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Los materiales de empaque y embalaje de un solo uso presentan un gran impacto ambiental dada la
cantidad de residuos generados y el considerable gasto energético durante su produccion industrial.
Como alternativa se encuentran los materiales biobasados obtenidos al cultivar el micelio de hongos
sobre residuos lignoceluldsicos. El presente proyecto estd dirigido a crear un prototipo de material
biodegradable, mediante el crecimiento de micelio de Pleurotus ostreatus y Trametes elegans en
biomasa residual de cascaras chontaduro y bagazo de cafia de azdcar del Valle del Cauca, con potencial
para reemplazar empaques plasticos. Para ello, se realizaron fermentaciones en estado sdlido evaluando
la cantidad de sustrato: 40 gy 20 g en proporcion 1:1 'y la cepa utilizada, esto con el fin de determinar
cudles son los mas influyentes para el aumento de biomasa micelial. Los prototipos de materiales
mostraron distintas propiedades asociadas a la densidad de crecimiento micelial y el grado de unidn
interfacial micelio-sustrato, asimismo la cantidad de sustrato de la matriz sélida influyo en el grado de
colonizacién de la mismo. Los materiales obtenidos a partir de P. ostreatus demostraron ser poco
resistentes al aplicar presion manual y presentaron una superficie firme y rugosa; sumado a esto, su
baja densidad los convierte en potenciales aislantes térmicos. Contrariamente, los materiales a base de
T. elegans resisten en mayor medida a la deformacion manual y presentan cierto grado de flexibilidad,
lo que sugiere que tendrian potencial aplicacion como materiales de embalaje para productos
electronicos o como envases para alimentos.

1. Introduccion embalaje industrial estandar actuales son el poliestireno
extruido y las espumas de polietileno expandido que

En Colombia los plasticos de uso Gnico como tienen varias desventajas en cuanto al uso de productos
empagques y embalajes corresponden aproximadamente al quimicos derivados del petréleo para su fabricacion, el

56% del consumo total de plésticos [1]. Los materiales de alto consumo de energia durante su produccion y la



contaminacion del medio ambiente debido a su dificil
degradacion en el sistema ecoldgico [2]. En adicion, la
acumulacion de estos residuos generan condiciones
irreversibles de destruccion del paisaje y de sus
componentes bidticos, abidticos y humanos [3]. Por esta
razon, los intentos enfocados en disminuir el uso de
plasticos y mitigar su impacto han dado lugar al desarrollo
de materiales biobasados y biodegradables.

De esta manera, como alternativa reciente surgen los
materiales basados en micelio, los cuales se producen al
cultivar la parte vegetativa de los hongos sobre sustratos
orgénicos solidos. El crecimiento ocurre mediante la
secrecion de enzimas con actividad redox como las
lacasas y peroxidasas que degradan la biomasa
lignocelulésica. Después de la colonizacién del sustrato
el material se calienta para inactivar al organismo y
eliminar la humedad [4]. El resultado es un compuesto
ligero que consiste en una red entrelazada tridimensional
de fibras de refuerzo naturales presentes en la materia
prima y células miceliales [5] que actian como
aglutinante natural. Debido a su composicion estos
materiales pueden degradarse naturalmente después de su
uso, lo que permite un modelo de produccion
completamente circular brindando asi soluciones
resilientes, eficientes y rentables a los desafios
ambientales actuales.

Investigaciones previas han demostrado el potencial
del micelio de hongos filamentosos para producir
materiales de empaque y embalaje a partir de residuos
agricolas que pueden llegar a tener caracteristicas como
baja densidad, resistencia al impacto y baja conductividad
térmica [6]. Estas propiedades se pueden ver afectadas por
una serie de factores como: la especie del hongo, la
densidad micelial, el periodo de cultivo, la humedad
presente en el compuesto, suplementacion y tipo de
sustrato [7]. Residuos lignoceluldsicos como el aserrin de
haya, la paja de colza, el aserrin de roble rojo, la paja de
trigo, fibras de algodon, y virutas de pino, entre otros
[5,8,9,10] han sido empleados como sustratos para la
produccién de estos materiales. Pese a que se han
realizado  estudios limitados sobre como las
caracteristicas del material se alteran con la cepa fangica
utilizada, estos apuntan a una importante correlacion entre
la naturaleza (filogenética) y las propiedades mecanicas
[11]. Por ejemplo, Pleurotus ostreatus ha sido explorado
en mayor medida para la produccién de dichos materiales
en diferentes aplicaciones, pues estos han demostrado ser
mas rigidos y resistentes en comparacion a los obtenidos
con otras especies [11].

Ahora bien, el crecimiento de biomasa fangica sobre
residuos agroindustriales para la obtencion de este tipo de
materiales se ha estudiado en diferentes paises del mundo,
principalmente  Estados Unidos. Sin embargo, la
aplicabilidad y practicidad de estos estan en gran parte
inexploradas, puesto que los estudios individuales utilizan

una amplia gama de diferentes procedimientos
experimentales no estandarizados, y hasta el momento no
se ha llevado a cabo desde un enfoque experimental la
produccién de dichos materiales a partir de residuos de
cascaras de chontaduro (Bactris gasipaes) y bagazo de
cafa de azlcar (Saccharum officinarum) como sustratos.
Asi mismo, los hongos endofitos extraidos de numerosas
fuentes vegetales y con actividad celulolitica representan
un recurso bioldgico poco investigado en la obtencién de
estos materiales. En este sentido, es importante adelantar
estudios  dirigidos a aprovechar el potencial
biotecnoldgico de los hongos filamentosos y endofitos de
Colombia, dado que el uso de cepas nativas no ha sido
explorado en esta linea de investigacion.

Este trabajo tiene como objetivo crear un prototipo de
material biodegradable mediante el crecimiento de
micelio de Pleurotus ostreatus y Trametes elegans en
biomasa residual de chontaduro y bagazo de cafia de
azucar del Valle del Cauca, con potencial para reemplazar
los empaques plasticos. Para ello, se estudio la variacion
de factores influyentes en el crecimiento de biomasa
micelial, la cepa y la cantidad de sustrato que forma la
matriz sélida. De esta forma, se busca estandarizar una
metodologia que sea Util para procesos de fabricacion de
materiales a base de micelio y que a su vez, permita el
aprovechamiento de materias primas de desecho.

2. Materiales y métodos
2.1. Cepa y condiciones de cultivo

Las cepas de Pleurotus ostreatus y Trametes elegans
(ET-06) utilizadas pertenecen a la coleccion del
laboratorio de Ingenieria Bioquimica de la Universidad
Icesi. Los cultivos madre de ambas cepas se mantuvieron
en un agar dextrosa de papa (PDA).

El medio para las semillas se prepar6 utilizando granos
de trigo (Triticum) con la cantidad necesaria de acuerdo
al disefio experimental (véase Tabla 2), buffer fosfato 0,5
M pH 5 y fue suplementado con glucosa 5 g/L (véase
Tabla 1), se afiadio a cajas de petri de vidrio cuyo tamafio
dependia de la cantidad de trigo a afiadir, se sellaron y se
esterilizaron en autoclave a 121°C durante 15 min.
Posteriormente, se dejaron enfriar las cajas estériles y se
inocularon asépticamente. Para esto, se afiadié 1 mL de
soluciéon Tween 80 en cada caja petri colonizada con la
respectiva cepa para facilitar la remocion del micelio con
un asa estéril y se extrajo la solucién con micelio de la
superficie en tubos plasticos eppendorf.

Cada semilla se inocul6 con 200 uL de la suspension
con micelio. Las cajas se incubarona 28+ 3 ° Ca 90 rpm
durante 12 dias. Tiempo que tardo6 la semilla en grano en
ser colonizada completamente por el hongo.



Tabla 1
Composicion de las semillas

Tratamiento  Especie de Trigo [g] Buffer pH 5 Glucosa

hongo [mL] [a]

ly5 Pleurotus 6 15 0,075
ostreatus

2y6 Pleurotus 3 75 0,0375
ostreatus

3y7 Trametes 6 15 0,075
elegans

4y8 Trametes 3 75 0,0375
elegans

2.2. Residuos lignocelulésicos

Los sustratos utilizados  fueron residuos
agroindustriales del Valle del Cauca, particularmente
polvillo himedo de bagazo y céscaras de chontaduro.
Estas ultimas se obtuvieron de la empresa Frudelpa,
especializada en la produccién y distribucion de frutos del
pacifico colombiano. Por su parte, el polvillo himedo de
bagazo de cafia de azlcar se obtuvo de PROPAL S.A.,
empresa productora de papel ubicada en Yumbo, Valle
del Cauca. Se tratd6 especialmente con las fibras
resultantes de la etapa de depuracion.

2.3. Preparacion del sustrato

Las céscaras de chontaduro se secaron en un horno de
conveccion BINDER FD 115 utilizando una escala de
temperatura. Durante la primera y segunda hora se
secaron a 60°C y 70°C, respectivamente. Después de la
tercera hora las cascaras se dejaron a 80°C hasta que
alcanzaran una humedad cercana al 5%. Las cascaras
secas se molieron en un molino CM-20,000 y se pasaron
por una criba de 2 mm para obtener un polvo fino de
céscaras. El polvillo himedo de bagazo de cafia no tuvo
ningun pretratamiento. Ambos sustratos se transfirieron
a moldes de aluminio con dimensiones de 13, 11y 4 cm
de largo, ancho y profundidad, respectivamente (véase
Figura 2). Se realizé la medicion de la humedad inicial
en una termobalanza y posteriormente se afiadio buffer
fosfato 0,5 M pH 5 hasta la humedad deseada.

Los moldes con los residuos lignocelulésicos se
esterilizaron en autoclave a 121°C durante 15 min.

2.4. Fermentacion en estado solido

Los tratamientos se inocularon introduciendo y
dispersando uniformemente la semilla en grano de 15 %
del peso del sustrato [12]. Los moldes se cubrieron con
papel film y se incubaron en neveras de poliestireno
expandido a oscuridad durante 10 dias a 28 °C y con una

humedad relativa de un 70-80%. Se instald un
humidificador con solucion salina estéril con el fin de
mantener himedo el ambiente.

Se realiz6 una segunda etapa de crecimiento. Para esto
todas las muestras se extrajeron del molde y se invirtieron
de posicion, se dejaron crecer por 10 dias méas en las
condiciones iniciales ya descritas con el fin de favorecer
la transferencia de oxigeno y asi, el crecimiento del hongo
sobre la superficie no colonizada.

2.5. Disefio experimental

Con el fin de establecer el protocolo y condiciones de
operacion favorables para el crecimiento de biomasa
micelial en los residuos de interés para obtener un
material pre moldeado, se evalu6 la variacién de la
especie de hongoy la altura de sustrato en el molde (véase
Tabla 2). Como factores controlables se definieron el
porcentaje de cada sustrato en la mezcla, la humedad de
estay la cantidad de inéculo, y como variable de respuesta
las caracteristicas finales cualitativas del material.

Tabla 2
Matriz de disefio experimental

Tratamiento Especie Altura  Sustrato Humedad Inéculo

de hongo [cm] [%] [%]
ly5 P. 15 409 79% 15
ostreatus Mezcla 135 mL
1:1 buffer
2y6 P. 0,75 209 79% 15
ostreatus Mezcla 67,5mL
1:1 buffer
3y7 T. elegans 15 40g 79% 15
Mezcla 135 mL
11 buffer
4y8 T. elegans 0,75 20g 79% 15
Mezcla 67,5 mL
1:1 buffer

2.6. Secado y medicion de la humedad del material

Finalizado el periodo de crecimiento, los materiales
con nivel alto de altura de sustrato se secaron durante 2,5
horas y los de nivel bajo durante 2 horas, a 135 °C en un
horno de conveccién BINDER FD.

Posteriormente, cuando el material se encontraba a
temperatura ambiente se realiz6 la medicion de la
humedad en una termobalanza.



2.7. Caracterizacion cualitativa

Por ultimo, se realizd una revision cualitativa
(consistencia, textura, color, olor, uniformidad) de los
prototipos de material obtenidos.

3. Resultados y discusion
Después de 12 dias de incubacion, el micelio coloniza

todo el sustrato disponible en la semilla como se muestra
en la figura 1.

EXP 1 EXP 2 EXP 4

Fig. 1. Semillas en grano de trigo.

El sustrato en la semilla tiene gran influencia sobre el
crecimiento del micelio de hongos filamentosos.
Inicialmente, se hicieron ensayos previos directamente
sobre cascaras de chontaduro, sin embargo, no se
obtuvieron resultados favorables en cuanto a la tasa de
colonizacion (datos no mostrados). Por su parte, el trigo
permiti6 una buena distribucion de micelio en las
semillas, lo que favorecio el crecimiento y colonizacion
del sustrato. Ademas, realizarlas en cajas petri permitié
que el sustrato contara con mayor area superficial
favoreciendo la colonizacion completa de este. A su vez,
las semillas inoculadas con Pleurotus ostreatus (Exp
1,2,5,6) mostraron formacion de micelio aéreo y las de
Trametes elegans presentaban un crecimiento en formade
red morfolégicamente similar a una tela delgada.

El trigo utilizado para la semilla en grano demostré ser
un sustrato con buena disponibilidad de nutrientes que

permite y favorece el crecimiento del hongo durante la
fermentacion en estado sélido. Resultado similar lo
encuentra Nita Bahl (1998) quien asegura que las
semillas preparadas a base de granos grandes contienen
una mayor reserva de material alimenticio por grano para
el micelio de los hongos. Adicionalmente, demostré que
la semilla preparada con granos mas grandes puede
resistir condiciones adversas como un compostaje
deficiente [13].

En la tabla 3 se presentan los prototipos de materiales
a base de micelio obtenidos a partir de P. ostreatus y T.
Elegans después del periodo de crecimiento de 20 dias y
el respectivo secado.

Cabe resaltar que la descripcion de los prototipos
obtenidos presentada a continuacion se realizd6 en
términos cualitativos, es decir, no se utilizd ningun
instrumento o0 equipo para su caracterizacion.

Los materiales del tratamiento 1 y su réplica
presentaron una colonizacion superficial y pese a la
cohesion por el micelio en algunas zonas de la matriz del
sustrato, son poco resistentes y tienden a fracturarse al
aplicar presiéon manual, lo cual sugiere que el micelio de
P. ostreatus puede no aportar rigidez en el material al
cohesionar las particulas.

Por otro lado, para el tratamiento dos y su réplica, el
tratamiento 6, no se obtuvieron resultados consistentes.
Mientras que el primero present6 poca colonizacion de la
matriz y por su fragilidad durante el proceso de secado se
desintegré gran parte de este, su réplica presenté una
buena colonizacién con una estructura mas compacta y
exhibi6é mayor resistencia a la deformacion manual.

Por su parte, en los materiales del tratamiento 3 y su
réplica, el micelio de T. elegans logré colonizar casi la
totalidad del sustrato. En este caso, el micelio logra
aglutinar todas las particulas permitiendo al material
resistir a la presion y deformacion manual, y presentar
cierto grado de flexibilidad.

Los materiales de T. elegans con baja altura de sustrato
(tratamiento 4 y 8) presentaron una colonizacion
uniforme en la parte central que favorecia la resistencia a
la tension manual, y zonas externas poco colonizadas las
cuales tendian a ser quebradizas después del secado.



Tabla 3
Prototipos de materiales obtenidos en el disefio experimental

P. ostreatus
Tratamiento 1 Tratamiento 5

P. ostreatus
Tratamiento 2 Tratamiento 6

T. elegans
Tratamiento 3 Tratamiento 7

¢ &

T. elegans
Tratamiento 4 Tratamiento 8

®

Tabla 4. Mediciones de humedad de los prototipos finales

Como se evidencia en la tabla 4 tanto los prototipos de Tratamiento Humedad [%6]

materiales finales de P. ostreatus como los de T. elegans 6434

con baja altura de sustrato presentaron baja humedad por ’

el poco grosor, puesto que se logré retirar en mayor 48,054

medida la humedad de la matriz con el proceso de secado. 72,714
60,20

49,171
37,50
49,14
45,86

0 N o OB W N

%]



Los residuos agroindustriales utilizados como sustrato
para la formacion de la matriz demostraron ser una fuente
rica en nutrientes necesarios para el desarrollo adecuado
de la biomasa fungica, pues proveen las fuentes de
carbono, nitrogeno, azufre 'y  fosforo  [14].
Especificamente, los residuos de cascaras de chontaduro,
aportan segin su composicion: lignina (1,28%),
hemicelulosa (11,86 %), celulosa (2,43 %), Fibra
detergente neutra (15,57%), fibra detergente acida
(3,71%), y almidon [3]; este ultimo como principal fuente
de carbono. De manera similar, el polvillo himedo de
bagazo de cafia de azlcar provee fibra de celulosa,
hemicelulosa y lignina, al ser una fibra natural confiere
soporte y resistencia a la deformacién y evita fallas de
cizallamiento [15] lo que se traduce en materiales méas
rigidos.

Por otro lado, la humedad del sustrato es un parametro
critico durante el desarrollo de la fermentacion. La matriz
solida (mezcla chontaduro-bagazo) demostré ser un
sustrato poroso capaz de absorber la masa de agua
afiadida, sin embargo, se mostré muy compacto después
de esterilizarlo limitando el paso de la red hifal a través
de este. Resultado que puede justificar la colonizacion
exclusivamente superficial de los prototipos de materiales
inoculados con la cepa de Pleurotus ostreatus dado que la
porosidad efectiva del lecho del sustrato solido estaba
limitada, lo que disminuye directamente la difusividad de
los gases dentro del mismo. Tal como lo expresa Oostra
(2001) basado en los resultados de su trabajo sobre los
pellets de hongos filamentosos, si los poros entre las hifas
estan llenos de agua cabe esperar una limitacion de la
difusion de oxigeno [16]. Adicionalmente se mostro que
los poros llenos de aire facilitan la transferencia de
oxigeno a través del manto fungico [16].

A su vez, las caracteristicas evidenciadas de los
prototipos pueden ser atribuidos a la naturaleza de los
hongos. Tanto P. ostreatus como T. elegans pertenecen a
la divisién Basidiomycota. Los basidiomicetos pueden
comprender hasta tres tipos distintos de hifas, generativas,
de unién y esqueléticas, con diferencias clave en el grosor
de la pared celular, la estructura interna y las

caracteristicas de ramificacion [17]. Sin embargo, las
hifas de Pleurotus ostreatus son de caracter monomitico
que comprenden hifas generativas Unicamente [18] y
cuyas paredes son delgadas, huecas y ramificadas [6]. ES
asi, como la baja flexibilidad y poca rigidez exhibida en
los materiales a base de P. ostreatus puede atribuirse al
tipo de red hifal presente en esta especie.

Los medios de cultivo de hongos filamentosos con
alto contenido de humedad no favorecen la produccion de
cantidades eficientes de quitosano [19], polisacérido que
proporciona estabilidad estructural importante en las
paredes celulares [20]. Lo cual sugiere que la falta de
rigidez exhibida por los materiales de P. ostreatus sea
debido a un exceso de humedad en la matriz del sustrato.

Por otra parte, la especie de hongo utilizada para
aglutinar el relleno disperso de biomasa residual
agroindustrial mediante la expansion de masa de micelio
incide directamente sobre la densidad de crecimiento y el
grado de union interfacial en la matriz de sustrato [21].
Los materiales a base de Trametes elegans lograron
penetrar en mayor medida la matriz sélida y mostraron
una buena colonizacion de la misma. Adicionalmente, se
evidencio que las particulas del sustrato estaban
completamente recubiertas por el micelio, resultado que
puede explicar la resistencia a la deformacion manual y la
flexibilidad en estos materiales.

Del disefio experimental desarrollado, se evidencid
gue los tratamientos con un nivel bajo tanto de humedad
como de altura de sustrato mostraron una mejor
consistencia y penetracion por parte del hongo en el
material. Dado que el espesor de la capa de sustrato fue
menor, se favorecid la libre circulacion de aire en el
sustrato promoviendo la transferencia de oxigeno. Del
mismo modo, las condiciones ambientales de iluminacion
y temperatura (oscuridad y +/-28 °C) previnieron la
formacion de cuerpos fructiferos y permitieron el
crecimiento efectivo del micelio, respectivamente.

La metodologia propuesta se presenta graficamente en
la Figura 2., donde se resaltan las etapas principales del
proceso.
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Fig. 2. Metodologia para el desarrollo de los materiales

4. Conclusiones

La metodologia propuesta permitié desarrollar los
prototipos de materiales biodegradables a partir de dos
especies de hongos filamentosos, una que ha sido
ampliamente estudiada en la linea de investigacion desde
distintos enfoques y otra que por el contrario no ha sido
explorada.

Las caracteristicas del material prototipo estan
condicionadas a la estructura de red de ligantes presente.
A su vez, el grado de colonizaciéon de la matriz esta
determinado por la transferencia de oxigeno y los
gradientes de concentracion intraparticula ocasionados
por el consumo de nutrientes, afectando asi la velocidad y
eficiencia del proceso.

Debido a la posible limitacion de difusion del aire
dentro de la matriz sélida y los requerimientos de
humedad en el sustrato necesarios para el crecimiento del
microorganismo, se recomienda afiadir un material
poroso a la como vermiculita. De esta forma, la fraccion
vacia del lecho aumentard y el mayor nivel de espacios
inter-particulas proporcionard una mejor difusion del
oxigeno. Asimismo, podria favorecerse la colonizacion
dadas las nuevas &reas disponibles para el crecimiento de
las hifas dentro de la matriz sélida.

De acuerdo con las propiedades fisicas de los
prototipos estos pueden ser proyectados a distintos
mercados. Los materiales a base de T. elegans mostraron

mayor resistencia a la flexién y presion por lo que
tendrian potencial aplicacion como materiales de
embalaje para productos electrdnicos o como envases
para alimentos con su respectivo proceso de moldeado
previo. Asimismo, los prototipos a base de P. ostreatus
mostraron una superficie firme y rugosa, y ser poco
resistentes. Sin embargo, al igual que los de T. elegans se
caracterizan por su baja densidad (peso ligero), asi que
una gran cantidad de aire estaria presente en los espacios
libres, lo que disminuye a su vez la conductividad térmica
y convertiria a estos materiales en buenos aislantes
térmicos.
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