarrollo del micelio,
realizado por medio de un analisis elemental para el cual se llevd a cabo la siguiente

metodologia:

Preparacion de las muestras: Las muestras fueron molidas en un molino eléctrico para reducir el
tamafio de particula y tener una mayor area de contacto con los solventes facilitando los
tratamientos posteriores, después fueron tamizadas con una malla no. 40 y finalmente fueron
puestas en una estufa de secado a 30°C por 24 horas, las muestras secas se guardaron en frascos

sellados. Todos los analisis fueron realizados por duplicado para cada especie.

3.5.1 Sustancias extraibles

Para la determinacidn de las sustancias extraibles se colocaron 12 gr de harina para cada especie
en dedales de celulosa corrugados colocando tapones de papel filtro de porosidad media para
evitar la pérdida de harina durante la extraccion, después se aplicd una extraccién sucesiva
solido-liquido utilizando 150 ml de solvente en 4 equipos Soxhlet durante 6 horas realizando la
extraccion una vez para cada solvente con la siguiente secuencia: ciclohexano, metanol, acetona,
y agua caliente (Figura 3.4). Los solventes fueron eliminados por evaporacién utilizando bafio
maria hasta peso constante, los extractos obtenidos se recuperaron en viales color ambar. El
contenido de extraibles para cada solvente se calculd dividiendo el peso del extracto anhidro

entre el peso de la muestra de harina referido porcentualmente como se muestra a continuacion:

Peso de muestra anhidra
u i «100 (3.2)

%Extractivos =
Peso de muestra seca

Los extraibles totales se calcularon con la suma de los porcentajes de los extraibles de cada
solvente. Al final el proceso la harina de encino y olote se design6 como libre de extraibles la

cual se empled para determinar el contenido de cenizas, lignina, celulosa y holocelulosa.
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Figura 3.4. Extracciones solido-liquido en equipos Soxhlet.
3.5.2 Sustancias inorgéanicas o cenizas

El contenido de estas sustancias se determiné de acuerdo a la norma T 211om-93 colocando 1g
de muestra en crisoles de niquel y colocandolos sobre una placa de calentamiento hasta el cese
del humo (Figura 3.5), para posteriormente calcinarlos en una mufla (Thermo scientific) a
550°C hasta peso constante. EIl porcentaje de cenizas se determin6 con la siguiente formula:

Peso de ceniza
%C Ceniza = * 100 (3:2)

Peso de muestra seca

Figura 3.5. Calcinacién de las muestras en placa de calentamiento para la determinacion de cenizas.

3.5.3 Holocelulosa

Se determind el contenido de holocelulosa empleando el procedimiento descrito por Wise et al.,
(1946). En matraces de 250 ml se agregd 1 gr de muestra libre de extraibles, se vertieron 32 ml de
agua destilada, 0.3 g de clorito de sodio y 2 gotas de acido acético glacial posteriormente se

llevaron a bafio maria a 75°C (Figura 3.6). Cada hora se adicion6 0.3g de clorito de sodio y 2
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gotas de acido acético glacial por un periodo de 4 horas agitando suavemente, al finalizar el
proceso las muestras se dejaron enfriar y la solucion fue filtrada y lavada con 100 ml de agua fria,
seguida de 10 ml de acetona el residuo fue llevado a secado hasta peso constante a 105°C. El
contenido de holocelulosa se calculé dividiendo el peso del residuo anhidro entre el peso de la

harina libre de extraibles anhidra referido porcentualmente como se muestra en la siguiente

formula:
Peso de muestra anhidra (3.3)
%Holocelulosa = * 100
Peso de muestra seca
Figura 3.6. Bafio maria de las muestras para la determinacion de holocelulosa.
3.5.3 Lignina

La obtencién de lignina se determind por el método de Klason a partir de la siguiente norma
ASTM D-1106-56 (1967). Se pesaron 2 g de harina para cada muestra posteriormente se
adicionaron 15 ml de H2SO4 al 72% y se dejaron en reposo por 24 horas. Después se agregaron
560 ml de agua destilada para pasar de H2SO4 72% al 3%. Los matraces fueron llevados a un
sistema de destilacién con reflujo manteniéndolos a ebullicién durante 4 horas (Figura 3.7). Los
solidos fueron filtrados y lavados en embudos Buchner con agua destilada hirviendo hasta que el
pH del agua de lavado fuera neutro, posteriormente las muestras se secaron en una estufa a 105°C
hasta peso constante. El contenido en lignina se determind con la siguiente expresion:
Peso de muestra anhidra . (3.4)

%Lignina = 100
& Peso de muestra seca
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Figura 3.7. Sistema de reflujo para la determinacion de lignina.

3.5.4 Celulosa

Para determinar la celulosa, en matraces de 250 ml se pes6 1g de harina para cada muestra y se
agregaron 10 ml de NaOH al 17.5%, adicionando 5 ml de NaOH cada 5 minutos, hasta
completar 25 ml, mediante agitacion con pequefios golpes. Se dejaron reposar durante 30 min,
para enseguida adicionar 50 ml de agua destilada, las muestras fueron filtradas en embudos
Buchner y lavadas en repetidas ocasiones hasta eliminar los residuos, después se agregaron 100
ml de NaOH al 8.3%, seguida de agua caliente y 15 ml de acido acético al 10%. Finalmente, las
muestras se llevaron a secado a 105°C hasta peso constante. El porcentaje de celulosa se
determiné con la siguiente expresion:
Peso de muestra anhidra

%¢Celul = 100
foCelulosa Peso de muestraseca (3.5)

ETAPA?2
3.6 Desarrollo de los biopléasticos

Para la realizacion de esta etapa se siguié y modifico el procedimiento descrito por Gaitan et al.,

(2006) y Rodriguez (2018), a continuacion, se muestra la metodologia empleada:
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3.6.1 Formacion de tratamientos

Se formaron cuatro tratamientos con diferentes composiciones de sustratos realizando 3 réplicas
de cada uno (Tabla 3.1), posteriormente se inocularon con micelio de P. ostreatus. Fueron
realizados a la par 4 tratamientos control uno para cada sustrato realizando la misma

metodologia, pero sin llevar a cabo la inoculacion del hongo.

Tabla 3.1. Formacién de tratamientos.

Tratamientos Sustrato Porcentaje
T1 Astillas 100%
T2 Astilla + Olote 50% + 50%
T3 Aserrin 100%
T4 Aserrin + Olote 50% + 50%

Los sustratos fueron utilizados con diversos tamafios en particula como se muestra en la tabla 3.2.

Tabla 1.2. Tamafio de particula de los sustratos.

Materia prima Tamanfo
Aserrin 1.36 mm en promedio
Astilla 3.5¢cm * 0.2 cm en promedio
Olote lcm

3.6.2 Preparacion de los sustratos

La correcta preparacion de los sustratos es muy importante, si no se realiza correctamente los
sustratos se contaminaran o en su defecto no se tendran las condiciones necesarias para un eficaz

desarrollo del hongo (colonizacion).
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3.6.3 Hidratacion por medio de &lcalis

Los tratamientos a utilizar fueron llevados a inmersion en recipientes de agua con 6xido de calcio
previamente preparada (una cucharada de 6xido de calcio / litro de agua) durante 24 horas con el
fin de hidratarlos, afiadir calcio a los sustratos y obtener un pH de 6.5 siendo el que favorece el

desarrollo del P. ostreatus (Martinez, 2012).
3.6.4 Pasteurizacion de los sustratos por inmersién en agua caliente

Los sustratos se escurrieron hasta eliminar el exceso de agua y fueron sumergidos en un tanque
de calentamiento presurizado con agua hirviendo entre 100-150°C durante 1 hora (Figura 3.8),
ocasionando un choque térmico y eliminando cualquier microrganismo que pudiera competir con
el desarrollo de los hongos, se escurrieron y enfriaron a temperatura ambiente esparcidos sobre
una malla hasta que al tacto estuvieran frios, finalmente estuvieron listos para ser inoculados con

el micelio de hongo.

L2
Figura 3.8. Pasteurizacion de sustratos en tanque de calentamiento presurizado.

3.6.5 Siembra, incubacion e inhibicion del hongo

Todos los pasos llevados en este proceso se llevaron a cabo a condiciones asépticas. Para la
siembra del hongo se adaptd y utilizd un area limpia, cerrada y obscura la cual fue desinfectada
con alcohol al 70%. La siembra se realiz6 en frascos transparentes intercalando capas alternas de
sustrato e inoculo, tratando de que la mezcla fuera uniforme y evitando dejar areas sin cubrir,
aproximadamente de 40 a 50 g de indculo se requirieron para sembrar 300 g en peso humedo de
sustratos. Los frascos fueron cubiertos con plastico envolvente realizando 4 agujeros de medio
centimetro e incubados en una area limpia y obscura con temperatura ambiental entre 16 a 25°C

en un lapso de 10 dias (Figura 3.9).
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e - . - :
Figura 3.9. Tratamientos en incubacion dia 10 a) aserrin-micelio, b) aserrin-olote-micelio, c) astilla-micelio, d)
astilla-olote-micelio.

Pasados los 10 dias se removio y mezclo la biomasa de los frascos y se cambiaron a moldes de
plastico flexibles y transparentes de 8cm*5cm*3cm compactando sobre las paredes del molde
con el fin de desarrollar bioplasticos con la forma del molde, posteriormente fueron sellados con
plastico envolvente realizando 6 perforaciones de medio centimetro para permitir el intercambio

con el aire y favorecer la oxigenacion del hongo (Figura 3.10).

Biomasa de micelio-

sustrato Biomasa mezclada

Cambio de molde

Figura 3.10. Remocion de sustrato y cambio de molde.

Los moldes de las biomasas se llevaron nuevamente a incubacion con condiciones asépticas
durante 15 dias a las siguientes condiciones: obscuridad, T. de 28°C, Hr. de 60-80% y un C.H.
semicontrolado al 80%, Las biomasas fueron examinadas diariamente para detectar la
recuperacion del micelio, lo cual se observé como una masa blanquecina y algodonosa que se
desarrollaba alrededor de los sustratos y para detectar cualquier posible contaminacion por

bacterias, otros hongos, mosquitas o insectos.

Una vez que transcurrieron los 15 dias, para que el micelio colonizara completamente en la parte
exterior y cubriera los sustratos en totalidad, se desmoldaron las biomasas colocandolas en bolsas
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de pléstico transparente manteniendo aire dentro y dejdndolas nuevamente en incubacion durante
5 dias més (Figura 3.11a). Una vez que el micelio colonizo completamente y formo una capa
gruesa de este microorganismo, se retiraron las biomasas de las bolsas y se colocaron en una
estufa de secado 70 °C con una ventilacion al 30% hasta peso constante, para eliminar el exceso
de agua e inhibir el desarrollo del hongo deteniendo su crecimiento, obteniendo como resultado
bioplasticos moldeados resistentes con poca densidad (Figura 3.11b).
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Figura 3.11.esaro||o de biomas de micelio en bolsas, b) inhibicién del hongo y eliminacidn de exceso de
humedad.

3.7 Examinacién de endo-crecimiento micelial por medio de andlisis morfoldgico

Se estudiaron los 4 diferentes tratamientos sin colonizar (controles) y colonizados con P.
ostreatus, para evaluar el desarrollo del hongo y morfologia a los 15 y 30 dias desde la
inoculacion. Para su examinacion se extrajeron muestras de 1 g de la parte central interna de cada
uno de los tratamientos y se observaron en Microscopia Optica y microscopia electrénica de
barrido.

3.7.1 Analisis morfoldgico por microscopia 6ptica (MO)

Se evalu6 la morfologia de los tratamientos con microscopia optica de alta resolucion mediante el
uso de un estereoscopio (Rossbach Kyowa No. 805570) (Figura 3.12), las muestras fueron
colocadas en porta objetos y observadas a 80x sin tratamiento alguno para no alterar su

morfologia.
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Figura 3.12. Estereoscopio Rossbach Kyowa No. 805570.

3.7.2 Analisis morfoldgico por microscopia electronica de barrido (SEM)

Para el andlisis en SEM las muestras se deshidrataron durante 24 horas a 70°C, se colocaron en
un soporte fijo en cinta carbon un dia antes del analisis, se metalizaron recubriéndolas con cobre
y se dejaron en un desecador hasta su observacion empleando el equipo marca JEOL, modelo
JSM 6400 (Figura 3.13).

Figura 3.13. Equipo de SEM JEOL JSM 6400.

ETAPA 3
3.8 Identificacion de los grupos funcionales

El analisis estructural de los bioplasticos se caracterizd al final de la etapa experimental por
medio de FTIR con la técnica ATR y se llevd a cabo en un espectrometro Perking Elmer
Spectrum 400 en el intervalo de 4000 a 650 cm™ a temperatura ambiente y presion atmosférica
(Figura 3.14).
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Figura 3.14. Equipo FTIR Perkin EImer Spectrum 400.

ETAPA 4

3.9 Analisis del potencial de produccidn del bioplastico micelial por medio de la eficiencia

biologica (EB) y pérdida de materia organica (PMO)

Una vez obtenidos los biomateriales, se evalu6 el mejor tratamiento para el desarrollo del micelio
con base a su EB utilizando la formula presentada por Tamayo (2018) mediante el tratamiento de
biomasa por diferencia de pesos EB = (Peso de micelio obtenido/Peso de sustrato hdmedo
utilizado) * 100. Una vez determinada la EB se determindé la PMO para evaluar la
descomposicion del sustrato la cual se basa en la pérdida de materia organica descompuesta por
el hongo. La PMO fue evaluada con la formula utilizada por Campos & Andrade (2011) PMO =
100 — (MSSR / MSSI) *100 donde MSSR = Masa seca del sustrato residual y MSSI = Masa seca

del sustrato inicial.
3.10 Caracterizacion fisica
3.10.1 Densidad

Se elaboraron 3 réplicas de bioplasticos para cada uno de los tratamientos utilizando la norma
ASTM D 792-08, la densidad se calculd del peso después del secado y volumen de cada

espécimen como se muestra a continuacion:

_M (3.6)
b=y

D = Densidad Kg/m®
M = Masa

V = Volumen
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3.10.2 Absorcion de agua

Para la realizacion de esta prueba se siguié el método descrito por la norma ASTM C272M-12
para lo cual se prepararon 3 réplicas cubicas con dimensiones de 3 in por tratamiento de los
bioplasticos, las muestras se colocaron en estufa de secado durante 24 horas a 50°C, se dejaron
enfriar en desecador, pesaron, tomaron sus dimensiones y se colocaron en recipientes llenos de
agua destilada mantenida a 23 + 1 ° C (Figura 3.15). Se retiraron las muestras y se extrajo
manualmente el agua superficial con papel filtro y sumergiéndolas en alcohol isopropilico, se
sacaron y se dejé evaporar el alcohol por 1 minuto, se pesaron y midieron sus dimensiones
nuevamente. Por Gltimo, se determind el porcentaje absorcion de agua por unidad de volumen
COMO se muestra a continuacion:

Absorcion de agua por unidad de volumen g/cm? = ? (3.7)

Donde:
W = Masa de la muestra después de la inmersion en agua y secado, g
D = Masa de pre-inmersion de la muestra, g

V = volumen de la muestra cm®

L

Figura 3.15. Inmersién de los bio

plasticos en recipientes con agua destilada.

3.11 Disefio experimental

Se realiz6 un disefio experimental de bloques distribuidos completamente al azar evaluando 4
tratamientos con 3 repeticiones. Los tratamientos fueron: aserrin, aserrin-olote, astilla, astilla-
olote (sustratos) con crecimiento micelial de P. ostreatus para un total de 48 unidades
experimentales tomando como variable respuesta EB, PMO, densidad y absorcion de agua.
Realizando a su vez una comparacion de medias con el método de Tukey utilizando el software
Minitab 17.

Pagina | 31



UMSNH

CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Bioplasticos obtenidos

En la figura 4.1 se muestran los bioplasticos obtenidos de los diferentes tratamientos a
condiciones de desarrollo de T y humedad relativa controladas (28°C, 60-80%) durante 30 dias
de colonizacion en obscuridad, los bioplasticos se aprecian con apariencia blanquecina y algunas
tonalidades amarillas las cuales se deben a la aplicacion de temperatura para la inhibicion del
hongo, asi, como de las gotas de agua amarillentas que genera el micelio envejecido en la
segregacion de metabolitos que inhiben a los nematodos y otros organismos para mejorar su
oportunidad de supervivencia (Piedra, 2008), también se aprecia una textura suave Yy
aterciopelada correspondiente al micelio formado en la parte exterior conocido como piel
fangica, desarrollada de forma irregular, no se visualizan diferencian significativas ya que todos
los tratamientos fueron totalmente cubiertos por el micelio. Por otra parte, se ilustran los

diferentes tratamientos control de los sustratos sin inocular a modo comparativo (Figura 4.2).

Figura 4.1. Bioplasticos obtenidos de los diferentes tratamientos colonizados con P. ostretaus. T1: astillas-micelio,
T2: astillas/olote-micelio, T3: aserrin-micelio, T4: aserrin/olote-micelio.
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Figura 4.2. Tratamientos control sin colonizacién de los diferentes sustratos. T1: astilla, T2: astilla/olote, T3: aserrin,
T4: aserrin/olote.

ETAPA1

4.2 Caracterizacion quimica de la materia prima

En la etapa nimero uno, se determino la composicion quimica de la madera de Quercus castanea
neé y olotes de maiz para conocer su aporte nutricional como sustratos en el desarrollo de micelio
de P. ostreatus, fueron determinados cinco componentes en porcentaje en peso: cenizas,

sustancias extraibles, holocelulosa, celulosa y lignina.

En la tabla 4.1 se muestran los resultados obtenidos, para el olote se encontrd un contenido de
cenizas del 0.9%, sustancias extraibles con un 5.1%, para la holocelulosa (celulosa +
hemicelulosa) un 78.9% donde en la celulosa se obtuvo 45% y por diferencia se obtuvo la
hemicelulosa con 33.9%, finalmente la lignina se encontrd con un valor de 15.1%. Los datos
obtenidos estan acordes a los que reportan Cdordoba et al., (2013), en los que obtuvieron 2% en
cenizas, 4.6% en sustancias extraibles, 78.6% en holocelulosa, 45% en celulosa y 15.8% en
lignina. En la madera del Quercus castanea, se encontrd un contenido de cenizas similar al olote
con 1%, el contenido de extraibles con 6.8%, se obtuvieron mayores porcentajes de lignina
(22.7%) y de holocelulosa (69.3%) donde la celulosa tiene un valor del 49.7% y la hemicelulosa
con 19.8%, no se encontraron reportes de composicion quimica para esta especie de encino en la
literatura, sin embargo, los resultados tienen similitud a lo reportado por Rutiaga et al., (2000) en
la composicion quimica del duramen de la madera de Quercus candicans neé los cuales reportan

10% para extraibles, 1% para cenizas, 21% para lignina y para holocelulosa 67%.
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Tabla 2.1. Composicién quimica del olote y encino.

Composicion quimica Olote (% peso) Encino (% peso)
Cenizas 0.9 1
Extraibles 5.1 6.8
Lignina 15.1 22.7
Holocelulosa 78.9 69.5

e Celulosa 45 49.7
e Hemicelulosa 33.9 19.8

Ambas materias primas presentan una buena fuente de nutrientes al ser utilizados como sustratos
en el desarrollo del micelio de P. ostreatus donde el carbono es su principal alimento, el olote
presenta una mayor concentracion de carbono en la holocelulosa respecto al encino, este
elemento es necesario para los hongos en grandes cantidades porque es la fuente directa de
energia para su metabolismo, asi mismo, es necesario para la formacion de la pared celular, el
encino por otro lado presenta una mayor concentracion de lignina respecto al olote, ambos
presentan un contenido bajo en cenizas donde sus principales componentes son P, K, Ca, Mgy N
(Solla et al., 2001), los cuales tambien son una buena fuente de nutrientes para el desarrollo del

micelio en bajas concentraciones (Schmidt, 2006).

Por otra parte, la variacién observada en el porcentaje de colonizacion de cada una de las cepas
esta en relacion a la composicion quimica y tasa C:N de los residuos agroindustriales utilizados.
Yang et al.,, (2013) sugiri6 que la proporcion C/N de 22-30,1, favorece la proporcion de
primordios, asi como una alta proporcion C/N favorece el crecimiento micelial y por el contrario
una baja proporcién C/N favorece el crecimiento del cuerpo fructifero. Martinez (2012) sugire
que la que la relacion C:N para el desarrollo del micelio del P. ostreatus debera estar entre 50:1,
100:1 y 500:1, ya que este tiene la capacidad de desarrollarse y colonizar sustratos pobres en
nitrogeno e incluso nulos, siendo una adaptacion ecologica para desarrollarse y vivir en la

naturaleza.
4.3 Analisis morfoldgico por MO

4.3.1 Tratamientos control
En la figura 4.3 se muestran los tratamientos control de los sustratos sin desarrollo micelial, en

donde se aprecian particulas de diferentes tamafios y distribuidas completamente al azar, en los
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diferentes tratamientos se puede observar un color cobrizo con tonalidades “rojaseas” tipicas de
la madera de encinos rojos como el Q. castanea, una madera de excelente resistencia mecanica
con alta resistencia al impacto (Perez & Quintanar, 1994). En el T1, se observan fibras agrupadas,
alargadas compactas que corresponden a las astillas, una vez que se mezclan con el olote (T2) la
topografia se modifica, observandose particulas de menor tamafo dispersas sobre las fibras. Para
los sustratos de aserrin (T3 y T4), se aprecian estructuras laminares, al adicionar olote, se observa

una superficie de aspecto polvoso con una ligera modificacion de tonalidad.

,%

£~ w y
Figura 4.3. Imagenes topograficas realizadas en microscopia éptica a 80x de los tratamientos control. T1: astillas,
T2: astillas-olote, T3: aserrin, T4: aserrin-olote.

4.3.2 Tratamientos inoculados con P. ostreatus

Para todos los tratamientos se realizo una observacion en el MO a 80x a los 15 y 30 dias de la
colonizacion, a fin de tener indicios de las estructuras de los micelios de hongos filamentosos, lo
cual se observa como una biomasa blanquesina en forma de telarafia creciendo alrededor de los
sustratos (Figura 4.4). A los 15 dias de colonizacion se observa variedad morfologica de las
biomasas en los diferentes tratamientos, el desarrollo fue mayor donde se incorporé olotes de
maiz (T2 Y T4). A los 30 dias se observa una mayor colonizacion que aglomera los sustratos,
mostrando que conforme avanzan los dias y el micelio va envejenciendo, torna a una textura
algodonosa, lo cual es evidente para todos los tratamientos y concuerda con lo reportado por
(Sanchez, 2018). En todos los tratamientos se observé desarrollo de micelio, por lo que las
condiciones de colonizacion otorgadas de T, Hr, C.H, obscuridad y tiempo fueron adecuadas.
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15 dias

Figura 4.4. Imagenes topograficas realizadas en microscopia optica a los 15 y 30 dias de desarrollo de biomasa
micelial de P. ostreatus en sustratos de T1: astillas, T2: astillas-olote, T3: aserrin, T4: aserrin-olote.

4.4 Analisis morfoldgico por SEM
4.4.1 Tratamientos control

En las figuras 4.5 y 4.6 se pueden apreciar las micrografias de los tratamientos control de los
sustratos sin inocular a diferentes aumentos, en las figuras 4.5a y b (astillas, astillas-olote) se
observan una cantidad considerable de cristales de oxalato de calcio en forma romboidal, estos
cristales se encuentran en la madera de encino y se presentan frecuentemente en células radiales,
fibras y esporadicamente en vasos (Pérez & Davalos, 2008). Estos cristales sirven para regular
los niveles de calcio, detoxificar a las plantas de metales pesados y proteccion herbivora
(Jauregui & Moreno, 2008). Por otro lado en las micrografias de aserrin, aserrin-olote (Figuras
4.6a y b) al tener un tamafio de particula mas pequefio permite apreciar algunas caracteristicas
microscopicas referentes a la madera del Q. castanea como sus vasos Yy rayos las cuales estan
acordes a las reportadas por (Perez & Quintanar, 1994). En las figuras 4.6b se observa la

presencia de particulas de olote incrustadas en los vasos y rayos del aserrin.

Pagina | 36



UMSNH

Figura 4.5. Micrografias de los tratamientos control T1y T2 (astillas y astillas/olote). a;: astillas 500X, a.: astillas
1000X, as: astillas 2500X, bs: astillas/olote 500X, b.: astillas/olote 1000X, bs: astillas/olote 2500X. Las flechas
muestran particulas de oxalato de calcio.

se; ote
SE| 2600 x HV: 16.0 kV_WD: 26.0 mm

Figura 4.6. Micrografias de los tratamientos control T3 y T4 (aserrin, aserrin/olote). a;: aserrin 500x, a,: aserrin
1000x, as: aserrin 2500x, bs: aserrin/olote 500x, b.: aserrin/olote 1000x, bs: aserrin/olote 2500x. Las flechas muestran
R: radios y EV: elementos de vaso.
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4.4.2 Tratamientos inoculados con micelio colonizados durante 15 dias

Las micrografias de las figuras 4.7a y b de las muestras de biomasa de astillas-micelio y
astillas/olote-micelio (T1 y T2) ilustran la morfologia del micelio a los 15 dias de colonizacion en
SEM, exhibiendo una microestructura con filamentos entrelazados y orientados al azar
correspondientes a las hifas. Por otra parte, en las figuras 4.8a y b de las muestras de aserrin-
micelio y aserrin/olote-micelio (T3 y T4) se observa una menor colonizacion de hifas en el T3
comparada con los otros tratamientos. En general se observé que los sustratos de mayor
colonizacion del hongo son aquellos que tienen mayor contenido de carbohidratos estructurales
(T2 y T4), debido a que el olote es un material que tiene un alto contenido de carbono, fuente
principal de moléculas estructurales. La morfologia analizada en SEM es afin a lo visualizado en
MO.

(astillas y astillas/olote). ai: astillas 500x, a: astillas 1000x, as: astillas 2500x, b;: astillas/olote 500x, by:
astillas/olote 1000x, ba: astillas/olote 2500.
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Figura 4.8. Micrografias SEM de hifas de P. ostreatus colonizadas durante 15 dias en los sustratos de T3y T4

(aserrin y aserrin/olote). ai: aserrin 500x, a,: aserrin 1000x, as: aserrin 2500, bi: aserrin/olote 500X, b2: aserrin/olote
1000x, bs: aserrin/olote 2500.

4.4.3 Tratamientos inoculados con micelio colonizados durante 30 dias

Las figuras 4.9, 410 (a y b) de las muestras de biomasa ilustran la morfologia de las
microestructuras de los cuatro diferentes tratamientos a los 30 dias de colonizacién, mostrando un
aumento de hifas entrelazadas sin orden donde los sustratos se aprecian cubiertos por estas
células, segun Fuentes (2020) una hifa crece 1 mm por dia bajo sus condiciones adecuadas,
algunas hifas se observan con apariencia lisas y otras rugosas, la rugosidad se pude deber a la
presion de turgencia provocada por cambios ambientales dentro de las células y la gran cantidad
de sales encontradas en los sustratos como se observo en las micrografias de las figuras 4.6,
mostrando a su vez didmetro de diversos tamafios, respecto a los diferentes sustratos utilizados,
en T1 (Figuras 4.9a) el diametro es de 1-1.8um en los T2 (Figuras 4.9b) el didmetro es de 1-2
pum, T3 (Figuras 4.10a) de 1.4-1.8 um y por UGltimo T4 (Figuras 4.10b) de 0.2-2 um. Los
diametros obtenidos son similares a los obtenidos por Islam et al., (2017) donde obtuvieron
didmetros de 1.3 + 0.6.
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Figura 4.9. Mlcrograflas SEM de hifas de P. ostreatus colonlzadas durante 30 dias en los sustratos de T1y T2. ax:
astillas 500x, ay: astillas 1000x, as: astillas 2500x, b;: astillas/olote 500x, b,: astillas/olote 1000, bs: astillas/olote
2500x. Las flechas muestran los diametros de las hifas.

Figura 4.10. Mlcrograﬂas SEM de hifas de P. ostreatus colonizadas durante 30 dias en los sustratos de T3y T4. ai:
aserrin 500x, a,: aserrin 1000x, as: aserrin 2500x, bs: aserrin/olote 500x, by: aserrin/olote 1000x, bs: aserrin/olote
2500x. Las flechas muestran los diametros de las hifas.
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ETAPA 2

4.5 Composicion quimica mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR)

En el siguiente apartado se muestran los espectros de absorcién provenientes de los 4
tratamientos con y sin colonizacion de micelio formados con las combinaciones especificadas
(Tabla 3.1) analizadas en un intervalo de numero de onda de 650 cm™ a 4000 cm™. A fin de
visualizar de manera méas conveniente las vibraciones de cada uno de los tratamientos se ha
colocado el FTIR de los tratamientos colonizados y sin colonizar en una sola figura a modo

comparativo.

Las figuras 4.11a y b muestra los espectros FTIR de absorcion del T1 correspondiente a astillas
(control) y astillas-micelio. Los dos espectros muestran dos sefiales caracteristicas de la celulosa,
hemicelulosa, lignina y algunos extraibles presentes en las astillas, una sefial en el intervalo de
3500 cm™ a 3200 cm corresponde al grupo O-H y la sefial que va de 3000 cm™ a 2800 cm™ de
los grupos CH> simétricos y anti-simétricos de metilenos correspondientes a las unidades de
guayacilo de la lignina en el espectro del tratamiento control y de la formacion de lipidos en el
tratamiento con micelio (Haneef et al., 2017), resultados similares a lo obtenido en el analisis
elemental de la madera de encino (Tabla 4.1). En el espectro de la figura 4.11a se indica la
presencia de O-CHjs de lignina a 1427 cm™y del grupo funcional carbonilo (C=0) presente en la
hemicelulosa a 1734 cm™ encontrandose con una intensidad débil en el espectro con micelio a
1738 cm'* indicando una degradacion por parte del hongo. Adicionalmente en la figura 4.11b, se
observa una sefial de tension a 1634 cm™ caracteristica de la amida | (C=0) (Figoli et al., 2016),
y una sefial de menor intensidad a 1547 cm™ de la amida 11 del grupo acetamido caracteristicas de
la quitina que componen la pared celular del micelio, resultado afin con los reportes hechos por
Brugnerotto et al., 2001 y Peniche, (2006). Otra sefial importante de este polimero es observada
con mediana intensidad a 1372 cm™ del CH3 (Haneef et al., 2017). Un pico del enlace C-O en su
modo vibracional de estiramiento del enlace glucosidico a 1029 cm™ es caracteristico de la

celulosa en la figura 4.11a y con mayor intensidad en la figura 4.11b caracteristico de la quitina.
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Figura 4.11. Espectros de FTIR de control y bioplastico del T1.

Tabla 4.2. Frecuencias FTIR de los grupos funcionales presentes en el T1.

Grupo funcional Tensiones Tipo de Tensiones experimentales T1 (cm™?)
tedricas (cm) vibracion Astilla-Micelio Astilla

OH (Hidroxilo 3500-3200 v 3292 3290

CH; (Metileno) 3000-2800 Vas;s 2926 2884

C=0 (Carbonilo) 1800-1500 v 1738 1734
C=0 (Amida 1) 1650-1620 v 1634 -
NH (Amida I1) 1560-1530 d 1547 -

O-CHs (Metoxi) 1463-1420 Olas - 1427
CHs (Metilo) 1380-1295 ds 1372 -

C-O (Enlace glucosidico) 1200-650 v 1032 1029

V= tension, vas= tensidn asimétrica, vs= tension simétrica, d= deformacion, ds= deformacion simétrica, das=

deformacion asimétrica.

UMSNH

En las figuras 4.12 se muestran los FTIR del T2 de astilla/olote y astilla/olote-micelio. La
presencia de los grupos O-H y CHz se encuentran a 3500-3200 cm™ y 3000-2800 cm
respectivamente. El pico a 1627 cm se atribuye al grupo C=0 de la hemicelulosa en el espectro

del tratamiento control. El espectro 4.12b muestra las sefiales de una banda de tension a 1638 cm-

L'y el pico de deformacion a 1543 cm™ caracteristicos de la amida | y amida I, ademas, de un

pico a 1379 cm™ correspondiente al grupo funcional metilo, estos tres grupos funcionales
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pertenecientes a la formacion de quitina se encuentran con mayor intensidad a diferencia del T1
(Figura 4.11), lo que coincide con el resultado del analisis morfoldgico en la etapa 1, donde se
percibe que el olote mejora las condiciones desarrollo del micelio y con ello se obtiene un mayor
desarrollo de quitina. En la figura 4.12a a 1423 cm™ se encuentra el grupo O-CHjs de la lignina.
Ambos espectros muestran un pico intenso del C-O entre 1200 y 650 cm™, relacionado al enlace

glucosidico.

1038

—) Aztillaz/Olote-Micelio
a) Astillaz/Olote (control)

Absorbancia (u.a)

I T I T I T I T
3200 3000 2500 2000 1500 1000
Niumero de onda (cm'l)

Figura 4.12. Espectros de FTIR de control y bioplastico del T2.

Tabla 4.3. Frecuencias FTIR de los grupos funcionales presentes en el T2.

Grupo funcional Tensiones Tipo de Tensiones experimentales T2 (cm™?)
teodricas (cm™) vibracion Astilla/Olote- Astilla/Olote
Micelio
OH (Hidroxilo 3500-3200 v 3285 3338
CH; (Metileno) 3000-2800 Vas,s 2980 2883
C=0 (Carbonilo) 1800-1500 v - 1627
C=0 (Amida 1) 1650-1620 v 1638 -
NH (Amida 1) 1560-1530 d 1543 -
0O-CH3; (Metoxi) 1463-1420 as - 1423
CHs (Metilo) 1380-1295 ds 1379 -
C-0 (Enlace glucosidico) 1200-650 v 1038 1025

v= tension, vas= tension asimétrica, vs= tension simétrica, d= deformacion, ds= deformacion simétrica, das=
deformacion asimétrica.
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En los espectros de las figuras 4.13a y b, se muestra el T3 (aserrin-control y aserrin-micelio)
ambos con sefiales de N-H y O-H, en 3319 cm™ y 3287 cm™ asi como las sefiales del metileno a
2886 cm*y 2925 cm™. Entre 1800 - 1500 cm™ se identifica el grupo C=0 en ambos espectros. En
el espectro control se aprecia la sefial a 1502 cm™ que se atribuye al grupo funcional C=C
aromatico guaiacil-siringil de la lignina y la sefial de los grupos O-CHsen los intervalos de 1463
cm™ a 1420 cm™, asi como un pico de mediana intensidad del enlace C-O en su modo vibracional
a 1025 cm?, al igual que en los espectros anteriores, las sefiales indican la presencia de
compuestos lignoceluldsicos que constituyen al aserrin y la formacion del P. ostreatus en los
tratamientos con micelio, como la notoria aparicion de la vibracidén aguda de mediana intensidad
en los enlaces C=0 de la amida | (1636 cm™) y de la amida Il (1542 cm™), asi, como la sefiales a
1365 cm™ del CH3y de los grupos C-O (1033 cm™) caracteristicos de la quitina.

1033

——b) Aserdn-Micelio
a) Aserrin (contral)

Absorbancia (u.a)

1730 1025

d I d I d 1 d 1 ' 1 ' 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm™)

Figura 4.13. Espectros de FTIR de control y bioplastico del T3.
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Tabla 4.4. Frecuencias FTIR de los grupos funcionales presentes en el T3.

Grupo funcional Tensiones
tedricas (cm)
OH (Hidroxilo 3500-3200
CH2 (Metileno) 3000-2800
C=0 (Carbonilo) 1800-1500
C=0 (Amida 1) 1650-1620
NH (Amida 1) 1560-1530
C=C (Guaiacil-siringil) 1680-1500
O-CHs (Metoxi) 1463-1420
CHs (Metilo) 1380-1295

C-O (Enlace glucosidico) 1200-650

Tipo de
vibracion

Vv

Vas;s

Tensiones experimentales T3 (cm™)

Aserrin-Micelio

3287
2925
1735
1636
1542

1365
1033

Aserrin
3319
2886
1730

1502
1422

1025

V= tension, Vas= tensidn asimétrica, vs= tension simétrica, d= deformacion, ds= deformacion simétrica, das=

deformacion asimétrica.

En los espectros 4.14a y b, del T4 (aserrin/olote, aserrin/olote-micelio) se pueden identificar las

sefiales caracteristicas de los componentes de la madera de encino y olote. En ambos espectros, se

observa el grupo funcional O-H en las sefiales a 3283 cm™ y 3339 cm™, en 2887 cm™ y 2925 cm'?

se identifican las bandas de mediana intensidad de CH>, la sefial a 1734 cm™ y 1730 cm™

corresponde al grupo C=0 observandose con menor intensidad para el tratamiento con micelio

debido a su degradacion ocasionada por el hongo como se obtuvo en los tratamientos anteriores.

En el FTIR de la figura 4.14a el grupo O-CHjs se percibe con una vibracion en los intervalos de

1463-1420 cm™, la banda a 1591 cm™ se atribuye al grupo funcional C=C. Un pico intenso del

enlace glucosidico (C-O) de estiramiento se aprecia en los intervalos 1200-650 cm™ En el

analisis de la figura 4.14b al igual que en los espectros con micelio de los anteriores tratamientos,

es notoria la aparicion de la vibracion de los enlaces de la quitina de la amida | (C=0) a 1641 cm’

! laamida Il a 1538 cm™ y el grupo funcional CHs a 1372 cm™,
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— b)) AsemrinQOlote-Micelio
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Figura 4.14. Espectros de FTIR de control y bioplastico del T4.

Tabla 4.5. Frecuencias FTIR de los grupos funcionales presentes en el T4.

Grupo funcional Tensiones Tipo de Tensiones experimentales T4 (cm™)
tedricas (cm™) vibracién Aserrin/Olote- Aserrin/Olote
Micelio
OH (Hidroxilo 3500-3200 v 3339 3283
CH; (Metileno) 3000-2800 Vas;s 2925 2887
C=0 (Carbonilo) 1800-1500 v 1730 1734
C=0 (Amida 1) 1650-1620 v 1641 -
NH (Amida 1) 1560-1530 d 1538 -
C=C (Guaiacil-siringil) 1680-1500 v - 1591
O-CHs (Metoxi) 1463-1420 das - 1455
CHgs (Metilo) 1380-1295 ds 1372 -
C-O (Enlace glucosidico) 1200-650 v 1035 1006

V= tension, vas= tensidn asimétrica, vs= tension simétrica, d= deformacion, ds= deformacion simétrica, das=
deformacion asimétrica.

Los espectros de los tratamientos con micelio mostraron bandas representativas del principal
componente del micelio en la formacion de la quitina, componente de la pared celular del P.
ostreatus. La naturaleza quimica de los sustratos de alimentacion y el tamafio en sus particulas

son responsables de los cambios en los espectros infrarrojos.
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ETAPA3
4.6 Potencial de produccién del bioplastico micelial
4.6.1 Analisis de EB
Analisis de varianza (ANOVA)

El andlisis estadistico de Fisher (valor F) y los valores P obtenidos permitieron evaluar la

influencia de los factores criticos y la eficiencia del modelo.

Los resultados del ANOVA (Tabla 4.6) indican que hay diferencias significativas entre los
grupos de tratamiento (p<0,05). Por lo que los diferentes sustratos (T1=astilla; T2=astilla/olote;
T3=aserrin; T4= aserrin/olote), presentan un efecto significativo en la EB del desarrollo de

micelio del P. ostreatus.

Tabla 4.6. Analisis de varianza para la EB con una 0=0.05.

F.V. Gl SC CM F p-valor
Bloques 3 790.54 263.515 159.73 0.000000178
Error 8 13.20 1.650

Total 11 803.74

Comparacién de medias

La tabla 4.7 muestra el andlisis de comparaciones multiples de Tukey con un nivel de
significancia de 0.05, permitiendo contrastar la existencia de diferencias estadisticas
significativas para los valores medios de los tratamientos T1 y T3. El P. ostreatus tuvo un mayor
desarrollo de micelio en los T2 y T4 alcanzando una EB de 91% y 92%, por lo cual propiciaron
las mejores condiciones para el desarrollo de la biomasa vegetal, corroborando que la
incorporacion de olotes de maiz contribuye satisfactoriamente en el desarrollo del micelio debido
a su rica composicion en carbohidratos (78.9%) y al tamafio de particula empleado (1 cm). Por
otra parte, hubo un menor desarrollo en T1 y T3 (astilla-micelio, aserrin-micelio) obteniendo una
EB de 71% y 84%. Realizando un analisis comparativo de la EB con los de la literatura, los
resultados obtenidos en este estudio son superiores a la EB reportada por Martinez et al., (2012)
quienes obtuvieron una EB de 49% y 61%, lograda con una cepa de Pleurotus spp cultivado en
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rastrojo de maiz y cebada y a lo reportado por Tamayo, (2018) quien evalu6é P. ostreatus en
aserrin y grano de cebada obteniendo una EB de 73% y 71%.

El tamafio de particula empleado y los espacios generados en los sustratos fueron de gran
importancia, ya que permiten un intercambio de oxigeno para la colonizacion del micelio, para el
T3 con tamafio de particula de 1.33 mm en promedio en el sustrato a base de aserrin este
fendmeno se ve limitado, ya que la compactacion entre las particulas provoca retencion de agua
inhibiendo los espacios para la insercion de Oz que hace un desarrollo de micelio més lento. En el
T1 el tamarfio de particula de las astillas es méas grande (3.5 * 0.2 cm) lo cual forma una estructura
amorfa que permite la insercion de mas oxigeno y no retiene suficiente agua por lo que el
desarrollo de micelio se detiene. En los tratamientos donde hubo incorporacion de olote con un
tamafio de particula de 1 cm mejora las condiciones de retencion de agua, para el T2 el olote se
intersecta en los espacios huecos entre las astillas y en el T4 permite que el sustrato sea menos
compacto incrustandose entre el aserrin favoreciendo la oxigenacion y facilitando el desarrollo

del micelio.

Tabla 4.7. Comparacion de medias prueba de Tukey con 0.05 de significancia.

Propiedad Tratamientos Media de tratamientos + SD
T1: Astillas-Micelio 84+£0917b
EB T2: Astillas/Olote-Micelio 92+1.446a
(%) T3: Aserrin-Micelio 71+1.155¢
T4: Aserrin/Olote-Micelio 91+1528a

Los resultados son expresados en promedio (n=3) + SD (desviacién estandar).
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

En base a los resultados obtenidos, se demuestra que una buena fuente de nutrientes
lignocelulésicos en los sustratos, el tamafio de particula para la insercion de Oz, asi como las
condiciones dadas en la incubacion (temperatura, tiempo, humedad y obscuridad) son factores
que influyen de manera significativa para un buen desarrollo del micelio y por tanto de los

bioplasticos.
4.6.2 Analisis de PMO

Andlisis de varianza
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En el analisis de varianza resultante de los datos mostrados en la tabla 4.8 se obtiene un valor de
F= 79.04 y un valor de p<0.05, indicando que hay diferencias significativas para la variable

respuesta PMO.
Tabla 4.8. Analisis de varianza para la PMO con una a=0.05.
F.V. Gl SC CM F p-Valor
Bloques 3 333.85 111.28 79.04 0.00000027558
Error 8 11.26 14
Total 11 345.11

Comparacion de medias

En la tabla 4.9 se aprecia por el analisis de comparacion de medias, que no se indica diferencia
entre los tratamientos T2 y T4, esto es coincidente con la EB. En T2 a base de astilla/olote y T4
de aserrin/olote el hongo ocasiona una mayor degradacion de materia organica en los sustratos
evaluados (67 y 69 %), el olote mejora las condiciones en los sustratos para un eficaz desarrollo
del hongo (EB) y con ello una mayor PMO. Las medias obtenidas mediante la prueba de Tukey
de la determinacién de la PMO, a su vez muestran que el P. ostreatus ocasiond una menor
descomposicion en los tratamientos a base de madera 55% para T1 y 63% para T3. Al hacer una
comparacion con reportes bibliograficos, la PMO obtenida, es menor a la reportada por Lépez et
al., (2018) donde obtuvieron 72% de pérdida de masa para el P. ostreatus, 73% para P. eryngii y
71 % para Pycnoporus sanguineus, las cepas fueron colonizadas en polvo de coco con salvado de
trigo. Los resultados en esta investigacion, fueron superiores a lo reportado por Sales y Andrade
(2011) para Lentinus strigosus en aserrin de marupa, palo de balsa y cajui suplementado con

arroz y salvado de trigo donde obtuvieron una PMO de 42%, 59% Yy 48%.

Tabla 4.9. Comparacion de medias prueba de Tukey con 0.05 de significancia.

Propiedad Tratamientos Media de tratamientos + SD
T1: Astillas-Micelio 55+1.770 ¢
PMO T2: Astillas/Olote-Micelio 67 £0.525a
(%) T3: Aserrin-Micelio 63 +1.407 b
T4: Aserrin/Olote-Micelio 69+0.479a

Los resultados son expresados en promedio (n=3) + SD (desviacion estandar).
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ETAPA 4
4.7 Caracterizacion fisica
4.7.1 Densidad
Anélisis de varianza

Los resultados de andlisis de varianza para la densidad de bioplasticos mostrados en la tabla 4.10,

presenta que hay diferencia estadistica significativa entre los grupos de tratamientos evaluados.

Tabla 4.10. Analisis de Varianza de densidad con una o=0.05.

F.V. Gl SC CM F p-Valor
Bloques 3 16026.9 5342.31 109.59 0.00000007763
Error 8 390 48.75

Total 11 16416.9

Comparacion de medias

En la tabla 4.11 no se aprecian diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos T1 y
T4. Sin embargo, en los demés tratamientos si se encontraron diferencias, lo cual indica que el
tipo de sustrato utilizado influye en la densidad de los materiales obtenidos. Los valores
promedio (medias) de densidad en los bioplasticos variaron entre 96 y 198 Kg/m?® obteniendo una
reduccion en su peso debida a la degradacion de la materia organica provocada por el P. ostreatus
como se vio en el andlisis de PMO. Los valores obtenidos de los bioplésticos se asemejan a las
densidades que varian entre 123 y 237 kg/m® obtenidos por Colmenares et al., (2018) en
materiales ecoldgicos donde utilizaron P. ostreatus con residuos de bagazo de cafia, cascara de
café, aserrin de madera y pasto seco, donde dichos autores aseguran que esos materiales pueden
aprovecharse como material de embalaje (EPS) en la proteccion de diversos productos. Por otra
parte, Lopez, (2014) obtuvo una densidad que varié entre 159 hasta 209 Kg/m®en un biomaterial
obtenido a partir de Pleurotus sp. y residuos de Triticum sp. cubiertos con ceras vegetales donde

sugieren su uso como materiales de embalaje de electrodomesticos o empaque de alimentos.
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Tabla 4.11. Comparacién de medias prueba de Tukey con 0.05 de significancia.

Propiedad Tratamientos Media de tratamientos + SD
T1: Astillas-Micelio 147.67 £5.69b
Densidad T2: Astillas/Olote-Micelio 96+6.24c
(Kg/md) T3: Aserrin-Micelio 197.67 +4.73 a
T4: Aserrin/Olote-Micelio 162.33£10.07 b

Los resultados son expresados en promedio (n=3) + SD (desviacion estandar).
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

4.7.2 Absorcion de agua
Anadlisis de varianza

Una vez analizada la informacion de la tabla 4.12 del ANOVA en los diferentes tratamientos, se

encontré que no existe evidencia estadistica suficiente que influya en el porcentaje de absorcién

de agua.
Tabla 4.12. Andlisis de Varianza para la absorcion de agua con una a=0.05.
F.V. Gl SC CM F p-Valor
Bloques 3 934.1 311.38 3.88716 4.066181
Error 8 640.8 80.10
Total 11 1574.9

En la tabla 4.13 de comparacion de medias con el método de Tukey se corrobora lo analizado en
la tabla 4.12 no presentando diferencias significativas entre los tratamientos. En los T3 'y T4 se
utilizé un menor tamarfio de particula en los sustratos (1.36 mm aserrin, 1 cm olote) sin considerar
su reducciéon en tamafio por la PMO ocasionada por el hongo en los bioplasticos finales,
obteniendo una mayor area superficial para la absorcion de agua (56.8, 49.4 %) contrarioa T1 y
T3 (40.2, 33.6 %). Los porcentajes de absorcidn de agua fueron bajos, debido a la hidrofobicidad
(repelencia de agua) atribuida a la naturaleza hidrofobica de la quitina y proteinas (hidrofobinas)
que conforman la pared celular del hongo, desarrollada aglomerando los sustratos y en la piel
fangica que se desarrollo en el exterior de los materiales y que sirvié como barrera para la entrada
de agua (Haneef et al., 2017; Feijoo et al., 2021). En comparacién con la literatura, Lopez, (2014)
obtuvo un porcentaje de absorcién de agua mayor de 114 a 274 % en el desarrollo de

biomateriales alternativos al poliestireno expandido a partir de hongos y cubiertas comestibles,
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por otra parte, Rodriguez, (2018) obtuvo un 15% de absorcion de agua en un material biobasado

compuesto de micelio de P. ostreatus y T. versicolor con céscara de nuez y rastrojo de alfalfa.

Tabla 4.13. Comparacién de medias prueba de Tukey con 0.05 de significancia.

Propiedad Tratamientos Media de tratamientos + SD
T1: Astillas-Micelio 40.2+4.28 a
Absorcién de agua T2: Astillas/Olote-Micelio 33.6+15.02a
(%) T3: Aserrin-Micelio 56.8+7.30 a
T4: Aserrin/Olote-Micelio 494 +482 a

Los resultados son expresados en promedio (n=3) + SD (desviacién estandar).

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

En base a los resultados de la caracterizacion fisica de densidad y absorcion de agua realizados
hasta el momento, los bioplasticos de micelio flngico podrian utilizarse como material de
embalaje para la proteccion de diversos productos como electrodomésticos, en el desarrollo de
muebles, en la construccién no estructural y no expuesta al aire libre por su capacidad de
absorcion de humedad (Fuentes, 2020), siendo los bioplasticos de astillas-micelio (T1) y
astillas/olote-micelio (T2) los mas aptos para dichos fines por su menor densidad y menor

porcentaje de absorcion de agua.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

5.2 Conclusién general

Es posible el desarrollo de un bioplastico a través del crecimiento en biomasa micelial como

residuos lignocelulosicos: astilla, aserrin de encino y olote de maiz, que sirven como sustratos.

Estos sustratos de bajo costo habilitan la produccion de biomasa micelial con clara ventaja sobre

los materiales de origen fésil, siendo una alternativa sostenible y ambientalmente viable.

5.1 Conclusiones particulares

En este capitulo se resumen las conclusiones mas importantes de acuerdo a los objetivos

particulares planteados:

4.1.

Se determiné por anélisis elemental la composicion quimica del encino y olote. Donde el
olote presentd la mayor concentracion de carbono y por lo tanto es la mejor fuente de
nutrientes. Al presentar ambos (60-80%) una concentracién mayor al 50% de carbono son
ideales para el desarrollo micelial.

En los anélisis morfol6gicos en MO y SEM mostraron mayor crecimiento de micelio en
los sustratos de astilla/olote y aserrin/olote. Observandose un mayor crecimiento sobre
estos dos sustratos en los primeros 15 dias de colonizacion. Posterior a estos dias, los
sustratos restantes astilla y aserrin favorecieron también el desarrollo micelial.

El andlisis de FTIR de los micelios desarrollados sobre los cuatro sustratos (T1-T4),
resultd en la determinacion de los grupos funcionales amida | (CO-NH2-), amida Il (CO-
NHR), glucosidicos (CO) y éter (COC pyr). Con ellos se determind la formacién de la
quitina que es uno de los principales componentes del micelio y que confiere a un
material propiedades de plasticidad.

Se obtuvieron los resultados de la eficiencia biologica (EB) y pérdida de materia organica
(PMO), los cuales fueron mayores para los sustratos que contienen olote (T2 y T4) en
comparacion con los sustratos donde no hubo su incorporacién (T1y T3).

Al reducir el tamafio de la particula de olote se incrementd su eficiencia para el
crecimiento del micelio. Este resultado se obtuvo como consecuencia de la reduccion en

el intercambio de oxigeno e incremento de la retencién de humedad.
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4.2.  El desarrollo del micelio disminuyé la densidad y absorcion de agua para los todos los
sustratos. Esto fue motivado por un incremento del &rea superficial del micelio en
comparacion con los sustratos y por su caracter hidrofébico. La menor densidad y

absorcion de agua se observo para los sustratos que contienen olote (T2 y T4).

5.3 Perspectiva

De acuerdo a las dos caracterizaciones fisicas realizadas (densidad y absorcion de agua), los
bioplasticos miceliales obtenidos en esta investigacion, pueden presentan alternativas para el uso
de embalaje como sustituto del EPS como proteccion de diversos productos como
electrodomésticos, asi como material de construcciéon no estructural y no expuesta al aire libre
por su capacidad de absorcion de agua, siendo los bioplésticos de astillas-micelio (T1) y astillas-
olote-micelio (T2) los mas aptos para dichos fines, por su menor densidad y absorcién de agua.
Podrian utilizarse a su vez en numerosas aplicaciones en arquitectura, decoracion y fabricacion
de muebles debido a su facil moldeo, sin embargo, es deseable considerar mas andlisis fisico-

mecanicos para poder asignar un uso eficaz.
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PROPUESTAS

Realizar anélisis de biodegradabilidad en tierra y agua, haciendo énfasis en agua debido a
que no existen reportes de este estudio y es el entorno mas contaminado por este tipo de
materiales.

Evaluar la compostabilidad para establecer su aporte benéfico en el desarrollo de nuevas
plantas.

Completar los estudios fisico-mecéanicos para poder tener una aplicacion certera de los
bioplasticos.

Efectuar nuevos estudios utilizando diferentes tamafios de particula en los sustratos, asi
como realizar tratamientos utilizando Unicamente olote.

Elaborar un andlisis econémico de produccién a escala industrial y comparalo con los

costos de los pléasticos tradicionales.
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