®

RIDAA

Repositorio Institucional

\ Digital de Acceso Abierto de la
\\\ Universidad Nacional de Quilmes

Universidad
Nacional
de Quilmes

Sanchez Diaz, Macarena

Desarrollo de materiales biodegradables a

partir de biomasa integral de hongos
filamentosos

Esta obra esté bajo una Licencia Creative Commons Argentina.
Atribucion - No Comercial - Sin Obra Derivada 2.5
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.5/ar/

Documento descargado de RIDAA-UNQ Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto de la Universidad
Nacional de Quilmes de la Universidad Nacional de Quilmes

Cita recomendada:
Sanchez Diaz, M. (2026). Desarrollo de materiales biodegradables a partir de biomasa integral de hongos
filamentosos. (Tesis de doctorado). Universidad Nacional de Quilmes, Bernal, Argentina. Disponible en

RIDAA-UNQ Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto de la Universidad Nacional de Quilmes
http://ridaa.ung.edu.ar/handle/20.500.11807/6209

Puede encontrar éste y otros documentos en: https://ridaa.ung.edu.ar

Roque Séenz Pefia 352 // Bernal
Universidad Buenos Aires // Argentina
Nacional . (+41 11) 4365 7100

de Quﬂmes f (+5411) 4365 7101
info@ung.edu.ar




Universidad
Nacional
de Quilmes

DESARROLLO DE MATERIALES
BIODEGRADABLES A PARTIR DE
BIOMASA INTEGRAL DE
HONGOS FILAMENTOSOQOS

Tesis presentada para obtener el titulo de Doctora en Ciencia 'y
Tecnologia de la Universidad Nacional de Quilmes

Ing. Macarena Sanchez Diaz
Directora: Dra. Vanesa Ludemann

Co-directora: Dra. Mercedes A. Peltzer

2025

Departamento de Ciencia y Tecnologia

Universidad Nacional de Quilmes







RESUMEN

La busqueda de alternativas sostenibles y biodegradables a los pldsticos tradicionales se ha
convertido en una prioridad a nivel cientifico y tecnolégico. Frente a este escenario, los
hongos filamentosos se perfilan como un recurso prometedor para el desarrollo de
materiales biobasados, dado a su rdpido crecimiento, capacidad de adaptacion, y a la
composicion de su micelio. Esta tesis doctoral busca aportar al campo del desarrollo de
materiales flngicos mediante un abordaje integral que combina la obtencién de
peliculas de micelio (PM) y materiales de micelio puro (MMP), con la evaluaciéon de su
biodegradabilidad y potencial aprovechamiento de residuos agroindustriales.

En una primera etapa se realizé un screening de diferentes cepas fungicas, evaluando su
crecimiento en cultivos sumergidos (agitados y estaticos) y cultivo en medio sélido, que
permitid identificar y seleccionar las condiciones de cultivo y cepas mdas adecuadas para
la produccion de biomasa destinada a la formulacién de dispersiones filmogénicas. Se
seleccionaron las biomasas de Aspergillus niger (AN), Penicillium nalgiovense (PN) y
Mucor hiemalis (MH) obtenidas bajo cultivo sumergido con agitacién, esterilizadas y
filtradas. Bajo estas condiciones, AN y PN crecieron como pellets mientras que MH
creci6 como micelio disperso. Se cuantificaron los principales componentes
filmogénicos de las biomasas. MH presenté mayores valores de proteinas y menos
carbohidratos que AN y PN, que mostraron una composicion similar entre si. Se
prepararon dispersiones de biomasa al 3 % p/p (b.s) y se evalud la efectividad de
tratamientos de ultrasonido (US) y homogeneizacion (UT) para la ruptura celular,
mediante microscopia dptica y distribucién del tamafio de particula. La ruptura de las
hifas fue efectiva logrando en todos los casos dispersiones con la mayoria de sus
particulas por debajo de los 10 um. MH presenté distribuciones de tamafio de particula
similares independientemente del tratamiento de ruptura, mientras que en PN y AN se
observd una tendencia monomodal solamente en tratamientos de 30 min de US. Las
dispersiones se plastificaron con glicerol (25 % p/p b.s) y se utilizaron para obtener PM
por evaporacién del solvente (casting). Se evaluaron sus propiedades mecdnicas,
térmicas (TGA), estructurales (FTIR, AFM), su permeabilidad al vapor de agua, color y
opacidad. Se obtuvieron PM homogéneas y maleables con caracteristicas distintivas
segun la cepa. Los diferentes tratamientos de ruptura celular no impactaron en el color,
la opacidad ni en las propiedades mecdnicas de las PM. Las PM de MH se caracterizaron
por ser amarillas y opacas mientras que las de AN y PN presentaron tonos marrones y
mayor transparencia. Las PM de MH presentaron mayor fragilidad que las de AN y PN,
gue resultaron ser mas rigidas y elasticas, respectivamente. Los espectros de FTIR
mostraron mayor similitud entre PN y AN que con MH, correlaciondndose con su
composicion. Los termogramas (TGA) mostraron un perfil de degradaciéon multiple en
funcién de la cepa fungica. Las PM de AN y PN presentaron valores de permeabilidad al
vapor de agua similares entre si y comparables con peliculas de biomasas microbianas.



Las imagenes obtenidas por AFM se correspondieron con los resultados de las pruebas
mecanicas.

En una segunda etapa, se obtuvieron MMP a partir de AN, PN y Monascus ruber (MR),
cultivados bajo tres condiciones de cultivo sumergido: agitado (A), estdtico (E) y
combinado (AE). Los micelios se esterilizaron y separaron del medio. En E y AE se
obtuvieron MMP flotantes que cubrian la seccidn del recipiente, excepto por AN en la
condicién E cuyo crecimiento se limitd a los bordes. En la condicion A los MMP se
obtuvieron como un conjunto de pellets unidos. Los MMP de Ay E (MR) y Ay AE (AN)
se trataron por inmersion en glicerol 25 % y 50 % p/p por 3, 12 y 24 h y luego se
prensaron por compresion (6,4 g/cm?) por 72 h. Se determind el color de los MMP,
observandose diferencias entre las condiciones de cultivo y entre ambas superficies de
cada material. La inmersidn en glicerol por 3 h fue suficiente para mejorar la durabilidad
y maleabilidad. Se determinaron las propiedades mecdanicas de los MMP (AN: AE, PN:
AE y MR: E) tratados con 0, 25 y 50 % glicerol (3 h). La incorporacién de glicerol redujo
la resistencia y rigidez, al mismo tiempo que aumenté notablemente la elongacién. No
se observaron diferencias entre ambas concentraciones de glicerol evaluadas.

Tanto las PM como los MMP mantuvieron sus caracteristicas iniciales durante periodos
prolongados de almacenamiento sin presentar contaminacion microbiana,
probablemente debido a su baja actividad de agua. Estos materiales se sometieron a
ensayos de desintegraciéon en compost doméstico. Ambos tipos de materiales
presentaron un comportamiento de desintegracién bifasico: fase inicial rapida
(primeros 30 dias) seguida de una desaceleraciéon. Las PM y los MMP alcanzaron
pérdidas de peso cercanas al 70 % (77 dias) y al 60 % (95 dias), respectivamente

Finalmente, se evalué el cultivo a AN en extractos liquidos de bagazo cervecero (BC)
como Unica fuente de nutrientes. Para ello, se prepararon tres medios a partir de BC
mediante extraccidn acuosa con o sin el agregado de la enzima a-amilasa bacteriana (2,5
y 5 %v/v), y se utilizaron como control cultivos en caldo Sabouraud glucosado. Los
extractos se inocularon con AN e incubaron bajo condiciones AE. Se determind el
contenido de azucares reductores y carbohidratos totales de los medios al inicio y final
de la incubacidn. Se determind la cantidad de azucares consumidos, la produccién de
micelio como peso seco y la tasa de conversidn sustrato-a-micelio. Los extractos de BC
presentaron concentraciones iniciales de carbohidratos mayores que el control
destacandose los de tratamiento enzimatico. En todos los extractos enzimaticos de BC,
el crecimiento fungico superd al del control, alcanzando un maximo en el extracto con
5 % de enzima y logrando la mayor conversion sustrato-a-micelio.

En esta tesis se desarrollaron y caracterizaron materiales obtenidos a partir de micelio
integral de hongos filamentosos, explorando su potencial como materiales
biodegradables y sostenibles, incluyendo la valorizacién de residuos agroindustriales en
su obtencién.
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1. Plasticos convencionales: contexto y problematica

El desarrollo de materiales plasticos derivados del petréleo ha transformado
radicalmente la vida cotidiana debido a su bajo costo, versatilidad y durabilidad. Sin
embargo, estas mismas propiedades se han convertido en una seria amenaza ambiental.
Se estima que mas de 400 millones de toneladas de plasticos se producen anualmente
en el mundo, y se recicla menos de un 10 %, por lo que una gran proporcién termina en
vertederos, cursos de agua y ecosistemas naturales. Si las tendencias actuales se
mantienen, para 2050 se habran generado cerca de 12.000 millones de toneladas de
plasticos desechados acumulados en el planeta (Geyer et al., 2017; Mahajan et al.,

2023).

El sector de envases y embalajes es el principal consumidor de plasticos, representando
alrededor del 42 % de toda la produccién no textil. A diferencia de otros sectores como
la construccidn o la industria automotriz, donde los plasticos pueden permanecer en uso
durante décadas, los envases tienen una vida util extremadamente corta: en muchos
casos menos de un afio, y en gran parte de los productos, apenas dias o semanas. Esto
implica que la mayoria de los plasticos de un solo uso se convierten rdpidamente en

residuos (Geyer et al., 2017).

El problema se agrava por el hecho de que la mayoria de los plasticos convencionales
estdn fabricados a partir de mondmeros derivados de combustibles fésiles
(principalmente etileno y propileno) y no son biodegradables. Los polimeros mas
utilizados son los polietilenos (PE) de alta (PEAD) y baja (PEBD) densidad, polipropilenos
(PP), poliestireno (PS), policloruro de vinilo (PVC) y polietilentereftalato (PET). Estos
materiales presentan tiempos de degradacién que pueden superar los cientos de afios,
acumulandose de manera persistente y generando efectos adversos sobre la fauna, la
floray la salud humana. En el ambiente no se descomponen, sino que se fragmentan en
particulas mas pequefias, dando lugar a los denominados microplasticos, que ya han
sido detectados en todos los océanos del mundo, en sistemas de agua dulce e incluso

en suelos agricolas (Barnes et al., 2009; Rillig, 2012; Wagner et al., 2014).

Ademds de su impacto ambiental, el ciclo de vida de los plasticos plantea retos

energéticos y climaticos. Su produccion depende de recursos no renovables, mientras
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gue la incineracidon de residuos libera gases de efecto invernadero y contaminantes
téxicos. Ademas, el reciclaje, si bien es necesario, enfrenta limitaciones técnicas y
econdmicas, ya que los materiales reciclados suelen ser de menor calidad, y los procesos

de separacién y limpieza resultan costosos (Geyer et al., 2015).

En este contexto, la busqueda de alternativas sostenibles y biodegradables se ha
convertido en una prioridad a nivel cientifico, tecnolégico y politico. Las politicas de
economia circular, que buscan reducir, reutilizar y revalorizar recursos, impulsan la
necesidad de materiales innovadores que no solo reemplacen a los plasticos
tradicionales, sino que ademas contribuyan a la valorizacién de residuos y subproductos
industriales (Guerrero et al., 2015; Rujnié-Sokele y Pilipovi¢, 2017). Frente a este
escenario, se han explorado diversas alternativas basadas en recursos renovables, entre

las cuales se destacan los bioplasticos.

2. Bioplasticos: desafios y oportunidades

Como sustitutos de los plasticos tradicionales, se han desarrollado los denominados
plasticos verdes o bioplasticos. Estos se definen como polimeros biodegradables y/o
biobasados, es decir pueden cumplir ambos requisitos o solo uno de ellos. Por un lado,
los polimeros biobasados o biopolimeros son definidos por como sustancias
macromoleculares derivadas de plantas, animales o microorganismos. Por otro lado, se
definen como biodegradables a los polimeros susceptibles de degradacidn por actividad
bioldgica, cuya degradacion estd acompanada de una disminucidon de su masa molar
(Ribba et al., 2020). Es importante remarcar que no todos los polimeros biobasados son
necesariamente biodegradables y que existen polimeros biodegradables que se originan

en fuentes fdsiles (Rujni¢-Sokele y Pilipovi¢, 2017; Ribba et al., 2020) (Figura 1).

En general, se reconocen tres grandes grupos de biopolimeros (Rujni¢-Sokele y Pilipovi¢,

2017; Ribba et al., 2020):

e Polimeros naturales extraidos de biomasa: incluyen polisacaridos como
almidon y celulosa, proteinas como la caseinay la soja, y biopolimeros derivados

de la quitina o el colageno.
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e Polimeros sintetizados a partir de mondmeros de origen bioldgico: por
ejemplo, el acido polilactico (PLA), producido a partir de la fermentacién de
azucares en acido lactico y su posterior polimerizacion.

e Polimeros producidos directamente por microorganismos: como los
polihidroxialcanoatos (PHA), generados por bacterias bajo condiciones

especificas de cultivo.

Biobasado

No biodegradable y biobasado Biodegradable y biobasado

p.ej. bio-PE, p.ej. PLA, PHA,
bio-PET, bio-PA, PTT PBS, celulosa, almidén

No biodegradable Biodegradable

Biodegradable y

Plastico convencional Petroquimico

p.ej. PE,PP,PET

p.ej. PBAT, PCL, PVA

Petroquimico

Figura 1. Sistema de coordenadas de materiales de los pldsticos (Ribba et al., 2020) (*bio-PE: bio-
polietileno, bio-PET: bio -tereftalato de polietileno, PTT: poli (tereftalato de trimetileno), bio-PA: biopoliamida, PLA:
dcido polildctico, PHA: polihidroxialcanoato

Cada uno de estos grupos presenta ventajas y limitaciones en términos de costo,
propiedades mecanicas, barrera al agua y oxigeno, y factibilidad de compostaje. Una
caracteristica comun es que su implementacién a gran escala todavia enfrenta desafios
econdmicos y tecnoldgicos debido a que los costos de produccidn suelen ser mas
elevados que los de los plasticos convencionales y aun no existe una infraestructura de
compostaje y reciclaje lo suficientemente desarrollada para gestionarlos de manera

eficiente (Ribba et al., 2020).

En los ultimos afios tanto la creciente presion regulatoria como la demanda de los
consumidores por productos mas sostenibles condujo a una tendencia global hacia la
sustitucién de plasticos convencionales por materiales biobasados y biodegradables. De

esta manera, el mercado de bioplasticos se encuentra en expansién y se estima que
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alcanzara una capacidad de produccién de mas de 7,4 millones de toneladas anuales
hacia 2028, con aplicaciones destacadas en envases, agricultura y textiles (European

Bioplastics, 2023).

Diversas empresas lideres han comenzado a incorporar estos materiales en sus lineas
de produccién, lo que evidencia una transicidon hacia modelos mds circulares (Tabla 1).
Estos casos demuestran que los materiales biobasados estan comenzando a trascender
la etapa de laboratorio y se estan incorporando en estrategias comerciales a gran escala,
particularmente en sectores donde la reduccién de residuos plasticos representa una
ventaja competitiva. Sin embargo, su adopcién plena aln enfrenta desafios econémicos
y logisticos, relacionados con la capacidad de produccidn, el costo de los materiales y la
necesidad de infraestructuras adecuadas de compostaje y reciclaje.
Empresa Que hacen Fuente

Ha implementado empaques biodegradables para sus

- - . . . . The Food Tech.
Danone yogures Activia, utilizando PLA (acido polilactico) derivado de

2024
almiddn de maiz. ( )
Nestlé Ha lanzado empaques biodegradables para sus barras de The Food Tech.
estlé
chocolate KitKat, utilizando papel y celulosa. (2024)
En 2015, lanzo PlantBottle™, una botella de tereftalato de
Coca-Cola polietileno (PET) totalmente reciclable fabricada con material Coca-Cola. (2015)
100 % vegetal.
. Ha experimentado con bolsas de snacks elaboradas con .
PepsiCo o PepsiCo. (2018)
biopldsticos compostables.
Desde el 2019 sustituyd progresivamente el poliestireno
IKEA expandido (EPS) en embalajes por materiales a base de Packhelp. (2025)
micelio y fibras vegetales.
Produce PLA (acido polilactico) biobasado bajo la marca
NatureWorks i NatureWorks.
Ingeo, usado en peliculas, envases y tela. Es una de las
(Ingeo) . : o : (2025)
empresas mas reconocidas en biopldsticos de origen vegetal.
En 2016 lanzo un prototipo de calzado “Futurecraft
. X Biofabric” con fibras Biosteel® biodegradables desarrolladas .
Adidas/ AMSilk . i AMSilk. (2016)
por la empresa alemana AMSilk. (aiin no se encuentra en el
mercado)
En 2021 lanzd Stan Smith Mylo™, un prototipo de calzado
Adidas/ Bolt que utiliza Mylo, un material derivado del micelio de los .
.. . i Adidas. (2021)
Threads hongos, en colaboraciéon con la empresa de biotecnologia

Bolt Threads. (alin no se encuentra en el mercado)
Tabla 1. Empresas lideres que han comenzado a incorporar biopldsticos en sus lineas de produccion.
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Un aspecto especialmente relevante de los biopolimeros producidos por
microorganismos es que permiten desvincular la obtencién de materiales a partir de
cultivos agricolas destinados a la alimentacién. En este contexto, los hongos
filamentosos se destacan como una fuente prometedora para el desarrollo de

materiales biobasados sostenibles.

3. El micelio fungico como material emergente

Los hongos han desempeiiado un papel importante en la nutricién y la salud humana
desde la antigliedad. Estos son organismos versatiles que han tenido un gran impacto
en el desarrollo industrial y actian como fuente de diversos activos, como compuestos
farmacéuticamente relevantes, alcaloides, polisacaridos, esteroides, terpenos, acidos
organicos, pigmentos y alcohol, entre otros (Kumar et al., 2021). Los hongos
filamentosos también se utilizan para producir enzimas de importancia industrial para
una variedad de aplicaciones comerciales, por ejemplo, en la fabricacién de textiles y
cuero, procesamiento de papel y pulpa, produccion de detergentes y procesamiento de
alimentos (El-Enshasy, 2007; Bourdichon et al., 2012). Muchos hongos se utilizan
directamente como alimento (p. ej., Agaricus), y en la fabricacién de alimentos, para
producir alimentos y bebidas fermentados, como quesos y salchichas madurados
(principalmente Penicillium spp.) (Samson et al., 1977; Chavez et al., 2011; Moavro et
al., 2020), alimentos fermentados a base de soja (principalmente Aspergillus spp.) (Hong
et al., 2015), ingredientes alimentarios (p. ej., acidos organicos, vitaminas, pigmentos,
etc.) y micoproteinas (p. ej., Quorn™, un producto rico en proteinas para consumo

humano producido por Fusarium venenatum A3/4) (Ahmad et al., 2022).

Los materiales de base biolégica generalmente se preparan a partir de biopolimeros
estructurales en la naturaleza, como proteinas, polisacaridos, lipidos o sus
combinaciones (Kuorwel, et al., 2011; Pan et al., 2014, Peltzer et al., 2017). El micelio es
la parte vegetativa de los hongos y estd construido sobre una red entrelazada de
filamentos tubulares finos denominados hifas. La estructura micelial, es un material
polimérico natural, que posee propiedades notables, que incluyen baja densidad,

biodegradabilidad, seguridad para el uso humano y tasas de crecimiento notables
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(Haneef et al., 2017). En general, la pared celular de las hifas es una red resistente que
esta formada por una matriz interna de quitina-glucano altamente entrecruzada seguida
de una capa externa rica en proteinas (Figura 2) que le confiere importantes
caracteristicas mecanicas y estructurales, deseables en la ciencia de los materiales

sostenibles (Amobonye et al., 2023).

>
w
O

Proteinas

TN = 7
o | ]
oy Sy
\\.y "‘ "\I
— % % N

Quitina

Micelio Hifa Pared Celular

Figura 2. Estructura y disposicion de los filamentos fungicos en el micelio: (A) morfologia dptica de las
fibras del micelio, (B) representacion esquemdtica de las hifas, (C) Imagen conceptual de la pared celular
fungica (Adaptado de Amobonye et al., 2023).

Desde el punto de vista composicional, los hongos presentan una bioquimica compleja,
en la que predominan los polisacdridos y las proteinas como componentes
fundamentales de la pared celular y de la biomasa total. La combinacién de estas
macromoléculas confiere a los hongos una estructura organizada, resistente vy
adaptable, clave para su supervivencia en entornos diversos y de gran interés en el

desarrollo de materiales basados en micelio.

Las proteinas representan entre el 20 y el 40 % del peso seco del micelio, dependiendo
de la especie y las condiciones de cultivo. Se localizan tanto en el citoplasma como
unidas a los polisacéridos de la pared celular. Entre ellas se destacan las proteinas
estructurales de pared, muchas de las cuales se encuentran glicosiladas y contribuyen al
anclaje de la matriz polisacaridica. Otras proteinas relevantes son las enzimas
extracelulares como hidrolasas, oxidasas, quitinasas y glucanasas entre otras, que
participan activamente en la degradacion de sustratos complejos y en la remodelacién

de la pared durante el crecimiento fungico (Bowman y Free, 2006; Li et al., 2023).
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Los hongos presentan una composicion de carbohidratos compleja, que incluye tanto
polisacaridos estructurales como de reserva. Los primeros conforman la matriz de la
pared celular y comprenden principalmente quitina (10-20 % b.s), un polimero lineal de
N-acetilglucosamina y glucanos (50-60% b.s), polimeros de D-glucosa. Estos
componentes son los responsables de otorgar rigidez y flexibilidad a la pared fungica.
Ademas, se encuentran mananos y galactomananos, frecuentemente asociados a
proteinas en forma de glicoproteinas, que participan en la organizacién superficial y la
interaccidon con el entorno. Por otro lado, los polisacaridos de reserva de energia
comprenden principalmente al glucégeno y la trehalosa, la cual también tiene una
funciéon protectora frente a estrés. En menor proporcién, pueden detectarse azlcares
libres como glucosa, manosa y arabinosa, que participan en procesos metabdlicos y

biosintéticos (Bowman y Free, 2006; Svanstrom et al., 2014; Li et al., 2023).

En general, los glucanos se dividen en dos grandes clases: glucanos de unién a y glucanos
de unién B, cuyas caracteristicas y funciones son bastante diferentes. En los hongos,
algunos a-glucanos se presentan en forma amorfa y actuan como compuestos de
reserva energética en el citoplasma, como es el caso del glucégeno. Asimismo, pueden
cumplir un rol estructural en la pared fungica formando estructuras microfibrilares
mediante la asociacidn de varias cadenas de glucano a través de enlaces de hidrégeno.
Por otro lado, la mayoria de los B-glucanos son mayoritariamente cristalinos y forman
microfibrillas, desempefiando un papel estructural en la pared celular fungicas. A
diferencia de los a-glucanos, los B-glucanos fungicos son mdas abundantes y sus

estructuras son mas variables (Ruiz-Herrera y Ortiz-Castellanos, 2019).

En este sentido, los hongos podrian ser una plataforma de fabricacidn revolucionaria y
sostenible que, debido a su estructura y composiciéon Unicas, puede utilizarse para
producir materiales novedosos. Entre las muchas aplicaciones biotecnoldgicas de los
hongos, el uso de micelio fungico para producir materiales se encuentra en sus primeras
etapas y esta orientado principalmente hacia el uso de basidiomicetes macroscdpicos.
Sin embargo, los mohos ascomicetos permanecen poco explorados en el desarrollo de

materiales.
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Hasta la fecha, se han desarrollado dos enfoques principales de elaboracién de
materiales fungicos: los materiales compuestos a base de micelio (MCM) y los materiales

de micelio puro (MMP).

3.1. Materiales compuestos a base de micelio (MCM)

Estos sistemas han sido los mas investigados. En estos materiales, las hifas fungicas
forman una red filamentosa tridimensional entrelazada dentro de un sustrato rico en
celulosa, hemicelulosa y/o lignina, actuando como un adhesivo bioldgico al digerir sus
nutrientes y unir simultaneamente el sustrato (Elsacker et al., 2019). Se han estudiado
y producido principalmente dos tipos de materiales biocompuestos diferentes a base de
micelio: compuestos tipo espumas y tipo sandwich a base de micelio (Yang et al., 2021).
Las espumas a base de micelio se elaboran mediante el cultivo homogéneo de hongos
en desechos agricolas como paja, aserrin, cascaras de arroz o fibras de algodén (Jones
et al., 2020) (Figura 3). A medida que la red de micelio crece, produce fibras que unen
las piezas del sustrato para formar un material poroso y liviano (Lopez Nava et al., 2015;
Elsacker et al., 2019; Pelletier et al., 2019). Por otro lado, los compuestos tipo sandwich
a base de micelio incorporan tejidos de fibra natural (por ejemplo, yute, cafiamo vy
celulosa), como capas superior e inferior, con desechos agricolas unidos al micelio como
nucleo, formando una estructura tipo sdndwich con alta rigidez a la flexion (Jiang et al.,

2017) (Figura 4).

Figura 3. A) Composicion tipica de MCM tipo espumas; B) MCM tipo espuma usados como sustitutos de
tableros en paneles de paredes y puertas; C) MCM usados como espumas aislantes, y D) MICM tipo
espuma elaborados mediante micelio crecido sobre residuos de poda de vides. Adaptado de Parhizi et al.,
2025
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Figura 4. A) Esquema estructural tipico de un MCM tipo sandwich a base de micelio.; B) una estructura
MCM tipo sdndwich. Adaptado de Jiang e tal. (2017)

3.2. Materiales de micelio puro (MMP)

Estos materiales son elaborados a partir de la parte vegetativa de hongos filamentosos
y han despertado un interés significativo debido a su gran potencial para ofrecer
alternativas ambientalmente sostenibles a los cueros de origen animal y plastico (César
et al., 2021; Elsacker et al., 2023; Sharma et al., 2025; Wattanavichean et al., 2025). Se
destacan principalmente el uso de especies de hongos superiores como Agaricus
bisporus, Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus y Fomes fomentarius, que han
mostrado gran potencial para la produccion de sustitutos de cuero. Las caracteristicas
finales de estos materiales dependen de la especie flngica utilizada y estan fuertemente
influenciadas por las condiciones de crecimiento del hongo. En la actualidad, se han
registrado mas de 36 patentes relacionadas con el uso de materiales derivados de
hongos como sustitutos del cuero o textiles, y mas de las tres cuartas partes de las
patentes se originaron en el hemisferio Norte. Empresas lideres como MycoWorks
(MycoWorks, 2025) y Ecovative (Ecovative, 2024) ya comercializan productos a base de
micelio, usados en moda, muebles y automéviles (Figura 5, A). En nuestro pais,
investigadoras del Instituto de Procesos Biotecnoldgicos y Quimicos de Rosario
(Iprobyg/Conicet) desarrollaron un material a base de hongos mediante el
aprovechamiento de residuos organicos que imita la textura y apariencia del cuero
vacuno. Desde finales del 2022 fundaron la startup Mycorium Biotech (Mycorium
Biotech, 2025) que actualmente comercializa Mycorium™, un biotextil de micelio,

flexible, resistente, biodegradable y apto para la costura (Figura 5, B).
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Figura 5. Productos simil cuero a base de hongos desarrollados por A) Ecovative (Ecovative, 2024) y B)
Mycorium Biotech (Mycorium Biotech, 2025).

3.3. Peliculas de micelio a partir de dispersiones filmogénicas (PM)

El desarrollo de peliculas de micelio a partir de dispersiones filmogénicas (PM)
constituye, hasta donde alcanza nuestro conocimiento, un enfoque innovador para la
obtencién de materiales fungicos biobasados. Este método se basa en la generacion de
una dispersién filmogénica mediante la ruptura celular del micelio, seguida de su

procesamiento por el método de evaporacién del solvente (casting).

Investigaciones previas de nuestro grupo demostraron la viabilidad de emplear biomasa
integral de levaduras, granos de kéfir de agua y SCOBY de Kombucha como agentes
filmogénicos para la produccion de peliculas mediante esta estrategia (Delgado et al.,
2018, 2021; Coma et al., 2019; Ramirez Tapias et al., 2022). Estos estudios evidenciaron
que, para obtener un material formulado con propiedades adecuadas, es esencial liberar
los compuestos intracelulares, principalmente proteinas y polisacaridos, responsables
de las propiedades filmogénicas (Delgado et al., 2016). Sin embargo, hasta la fecha no
se han reportado estudios especificos sobre la aplicaciéon de hongos filamentosos como

fuente de agentes formadores de pelicula a partir de este enfoque.

La ruptura celular del micelio puede lograrse mediante distintos tratamientos fisicos,
guimicos o enzimaticos, cada uno con efectos particulares sobre la estructura y la

composicion de la biomasa (Chisti y Moo-Young, 1986). Entre los métodos fisicos, se
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incluyen la homogeneizacién a alta presién, el ultrasonido de alta intensidad, y la
molienda mecanica, los cuales generan fuerzas de cizalla capaces de disgregar las
paredes celulares y liberar los componentes intracelulares (Zhang et al., 2013). Los
métodos quimicos, por su parte, se basan en el empleo de detergentes o soluciones
alcalinas suaves que solubilizan lipidos y proteinas de membrana, facilitando la
liberacion de los compuestos internos. Finalmente, los tratamientos enzimaticos, que
emplean quitinasas, glucanasas o proteasas, permiten una degradacidn selectiva y
controlada de la pared celular, minimizando el dafio sobre las macromoléculas de
interés. La eleccién del método de ruptura depende de la naturaleza del
microorganismo, el objetivo del material y la integridad de los componentes que se
pretende preservar en la dispersion (Chisti y Moo-Young, 1986; Gomes et al., 2020; Zhao

et al. 2024).

Entre los tratamientos fisicos, el ultrasonido de alta intensidad se ha consolidado como
una herramienta eficaz para la ruptura celular en matrices bioldgicas complejas. Este
método utiliza ondas sonoras en el rango de 20-100 kHz, las cuales se transmiten en el
medio liquido generando burbujas de cavitacién. El colapso de estas burbujas produce
microzonas con presiones y temperaturas extremadamente elevadas, ademas de flujos
turbulentos y fuerzas de cizalla intensas (Zhang et al., 2013). Estos fendmenos facilitan
la ruptura mecdnica de las paredes celulares y la liberacién de los compuestos
intracelulares. Diversos factores, como la frecuencia del ultrasonido, la intensidad de
potencia, la temperatura, el tiempo de exposicion y el volumen de la muestra, influyen
directamente en la eficiencia del tratamiento (Wang et al., 2018). Ademas, estudios
recientes han demostrado que el ultrasonido no solo favorece la disgregacién celular,
sino que también puede modificar la estructura y las propiedades funcionales de los
componentes liberados, induciendo procesos de despolimerizaciéon parcial de
carbohidratos y alteraciones en la conformacion proteica, lo que puede modificar la
capacidad filmogénica del sistema (Baxter et al., 2005; Zhang et al., 2013; Wang et al.,
2018; Yang et al., 2020).

La principal ventaja de emplear dispersiones filmogénicas como via de obtencidn de
materiales radica en la posibilidad de personalizar las peliculas mediante la

incorporacion de compuestos funcionales, como antioxidantes, antimicrobianos o
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plastificantes, entre otros, que mejoren sus propiedades funcionales, mecanicas,

térmicas o de barrera (Kuorwel et al., 2011).

Por lo general, los polimeros de origen biolédgico requieren del uso de plastificantes
debido a su fragilidad y escasa capacidad de elongacién. Los plastificantes son
compuestos no volatiles de bajo peso molecular que se incorporan en un material para
aumentar su flexibilidad (Appels et al., 2020). El glicerol, un pequefo polialcohol que
puede obtenerse como subproducto de la produccién de biodiésel (Quispe et al., 2013),
es un plastificante renovable y biocompatible cuya naturaleza higroscépica favorece la
retencion de humedad y aumenta la flexibilidad al incrementar el espaciamiento
intermolecular dentro de las redes poliméricas. De esta manera, podria mejorar las
propiedades mecanicas de los materiales fungicos (Gao et al., 2006; Appels et al., 2020;

Ben et al., 2022).

A pesar de los avances, los materiales derivados de micelio, al igual que los demas
materiales biobasados, aun no igualan completamente las propiedades de los
materiales convencionales. Sin embargo, el disefio sostenible y optimizacién de
procesos promete superar estas limitaciones y posicionar al micelio como una opcién
viable en el mercado global de materiales sostenibles (Amobonye et al., 2023). El interés
en el micelio fungico radica no solo en su caracter renovable y biodegradable, sino
también en la posibilidad de cultivarlo sobre residuos agroindustriales, lo que agrega

valor a subproductos de bajo costo y favorece esquemas de economia circular.

4. Compostaje y biodegradabilidad de materiales fungicos

La biodegradabilidad constituye uno de los atributos mas relevantes de los materiales
de base biolégica en comparacion con los plasticos convencionales. El compostaje ha
sido identificado como la tecnologia de tratamiento de residuos mas relevante
disponible para plasticos biodegradables, considerandose como un mecanismo de
reciclaje biolégico. Durante este proceso la materia organica se transforma en CO;, agua,
calor y biomasa en condiciones aerdbicas por accién de microorganismos, generando un
material estable, libre de patdgenos, que puede aplicarse al suelo (Oviedo-Ocaiia et al.,

2017; Ribba et al., 2020). Aunque se trata de términos relacionados, los términos
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“biodegradable” y “compostable” no pueden ser utilizados indistintamente. El primero
describe un proceso, mientras que el otro describe dénde y cuando el proceso tomara
lugar. Todos los plasticos compostables son biodegradables, pero no todos los plasticos
biodegradables son compostables. Depende de las condiciones del compost, del tiempo

y de si se trata de plantas de compost industriales o domésticas (Krzan et al., 2006).

Para demostrar la compostabilidad de un producto es imprescindible certificar su
biodegradabilidad, desintegracién, la produccién de compost de calidad y que se trata
de un residuo orgdnico que no aporta metales pesados y ni otras sustancias peligrosas
al medio ambiente. La certificacion de compostabilidad de materiales plasticos depende
en gran medida de las condiciones de tratamiento a las que se los someta. En nuestro
pais, la norma IRAM 29421:2019, en concordancia con la norma europea EN
13432:2000, establece los requisitos que deben cumplir los materiales para ser
considerados compostables en condiciones de compostaje industrial o municipal. Dichas
condiciones incluyen temperaturas elevadas (=58 °C), control de aireacién y humedad,
y ciclos relativamente cortos de degradacién, que permiten alcanzar una
biodegradacién minima del 90 % en un plazo maximo de 180 dias y una desintegracion
fisica en menos de 12 semanas (IRAM, 2019; European Committee for Standardization,

2000).

En contraste, el compostaje doméstico se desarrolla en sistemas de pequeiia escala,
como composteras hogarefias, que operan a temperaturas ambientales mucho mas
bajas (20-30 °C), con menor control de humedad y oxigenacién. En este contexto, los
materiales certificados bajo normas de compostaje industrial no siempre logran
degradarse completamente (Ribba et al., 2020). Por esta razén, organismos de
certificacion europeos, como TUV Austria, desarrollaron el esquema “OK compost
HOME”, que contempla tiempos de desintegraciéon mds prolongados (hasta 12 meses) y
condiciones menos controladas (TUV Austria, 2012). La Figura 6 muestra algunas

certificaciones de compostabilidad disponibles internacionalmente.
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Figura 6. Sellos que identifican a los productos como compostables presentes en diferentes partes del
mundo: A-C) Comunidad europea; D-E) Alemania; F) Estados Unidos; G) Argentina.

En general, los materiales de micelio, dada su composicién (quitina, B-glucanos vy
proteinas), son considerados biodegradables y compostables, lo que ofrece una
alternativa sostenible para su disposicidn final. No obstante, actualmente no existen
métodos o protocolos estandarizados de biodegradacion para los compuestos de
micelio. Van Wylick et al. (2022) publicaron un método exploratorio para evaluar la
desintegracién de materiales de micelio de basidiomicetos en tierra fértil, pero se sabe
poco acerca del comportamiento en compost de los materiales de micelio obtenidos a
partir de hongos filamentosos. En este contexto, avanzar en la caracterizacién del
comportamiento en compost de los materiales fungicos resulta esencial para su

implementacidn a gran escala.

5. Cultivo de hongos filamentosos

Para el aprovechamiento biotecnolégico de los hongos, es fundamental seleccionar el
sistema de cultivo adecuado, ya que las condiciones de crecimiento influyen de manera
directa en la morfologia, la fisiologia y el rendimiento metabdlico del hongo (Papagianni,
2004). En términos generales, los hongos filamentosos pueden cultivarse mediante dos
modalidades principales: cultivo sumergido, y cultivo en estado sélido. Cada una de ellas
presenta ventajas y limitaciones dependiendo del objetivo del proceso y del tipo de

metabolito a obtener.
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5.1. Cultivo sumergido

El cultivo sumergido de hongos filamentosos se realiza en medios liquidos donde el
micelio crece suspendido como micelio disperso o como pellets (rugosos o lisos). Es el
sistema mas empleado a nivel industrial por la facilidad de control de parametros como
el pH, la temperatura, la aireacion y la agitacién. Este tipo de cultivo resulta adecuado
para la produccidon de metabolitos extracelulares, como enzimas, acidos organicos o
antibiodticos, ya que permite un crecimiento rapido y a la posibilidad de mantener
condiciones fisioldgicas constantes (Papagianni, 2001; Papagianni, 2004;
Wucherpfennig et al., 2010; Lu et al., 2024). Dentro de este sistema se distinguen dos

modalidades principales: cultivo sumergido estatico y cultivo sumergido agitado.

En el cultivo estdtico, el medio permanece sin agitacion ni aireacion mecanica,
permitiendo un crecimiento superficial del micelio que forma una pelicula o micelio
flotante o suspendida en el medio de cultivo. Aunque este método es mas simple y de
menor costo, puede presentar limitaciones en la transferencia de oxigeno y nutrientes,
lo que restringe la productividad la biomasa. Sin embargo, se ha observado que estas
condiciones pueden inducir la produccién de ciertos metabolitos secundarios asociados

a la diferenciacién morfoldgica del micelio (Papagianni, 2004).

En contraste, el cultivo agitado se realiza en sistemas donde el medio es constantemente
mezclado y aireado, lo que favorece una mejor distribucidn del oxigeno y los nutrientes,
promoviendo un crecimiento micelial mas disperso y homogéneo. La agitacion también
influye en la morfologia flngica: altas velocidades de cizallamiento tienden a fragmentar
las hifas y generar micelio disperso, mientras que condiciones mdas suaves favorecen la
formacién de pellets compactos (Wucherpfennig et al., 2010; Lu et al., 2024). Estas
diferencias morfoldgicas afectan directamente la viscosidad del medio, la transferencia

de masay la productividad del proceso.

Por tanto, el cultivo sumergido, ya sea en condiciones estaticas o agitadas, ofrece un
marco versatil para la produccién de biomasa y metabolitos fungicos, siempre que se
optimicen las variables de cultivo de acuerdo con las caracteristicas del microorganismo

y el producto deseado.
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5.2. Cultivo en estado sélido

El cultivo en estado sélido implica el crecimiento del micelio sobre un sustrato sélido
humedo, sin presencia de fase liquida libre. Este sistema es especialmente adecuado
para hongos filamentosos, que presentan una afinidad natural por ambientes con baja
actividad de agua (Pandey et al., 2000). La matriz sélida donde se produce el crecimiento
puede ser tanto una fuente de nutrientes como simplemente un soporte impregnado
de los nutrientes adecuados que permiten el desarrollo de los microorganismos
(Singhania et al., 2009). Esta forma de cultivo ofrece ventajas como una mayor
concentracion de producto, menor generacion de efluentes y costos de operaciéon
reducidos. Ademds, permite el uso de materiales lignoceluldsicos o residuos
agroindustriales como soporte y fuente de nutrientes, lo que la convierte en una técnica
de cultivo sostenible y econdmica (Holker et al., 2004; Sadh et al., 2018). Sin embargo,
el cultivo en estado sélido a gran escala se ve afectado por factores variables (como el
pH, la transferencia de calor y masa, la actividad del agua y la heterogeneidad de los
sustratos), que hasta la fecha no se han podido controlar eficazmente (Bakratsas et al.,

2021).

5.3. Cultivo en residuos agroindustriales

El aprovechamiento de residuos agroindustriales como sustratos para el cultivo de
hongos filamentosos ha cobrado gran relevancia en los ultimos anos, en el marco de la
busqueda de procesos biotecnoldgicos mas sostenibles y de bajo costo. Estos residuos,
provenientes de actividades agricolas, forestales o alimentarias, como bagazo
cervecero, cascarilla de arroz, pulpa de café o subproductos de la industria frutihorticola,
contienen compuestos lignoceluldsicos, proteinas, azlcares y minerales que pueden
servir simultdneamente como fuente de carbono, nitrégeno y soporte fisico para el

crecimiento fungico (Singhania et al., 2009; Sadh et al., 2018; Abd El Aty, 2023).

La valorizacién de residuos agroindustriales mediante el cultivo fungico ofrece multiples
beneficios ambientales y econdmicos. Por un lado, reduce la carga contaminante
asociada a la disposicion de subproductos organicos; por otro, permite la generacion de

productos de alto valor agregado (Rodriguez Couto y Sanroman, 2006; de Oliveira et al.,
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2019, Abd El Aty, 2023). Asimismo, esta estrategia se alinea con los principios de la
bioeconomia circular, promoviendo la conversién de desechos en recursos utiles y

renovables.

Entre los hongos mas utilizados en el cultivo en residuos agroindustriales se destacan
especies de los géneros Aspergillus, Rhizopus, Trichoderma, Ganoderma y Pleurotus,
debido a su alta capacidad enzimatica y adaptabilidad a diferentes tipos de sustratos
han demostrado una notable capacidad para crecer y transformar estos residuos en
productos de valor agregado, como enzimas, o materiales biobasados (Rodriguez Couto
y Sanromadn, 2006; Jonathan y Oyeleke, 2016; de Oliveira et al., 2019; Rosas-Vega et al.
2025).

En conjunto, el cultivo de hongos filamentosos sobre residuos agroindustriales
constituye una estrategia biotecnolégica prometedora para el desarrollo de procesos
mas sustentables, capaces de integrar la gestiéon de desechos con la obtencién de
productos innovadores y ambientalmente responsables. En esta misma linea, el
aprovechamiento de residuos agroindustriales como sustrato de cultivo de hongos
filamentosos constituye una de las estrategias clave para el desarrollo de materiales
biobasados sostenibles. Estudios recientes demuestran la viabilidad de este enfoque; sin
embargo, requiere un ajuste apropiado de la composicién y de las condiciones de
cultivo. Se ha demostrado que el uso de residuos agroindustriales en concentraciones
entre el 50 % y el 100 % puede introducir factores inhibitorios que afectan el crecimiento
de los hongos. Sharma et al. (2025) informaron recientemente sobre la produccién de
materiales de micelio puro (MMP) utilizando agua de procesamiento agricola rica en
residuos lignoceluldsicos como medio de cultivo, ajustando su concentracion al 10 %
v/v. En este sentido, la valorizacién del bagazo de cerveceria o bagazo cervecero (BC),
un subproducto generado en grandes volumenes a nivel mundial ofrece un enfoque

circular para la reutilizacion de residuos agroindustriales.

5.3.1. Cultivo en bagazo cervecero
La produccién de cerveza es un contribuyente significativo a la economia de muchos

paises, siendo la quinta bebida mas consumida en el mundo detras del té, bebidas
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carbonatadas, la leche y el café (Simate et al.,, 2011). En las ultimas décadas se ha
producido un gran repunte de las micro cervecerias y este desarrollo ha dado lugar a un
aumento en los flujos de residuos (Hultberg, y Bodin, 2019). El proceso de produccién
de cerveza consta de una serie de operaciones unitarias que generan diferentes
efluentes. El bagazo de cerveceria o bagazo cervecero (BC) es el residuo sélido que
queda después de la maceracién y el lavado, y consiste principalmente en las cascaras
del grano de cebada y otros compuestos residuales que no se convirtieron en azlcares
fermentables durante el proceso de maceracién (Aregbesola y Omafuvbe, 2014). El BC
es el subproducto mas abundante de la industria cervecera, representando cerca del 85
% del total de subproductos generados. Se producen alrededor de 20 kg de bagazo de
grano humedo por cada 100 L de cerveza elaborada. Los principales componentes del
bagazo de grano incluyen fibra (30-50 % p/p) y proteina (19-30 % p/p). Actualmente su
principal forma de eliminacién es su secado y uso como pienso (Xiros et al., 2008; Aliyu
y Bala, 2011; Lynch et al., 2016). Otros usos menos frecuentes son la produccién de
energia por combustion directa o la produccion de biogas por fermentacién anaerébica
(Mathias et al., 2014). Diversos autores mostraron que el liquido filtrado de este residuo
puede ser utilizado como medio de cultivo adecuado para la obtencién de biomasa
fungica (Hultberg y Bodin, 2019; Hang et al., 1975). El BC destaca por su abundancia,
bajo costo y composicidn rica en polisacaridos, proteinas y minerales por lo que podria
servir como un sustrato alternativo para el cultivo de hongos (Hang et al., 1975;

Mussatto et al., 2006).

El empleo de bagazo cervecero en la produccidon de materiales de micelio ofreceria un
doble beneficio: por un lado, disminuyendo los costos del cultivo al reemplazar sustratos
comerciales mas costosos; por otro, contribuyendo a la economia circular al transformar
un desecho de gran volumen en un recurso para la generacion de materiales

biodegradables de valor agregado.
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OBJETIVO

Teniendo en cuenta que:

X/

+» La biomasa fungica constituye una fuente renovable y versatil de compuestos
filmogénicos.

+* Su aprovechamiento como materiales no solo puede reducir la dependencia de
polimeros derivados del petrdéleo, sino que también puede representar una
estrategia de valorizacion de residuos agroindustriales.

+* En nuestro grupo de trabajo se han realizado pruebas preliminares cuyos
resultados fueron prometedores en cuanto al desarrollo de peliculas de micelio.

+* Actualmente el desarrollo de materiales basados en hongos se orienta casi

exclusivamente al uso de basidiomicetes macroscdpicos. Por lo que el uso de

hongos filamentosos microscépicos resulta innovador y podria representar

grandes oportunidades para el desarrollo de nuevos materiales biobasados.

El objetivo general de este trabajo de Investigacion fue obtener y caracterizar

materiales biodegradables a partir de biomasa integral de hongos filamentosos

El presente trabajo busca aportar al campo del desarrollo de materiales fungicos
mediante un abordaje integral. De este modo, no solo contribuye al desarrollo de
nuevos materiales biobasados, sino que también se alinea con los objetivos de

sostenibilidad, economia circular y reduccién del impacto ambiental.
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CAPITULO I: OBTENCION Y CARACTERIZACION DE DISPERSIONES FILMOGENICAS

1. OBJETIVO

El objetivo de este capitulo fue obtener y caracterizar dispersiones filmogénicas a partir
de micelio de hongos filamentosos obtenidas luego de diferentes tratamientos de

ruptura celular. Para ello, se propuso:

e Reactivary confirmar la identidad de las cepas de trabajo.

e Optimizar las condiciones de cultivo para la obtencién se biomasa y evaluar la
composicidn de sus principales compuestos filmogénicos.

e Analizar el efecto de distintos tratamientos de ruptura celular en la obtencién de
dispersiones filmogénicas mediante microscopia 6ptica y distribucidon del

tamafio de particula.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Confirmacion de identidad de las cepas de trabajo

Se trabajo con especies fungicas no productoras de micotoxinas: Aspergillus niger (AN),
Penicilium nalgiovense (PN), Penicilium camemberti (PC), Geotrichum candidum (GC), y
Mucor hiemalis (MH), que se obtuvieron del cepario del laboratorio de Micologia de
Alimentos de la Universidad Nacional de Quilmes (Tabla 2). Dichos hongos se reactivaron
haciéndolos crecer en medio Agar papa dextrosa (PDA) (Anexo 1) por 7 dias a 25 °C, con
excepcion de Aspergillus niger que se incubd a 37 °C de acuerdo con sus temperaturas
Optimas de crecimiento (Pitt y Hocking, 2009). Los cultivos se mantuvieron en placas de

Petria 4 °C, disponibles para su posterior uso.

Microrganismo ID Origen
Aspergillus niger ASN1 Cepario-UBA, CABA, Bs. As.
Penicilium nalgiovense PEN 8 Salame artesanal/ Caroya, Cordoba
Penicilium camemberti PEN 25 Starter comercial Choozit™ Danisco
Geotrichum candidum GEC1 Contaminante natural de Queso Gruyere
Mucor hiemalis MUH Salame artesanal/ Caroya, Cordoba

Tabla 2. Cepas de trabajo
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Se realizd la confirmacién de identidad de las cepas de trabajo reactivadas, segun Pitt y
Hocking (2009). Para ello, los cultivos se sembraron con ansa aguja, en tres medios
diferentes (Anexo |): Agar Czapek Extracto de Levadura (CYA), Agar Extracto de Malta
(MEA) y Agar Nitrato 25 % Glicerol (GN25), y se incubaron a tres temperaturas distintas
(5 °C, 25 °Cy 37 °C), de acuerdo como se ilustra en la Figura 7. Las placas se incubaron
por siete dias. Luego de la incubacidn se procedio a la observacidn de las caracteristicas
macroscopicas de las colonias (color del anverso y reverso, didmetro, presencia de
pigmentos y exudados, textura). La observacidn de las caracteristicas microscdpicas se
realiz6 mediante un microscopio Nikon modelo Eclipse E200 utilizando el objetivo de
40X. La estructura de los conidios se observé utilizando el objetivo de 100X. Para ello se

realizaron preparados con tincidon con azul de algoddn (Anexo ) a partir de las colonias

Figura 7. Esquema de identificacion adaptado de Pitt y Hocking (2009).

aisladas en CYA.

2.2. Obtencion de biomasa

2.2.1. Preparacion del inoculo

Las cepas de trabajo (A. niger, P. nalgiovense, P. camemberti, G. candidum y M. hiemalis)
se incubaron por 7 dias a 25 °C, exceptuando a A. niger que se incubd a 37 °C, de acuerdo
con su temperatura éptima de crecimiento. Se prepard una suspension de conidios de
cada microrganismo en el orden de 108 conidios/mL para ser utilizada como indculo en

los ensayos de obtencidon de biomasa. Para ello, se recogieron con ansa ojal conidios a
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partir de las colonias crecidas en medio de cultivo agar PDA y se los suspendidé en un
tubo con agua destilada estéril con Tween 80 al 0,01 % p/p. El recuento de la suspension
se realizé mediante cdmara de Neubauer (Anexo Il). Se realizaron las diluciones

correspondientes hasta lograr ajustarla a la concentracion deseada.

2.2.2. Cultivo sumergido

Se realizé un primer screening con el objetivo de evaluar el impacto de la agitacion en
la produccidon de biomasa. Se colocaron 250 mL de medio cultivo Caldo Sabouraud
glucosado con modificaciones (CSGM) (Anexo I) en Erlenmeyers de 500 mL de capacidad
y se esterilizé en autoclave durante 15 minutos a 121 °C. Se registré el valor del pH del
medio atemperado luego de la esterilizacién mediante un pH-metro TPA-V con

electrodo ALPHA PY41 (Altronix, Buenos Aires, Argentina).

Se inocularon 6 Erlenmeyer con cada microorganismo a evaluar con una concentracién
final aproximada de 10° conidios/ml. Se evalud el efecto de la agitacién en la produccién
de biomasa fungica. Para ello la mitad de los Erlenmeyer (3 por cada microorganismo)
se incubaron en un agitador shaker orbital marca SONTEC 0S22 (Sontec Cientifica,
Buenos Aires, Argentina) durante 7 dias a 135 rpm a 25 °C excepto por A. niger que se
incubd a 37 °C. Los tres Erlenmeyers restantes se incubaron en condiciones estaticas
durante 7 dias a las temperaturas indicadas para cada microrganismo. Luego de la
incubacién todos los cultivos se esterilizaron en autoclave durante 15 minutos a 121 °C,
para asegurar que la biomasa flngica no esté activa en el momento de su tratamiento,
manteniendo de esta forma las buenas practicas de laboratorio. El micelio se recolecté
por filtracién con vacié en Kitasato utilizando papel de filtro Whatman N° 1. La biomasa
filtrada se pesé para determinar la biomasa humeda total producida. En todos los casos
la biomasa obtenida se reservé hasta su uso conservandola a -18 °C. Se determiné el
extracto seco de la biomasa obtenida filtrada por secado en estufa a 105 + 2 °C hasta
peso constante (AOAC 925.10). Para ello, en una capsula (seca y previamente pesada)
se peso exactamente 1-3 g de la muestra y se secé en una estufa SL60SDB (SAN JOR,
Buenos Aires, Argentina) hasta peso constante (diferencia entre dos pesadas sucesivas

no mayor a 2 mg o aumento de peso entre pesadas sucesivas). El porcentaje de extracto
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seco se determind de acuerdo con la Ecuacidn 1. Las determinaciones se realizaron por

triplicado.

(mz-mg)

% Extracto seco = 100. pp—
-

o) (Ecuacion 1)

Donde,

mo: peso (g) de la capsula vacia después del secado.
m1: peso (g) de la capsula y la muestra antes de secar.

m2: peso (g) de la capsula y la muestra después de secado

Ademas, se calculd el rendimiento para cada hongo en gramos de biomasa seca total

producida por litro de medio de cultivo mediante la siguiente ecuacion:

Rendimiento biomasa(g/L) _ Biomasa seca total obtenida (g) x1000 mL/L

Volumen del medio (mL)

(Ecuacidn 2)

El pH del medio de cultivo al final de la incubacion se midié utilizando un pH-metro TPA-

V con un electrodo de pH ALPHA PY41 (Altronix, Buenos Aires, Argentina).

2.2.3. Cultivo en medio sdlido

Se determind la produccién de biomasa en cultivo sélido sintético. Para ello, con el
objetivo de facilitar la separacion del micelio fungico del medio sdlido, se evalud el
cultivo sobre membranas de papel de filtro de acuerdo con lo reportado en experiencias
anteriores de nuestro grupo de trabajo (Ludemann et al., 2010). Se cortaron membranas
de papel de filtro Whatman N°1 con forma circular del didametro de la base de las placas
de Petri de 94 mm y se procedi6 a esterilizarlas en estufa (180 °C, 6 h). Se prepararon
placas de Petri estériles con 30 g de agar Sabouraud glucosado con modificaciones
(Anexo 1). Una vez solidificado el agar, se colocaron superficialmente las membranas
esterilizadas y previamente pesadas, asegurandose que queden bien adheridas sobre la
superficie del agar y evitando la presencia de burbujas. Se inoculé6 1 mL de una
suspension de 107 conidios/mL de cada microorganismo preparada segun item 2.2.1 del

presente capitulo. Las placas se incubaron por 7 dias a 25 °C para Penicilium nalgiovense,
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Penicilium camemberti, Geotrichum candidum y Mucor hiemalis y a 37 °C para

Aspergillus niger.

Finalizada la incubacién, las membranas se removieron del agar con la ayuda de pinzas
estériles y se pesaron. Para determinar la biomasa humeda total producida se procedié
a restar el peso del filtro. Las membranas junto con la biomasa se colocaron en placas
de Petri y estas dentro de bolsas de autoclave y se esterilizaron durante 15 minutos a
121 °C. Posteriormente, se determind el porcentaje de extracto seco (%ES) de las
biomasas fungicas obtenidas por secado en estufa hasta peso constante (SL60SDB, SAN
JOR, Buenos Aires, Argentina) restando el peso del filtro seco (Ecuaciéon 3). El ensayo se

realizo por triplicado.

(mz—mpg—my)

0, =
YoExtracto seco 100.(m1_mm_m0) (Ecuaci(’)n 3)

Donde,

mo: peso (g) de la cdpsula vacia después del secado.

m1: peso (g) de la cdpsula y la muestra antes de secar.
mpy: peso (g) del filtro antes de secar.

m;: peso (g) de la cdpsula y la muestra después de secado

mps: peso (g) del filtro seco (Se calculd teniendo en cuenta el %ES del papel de filtro
estéril).

Se calculé el rendimiento como gramos de biomasa producida (en base seca; b.s) sobre

kilogramo (Ecuacién 4).

Biomasa seca total obtenida (g)

Rendimiento biomasa (g/kg) = x1000 g/kg

Masa del medio (g) (Ecuacic')n 4)

2.2.4. Determinacion de principales componentes filmogénicos

Los hongos presentan una composicién bioquimica compleja, en la que predominan los
polisacaridos y las proteinas como componentes fundamentales de su biomasa total. En
conjunto, la combinacion de estos componentes confiere a los hongos una estructura
altamente organizada, resistente y adaptable, clave para su supervivencia en diversos

ambientes y que puede ser de utilidad en el desarrollo de materiales basados en micelio.
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Se realizé la caracterizacion de la biomasa de los hongos seleccionados P. nalgiovense,
M. hiemalis y A. niger en sus componentes filmogénicos principales: proteinas y
polisacaridos, expresados como carbohidratos totales, y la cuantificacion especifica
glucanos. Los resultados se expresaron en base seca, para ello se determiné el
porcentaje de extracto seco de cada biomasa por el método de secado en estufa a 105

°C hasta peso constante (AOAC 925.10).

2.2.4.a. Proteina cruda

El contenido de proteina cruda en las biomasas fungicas se determind mediante el
método Kjeldahl (AOAC 2001.11) utilizando un equipo Kjeltec (Kjeltec™ 8100, FOSS,
Hillergd, Dinamarca). Este método permite determinar la cantidad de nitrégeno en una
muestra y, por ende, estimar el contenido de proteinas, utilizando un proceso de tres
pasos: digestién (conversidn del nitrégeno en sulfato amodnico), destilacion (liberacidény
recoleccidon del amoniaco en dacido bdrico) y titulacion (valoracidon del amoniaco para
cuantificar el nitrégeno). Para la determinacién se agregaron aproximadamente 500 mg
de cada muestra, 2 catalizadores Kjeltabs y 17 mL de H2S04 al 98 % en tubos de
digestion y se digirieron a 420 °C durante 60 min (FOSS Tecator DT2508 Digestor 8, FOSS,
Hillergd, Dinamarca). Las muestras destilaron, se recolectaron en acido bérico al 4 % vy

se titularon con HCI 0,1 N. El nitrégeno total se calculé mediante la Ecuacién 5.

N, (g/l(}{)g) _ [(VM—VB)-F::cmo-Peq N] 100

(Ecuacién 5)

Donde,

Vm: volumen (mL) de acido gastados para titular la muestra.

Vs: volumen (mL) de acido gastados para titular el blanco.

Naicido: coOncentracion (normalidad) del H2SO4 utilizado en la titulacion.

Pegn: peSo equivalente del nitrégeno= 0,014007 (en g de nitrégeno/miliequivalente)

M: peso (g) del de la muestra.
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El contenido de proteina cruda se estimd con un factor de conversion (Fr»p) de 6,25

mediante la Ecuaciéon 6. Todas las muestras se analizaron por duplicado.

Proteina eruda (g/IOOQ) = Ny (g/IOOQ)'FN‘*P . on6)
cuacion

2.2.4.b. Carbohidratos

Los carbohidratos totales se determinaron por el método del fenol-acido sulfurico
(Dubois et al., 1956). El principio bdsico de este método es que los carbohidratos,
cuando se deshidratan por reaccién con Aacido sulfurico concentrado, producen
derivados del furfural los cuales al reaccional con el fenol desarrollan un color detectable
(Quero-Jiménez et al., 2019). En este estudio se prepararon dispersiones flngicas con
agua destilada para estar en un rango de entre 10-70 carbohidratos pg/mL. Las
dispersiones se trataron con ultrasonido durante 15 minutos para obtener muestras
homogéneas. Se utilizé una curva de calibracién con las siguientes concentraciones de
glucosa: 10, 20, 30, 40, 50, 60 y 70 ug/mL. Todas las soluciones se ensayaron por
triplicado. Una alicuota de 0,8 mL de una solucién de carbohidratos se mezclé con 0,4
mL de una solucion acuosa de fenol al 5 % p/v en un tubo de ensayo. Luego, se agregaron
rapidamente a la mezcla 2 mL de acido sulfurico concentrado (98 % p/p). Los tubos se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 10 minutos y luego se agitaron en vértex
durante 30 segundos y se colocaron durante 20 min en un bafio de agua a 37 °C para el
desarrollo del color. Transcurrido el tiempo de incubacidn, las muestras se midieron a
490 nm en un fotémetro T60 UV/VIS (PG Instruments, Leicestershire, Reino Unido)
frente a un blanco de reactivo preparado de forma idéntica a la de la muestra, excepto
qgue la alicuota de 0,8 mL de muestra se reemplazd por agua destilada. Todas las
muestras se analizaron por triplicado. Los carbohidratos totales se obtuvieron mediante

la Ecuacion 7.

Carbohidratos totales (g/l) = fd. (Absmuestra ~ €)
(m) Ly
(Ecuacién 7)
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Donde Absmuestra corresponde a la absorbancia de la muestra a 490 nm; C es la
interseccion de la curva con el eje Y; m es la pendiente de la curva de calibracion de

glucosa y fq es el factor de dilucién.

Para la determinacidon de glucanos se utilizé el kit comercial Megazyme TM K-YBGL
(Irlanda). Este kit enzimdtico contiene exo-1,3-B-glucanasa, PB-glucosidasa,
amiloglucosidasa e invertasa; reactivo de determinacion de glucosa (glucosa oxidasa
mas peroxidasa y 4-aminoantipirina) y solucidon estandar de glucosa. La medicion del
contenido total de glucanos se realizo solubilizando las muestras secas (90 mg) en H,SO4
12 M, enfriado con hielo, durante 2 h en un bafio de agua con hielo seguido de 2 h
adicionales a 100 °C hasta casi completar la hidrdlisis en 2 M H,SO4. Después de una
neutralizacion con hidréxido de sodio 8 M, se realizé la hidrdlisis de glucosa usando una
mezcla de exo-1,3-B-glucanasa y B-glucosidasa en buffer de acetato de sodio (pH 4,5)
durante 1 hora a 40 °C. Luego, se agregaron 3 mL de glucosa-oxidasa-peroxidasa-
reactivo (GOPOD) y se incubdé nuevamente a 40 °C durante 20 min. Las muestras se
midieron a 510 nm en un espectrofotdmetro (PG Instruments, Leicestershire, Reino

Unido) frente a un blanco de reactivo.

Para la determinacion del contenido de a-glucanos, las muestras secas (100 mg) se
agitaron con 2 mL de NaOH (1,7 M) en un bafio de agua con hielo durante 20 min. Luego
se realizd la hidrdlisis enzimatica con amiloglucosidasa e invertasa en buffer de acetato
de sodio (pH 3,8) durante 30 min a 40 °C. Luego, se agregaron 3 mL de GOPOD y se
incubd nuevamente a 40 °C por 20 min. Las muestras se midieron a 510 nm en un
espectrofotémetro T60 UV/VIS (PG Instruments, Leicestershire, Reino Unido) frente a
un blanco de reactivo. El contenido de B-glucanos se determiné restando el contenido
de a-glucanos del contenido total de glucanos (McCleary y Draga, 2016). Todas las

muestras se analizaron por cuadriplicado.

2.3. Obtencidn de las dispersiones filmogénicas

Se prepararon dispersiones al 3% p/p b.s. para cada una de las cepas fungicas estudiadas

de acuerdo con lo reportado en trabajos anteriores de nuestro grupo de trabajo
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(Martinez, 2018). Para ello, la biomasa se corté en pequefios trozos con tijera para
facilitar su tratamiento y se agregd agua destilada. Las dispersiones fueron sometidas a
procesos de ruptura celular mediante ultrasonido para liberar el material
citoplasmatico. Se evaluaron tres condiciones que combinaron tratamientos de ruptura
por ultrasonido (US) con tratamientos de homogeneizacion a alta velocidad (UT) (Tabla
3). Se utilizé6 un procesador ultrasénico (US) VCX-750 Sonics and materials, inc.,
Newtown, CT, USA al 100 % de amplitud en ciclos de 30 segundos de pulsacién y 30
segundos de descanso estableciendo como limite de temperatura 40 °C. Se establecio
como limite 40 °C, ya que por sobre esa temperatura el colapso de las burbujas que se
producen durante la cavitacion es mas débil, reduciendo asi el efecto de la sonicacion
(Zhang et al., 2013). Posteriormente, en algunos de los tratamientos, la dispersiéon se
sometid a una homogeneizacion por aire a 12000 rpm mediante un rotor-estator
(Ultraturrax: UT) IKAT25 Works inc Wilmington, USA, durante 1 minuto con el propdsito

de romper los agregados residuales.

ID Tratamiento
15US-UT-15US 15minUS+1min UT+15minUS
15US 15 min US
7,5US-UT-7,5US 7,5 min US + 1 min UT + 7,5 min US

Tabla 3. Tratamientos realizados a las dispersiones fungicas.

2.3.1. Observacion microscopica

Se evalud cualitativamente la ruptura celular a través de microscopia 6ptica. Para ello
se realizaron preparados a partir de diluciones 1:20 de las dispersiones obtenidas bajo
los diferentes tratamientos, con tincidn con azul de lactofenol (Anexo 1). Se las observo

bajo un aumento de 40X mediante un microscopio Nikon modelo Eclipse E200.

2.3.2. Estudio de la distribucion del tamano de particula

La distribucion del tamafio de particula es una propiedad fundamental para caracterizar
sistemas de particulas en suspension. Las particulas son objetos tridimensionales vy, a
menos que sean esferas perfectas (por ejemplo, emulsiones), no pueden describirse

completamente mediante una sola dimensién, como un radio o un didmetro. Para
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simplificar el proceso de medicion, a menudo es conveniente definir el tamafo de
particula utilizando el concepto de esferas equivalentes. En este caso, el tamafio de
particula se define por el diametro de una esfera equivalente que tiene la misma
propiedad que la particula real, por ejemplo, volumen o masa (Malvern Instruments
Limited, 2015). A menos que la muestra que se desee caracterizar sea perfectamente
monodispersa, es decir, cada particula tenga exactamente las mismas dimensiones,
consistira en una distribucidn estadistica de particulas de diferentes tamafnos. Es una
practica comun representar esta distribucién en forma de una curva de distribucién de
frecuencia. Para simplificar la interpretacién de los datos de distribucién del tamafio de
particulas, se pueden determinar diferentes pardmetros estadisticos, como por ejemplo
la media (tamafio medio de una poblacién), la mediana (tamafio en el que el 50 % de la
poblacién esta por debajo o por encima) y la moda (tamaio con la frecuencia mas alta),
entre otros. Si la distribucidon es una distribucion normal o gaussiana, la media, la
mediana y la moda estardn exactamente en las mismas posiciones. Sin embargo, si la
forma de la distribucion del tamafio de particula es asimétrica, como suele ser el caso
en muchas muestras, no se esperaria que estos tres valores fueran exactamente
equivalentes (Rawle, 2002). Hay muchas medias diferentes que se pueden definir
dependiendo de cdmo se recopilen y analicen los datos de distribucidn. A continuacion,
se describen las tres mas utilizadas para el tamafio de particulas (Malvern Instruments

Limited, 2015):

e Maedia aritmética en nimero o longitud media D [1,0]: La media de la longitud del
numero, a menudo denominada media aritmética, es mas importante cuando el
numero de particulas es de interés, por ejemplo, en aplicaciones de conteo de
particulas. Solo se puede calcular si conocemos el niumero total de particulas en la
muestra y, por lo tanto, se limita a las aplicaciones de conteo de particulas.

¢ Maedia del momento de superficie D [3, 2]: La media del area de superficie (didmetro
medio de Sauter) es mas relevante cuando el area de superficie especifica es
importante. Es mas sensible a la presencia de particulas finas en la distribucién del
tamafio.

e Maedia del momento de volumen D [4, 3]: La media del momento del volumen

(didmetro medio de De Brouckere) es relevante para muchas muestras, ya que
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refleja el tamafio de las particulas que constituyen la mayor parte del volumen de la

muestra. Es mas sensible a la presencia de particulas grandes en la distribucién del

tamafo.
Si el objetivo es controlar el tamafio de las particulas gruesas que componen la mayor
parte de una muestra, entonces el D [4,3] seria el mas apropiado. Si, por otro lado, es
mas importante controlar la proporcién de particulas finas presentes, entonces podria
ser mas apropiado utilizar la D [3,2]. Las diferentes técnicas de medicidn utilizan
diferentes modelos de esferas equivalentes, y, por lo tanto, pueden generar un didmetro
medio diferente, asi como medir diferentes propiedades de las particulas individuales.
Por ejemplo, la difraccion laser calcula inicialmente una distribucién basada en términos
de volumen y es por eso que la media D [4,3] se informa de manera destacada (Rawle,
2002). La difraccién laser mide la distribucion del tamafio de las particulas midiendo la
variacion angular en la intensidad de la luz dispersada cuando un rayo laser pasa a través
de una muestra de particulas dispersas. Se basa en el principio basico que las particulas
grandes dispersan la luz en dngulos pequeios con respecto al rayo laser y las particulas
pequeiias dispersan la luz en dngulos grandes. Los datos de intensidad de dispersion
angular se analizan luego para calcular el tamano de las particulas responsables de crear
el patrén de dispersion, utilizando la teoria de Mie de dispersion de luz. El tamafio de
particula se expresa como un didmetro de esfera equivalente en volumen (Rawle, 2002;

Caparros, 2013).

Se determiné la distribucion de tamafio de particula de las muestras por difraccién laser
en el rango 0,1 a 1000 um con un equipo Malvern Mastersizer 2000E (Malvern
Instruments, Worcestershire, Reino Unido). El volumen afadido de las dispersiones fue
el necesario para lograr el porcentaje de obscuracidn que permita una medicién
adecuada (aprox. 1-2 mL) en 600 mL de agua, con agitacién a 2000 rpm (Unidad Hydro
2000MU, Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido). Se utilizd un indice de
refraccion para las particulas dispersas de 1,52 (almidén) y 1,33 para el agua, con un
coeficiente de absorcion asociado de 0,001. Se obtuvieron distribuciones de tamafos
expresadas en %volumen y en %numero, el diametro medio de De Brouckere (D[4.3]) y

el coeficiente de dispersion de tamafio de particula o Span (Ecuacién 8) que se define
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como la medida del ancho de la distribucidn. Todas las mediciones se realizaron por

triplicado.

d(0,9)— d(0,1)

Span = d(0,5)

(Ecuacion 8)
donde d(0,1), d(0,5) (mediana), y d (0,9) indican respectivamente los didmetros por
debajo de los cuales se encuentra el 10, el 50 y el 90 % de las particulas (si es una

distribucién en nimero) o del volumen total (si es una distribucién en volumen).

2.4. Analisis estadistico

Los datos experimentales se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) con
el objetivo de identificar diferencias significativas entre tratamientos. En los casos en
que se detectaron diferencias, se aplicé el test de Tukey (test post-hoc) para la
comparacion de medias. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el
software InfoStat version 2020e (Grupo InfoStat, Facultad de Ciencias Agrarias,
Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina), con un nivel de significancia establecido

en a=0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Confirmacidon de identidad de las cepas de trabajo

3.1.1. Aspergillus niger
La Figura 8 y la Figura 9 ilustran las caracteristicas macroscépicas y microscopias

obtenidas tras 7 dias de incubacion para la cepa de A. niger, respectivamente.
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Figura 8. Colonias de A. niger tras 7 dias de incubacion en diferentes medios de cultivo: A) CYA a 25 °C; B)
MEA a 25 °C; C) CYA a 37 °C; D) G25N a 25 °C. (Superior: anverso; Inferior reverso).

Las colonias en medio CYA a 25 °C presentaron un tamafo mayor a 85 mm de didmetro
gue cubrian toda la placa de Petri. Estas colonias eran planas, velutinosas, sulcadas,
granulares y muy densas, de anverso color negro y reverso amarillo palido. Se
observaron gotas de exudado transparente en el centro de las colonias. A 37 °C se
observaron colonias mayores a 60 mm de didmetro, sulcadas, granulares y similares a
las de CYA a 25 °C en el resto de sus caracteristicas. Las colonias en MEA presentaron 38
mm de didmetro promedio siendo mas pequefias que las de CYA, con coremia vy
granulares, con anverso color verde oliva y reverso palido. Las colonias en G25N tuvieron
30 mm de didmetro promedio, caracterizdndose por ser planas, velutinosas, con micelio

blanco-amarillo y reverso pdlido. No se observé crecimiento a 5 °C.
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Figura 9. Ampliaciones desde microscopias de aislamientos de A. niger A) conidicforos 10X; B) cabeza
aspergilar 40X; C) conidios 100X.

A través de observaciones microscépicas se evidencido que las hifas eran septadas,
hialinas y de paredes lisas. Se observaron vesiculas esféricas de 56,8 mm de didmetro
promedio, con métulas y fidlides en toda la superficie. Las métulas y las fidlides
presentaron un largo promedio de 22,7 um y de 10 um, respectivamente. Los conidios
resultaron ser esféricos, de 4,5 um de didmetro promedio, de color marrén, con paredes

rugosas, y nacian de cabezas aspergilares.

Las caracteristicas macroscdpicas y microscopicas antes detalladas coincidieron con lo
establecido por Pitt y Hocking (2009), confirmandose la identidad del aislamiento como

Aspergillus niger.

3.1.2. Mucor hiemalis

La Figura 10 y la Figura 11 ilustran las caracteristicas macroscépicas y microscopias
obtenidas tras 7 dias de incubacion para la cepa de M. hiemalis, respectivamente. Las
colonias en CYA presentaron colonias que abarcaban la totalidad de la placa de Petri, de
aspecto flocoso, de anverso beige grisdceo y reverso palido. En MEA, también se
obtuvieron colonias que abarcaron toda la placa de Petri, densas, de anverso color beige
grisaceo y reverso amarillo dorado. En G25N se observaron colonias de 10,5 mm de
didmetro promedio, densas, de color amarillo tanto en el anverso como en el reverso. A

5 °C, colonias de 20 mm de diametro promedio, bajas y escasas. No crecié a 37 °C.
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Figura 10. Colonias de M. hiemalis tras 7 dias de incubacion en diferentes medios de cultivo: A) CYA a 25
°C; B) MEA a 25 °C; C) CYA a 5 °C; D) G25N a 25 °C. (Superior: anverso; Inferior reverso).

A través de las observaciones microscépicas se evidenciaron hifas hialinas no septadas
de paredes lisas. Se observaron esporangios de 40,8 um de diametro promedio,
columelas de 18,2 um de didmetro promedio y esporangiosporas hialinas elipsoidales

de 6,8 um de diametro promedio.

Las caracteristicas macroscdpicas y microscépicas antes detalladas coincidieron con lo
establecido por Pitt y Hocking (2009), confirmandose la identidad del aislamiento como

Mucor hiemalis.

Figura 11. Ampliaciones desde microscopias de aislamientos de M. hiemalis A) esporangio y columela 40X;
B) esporangiosporas 100X.
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3.1.3. Geotrichum candidum

En medio CYA se desarrollaron colonias de 60 mm de didmetro promedio, bajas y
bastante escasas, planas, con coremia, de anverso blanco y reverso palido. Las colonias
en MEA presentaron 53 mm de didmetro promedio, siendo velutinosas, mas compactas
gue las de CYA, con anverso de color blanco y reverso pdlido. No se presentd crecimiento
a5 °C nia37 °C ni tampoco en G25N. La Figura 12 ilustra las caracteristicas

macroscopicas obtenidas tras 7 dias de incubacion.

Figura 12. Colonias obtenidas de G. candidum tras 7 dias de incubacion en diferentes medios de cultivo:
A) CYA a 25 °C; B) MEA a 25 °C (Superior: anverso; Inferior reverso).

En cuanto a las caracteristicas microscépicas, se observd la fragmentacién de hifas
indiferenciadas formando artroconidios. Los artroconidios eran hialinos, cilindricos, de
paredes lisas y su tamafio variaba entre 6,8-9,1 x 2,3 um (bxh). La Figura 13 muestra las

microscopias obtenidas tras 7 dias de incubacidn.
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Figura 13. Ampliaciones desde microscopias de aislamientos de G. candidum A) artroconidios 40X; b)
artroconidios 100X.

Las caracteristicas macroscopicas y microscépicas antes detalladas se correlacionan con
lo establecido por Pitt y Hocking (2009), confirmandose la identidad del aislamiento

como Geotrichum candidum.

3.1.4. Penicillium nalgiovense

En las Figuras 14 y 15 se ilustran las caracteristicas macroscdpicas y microscopias
obtenidas tras 7 dias de incubacién para el aislamiento de P. nalgiovense,
respectivamente. En medio CYA se obtuvieron colonias de 30 mm de didametro
promedio, radialmente sulcadas, densas y velutinosas, de anverso color blanco con
presencia de exudado transparente y reverso palido. Las colonias en MEA presentaron
un didmetro promedio de 18 mm y se caracterizaron por ser, planas, densas y
granuladas, con anverso color blanco, ausencia de exudados y reverso fuertemente
coloreado en tono anaranjado. En G25N se observaron colonias de 15 mm de didmetro
promedio, planas, densas y compactas, con anverso color blanco, ausencia de exudado
y pigmento soluble, y reverso de color amarillo. No se observé crecimiento nia 5 °Cnia

37 °C.
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Figura 14. Colonias de P. nalgiovense tras 7 dias de incubacion en diferentes medios de cultivo: A) CYA a
25 °C; B) MEA a 25 °C; C) G25N a 25 °C. (Superior: anverso; Inferior reverso).

La observacidon microscopica de los preparados permitid apreciar hifas hialinas septadas
de paredes lisas, conidiéforos ramificados irregularmente, con penicilios irregulares con
una estructura terminal terverticilada y fidlides ampuliformes de 9 um de largo

promedio, y conidios esféricos de 3,4 um de diametro promedio con paredes lisas.

Las caracteristicas macroscépicas y microscopicas observadas se corresponden con lo
descripto por Pitt y Hocking (2009), confirmandose la identidad del aislamiento como

Penicillium nalgiovense.

Figura 15. Ampliaciones desde microscopias de aislamientos de P. nalgiovense A) conidiéforo 40X; B)
conidios 100X.
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3.1.5. Penicillium camemberti

La Figura 16 ilustra las caracteristicas macroscépicas obtenidas tras 7 dias de incubacidn.
Las colonias desarrolladas en CYA presentaron un tamafio de 38 mm de didmetro
promedio, ocasionalmente mds pequefias, ligeramente sulcadas radialmente, convexas,
velutinosas, con anverso color blanco y reverso palido. Las colonias en MEA se
caracterizaron por tener un didmetro promedio 23 mm, ser planas y levemente flocosas,
con anverso blanco y reverso amarillo. En G25N se observaron colonias de 16 mm de
didmetro promedio, flocosas, sulcadas, con anverso color blanco, ausencia de exudado
y pigmento soluble, y reverso de color palido. Escaso crecimiento a 5 °C. No se observé

crecimiento a 37 °C.

Figura 16. Colonias de P. camemberti tras 7 dias de incubacion en diferentes medios de cultivo: A) CYA a
25 °C; B) MEA a 25 °C; C) G25N a 25 °C. (Superior: anverso; Inferior reverso).

A partir de la observacién microscopica se evidenciaron hifas hialinas septadas de
paredes lisas, conidiéforos ramificados, con penicilios irregulares con una estructura
terminal terverticilada y fidlides ampuliformes de 13,6 um de largo promedio, y conidios
esféricos de 3,5 um diametro promedio con paredes lisas. La Figura 17 muestra las

microscopias obtenidas tras 7 dias de incubacidn.
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Figura 17. Ampliaciones desde microscopias de aislamientos de P. camemberti A y B) conidioforo 40X; C)
conidios 100X.

Las caracteristicas macroscépicas y microscopicas observadas se corresponden con lo
descripto por Pitt y Hocking (2009), con algunas diferencias menores en los tamafios de

la colonia, confirmandose la identidad del aislamiento como Penicillium camemberti.

3.2. Produccidén de biomasa

3.2.1. Cultivo sumergido

Cuando los hongos se cultivan en fermentacién sumergida pueden presentar diferentes
formas morfolégicas, desde filamentos miceliales dispersos hasta masas miceliales
densamente entrelazadas, o masas esféricas de hifas referidas a la forma de pellets
(Gibbs et al., 2000; Papagianni, 2004; Li et al., 2019). Los pellets fungicos pueden
formarse a partir de una sola espora, agregados de esporas o hifas aglomeradas (Li et
al., 2019), y su morfologia y tamafio se ve afectada por la agitaciéon (Veiter et al., 2020).
Generalmente, el tamafio, asi como la cantidad de pellets, pueden reducirse mediante
una mayor agitacion (Vansuijdam et al., 1981; Nielsen et al., 1995). El crecimiento en
forma de pellet presenta como ventajas la disminucion significativa de la viscosidad y la

separacion mas facil de la biomasa del caldo de cultivo (Zhang y Zhang, 2016).
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La Figura 18 muestra la comparacion de las diferentes morfologias de crecimiento,
obtenidas para cada hongo en cultivo estatico o agitado. Los cultivos agitados de
Aspergillus niger, P. nalgiovense y P. camemberti presentaron crecimiento en forma de
pellets, lo que facilito el filtrado y la recuperacién de la biomasa generada (Tabla 4). Los
pellets de Aspergillus niger, se caracterizaron por presentar una forma esférica con
bordes difusos, similares a la hierba diente de ledn, sugiriendo un fenémeno de autdlisis
(Figura 19, A). Esto se debe a que, al ir aumentando el tiempo de cultivo, se produjo un
agotamiento de los nutrientes del medio y los granulos comenzaron a sufrir erosién,
debido a limitaciones en la transferencia de masa y oxigeno (Cui et al., 1997; Li et al.,
2019; Barzee et al., 2021). Por otro lado P. nalgiovense y P. camemberti exhibieron
pellets de forma irregular y menos esférica. A su vez, se observaron diferencias en el
tamafio de los pellets generados por un mismo hongo, posiblemente asociadas al uso
de Erlenmeyer de diferentes didmetros de base y a su posicion dentro del agitador
orbital (Figura 19, B). Esto pudo haber generado modificaciones en la agitacién y en la
aireacion de los cultivos afectando de esta forma el tamafio de los pellets. A pesar de las
diferencias observadas en el tamafio de los pellets entre las réplicas de una misma
condicién, la produccidn de biomasa obtenida (g b.s/L de medio) mostré poca variacion
entre las réplicas de un mismo hongo (Tabla 4). M. hiemalis y G. candidum crecieron
como micelio libre y disperso por todo el medio de cultivo. Este resultado concuerda
con lo reportado en bibliografia ya que se describen muy pocas referencias sobre la
formacién de pellets en especies de Mucor (Balsano et al., 2016) y solo ocurre cuando
se ajustan las condiciones del medio afiadiendo sales de calcio como agentes nucleantes
o ajustando el pH (Sladdin y Lynch, 1983; Xia et al., 2011). En este estudio, el proceso de
filtracidon de M. hiemalis obtenido bajo agitacion fue igualmente exitoso al de los cultivos
gue presentaron crecimiento en forma de pellets a pesar de crecer como micelio
disperso. Esto probablemente podria estar asociado con la coagulacion de proteinas
durante el proceso de esterilizaciéon por calor humedo (Baker y Silverton, 1976).
Contrariamente la filtracion de G. candidum resulté mas dificultosa; a pesar de haber

obtenido una morfologia de crecimiento similar.

Bajo condiciones estaticas, P. nalgiovense y P. camemberti crecieron como un micelio

flotante blanco, poco compacto que no llegaba a cubrir la totalidad del area transversal
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del recipiente. G. candidum presentd un micelio flotante y disperso en el medio de
cultivo generando turbidez en el mismo. Por su parte M. hiemalis exhibié un micelio
sumergido y disperso. Aspergillus niger crecié como un micelio flotante compacto que
abarcaba toda la seccion transversal del Erlenmeyer, de color blanco (Figura 18). Esta
morfologia facilitd su filtrado y separacién, presentando una ventaja operativa frente a

los demas cultivos bajo condiciones estaticas.

Cultivo en agitacion Cultivo estatico

500 m

P. nalgiovense

P. camemberti

G. candidum

M. hiemalis

Figura 18. Morfologias de crecimiento tras 7 dias de cultivo sumergido con y sin agitacion.

67



CAPITULO I: OBTENCION Y CARACTERIZACION DE DISPERSIONES FILMOGENICAS

P. nalgiovense

Plssyrs EhaRede?

B

Figura 19. A) Pellets con forma de diente de leén obtenidos por A. niger B) Diferencias en el tamafio de
los pellets al final de la incubacion bajo agitacion de P. nalgiovense y A. niger.

La Tabla 4 presenta los rendimientos de biomasa obtenidos al final de la incubacidn. Tras
7 dias de incubacidn todos los hongos filamentosos estudiados presentaron valores de
biomasa (g biomasa seca/L) significativamente mayores (p < 0,05) en los cultivos bajo
agitacion respecto a aquellos en condiciones estaticas. Esto sugiere que la agitacién, y
por lo tanto la aireacidn generada por la misma, favorece la produccién de biomasa para
las cepas bajo estudio. Aspergillus niger se destacd por presentar los mayores
rendimientos de biomasa en ambas condiciones de cultivo. En todos los hongos
estudiados, la biomasa producida bajo agitacién fue aproximadamente 1,8 veces mayor
a la obtenida en condiciones estaticas. M. hiemalis mostré ser el mas afectado por la
reduccion de la aireacion, presentando la mayor diferencia entre ambas condiciones de
cultivo, obteniendo 2,2 veces mas biomasa en agitacion que en condiciones estaticas.
Por otro lado, Geotrichum candidum presentd la menor diferencia entre sus
rendimientos en condiciones agitadas (0,73 g/L) y estaticas (0,52 g/L), siendo 1,4 veces
mayor en agitacion. Las similitudes encontradas en ambas condiciones de cultivo
probablemente se deban a que G. candidum es un hongo dimorfico. Esto significa que
las cepas pertenecientes a esta especie son capaces de alternar una fase unicelular (con
crecimiento levaduriforme) con otra micelial (con produccion de hifas) en respuesta a
cambios en diversos factores ambientales (nutrientes, tensién de CO,, potenciales de
oxidacién-reduccién, temperatura) (Sacristan,2015). Esta caracteristica les permite

poder proliferar a manera de levaduras en condiciones de muy baja tensidn de oxigeno
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(Miller y Golding; 1949; Sacristan, 2015) y no ser tan dependientes de la aireacion del

medio para su desarrollo.

Produccion de Biomasa total

MO/Condicién de cultivo (g/L)
Agitado Estatico
Aspergillus niger 2,63+0,122  1,72+0,18"
Mucor hiemalis 2,02+0,09°2 0,90+ 0,05"
Penicillium nalgiovense 1,96 £ 0,042 1,04+0,03°
Penicillium camemberti 1,94 £0,00° 0,86+0,11°
Geotrichum candidum 0,73+0,06° 0,52+0,05°"

*letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P < 0,05)

Tabla 4. Valores promedio de biomasa total obtenida (b.s) tras 7 dias de cultivo sumergido agitado y
estdtico. Valores expresados como media + desviacion estandar (DS).

Para el crecimiento de hongos se utilizan diferentes medios de cultivo, los cuales
sustituyen parcialmente las propiedades nutricionales del sustrato natural del hongo
por cultivar. La finalidad del medio es proporcionar una mezcla de nutrientes requeridos
por los microorganismos que optimicen su crecimiento y/o produccion de metabolitos
de interés. La composicion del medio y las condiciones de cultivo puede influir sobre
diferentes aspectos en la fisiologia del microorganismo, tales como, la nutricién,
multiplicaciéon (produccién de biomasa) y produccién de metabolitos primarios vy
secundarios (Herndndez-Lopez et al., 2019). Esto hace que los datos obtenidos por
diferentes autores no sean del todo comparables a menos que se traten de condiciones

de cultivo semejantes.

En condiciones agitadas, A. niger presentd valores de biomasa comparables con los
reportados por Oshoma e lkenebomeh (2005), quienes obtuvieron un crecimiento de 2
g/L tras de 7 dias de cultivo en un medio con salvado de arroz suplementado con azucar,
nitrogeno y minerales (120 rpm, 28 °C). Por otro lado, los valores obtenidos resultaron
inferiores a los rendimientos reportados por otros autores tanto en medios sintéticos

como en agro-residuos (Hang et al., 1975; Leal et al., 2011; Chuppa Tostain et al., 2018).

M. hiemalis, en agitacion, presentd rendimientos comparables con los reportados por
Parrilla (2020) en cultivos de 5 dias en Caldo Extracto de Levadura y Sacarosa (YES), a

135 rpmy 25 °C (2,6 g/L). A su vez resultaron menores a los obtenidos por Jakovljevi¢ et
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al., (2014) para Mucor racemosus (3,2-4,5 g/L) en caldo Czapek Dox, con y sin

detergente, tras 6 dias de incubacién con agitacidon a temperatura ambiente y pH 4,7.

P. nalgiovense, bajo agitacion, presentd valores aproximadamente 2,5 veces menores a
los obtenidos por Parrilla (2020) en cultivos de 5 dias en Caldo Extracto de Levadura y
Sacarosa (YES), a 135 rpmy 25 °C (4,7 g/L). Por su parte P. camemberti, también obtuvo
rendimientos de biomasa considerablemente menores a los informados por otros
autores. Santhalin Shellomith y Preetha (2018) reportaron rendimientos de entre 10 a
35,8 g/L usando como medio de cultivo lactosuero con diferentes grados de
suplementacion, tanto en estatico como en agitacion (120 rpm), tras 5 dias a 30 °C. Cabe
destacar que estos observaron los mejores rendimientos bajo condiciones estaticas
independientemente del grado de suplementacion del medio. Amrane et al. (1999)
informaron valores de biomasa de 3,2 g/L en caldo YEL (Extracto de levadura y lactato)
y de 3,5 g/L en caldo PTL (Peptona de caseina, triptica y pancredtica, y lactato), tras 7

dias de incubacién a 25 °C, 850 rpm y un pH inicial 4,5.

La biomasa de G. candidum obtenida resulté menor a la informada por Amrane et al.
(1999). Estos reportaron rendimientos de biomasa de 3,1 g/L vy 3,3 g/L, en caldo YEL
(Extracto de levadura y lactato) y PTL (Peptona de caseina, triptica y pancredtica, y

lactato) respectivamente, tras 5 dias de incubacién a 25 °C, 850 rpm y pH inicial 4,5.

La Tabla 5 muestra los valores de pH obtenidos tras 7 dias de incubacién. Todos los
cultivos presentaron un descenso en el pH del medio (pH inicial medio: 6,2 + 0,1) tanto
en condiciones estaticas como en agitacion. Los hongos generalmente alteran el pH del
medio en el que crecen, debido a la absorcidn de aniones o cationes en el medio
(Jakovljevic¢ et al., 2014). El pH del medio fermentativo por lo general disminuye durante
el cultivo fungico debido a la actividad metabdlica de asimilacién de los sustratos,
principalmente azucares, y la generacién de metabolitos de caracter acido por parte del
hongo durante su crecimiento a través del tiempo (Xia et al., 2011; Cortés-Sanchez et
al., 2014). Por lo tanto, los diferentes cambios observados en los valores de pH de los
medios de cultivo son el resultado de la utilizacién de nutrientes de los medios de
crecimiento (Jakovljevic et al., 2014). Se observaron diferencias significativas (p < 0,05)
en los valores de pH, entre los cultivos estaticos y agitados de todos los hongos con
excepcion del M. hiemalis (Tabla 5). En todos los casos el pH final registrado bajo
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agitacién resultd ser de 0,1 a 0,4 unidades de pH menor que el observado en condiciones
estaticas. Esta mayor disminucidon en el pH observada en los cultivos con agitacion
resulté ser coincidente con una mayor produccién de biomasa respecto a los cultivos en

condiciones estaticas.

Nz . pH
MO/Condicién de cultivo Agitado Estatico
Aspergillus niger 3,1+0,2° 3,3+0,1°
Penicillium nalgiovense 54+0,1° 57+0,1°
Penicillium camemberti 46+0,1°> 50+0,1°
Geotrichum candidum 30+0,1° 3,2+0,1°
Mucor hiemalis 4,4+0,12 | 460,12

*letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P < 0,05)

Tabla 5. Valores de pH del medio de cultivo tras 7 dias de cultivo sumergido agitado y estdtico. Valores
expresados como media * DS.

3.2.2. Cultivo en medio sdlido
Todos los hongos estudiados fueron capaces de acceder a los nutrientes del medio de
cultivo sélido y desarrollarse sobre las membranas de papel de filtro en las condiciones

analizadas (Figura 20).

Figura 20. Cultivos en medio sélido sobre membrana tras 7 dias de incubacion. A) P. camemberti; B) A.
niger; C) M. hiemalis; D) P. nalgiovense y E) G. candidum.
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Diversos autores sefialan que los filtros de membrana de diferentes materiales actdan
como una barrera fisica para evitar la penetracién de hifas en el sustrato sélido y, por lo
tanto, permiten una separacién completa de la biomasa del medio sélido (Mitchell et al.
1989; Rahardjo et al., 2004; Ludemann et al., 2010). A pesar de esto no existe suficiente
bibliografia focalizada en la separaciéon y recuperacion de la biomasa desde la
membrana, dado que la mayoria de las investigaciones estan orientadas a la
recuperacién de metabolitos de interés, conidios, cuantificacién de proteinas, etc.
Autores seifialan que el micelio fungico se puede recuperar despegandolo de la
membrana y pesandolo directamente o después del secado (Raimbault, 1998; Rahardjo
et al.,, 2004; Manan y Webb, 2018). Sin embargo, esta técnica solo es adecuada a
pequefia escala o en estudios de laboratorio y deberia de considerarse una etapa de
inactivacion de la biomasa para una manipulacién mas segura, sobre todo si se busca
procesar grandes cantidades. El papel de filtro resulté ser un soporte adecuado para el
crecimiento de los hongos estudiados permitiendo una facil separacidon del medio de
cultivo. Sin embargo, la separacion de la biomasa del filtro se vio dificultada ya que luego
de la esterilizacién, esta quedd muy adherida al mismo (Figura 21). Los rendimientos en
gramos de biomasa seca total sobre kg de medio de cultivo resultaron
considerablemente mayores a los obtenidos en cultivo sumergido (Figura 22).
Penicillium camemberti se destacd de los demas cultivos presentando una produccién
de biomasa de 8,40 + 0,70 g/kg (b.s) siendo 4,3 veces mayor a la obtenida en cultivo
sumergido bajo agitacion, Mucor hiemalis y Penicillium nalgiovense presentaron
rendimientos de 5,95 + 0,33 g/kg (b.s) 5,47 £ 0,51 g/kg (b.s) respectivamente, siendo en
ambos casos casi 3 veces mayores que los obtenidos en cultivo sumergido con agitacion.
Por su parte Aspergillus niger obtuvo una produccién de 5,17 + 0,25 g/kg (b.s) que
resultd ser de mas del doble de la obtenida en cultivo sumergido bajo agitacion.
Geotrichum candidum fue el que mayor diferencia presenté respecto a sus cultivos en
agitacion, obteniendo una biomasa de 4,63 + 0,80 g/kg (b.s) siendo aproximadamente 6
mayor a la obtenida en caldo. Resulta necesario estudiar técnicas mas adecuadas de
separacion y esterilizacién de la biomasa para poder aprovechar los altos rendimientos
obtenidos bajo el cultivo en medio sélido, manteniendo a su vez las buenas practicas de

manipulacién.
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Figura 21. Biomasa de A. niger adherida al filtro A) antes y B) después de la etapa de esterilizacion.

12 - Cultivo estatico m Cultivo agitado  m Cultivo estado sélido

BIOMASA SECA (G/KG)
A o o o

N

o

P. nalgiovense P. camemberti  A. niger G.candidum M. hiemalis

Figura 22. Efecto del cultivo sumergido (estdtico y agitado) y en medio sélido sobre la produccion de
biomasa tras 7 dias de incubacion (nota: se aproximé a 1g/mlL la densidad del agar para facilitar la
comparacion de rendimientos entre cultivo sumergido y en medio sdlido).

Si bien la produccion de biomasa flngica en medio sdélido fue superior a la de cultivo
sumergido, la dificultad para su recuperacidon hizo que fuera descartada para la
obtencién de biomasa destinada a la elaboracién de dispersiones filmogénicas en esta
investigacion. De obtener resultados prometedores en este estudio seria importante
profundizar en estrategias de separacién en medio sélido. En este aspecto, Crawford et
al. (2024) trabajaron en un nuevo método para cultivar hongos filamentosos utilizando
un sustrato de consistencia pastosa cuidadosamente formulado que permite la facil

separacion del micelio del medio.

En base a los resultados obtenidos se procedié a seleccionar las cepas fungicas con

mejor rendimiento de biomasa. Otros factores que contribuyeron en la seleccidn de las
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biomasas destinadas para la obtenciéon de las dispersiones, fue la facilidad de
esporulacidn de los cultivos en PDA tras 7 dias de incubacidn, y la facilidad de recoleccién
de los conidios a la hora de la preparacién del inéculo. Si bien la producciéon de biomasa
de P. camemberti fue similar a la de P. nalgiovense, presenté baja esporulacién y
colonias muy compactas lo que dificultaba la recoleccidn de los conidios. Lo anterior no
solo dificultaba la preparacién del indculo, sino que también implicaba un mayor uso de
tiempo y de recursos comparado con hongos de rendimiento similar. Teniendo en
cuenta esto, se seleccionaron las cepas de: A. niger, P. nalgiovense, y M. hiemalis y la
forma de cultivo sumergido bajo agitacién para producir biomasa destinada a obtener
las dispersiones filmogénicas. Estos hongos presentaron caracteristicas morfoldgicas
muy distintivas entre ellos, hecho que resulta interesante en la evaluacion de las

dispersiones y peliculas producidas a partir de ellos.

3.2.3. Determinacion de principales componentes filmogénicos

Los componentes principales de la pared celular de las hifas fungicas son las proteinas y
los polisacaridos, como la quitina y los B-glucanos. Su superficie externa es rica en -
glucanos y la capa interna consiste en microfibrillas de quitina, entrecruzadas
covalentemente con otros polisacaridos que proporcionan a la hifa rigidez y resistencia
mecanicas (Binur et al., 2021). El contenido de estos componentes depende de la
composicion del sustrato, estado de crecimiento y especie de hongo (Wani et al., 2010;
Gomez-Flores et al., 2019). La Tabla 6 muestra los resultados del andlisis composicional
de las biomasas fungicas seleccionadas y obtenidas segun el item 3.2. La biomasa de M.
hiemalis presenté los valores mas altos de proteina cruda y el contenido mas bajo de
carbohidratos, asociado principalmente a la baja presencia de glucanos estructurales en
la pared celular. Estos resultados son comparables con los informados por Binur et al.
(2021) para M. circinelloides y los informados por Kyanko et al. (2013) para especies de
Mucor. Por otro lado, A. nigery P. nalgiovense mostraron una composicion similar entre
si, con niveles mas altos de carbohidratos, tanto totales como glucanos, y un menor
contenido en proteina que M. hiemalis. Estas diferencias se deben a que los glucanos
estan practicamente ausentes en las especies de Mucor, mientras que estos

componentes en las especies de Penicillium y Aspergillus se encuentran en porcentajes
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superiores al 15 % (Kyanko et al., 2013; Singh et al., 2016). Los valores obtenidos para P.
nalgiovense y A. niger se corresponden con los reportados para hongos filamentosos
por Manikandan (2011) quien informé un contenido de alrededor de 46,17 a 82,80 % en
peso seco de carbohidratos y un contenido de proteinas de 4,20 a 37,50 %. A su vez, los
valores de proteina obtenidos para P. nalgiovense y A. niger fueron inferiores y los de B-

glucanos superiores a los informados por Kyanko et al. (2013) para P. nalgiovense y A.

candidus.

Proteina Carbohidratos
Muestra cruda Carbohidratos totales Glucanos a-Glucanos B-Glucanos
(g/100g) (g/100g) totales (g/100g) | (g/100g) (g/100g)
MH 47,38 +0,10 30,19+ 1,05 1,02+1,09 0,83 +0,07 0,19+1,10
AN 28,53 +0,10 70,05 £ 5,23 33,09 £ 0,22 1,68+0,64 31,41+1,38
PN 25,81+0,12 69,20 +4,20 27,88 £ 0,07 0,74+0,02 @ 27,14%0,71

Tabla 6. Resultados del andlisis composicional de la biomasa fungica en base seca. Valores expresados
como media * DS. (MH) Mucor hiemalis; (AN) Aspergillus niger; (PN) Penicillium nalgiovense.

3.3. Obtencidn de las dispersiones filmogénicas

La Figura 23 muestra las biomasas y dispersiones filmogénicas obtenidas de P.
nalgiovense, A. niger y M. hiemalis. Se obtuvieron biomasas de colores caracteristicos
dependientes de la cepa fungica. P. nalgiovense y A. niger presentaron biomasas de
tonos beige claro y oscuro, respectivamente, que se caracterizaron por una mayor
capacidad de hinchamiento y absorcién de agua al preparar las dispersiones como
puede observarse en las imagenes. Por otro lado, la biomasa de M. hiemalis presentd
un color amarillo con menor capacidad de hinchamiento. Estas diferencias se
corresponden con las diferencias observadas en su composicidn quimica. En cuanto a su
composicidon, M. hiemalis presentd el mayor contenido de proteinas y el menor de
glucanos estructurales. En contraste, A. niger y P. nalgiovense mostraron un mayor
contenido de carbohidratos, asociado principalmente a la presencia de glucanos
estructurales de la pared celular. Esto es consistente con estudios previos que han
mostrado que cepas fungicas con alto contenido de B-glucanos presentan mayor

capacidad de absorcion y retencién de agua (Kyanko et al., 2013). En conjunto, estos
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resultados indican que la composicidn de la biomasa fungica influye directamente en su
capacidad de hidratacidn. Independientemente las diferencias observadas, en todos los
casos se lograron obtener dispersiones filmogénicas homogéneas a partir de todos los

tratamientos de ruptura, con caracteristicas fuertemente dependientes la cepa fungica.

P. nalgiovense A. niger M. hiemalis

T

BIOMASA
LAVADA'Y CORTADA

PRE TRATAMIENTO

DISPERSIONES 3% P/P

POST-TRATAMIENTO

Figura 23. Biomasas y dispersiones fungicas al 3 % p/p antes y después del tratamiento de ruptura celular
(15US).

3.3.1. Observacion microscopica

La Figura 24 muestra las micrografias con un aumento de 40x de las dispersiones de P.
nalgiovense, A. niger y M. hiemalis antes (control) y después de los tratamientos de
ruptura celular. En las muestras control se observaron hifas largas, destacando las de M.
hiemalis (Figura 24, A) por ser mas anchas que las de P. nalgiovense y A. niger. Las hifas
de los mucorales se caracterizan por ser anchas (de 5 a 15 micras de didmetro),

ramificadas irregularmente, y raramente septadas. Esto contrasta con las hifas de los
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mohos ascomicetos, como Aspergillus y Penicillium, que son mas estrechas (de 2 a 5
micras de didmetro), exhiben ramificaciones regulares y tienen muchos septos (Galletti
et al., 2019; Ilwen et al., 2022). Las micrografias revelaron diferencias en la
fragmentacion celular tras los tratamientos de ruptura. En P. nalgiovense y A. niger, se
observd un aumento en la fragmentacion de las hifas conforme se incrementé el tiempo
de ultrasonido (Figura 24, A-H), mientras que este efecto fue menos evidente en las
dispersiones de M. hiemalis (Figura 24 J-L). En este ultimo, las micrografias de las
dispersiones obtenidas mediante los tres tratamientos de ruptura mostraron
estructuras similares entre si, presentando consistentemente fragmentos de hifas de
mayor tamaifio que los observados en P. nalgiovense y A. niger. Por otro lado, las
dispersiones de P. nalgiovense mostraron hifas mas largas con el tratamiento 15 US

cuando se aplicé un tratamiento intermedio UT (Figura 24, C).

CONTROL 15US 7,5US-UT-7,5US 15US-UT-15US

P. nalgiovense

A. niger

M. hiemalis

Figura 24. Micrografias de las dispersiones fuingicas (40X) bajo diferentes tratamientos de ruptura: A-D)
P. nalgiovense.; E-H) A. niger; I-L) M. hiemalis.
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3.3.2. Estudio de la distribucion del tamafo de particula

Las distribuciones de tamano de particulas de las dispersiones fungicas obtenidas bajo
los distintos tratamientos de ruptura se muestran en la Figura 25. Las curvas en
%volumen mostraron que todas las dispersiones resultaron ser polidispersas, lo que se
justifica por las caracteristicas de las células fungicas involucradas, y por el método de
tratamiento de ultrasonido de ruptura utilizado (Borthwick et al., 2005; Gogate y Kabadi,
2009). Se observo una tendencia monomodal con los tratamientos de 30 min US (15US-
UT-15US) en las dispersiones de P. nalgiovense y A. niger (Figura 25, A y C,
respectivamente). Por otro lado, todas las dispersiones de M. hiemalis mostraron
distribuciones de tamafio de particula similares independientemente del tratamiento
US, mostrando perfiles polidispersos (Figura 25, B). Esto se correlaciond con lo
observado en las micrografias de las dispersiones donde M. hiemalis se destacé por
presentar fragmentos de hifas de mayor tamaifo que las demds cepas,
independientemente del tratamiento de ruptura.
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Figura 25. Distribuciones del tamafio de particula en %Volumen y en %Numero de dispersiones de
Penicillium nalgiovense (A 'y D), Mucor hiemalis (B y E); y Aspergillus niger (Cy F). (---15U-HS-15U; — 15U;

—.— 7,5U-HS-7,5U)
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La Tabla 7 redne los resultados de los parametros D43, d V (0,1) d V (0,5), d V (0,9) y span
(% volumen) obtenidos para las dispersiones de P. nalgiovense, M. hiemalis y A. niger.
Los parametros dV(0,1), dV(0,5) (mediana), y dV(0,9) indican los didmetros por debajo
de los cuales se encuentra distribuido el 10, el 50 y el 90 % del volumen total
respectivamente. Todos los hongos presentaron diferencias significativas (p < 0,05)
entre tratamientos en todos los didmetros estudiados. Para todos los hongos, se
observé una reduccidn en los valores de los parametros de span y los didmetros
evaluados cuando el tiempo de tratamiento con US se incrementd de 15 a 30 minutos
totales. En este ultimo tratamiento, A. niger alcanzé los valores promedio mas bajos de
D[4,3] (13,17 + 0,00 um) seguido de P. nalgiovense (14,57 + 0,06 um) y M. hiemalis
(34,26 £ 0,23 um). Sin embargo, los valores de M. hiemalis D[4.3] fueron muy cercanos
para los tres tratamientos de ruptura celular correspondiéndose con el andlisis de las
micrografias. Estos valores fueron comparables a los reportados por Martinez et al.
(2024) en dispersiones de Paecilomyces variotii tratadas por 15 minutos de ultrasonido
(14,5 £ 0,5 um). Un tratamiento intermedio de UT con 15 minutos de US favorecio la
ruptura celular para M. hiemalis y A. niger, obteniendo valores de D[4.3]
significativamente menores (p < 0,05) en el tratamiento 7,5US-UT-7,5US que los
obtenidos con 15US. Esto sugiere que, para estos hongos, una homogeneizacién UT
intermedia ayuda a romper los aglomerados producidos en el primer tratamiento USy
conduce a una distribucion mas homogénea de particulas con menor dispersién. Lo
anterior se corresponde con lo reportado por Martinez et al. (2024) quien observd que,
en dispersiones al 3 % b.s. de P. variotii tratadas por 30 minutos de ultrasonido, un
tratamiento de UT intermedio favorecia la ruptura. Por otro lado, las dispersiones de P.
nalgiovense con el tratamiento 7,5US-UT-7,5US se caracterizaron por una mayor
proporcién de particulas de mayor tamafio, un D[4,3] tres veces mayor que aquellas
muestras sin un tratamiento intermedio de UT (15US), asi como por curvas de
distribucién de tamafio de particula mas anchas y con mayor dispersién (% volumen).
Esto se corresponde con una mayor extensidn de las hifas observadas en las micrografias
de estas dispersiones (Figura 24, C). Los resultados indicaron que la aplicacion de un
tratamiento intermedio de UT para un mismo tiempo total de ultrasonido no favorecio

la ruptura, lo que sugiere que las dispersiones de P. nalgiovense requieren un
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tratamiento continuo minimo de 15 minutos US para lograr una mejor reduccién del

tamafio de particula y una distribucién mas uniforme.

Respecto a las curvas de distribucién en %numero, la Figura 25 (D-F) muestra que todos
los tratamientos evaluados fueron capaces de romper las células, demostrando que la
mayoria de las particulas presentaron tamafios menores a los 10 um. Se observan
curvas con poca dispersion y con tendencia monomodal para P. nalgiovense y A. niger.
En cuanto a M. hiemalis se obtuvieron distribuciones con tendencia bimodal que
mostraron un mayor numero de particulas de didmetros mayores que las demas cepas,

lo que se correlaciond con lo observado por microscopia.

Las diferencias observadas con respecto a las distribuciones de particula en %volumen
probablemente se deben a la presencia de pocas particulas de gran tamaino que ocupan
grandes volumenes mientras que la mayoria de las particulas son pequefas y ocupan

poco volumen.

Hongo Tratamiento 7,5US-1UT-7,5US 15US 15US-1UT-15US

Span 5,12+ 0,03 5,24 + 0,02 4,85 + 0,00

D[4,3] 36,85+ 0,72 ¢ 39,13+0,67° 34,26 £0,23°

MH dv (0,1) 6,30+0,01° 6,34 +0,01° 6,15+0,01°

dv (0,5) 16,39+0,06 ¢ 16,75+0,05" 15,74 +0,08 ®

dv (0,9) 90,27 £0,31° 94,11 +0,53° 82,57+0,45°
Span 5,09 + 0,02 5,91+0,22 3,09 £0,04

D[4,3] 21,32 £0,08 ¢ 24,09 +0,02 ° 13,17 £ 0,00 ®

AN dv (0,1) 3,62+0,00°¢ 3,67 £0,00° 3,42+0,00°
dv (0,5) 10,45+0,03¢ 11,00 +0,03 © 8,33+0,01°

dv (0,9) 56,80 £0,23 ¢ 67,16 + 0,07 ° 29,15+0,39°
Span 27,74 £ 0,71 5,93+0,31 3,40+0,01

D[4,3] 141,30+4,13° 33,48+3,22° 14,57 £ 0,06 ®

PN dv (0,1) 3,70+£0,03°¢ 3,45+0,01° 3,18+ 0,00
dv (0,5) 20,33+0,74°¢ 12,61 +0,10° 8,63 +0,02°

dv (0,9) 567,52 + 16,28 78,23 +4,34° 32,51+0,17°

* letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05) para un mismo
hongo mediante la prueba de Tukey.

Tabla 7. Resultados del andlisis distribucion del tamafio de particula en % Volumen (Span, D[4,3], dV (0,1)
dVv (0,5) y dV (0,9)). Valores expresados como media + DS. (MH) Mucor hiemalis; (PN) Penicillium
nalgiovense; (AN) Aspergillus niger.
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CAPITULO II: OBTENCION Y CARACTERIZACION DE PELICULAS OBTENIDAS A PARTIR DE DISPERSIONES
FILMOGENICAS

1. OBJETIVO

El objetivo de este capitulo fue caracterizar las peliculas obtenidas a partir de
dispersiones fungicas mediante el método evaporacién del solvente (casting). Para ello

se propuso:

= Evaluar la apariencia de las peliculas, cuantificando su color y opacidad.

= Estudiar las propiedades mecanicas, térmicas y de barrera al vapor de agua.

= Analizar la estructura molecular mediante espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR).

= Examinar la morfologia superficial utilizando microscopia de Fuerza Atémica

(AFM).

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Obtencion de las peliculas

El proceso de produccién de las peliculas se esquematiza en la Figura 26. Para ello se
partié de las diferentes dispersiones de biomasa fungica obtenidas segun el item 2.3
(Capitulo I). Una vez obtenidas las dispersiones mediante los diferentes tratamientos de
ruptura se agregd como agente plastificante glicerol al 25 % p/p, respecto al peso seco
de la biomasa total presente en la dispersidén. La mezcla se homogeneizd con ayuda de
un agitador magnético durante 10 minutos a baja velocidad para evitar la formacién de
burbujas. Las peliculas se obtuvieron por el método de casting (evaporacion del
solvente) para ello se colocaron 20,0 g de la dispersidn (3 % p/p b.s) en placas de Petri
de plastico de 90 mm (@) y se secd en estufa a 37 °C durante entre 14-20 horas. Las
peliculas se acondicionaron a 43 % de humedad relativa (h.r), mediante una solucién

saturada de K>COs, para su posterior caracterizacion.
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Figura 26. Esquema de preparacion de las peliculas fungicas.

2.1.1. Aspecto visual de las peliculas fungicas

La calidad de las peliculas obtenidas se evalué de acuerdo con el método propuesto por
De Moraes et al. (2013) considerando aspectos de maleabilidad, homogeneidad vy
continuidad. La maleabilidad informa si la pelicula puede manipularse sin dafiarse; la
continuidad considera la ausencia o presencia de rupturas en las peliculas, mientras que

la homogeneidad informa sobre la uniformidad de la pelicula.

2.1.2. Determinacion del color

El color puede ser evaluado de forma visual e instrumental. Ambos métodos presentan
ventajas e inconvenientes. Los métodos sensoriales son necesarios para conocer la
valoracién del consumidor acerca de la calidad visual del producto, pero se ven
afectados por un gran numero de factores, como las condiciones de iluminacién, el
angulo de observacion vy las preferencias individuales del observador. Ademas, el ojo
humano distingue cualitativamente el color, pero no lo cuantifica, por lo que no resulta
un medio objetivo para realizar medidas de color. La ventaja del empleo de métodos
instrumentales para cuantificar el color es que estos son repetibles y objetivos. Su
desventaja es que, a menudo, son dificiles de interpretar por las personas no

familiarizadas con ellos. Los colorimetros son equipos que cuantifican el color y que

89



CAPITULO II: OBTENCION Y CARACTERIZACION DE PELICULAS OBTENIDAS A PARTIR DE DISPERSIONES
FILMOGENICAS

presentan una mayor sensibilidad que la del ojo humano, cuyas medidas son
reproducibles y bien correlacionadas con la percepcion humana (Canada, 2001). El
colorimetro mide la luz reflejada por la muestra por medio de un fotodetector,
codificando esta seiial en términos de algun sistema de medicion luminico de espacio

polar, como es el caso de la Escala de CIE (Chacdn-Villalobos y Pineda-Castro, 2009).

La autoridad en la ciencia de la luz y el color (CIE: Comisidn Internationale de L’Eclairage,
1986) ha definido espacios de color, incluyendo CIE XYZ, CIE LCh, y CIE Lab, para
comunicar y expresar el color objetivamente. El espacio de color Lab, también referido
como CIELAB, es actualmente uno de los espacios de color mas populares y uniforme
usado para evaluar el color de un objeto. Este espacio de color es ampliamente usado
porque correlaciona los valores numéricos de color consistentemente con la percepcién
visual humana. Investigadores y fabricantes lo usan para evaluar los atributos de color,
identificar inconsistencias, y expresar precisamente sus resultados a otros en términos
numéricos. El espacio de color CIELAB utiliza una terna de ejes ortogonales, basado en
el modelo de los colores opuestos, y define cada color a partir de unas coordenadas
denominadas L (claridad/oscuridad: 0, negro, a 100, blanco), a (coordenadas rojo/verde:
+a indica rojo; -a indica verde), y b (coordenadas amarillo/azul: +b indica amarillo; -b
indica azul) (Gilabert, 1992). De esta manera, los colores se representan en el espacio a

unas distancias proporcionales a las diferencias visuales entre ellos (Figura 27).

L+ white

b+ yellow

\

Figura 27. Sistema de ejes para la determinacion de color por coordenadas CIELAB (C.I.E., 1986).

Segun Casassa y Sari (2006) la llamada “Diferencia de color CIELAB” (AE) cuantifica

numéricamente la diferencia de percepciéon de color, para el ojo humano, entre dos
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muestras. La diferencia de color (AE) viene determinada por la siguiente ecuacion (Calvo

y Durdn, 1997):

A£=[(AL)?> + (Aa)? + (Ab)? (Ecuacién 9)

Donde AE es la diferencia total de color; AL la diferencia en luz y oscuridad; Aa la
diferencia en rojo y verde y Ab la diferencia en amarillo y azul. Los valores de AE
obtenidos para una muestra en referencia al estdndar permiten evidenciar si el

observador podra o no percibir la diferencia de color.

El color de las peliculas obtenidas se determind utilizando un colorimetro Konica Minolta
modelo CR-400. Las peliculas se colocaron en una platina blanca y se determinaron los
parametros L, a, b y AE. Se midieron 5 puntos de cada pelicula y se tomd una platina
blanca como patrén. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado. Los datos
experimentales se sometieron a un Andlisis de Varianza (ANOVA) para evaluar
diferencias significativas y las diferencias de medias se discriminaron con la prueba post-

hoc de Tukey (a=0,05) (segun item 2.4- Capitulo 1).

Adicionalmente, se ingresoé las coordenadas CIELAB promedio de las peliculas de cada
hongo en el software Photoshop CS6 y se obtuvieron los cddigos Hexadecimal de los
colores mas similares para cada uno. Con estos cédigos se ingresd al sitio web:
https://www.color-name.com/hex/ y se obtuvieron los cddigos y nombres de los colores
mas cercanos dentro de las paletas de los sistemas hexadecimal y RAL classic, un sistema
europeo de combinacion de colores que define colores para pinturas, plasticos y

recubrimientos.

2.1.3. Determinacion de la Opacidad

La opacidad es una propiedad dptica que refleja la capacidad de un material para
impedir el paso de la luz a través de su estructura. Este parametro se encuentra
influenciado por factores como el espesor, la homogeneidad interna o la presencia de
pigmentos naturales, entre otros. La opacidad de las peliculas se determind midiendo la
absorbancia de la pelicula en 600 nm con un espectrofotémetro UV-9000S (Shanghai

Metash Instruments Co., China) (Park y Zhao, 2004). Las peliculas se cortaron en
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probetas rectangulares, se midid su espesor, y se colocaron directamente en la celda de
prueba del espectrofotémetro. Se utilizé una celda de prueba vacia como blanco. Los
resultados se informaron como absorbancia a 600 nm dividida por el espesor de la
pelicula (mm). Cada condicién de evalud por triplicado. Los datos se sometieron a un
Analisis de Varianza (ANOVA) para evaluar diferencias significativas y las diferencias de
medias se discriminaron con la prueba post-hoc de Tukey (a=0,05) (segun item 2.4-

Capitulo ).

2.1.4. Andlisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja (IR) se basa en el hecho de que la mayoria de las moléculas
absorben la luz en la regién infrarroja del espectro electromagnético, convirtiéndola en
vibracién de sus enlaces covalentes. Las vibraciones posibles pueden ser de deformacién
o flexion (bending) o de tensidn o estiramiento (stretching). En las vibraciones de tension
cambia la distancia entre los dos dtomos que intervienen en un enlace a lo largo de su
eje. En cambio, las vibraciones de flexidn se caracterizan por un cambio en el angulo

existente entre dos enlaces (Barraza-Garza et al., 2013).

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica de
analisis espectroscépica que utiliza una parte del espectro electromagnético en la regiéon
del “Infrarrojo Medio” (longitudes de onda entre los 2500- 25000 nm / equivalente a
nimero de onda 4000-400 cm™). La luz emitida por una fuente que produce todo el
espectro completo de longitudes de onda se hace pasar por un dispositivo llamado
interferémetro, el cual modifica la luz de una manera particular que permite el
consiguiente procesado de datos. El haz de luz atraviesa la muestra y esta absorbe parte
de la energia. Al otro lado, un detector recibe el haz de luz que deja pasar la muestray
lo envia a un ordenador. Este procesa toda la informacion, infiere cual es la absorcidon
correspondiente a cada longitud de onda y genera un espectro utilizando la técnica de
la Transformada de Fourier (Mills, 2018). El andlisis de una muestra por FTIR provee
como resultado un espectro de absorcién de infrarrojo el cual proporciona informacién
de la estructura y concentracion molecular. Todas las moléculas pueden manifestar una
serie de bandas de absorcion, cada banda corresponde con un movimiento de vibracién

de un enlace especifico dentro de la molécula, a este conjunto de sefiales se les conoce
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como la "huella dactilar" del compuesto. Moléculas tales como lipidos, proteinas,
carbohidratos, acidos nucleicos y otras presentes en una muestra biolédgica tienen cada
una un espectro de infrarrojo especifico. La radiacion es absorbida por un enlace cuando
la frecuencia vibracional de la onda electromagnética usada es la misma que la del
propio enlace, haciendo posible la asignacion de picos de absorcidon a grupos funcionales

especificos (Barraza-Garza et al., 2013).

Los espectros infrarrojos de las muestras se obtuvieron utilizando un analizador de
infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) (Affinity-1, Shimadzu Co., Japén) equipado
con un moédulo de punta de diamante de reflectancia total atenuada (ATR) (GladiATR,
Pike Technologies, EE. UU.). Los espectros se obtuvieron en el rango de 4000-400 cm™
como un promedio de 48 escaneos con resolucion de 4,0 cm™ y apodizacién Happ-
Genzel. Para compensar el efecto de la humedad y el didxido de carbono en el aire, se
realizd un espectro en blanco antes de cada prueba (Ramirez Tapias et al., 2022). Los

espectros se obtuvieron al menos por duplicado.

2.1.5. Estudio de las propiedades mecdnicas: Ensayo de traccion uniaxial

Uno de los ensayos mecdnicos de esfuerzo-deformacién mas comunes es el ensayo de
traccion uniaxial, el cual puede ser utilizado para determinar varias propiedades de los
materiales que son importantes para el disefio. El ensayo de traccidén consiste en
someter una muestra o probeta a la deformacion hasta su rotura, con una carga que
aumenta gradualmente y que es aplicada uniaxialmente a lo largo del eje de la probeta.
Se utilizan probetas normalizadas de seccion circular o rectangular y se montan con sus
extremos en las mordazas de la maquina de ensayos. Esta procede a alargar la probeta
a una velocidad constante, midiendo continua y simultdaneamente la carga instantdnea
aplicada y el alargamiento resultante. El ensayo dura varios minutos y es destructivo
(Callister, 1995). Como resultado del ensayo se obtiene la curva tension-deformacién
(Figura 28), caracteristica de cada material, a partir de la cual es posible determinar
diversas propiedades mecdnicas, tales como el médulo de elasticidad o mddulo de
Young (YM, MPa), la elongacion a la rotura (EB, %) y la resistencia a la traccion o tension
maxima (TS, MPa), entre otras. El mddulo de Young (YM) indica la rigidez del material y

se calcula a partir de la pendiente de la regidn elastica de la curva tensidon-deformacion,
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es decir, del segmento lineal inicial; valores mas altos reflejan un material mas rigido y
menos susceptible a deformaciones eldsticas. La resistencia a la traccién o tensidn
maxima (TS) corresponde a la mayor tensién que el material puede soportar antes de
iniciar la fractura. Por su parte, la elongacidn a la rotura (EB%) representa la capacidad
del material de estirarse antes de fracturarse, aportando informacion sobre su
flexibilidad o ductilidad. La combinacién de estos tres parametros permite caracterizar
de manera integral la resistencia, rigidez y adaptabilidad del material, ofreciendo una

visién completa de su comportamiento mecanico (Callister, 1995).

Tensién

Deformacian

Figura 28. Curva tipica de traccion hasta la fractura, punto F. La resistencia a la traccion TS estd indicada
en el punto M. Los insertos circulares representan la geometria de la probeta deformada en varios puntos
de la curva. (Callister, 1995)

El estudio de las propiedades mecdnicas de las peliculas obtenidas se realizé mediante
un ensayo de traccion uniaxial utilizando una mdaquina de ensayos universales
Megatest® TC-500 serie Il (Micrometric SRL, Buenos Aires, Argentina) (Figura 29, A). Para
ello se cortaron 10 probetas rectangulares de 50 x 10 mm (Figura 29, B y C) de cada
condicidn a evaluar y se midié el espesor en 5 puntos diferentes, con micrémetro digital
Insize 3109-25A (0-25 mm) para luego calcular el drea transversal a la fuerza aplicada. El
comportamiento mecanico de las peliculas es fuertemente dependiente de su
hidratacion o contenido de agua, ya que esta puede actuar como plastificante. Por este
motivo, previamente al ensayo, las probetas fueron acondicionadas durante una
semana a 22 °Cy 52 % h.r en un desecador con una solucién saturada de Mg(NQOs);
ubicada en su interior. Para la prueba se utilizé una celda de carga de 30 Kgf y una
distancia de 25 mm entre mordazas. El ensayo se realizé a una velocidad de 5 mm/min.

A partir de las curvas de tensidon-deformacién obtenidas se determind, para cada una de
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las muestras, el médulo de Young YM (MPa), la elongacién a la ruptura EB (%), y la
resistencia a la traccién o tensién maxima TS (MPa), como un promedio de diez ensayos

segun la norma ASTM D882-97.

Los resultados obtenidos fueron evaluados mediante un Andlisis de Varianza (ANOVA) y
aplicando el test de Tukey para la comparacién de las medias (a=0,05) (Segun el item

2.4-Capitulo I).

Figura 29. A) Mdquina de ensayos universales Megatest® TC-500 serie Il; B) Probeta preparada; C) Probeta
entre las mordazas del equipo luego de la ruptura.

2.1.6. Andlisis termogravimétrico (TGA)

La termogravimetria es una técnica utilizada para la caracterizacién de materiales. El
analisis termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés) dinamico consiste en registrar
continuamente la variaciéon de la masa del material en estudio, en una atmodsfera
controlada, conforme se varia la temperatura a una tasa térmica constante (cambio de
temperatura lineal) (Skoog et al., 2002; Rodriguez y Villegas, 2012). Entre las
aplicaciones mas importantes del analisis termogravimétrico estan el andlisis de los
perfiles de descomposicidon y el estudio de la estabilidad térmica de los materiales. En
los estudios sobre polimeros, los termogramas proporcionan informacién sobre los

mecanismos de descomposicidon de diversas preparaciones poliméricas. Ademas, los
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patrones de descomposicidn son caracteristicos de cada tipo de polimero y, en algunos

casos, pueden utilizarse con fines de identificacién (Skoog et al., 2002).

En este trabajo se estudié la degradacion térmica de las peliculas fungicas obtenidas y
de la biomasa sin tratar (control) mediante un analisis termogravimétrico (TGA) a partir
de la pérdida de masa en funcidon de la temperatura. Para ello se utilizé una
termobalanza Q-500 (TA Instruments, Delaware, USA) en el rango de temperatura de 30
a 600 °C. Se pesaron entre 6 y 10 mg de muestra, previamente acondicionada a 43 %
h.r., y se analizaron a 10 °C/min bajo atmdsfera de nitrégeno (60 mL/min). La
temperatura de degradacion inicial (To) se determind al 5 % de pérdida de masa seca,
mientras que las temperaturas a la maxima tasa de degradacién (Tmax) para cada etapa
de degradacién se determinaron a partir de los picos de las curvas derivadas (DTGA).

Todas las muestras se analizaron por duplicado.

2.1.7. Permeabilidad experimental al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua es uno de los principales parametros que definen las
propiedades de barrera de un material. El andlisis de las interacciones de las peliculas
biobasadas y las moléculas de agua tiene gran importancia en el drea del envasado, con
el fin de saber si las peliculas se pueden aplicar como una barrera eficaz para evitar la
hidratacion o deshidratacién del producto (Ramos et al., 2012; Delgado et al., 2018a). El
transporte de agua a través de peliculas poliméricas no ocurre a través de poros, pero
puede entenderse a través de un modelo que propone que el proceso ocurre en cuatro
etapas: (i) absorcion de vapor de agua sobre la superficie de la matriz polimérica; (ii)
solubilizacion de vapor de agua en la matriz polimérica; iii) difusiéon de agua a través de
la matriz; y (iv) desorcion de vapor de agua de la otra superficie de la pelicula. Por lo
tanto, la permeabilidad al vapor de agua en estos materiales depende de la hidratacion
o solubilidad del agua en la pelicula, asi como de la movilidad del agua dentro de la

matriz (Delgado et al., 2018a).

La permeabilidad al vapor de agua se puede determinar experimentalmente mediante
mediciones en estado estacionario, cuantificando el movimiento de vapor de agua a

través de la pelicula de forma gravimétrica.
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En este trabajo, la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas se determind
mediante el método gravimétrico de la copa ASTM E-96 con algunas modificaciones
(Delgado et al., 2018a). Las peliculas se colocaron, en celdas de acrilico de boca circular
de aproximadamente 53 mm, las cuales contenian una solucién saturada de BacCl,, que
generaba una h.r. del 90 % (Figura 30). Entre la celda y la pelicula se colocaron O-rings
ligeramente engrasados y se dejé un espacio de aire estanco entre la pelicula y la
solucién saturada. Luego, se colocd la parte superior de la celda y se ajustd
cuidadosamente con tornillos para sellarlas evitando dafiar la pelicula. El conjunto
pelicula-celda se pesd (t= 0 min) y se colocé en un desecador que contenia una solucién
saturada de NaOH que generaba una h.r. del 10 %. De esta manera una cara de la
pelicula quedaba expuesta a una h.r. del 90 % y la otra cara a 10 % h.r. Se utilizé un
desecador acoplado con un ventilador dentro para mantener las condiciones de aire
uniformes (Mc Hugh et al., 1993; Gennadios et al., 1994; Delgado et al., 2018a). Las
mediciones se realizaron pesando la cdpsula en balanza analitica (+1073) a intervalos de
tiempo determinados durante aproximadamente 32 h. El experimento se realizd a una
temperatura constante de 22 °C. A esta temperatura, la cara de la pelicula expuesta a
10 % h.r. soportaba una presidn parcial de vapor de agua (pw) de 263,93 Pa, mientras
que la expuesta a 90 % h.r. soportaba una pw de 2375,41 Pa, generdndose una diferencia
de presién parcial de vapor de agua (Apw) de 2111,47 Pa entre ambas caras de la pelicula.
La transferencia de agua a través de la pelicula ocurre debido a la fuerza impulsora
originada por la diferencia de presién de vapor de agua (Apw) que existe las dos caras.
De esta forma se genera un flujo de agua desde el interior de la celda a alta h.r. hacia el
ambiente del desecador a baja h.r., produciéndose una disminucién del peso de la celda.
Cuando la pérdida de peso de la celda (Am) en funcidn del tiempo presenta una relacién
lineal, luego de determinado tiempo de iniciado el experimento, el flujo difusivo de agua
se vuelve constante, alcanzando de esta forma el estado estacionario. De esta manera,
se graficé la pérdida de peso del conjunto pelicula-celda (Am) versus el tiempo y se
calculé el flujo de vapor de agua (Jw) mediante la pendiente de una regresién lineal de
pérdida de peso versus tiempo (Am/At) mediante la Ecuacién 10.

1/Am
Tw =2\57
w (at) (Ecuacion 10)

97



CAPITULO II: OBTENCION Y CARACTERIZACION DE PELICULAS OBTENIDAS A PARTIR DE DISPERSIONES
FILMOGENICAS

donde A corresponde al area efectiva de difusién de vapor de agua de la pelicula para

las celdas usadas; y (Am/At) es la pendiente de la zona lineal de la curva Am vs. t.

La permeabilidad experimental al vapor de agua (Pw®*) se determind segun la Ecuacién

11.

(Ecuacion 11)

donde E es el espesor de la seccion de la pelicula expuesta al flujo (promedio de 30
mediciones) y Apw es la diferencia de presidn parcial del vapor de agua que existe entre
ambas caras de la pelicula. Por convencién, la permeabilidad al vapor de agua se expresé

en unidades de 101° g s m™ Pa’. Todas las muestras se analizaron por duplicado.

Figura 30. A) Conjunto pelicula-celda: (MH) M. hiemalis; (PN) P. nalgiovense; (AN) A. niger. B; C) Celdas
dispuestas en el desecador durante el experimento.
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2.1.8. Microscopia de fuerza atomica (AFM)

El Microscopia de Fuerza Atémica (AFM, por sus siglas en inglés) es una técnica que se
utiliza ampliamente para la obtencién de imagenes superficiales de alta resolucién; asi
como para obtener informacién de las propiedades mecanicas de un material. Como
principal ventaja tiene la posibilidad de hacer medidas sin ningun tratamiento previo de
la muestra a medir, y sin la necesidad de emplear vacio. El sistema del AFM permite
desarrollar un perfil en tres dimensiones de la superficie, lo que resulta en un ensayo de
topografia. Su funcionamiento se basa en una pequeiia punta situada en el extremo de
una palanca flexible (cantiléver) que realiza un barrido sobre la superficie de la muestra
a ser evaluada, de forma que va tomando los datos para determinar las caracteristicas
topograficas y de fases del material. Un haz laser se refleja en la parte posterior del
cantiléver hacia un fotodiodo de cuatro cuadrantes, el cual detecta los pequeiios
desplazamientos producidos por las fuerzas de interaccién (van der Waals,
electrostdticas y repulsivas). Las diferencias en la sefal registrada por los fotodiodos
superior, inferior, derecho e izquierdo permiten calcular la deflexidn proporcional de la
viga, mientras que un sistema de retroalimentacién controlado por software ajusta
continuamente la posiciéon de la punta para mantener constante la altura o la fuerza
aplicada (Figura 31). Esta herramienta cuenta con diversos modos de operacién, algunos

de ellos son: estdticos, dindmicos, tapping y contacto, entre otros (Garcia y Kikut Cruz;

______ \ES\PE jo ﬁser

-

2020).

]
]
H -’
]
1

Fotodiodo

Figura 31. Funcionamiento del AFM (Garcia y Kikut Cruz, 2020).

La topografia de las peliculas flngicas obtenidas bajo el tratamiento 15US-UT-15US

fueron analizadas mediante AFM. Las imagenes se obtuvieron en un nanoscopio
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multimodo V (Veeco, Santa Barbara, CA, EE. UU.) operando en modo de tapping con una
sonda de silicio grabada modelo Arrow-NCR-50 Nano World (frecuencia de resonancia
del cantiléver de 258 kHz, fuerza constante de 42 N/m, radio de la punta de 5a 10 nm).

Las velocidades de escaneo tipicas fueron de 1 a 1,5 Hz.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Aspecto visual de las peliculas fungicas

Fue factible obtener peliculas maleables a partir de todas las dispersiones obtenidas de
M. hiemalis, A. niger y P. nalgiovense, independientemente de la condicién de ruptura
aplicada (Figura 32). Las peliculas de P. nalgiovense y A. niger se separaron facilmente
de las placas de Petri al contrario que las peliculas de M. hiemalis. En general todas las
peliculas presentaron una textura suave con una adecuada continuidad vy
homogeneidad, sin burbujas ni aglomerados independientemente del tratamiento de

ruptura celular aplicado.

7.5U-HS-7.5U 15U 15U-HS-15U

P. nalgiovense

. niger

A

M. hiemalis

Figura 32. Peliculas obtenidas a partir de biomasa de A-D) P. nalgiovense, E-H) A. niger, y I-L) M. hiemalis
con diferentes tratamientos de ruptura.
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No obstante, las peliculas de P. nalgiovense, obtenidas con dispersiones de 15 minutos
de ultrasonido presentaron sutiles zonas de menor uniformidad debida a aglomerados
de biomasa sin romper (Figura 33). Estos aglomerados fueron mas grandes y localizados
en peliculas obtenidas con dispersiones tratadas por 15US que en las obtenidas a partir
de dispersiones 7,5US-UT-7,5US. La heterogeneidad observada en estas peliculas
sugiere que el tratamiento con 15U no es del todo suficiente para obtener peliculas
completamente homogéneas y uniformes para esta cepa fungica. La Figura 32 muestra
que las peliculas de P. nalgiovense y A. niger fueron bastante translucidas, lo que
permitia ver a través de ellas, contrariamente a las de M. hiemalis que resultaron

totalmente opacas.

Todas las peliculas obtenidas conservaron sus propiedades iniciales de apariencia y
maleabilidad durante el almacenamiento en condiciones ambientales, sin evidenciar

contaminacién microbiana a lo largo del tiempo.

Figura 33. Peliculas obtenidas a partir de biomasa de P. nalgiovense con diferentes tratamientos de
ruptura. A) 15US; b) 7,5US-UT-7,5US. En rojo se sefialan las dreas de heterogeneidad.

3.2. Determinacion del color y opacidad

La Tabla 8 reune los resultados del andlisis de color y opacidad para las peliculas de
Mucor hiemalis, Aspergillus niger y Penicillium nalgiovense. No se encontraron
diferencias significativas (p > 0,05) en los valores de las coordenadas CIELAB para las
peliculas preparadas con dispersiones provenientes de diferentes tratamientos de
ruptura celular. Las peliculas de M. hiemalis presentaron los valores mas altos de los

101



CAPITULO II: OBTENCION Y CARACTERIZACION DE PELICULAS OBTENIDAS A PARTIR DE DISPERSIONES
FILMOGENICAS

parametros L y b indicando mayor luminosidad y coloraciéon amarilla, respectivamente.
Las peliculas de A. niger mostraron una luminosidad neutra. Por otro lado, los valores
de los pardmetros a y b de las peliculas de A. niger y P. nalgiovense indicaron una
coloraciéon marrén, mostrando P. nalgiovense una tendencia mayor al color rojo. Estos
resultados concuerdan con otros estudios que reportan que el color de las peliculas esta
fuertemente influenciado por el tipo de microorganismos que las componen o la
biomasa microbiana utilizada para elaborar las peliculas. En este sentido, Coma et al.
(2019) obtuvieron peliculas transparentes e incoloras a base de granos de kéfir de agua,

mientras que Delgado et al. (2021) desarrollaron peliculas de color ambar basadas en

biomasa de levadura.

Muestra Parametro 7,5US-UT-7,5US 15US 15US-UT-15US
L 69,55 £ 0,30° 70,02 £0,44° 69,81 £ 0,372
a 3,23+ 0,212 3,25+0,15° 3,09 +£0,22°
MH b 30,39 £ 0,08 30,60 £ 0,23° 30,63 £0,29°
AE 35,20 +0,21° 35,08 +0,31° 35,21 +0,33°
Opacidad 14,91 + 1,02° 14,19+ 1,51° 15,13 £ 0,56°
L 53,33 +1,46° 53,33+0,83° 54,70 £ 1,602
a 2,08 + 0,342 1,70+ 0,14° 1,79 £ 0,392
AN b 21,18 +0,57° 21,65+0,26° 21,21 +0,63°
AE 42,38 +1,23° 42,55 +0,752 41,15+ 1,342
Opacidad 12,07 £ 0,14 11,63 +0,79° 11,37+0,23°
L 57,92 + 3,22° 57,81 +2,52° 59,77 + 3,30°
a 5,73 £ 0,64° 5,33+0,63° 5,26 +0,53°
PN b 18,79 £ 0,46° 18,84 +£0,46° 18,56 £ 0,51°
AE 37,61 +2,97° 37,66 £2,38° 35,80 £ 3,042
Opacidad 9,54 +0,11° 8,78 £ 0,36%° 8,65 + 0,032

*Diferentes letras en una misma fila indican diferencias significativas (P < 0,05) entre tratamientos para un mismo

hongo mediante la prueba de Tukey.
Tabla 8. Resultados del andlisis colorimétrico CIELAB y de opacidad de peliculas a base de biomasa fungica.

Valores expresados como media + DS. (MH) Mucor hiemalis; (PN) Penicillium nalgiovense; (AN) Aspergillus
niger.
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La Figura 34 muestra los nombres de los colores de las peliculas obtenidas en la paleta
de color hexadecimal y RAL classic. El sistema RAL classic es un sistema europeo de
combinacidn de colores que define colores para pinturas, plasticos y recubrimientos. En
dicha paleta de color los colores mas similares a los obtenidos fueron: amarillo arena
(1002), gris oliva (7002) y amarillo oliva (1020) para M. hiemalis, A. niger y P.

nalgiovense, respectivamente.

AMARILLO ARENA (RAL 1002) GRIS OLIVA (RAL 7002) AMARILLO OLIVA (RAL 1020)

MISTY MOSS (HEX #BFA872) SHADOW (HEX #8E7F5D) BEAVER (HEX #9D886A)

Figura 34. Nombres de los colores de las peliculas (15US) obtenidos segtn las paletas hexadecimal y RAL
classic A) M. hiemalis; B) A. niger; C) P. nalgiovense.

En cuanto a la opacidad, las unicas peliculas que mostraron diferencias significativas (p
< 0,05) entre los tratamientos de ruptura fueron las de P. nalgiovense obtenidas con las
dispersiones 15US-UT-15US y 7,5US-UT-7,5US, posiblemente debido a la presencia de
aglomerados en estas Ultimas. Las peliculas P. nalgiovense y A. niger presentaron menor
opacidad, mientras que las de M. hiemalis se destacaron por presentar la mayor

opacidad, siendo completamente opacas al ojo humano (Figura 32).
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3.3. Analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros FTIR de las peliculas de micelio se muestran en la Figura 35. Para la
comparacion estandarizada, los espectros se normalizaron frente a la banda que se
encuentra alrededor de 1030cm™ asignada como una sefal representativa de
polisacaridos (Ramirez Tapias et al., 2022). Estos espectros mostraron similitud con los
reportados para hongos filamentosos y se asociaron con las diferentes biomoléculas que
los componen. En todas las condiciones, se pudieron distinguir seis zonas bien definidas.
La zona | con bandas en 3700-3000 cm? se atribuyd a las vibraciones de estiramiento de
grupos O-H debidas al agua, los polisacaridos y las moléculas de glicerol (Haneef et al.
2017; Kachel-Jakubowska et al., 2017; Lopez-Diaz et al., 2017; Ramirez Tapias et al.,
2022)y al estiramiento N-H de aminas secundarias, que también puede ser asociado con
la quitina (Dzurendova et al. 2020). La banda de absorcidn en la regidn alrededor de
3000 — 2800 cm™ (zona II) correspondid a diferentes modos de estiramiento de CH; y
CHs asociados con lipidos (Lecellier et al., 2015; Haneef et al. 2017; Dzurendova et al.
2020). En la zona Ill, un pequefio pico alrededor de 1740 cm™ se atribuyd al estiramiento
de C=0 debido a la presencia de lipidos (Haneef et al., 2017; Dzurendova et al., 2020).
La Zona IV mostrdé vibraciones de amida asociadas con proteinas y quitina,
representadas por dos picos distintos alrededor de 1650 -1580 cm™ y 1549-1450 cm*!
gue correspondian a la amida | y la amida Il, respectivamente (Haneef et al., 2017;
Lorenz-Fonfria, 2020). El intervalo entre 1449-1250 cm™ (zona V) a menudo se considera
como una regién "mixta" que incluye vibraciones asociadas con lipidos, proteinas (amida
1), grupos funcionales unidos en polisacaridos, quitina, acidos nucleicos y fosfolipidos
(Lecellier et al., 2015; Haneef et al. 2017; Saif et al., 2020). La ultima zona (zona VI) incluia
la regidn entre 1249-800 cm™ atribuida principalmente a polisacéridos con maximos
alrededor de 1030 cm™. Ademas de los polisacaridos, esta region también se asocié con
el estiramiento de grupos C-O-C, C-O y P=0 atribuidos a la ribosa, el glucégeno y los
acidos nucleicos (Lecellier et al., 2015; Haneef et al. 2017; Saif et al., 2020; Simonovicova

et al.,, 2021).

Aunque las diferencias observadas entre hongos fueron sutiles, los espectros obtenidos
para P. nalgiovense y A. niger mostraron mayor similitud entre ellos que los obtenidos

para M. hiemalis (principalmente en las zonas I, IV y V) como era de esperar debido a

104



CAPITULO II: OBTENCION Y CARACTERIZACION DE PELICULAS OBTENIDAS A PARTIR DE DISPERSIONES
FILMOGENICAS

las diferencias en su composicion. No se evidenciaron diferencias en los espectros entre
los tratamientos de ruptura celular evaluados para las peliculas de A. niger. Por otro
lado, para las peliculas de 7,5US-UT-7,5US de P. nalgiovense, los espectros mostraron
una reduccion en las bandas de absorcién de las zonas IV y V en comparacién con los
otros tratamientos, probablemente asociado con una menor homogeneidad de los
materiales debido a la menor intensidad del tratamiento. Los espectros de M. hiemalis
15US mostraron diferencias en las bandas de absorcidon en la zona |l respecto a las
muestras con un tratamiento intermedio de UT. Esto sugiere que un tratamiento
intermedio con UT podria contribuir a homogeneizar la matriz favoreciendo la

interaccion entre polimeros.
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Figura 35. Espectros FTIR de peliculas obtenidas en el rango de 4000 a 400 cm™. Las zonas espectrales

caracteristicas correspondientes a las principales macromoléculas se indican entre lineas de puntos.

3.4. Estudio de las propiedades mecanicas: Ensayo de traccion uniaxial

Enla Tabla 9 se muestran los resultados de las propiedades mecdanicas (mdédulo de Young

(YM), elongacion a la ruptura (EB) y resistencia maxima a la traccion (TS)) de las peliculas

de M. hiemalis, A. niger y P. nalgiovense obtenidas con dispersiones sometidas a

diferentes tratamientos de ruptura.
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Muestra Parametro 7,5US-UT-7,5US 15US-UT-15US
TS(MPa) 2,62 +0,58° 2,04 £ 0,54° 2,63+ 0,65°
MH YM (MPa) 112,66 £ 16,87° 91,16 £ 19,69° 100,58 * 14,342
EB (%) 3,52 £0,62° 3,31+0,74° 3,13 +£0,85°
TS(MPa) 7,50 £2,12° 5,75 +1,94° 6,65+ 1,68°
AN YM (MPa) 131,41 £ 48,06° 107,06 £ 39,06° 136,33 + 51,782
EB (%) 15,65 + 3,72° 15,47 + 2,06° 11,90+ 3,75°
TS (MPa) 4,72 £0,63° 4,07 £1,01° 3,96 £ 0,42°
PN YM (MPa) 92,77 + 18,427 85,23 +21,68° 80,17 £ 13,50°
EB (%) 16,60 +2,18° 11,70 £ 3,39° 14,43 + 2,992

*Diferentes letras en una misma fila indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05) mediante la prueba

de Tukey.

Tabla 9. Resultados del ensayo de traccion uniaxial (TS: Resistencia mdxima a la traccion; MY: Mddulo de
Young; EB: Elongacion a la ruptura). Valores expresados como media + DS. (MH) M. hiemalis; (PN) P.
nalgiovense; (AN) A. niger.

No se encontraron diferencias significativas en el médulo de Young, elongacion a la
rotura y resistencia maxima a la traccion entre los diferentes tratamientos de ruptura
celular para las peliculas de M. hiemalis y A. niger. Las peliculas de P. nalgiovense
presentaron diferencias significativas (p < 0,05) en los pardmetros de elongacién a la
rotura entre peliculas preparadas con dispersiones 15US y 7,5US-UT-7,5US. Las peliculas
de A. niger se caracterizaron por los valores mas altos de médulo de Young y la maxima
resistencia a la traccion. Por otro lado, las peliculas de M. hiemalis presentaron los
valores mas bajos de resistencia maxima a la traccion y elongacién a la rotura. En
general, la pared celular de las hifas es una red resistente que esta formada por una
matriz interna de quitina-glucano altamente entrecruzada seguida de una capa externa
rica en proteinas que le confiere importantes caracteristicas mecanicas y estructurales
(Amobonye et al., 2023). Segun Lew (2019), la mecdnica del estrés de las hifas fungicas
se puede atribuir a su elasticidad, rigidez y plasticidad, que son las diversas respuestas
intrinsecas de sus paredes celulares al estrés. Si bien las estructuras de quitina-glucano
son responsables de la resistencia de la estructura, la plasticidad se puede atribuir al
componente proteico (Amobonye et al., 2023). En los mucorales, la falta de tabicaciéon
regular, y su composicion de glucanos, quitina y otros polisacdridos estructurales

(Bracker y Butler, 1963; Seiler y Heilig, 2019) podria contribuir a la naturaleza fragil de
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sus hifas y de las peliculas basadas en estos microorganismos. Se observd que el ajuste
de las propiedades mecanicas de los materiales basados en micelio se puede atribuir al
contenido variable de quitina, glucanos y proteinas dentro de sus paredes de las hifas
(Bustillos et al., 2020). Esto se corresponde con las diferencias observadas en el
contenido de glucanos y proteinas del micelio de las especies fungicas estudiadas. Esto
puede observarse en las curvas de tensién vs deformacién de las peliculas (Figura 36)
evidenciandose la mayor fragilidad de las peliculas de M. hiemalis en comparacion con
las de A. niger y P. nalgiovense, que resultaron ser mas rigidas y elasticas

respectivamente.

8 — AN — PN MH
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Figura 36. Curva Tension vs Deformacion correspondiente a las peliculas obtenidas bajo el tratamiento
15US-UT-15US. (MH) M. hiemalis; (PN) P. nalgiovense; (AN) A. niger.

La Tabla 10 muestra los valores de las pruebas mecanicas de diferentes materiales, tanto
de base bioldgica como no sostenibles, encontrados en la literatura. Como se pudo
observar, los valores de los parametros obtenidos para los materiales desarrollados en
este trabajo fueron comparables a los obtenidos para otras peliculas de base bioldgica
plastificadas (Thomazine et al., 2005; Delgado et al., 2018b; Coma et al., 2019; Ramirez
Tapias et al., 2020; Martinez et al., 2024).
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Tabla 10. Valores de las propiedades mecdnicas de distintos materiales biobasados y no sostenibles que

se encuentran en la literatura (TS: Resistencia mdxima a la traccién; MY: Mddulo de Young;

EB: Elongacion a la

rotura). (PLA) dcido polildctico; (HDPE) Polietileno de alta densidad, (LDPE) Polietileno de baja densidad; (PET)

Tereftalato de polietileno,; (PP) Polipropileno (MMP) material de micelio puro; (PM) pelicula de micelio.
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En cuanto a las peliculas de micelio, los valores de médulo de Young y resistencia
maxima a la traccidn obtenidos en este trabajo fueron superiores a los informados por
Haneef et al. (2017) para peliculas de los hongos Ganoderma lucidum y Pleurotus
ostreatus cultivados sobre celulosa, a pesar de estar plastificados con glicerol. César et
al. (2021) demostraron una amplia variacion en el comportamiento mecanico entre
peliculas de micelio obtenidas de seis especies diferentes de basidiomicetes. En dicha
investigacidn, los valores de médulo de Young mas altos obtenidos para peliculas de
Ganoderma curtisii y Aurantiporus sp. fueron comparables a los obtenidos en el

presente trabajo.

El presente estudio es el primer acercamiento al desarrollo de peliculas de micelio a
partir de dispersiones formadoras de pelicula de M. hiemalis, A. niger y P. nalgiovense.
Si bien M. hiemalis no mostré la mayor resistencia, las otras caracteristicas obtenidas
como el color y la opacidad, ademds de su rdpido crecimiento, alientan a seguir
estudiando esta especie para desarrollar materiales de base biolégica. Las propiedades
mecanicas obtenidas animan a seguir trabajando con estas matrices, probando
diferentes formulaciones, o combindndolas con otras fuentes de polimeros naturales

para mejorar sus propiedades mecdnicas.

3.5. Analisis termogravimétrico (TGA)

Los termogramas de las peliculas de micelio, obtenidas por diferentes tratamientos de
ruptura, y de la biomasa sin tratar (control), mostraron perfiles de degradacidon multiple
con diferentes zonas de degradacién como se muestra en la Figura 37. Se puede
observar que las curvas TGA mostraron tres zonas de pérdida de masa que presentan
particularidades segun la cepa fungica utilizada. La primera zona de degradacién, hasta
los 100 °C, se atribuyd a la evaporacion del agua y a la degradacidon de moléculas de bajo
peso molecular. En la segunda zona, de 100 °C a 200 °C, se observo principalmente la
pérdida de glicerol (Jang et al., 2004) y la descomposicion inicial de proteinas. Los
controles de biomasa no presentaron el pico de glicerol en esta zona. La tercera zona,
entre 200-500 °C, correspondid a la descomposicién térmica completa de los

componentes del micelio, como proteinas, quitina y glucanos (Jang et al., 2004; Erdogan
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et al.,, 2017; Almazrouei et al., 2017; Delgado et al., 2018b). En esta zona hubo dos
eventos diferentes para P. nalgiovense y A. niger, mientras que los perfiles de M.
hiemalis presentaron al menos 4 picos. Los ultimos picos de degradacion, con maximos
alrededor de 450 °C, podrian estar relacionados con la degradacién de complejos entre
quitina-glucano y quitina pura (Girometta et al., 2020). Estas diferencias probablemente
se deban a la diferente composicién de cada cepa flngica como se discutio
anteriormente. Los perfiles de varias etapas durante la degradacidon térmica
coincidieron con los reportados para peliculas de base bioldgica realizadas con biomasa

microbiana (Delgado et al., 2018b; César et al., 2021).
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Figura 37. Termogramas de las peliculas fiungicas: peso (%) y primera derivada del peso (% °C?) con

respecto a la temperatura (a, b) M. hiemalis; (c, d) A. niger (e, f) P. nalgiovense (control — * —; —15US- UT
-15US; ...... 15US; ---7,5US- UT- 7,5US)
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Tabla 11. Pardmetros obtenidos de ensayos de degradacidon térmica de las peliculas de biomasa fungica
en el rango de 30-600 °C. (MH) Mucor hiemalis; (AN) Aspergillus niger; (PN) Penicillium nalgiovense.
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En la Tabla 11 se muestran los parametros obtenidos a partir de las curvas TGA como la
temperatura de degradacién inicial (To) y las temperaturas a la maxima tasa de
degradacion (Tmax) correspondientes a la 22 y 32 zona de degradacidn. Las peliculas de
A. niger y M. hiemalis obtenidas con un tratamiento UT intermedio con 15 minutos de
US mostraron una To promedio mas alta, lo que indica un aumento de la resistencia
térmica de esas peliculas. Esto podria explicarse por una distribucion mds homogénea
de las particulas que confieren una mejor disposicién de la matriz, como se discutié

anteriormente en este Capitulo |

3.6. Permeabilidad experimental al vapor de agua

La Tabla 12 reune los resultados del ensayo de permeabilidad experimental para las
peliculas obtenidas. Los valores de permeabilidad al vapor de agua (Pw*) obtenidos
para las peliculas elaboradas a partir de micelio de Aspergillus niger y Penicillium
nalgiovense se ubicaron en el orden de 107'° g-m™-s7"-Pa”", con variaciones entre 4,0 y
4,7 x10™° g-m™s-Pa”!, mientras que las peliculas derivadas de Mucor hiemalis

presentaron valores mas elevados (x20x107"° g-m~™"-s™"-Pa™"), aunque no comparables

directamente debido a su mayor espesor.

Tratamiento Espesor Jw Puw™®
(10 m) (103 g.st.m?) (10 g.s'm?.Pa?)
MH 15US 20,5+1,1 21,0+0,2 20,4 +0,2
15US-UT-15US 20,8+1,6 21,0+£0,4 20,7+0,4
AN 15US 11,1+0,7 9,0£0,1 4,7+0,1
15US-UT-15US 11,3+0,9 8,6+0,1 4,6 £0,1
PN 15US 11,2+ 0,6 7,5+0,1 4,0x0,1
15US-UT-15US 11,6 £ 0,7 8,0+0,1 4,4+0,1

Tabla 12. Valores del flujo de vapor de agua (Jw), y permeabilidad al vapor de agua experimental (P27 ).

(MH) Mucor hiemalis; (AN) Aspergillus niger; (PN) Penicillium nalgiovense.(media * DS)

En una pelicula polimérica ideal, la permeabilidad al vapor de agua es independiente del
espesor de la pelicula (Bertuzzi et al., 2002). Sin embargo, se ha demostrado que, para
las peliculas poliméricas hidrofilicas, la permeabilidad al vapor de agua aumenta cuando
se incrementa el espesor de la pelicula (McHugh et al., 1993, Gennadios et al., 1994;

Park y Chinnan, 1995; Delgado et al., 2018a). Es por esto por lo que no se puede
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establecer una comparacidn entre la permeabilidad de las peliculas de P. nalgiovense y
A. niger con respecto a las de M. hiemalis dado que estas difieren considerablemente
en su espesor. La razén de esta desviacidn estd relacionada con la naturaleza hidrofilica
de la matriz polimérica, pero no existe una respuesta completa que explique el
fendmeno a nivel microscépico (Delgado et al., 2018a). Se han reportado diferentes
explicaciones para el efecto del espesor sobre la permeabilidad al vapor de agua.
McHugh et al. (1993) reportaron que a medida que el espesor de la pelicula aumenta,
se incrementa la resistencia a la transferencia de masa a través de ella, en consecuencia,
la presién parcial de vapor de agua de equilibrio en la superficie inferior de la pelicula se
incrementa, dando como resultado valores mas altos de permeabilidad. Otros autores
atribuyen el efecto del espesor a cambios en la estructura de la pelicula ocasionados por
el hinchamiento que provoca el agua en la matriz polimérica de la pelicula (Banker,
1966). Dicho hinchamiento ocurre en la cara de la pelicula en contacto con la atmdsfera
de mayor humedad y afecta solo a una parte delgada de la pelicula. La proporcion de
dicho hinchamiento podria ser menor a medida que la pelicula se vuelve mas gruesa.
Por lo tanto, en peliculas mas delgadas donde la proporcién de hinchamiento se vuelve
notable, el movimiento del agua podria retrasarse disminuyendo la difusién vy la

permeabilidad (Delgado et al., 2018a).

De manera general, no se observaron grandes diferencias en los valores de
permeabilidad al vapor de agua entre las peliculas obtenidas a partir de dispersiones
provenientes de diferentes tratamientos de ruptura. Las permeabilidades de las
peliculas de P. nalgiovense y A. niger resultaron similares entre si y en el orden de 1071°

! Pal. Estos valores fueron comparables con las permeabilidades de otras

gmls
peliculas elaboradas a base de biopolimeros de similar espesor (Delgado et al., 20183a;

Martinez et al., 2024).

3.7. Microscopia de fuerza atémica (AFM)

La microscopia de fuerza atédmica (AFM, por sus siglas en inglés) permitid analizar la
topografia superficial de las peliculas fungicas de A. niger, M. hiemalis y P. nalgiovense,

obtenidas mediante el protocolo de ruptura celular 15US-UT-15US. Las diferencias
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morfoldgicas entre los tres materiales se observan en la Figuras 38, que reunen las

imagenes de altura, fase y amplitud obtenidas mediante microscopia AFM.

En el caso de A. niger, las micrografias de altura evidenciaron una superficie
relativamente homogénea. La sefal de fase sugiere una distribucion mas uniforme de
las fases amorfas y semi cristalinas, posiblemente asociadas a la composicion de la pared
celular (quitina, glucanos y proteinas asociadas). Esta homogeneidad superficial puede
estar relacionada con una mejor cohesion interna de la pelicula y podria favorecer
propiedades mecdanicas mas estables. Por el contrario, las peliculas de M. hiemalis
presentaron una topografia mas rugosa, con elevaciones y depresiones distribuidas
heterogéneamente. La imagen de fase revela mayor contraste, lo que indica la presencia
de regiones con distinta composicidon. Finalmente, las peliculas de P. nalgiovense
mostraron una morfologia intermedia: la topografia evidencio cierta heterogeneidad,
pero menos marcada que en las peliculas de M. hiemalis. El contraste en la sefnal de fase
sugiere la presencia de micro dominios bien definidos, lo que podria asociarse a la

redistribucidn parcial de los polimeros de la pared celular.

Estas diferencias se corresponden con las diferencias observadas en su composicion y
en los resultados de sus pruebas mecanicas. El predominio proteico y la escasez de
polisacaridos estructurales (glucanos) de M. hiemalis podria influir en la formacion de
una red continua. Las proteinas tienden a formar agregados irregulares y menos
cristalinos, generando peliculas con mayor rugosidad y heterogeneidad mecanica. Esto
explicaria la superficie accidentada observada en las micrografias AFM y puede asociarse
a la mayor fragilidad observada en las propiedades mecanicas de las peliculas de M.

hiemalis.

En términos generales, las microscopias AFM confirman que, aun bajo un mismo
procesamiento, la estructura microscopica y la rugosidad superficial dependen
fuertemente de la especie fungica. Estos hallazgos resaltan laimportancia de la selecciéon
del microorganismo para disefar peliculas con propiedades especificas, ya sea
priorizando uniformidad (A. niger), rugosidad y texturizacion (M. hiemalis) o un

equilibrio entre ambas (P. nalgiovense).
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M. hiemalis P. nalgiovense

1.0 ym

Phase 1.0 pm

50.0 mV 500mv i 50.0 mV

-500mv & -50.0 m\

Amplitude Error 1.0 ym Amplitude Error 1.0 pm Amplitude Error 1.0 pym

Figura 38. Imdgenes AFM de altura (A), fase (B) y de amplitud (C) de peliculas de A. niger, M. hiemalis y

P. nalgiovense obtenidas a partir de dispersiones 15US-UT-15US
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CAPITULO Ill: OBTENCION DE MATERIALES DE MICELIO PURO

1. OBJETIVO

El objetivo de este capitulo fue evaluar la factibilidad de obtener materiales a partir de
micelio puro sin ruptura celular de los hongos filamentosos Aspergillus niger, Monascus

ruber y Penicillium nalgiovense. Para ello se propuso:

= Reactivar y confirmar la identidad de la cepa Monascus ruber.

= Caracterizar en el color y las propiedades mecdanicas a los materiales
obtenidos bajo distintas condiciones de cultivo.

= |nvestigar si los pigmentos retenidos en el micelio de Monascus ruber
confieren actividad antioxidante y/o antimicrobiana a los materiales

obtenidos.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Obtencién de los materiales de micelio puro (MMP)

2.1.1 Confirmacion de identidad de las cepas de trabajo

Se trabajo con las cepas de Aspergillus niger (AN) y Penicilium nalgiovense (PN)
descriptas en el Capitulo | y se incorporé una cepa de Monascus ruber (MR) aislada en
la Provincia de Santa Fe disponible en el cepario del laboratorio de Micologia de
Alimentos de la Universidad Nacional de Quilmes (ID: MNR1). Los microorganismos se
reactivaron y se realizé la confirmacién de identidad de la cepa de M. ruber de acuerdo

con lo descripto en el item 2.1 (Capitulo I).

2.1.2. Preparacion del inoculo

Los indculos de Aspergillus niger (AN) y Penicillium nalgiovense se realizaron de acuerdo
con el item 2.2.1 (Capitulo 1). Debido a que Monascus ruber (MR) es un hongo de
crecimiento y esporulacion lenta la suspensién de conidios se prepard a partir de las

colonias crecidas en agar PDA por 14 dias a 25 °C. Se preparé una suspension de conidios
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con una concentracién aproximada de 108 conidios/mL para A. nigery P. nalgiovense, y

de 10° conidios/mL para M. ruber para ser utilizadas como indculos.

2.1.3. Cultivo sumergido

Considerando que las condiciones de cultivo influyen sobre la produccién de biomasay
metabolitos de hongos filamentosos, se evalué la produccion de materiales de micelio
puro (MMP) de Aspergillus niger (AN) y Monascus ruber (MR) bajo diferentes
condiciones de cultivo sumergido: agitado (A), estatico (E) y combinado (AE). Los cultivos
se realizaron en Erlenmeyers de 500 mL con 250 mL de medio Sabouraud glucosado
comercial (Britania) estéril, e inoculados en una concentracién final aproximada de 10°
conidios/ml para A. niger y 10* conidios/ml para M. ruber. La condicién A consistié en
una incubacion bajo agitacidon a 135 rpm, la E en incubacion estatica, mientras que en la
condicién AE se llevd a cabo una agitacién por 24 h, para estimular la colonizacién del
medio, y luego se completd el tiempo de incubacidn en estdtico sin agitacion. Se
incubaron por un total de 7 dias a 37 °C para A. niger y 14 dias a 25 °C para M. ruber.
Luego del tiempo de incubacién, los cultivos se esterilizaron en autoclave (121 °C, 15
min) y los micelios (MMP) se separaron mediante extraccién directa, cuando el
crecimiento fue como micelio flotante, y por filtracidn al vacio utilizando papel de filtro

Whatman N°1, cuando fue en forma de pellets.

Se determind la biomasa obtenida y se calculé el extracto seco por secado en estufa a
105 °C hasta peso constante (AOAC 925.10) para determinar el rendimiento en base
seca. Se registro el pH final del medio, antes y después de la incubacion, mediante pH-

metro TPA-V con electrodo ALPHA PY41. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

2.1.4. Plastificacion y prensado

Los MMP de las dos condiciones mas favorables en cuanto a apariencia y rendimiento
de biomasa para cada hongo se trataron sumergiendo los micelios en glicerol 25 % y 50
% p/p por 3, 12 y 24 h. Los MMP se colocaron en recipientes con las distintas
concentraciones de glicerol y se fueron retirando a los tiempos indicados. Al sacar las

muestras se les quitd el exceso de glicerol con papel absorbente y se las reservé en
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bolsas herméticas para ponerlas a prensar todas juntas. Se reservaron micelios de cada
condicién sin plastificar como control. Los micelios se prensaron por compresién con
una presion de 6,4 g/cm? por 72 h entre hojas de papel antiadherente para evitar que
se peguen a la prensa. Luego del prensado los MMP se dejaron orear a temperatura y
humedad ambiente, se los observo por 100 dias y se evalud la condicién de plastificacién
mas conveniente. La Figura 39 muestra el esquema de obtenciéon de los MMP. En
ensayos siguientes se procedié a realizar la produccién en frascos de 13,9 cm de

didmetros.

MATERIALES DE
(MMP)
Conservaciona Ty H

—>| Plastificacién‘—ﬂ Prensado }—> MICELIO PURO

Ty H ambiente
6,4 glcm?;72h ambiente (>100 dias)

25y 50 % p/p;
3,12y 24 h
Control: 0 %

Inmersion en glicerol

4
=1
1 I

(uwgl! 0. 1Z1) UQIoBZ|IUR)ST

W)

Separacion
Filtracion
aa
Extraccion
directa

J

(AE)

(A)

(E)

MR (25 °C; 15 dias)
AN (37 °C; 7 dias)
—

)

MR (135 rpm x 1dia; 25 °C; estatico 13 dias)
AN (135 rpm x 1dia; 37 °C; estatico 6 dias)

~ Incubacién |
o
MR (135 rpm; 25 °C; 14 dias)
AN (135 rpm; 37 °C; 7 dias)

(MR)

(104 conidios/mL)
Aspergflfus niger
(AN)

(106 conidios/mL)

Monascus ruber

~ Inoculacién
Caldo Sabouraud
glucosado

Figura 39 .Esquema de obtencion de los materiales de micelio puro (MMP).
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2.2. Caracterizacion de los MMP

2.2.1. Determinacion del color

El color de los micelios de A. niger (A 'y AE), M. ruber (A y E) y P. nalgiovense (AE),
obtenidos mediante el protocolo en 25 % glicerol por 3 h, se determind mediante un
colorimetro digital CR-400 (Konica Minolta, Osaka, Japdn) de acuerdo con lo descripto
en el item 2.1.2 (Capitulo Il). Las mediciones se realizaron en 5 puntos aleatorios en
ambas caras de los micelios (anverso y reverso). Adicionalmente, los valores promedio
de las coordenadas CIELAB obtenidos se convirtieron en codigos de color hexadecimal
mediante Photoshop CS6 y se compararon con los estdndares de color mas similares en
las paletas de color del sistema RAL classic, que define colores para pinturas, plasticos y

recubrimientos.

2.2.2. Estudio de las propiedades mecdnicas: Ensayo de traccion uniaxial

Para los ensayos de propiedades mecanicas se procedid a realizar la produccién de A.
niger y M. ruber en frascos de 13,9 cm de didmetros con 350 mL de caldo Sabouraud
glucosado comercial y se incubé en condiciones AE y E, respectivamente, segln el item
2.1.3 (Capitulo Ill). Adicionalmente, se evaluaron las propiedades de MMP de P.
nalgiovense cultivados bajo condiciones AE por 7 dias a 25 °C. Los MMP obtenidos se
plastificaron por inmersién en 25 y 50 % p/p de glicerol por 3 horas y se prensaron por

72 horas (6,4 g/cm?).

Se determinaron las propiedades mecanicas (resistencia maxima a la tracciéon (TS),
modulo de Young (YM) y elongacién a rotura (EB)) de los MMP tratados con 0, 25 y 50
% glicerol mediante un ensayo de traccion uniaxial segun lo descripto en el item 2.1.5
(Capitulo 1l). Los resultados obtenidos fueron evaluados mediante un Andlisis de
Varianza (ANOVA) y aplicando el test de Tukey para la comparacion de las medias,
utilizando el software Infostat version 2020e (Grupo Infostat, Facultad de Ciencias
Agrarias, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina). Se utilizé un nivel de

significancia de a=0,05.
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2.2.3. Determinacion de la capacidad antioxidante de los micelios de M. ruber

Los radicales libres son moléculas o fragmentos de moléculas caracterizadas por tener
uno o mas electrones desapareados en su orbital externo, condicién que los torna
altamente reactivos. La degradacién oxidativa es un proceso en el cual estos radicales,
debido a su alta inestabilidad, sustraen electrones de otras moléculas para alcanzar
estabilidad. Este mecanismo genera dafos en macromoléculas biolégicas como lipidos,
proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos, provocando alteraciones en los procesos
celulares (funcionalidad de las membranas, produccidn de enzimas, respiracion celular,
induccidn génica, etc.) (Elejalde Guerra, 2001; Guija-Poma et al., 2015). La actividad
antioxidante es la capacidad de una sustancia para inhibir la degradacién oxidativa (por
ejemplo, la peroxidacién lipidica), de tal manera que un antioxidante actua,
principalmente, gracias a su capacidad para reaccionar con radicales libres (Londofio
Londofio, 2012). Se han descrito diversas técnicas para evaluar la capacidad antioxidante
como por ejemplo aquellas que utilizan el radical libore DPPH (Brand-Williams et al.,

1995) y al radical ABTS (Re et al., 1999).

Los hongos del género Monascus spp. producen pigmentos naturales a los que se ha
atribuido actividad antioxidante (Pineda Insuasti et al., 2016; Husakova y Patdkova,

2025) es por ello que se evalué la actividad antioxidante intrinseca de sus micelios.

2.2.3.a. Método ABTS

El método ABTS es uno de los métodos espectrofotométricos que ha sido utilizado para
medir la actividad antioxidante de soluciones o sustancias puras y mezclas acuosas. Este
método se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracién del radical ABTS®*, debido
a la interaccioén con especies donantes de hidréogeno o de electrones (Re et al., 1999). El
radical cationico ABTS®** es un croméforo verde-azulado, que absorbe a una longitud de
onda de 734 nm, y se genera por una reaccion de oxidacién del ABTS (2,2’-azinobis- (3-
etil benzotiazolin-6-sulfonato de amonio)) con persulfato de potasio (Mesa et al.,
2011). Ante presencia de antioxidantes los cationes radicales ABTS®* preformados
pueden ser neutralizados generando una disminucién en la coloracion de la solucién y
por lo tanto una reduccion en su absorbancia (Huet Brefia, 2017) (Figura 40). El resultado
final del ensayo dependera de la concentracién del antioxidante y tiempo de contacto
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entre el mismoy el cation radical (Re et al., 1999). Uno de los parametros utilizados para
medir la capacidad antioxidante es el porcentaje de inhibicion radicalaria (% RSA), el cual
relaciona la absorbancia de una solucion de ABTS®** puro (blanco) con una solucién de

ABTS** con la muestra. El valor del % RSA se obtiene a partir de la Ecuacién 12.

- s SO, + Antioxidantes
0,8 s ;u=< L=

] SO,
-0,s s _N:< Ij’
+
>:N N
/
i; :PII \\CEHS
CZHS

ABTS”
Incoloro

Figura 40. Estructura del ABTSe+ antes y después de la reaccién con el antioxidante (adaptado de Zuleta
et al., 2009).

%RSA = (Absblanco_ﬂbsmuestra) x100

AbSplanco (Ecuacic')n 12)

La actividad antioxidante de los micelios de M. ruber se determind por contacto directo
con ABTS**. Se preparé una solucidn (solucién A) con ABTS (7 mM), persulfato de potasio
(2.45 mM) y agua Mili Q, en un frasco de vidrio color caramelo y cubierto con papel
aluminio, para proteger la solucién de la luz y evitar reacciones de degradacion
secundarias. Dicha solucién se dejé reaccionar en oscuridad durante al menos 16 horas
a temperatura ambiente (22 °C) para garantizar la formacion del radical ABTS**. El dia
del ensayo, se preparo la solucién de trabajo (solucién B) diluyendo 1 mL de la solucién
A en 80 mL de agua Milli-Q. La absorbancia se ajusté entre 0,680 y 0,720 a 734 nm
utilizando un espectrofotometro UV-Vis (Shanghai 9000, Laboratorio Instrumental,

UNQ).

Para llevar a cabo el andlisis, se colocaron 10 £ 1 mg de micelio de M. ruber de cada

condicidn de cultivo (A, E y AE) en tubos eppendorf, se adicioné 1 mL de solucidon B, se
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dejo reaccionar a temperatura ambiente en oscuridad por 15 y 30 minutos y se registrd
la absorbancia a 734 nm. Como blanco se utilizé 1 mL de solucién B sin la adicién de la
muestra utilizando los mismos tiempos de reposo estudiados para los micelios. Este
procedimiento se realizé por triplicado. Los resultados se expresaron en porcentaje de

inhibicién radicalaria (% RSA) relativo a cada tiempo (Ecuacion 12).

2.2.3.b. Método DPPH

Para obtener una vision mas completa de la actividad antioxidante de un material es
necesario evaluarla mediante diferentes métodos, ya que cada uno de puede detectar
diferentes mecanismos de accién antioxidante. Es por eso que ademas del método ABTS
se evalud la capacidad antioxidante por el método DPPH. Esta técnica utiliza al radical
libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo conocido por las siglas DPPH (Brand-Williams et al.,
1995). Este radical libre es susceptible de reaccionar con compuestos antioxidantes a
través de un proceso caracterizado por la cesion de un atomo de hidrégeno
proporcionado por el agente antioxidante (Guija-Poma et al., 2015). El radical DPPH
posee un electron desapareado y es de color morado, decolordandose hacia amarillo
palido por la reaccidon de la presencia de una sustancia antioxidante (Figura 41). La
reaccion, entre el DPPH y un antioxidante puede seguirse midiendo la disminucion de la

absorbancia de la mezcla a 517 nm en funcién del tiempo (Castafieda Castafieda et al.,

NO, o,
- *.'
ON N—N + AH —= ON N—N S
NO, \© NO, \©

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre)
Morado

2008).

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)
Amarillo

Figura 41. Estructura del DPPH antes y después de la reaccion con el antioxidante (Alam et al., 2012)

La estimacion de la actividad antioxidante de los micelios de M. ruber se realizd por

contacto directo con DPPH. Se preparé DPPH en etanol analitico en una concentracién
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de 1 mM y se dejé reaccionar 30 minutos en oscuridad (solucién A). Para llevar a cabo
el analisis, se colocaron 10 + 1 mg de micelio de M. ruber de cada condicién de cultivo
(A, E'y AE) en tubos eppendorf, se adiciond 0,9 mL de etanol analitico y 0,1 mL de la
solucion A. Se dejé reaccionar a temperatura ambiente en oscuridad por 15y 30 minutos
y se registrd la absorbancia a una longitud de onda de 517 nm. Como blanco se utilizé
0,9 mL de etanol analitico y 0,1 mL de la solucién A sin la muestra utilizando los mismos
tiempos de reposo estudiados para los micelios. Este procedimiento se realizd por
triplicado. Los resultados se expresaron en porcentaje de inhibicion radicalaria (% RSA)

relativo a cada tiempo (Ecuacién 12).

2.2.4. Determinacion de la actividad antimicrobiana de los micelios de M. ruber

Los pigmentos producidos por los hongos del género Monascus spp. han sido asociados
con actividad antimicrobiana (Husakova y Patdkovd, 2025) es por ello que se evalué la
actividad antimicrobiana intrinseca de sus micelios. Existen una amplia variedad de
métodos de laboratorio para evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de un extracto
0 un compuesto puro, siendo los mds conocidos y bdsicos la difusién en disco y la

dilucién en caldo o agar (Balouiri et al., 2016).

2.2.4.a. Método de difusidn en disco

La prueba de difusidon de disco en agar, desarrollada por Heatley (1944), es el método
oficial utilizado en muchos laboratorios de microbiologia para las pruebas de
sensibilidad a los antimicrobianos de rutina. En este método, las placas de agar se
inoculan con un inéculo estandarizado del microorganismo de prueba. A continuacién,
se colocan sobre la superficie del agar discos estériles (de aproximadamente 6 mm de
diametro), de papel de filtro o del material que contienen el compuesto de ensayo a la
concentracion deseada. Las placas de Petri se incuban en condiciones adecuadas.
Generalmente, el agente antimicrobiano se difunde en el agar e inhibe la germinacion y
el crecimiento del microorganismo de prueba y luego se miden los diametros de las

zonas de inhibicién de crecimiento. Dado que la inhibicién del crecimiento bacteriano
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no significa la muerte bacteriana, este método no puede distinguir los efectos

bactericidas y bacteriostaticos.

La actividad antimicrobiana de los micelios obtenidos se determiné mediante el método
de difusién en agar (Balouiri et al., 2016). Se prepararon suspensiones de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) y Escherichia coli (ATCC 25922) de McFarland 0,5 (1,5x108 UFC/mL)
a partir de cultivos en Agar nutritivo (Anexo 1) (48 h, 37 °C) y se realizaron las diluciones
seriadas correspondientes hasta lograr indculos en el orden de 10° UFC/mL. Se procedid
a sembrar, 100 plL de cada indculo sobre placas de Petri con agar nutritivo (Anexo I) con
ayuda de un hisopo estéril esparciéndolo sobre toda la superficie del agar para
garantizar una distribucién homogénea sobre la totalidad de la placa. Para el analisis de
los micelios se cortaron discos de 6 mm de didametro de los micelios obtenidos de cada
condicidn de cultivo. Con el objetivo de reducir la carga bacteriana de los mismos se
trataron bajo luz UV por 15 minutos de cada lado. Luego se colocaron con pinzas
estériles sobre las placas previamente sembradas con los indculos bacterianos.
Adicionalmente, para evaluar la carga original en los micelios, se realizé en ensayo con

los micelios sin tratamiento UV. Las placas se incubaron por 24 h a 37 °C.

Finalmente, para determinar la actividad antimicrobiana se procedié a medir el halo de
inhibicién (mm) de desarrollo del microorganismo inoculado asociado a cada uno de los
discos. Se midié en direccidn vertical y horizontal para obtener un valor promedio. En
caso de no existir halo se considerd que no existid inhibicidn. Los ensayos se realizaron

por duplicado.

2.2.4.b. Método de contacto de con suspensiéon bacteriana

Adicionalmente, se determind la actividad antimicrobiana de los micelios mediante un
analisis por contacto con una suspension bacteriana. Se utilizaron indculos de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Escherichia coli (ATCC 25922) preparados de
acuerdo el item anterior (2.2.4.a). En tubos de ensayo estériles se colocaron 500 pL la
suspension bacteriana y un disco de micelio de 6 mm de didmetro, y se homogeneizd
bien. Inmediatamente después, para evaluar el poder antimicrobiano a tiempo cero (To),

se realizaron diluciones seriadas en agua de peptona 0,1 %, se sembré en superficie en
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agar nutritivo, se incubd por 24 h a 37 °Cy se obtuvo el recuento bacteriano. Los tubos
con las mezclas se incubaron por 24 h a 37 °C. Tras la incubacién estos se
homogeneizaron, se realizaron diluciones seriadas, se sembré en superficie agar
nutritivo, se incubd por 24 h a 37 °C y se obtuvieron los recuentos bacterianos para

determinar el poder antimicrobiano tras 24 h (Ts).

Se realizd un control del recuento de cada inéculo para asegurarse que estuvieran en la
concentraciéon deseada. Para economizar recursos, los recuentos se realizaron por
siembra en superficie de 5 pL por el método de la gota. Las determinaciones se

realizaron por triplicado.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Obtencién de los materiales de micelio puro (MMP)

3.1.1. Confirmacion de identidad de M. ruber

En medio CYA se desarrollaron colonias de color blanco de 18 mm de diametro
promedio, flocosas de reverso incoloro. Las colonias en MEA se caracterizaron por tener
un didmetro promedio 38 mm, por ser planas y flocosas, con anverso blanco y centro
naranja, y reverso palido en los margenes y centro anaranjado. En G25N se observaron
colonias de 10 mm de diametro promedio, bajas, escasas y flocosas, con anverso blanco
y reverso incoloro. No se observd crecimiento a 5 °C. En CYA a 37 °C se observaron
colonias con un diametro promedio de 21 mm, bajas y escasas, con anverso con centro
blanco y extremos sepia claro, y reverso con centro marron y resto sepia. La Figura 42

ilustra las caracteristicas macroscopicas obtenidas tras 7 dias de incubacién.
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Figura 42. Colonias de M. ruber tras 7 dias de incubacion en diferentes medios de cultivo: A) CYA a 25 °C;
B) MEA a 25 °C; C) CYA a 37 °C; D) G25N a 25 °C. (Superior: anverso; Inferior reverso).

La observacion microscépica de los preparados permitié apreciar hifas hialinas septadas
de paredes lisas, conidios, de forma esférica y piriforme que nacen en forma de cadenas
en los lados y extremos de las hifas, y cleistotecios esféricos, de aproximadamente 45
mm de didmetro promedio, de paredes definidas de color marrén, llenos de ascosporas

incoloras, lisas y elipsoidales (Figura 43).

Las caracteristicas macroscdpicas y microscopicas observadas se corresponden con lo
descripto por Pitt y Hocking (2009), confirmandose la identidad del aislamiento como

Monascus ruber.

Figura 43. Ampliaciones desde microscopias de aislamientos de M. ruber A) cleistotecios 40X; B) conidios
100X.
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3.1.2. Cultivo sumergido

Los cultivos de Aspergillus niger y Monascus ruber en medio en cultivo agitado (A),
estatico (E) y combinado (AE) presentaron micelios con apariencias diferentes segun la
condicidon de cultivo y cepa fungica. La Figura 44 muestra la comparacién de las
diferentes morfologias de crecimiento y los micelios obtenidos para A. niger. El
crecimiento de AN en medio Sabouraud glucosado comercial bajo la condicién A fue
similar a lo obtenido en el item 3.2.1. (Capitulo I) con medio CSGM obteniéndose pellets
esféricos similares a dientes de ledn. Tras el filtrado se obtuvieron discos de micelios de
color grisdceo constituido por una red de pellets que adoptaron forma del filtro. Se
obtuvo un disco de micelio o MMP por cada Erlenmeyer cultivado. El cultivo obtenido
en condiciones estaticas (E) dio como resultado un patrén de crecimiento restringido a
la superficie del medio, formando un micelio de color beige que no cubrid
completamente el area disponible (interfaz medio-aire) como silo hizo AN cuando crecio
estatico en CSGM. Si bien esta morfologia superficial es caracteristica de algunos cultivos
de hongos filamentosos en condiciones estaticas, resultd subdptima para la produccién
escalable de materiales de micelio puro (MMP) de A. niger. Esto podria estar asociado a
la ausencia de dispersidn inicial del inéculo, a diferencia del método combinado (AE),
que limité la distribucion uniforme del crecimiento fungico, conduciendo a la obtencién
de materiales con areas inconsistentes y baja integridad estructural. Por esta razdn, los
MMP obtenidos bajo la condicién E fueron descartados para las caracterizaciones
posteriores, lo que resalta la importancia de una fase de agitacién inicial para promover
un crecimiento uniformey, en consecuencia, la produccién de materiales mds cohesivos
y consistentes. Por el contrario, la condicidén de cultivo AE resulté en la formacién de
MMP blanco-beige homogéneos que cubrieron completamente la interfaz medio-aire,
con una pequefia cantidad de biomasa dispersa que permanecié en el medio de cultivo

(Rae) (Figura 45).
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FORMA DE CRECIMIENTO ANVERSO REVERSO

Pellets

Micelio flotante

Figura 44. I1zq) Diferentes morfologias de crecimiento de A. niger bajo diferentes condiciones de cultivo.
Der.) Micelios obtenidos. A: agitado; E: estdtico; AE: combinado

Figura 45. Micelios y biomasa remanente en medios AE de A. niger.

A pesar de las claras diferencias morfoldgicas, no se observaron diferencias significativas
(p >0,05) en cuanto a la produccion de micelio y valores de pH entre las tres condiciones
de cultivo evaluadas (Tabla 13). Estos valores de produccion de biomasa (g/L)

concuerdan con reportes previos sobre la produccion de biomasa de A. niger en cultivo
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sumergido. Comparativamente, Zheng et al. (2012) demostraron que A. niger cultivado
con glucosa o xilosa como Unica fuente de carbono produjo una produccién de 5,8 y 4,6
g/L, respectivamente. De igual manera, Colin et al. (2013) observaron niveles de
biomasa de entre 2 y 6 g/L tras 72 h en un medio mineral suplementado con sacarosa.
Los rendimientos de micelio obtenidos bajo las condiciones E y A en caldo Sabouraud
glucosado comercial resultaron ser 3,3 y 1,8 veces superiores a los obtenidos con CSGM,
respectivamente (item 3.2.1-Capitulo |). Estas diferencias pueden deberse a que el
medio comercial posee tripteina en lugar de hidrolizado de caseina, la cual es obtenida
por la hidrélisis enzimatica de caseina en lugar de una hidrdlisis acida lo que la hace mas

rica en aminodcidos sobre todo en triptéfano.

Condicidn g/L (bS) PHfinal medio
E 4,69 + 0,81° 3,7+0,1°
A 4,33 + 0,252 3,9+0,6°

AE 4,11 £ 0,46°
3,7+0,3°

RaEe 1,64 +0,01°

*Diferentes letras en una misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05) mediante la
prueba de Tukey

Tabla 13. Rendimientos de micelio de A. niger en b.s y pH al final de la incubacion (*pH inicial 5,8 + 0,1).
A: agitado; E: estdtico; AE: combinado, Rae: biomasa residual de AE. Media * DS.

En la Figura 46 pueden observarse las diferentes morfologias de crecimiento y los
micelios obtenidos para M. ruber en cultivo agitado (A), estatico (E) y combinado (AE).
Todos los cultivos se caracterizaron por la produccién de pigmentos solubles de color
rojizo en mayor o menor medida. Los cultivos bajo agitacion se caracterizaron por
crecimiento en forma de pellets esféricos obteniéndose MMP rosados que adoptaron la
forma del filtro luego del filtrado. Las condiciones E y AE resultaron muy similares entre
si, caracterizandose por caldos mas rojos y micelios flotantes de color rojizo,

heterogéneos, y con reverso de color rojo mas oscuro.
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Figura 46. Izq) Diferentes morfologias de crecimiento de Monascus ruber bajo diferentes condiciones de
cultivo. Der.) Anverso y reverso de los micelios obtenidos. A: agitado; E: estdtico; AE: combinado

Los valores obtenidos de produccién de micelio se encuentran dentro del rango
reportado para M. ruber (3-9,5 g/L) en cultivos sumergidos (Vendruscolo et al., 2016;
Darwesh et al., 2023). La condicién A de M. ruber se destacd por la mayor produccién
de micelio siendo esta significativamente mayor a las obtenidas bajo E y AE (Tabla 14).
Este comportamiento es comparable con lo reportado por Hajjaj et al. (1999). En dicho
trabajo se obtuvo una mayor produccién de biomasa de M. ruber con el aumento de la
agitacion o la aireacidon del medio. Los autores sugieren que esto se debe a una
produccién de energia mas eficiente cuando el aporte de oxigeno era mayor. En estas
condiciones, se produce mas ATP, por fosforilacion oxidativa, por cada glucosa
catabolizada, y, por lo tanto, se forma mayor cantidad de micelio por cada glucosa
consumida. Los valores de pH finales resultaron similares para las tres condiciones de

cultivo.
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Condicion g/L (B g/L(b.s)  pH final medio

A 5,90 + 0,08? 5,8 £0,5?
E 3,87 £ 0,23 51+0,1°
AE 4,32 +0,55° 5,4 +0,1°

*Diferentes letras en una misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05) mediante la
prueba de Tukey.

Tabla 14. Rendimientos de micelio de M. ruber en base seca y pH al final de la incubacion (pH inicial 5,8 +
0,1) A: agitado; E: estdtico; AE: combinado. Media + DS.

Tanto para A. niger como M. ruber los MMP provenientes del filtrado de pellets
(condicién A) resultaron menos cohesivos que los provenientes de micelios flotantes y
se caracterizaron por una mayor homogeneidad respecto al espesor. Esto se debe a que
durante el filtrado al vacio la red de pellets se compacta dando un espesor mas

homogéneo.

3.1.3. Plastificacion y prensado

Debido a que a temperatura y humedad ambiente todos los micelios se deshidrataron
rapidamente (dentro de las primeras 24 h), resultando en materiales quebradizos, se
procedid a plastificarlos mediante su inmersidn en soluciones de glicerol. Para la prueba
de plastificacidon se seleccionaron las mejores condiciones de crecimiento obtenidas
para cada hongo. Para M. ruber se utilizaron los micelios de las condiciones Ay E (Figura
46). Las condiciones E y AE tuvieron resultados similares de produccidon micelio, sin
embargo, la condicién E presentd la ventaja de no requerir agitacion y disminuir asi el
equipamiento necesario. En cuanto a A. niger se seleccionaron las condiciones A y AE,
dado que la condiciéon E no logré obtener un micelio flotante que cubriera toda la seccién
del recipiente (Figura 44). La Figura 47 muestra los micelios de M. ruber y de A. niger

bajo los diferentes tratamientos de inmersidn en glicerol después del prensado.
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Tiempo de inmersion
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Figura 47. Micelios de M. ruber (MR) y A. niger (AN) obtenidos en diferentes condiciones de cultivo e
inmersion en glicerol (25 y 50 %p/p) por 3, 12y 24 h y sus respectivos controles (glicerol 0 % p/p). (A)
cultivo agitado, (E) estdtico y (AE) combinado.

Tras 72 h de compresién, se obtuvieron ldaminas de micelio con un espesor promedio de
aproximadamente 0,2 mm vy 0,4 mm para A. niger y M. ruber, respectivamente en todas
las condiciones probadas. Los controles no plastificados exhibieron mayor rigidez en
comparacion con sus contrapartes tratadas con glicerol que parecian menos secas y
maleables (Figura 48). Se observd que los materiales obtenidos bajo la condicién A
presentaron bordes irregulares debido a la ligera desintegracién después de la
inmersidn en glicerol, siendo esta desintegracion mayor para el 25 % que el 50 % p/p
(Figura 49). Esto podria atribuirse a una mayor desintegracion de la red de pellets de
micelio a concentraciones mas bajas de glicerol. Este efecto podria estar probablemente

asociado con una mayor absorcion de agua y una plastificacidn insuficiente, lo que
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debilita la cohesidon entre los pellets y favorece su desprendimiento parcial. En
concordancia con esto, Appels et al. (2020) demostraron que el glicerol reduce la
absorcién de agua en la matriz de las hifas en peliculas de micelio. Por el contrario, este
comportamiento no se observé en los materiales de micelio plastificados obtenidos bajo
las condiciones E y AE, es por eso que estos se seleccionaron para experimentos

posteriores.

A. niger (AE) M. Ruber (E)

Glicerol

Figura 48. Micelios de A. niger y M. ruber obtenidos de cultivos combinado (AE) y estdtico (E) tratados
por inmersion en 25 % p/p glicerol (3 h) y sus controles (0 % p/p) luego del prensado.

Glicerol 25 % p/p Glicerol 50 % p/p

Figura 49. Desintegracidn de micelios de M. ruber durante la inmersion en glicerol 25 y 50 % p/p.

141



CAPITULO Ill: OBTENCION DE MATERIALES DE MICELIO PURO

Tras 24 h de salidos de la prensa todos los MMP plastificados se observaron sin
contaminacién microbiana y conservaron su maleabilidad. Sin embargo, todos los
micelios sin plastificar presentaron contaminaciones y presentaron mayor
deshidrataron haciéndolos muy rigidos y quebradizos. A simple vista no se observd

demasiada variacion entre los distintos tiempos de inmersién.

Tras 100 dias de almacenamiento en condiciones ambientales, todos los MMP
plastificados permanecieron visualmente inalterados y sin signos de contaminacion
microbiana, lo que se asocié con sus bajos valores de actividad de agua (0,4 + 0,1). El
protocolo de inmersién de 3 horas fue suficiente para mejorar la durabilidad y la
manipulacién de los materiales miceliales, ya que no se observaron diferencias

apreciables entre los tiempos de inmersion.

3.2. Caracterizacion de los MMP

3.2.1. Determinacion del color

Para la determinacidn del color, ademas de los MMP de A. nigery M. ruber, se incluyeron
MMP de P. nalgiovense obtenidos bajo condiciones AE. Se optd por realizar el cultivo de
P. nalgiovense directamente bajo esta condicién considerando los resultados previos,
gue evidenciaron un bajo crecimiento en condiciones estaticas (item 3.2.1 — Capitulo |)

y la desintegracion de los micelios obtenidos por agitacién (3.1.3 - Capitulo Ill).

La Tabla 15 muestra los resultados del andlisis de color para los materiales de micelio
puro (MMP) de A. niger (condiciones A y AE), M. ruber (condiciones A y E) y P.
nalgiovense (condicion AE). Las propiedades colorimétricas de los MMP variaron
notablemente en funcion de la cepa fungica y de las condiciones de cultivo (estatico,
agitado o combinadas). Las Figuras 50 a 52 presenta los cédigos de color hexadecimal y
RAL classic, mas cercanos derivados de las coordenadas promedio CIELAB, junto con sus
nombres de color estandar correspondientes obtenidos para los MMP de A. niger, P.

nalgiovense, y M. ruber.
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L 39,97 +0,44 39,17 +0,97 81,34 +1,63 69,99 +3,11
AN a 2,78+0,41 3,13+0,53 -0,38+0,48 1,71+ 0,66
b 11,07+ 1,40 11,25+ 1,12 12,43 +0,83 22,74 +1,73
52,34+ 0,25 53,17 £ 0,90 13,86+ 1,75 29,33+1,93
-““““
- 51,62 £0,52 51,39+0,44 29,01 +£4,84 34,69 + 3,88
a 18,00+ 0,27 18,82 + 0,06 17,32 +£3,17 15,95+ 3,23
VIR b 3,28+0,40 3,00 £ 0,56 10,69 + 6,59 14,99 +5,14
42,79+0,40 43,28 +0,44 65,75+2,74 60,56 £ 1,94
ST SN — T - -
-- 73,00+4,36 73,33+£2,08
BN - -- 1,33+0,58 -0,33£0,58
b - - 9,33+2,31 14,67 + 0,58
AE = = 19,67 £ 4,90 21,65 +1,48

Tabla 15. Resultados del andlisis colorimétrico CIELAB en el anverso (A) y reverso (R) de los MMP de A.
niger (AN), M. ruber (MR) y P. nalgiovense (PN). (A) cultivo agitado, (E) estdtico y (AE) combinado. Valores
expresados como media + DS.

En cuanto a los MMP de A. niger, los valores de L fueron significativamente mas bajos
en las condiciones de cultivo agitado (A), tanto en el anverso como en el reverso del
material, lo que indica un alto nivel de oscuridad. El parametro a con valores positivos
(= 3) y el parametro b (= 11) confirman una tendencia hacia tonos rojizos y amarillentos,
respectivamente. La combinacion de estos valores cromdticos resulté en un color
general marrén-grisdceo. En contraste, los materiales de A. niger obtenidos bajo
condiciones combinadas (AE) mostraron un aumento sustancial en la luminosidad (L),
especialmente en el anverso (81,34 + 1,63). Esto sugiere que la morfologia del micelio
bajo condiciones AE favorece la formacion de superficies mas claras. En el reverso se
observé un aumento del parametro b (22,74 + 1,73) confirmando un matiz amarillo mas
intenso que en el anverso. Esta diferencia entre ambas caras podria deberse a una
mayor exposicion del reverso al medio de cultivo. Estos resultados fueron consistentes
con los cédigos hexadecimales y RAL classic obtenidos, mostrando colores marrén-
grisaceos oscuro y colores claros blanco-beige para los materiales provenientes de

cultivos Ay AE, respectivamente (Figura 50).
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ANVERSO REVERSO ANVERSO REVERSO

PALE BROWN PALE BROWN
(RAL 8025) (RAL 8025)

| WENGE QUINCY
(HEX #685C4C) (HEX #675A4A)

% 3 ™ / “ QP
Figura 50. Codigos y nombres de los colores similares segun las paletas hexadecimal y RAL classic de los
materiales de A. niger bajo diferentes condiciones de cultivo. (A) cultivo agitado y (AE) combinado.

En general, los MMP de M. ruber obtenidos mediante el cultivo estatico (E) presentaron
mayor heterogeneidad en ambas caras, lo que se evidencié como una mayor desviaciéon
estandar en los valores de todas las coordenadas cromaticas. Los MMP de M. ruber
exhibieron una tendencia opuesta a los de A. niger. Los valores de L fueron
notablemente mas bajos en el cultivo estdtico (E), lo que refleja un oscurecimiento
apreciable. Los valores considerablemente mas altos para el pardmetro a (=18) en todas
las condiciones evidencian una fuerte presencia de pigmentos rojos caracteristicos de
este género. La variacion global del color (AE) fue significativamente mayor en el cultivo
estatico de M. ruber. Este comportamiento puede atribuirse a la produccién de
pigmentos caracteristicos del género Monascus, cuya biosintesis en cultivo sumergido
se ve influenciada por las condiciones de aireacion del medio. Se ha reportado que, en
cultivos de Monascus spp. con alta aireacion (bajo agitacidn), la produccién de
pigmentos y metabolitos secundarios se ve disminuida debido a la produccidn de acidos
orgdnicos inhibitorios (de Carvalho et al., 2006; Pineda Insuasti et al., 2016). Es por eso
gue bajo condiciones estaticas la coloracién de los MMP, debida a la produccién de
pigmentos, se vio aumentada respecto aquellos bajo agitacién. Si bien la correlacién
visual de los cddigos hexadecimal y RAL obtenidos para los materiales de M. ruber no

fue tan similar como para A. niger, la variacion cromatica en ambas condiciones de
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cultivo fue visible obteniéndose colores mas claros con tonos rosa-beige en la condiciéon

Ay marrdn-rojizo oscuro en la condicién E (Figura 51).

ANVERSO REVERSO ANVERSO REVERSO

PEARL BEIGE PEARL BEIGE
(RAL 1035) (CTYRTED)

RED BROWN SIGNAL BROWN
(RAL 8012) (RAL 8002)

BAZAAR BAZAAR
(HEX #986E75) (HEX #986D75)

LIVER CHESTNUT COFFEE
(HEX #603A34) (HEX #6F483B)

Figura 51. Codigos y nombres de los colores similares segtin las paletas hexadecimal y RAL classic de los
materiales de M. ruber obtenidos bajo diferentes condiciones de cultivo. (A) cultivo agitado y (E) estdtico.

Por ultimo, los MMP obtenidos con P. nalgiovense cultivado en condiciones combinadas
(AE) presentaron una coloracién predominantemente clara en ambas caras del material,
con valores de luminosidad (L= 73) elevados y AE mads bajos (=20). Los pardmetros
cromaticos a y b indicaron tonos neutros con ligeras tendencias hacia el amarillo,
especialmente en el reverso, de manera similar a los MMP de A. niger obtenidos en AE.
Estos resultados fueron consistentes con los cédigos hexadecimales y RAL classic
obtenidos, mostrando colores claros gris-beige para los MMP de P. nalgiovense

provenientes de cultivo A y AE, respectivamente (Figura 52).

Los valores colorimétricos CIELAB obtenidos en la Tabla 15 fueron consistentes con los
codigos de color hexadecimal y RAL classic a pesar de las sutiles diferencias en la
percepcion visual. En conjunto, estos resultados refuerzan la idea de que el color de los
MMP depende tanto de la especie fungica como de las condiciones de cultivo. Mientras
A. nigery P. nalgiovense producen MMP de apariencia mas clara en cultivo AE, M. ruber

genera MMP intensamente pigmentados, con predominancia de tonalidades rojas y

145



CAPITULO Ill: OBTENCION DE MATERIALES DE MICELIO PURO

mayores contrastes cromaticos. Estas caracteristicas podrian aprovecharse en
aplicaciones donde la estética o las propiedades cromaticas del material resulten
relevantes, como en disefio sustentable o packaging. En particular, los MMP de M. ruber
podrian resultar atractivos en aplicaciones donde el color constituya un valor agregado,

mientras que los de A. niger y P. nalgiovense podrian ser mas adecuados en contextos

que requieran tonalidades neutras y mayor uniformidad visual.

ANVERSO REVERSO

Figura 52. Cédigos y nombres de los colores similares segun las paletas hexadecimal y RAL classic de los
materiales de P. nalgiovense obtenidos bajo cultivo combinado (AE).

3.2.2. Estudio de las propiedades mecdnicas: Ensayo de traccion uniaxial

La Figura 53 muestra los cultivos y micelios utilizados para evaluar propiedades
mecanicas. La produccion en frascos permitid obtener micelios superficiales flotantes
de una mayor seccién que los obtenidos con el cultivo en Erlenmeyer lo que facilité la
obtenciéon de las probetas. En este ensayo también se incorporaron MMP de P.
nalgiovense cultivado bajo condiciones AE, empleando protocolos de inmersion en
glicerol al 25 y 50 % durante 3 h. En todos los casos, se obtuvieron micelios superficiales
flotantes que cubrieron la totalidad de la seccidon del frasco de color blanco-beige para
A. nigery P. nalgiovense y rojizos para M. ruber. La tonalidad roja de los micelios de M.
ruber se vio disminuida respecto a la obtenida mediante la produccién en Erlenmeyer.

Esto podria estar asociado a una mayor aireacion debida a una mayor superficie de
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contacto medio-aire, lo que llevé a una menor produccién de pigmentos (de Carvalho et

al., 2006; Pineda Insuasti et al., 2016).

A. niger M. ruber P. nalgiovense

Figura 53. A-F: Micelios obtenidos de A. niger, M. ruber y P. nalgiovense utilizados para evaluar sus
propiedades mecdnicas. G-H: Materiales de micelio entre las mordazas del equipo luego de la ruptura.

La Tabla 16 reune los resultados de las pruebas mecdanicas de los materiales de micelio
de A. niger (AE), P. nalgiovense (AE) y M. ruber (E) con y sin plastificacién con glicerol.
Los materiales de A. niger, P. nalgiovense y M. ruber presentaron espesores promedio
de 0,25 + 0,05, 0,25 £+ 0,01, 0,44 + 0,07 mm, respectivamente. En todas las especies
evaluadas se observé que la incorporacion de glicerol redujo significativamente la
resistencia maxima a la traccién (TS) y el médulo de Young (YM), al mismo tiempo que
aumentd notablemente la elongacion a la rotura (EB), lo que indica un efecto
plastificante caracteristico. La misma tendencia fue reportada por varios estudios que
evaluaron el efecto de la plastificacién sobre las propiedades fisicas de peliculas (Gao et

al., 2006; Appels et al., 2020; Ben et al., 2022).

En general, la plastificacion con glicerol contribuyé al desarrollo de materiales de micelio
mas ductiles y menos rigidos. Lo anterior puede observarse graficamente mediante las
curvas de tensién vs deformacion de los materiales de micelio (Figura 54).
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No se observaron diferencias significativas (p > 0,05) entre las dos concentraciones de
glicerol evaluadas, lo que sugiere que una solucién al 25 % p/p fue suficiente para
alcanzar el efecto plastificante deseado. Una posible explicacién de este fendmeno
puede encontrarse a nivel molecular. A bajas concentraciones de glicerol, las
interacciones predominantes son proteina-proteina y proteina-glicerol. A medida que
aumenta la concentracién de glicerol, también lo hace el numero de interacciones
glicerol-glicerol, lo que puede alterar el comportamiento mecanico del material. Gao et
al. (2006), mediante analisis espectroscdpico de peliculas de kafirina, concluyeron que a
concentraciones de glicerol entre 30 y 40 %p/p ocurren suficientes interacciones

glicerol-glicerol para inducir una transicion vitrea.

Los controles de P. nalgiovense exhibieron los valores mas altos de TS (3,45 MPa) y YM
(324,23 MPa), superando a las otras especies evaluadas. Por su parte, A. niger y M. ruber
mostraron una elongacién considerablemente mayor tras la plastificacion, alcanzando
valores de hasta 39,25 % vy 30,3 %, respectivamente, frente a valores inferiores al 2 % en

sus respectivos controles.

Hongo Parametro CONTROL 25 % GLI 50 % GLI
~ TS(MPa) 0,69+ 0,04° 0,25 + 0,05° 0,33 + 0,08°
AN YM (MPa) 64,98 +16,12° = 0,57 +0,21° 0,94 +0,18°
EB (%) 1,67+0,10°  39,25+6,54° 34,10+ 6,64°
TS(MPa) 1,55+0,52°  0,30+0,07° 0,26 + 0,05P
MR YM (MPa) 163,57 +23,11° 2,57 +1,18" 1,66 + 0,34°
EB (%) 1,13+0,10°  25,08+4,34° 30,28 +5,34°
TS(MPa) 3,45 + 0,64° 0,45 + 0,09° 0,50 + 0,04°
PN YM (MPa)  324,23+63,63° 2,04 +0,50° 2,46 + 0,46
EB (%) 1,34+0,35°  23,13+3,14°  2149+2,88°

* Diferentes letras minusculas en una misma fila indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0,05)
mediante la prueba de Tukey.

Tabla 16. Resultados del ensayo de traccion uniaxial (TS: Resistencia mdxima a la traccion; YM: Mddulo
de Young; EB: Elongacion a la rotura). Valores expresados como media + DS. (AN) Aspergillus niger; (MR)
Monascus ruber; (PN) Penicillium nalgiovense. GLI: glicerol.
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Figura 54. Curvas Tension vs Deformacion correspondientes a los materiales de micelio de A. niger (AN),
P. nalgiovense y M. ruber (MR) y tratados con 0, 25 y 50 % de Glicerol (Gli).

La Tabla 10 (Capitulo Il) muestra los valores de ensayos mecdanicos de varios materiales
de base bioldgica y no sostenibles reportados en la literatura. Los materiales de micelio
obtenidos en este estudio mostraron la misma tendencia descrita por Appels et al.
(2020) para materiales de micelio puro de Schizophyllum commune: |la adicién de glicerol
redujo la rigidez y aumentd la flexibilidad. Los valores de propiedades mecanicas
reportados por Appels et al. (2020) resultaron comparables y de un orden similar a los
obtenidos en el presente trabajo. En todos los casos los MMP plastificados de A. niger,
P. nalgiovense y M. ruber presentaron valores de TS inferiores a los reportados en dicho
trabajo para MMP plastificados. Ademas, los MMP plastificados de P. nalgiovense y M.
ruber presentaron valores similares de YM y EB, mientras que los de A. niger presentaron

menor YM y una EB levemente mayor.

Las muestras control exhibieron propiedades mecanicas comparables a las reportadas
por Haneef et al. (2017) y César et al. (2021) para micelios sin plastificar obtenidos de
Pleurotus ostreatus y Ganoderma curtisii, respectivamente, mientras que las muestras

plastificadas mostraron menores valores de YM y TS, y mayor EB.

En relaciéon con lo descripto previamente para las peliculas fungicas (item 3.4- Capitulo
I1) los materiales de micelio plastificados en este estudio alcanzaron mayores valores de
elongacion que las peliculas obtenidas mediante casting a partir de dispersiones al 3 %
p/p plastificadas con glicerol (25 % p/p), que, en contraste, presentaron mayor

resistencia a la traccién y mayor rigidez (TS y YM mas elevado).
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3.2.3. Determinacion de la capacidad antioxidante de los micelios de M. ruber

Como puede observarse en la Tabla 17, los MMP de MR presentaron una actividad
antioxidante baja (inferior al 25 %RSA) tanto por el método de ABTS como por el de
DPPH, tras 15 y 30 minutos de reaccion. Esto sugiere que los pigmentos intracelulares
quedan retenidos sin estar disponibles para actuar como antioxidantes. Ambos métodos
mostraron tendencias de actividad antioxidantes diferentes probablemente debido a

que cada método solubiliza diferentes tipos de compuestos.

ABTS DPPH
15 min. 30 min. 15 min. 30 min.
A 0,0+£0,1 0,0+£0,1 56+0,1 7,8+7,1
10,1+1,9 24,6+2,3 7,7+0,7 4,3+2,4
AE 18,9+1,1 19,5+3,8 2,4+0,3 0,0+£0,1

Tabla 17. Porcentajes de inhibicion radicalaria (%RSA) tras 15 min de reaccion. Media + DS

3.2.4. Determinacion de la capacidad antimicrobiana de los micelios de M. ruber
Los ensayos de difusidon en agar no mostraron halos de inhibicion en ninguna de las
condiciones ensayadas (Figura 55). Andlogamente ninguna condicion de MMP exhibid
reduccion del crecimiento microbiano para ninguno de los microorganismos evaluados

por el método de contacto con suspension bacteriana tras 24 h de incubacién conjunta

(Tabla 18).
MICELIOS MICELIOS UV E. Coli St. Aureus
CONTROL CONTROL (ATCC 25922) (ATCC 25923)

Figura 55. Resultados obtenidos en el ensayo de difusion en disco de los micelios: A: agitado; E: estdtico;
AE: combinado
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St. aureus

1,1x10° UFC/mL 1,0x10° UFC/mL

m To (UFC/mL) T:(UFC/mL)  To(UFC/mL)  T¢(UFC/mL)

C 4,4x10° 2,3x108 5,3x10° 2,6x108
A 5,5x10° 2,9x108 1,0x10° 3,5x10’
E 6,5x10° 1,5x108 4,5x10° 4,9x107
AE 5,3x10° 2,7x108 5,5x10° 2,6x10’

Tabla 18. Recuentos obtenidos en el ensayo de actividad antimicrobiana de los micelios. TO: Oh; Tf:24h. A:
agitado; E: estdtico; AE: combinado, C: control

En conjunto, los resultados obtenidos indican que los pigmentos retenidos en el micelio

no confieren actividad antioxidante ni antimicrobiana a los materiales obtenidos.
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CAPITULO IV: CONTRIBUCION A LA SOSTENIBILIDAD DE LOS MATERIALES

1. OBJETIVO

El objetivo de este capitulo fue analizar aspectos asociados a la sostenibilidad ambiental

de los materiales desarrollados. Para ello se planteé:

= Determinar la capacidad de desintegracion en compost doméstico de peliculas y
materiales de micelio puro.
= Evaluar el uso de extractos de bagazo cervecero como Unica fuente de nutrientes

para la produccion de biomasa de A. niger.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Evaluacion de la desintegracion en compost de los materiales de
micelio

Un aspecto fundamental para validar la sostenibilidad de los materiales desarrollados es
su biodegradabilidad en condiciones reales de compostaje doméstico, ya que este
proceso constituye una via accesible y de bajo costo para su gestion al final de la vida
uatil. La desintegracién en compost permite transformar la materia orgdnica en diéxido
de carbono, agua y biomasa microbiana, cerrando el ciclo de vida de los materiales y

reduciendo su impacto ambiental.

Para el estudio de desintegracion en compost, se utilizdé un compost hogareno
estacionado producido durante 12 semanas, ajustando su humedad a 50 % h.r (Silbert
Voldman et al., 2018). Finalizado este periodo, el compost se tamizé con una malla de
15 mm vy se dejé madurar a temperatura ambiente durante 2-3 semanas.
Posteriormente, el compost se distribuyd en recipientes plasticos (= 1 kg por recipiente;
7 cm de profundidad), perforados (diametro medio de poro: 0,5 cm; aproximadamente
1 poro/cm?) para garantizar una aireacion adecuada y favorecer la actividad microbiana
aerobia. El contenido inicial de humedad del compost fue de 47,3 + 1,5 %, ajustandose
al 50 % y manteniéndose en este nivel durante todo el ensayo mediante correcciones

semanales.
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Para el ensayo de desintegracién en compost doméstico, se seleccionaron las peliculas
de A. niger, M. hiemalis y P. nalgiovense, obtenidas por el tratamiento 15 US, y los MMP
de A. niger obtenidos mediante el método de cultivo AE y plastificados por inmersién en
glicerol 25 % p/p por 3 h. Los materiales se cortaron en piezas de 25x25 mm, se pesaron
en balanza analitica y se colocaron en bolsas red plasticas correctamente identificadas,
para contener la muestra evitando su dispersidon en el compost una vez iniciada la
degradacion. El peso seco inicial de las muestras preparadas se determind mediante
secado en estufa a 50 °C durante 3 h y pesado posterior (precisién + 0,0001 g). Las
muestras se enterraron en compost y se sometieron a ensayos de desintegracion bajo

condiciones mesofilicas (23 + 2 °C).

La recuperacién de las muestras se realizé en intervalos predeterminados durante 77 y
95 dias para las peliculas y los MMP, respectivamente. Tras la extraccidn, se limpiaron
cuidadosamente con un cepillo, se secaron a 50 °C durante 3 h, se pesaron y se retiraron
de la red plastica. Se efectud un andlisis visual mediante registro fotografico antes y
después del proceso de desintegracion. Cada intervalo de muestreo se evalué por
duplicado en las peliculas y por triplicado en los MMP. La Figura 56 presenta un esquema
secuencial de la metodologia. El porcentaje de pérdida de peso gravimétrica se calculd

mediante la Ecuacién 13.

%Pérdida de peso = m‘:n;mt x100
0 .
(Ecuacidén 13)

Donde m: es el peso final de la muestra seca extraida al tiempo t, mo es el peso inicial de

la muestra seca.
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micelio) LA RED ’ DE LAS MUESTRAS

Figura 56. Esquema general de la metodologia y el equipo para la desintegracion de los materiales de
micelio.
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2.2. Produccién de micelio de A. niger en extractos de bagazo cervecero

El aprovechamiento de residuos agroindustriales como sustrato de cultivo de hongos
filamentosos constituye una estrategia clave para el desarrollo de materiales
sostenibles. En este trabajo se evalud la utilizacidén en particular del bagazo cervecero,
uno de los residuos lignocelulésicos mds abundantes a nivel global. El bagazo de
cerveceria o bagazo cervecero (BC) es el residuo sélido que queda después de la
maceracion y el lavado, y consiste principalmente en las cascaras del grano de cebada 'y
otros compuestos residuales que no se convirtieron en azucares fermentables durante
el proceso de maceracion (Aregbesola y Omafuvbe, 2014). Es por ello que el
aprovechamiento del BC mediante el cultivo de hongos filamentosos ofrece un enfoque

circular para la valorizacién y reutilizacién este residuo agroindustrial.

2.2.1. Preparacion de los extractos de bagazo cervecero

Se elaboraron tres medios de cultivo liquidos mediante la extraccion sélido-liquido de
bagazo cervecero (BC), en medio acuoso y enzimatico, con el fin de analizar la eficiencia
de la extraccién segln la concentracién de azlcares. Se utilizd bagazo de cerveceria
obtenido de una cerveceria artesanal local (Buenos Aires, Argentina), secado a 80 °C
hasta peso constante. Este se molié utilizando un molino de cuchillas y se tamizé por
medio de tamices con niumero de malla 35 y 20 para obtener una fraccién de trabajo
con didmetros de particulas de entre 500 y 841 um. La fraccién de bagazo obtenida se
mezcld en una relacidn 1:10 p/p en agua o soluciones enzimaticas, y se llevé a bafio de
agua a 80 °C durante 2 horas para obtener los extractos. Las soluciones enzimaticas se
prepararon con 2,5y 5 % v/v de preparado enzimatico FoodPro® AHT (IFF, Bélgica) en
buffer citrato 0,1 M pH 6,0. La formulacidn enzimatica utilizada fue una solucion de a-
amilasa bacteriana termoestable, derivada de Bacillus licheniformis, que produce
hidrdlisis de almidones a altas temperaturas con el objetivo de favorecer la extraccién
de los azucares del bagazo. Luego de la extraccidn los extractos se filtraron a vacio y se
esterilizaron en autoclave a 121 °C por 15 minutos. Por ultimo, se filtrd al vacio en

esterilidad para eliminar los residuos de sélidos en suspension.
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2.2.2. Cultivo sumergido en extractos de bagazo cervecero

Se colocaron alicuotas de 40 mL de cada extracto en frascos de vidrio estériles. Se utilizd
40 mL de Sabouraud glucosado (Britania) como control. Cada medio fue inoculado con
una suspensién de A. niger a razdn de 10° conidios/mL e incubado a 37 °C, con agitacion
a 135 rpm durante las primeras 24 h, seguida de condiciones estaticas por un total de 7
dias (AE) (segun item 2.1.3-Capitulo IIl). Finalizada la incubacién, los cultivos se
esterilizaron en autoclave para inactivar el crecimiento flngico, y el micelio se recuperé
por filtracidn al vacio. Los sobrenadantes se conservaron para el analisis de pH, azlcares
reductores y carbohidratos totales. La produccién de micelio se cuantific6 como peso

seco (g) por litro de medio de cultivo.

2.2.2.a. Determinacién de azucares reductores

La cuantificacion de los azlcares reductores permite evaluar la disponibilidad de
carbohidratos simples en el medio de cultivo, los cuales representan una fuente directa
de carbono metabolizable por el hongo durante su crecimiento. Se determinaron los
azucares reductores al inicio y final de la incubacién mediante el método colorimétrico
basado en la medicion a una longitud de onda de 540 nm del cambio de color del acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS), cuando este es reducido a acido 3-amino-5-nitrosalicilico
(Miller; 1959). Esta determinacion se realizd tomando como referencia una curva patrén
de glucosa con concentraciones 0, 0,2, 0,4, 0,8, 1,2,1,6, 2 g/|. Cada muestra (100 pL) se
mezcld con 100 pL de reactivo DNS al 1 %, se calentd a 90 °C durante 10 min, se enfrid
y se diluyd con 1 mL de agua destilada. Se realizaron las diluciones necesarias para que
las mediciones entren dentro de la curva de calibracién. Finalmente, se midié la
absorbancia de los patrones y las muestras a 540 nm por espectrofotometria
(espectrofotémetro Shanghai uv-9000S, China). El contenido de azlcares reductores
determiné mediante la Ecuacion 7 (Capitulo 1) y se expres6 como equivalentes de

glucosa (g/L de medio de cultivo).
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2.2.2.b. Determinacion de carbohidratos totales

La determinacion del contenido total de carbohidratos brinda informacién sobre la
cantidad global de azucares, tanto azucares simples como formas mas complejas,
presentes en los extractos y medios de cultivo. Este parametro es clave para estimar el
aprovechamiento del sustrato y calcular la eficiencia de conversidn fungica de

carbohidratos a biomasa.

Se determind el contenido de azlcares totales de los extractos obtenidos y del
Sabouraud glucosado comercial antes de inocular y luego de la incubacion segun lo
descripto en el item 2.2.4.b del Capitulo | (Dubois et al., 1956). Todas las mediciones se
realizaron utilizando diluciones apropiadas para mantenerse dentro del rango de la
curva de calibracién. El contenido de carbohidratos total se determind mediante la
Ecuacién 7 (Capitulo 1) y se expresd como equivalentes de glucosa (g/L de medio de
cultivo). El consumo de carbohidratos se calculé como la diferencia entre la
concentracion inicial y la final. La eficiencia de conversién fungica de carbohidratos a
micelio se determind mediante la relaciéon de conversidn sustrato-a-micelio, definida
como el cociente entre la masa de micelio producida y la cantidad de sustrato

consumido.

2.2.2.c. Andlisis estadistico

Los datos fueron evaluados mediante un Analisis de Varianza (ANOVA) y aplicando el
test de Tukey para la comparacion de las medias, utilizando el software Infostat version
2020e (Grupo Infostat, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Cérdoba,

Argentina). Se utilizé un nivel de significancia de a=0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Evaluacion de la desintegracion en compost de los materiales de
micelio
La Figura 57 muestra el porcentaje de pérdida de peso de los materiales estudiados en

funcién del tiempo. Tanto PM como MMP mostraron patrones de desintegracién en dos
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fases bien diferenciadas. Durante la primera fase (primer mes), la tasa de desintegraciéon
fue mayor alcanzandose valores de pérdida de peso cercanos al 50 % para ambos tipos
de materiales. Todas las peliculas mostraron un comportamiento similar, alcanzando
una desintegracion de entre el 42 y 48 % durante el primer mes con tasas de pérdida de
peso promedio de 1,8, 1,5 y 1,4 %/dia para A. niger, M. hiemalis y P. nalgiovense,
respectivamente, mientras que los MMP de A. niger presentaron una tasa de 1,9 %/dia
y una desintegracién promedio del 53,9 %. Luego del primer mes en compost, se
identific6 una segunda fase caracterizada por una desaceleracién en el ritmo de
desintegracién tanto para las PM como para los MMP. En las PM la tasa de
desintegracion disminuyd gradualmente mostrando una tasa de pérdida de peso de
aproximadamente 0,6 %/dia en todas las especies hasta alcanzar una desintegracion de
entre 70-72 % tras 77 dias. Por su parte los MMP, también mostraron una
desaceleracion mas notoria en el ritmo de desintegracién (= 0,1 %/dia) alcanzado una
mayor estabilizacion y amesetamiento de la curva. Luego de 95 dias los MMP alcanzaron

una desintegracion cercana al 60 %.

Este patrdn bifasico es comun en la biodegradacion de biopolimeros y puede atribuirse
a la composicidn heterogénea del micelio. La fase inicial de desintegracion acelerada
probablemente se deba a la degradacion de componentes mas facilmente accesibles
para los microorganismos del compost, como proteinas, lipidos y carbohidratos simples,
asi como a la porcién amorfa del biopolimero. La desaceleracion posterior de la curva
sugiere que los componentes residuales del material corresponden a estructuras
quimicamente mas resistentes (Leppanen et al., 2020; Bher et al., 2022). El micelio estd
compuesto por una matriz de quitina y glucanos altamente entrecruzada que conforma
la pared celular, y estos polimeros complejos requieren una actividad enzimatica mas
especializada y un periodo prolongado para su completa degradacion (Bustillos et al.,
2020; Amobonye et al.,, 2023). Por lo tanto, la segunda fase de desintegracion
(desaceleracién) representa la biodegradacion mas lenta de estos componentes
estructurales. Teniendo en cuenta esto, la mayor pérdida de peso experimentada por
las PM pudo deberse a la ruptura celular previa. Esto podria haber facilitado la
desintegracién de estos haciendo que la segunda fase de desintegracién fuese menos

amesetada alcanzando una mayor pérdida de peso.
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Los resultados obtenidos para las PM después de un mes fueron comparables a los
reportados para peliculas obtenidas por casting de suspensiones acuosas de almiddn de
mandioca (3 % p/p) y particulas de bagazo (1,5 % p/p) plastificadas con glicerol (25 %
p/p), que lograron un 50 % de desintegraciéon después de aproximadamente 33 dias en
compost (Versino et al., 2019). Ademas, los resultados obtenidos luego de 45 dias fueron
comparables a los reportados para peliculas de celulosa bacteriana de kombucha,
fermentada en yerba mate, que mostraron pérdidas de peso del 50 % y 69 % tras 40 y
61 dias en compost doméstico de condiciones similares, respectivamente (Ramirez-
Tapias et al., 2025). Por otro lado, los MMP de A. niger (AE, 25 % p/p Glicerol, 3 h)
presentaron una pérdida de peso mas rapida que la reportada para los materiales de
micelio puro de Trametes versicolor y los materiales fungicos compuestos de
Ganoderma resinaceum después de 16 semanas de enterramiento en tierra fértil, los
cuales alcanzaron pérdidas de peso maximas de 50 % y 43 %, respectivamente (Van

Wylick et al., 2022).

La Figura 58 muestra la apariencia de las muestras de PM y MMP durante el transcurso
del tiempo de compostaje. En las PM se observé una reduccién de tamaio progresiva
en las muestras, con una desintegracion mas marcada luego de los 30 dias. Por su parte
en los MMP se observé una mayor ruptura del material a partir del dia 18, con una
desintegracién mas marcada a los 30 dias en concordancia con la pérdida de peso
registrada. A partir los 30 dias los MMP mostraron una desintegracién visualmente

similar correspondiéndose con la fase de meseta.

100 —=—AN (PM) —A—MH (PM) —#—PN (PM) —&—AN (MMP)

B (o)) [oe]
o o o

PERDIDA DE PESO (%)
N
o

o

0 20 40 60 80 100
TIEMPO DE COMPOSTAIE (DIAS)

Figura 57. Pérdida de peso gravimétrica (%) de las peliculas (PM) de A. niger (AN), M. hiemalis (MH) y P.
nalgiovense (PN) y de los materiales de micelio puro (MMP) de A. niger en funcion del tiempo de
compostaje.
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Figura 58. Aspecto visual de las peliculas de micelio (PM) 15US de A. niger (AN), P. nalgiovense (PN)y M.
hiemalis (MH) y de los materiales de micelio puro (MMP) AE de A. niger en funcion del tiempo de
compostaje.
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3.2. Produccién de micelio de A. niger en extractos de bagazo cervecero

La Figura 59 (A) muestra el bagazo cervecero (BC) utilizado, antes y después de ser
molido y tamizado. El crecimiento de A. niger se evalud en cuatro medios de cultivo: tres
preparados a partir de extractos de bagazo cervecero (BC) tratados con diferentes
concentraciones de a-amilasa (0 %, 2,5 % y 5 %), y un medio control comercial (caldo

Sabouraud glucosado) (Figura 59, B).

Fraccion de trabajo (@ <500 pm)
B ( @ 500-841 pm)

Caldo Sabouraud Extracto BC Extracto BC Extracto BC
glucosado 0% enzima 2,5 % enzima 5 % enzima

Figura 59. A) Bagazo cervecero antes y después de la molienda y tamizaje. B) Medios de cultivo
utilizados.

La Tabla 19 presenta las concentraciones de azUcares reductores, carbohidratos totales,
produccién de micelio, la tasa de conversién sustrato-a-micelio y los valores de pH

obtenidos para cada medio de cultivo.
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Todos los extractos enzimaticos de BC mostraron una produccién de micelio
significativamente mayor que el control comercial. El mayor rendimiento se observé en
el medio tratado con 5 % de enzima (13,4 + 2,8 g/L), alcanzando casi el triple de micelio
que el control (4,97 + 0,2 g/L). Estos valores son consistentes con los reportados en la
literatura para A. niger cultivado en residuos agroindustriales. Leal et al. (2011)
registraron rendimientos de micelio de 8,75 g/Ly 15,21 g/L después de 8 dias en suero
suplementado con nitrégeno (entero e hidrolizado, respectivamente) a 180 rpm, 30 °C
y pH 4,1. De manera similar, Hang et al. (1975) obtuvieron 13 g/L tras 7 dias de cultivo
en extracto de BC bajo condiciones comparables. En contraste, los rendimientos
obtenidos en este estudio fueron considerablemente superiores a los reportados por
Aregbesola y Omafuvbe (2014), quienes cultivaron A. niger en medios de BC con o sin
suplementacién de glucosa o nitrégeno, bajo fermentacion sumergida (120 rpm, 28 °C,
8 dias), alcanzando un rendimiento maximo de micelio de solo 1,64 g/L en el medio

suplementado con glucosa.

En todos los medios se registrd una disminucién del pH, reflejando la acidificacién tipica
asociada a la produccién de acidos orgdnicos. El descenso fue mds pronunciado en el
medio con 0 % de enzima (pH final = 2,6 £ 0,1), mientras que los medios con 5 % enzima

y el control presentaron valores finales similares (4,8 £ 0,1).

Los extractos enzimaticos mostraron concentraciones iniciales significativamente mas
altas de azucares reductores que el extracto acuoso, lo cual es consistente con la accién
hidrolitica esperada de la a-amilasa sobre los enlaces a-glucosidicos en los polisacaridos

presentes en el BC, liberando mads azucares disponibles para el crecimiento fungico.

El consumo de carbohidratos se calculé como la diferencia en carbohidratos totales
entre el inicio y el final del periodo de cultivo (Tabla 19). Todos los medios basados en
BC presentaron concentraciones iniciales mas altas de carbohidratos totales que el
control. Entre todos los tratamientos, la condicion con 5 % de enzima alcanzé la mayor
conversion sustrato-a-micelio (0,53 + 0,13 g/g). En contraste, la menor se obtuvo en el
extracto sin enzima (0,24 £ 0,02 g/g), a pesar de presentar un consumo de carbohidratos
comparable (30,7 + 2,6 g/L). Esto sugiere que una parte del carbono metabolizado pudo

haberse redirigido hacia otros procesos celulares, como el mantenimiento celular o la
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produccién de metabolitos secundarios, como acidos organicos. Esto se correspondié

con un mayor descenso de pH al final de la incubacidn.

En términos generales, todos los medios de cultivo desarrollaron micelios blancos
flotantes que llegaron a cubrir la interfase aire-liquido del recipiente (Figura 60). A partir
del sexto dia de incubacidn, los micelios comenzaron a mostrar signos de esporulacién,
evidenciados por la aparicién de esporas negras en su superficie (Figura 61). Los
controles (medio Sabouraud glucosado comercial) también presentaron este
comportamiento, a diferencia de lo observado en ensayos previos realizados en
Erlenmeyer y frascos con mayor volumen de medio bajo condiciones similares de
incubacién, en los cuales se obtuvieron micelios predominantemente vegetativos

(Capitulo 11I).

Figura 61. Micelios de A. niger obtenidos con diferentes medios de cultivo en condiciones AE: (A): caldo
Sabouraud glucosado (Control), (B): extracto BC con 0 % de enzima; (C): extracto BC con 2,5 % de
enzima;(D): extracto BC con 5 % de enzima.

Las diferencias observadas entre cultivos en Erlenmeyer (250 mL de medio) y en frascos
(40 mL de medio), pese a mostrar una produccién de biomasa equivalente, ponen de
manifiesto la marcada influencia de los factores fisicos del sistema, tales como la
geometria del recipiente, el volumen de medio y la disponibilidad de oxigeno disuelto,
en el desarrollo de A. niger. Estudios previos han demostrado que variaciones en la
geometria del recipiente y en la distribucion del medio liquido generan cambios

significativos en la produccién de biomasa y metabolitos, debido a la distinta
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disponibilidad de oxigeno, el didmetro de la entrada de aire y la superficie de contacto
(Lopez de Leone et al., 2019). Asimismo, se ha reportado que en algunas especies de
Aspergillus existe una relacién estrecha entre la regulacion del estrés osmoético y el
desarrollo fungico, pudiendo este tipo de estrés afectar tanto la viabilidad de los

conidios como la capacidad de germinacion de las esporas (Xue et al., 2004).

En este trabajo, las diferencias entre ambos sistemas de cultivo podrian explicarse por
la relacién entre el volumen de medio y el drea de superficie expuesta al aire. En los
frascos con menor volumen, el micelio alcanzé rapidamente la interfase aire-liquido y
las paredes, donde la disponibilidad de nutrientes es limitada y pueden generarse
condiciones de estrés que favorecen la diferenciacidon conidial. Por el contrario, en los
cultivos en Erlenmeyer, el mayor volumen de medio permitié que mayor parte del

micelio permaneciera sumergido, promoviendo asi un crecimiento vegetativo.

Por otro lado, la diferencia entre ambos resultados también podria radicar en la
eficiencia de la transferencia de oxigeno desde el aire al medio de cultivo. En los
Erlenmeyer, la geometria y el mayor volumen de medio podrian haber favorecido una
mayor concentraciéon de oxigeno disuelto tras la agitacion inicial, lo que propicié un
desarrollo vegetativo caracterizado por micelio blanco y ausencia de esporulacion. En
cambio, los frascos con 40 mL de medio, a pesar de recibir la misma agitacién inicial,
presentaron una menor relacion superficie/volumen y una transferencia de oxigeno
menos eficiente. Estas condiciones probablemente indujeron una respuesta de estrés,
activando la esporulacidn como mecanismo adaptativo frente a la limitacion de
nutrientes o de oxigeno (Lopez de Leone et al., 2019). La formacion de esporas negras
constituye, por lo tanto, un indicador de la transicién metabdlica desde el crecimiento

vegetativo hacia estrategias de supervivencia y reproduccion.

En este contexto, el presente trabajo aporta evidencia experimental de cémo pequeiias
variaciones en el volumen y en la geometria del recipiente de cultivo pueden inducir
cambios sustanciales en el desarrollo morfolégico de A. niger, aun en condiciones
equivalentes de inoculacién y nutrientes. Estos resultados resaltan la importancia de
considerar no solo la composicién del medio, sino también |la geometria y dinamica del
sistema de cultivo, al momento de disefar condiciones para la obtencion de micelio
fungico.
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Los resultados obtenidos demuestran que los extractos de BC, tratados o no con a-

amilasa, permitieron una buena produccidn de micelio y una utilizacion eficiente

carbohidratos, lo que valida su potencial como medio de cultivo de bajo costo. En

general, los resultados respaldan la integracién de la produccién de micelios de A. niger

con la valorizacién de residuos agroindustriales como una alternativa viable para el

desarrollo de materiales sostenibles y compostables, que podrian tener aplicaciones

como sustitutos del cuero, textiles o envases.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se estudié el uso de micelio de hongos filamentosos para la
obtencién de materiales, evaluando tanto su capacidad para obtener peliculas (PM) a
partir dispersiones filmogénicas como para conformar materiales de micelio puro

(MMP).

Las especies evaluadas demostraron capacidad de crecimiento tanto en cultivo
sumergido como en medio sélido, aunque con rendimientos y morfologias diferentes. Si
bien la produccion de biomasa fungica fue mayor en medio sélido, la dificultad para su
recuperacién motivd que, en este estudio, se optara por emplear el cultivo sumergido
como fuente de biomasa. Para la obtenciéon de dispersiones filmogénicas se
seleccionaron las cepas de A. niger, P. nalgiovense, y M. hiemalis cultivadas en medio
liguido bajo agitacién. La composicion de la biomasa mostré una marcada dependencia
de la cepa fungica, lo que se reflejé en las caracteristicas de las dispersiones obtenidas.
Todas las cepas seleccionadas permitieron obtener dispersiones filmogénicas
homogéneas, demostrando que los tratamientos de ruptura celular favorecen la

liberacion de los componentes responsables de la formacién de peliculas.

Todas las dispersiones fueron capaces de formar peliculas homogéneas, excepto las de
P. nalgiovense provenientes de dispersiones tratadas con 15 min de ultrasonido (US),
gue presentaron sutiles zonas de heterogeneidad. Los diferentes tratamientos de
ruptura celular no impactaron considerablemente en el color ni en la opacidad de las
peliculas de cada hongo. Las peliculas obtenidas a partir de M. hiemalis se destacaron
por la mayor luminosidad, tendencia al amarillo y opacidad, mientras que las de A. niger
y P. nalgiovense mostraron tonalidades marrones y mayor transparencia. Los espectros
de FTIR mostraron mayor similitud entre PN y AN que con MH, correlaciondndose con

su composicion.

Los resultados del ensayo de traccion uniaxial obtenidos en las peliculas fueron
comparables con los reportados en bibliografia para peliculas biobasadas plastificadas.
En términos generales, las peliculas obtenidas a partir de A. niger presentaron la mayor
resistencia (TS) y rigidez (YM), seguidas por las de P. nalgiovense, que mostraron un
comportamiento intermedio con una mayor elongacién, mientras que las de M. hiemalis
fueron mas fragiles y menos resistentes. Estos resultados se correlacionaron con los
analisis realizados mediante AFM.
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Los analisis TGA de las peliculas obtenidas con distintos tratamientos de ruptura, asi
como de la biomasa sin tratar (control), mostraron perfiles de degradacion multiple con
diferentes zonas de degradacién. Las peliculas de A. niger y M. hiemalis obtenidas con
15 minutos de US y un tratamiento de homogeneizacién (UT) intermedio con mostraron
una temperatura de degradacion inicial (To) promedio mds alta, indicando una mayor
estabilidad térmica. Los valores de permeabilidad al vapor de agua obtenidos para las
peliculas de A. nigery P. nalgiovense fueron similares entre si, mientras que las peliculas
derivadas de M. hiemalis presentaron valores mas elevados, aunque no directamente
comparables debido a su mayor espesor. En conjunto, las peliculas de micelio (PM)
mostraron propiedades fuertemente dependientes de la cepa fungica, sin grandes
diferencias entre los tratamientos de ruptura, siendo el de 15 min de US el mas
adecuado por su menor demanda de recursos y tiempo. Las PM desarrolladas podrian

tener aplicaciones en las industrias alimentaria, cosmética y medicinal.

Fue factible obtener MMP de M. ruber, A. niger y P. nalgiovense con caracteristicas
dependientes de la cepa fungica y de las condiciones de cultivo utilizadas. La condicién
de cultivo AE resulté la mas adecuada para la obtencién de MMP a partir de A. niger 'y
P. nalgiovense. En el caso de M. ruber, las condiciones E y AE generaron micelios con
caracteristicas similares; por este motivo se seleccioné la condicién E, que presentaba
la ventaja de no requerir agitacién, reduciendo asi el equipamiento necesario para el
proceso. La plastificacidon por inmersidn en glicerol no solo protegié los MMP frente a la
contaminacién, sino que también redujo su deshidratacién, permitiendo conservar la
maleabilidad por mayor tiempo. Un protocolo de plastificacién con glicerol de 3 h
resulté adecuado para lograr dicho efecto. En general, el agregado de glicerol redujo la
resistencia a la traccién (TS) y el mddulo de Young (YM) en todos los casos, pero
aumentd de forma significativa la elongacion a la rotura (EB), logrando materiales mas
ductiles y menos fragiles. Los MMP de A. niger presentaron la mayor elongacion. No se
observaron diferencias significativas entre ambas concentraciones de glicerol evaluadas
(25y 50 % p/p). Se obtuvieron MMP de color blanco-beige para A. nigery P. nalgiovense
y rojizos para M. ruber. Este ultimo produjo pigmentos caracteristicos que otorgaron

propiedades cromaticas distintivas a los MMP, aunque sin efectos antioxidantes o
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antimicrobianos significativos. Los MMP desarrollados podrian tener usos en la industria

textil como sustitutos de materiales como el cuero.

Tanto las PM como los MMP conservaron sus caracteristicas iniciales durante periodos
prolongados, sin signos de contaminacién microbiana, probablemente debido a su baja

actividad de agua.

Se vincularon dos ejes fundamentales para la sostenibilidad de los materiales
desarrollados: la desintegracion en compost doméstico y la valorizacién del subproducto
bagazo cervecero como sustrato de cultivo. Los ensayos de desintegracién confirmaron
qgue tanto las PM como los MMP presentaron un comportamiento biodegradable en
condiciones de compostaje doméstico, alcanzando pérdidas considerables de masa en
los tiempos estudiados. Ademas, se demostré la factibilidad de emplear extractos de
bagazo cervecero como sustrato viable y de bajo costo para la produccién de micelio de
A. niger en cultivo sumergido, obteniéndose rendimientos superiores a los del medio
Sabouraud glucosado comercial. La hidrdlisis enzimatica con a-amilasa incrementd la

disponibilidad de carbohidratos y mejord la eficiencia de conversién sustrato-a-micelio.

Los estudios realizados proporcionan informacidn relevante sobre el impacto de las
condiciones de cultivo y de la cepa fungica en las propiedades de los materiales
obtenidos. Se demostré que los hongos filamentosos A. niger, M. hiemalis, P.
nalgiovense y M. ruber constituyen fuentes versatiles e innovadoras de biomasa para la

formacién de materiales biodegradables y compostables.

En sintesis, los resultados alcanzados en esta tesis confirman la factibilidad de
desarrollar materiales fungicos sostenibles como alternativa a los plasticos
convencionales. Sin embargo, persisten desafios vinculados con la optimizacién de
propiedades mecanicas, y la exploracién de posibles aplicaciones, las cuales deberdn

abordarse en investigaciones futuras.

174



PERSPECTIVAS FUTURAS




PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir de los resultados obtenidos, se identifican diversas lineas de trabajo que podrian

orientar el avance del campo de los materiales fungicos.

En primer lugar, resulta necesario profundizar en la optimizacién de las propiedades
mecanicas de los materiales desarrollados. En el caso de las peliculas, estrategias como
la incorporacidon de refuerzos naturales, por ejemplo, la nanocelulosa (vegetal o
bacteriana) y/o la mezcla con otros biopolimeros (almiddn, dextrano de kéfir de agua)
podrian mejorar su desempefio en aplicaciones especificas (Lago, 2020; Rajeswari et al.,
2021). Por su parte, las propiedades mecanicas de los MMP podrian adaptarse a través
de la evaluaciéon de distintos sustratos y tiempos de cultivo, asi como la incorporacién
de fibras naturales (Manan et al., 2021). Asimismo, se podria estudiar la posibilidad de
mejorar la resistencia a la traccién del material mediante la aplicacién de tratamientos
superficiales, como recubrimientos con acido polilactico (PLA), tal como es el caso de los
productos de micelio desarrollados por Mycoworks (Elsacker 2023; Crawford et al.,

2024).

Por otro lado, la evaluacién de la desintegracion deberd ampliarse a protocolos
estandarizados internacionales, considerando tanto compostaje industrial como

doméstico, y evaluando ademas la calidad del compost generado.

Otra linea de trabajo relevante es la exploracién de nuevos sustratos agroindustriales
para la obtencion de biomasa fungica, como el suero de leche o los residuos de la
industria vitivinicola, con el objetivo de reducir costos de produccién y promover

procesos mas sostenibles.

Ademas, para aprovechar su mayor produccién de biomasa, seria conveniente evaluar
estrategias de separacién y recuperacion de micelio en cultivos soélidos, como aquellas
reportadas por Crawford et al. (2024) quienes emplearon un medio de cultivo de tipo
pasta a base de harina de trigo integral, que permitio prescindir de técnicas de cosecha
laboriosas facilitando la recoleccién del material de micelio. Las muestras se separaron
del sustrato utilizando una espatula y se enjuagaron cuidadosamente con agua para

eliminar el exceso de pasta.

Durante la produccion de los MMP de Monascus ruber se observod la presencia de

pigmentos rojos remanentes en los medios de cultivo. Considerando la creciente
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demanda de colorantes naturales en reemplazo de los sintéticos, estos compuestos
podrian representar un subproducto valioso. En este sentido, futuras investigaciones
podrian centrarse en la recuperacion, caracterizacién y aplicacion de estos pigmentos,

contribuyendo asi a la valorizacién integral del proceso.
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ANEXO I: MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS
CONCENTRADO CZAPEK (Pitt y Hocking, 2009)

NaNO; 30g
KCl 5g
MgS0..7H,0 5g
FeS0,.7H,0 01g
Agua, destilada 100 mL

El concentrado de Czapek se mantendra indefinidamente sin esterilizacidn. El precipitado de
Fe(OH)s que se forma con el tiempo se puede re suspender agitando antes de su uso.

AGAR CZAPEK EXTRACTO DE LEVADURA (CYA) (Pitt y Hocking, 2009)

KzHP04 1 g
Concentrado Czapek 10 mL
Solucién de Metales Traza 1mL
Extracto de Levadura 5g
Sacarosa 30g
Agar 15¢
Agua destilada 1000 mL

Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min. El pH final es 6,7.

AGAR NITRATO 25% GLICEROL (GN25) (Pitt y Hocking, 2009)

K.HPO, 0,758
Concentrado Czapek 7,5 mL
Extracto de levadura 3,7¢g
Glicerol, grado analitico 250 g
Agar 12 g
Agua, destilada 750 mL

El glicerol para G25N debe ser de alta calidad, con un bajo contenido de agua (1 %). Si se usa un
grado mas bajo, se debe tener en cuenta el agua adicional. Esterilizado en autoclave a 121 °C
durante 15 min. El pH final es 7,0.

AGAR EXTRACTO DE MALTA (MEA) (Pitt y Hocking, 2009)

Extracto de Malta 20g
Peptona lg
Glucosa 20g
Agar 20g
Agua destilada 1000 mL

Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min. El pH final es 5,6.

AGAR DICLORAN CLORANFENICOL EXTRACTO DE MALTA (DCMA) (Pitt y Hocking, 2009)

Extracto de malta

10g

Dicloran (0,2 % p/v e PeqN netanol,1 2mg

ml)

Cloranfenicol 0,1g 01g
Agar 15g
Agua destilada 1000 mL

Esterilizado en autoclave a 121 °C durante 15 min. El pH final es 5,5-5,6.
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CALDO SABOURAUD GLUCOSADO MODIFICADO (CSGM)

Dextrosa 20g
Hidrolizado de caseina 5g
Peptona de carne 5g

Agua destilada 1000 mL

Para la preparaciéon del medio Agar Sabouraud glucosado agregar agar al 2 % p/p (ASDM)
SABOURAUD GLUCOSADO CALDO (Britania ®)

Tripteina 5g
Peptona de carne 5g
Glucosa 20g
Agua destilada 1000 mL

Esterilizado en autoclave a 121 C durante 15 min. El pH final es: 5.6 £ 0.2
Para la preparacién del medio Agar Sabouraud glucosado agregar agar al 2 % p/p.

AGAR PAPA DEXTROSA (PDA) (OXOID)

Dextrosa 20g
Extracto de papa 4g

Agar 15¢g
Agua destilada 1000 mL

Esterilizado en autoclave a 121 C durante 15 min. El pH final es 5,6.
Para la preparacion del medio Agar papa dextrosa agregar agar al 2 % p/p.

AGAR NUTRITIVO

Caldo nutritivo 8¢g
Agar 15¢g
Agua destilada 1000 mL

Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min.

COLORANTE AZUL DE LACTOFENOL (AZUL DE ALGODON)

Acido lactico 250 g
Azul de anilina o azul de metilo lg
Glicerina 500 g
Fenol 250g
Agua destilada 250 mL

Se disuelve el fenol en el agua previamente entibiada. Se adiciona el acido lactico y la glicerina,
y se mezcla muy bien. Por dltimo, se disuelve el azul de anilina. Se mezcla nuevamente y esta
listo para su uso.

¢ Referencias
= Pitt, J. I. y Hocking, A. D. (2009) Fungi and food spoilage. Springer Dordrecht
Heidelberg. ISBN 978-0-387-92206-5. https://doi.org/10.1007/978-0-387-
92207-2
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ANEXO Il: RECUENTO EN CAMARA DE NEUBAUER

La cdmara de Neubauer es un instrumento utilizado en microbiologia para realizar el
recuento de esporas y células en un medio liquido. Consiste en una placa gruesa de
cristal con forma de portaobjetos, de unos 30 x 70 mm y unos 4 mm de grosor. Las mas
comunes son las de doble cdmara donde existen 2 zonas de conteo, una superior y otra
inferior al eje longitudinal de la camara (Figura 62, a). En la parte central de cada cdmara
se encuentra grabada una reticula cuadrada de 3 mm de lado subdividida en 9 cuadrados
de 1mm de lado cada uno. El cuadrado central se divide en 25 cuadrados medianos de
0,2 mm de lado, y cada uno de estos se subdivide a su vez en 16 cuadrados pequefios

(Figura 62, Ay B).

0074w

Figura 62. A) Cdmara de Neubauer comercial; B) Detalle de la rejilla de una cdmara de Neubauer; C)
Introduccion de la muestra en la cdmara de Neubauer; D) Area donde se realiza el recuento: los conidios
se cuentan en los espacios indicados en rojo.

Para el recuento de conidios/ml de la suspensién de uso se procedié de la siguiente

manera:

Se llend la camara con la suspensidn de conidios y se observé con un microscopio Nikon
modelo Eclipse E200 utilizando el objetivo de 40X. Se conté el numero de conidios en 5
cuadriculas representativas de las 25 totales (Figura 62 D) y se los sumé. Se reemplazé
este resultado (X) en la siguiente formula para obtener la concentracion final de
conidios/ml:

X%x25%10%

Concentracion final de conidios/mil: =

(Ecuacion 14)
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