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DISENO, SINTESIS Y CARACTERIZACION DE UN MA-
TERIAL COMPUESTO EXTRUIBLE A BASE DE MICE-
LIO PARA BIOIMPRESION

Autor: Olabarria Garcia, Nicolas.

Director: Paz Jiménez, Eva.

Entidad Colaboradora: ICAI — Universidad Pontificia Comillas.
Resumen:

Hoy en dia, la mayor parte de productos utilizados en el dia a
dia tienen una vida tutil tras la cual son descartados y desechados.
Pasan a alimentar vertederos y centros de tratamiento de residuos
durante largos periodos de tiempo, esperando a ser descompuestos.
Esta ocupacion y contaminacion del medio dificulta la provision de
recursos. Para evitar esto, es necesario focalizarse en la creacién de
productos que se puedan reutilizar o no tarden largos periodos de
tiempo en descomponerse.

A raiz de esto, se propone un material que utilice el micelio como
base. El micelio es el entramado que forma la mayor parte de un
hongo. Esta red forma las setas con las que todo el mundo esta fami-
liarizado. Estas, al llegar a la madurez esparciran esporas, las cuales
originan una nueva red de micelio.

El objetivo de este proyecto es conseguir disenar un material que
utilice hongos que colonicen una pieza y, de esta manera, otorgarle
una mayor integridad estructural. Este método ha visto un reciente
auge en la industria, con companias utilizandolo para aplicaciones
tan diversas como pudieran ser la alimentacion, la construccién o
la moda. En este proyecto se intentara ir un paso mas alla y crear



una pasta que se pueda extruir haciendo uso de una impresora 3D
adaptada.

Para ello, se seguird el proceso representado en la figura [I] Este
proceso es secuencial, dado que si alguna de las etapas no tiene un
resultado positivo, no es posible seguir a la siguiente.

Mezcla

i . Parada de
Inoculacion Primera con el

crecimiento
bioldgico

sustrato colonizacién agente
coagulante

Figura 1: Diagrama del proceso a seguir

Para conseguir el material, se tienen tres elementos esenciales:

e Sustrato: Para que el hongo pueda crecer, es necesario aportarle
nutrientes. Este es el trabajo del sustrato, que proveera el medio
para que el hongo pueda desarrollarse y formar la estructura que
se desea.

« Agente coagulante: Este elemento sera el responsable de confe-
rir las propiedades reoldgicas adecuadas al sustrato. Esto quiere
decir que sera el que convierta el serrin en una pasta extruible.

e« Hongo: La pieza central del material. Este organismo sera el
responsable de colonizar el producto impreso. En este proceso
creard la matriz que una las particulas del serrin.

Para conseguir el hongo necesario para el proyecto se crearon
cultivos que proveyesen el micelio necesario. Estos se mantuvieron en
condiciones 6ptimas de crecimiento para las especies seleccionadas.
La temperatura media rondaba los 30°C, y la humedad estaba en
torno al 80%.



El resultado obtenido en este proyecto, no fue el esperado. El
hongo, al contrario de la hipdtesis planteada de que iba a crecer
por todo el volumen, se desarroll6 nada mas por la superficie de las
piezas impresas. Por ello, no se consiguio realizar ensayos mecanicos
o fisicos sobre piezas que tuvieran el estandar deseado. Sin embargo,
se llevaron a cabo estudios sobre piezas conseguidas que mostraban
una integridad estructural aceptable. Adicionalmente, no se consiguio
incubar las probetas creadas bajo condiciones 6ptimas.

En futuros proyectos sobre la materia seria recomendable la incuba-
cion de las probetas en condiciones 6ptimas. Para ello, es recomendable
la monitorizacion de las particulas de didxido de carbono, factor que
no se tuvo en cuenta en el desarrollo de este proyecto. Finalmente,
seria importante estudiar el efecto que tiene el grado de deacetilacion
sobre la viscosidad del agente coagulante.

Este proyecto se hizo en colaboracién con Gonzalo Borja Reyes
Uzquiano, quien desarrollé el equipo necesario para la extrusion y la
incubacion del material.



DESIGN, SYNTHESIS Y CHARACTERIZATION OF
AN EXTRUDABLE MYCELIUM-BASED COMPOSITE
MATERIAL

Author: Olabarria Garcia, Nicolas.

Director: Paz Jiménez, Eva.

Collaborating entity: ICAI — Universidad Pontificia Comillas.
Summary:

Today, most products used in everyday life have a useful life, after
which they are discarded and thrown away. They are fed into landfills
and waste treatment centres for long periods, waiting for decomposi-
tion. This occupation and pollution of the environment hamper the
provision of resources. It is necessary to focus on creating products
that can be reused or do not take a long time to decompose to avoid
this scenario.

As a result, a material using mycelium as a base seems like a
reasonable alternative. Mycelium is the web that forms the bulk of
a mushroom. This network creates mushrooms. When these fruiting
bodies reach maturity, they will spread spores. These seeds will start
a new mycelium network, beginning the cycle anew.

This project aims to design a material that uses fungi to colonise
a part and thus give it greater structural integrity. This method
has seen a recent boom in the industry, with companies using it for
applications as diverse as food, construction and fashion. This thesis
will attempt to go one step further and create an extrudable paste
for 3D-printing applications.



The diagram in figure [2| represents the path followed to accomplish
the extrusion of the material. Success in a task determines the possi-
bility of being able to go on to the next step. Therefore, the process
has a sequential nature.

Mix with Biological

Substrate First the growth

inoculation colonization coagulant

agent S

Figura 2: Process diagram.

Three essential components form the material:

e Substrate: Fungus growth demands a constant supply of nu-
trients. The substrate will provide the medium for the fungus to
develop and form the desired structure.

o Coagulating agent: This element will be responsible for giving
the substrate the appropriate rheological properties. The coagu-
lating agent will be the one that converts the sawdust into an
extrudable paste.

e Fungus: The centrepiece of the material. This organism will be
responsible for colonising the printed product. In this process,
the fungus will create the matrix that binds the sawdust particles
together.

Cultures provided the necessary mycelium needed in the project.
These were maintained under optimal growth conditions for the se-
lected species. The average temperature was around 30°C, and the
humidity was around 80%.

The results obtained in this project were not as expected. Contrary
to the initial hypothesis of how the fungi would spread throughout
the whole volume, it only grew on the surface of the printed piece.



As a result, mechanical or physical tests on parts of the desired stan-
dard could not be carried out. However, extruded pieces that showed
acceptable structural integrity were analysed. In addition, it was not
possible to incubate the specimens created under optimal conditions.

In future projects on the subject, it would be advisable to in-
cubate the specimens under optimal conditions. To this end, it is
advisable to monitor the carbon dioxide particles. Even though this
parameter has a considerable influence on the product, it was not
taken into account. Finally, it would be primordial to study the effect
of the degree of deacetylation on the viscosity of the coagulating agent.

This project was a collaboration with Gonzalo Borja Reyes Uz-
quiano, who designed the necessary equipment for the extrusion and
incubation of the material.
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Capitulo 1

Estado del arte

1.1 Introduccion

El plastico se introdujo en nuestras vidas en 1862 con el nombre de Parkesina
[1]. Si bien el objetivo inicial era el de suplantar al marfil, fue tomando cada vez
mas importancia en la sociedad. Hoy en dia resulta casi imposible imaginar una
vida sin el plastico, es parte imprescindible de practicamente todos los elementos
que forman parte de nuestro dia a dia.

Sin embargo, el gran papel que desempena este material en nuestra sociedad,
también conlleva una gran generacién de residuos. En 2019 de media el ciudadano
de la Unién Europea habia generado 178kg de residuos de empaquetado, de los
cuales un 19,4% era pléstico [2]. Si bien la cantidad de residuo ha aumentado desde
un 62.9% en 2009 hasta un 64.4% en 2019, también ha aumentado la cantidad de
residuo generado, como se puede observar en la imagen.

Packaging waste generated, recovered and recycled, EU, 2009-2019
(kg per capita)
200

5 — N — — - - b — — N
2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

——Waste

Note: Eurostat estimates between 2009 and 2011, The y-axis is cut
Sowrce: Eurostat (online data code: env_waspac) eurostatil

Figura 1.1: Generacién de residuo, reciclaje y recuperacién. Fuente: Eurostat


https://ec.europa.eu/eurostat/databrowser/view/env_waspac/default/table?lang=en

CAPITULO 1. ESTADO DEL ARTE

Una gran parte de este residuo generado va a parar a los mares. Se estima que la
cantidad de plasticos que entraron en el océano en 2010 es de entre 4.8 y 12.7 millo-
nes de toneladas [3] y en 2016 una cantidad de entre 19 a 23 millones de toneladas
[4]. La estimacién es que para el 2030 habran entrado en ecosistemas acuaticos una
cantidad de alrededor de 53 millones de toneladas [4]. No solo eso, sino que se estima
que 54 millones de toneladas de plastico acaban en vertederos [5]. Una vez ahi, el
residuo tarda desde 10-20 afios [6] hasta 500-1000 afios [7]. En la figura [1.2]se pue-
den observar los diferentes tiempos de degradacién dependiendo del tipo de plastico.
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Figura 1.2: Degradacién del plastico. Fuente: |Chamas et al.

Teniendo en cuenta estos datos, se han propuesto alternativas. Es importante
aclarar en este punto las diferencias entre bioplasticos, plasticos biodegradables y
plasticos compostables. Segiin la United States Environmental Protection Agency
(EPA) [8] y la Comisién Europea [9] se pueden clasificar de la siguiente manera:

o Bioplasticos o plasticos de origen biolégico: Son aquellos pléasticos
que no tienen como base materiales fésiles. Estan compuestos completa o
parcialmente por material biolégico. Sin embargo, ello no quiere decir que

sean biodegradables o compostables.

« Plastico biodegradable: La caracteristica que define a estos materiales
es su habilidad para degradarse en el medio ambiente. Sin embargo, ello
no quiere decir que sean compostables. No tienen porqué tener como base
material bioldgico. Estos, a su vez, pueden ser clasificados en [10]:

— QOzo-biodegradable: La degradacion empieza con la oxidacion.

— Hidro-biodegradable: La degradacion empieza con la hidroélisis.


https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acssuschemeng.9b06635

1.1. Introduccién

« Plastico compostable: su caracteristica principal, y de ahi la confusion
general, es que estos tienen como base material biologico y son biodegradables.

En la figura se puede ver de manera grafica esta clasificacion de los plasticos.

Non-biodegradable

Corventional plastics: 8i
io-based and
fossil-based and Plastics recycling
not biodegradable Mot bioclegracdle|

Fossil-based

Designed for compostability in

industrial composting plants, or

in industrial anaerobic digestion
plants with subsequent composting

Biodegradable Nm
and fossil-based and : £  oespeamrBERgESTEGEEEET), "ot of biodegradation depends
“ L welEmanaged home composters.|  ©n real-life conditions

in the compasting plant,
Designed for biodegradability home compaster, environment
in soil or fresh water

Test.certification,

Biodegradatle

Figura 1.3: Plasticos biodegradables, compostables y de origen biol6gico. Fuente:
ETC/WMGE and EEA

La tendencia actual es a la eliminacién de los plasticos que no entran en la
categoria de convencionales. Sin embargo, esto no es tan facil. Como ya se ha
mencionado antes, los plasticos tienen una gran influencia sobre la vida cotidiana.
Segun un estudio publicado en la revista Science, en Reino Unido se consumen
275g de plastico al dia por persona [3].

Este rechazo al plastico no solo se debe a nuestro impacto sobre el planeta, sino
por el la influencia de este material sobre nuestra salud. En un estudio publicado
en FEnvironmental Science and Technology se estim6 que los humanos ingerimos
anualmente entre 39000 y 52000 particulas de microplasticos , siendo para
mujeres adultas 46000 + 8000 y para hombres 52000 =+ 8000 [12]. Estos datos se
pueden ver en la Tabla[1.1]

consumed | inhaled | consumed inhaled daily | annually

male

. 113 110}41 000 + 7000 (40 000 + 45 000 223|81 000
children
male
dults 142 170}52 000 + 8000 (62 000 + 69 000 312|114 000
female

. 106 97139 000 + 7000 [35 000 + 39 000 203|74 000
children
female
dults 126 132}46 000 + 8000 (48 000 + 54 000 25894 000

Cuadro 1.1: Consumo de microplésticos por los humanos. Fuente: D.Coz, et al.


https://www.eea.europa.eu/publications/biodegradable-and-compostable-plastics
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Ademads de ser perjudicial para el medio ambiente y para la salud, los residuos
de pléastico también son nocivos en una dimension econdémica. Se estima que el
coste de cada tonelada de plastico es de unos 3300$ a unos 33000$ [13]. Teniendo
en cuenta la cantidad de residuos desechados anualmente, se puede llegar a hablar
de billones de dolares. Estas pérdidas econémicas tienen en cuenta el valor de
inherente de la biodiversidad, cada dia mas pequena. Solamente el valor de esta
ultima alcanzaba desde los 125 trillones de dolares al afio hasta los 145 trillones de
dolares al afio en 2011 [14].

Conociendo estos datos, queda clara la importancia de encontrar un sustituto al
polimero convencional. El material en cuestion debe tener poco o ningtin impacto
en el medio ambiente. Ha de ser eficiente en el ambito energético. Esto es aplicable
tanto a la hora de fabricarlo como de reciclarlo o reutilizarlo. Ademas, debe poseer
caracteristicas mecanicas, fisicas y quimicas parecidas a las del plastico. El punto
de foco de esta tesis sera el campo del empaquetado. Como se ha explicado antes,
es responsable de una gran cantidad de los residuos presentes en vertederos, rios
y océanos. También se discutira porqué el composite escogido debe ser extruible,
de las ventajas que aporta su extrusion y del proceso para llegar a un resultado
aceptable. Este proyecto es complementado por otra parte donde se discute del
disefio de una maquina que propicie esta manera de fabricacién. A cargo de esa
parte estd Gonzalo Borja Reyes Uzquiano[15].

1.2 Micelio y biomateriales

1.2.1 Definicion de conceptos importantes

Se ha mencionado en el apartado anterior la intencién de utilizar micelio como
base del nuevo composite. Sin embargo, para ello es necesario entender qué es el
micelio y donde se encuentra. Al hablar de hongos, el primer pensamiento que
se tiene es de la seta. Sin embargo, esta es una pequena parte del organismo del
hongo.

El reino de los hongos se compone de més de 144000 especies conocidas, yendo
desde unicelulares hasta pluricelulares [16]. Los hongos son seres heterétrofos, es
decir, no son capaces de producir su propio alimento [17]. Es por ello que se suelen
encontrar en restos organicos, descomponiéndolos. Esta es una funcién esencial,
dado que son los responsables de devolver los nutrientes al suelo [1§].

Los sujetos de esta tesis se encuentran dentro del grupo de hongos que producen
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esporoforos, o también conocidos como setas . El ciclo de vida de estos seres
comienza con las esporas. Estas se posan sobre sustrato rico en nutrientes, como
pudiera ser un cuerpo organico en descomposicion. De estas esporas nacen las hifas,
elementos filamentosos que forman la mayor parte del hongo [20]. Cuando dos hifas
se juntan, dan lugar al micelio. Este se expande de manera exponencial, absorbiendo
nutrientes a su paso. Llegado un momento, forma nudos hifales. De este punto
crecera una seta, cerrando el ciclo y comenzandolo de nuevo. Este proceso se puede
ver graficamente en la Figura [1.4b

®
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(a) Partes del hongo. Fuente: |Biologia (b) Ciclo de vida de una seta. Fuente:
digital Paul Stamets

Figura 1.4: Partes del hongo y ciclo de vida.

Las hifas estan recubiertas de una sustancia denominada quitina. Este es un
polisacarido de aspecto blanquecino que suele recubrir los exoesqueletos de anima-
les invertebrados (como pudieran ser crustéceos o insectos) o en las membranas
celulares de los hongos . A pesar de ser el segundo biopolimero mas comun
en la naturaleza, después de la celulosa, se utiliza poco en la industria. Es insoluble
en agua y la mayor parte de disolventes organicos . Se puede observar en la
figura la estructura de este polimero.


http://biologidigital.blogspot.com/2017/11/reino-de-los-hongos-loshongos.html
http://biologidigital.blogspot.com/2017/11/reino-de-los-hongos-loshongos.html
https://hostdefense.com/blogs/host-defense-blog/the-mushroom-lifecycle
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CH2OH CH>0H

H NHCOCH 3 H NHCOCH3 "

Chitin

Figura 1.5: Estructura de la quitina. Fuente: |Majeti N.V. Ravi Kumar

La quitina, junto con su forma deacetilada, el chitosan, se encuentran entre
los polimeros naturales méas utilizados para la creacién de matrices naturales de
biocomposites. Esto se debe a que es biodegradable, biocompatible y no es téxico
. Adicionalmente, como ya se ha mencionado es uno de los polimeros naturales
mas comunes en el medio ambiente. Esto hace que sea abundante y facil de conseguir.

Cellulose

Carbohydrates Polysaccharides Starch
Pectin

Plant Source
Soy derivatives

Proteins
Polypeptides
Lignins Polyphenols
Silk
Proteins Wool
Polypeptides
Animal Source
Chitin
Polysaccharides Chitosan
Glycogen

Cuadro 1.2: Clasificaciéon de los polimeros naturales segtin origen. Fuente: |Derval
dos Santos Rosa and Denise Maria Lenz

El micelio es la parte del hongo que interesa para el desarrollo de este proyecto.
Esta red de hifas posee caracteristicas parecidas a las del poliestireno expandido,
en el sentido mecanico y fisico. Sin embargo, como se menciona en el siguiente
apartado, sus aplicaciones van mas alla que las del polimero mencionado.
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1.2.2 El micelio en la industria

Como ya se ha mencionado, el micelio posee caracteristicas parecidas a aquellas
del EPS en cuanto a fisica y mecanica. No es de extranar por tanto que se haya
utilizado para aplicaciones similares. Este es el caso, por ejemplo de la empresa
americana Ecovative [25].

Fundada en 2007 por Eben Bayer y Gavin McIntyre, en la figura la compa-
nia empezd dedicandose a los materiales de construccion y aislamiento. La primera
patente sobre el proceso fue concedida en el 2008 . En la figura se puede
ver el proceso que registraron inicialmente. No tardaron en dedicarse también al
material de empaquetado . En la actualidad, se dedican a campos tan diversos
como el de la comida, belleza, ropa, espumas y empaquetado. Ofrecen ademas kits
de Grow-it-yourself, para educar a la comunidad sobre estos materiales.

(b) Primera patente del método
para crecer composites basados
en micelio. Fuente: Bayer et
(a) Eben Bayer y Gavin McIntyre. Fuente: PR Web al.

Figura 1.6: Fundadores de Ecovative y patente del proceso utilizado.

No son solo las pequefias empresas quienes han adoptado esta técnica en aras de
encontrar soluciones mas sostenibles al poliestireno expandido. Empresas como Ikea
o Dell han empezado a ofrecer paquetes creados a partir de este material.
Mas alla del empaquetado, la conocida marca de ropa Hermes, en colaboracion
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con la empresa MycoWorks, cre6 un bolso [30], figura [L.7] utilizando la técnica
conocida como Fine Muycelium. Para ello fue necesaria la creacion de un nuevo
material, Sylviania.

Figura 1.7: Bolso Victoria de Hermes creado con micelio. Fuente: Coppi Barbieri

Esta claro por tanto que el micelio se esta empezando a adoptar con éxito en
multiples y variadas industrias. Es por ello que merece la pena entrar méas en detalle
en los principales campos de aplicacion de este material. Es posible distinguir los
siguientes.

Textil

El micelio se ha presentado en este campo como un posible sustituto al cuero.
Las principales empresas trabajando en este campo son MycoWorks, previamente
mencionados por su colaboracion con Hermes, y Bolt Threads, colaboradores con
Ecovative y desarrolladores de Mylo™. Ambas empresas se dedican al desarrollo
de sustitutos al cuero convencional, habiendo registrado sendos procesos para su

creacion )


https://www.mycoworks.com/introducing-sylvania-by-hermes
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(a) Cuero creado por Mylo. (b) Granja de cultivo de Bolt Threads. Fuente: Bolt
Fuente: Mylo™ Threads

Figura 1.8: Cuero hecho a base de micelio y las granjas utilizadas para su creacion

La ventaja de utilizar este material, es la rapidez con la que se consigue el
producto final. El hongo es capaz de colonizar la superficie requerida en cuestion de
dfas [33]. Adicionalmente, se ha de tener en cuenta el impacto medioambiental y el
ahorro econémico. A diferencia del ganado, los hongos utilizados en este proceso no
requieren un excesivo consumo de agua o nutrientes. La media de agua utilizada en
la produccién de cuero es de entre 12L/kg v 37kg/L , y anualmente la industria
utiliza anualmente 30 billones de litros de agua . En contraste con esto, el cuero
creado con micelio tiene un consumo de agua practicamente minimo. Se estima
que requiere de un 99% menos de agua . Sin embargo, a pesar del bajo coste
del proceso, aun sigue siendo mas caro que el del cuero convencional, aunque esto
deberia solucionarse al escalar la produccién [37].

Construcciéon

El campo de la construccién fue donde antes se aplicaron las caracteristicas de
este material. Como ya se menciond previamente, es percibido cominmente como
un sustituto del poliestireno expandido (EPS). Esto es debido a sus excelentes
propiedades como aislante térmico y acustico, empresas como Mogu crean
paneles con este mismo propésito.

La creciente poblacién hace necesaria la construcciéon de nuevos hogares. Sin
embargo, no se pueden ignorar los grandes problemas que tiene esta industria.
En primer lugar, al sector de la industria se le atribuye un 6% de las emisiones
y un 11% del consumo energético . Este dato se puede ver de manera gra-
fica en la figura 1.9, En segundo lugar, las materias primas cada vez son més
caras. Desde el comienzo de la pandemia, la materia prima para la construccion
ha subido un 33% y 2022 comenz6 con una subida de precios de un 8% .
En la figura se puede ver la tendencia que sigue el coste de los precios de las materias.


https://www.mylo-unleather.com/stories/what-is-mycelium/
https://boltthreads.com/?ref=ecovativedesign.com
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Figura 1.9: Porcentaje de las emisiones y consumo de energia atribuible a los
diferentes sectores. Fuente:
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Figura 1.10: Tendencia del coste de los materiales. Fuente: National Association
of Home Builders

Teniendo en cuenta estos problemas, no es de extrafiar que se estén buscando
alternativas sostenibles para los materiales de construccién. El micelio promete una
alternativa sostenible y de poco costo. Sin embargo, la fabricacion con esta técnica
presenta tres principales problemas, bajas propiedades mecanicas, alta retencion de
agua y la falta de estandardizacién para su produccion y testeo [42][43]. Aunque
algunos articulos han encontrado que el micelio puede aguantar fuerzas de hasta
25MPa y la seta de hasta 200 MPa .
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Hay dos técnicas principales a la hora de construir utilizando materiales ladrillos
de bajo peso, y tablas producidas por la prensa fria o caliente de materiales unidos
con micelio . En un estudio de 2020 sobre la creacion de tales ladrillos se
consiguieron resistencias maximas de compresion de unos 3.5MPa , la cual

es suficiente para la mayor parte de aplicaciones segiin el Cédigo Técnico de la
Edificacién [46], como se puede ver en la Tabla 1.3

Tabla 4.4 Resistencia caracteristica a la compresion de fabricas usuales fx (N/mm?)

Resistencia normalizada de las piezas, fo (N/mm?) 5 10 15 20 25
Resistencia del mortero, fm (N/mm?) 25 35 5 75 75 10 10 15 15
Ladrillo macizo con junta delgada - 3 3 3 3 3 3 3
Ladrillo macizo 2 2 4 4 6 6 8 8 10
Ladrillo perforado 2 2 4 4 5 6 7 8 9
Bloques aligerados 2 2 3 L 5 5 6 T 8
Bloques huecos i 1 2 3 4 4 o 6 6

Cuadro 1.3: Resistencia caracteristica a la compresion de fabricas usuales f [#}
Fuente: Ministerio de Fomento

Casos destacable es el de la estructura de micelio creada para la exposiciéon
de arquitectura y urbanismo Bienal de Setl. De esta manera se prueba que este
material puede soportar ligeras cargas [47]. El material mostrd tener una fuerza de
compresion de 0.61MPa al 5% del esfuerzo. La estructura creada puede verse en la

figura [L.11]

Figura 1.11: Estructura de micelio creada para la exposiciéon de arquitectura y
urbanismo bienal de Setl. Fuente: |Heisel et al.
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Alimentacién

Segun el informe de BIS Research, se estima que el valor del mercado del micelio

en 2020 fue de 2.48 billones de délares y se prevee que para el 2026 crezca hasta los
3.84 billones de ddlares[48]. Un 55% de este mercado esté captado por la industria
alimenticia.

La mayor parte de las aplicaciones del micelio en la industria alimenticia se

basan en la sustitucion de la carne. Este material es utilizado para dar textura a
estos productos [49]. Companias prominentes en este sector son las siguientes:
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MyForest Foods: Compaiiia de Ecovative, compania mencionada anterior-
mente. Se especializan en la creacién de sustitutos para la carne [50][51]. El
producto principal es MyBacon, un sustituto para el bacon hecho a partir de
micelio, zumo de remolacha, aceite de coco y especias variadas, representado

en la figura [1.12a]

Chinova Bioworks: Tienen productos que van desde los conservantes natu-
rales hasta sustitutos carnicos, pasando por productos lacteos y de reposteria
[52]. Sin embargo, el producto estrella es el conservante natural, Chiber™,
a partir de extracto de champinones blancos, el cual consigue extender la
validez de las bebidas considerablemente[53).

ENOUGH: El producto principal de esta compania es denominado ABUN-
DA. Sirve como sustituto para ternera, pescado y pollo. La empresa afirma
que este producto utiliza un 97% menos de forraje, un 93% menos de agua y
emiten un 97% menos de C'O,, en caso de los sustitutos de la ternera[54].

Meati Inc.: Al igual que los anteriores, esta empresa utiliza el micelio para
emular la textura de productos carnicos. Se especializan en sustitutos para
ternera, representado en la figura y pollo. Sus productos estan formados
por un 95% de micelio[55].
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Figura 1.12: Sustitutos de la carne a base de micelio.

Ademas de estos campos principales, el micelio es utilizado para muchas otras
aplicaciones. Es destacable, por ejemplo, el proceso de la micorremediacion. Este
es un método que utiliza hongos para descontaminar el medio ambiente. Es utili-
zado para la descomposicion de metales pesados, residuos agricolas o farmacéuti-
cos. Las enzimas producidas por los hongos son capaces de descomponer
una gran variedad de contaminantes [58]. Este método fue aplicado en Nueva
Zelanda para el tratamiento de tierra y agua contaminada con resultados exitosos
. También han sido utilizados para la limpieza de derrames de petrdleo
y la limpieza de residuos téxicos de los incendios forestales de California de 2017 .

Poly-cyelic aromatic
hydrocarbons (PAH)

L2

Myco-

Figura 1.13: Contaminantes que es posible mitigar a través de la micorremediacion.
Fuente: Akhtar et al.
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1.3 Revision bibliografica

La impresion 3D con micelio es una técnica que ain se encuentra en fase de
estudio. No hay ninguna estandarizacion del proceso, técnica de extrusién, hongo o
sustrato utilizado. Por ello, en este apartado se estudiaran las caracteristicas de los
principales articulos versando sobre el tema. El foco de este apartado se hara sobre
3 articulos:

o Soh et al. [62]: El trabajo se centra en la creacién de un material compuesto de
bambi y micelio. Estudia las caracteristicas fisicas y mecanicas del material
resultante.

o Bhardwaj et al. [63][64]: Este paper construye un sistema de extrusién del
material y crea una variante distinta del mismo concepto.

o Chen et al. [65]: En este caso, se crea un sistema parecido al anterior con
algunas diferencias. El sustrato, hongo y agente coagulante son también
distintos.

Los apartados que se analizaran seran el método de extrusion utilizado, el
tipo de hongo, el sustrato y su coagulante y finalmente los resultados obtenidos.
No merece la pena comparar los procesos seguidos, ya que en todos es el mismo
proceso. Es el mismo que se ha seguido en este proyecto, por lo cual sera descrito
en apartados posteriores de la memoria.

1.3.1 Meétodo de extrusion utilizado

En primer lugar, se compararan los sistemas utilizados por las distintas investi-
gaciones. Es de notar que solo se tomaréan el sistema de Bhardwaj et al.[63] y el
de Chen et al.[65] en consideracién. Esto es debido a que el tercer articulo, Soh
et al.[62], no desarroll6 un sistema de extrusién, sino que las probetas se crearon
manualmente con una jeringuilla de alimentacion. Cabe mencionar que este sistema
inspiro el disefio utilizado en el proyecto de Gonzalo Borja Reyes Uzquiano.

Cabe destacar que todos los sistemas utilizados son de extrusion. En los dos
trabajos en los que se disefia un sistema de depositado del material, la base es una
impresora de Filament Deposition Modeling (FDM). La gran disponibilidad de estos
equipos le da ventaja sobre otros posibles sistemas. Ademads, esta técnica no dana
a las esporas y requiere de poca modificacion del hardware o firmware de la maquina.
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Propuesta de Bhardwaj et al.

El primer articulo introduce una impresora tipo delta como opcién. En esta
disposicién, el cabezal es movido por 3 motores distintos dispuestos en un trian-
gulo equilatero. Los brazos tiran y empujan al cabezal, moviéndolo en las tres
dimensiones del espacio. De esta manera, la cama queda fija. El sistema queda
representado en la figura Utiliza una camara con un pistéon para contener el
material inoculado con micelio. Se utiliza para empujar el piston una bomba de
aire conectada a una valvula. El conducto de alimentacion termina en el extrusor.
Este sistema tiene un problema también experimentado en el diseno creado para
este proyecto. Al empujar el material, el agua se filtra a través de las particulas.
Esto deja una pasta dura y seca que obstruye el conducto.

El sistema mecanico del extrusor es un tornillo de Arquimedes conectado al
motor stepper del cabezal. Esta modificacion apenas hace cambios permanentes
en el sistema, siendo el tnico de ellos el cambio del hot-end de la impresora por
el tornillo de Arquimedes. Esto evita la eliminacion del micelio debido a las altas
temperaturas. Permite ademas ejercer presion puntual en el caso de que se quiera
depositar material.

—1— Support Rod

| Material Gontainer
\ =~ Frame

Deposition
| T Head
Iy
Feed Y Extruded
Tube A N T Mixiure
| 4 | Cylindraconical
Pressura ‘ build volame
Gauge

430 mm
W 0ot

Compressar BT (b) Extrusor utilizado

(a) Sistema utilizado en el paper de Bhardwaj et al. Fuente: por el sistema. Fuen-
Bhardwaj et al. te: Bhardwaj et al.

Figura 1.14: Impresora y cabezal utilizado en el estudio de Bhardwaj et al.

La velocidad del cabezal en todos los experimentos fue de 30mm/s[64]. El
cabezal posee una apertura cuadrada de 6mm por cada lado.

Propuesta de Chen et al.

En este articulo se abandona la disposicion delta por una mas clasica, la carte-
siana. El cabezal se mueve en dos ejes, siendo la cama la que se mueve en el eje Z, y
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de esta manera consiguiendo la tercera dimension. Esta distribucion es mas simple
que la anterior. Un diagrama de la impresora en cuestién queda representada en la

figura [1.15]

Otro cambio que cabe destacar es el uso del aire a presiéon. Mientras que en
el sistema anterior simplemente servia para alimentar el extrusor, en este caso se
mueve un pistén directamente montado en el cabezal. En este caso se cambia el
sistema mecanico del anterior estudio por uno neumatico. Es de notar que esto
aumenta el peso del cabezal. Esto representa un problema que hace elegir entre
precision y velocidad. En caso de mantener una alta velocidad de impresion, la
inercia del sistema hace que se pierda exactitud. Adicionalmente, un depdsito
montado de esta manera reduce la cantidad de material disponible.

Figura 1.15: Sistema utilizado en el paper de Chen et al. Fuente: Chen et al.

La velocidad de impresion conseguida en este caso es de 10mm/s. El didmetro
del extrusor, en este caso circular, va desde los 0.58mm hasta los 1.6mm. Esto se
traduce en una mayor precision de las piezas.

De esta manera, se pueden resumir las caracteristicas de las dos impresoras en
la tabla L4l

Caracteristica Bhardwaj et al. Chen et al.
Velocidad de impresién [mm/s] 30 10

Tamafio del cabezal 6x6mm 0.58-1.2mm
Impresora base Delta WASP 2040 | Ultimaker 2 Go
Volumen de impresién antes de la modificacién [cm] | 20x40h 12x12x11.5

Cuadro 1.4: Caracteristicas de las impresoras utilizadas
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1.3.2 Tipo de hongo utilizado

El tipo de hongo utilizado es un parametro crucial. Dependiendo de la especie
y la familia, las condiciones de cultivo varian. Ha de tenerse en cuenta también la
disponibilidad y el precio. Estos son todos factores que se discutiran en futuros
apartados, cuando se haga la seleccion del hongo para este proyecto.

Comenzando con Chen et al., el hongo utilizado es el Fomes fomentarius[65],
representado en la figura|1.16| Es un hongo que crece en los troncos de los arboles
en decadencia o en madera en descomposicién. Puede crecer hasta los 50cm de
didmetro, no es comestible y se caracteriza por una superficie muy seca.

Figura 1.16: Fomes fomentarius. Fuente: |Ultimate Mushroom

En el articulo de Soh et al., se hace referencia a dos tipos de hongos utilizados
en estudios anteriores, son el Ganoderma lucidum, figura (1.17 y el Pleurotus Os-
treatus. En este caso se deciden por el primero de ellos, el Ganoderma lucidum.
Este hongo también es conocido como Reishi o Lingzhi, no se suele comer, aunque
si se utiliza para la preparacion de tés y otro tipo de infusiones. También crece
sobre troncos de arboles muertos y madera en descomposici()n.
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Figura 1.17: Ganoderma Lucidum. Fuente: OutGrow

En el ultimo estudio, Bhardwaj et al. no se detalla la especie del hongo utilizado.
Sin embargo, si se menciona la division a la que pertenece, Basidz’omycota.
Este hongo es proporcionado en los kits de Grow-it- Yourself de Ecovative . Sin
embargo, se puede deducir que es un hongo parecido al de Chen et al., dado que el
Fomes Fomentaris pertenece a la division Basidiomycata.

Viendo los tres tipos de hongos utilizados, no es dificil ver la conexién entre
ellos, el crecimiento en madera en estado de descomposicién. Todos estos hongos
son elegidos por los respectivos estudios por ser faciles de cultivar y resistentes
a una gran variedad de condiciones. No son hongos que necesiten de cuidados
especiales y el sustrato utilizado, aunque influye en el producto final, es facilmente
intercambiable.

1.3.3 Sustrato y agente coagulante

El sustrato es un aspecto esencial, dado que contribuye a las propiedades fisicas
y mecanicas del biocomposite final. Ademas, es necesario que aporte los nutrientes
esenciales para el correcto crecimiento del hongo. Finalmente, hay que tener en
cuenta que el objetivo de estos estudios es la extrusion del material. Esto quiere
decir que es primordial que al juntar el sustrato con un agente coagulante y un
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medio liquido, como pudiera ser el agua, formen un fluido con ciertas caracteristicas.
El fluido ha de ser lo suficientemente espeso y tener la viscosidad apropiada para
mantener cierta integridad estructural a la hora de ser impreso. Al mismo tiempo,
ha de ser posible su extrusion, por lo que no debe presentar demasiada resistencia.

En el estudio de Soh et al., se utilizan fibras de bambt como sustrato y una so-
lucién de Chitosan como agente coagulante [62]. Las fibras de bambi proporcionan
integridad estructural, asi como un medio de cultivo. En el estudio se observa que
el tamano de las fibras influye en las propiedades mecanicas.

En el estudio de Bhardwaj et al., se utiliza en un comienzo canamo como
sustrato y agua como medio para mejorar las propiedades de extrusion. Ademas,
se utiliza harina de trigo para proveer al medio con nutrientes|63]. Sin embargo,
en estudios posteriores, se anade polvo de cascara de psyllium[64]. Con esto, se
mejoran las propiedades de extrusion y la calidad de impresion.

En el tercer estudio, Chen et al., se utilizan alginatos con diversos grados de
viscosidad. Esto permite a los investigadores evaluar sus propiedades en funcién
de la capacidad de extrusion, homogeneidad del fluido, propiedades reoldgicas y
facilidad de apilamiento[65].Se observa que a medida que aumenta la cantidad
de alginatos en el fluido, la viscosidad incrementa con ello. Utilizan ademas agua
para mejorar las propiedades del fluido. Segin el criterio utilizado, se consiguen las
proporciones ideales de estos tres elementos. Esta informacién se recoge en la tabla
1.5

Samples Compaositions Characterization
Mass (F. Mass Volume(H,0) Rheology Homogeneity Collapse Stackability Microstructures
fomentarius) (Alginate) mL
mg mg
F1A09 50 5 10 = x
FB3A1T 50 10 10 * *® x
FriAZ3 50 15 10 = x
Fr1AZ9 =21 20 10 ® » x = x
F&2A38 50 30 10 x *® x
F56A44 50 40 10 = x x
FOOADD 0 5 10 *
FOOA1T 1] 10 10 = x
FOOAZ3 0 15 10 ®
FODAZD 0 20 10 = =
FOOA3S 0 30 10 * x
o

FOOA44 1] 40 10

Cuadro 1.5: Muestras recogidas por Chen et al. Fuente: Chen et al.
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1.3.4 Resultados obtenidos

Se compararan los tres estudios en funcién de las propiedades mecéanicas obte-
nidas. Viendo los parametros de entrada que tienen, lo més interesante de ver son
las propiedades que muestran en el campo mecanico y fisico.

En el caso de Soh et al., son los inicos en sacar las curvas de tension-deformacion,
habiendo realizado sendos ensayos de traccion, figura Se puede apreciar la

notable mejoria de propiedades que conlleva dejar que el hongo colonice la mayor
parte del material.

A 160 14 days B 160f 21 days C 160 28days
§120_ g]zo: Fibre size: g]zo: L
E 80_ Filbre sizes g 30: a 80:
& a0k A, A o40) @.. & 40! 1 mm
;/‘L-.TT-.. 0 / 1 mm - o
% =005 01 015 02 025 0 005 01 015 02 025 % 005 01 015 02 035

Strain (mm/mm) Strain (mm/mm) Strain (mm/mm)

Figura 1.18: Curvas de tensién-deformacion del material conseguido por Soh et al.
Fuente: |Soh et al.

Se puede hacer sin embargo, una comparaciéon entre modulos elasticos de los
materiales de Soh et al. y de Bhardwaj et al., figura [[.19} Se puede apreciar que
Soh et al. consigue resultados mayores que Bhardwaj et al. segin el tiempo de cul-
tivo aumenta. Sin embargo, ambos valores se hayan en el mismo orden de magnitud.

D 14r o
oy 1.2_ Tiifxiel
]
s wor [
- 08 6
= 8_2— i i().S mm r—_
o L mm
Q. ] S
Sof Tt e
O | 1 1 | a
10 15 20 25 30 T e e w w
Growth time (days) B
(a) Médulo eléstico de Soh et (b) Médulo elastico de Bhardwaj et al. Fuente:
al. Fuente: Soh et al. Bhardwaj et al.

Figura 1.19: Mdédulos elasticos conseguidos.
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En la figura se pueden ver los resultados obtenidos en los dos estudios. Se
puede ver en el caso de Chen et al. el rango completo de viscosidades dependiendo
de la cantidad de alginato en el compuesto. Pasa lo mismo en el caso de Bhardwaj et
al. con la cantidad de céscara de psyllium incorporada en el material. Sin embargo,
comparando entre los dos materiales, se puede ver claramente ambos se mueven en
el mismo rango de viscosidades.

10“} +— F91A09
- —+— FB3A17
10° $ . . +— FT7A23
= ; - F71A29
S R, - F62A38
a10° e S N =— F56A44
o~ ey . jL -
=y s SN —
210’ ™ — S
8 - S == ~
>10°+ A\AS T
01 y 10 100 iy Bal W
Shear Rate [1/s] i e
(a) Resultados de viscosidad en Chen et (b) Resultados de viscosidad en Bhard-
al. Fuente: Chen et al. waj et al. Fuente: Bhardwaj et al.

Figura 1.20: Viscosidad del material
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Capitulo 2

Objetivos

El objetivo de este proyecto es el diseno, elaboracién y caracterizacion de un
material extruible con base de micelio. En este capitulo se discutiran los objetivos
que permitiran alcanzar esta meta. Es posible dividirlos en las etapas esenciales
del proceso a seguir. En primer lugar, es importante tener una fuente estable de
micelio. En segundo lugar, se disenara el medio en el que se extruird el micelio. En
tercer lugar, se extruira el material, modificAndose en la medida de lo necesario.
Finalmente, se procedera a caracterizar el material.

2.1 Cultivo de las especies de hongos

Es importante afianzar una fuente fiable de micelio. Esto permitira observar
las condiciones de crecimiento del hongo, para mas tarde ajustarlas y aplicarlas al
material extruido. La temperatura, humedad y CO2 presente en el aire son factores
que aplican en el desarrollo de la seta escogida. Adicionalmente, es importante
observar el papel que juega el tipo de sustrato, no solo en las propiedades fisicas
y mecanicas del material final, sino también en la velocidad de colonizacién, la
densidad del micelio y la facilidad de manejo.

Por otra parte, para hacer las pruebas es necesario que haya las menor cantidad
de variables posibles para poder hacer un estudio estadistico. Por ello, tener una
fuente de material, en teoria idéntica, es crucial. Tener cultivos de las dos especies
de hongos utilizadas en el proyecto da la posibilidad de tener tejido que colonice el
material que se quiere extruir y ensayar. De este tejido se pueden sacar a su vez,
clones para aumentar la cantidad de cultivo o para tener copias de seguridad de
los especimenes.
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Figura 2.1: Cultivo utilizado en el desarrollo del proyecto.

2.2 Creacion de material extruible

Una vez se haya cumplido con el objetivo anterior, se puede proseguir con este
objetivo. Para crear el material es necesario definir los parametros que jueguen un
papel importante en el cumplimiento de los requisitos impuestos. Estos requisitos o
restricciones son, entre otros, la extrusibilidad del material, la capacidad de guardar
integridad estructural o proveer al organismo con los nutrientes necesarios para su
correcto desarrollo.

En la creacion del material serd imprescindible encontrar componentes que
reunan las caracteristicas mencionadas anteriormente. En este apartado jugaran
un papel esencial el sustrato utilizado en los cultivos, el tamano de las particulas
utilizadas, la proporcion de los componentes y el tiempo de cultivo del hongo.
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Figura 2.2: Creacién del material.

2.3 Extrusion del material

El objetivo final de este apartado es la extrusién del material. Para ello, es
necesario cumplir con una serie de requisitos y estudiar los parametros 6ptimos
para conseguir un resultado satisfactorio. La restriccion mas importante es la de
mantener al hongo con vida. Esto supone la creacién de métodos que no danen al
organismo al extruirlo. Pardmetros como la temperatura, presion o humedad del
medio de extrusion son cruciales a la hora de mantener con vida a las hifas en el
material.

Si bien esta es una restriccion esencial, también lo es el evitar la contaminacién.
Cualquier tipo de agente biolégico externo, ya sean bacterias, hongos u otros orga-
nismos del mismo tamano, puede influenciar el crecimiento del micelio escogido.
Esto puede resultar perjudicial para futuras pruebas, ya que si crece un hongo
que no fuese uno de los cultivados, podria alterar la caracterizacion del material final.
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También sera en este apartado donde se hara una primera parametrizacion del
material. Esto se debe al uso del equipo de extrusién desarrollado para este proyec-
to[15]. Aunque no sea una caracterizacion en el sentido mds ortodoxo, se deben
ajustar los parametros de la maquina para poder imprimir con cierta precision las
probetas o piezas utilizadas en los ensayos.

Figura 2.3: Extrusion del material

2.4 Caracterizacion del material

Finalmente, el iltimo objetivo es la caracterizacion del material. Esto conlleva
la realizacion de pruebas fisicas y mecanicas para registrar las propiedades del
producto final en estos campos. Para ello, es necesario la definiciéon de las carac-
teristicas que se quieren estudiar. Hay que hacer un estudio de los parametros
que son importantes para la potencial aplicacién de esta tecnolgia. Sabiendo esto,
se puede diseniar un programa de pruebas para observar el comportamiento del
material bajo diferentes circunstancias. Una vez hecho esto, se hara un analisis de
los resultados obtenidos para poder definir, con cierto grado de incertidumbre, las
caracteristicas del elemento.
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Figura 2.4: Caracterizacion del material.
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Capitulo 3

Metodologia experimental

El material a desarrollar se compone de tres elementos principales, el hongo,
el agente coagulante y el sustrato. Cada uno de estos elementos precisa de un
desarrollo particular antes de poder formar parte del producto final. Es por ello por
lo que cada apartado de este capitulo tendra una seccién en cada paso dedicada
a cada una de las partes. Esta organizacion puede verse de manera grafica en el
diagrama de la figura |3.1}

En primer lugar, en la seccién de Hipotesis, se plantearan los objetivos finales
deseados para cada componente del material. En el apartado de Materiales, se
discutira el equipo y los componentes utilizados para la creaciéon de cada elemento.
Se hablara también del proceso seguido para la seleccion de los componentes. En
el apartado de Metodologia, se hablara de los procesos seguidos en cada caso, los
métodos de fabricacion y como se llego a la seleccion de estos mismos. Finalmente,
en Diseno experimental, el objeto principal de discusion sera las pruebas creadas
para probar las hipotesis planteadas.

Material de micelio

Agente coagulante Sustrato

Hipotesis Materiales Método Disefio Experimental

Metodologia experimental

Figura 3.1: Organizacién del capitulo
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3.1 Hipodtesis

En este apartado, se discutiran los objetivos y resultados que esperan obtenerse
de cada componente. Sin embargo, es esencial plantear en un primer momento el
producto final que se pretende conseguir. Una visiéon general del producto final
ayuda a entender lo que se pretende conseguir en cada uno de los apartados plan-
teados, y por tanto explica los procedimientos seguidos, los experimentos disenados
y los materiales utilizados. Los experimentos utilizados para controlar las hipdtesis
formuladas se desarrollaran en el apartado de Diseno experimental.

El material creado ha de reunir los siguientes requisitos como minimo. En primer
lugar, el componente base ha de ser un medio colonizado por un hongo. Es decir,
la matriz ha de ser el micelio y el sustrato que sirve como nutriente. Por ello, es
necesario plantear hipotesis relacionadas con el organismo con el que se trabaja,
su crecimiento y sus propiedades. En segundo lugar, ha de ser lo suficientemente
viscoso como para poder ser extruido y mantener su forma. Y por tltimo, el material
ha de reunir unas caracteristicas mecanicas aceptables y comparables con las del
poliestireno expandido.

3.1.1 Hongo

Como ya se ha mencionado, la mayor parte de hipotesis que tienen que ver con
la parte del hongo se pueden resumir en su correcto crecimiento, colonizaciéon y
proliferacion. Para entrar mas en detalle, se pueden distinguir las siguientes:

e Crecimiento: El hongo sera capaz de colonizar el sustrato en pocos dias,
o por lo menos sera capaz de tener influencia suficiente en el sustrato como
para que después de extruirlo pueda colonizar la pieza.

e Creacion de una fuente de micelio constante: Mediante la creacién de
cultivos en tarro y en agar, se conseguira una fuente fiable de especimenes a
utilizar en el desarrollo del material.

e Colonizacién del material: El micelio se expandird por todo el material,
creando una red de hifas. Estas aportaran a la pieza integridad estructural y
crearan un material compuesto basado en el sustrato seleccionado.
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Figura 3.2: Cultivo colonizado.

3.1.2 Agente coagulante

El agente coagulante actua como el pegamento que une todos los componen-
tes entre si. A su vez, es el encargado de aportar al material las propiedades
reologicas necesarias como para poder ser extruido. Para ello, debe tener una
viscosidad dinamica suficiente como para arrastrar con él las particulas de
sustrato inoculado y poder extruirlo a través de una jeringuilla. Esto es debido
al disetio utilizado en la maquina, como se puede ver en la figura [3.3] Sin embar-
go, el material ha de ser tener las propiedades de un fluido en el estado de equilibrio.

El diametro de la boquilla se reduce a 6mm. Si bien en comparaciéon con una
extrusor estandar de una impresora 3D FDM, para el material adecuado es normal
hacer uso de extrusores de este tamano. En los articulos discutidos en la Revision
bibliogrdfica se puede ver como se hace uso de diametros de entre 0.58mm y 6mm.
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Figura 3.3: Impresora creada para la extrusion del material. Su disenio se puede
encontrar en el trabajo de Gonzalo Borja Reyes Uzquiano [15].

3.1.3 Sustrato

Como ya se ha mencionado en el apartado anterior, uno de los desafios mas
importantes del proyecto, es la extrusiéon del material. Para ello, ha de tener el
tamano adecuado para no obturar la salida del extrusor y ser arrastrado por el
agente coagulante. A la vez, el sustrato aportara los nutrientes necesarios para el
correcto crecimiento del organismo seleccionado.

3.2 Materiales

3.2.1 Hongo

Como se ha podido ver, en los estudios anteriores sobre esta materia[64]
[62], se puede reducir la seleccién de los hongos utilizados a los siguientes:

e P. Ostreatus

o G. Lucidum
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e F. Fomentaris

En este apartado se discutira cudles son los ideales para el desarrollo de este
proyecto. Para ello, hay primero que definir los requisitos que ha de cumplir el
hongo seleccionado. Los siguientes parametros han de ser considerados para una
correcta seleccion del organismo que provea el micelio:

« Disponibilidad: Es imprescindible que el material sea facil de conseguir. De
otra manera la reproduccion de este proyecto en otras circunstancias o en
otro ambiente podria dificultarse. Ademas, es importante tener varias fuentes
de materia prima en caso de que los cultivos o los clones guardados fuesen
destruidos o contaminados.

o Coste econémico: Este aspecto no es del todo esencial, ya que al tener
comenzado un cultivo, tedéricamente se dispone de una fuente practicamente
infinita de micelio. Por ello, los costes de entrada no son tan importantes
como los costes que se puedan observar a lo largo de la vida 1til del producto.
Sin embargo, la reduccién de costes es una ventaja a la hora de comparar
hongos entre si.

» Velocidad de crecimiento: Este factor contribuye a los costes mencionados
anteriormente. Un hongo que colonice el medio de manera mas rapida requerira
de menos dias en condiciones de cultivo. Esto, se traduce en menores costes,
ya que ha de tenerse menos tiempo la calefactora encendida y se precisa menor
control de las condiciones de humedad. Adicionalmente, esto se traduce en
mayor disponibilidad de producto, dada el reducido tiempo de preparacion
del material.

e Resiliencia: Dado el proceso seguido, es importante que el organismo sea
capaz de absorber bien los cambios de condiciones. Es esencial que sea
resistente frente a los posibles agentes contaminantes. Ademas de esto, es
necesario que sea capaz de absorber cambios en la humedad y temperatura,
ya que en ciertas partes del proceso se encontrard en medios donde estas
variables no estaran controladas. La extrusion en especifico genera variaciones
en la temperatura, presion y humedad.

o Facilidad de cultivo: Ninguno de los componentes de este proyecto es un
experto en la materia del cuidado de estos organismos, por ello es necesario
que su mantenimiento no sea demasiado complicado. Un hongo que sea facil
de cultivar conlleva que no precise de un sustrato especifico para su desarrollo
o de mantenimiento especial mas alla de mantener las condiciones del medio.
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De esta manera, se puede construir una matriz, cuadro |3.1}, para comparar como
cumplen los distintos hongos los requisitos mencionados.

Hongo
Requisitos G. Lucidum P. Ostreatus F. Fomentaris

Disponibilidad Alta Alta Media
Coste econtimico Bajo Medio Alto
Velocidad de crecimiento | Alta Alta Alta
Resiliencia Alta Alta Medio
Facilidad de cultivo Alta Alta Media

Cuadro 3.1: Comparacion de los distintos hongos.

En el cuadro se puede ver que la clara eleccion de hongo es la G. Lucidum.
Como ya se comentd en apartados anteriores, este hongo es de uso muy comun,
siendo populares las infusiones preparadas con su seta en zonas de Asia. Es por ello,
que encontrar esporas o bolsas con semillas parcialmente colonizadas son faciles de
encontrar, habiendo multiples proveedores espafioles que lo distribuyen. El hecho
de que sean comunes reduce su precio, lo cual le da ventaja en el apartado del
coste econémico. La velocidad con la que coloniza su entorno es alta, pudiendo
verse indicios de propagacién en un medio fértil en pocas horas después de entrar
en contacto con cualquier elemento de la seta. Asimismo, es de una resiliencia
elevada, ya que acepta un gran rango de temperaturas y humedades. Esto hace
que su cultivo sea bastante simple.

El P. Ostreatus no tiene un coste igual de bajo que el del G. Lucidum, siendo
esta la Uinica area en la que se muestra en desventaja. Sin embargo, es notable que,
aunque el coste sea algo mayor, no es un factor demasiado relevante. La diferencia
de precios encontrada nunca fue tanta como la que presenta el tercer candidato,
del que se hablarda mas tarde. En el resto de campos, el P. Ostreatus presenta una
disponibilidad igual o mayor que la del G. Lucidum. Es un hongo muy popular
entre la comunidad micoldgica, ya que este hongo es comestible. Este factor, junto
con la facilidad de cultivo y su natural resiliencia hacen que este hongo sea un
fuerte candidato a considerar.

El F. Fomentaris no es tan disponible como los otros dos. No es comestible como
el P. Ostreatus ni tiene usos medicinales ni en las infusiones como el G. Lucidum.
Por ello, la oferta es bastante menor. No es dificil encontrar proveedores, e incluso
se podria conseguir de forma independiente sacando clones de un especimen salvaje.
Sin embargo, ambas alternativas presentan un coste econémico o una inversion
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del tiempo que no merece la pena. Siendo menor la comunidad micolégica que
cultiva estas setas, estd menos claro como hacerlo. No se estdn incluyendo como
posibilidad los kits de autocultivo de Grow.bio[68] como F. Fomentaris, ya que no
se tiene claro que el hongo utilizado sea de esta especie. De igual manera, pedir
estos equipos supone importarlos desde Estados Unidos, lo cual anade tiempo y
coste al proyecto.

Habiendo analizado cada candidato en profundidad, se decide por optar por los
hongos G. Lucidum y P. Ostreatus. Si bien no presentan grandes diferencias en los
requisitos, es importante ver las diferencias que pudiera haber en sus propiedades
fisicas y mecanicas o en la facilidad de procesar ambos tipos de hongos. Los hongos
fueron adquiridos del proveedor de hongos Mycelia[69][70].

(a) Cultivo de P.Ostreatus. (b) Cultivo de G. Lucidum.

Figura 3.4: Hongos seleccionados para el desarrollo del proyecto.

3.2.2 Agente Coagulante

El agente coagulante seleccionado para este proyecto es una solucion de chito-
san en acido acético. El chitosan utilizado en este estudio fue proporcionado por
ThermoFisher Scz'entz'ﬁc. A este, se le anade cierta proporcién de agua para
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hidratar al serrin ya que, como se explicard en un apartado posterior, este estara
completamente deshidratado. En este punto, formara una pasta viscosa con la
capacidad de mantener la forma.

Figura 3.5: Pasta resultante de la mezcla con el chitosan.

El chitosan es la forma deacetilada de la quitina . Como ya se mencioné antes,
la quitina es un biopolimero presente en las cascaras de crusticeos y en las hifas
de los hongos. Es por ello por lo que es un material compatible con el organismo
en cuestion. El chitosan, es conocido por sus caracteristicas de biocompatibilidad,
biodegradabilidad y no toxicidad . De hecho, este material ya es utilizado en
medicina para la produccion de cartilago, andamiaje o scaffolding y curacion de

heridas )
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H tNH-CO-CH4 H WNH-CO-CH,

L. —In

(a) Estructura molecular de la quitina. Fuente: Ler-
tsutthtwong et al.

SRS

) Estructura molecular del chitosan. Fuente: Ayan
et al.

Figura 3.6: Quitina y chitosan

La deacetilacién implica la eliminaciéon del grupo acetil de la molécula. La
acetilacion ocurre normalmente sobre atomos de Oxigeno o Nitrogeno, lo cual se
define como N- y O-acetilacién respectivamente [74][75]. Las estructuras quimicas
de ambas moléculas, quitina y chitosan, pueden ser observadas en las figuras y
respectivamente.

El compuesto que se utilizara, es una forma parcialmente acetilada del chitosan,
siguiendo el proceso de Soh et al.[62]. En este estudio, se disuelve el chitosan en
una solucion del 1% de acido acético. Este compuesto resultd ser el mas practico
de todas las opciones estudiadas. Estas opciones seran desarrolladas en futuros
apartados. Sin embargo, una lista de las opciones es la siguiente:

e Mezcla de chitosan en una soluciéon de acido acético: En este caso se
probaron diferentes opciones en funciéon del peso de chitosan incorporado a
la mezcla. Como ya se verd en futuros apartados, la viscosidad del medio se
incrementa con la proporciéon de chitosan.

— 1% de peso en chitosan

— 2% de peso en chitosan

— 3% de peso en chitosan
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e Gel de chitosan: Este compuesto presentaba propiedades mecanicas muy
pobres, ademéas de que no resultaba en una sustancia fluida y viscosa, sino
mas bien sélida. Por ello, fue descartado como opcién para crear la pasta
extruible. Ademaés de ello, el proceso para conseguir el material es complicado
y requiere de sustancias nocivas para la salud. Haciendo un uso precavido
de estos elementos no hay riesgo. Sin embargo, se aleja del objetivo de este
proyecto de hacer el proceso lo mas asequible posible.

« Compuesto de agar con levadura y malta: Este medio fue utilizado en
un principio para guardar y cultivar los clones de los especimenes con los que
se trabajaba. Es un medio rico en nutrientes que provee de un entorno éptimo
para el desarrollo del micelio. Sin embargo, su estado sélido no hace factible
la incorporacion del serrin para crear la pasta que se busca. Ademas de esto,
su densidad no posibilita el desarrollo del micelio mas alléd de la superficie.

e Gelatina de piel bovina: La imposibilidad de aumentar su viscosidad o de
llegar a su estado de gel fueron los culpables de que se descartase el uso de
este material para actuar como agente coagulante.

e Residuo de la industria maderera: Por su composiciéon desconocida y la
imposibilidad de esterilizarlo, fue inmediatamente descartado.

3.2.3 Sustrato

Para este proyecto, se probaron tres tipos de sustratos con el objetivo de ver
el impacto que tuviera sobre el crecimiento del hongo y sobre las propiedades
mecénicas y fisicas del material. En primer lugar, esta el serrin. Este material es
barato y altamente disponible. En segundo lugar, fibra de coco. Esta alternativa es
algo mas cara pero sigue siendo altamente disponible. Por ultimo, una mezcla a la
mitad de los dos sustratos.

Para la eleccion de los sustratos, al igual que con la eleccion del hongo, se han
de tener en cuenta ciertos requisitos. Algunos de ellos coinciden con los de los
hongos, ya que han de ser de bajo costo y altamente disponibles. Sin embargo, a
diferencia del caso del hongo, la eleccion de este afecta a la eleccion del sustrato.
Esto se debe a que los hongos elegidos no crecen en cualquier medio, sino que ha
de cumplir ciertos criterior. Las caracteristicas que ha de recoger el sustrato deben
ser:

o Disponibilidad: El material a utilizar ha de ser ampliamente disponible. La

disponibilidad de un producto acorta los tiempos de espera para que llegue el
producto y evita que solo haya un proveedor. De esta manera, si el suministro
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se corta, se puede confiar en que haya otra fuente de la materia de una calidad
relativamente parecida. Adicionalmente, esto ayuda a la reproduccion del
proyecto en caso de que se quisiera seguir desarrollando.

Coste econémico: Como se mencion6 antes con los hongos, es importante
disminuir los costes de entrada todo lo posible. A diferencia de los hongos,
la materia a utilizar no se multiplica. La cantidad de hongo que se pueda
conseguir serd directamente proporcional a la cantidad de sustrato que se
tenga, y por ello el coste del proyecto esta muy relacionado con este parametro.

Base vegetal: Los hongos seleccionados son conocidos como saproéfitos. Esto
quiere decir que se alimentan de materia organica vegetal en descomposicién
. Por ello han de ser descartados elementos que pudieran tener origen
animal. Mas alla de la dieta del hongo, la materia en descomposicion de
origen animal suele portar con ella mayor nimero de parasitos y agentes
externos, lo cual dificultaria el crecimiento del hongo.

Ausencia de agentes quimicos en exceso: Si bien los hongos son usados
para la descomposicion de agentes quimicos, como ya se mostré con la
micorremediacion, no es aconsejable para el crecimiento de los mismos. Dado
que se quieren estudiar los parametros que influyen en las propiedades de los
hongos, es preferible reducir el mayor niimero de variables desconocidas. Por
ello, es preferible trabajar con un sustrato libre del mayor niimero posible de
agentes quimicos.

Figura 3.7: Sustrato en el proceso de ser molido y mezclado.
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El serrin y la fibra de coco cumplen con todos estos requisitos perfectamente. En
primer lugar, son altamente disponibles y de coste reducido. En el caso del serrin,
es producido como residuo en la industria maderera, por lo que no hay problema
con el suministro, ademas de que es de coste bastante reducido. En el caso de la
fibra de coco, es ampliamente utilizada en el mundo de la jardineria, por lo que
cualquier establecimiento dedicado a estos enseres puede proveer este producto.

En cuanto a la base vegetal, en ambos se cumple este requisito. En el caso del
serrin utilizado, la mayor parte proviene de madera de pino. Este tipo de madera
no es comunmente usada para el crecimiento de hongos y setas, pero si es méas
comun de encontrar. En cuanto a la fibra de coco, los bloques que se venden como
sustrato estan practicamente compuestos enteros de la fibra de la cascara de este
fruto.

Figura 3.8: Fibra de serrin.

3.3 Meétodo

El proceso seguido en la creacion del material se divide en seis etapas, repre-
sentadas de manera grafica en la figura [3.9, En cada una de ellas, juega un papel
esencial cada uno de los componentes clasificados al principio del capitulo. En este
apartado se iran definiendo el papel que juegan los componentes en cada parte
del proceso. El proceso seguido es necesariamente secuencial, ya que depende, en
mayor parte del crecimiento del hongo. Se han definido las etapas del proceso de la

40



3.3. Método

siguiente manera:

o Inoculacion del sustrato: Esta etapa es una de las méas importantes, por
estar al comienzo del proceso. El mayor riesgo en esta etapa es la contamina-
cién. Si bien este es un problema persistente en todas las etapas, es crucial
en esta primera. En caso de que se diera contaminacion en la inoculacién
del sustrato, todo el cultivo o el clon se veria comprometido, afectando de
sobremanera al resultado final del proceso.

Esta etapa se basa en la mezcla del hongo con el sustrato a utilizar. Se puede
partir de dos fuentes distintas. En primer lugar, se puede partir directamente
de hongo provisto por un criador de hongos. En general, esta fuente de hongo
viene preparada para que el micelio empiece a desarrollar setas. Esto quiere
decir que son bolsas compactadas al vacio con una gran densidad de micelio.
Tiene minima ventilacion y esta pensado para que se realicen unos agujero
de pequeno tamano en la bolsa para que puedan salir por ahi las setas. El
segundo caso es el uso de clones creados en el laboratorio. Este medio se basa
en la incorporacion de trozos de Agar colonizados con micelio. Se entrara
mas en detalle en la creacién de dichos clones en esta seccion

« Primera colonizaciéon: Una vez ha sido mezclado el hongo con el sustrato, se
procede a esperar que el organismo colonice el medio. Para ello, es importante
mantener unas condiciones constantes de temperatura y humedad. Si bien la
concentracion de particulas de Didxido de Carbono influye sobre el crecimiento
de los hongos [77][78], en este caso no se tendréd en cuenta, dado que en el
medio utilizado para la primera colonizaciéon no hay manera de controlarlo. Sin
embargo, las condiciones dentro del laboratorio presentan poca variabilidad
en este respecto. Es en este paso del proceso donde se pueden ver claras
diferencias entre los sustratos en términos de calidad y preferencia del hongo.
Este periodo de colonizacién tendra una duracién de un par de dias.

« Mezcla con el agente coagulante: Después de que el hongo haya tenido la
ocasion de colonizar el sustrato a utilizar, es necesario mezclar con el agente
coagulante. Resultado de este paso es la pasta viscosa y con capacidad de
mantener cierta integridad estructural que se buscaba. Para ello, es necesario
primero la creacion de la solucién de chitosan, la esterilizacion del sustrato
y la seleccion del tamano. Este tltimo aspecto provo ser crucial para la
correcta extrusion del material. En cuanto menor era el tamano de grano del
sustrato, mejores eran las propiedades de extrusion. Las proporciones exactas
de material utilizado son:

— 30% en peso de Chitosan.
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— 30% en peso de Agua.

— 30% en peso de Sustrato inoculado.

o Extrusiéon: Una vez se ha mezclado con el coagulante y se ha formado la
pasta, se procede a la extrusién. Esta debe realizarse en condiciones en las
que haya minima contaminaciéon. Como ya se ha mencionado previamente,
es esencial que el organismo que colonice la pieza sea el elegido y no otro.
Es practica comin en la comunidad micologica el uso de camaras de flujo
laminar. Estos equipos previenen la contaminacion de la campana estando
el interior de esta a mayor presion que el exterior. El aire que se introduce
en ellas, atraviesa previamente un filtro para evitar que elementos nocivos
entren dentro del medio estéril.

e Incubacion: Tras tener la probeta deseada, es esencial mantener las condi-
ciones de humedad y temperaturas en un rango 6ptimo. Para ello, se disenid
una camara que consiguiera este propoésito . En este estado estaran desde
los 15 hasta los 30 dias. Teoréticamente, tras este tiempo deberia observarse
cémo el hongo ha colonizado todo el volumen. Como se veré en el capitulo
de resultados, este solamente colonizara la superficie de la probeta. Este es
un campo que ha de ser estudiado en futuras lineas de investigacion.

« Parada del crecimiento biolégico: La fase final del proceso es también la
mas simple. Si no se hace nada, el micelio seguira creciendo. Esto podria tener
sus utilidades, dando lugar a materiales con capacidad de autorrepararse. Sin
embargo, ese no es el objetivo del trabajo. Ademas, una colonizacién fuera
de control del micelio podria acabar danando a componentes que se pusieran
en contacto con el material en caso de tener un origen vegetal. Por ello, el
crecimiento ha de ser detenido. Esto se realiza de la misma manera con la
que se estiriliza el equipo que tendra contacto con el hongo o los sustratos.
Es necesario aumentar su temperatura hasta unos 120°C. De esta manera,
cualquier ser vivo quedara eliminado.

Mezcla

L : Parada de
Inoculacion Primera con el

crecimiento
biolégico

sustrato colonizacion agente
coagulante

Figura 3.9: Diagrama del proceso seguido.
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3.3.1 Hongo

En esta seccion se hablara de los diferentes procesos seguidos para mantener
una fuente constante y fiable de hongos. Se dividira la seccion en dos subsecciones,
cultivos en tarro y cultivos de clonacién. Estos primeros son los que mas duracion
tuvieron, aportando la mayor parte del organismo necesario para el desarrollo del
proyecto. Los otros cultivos, se sacaron a partir de los primeros, sirviendo como
una copia de seguridad de los especimenes.

Cultivos en tarro

En primer lugar, se crearon los cultivos en tarro. Este método no requiere gran
sofisticacion. Simplemente, se llena un tarro con cierta proporcion de sustrato
mezclado con cierta proporcion de sustrato inoculado. Al ser los primeros cultivos
en realizarse, el sustrato inoculado fueron semillas recubiertas de micelio. Estas se
mezclaron con fibra de coco, serrin o una mezcla de ambas.

En el cuadro se pueden observar los cultivos empezados. Se puede observar
ahi la proporcién entre sustrato y hongo, parametro que sera importante para
monitorizar la velocidad de crecimiento del hongo. De estos cultivos, desafortuna-
damente, no sobrevivieron todos. Esto sera discutido en la seccion de resultados en
mayor profundidad.

Nombre Fecha de inicio Sustrato Peso del sustrato Hongo ‘ Peso del hongo ‘ Ratio Hongo/sustrato
Serrin_Coco_ P 140122 [RENAINRIPY %Orz:‘ 443,00 g Pleorotus Ostreatus | 244,70 g 0,55
Serrin_ P_ 140122 14/01/2022 Serrin 330,40 g Pleorotus Ostreatus | 220,35 g 0,67
joco_ P 140122 14/01/2022 Coco 412,00 g Pleorotus Ostreatus | 214,60 g 0,52
14/01/2022 Coco 2020,69 g Ganoderma Lucidum | 126,66 g 0,06
14/01/2022 Coco 662,94 g Ganoderma Lucidum | 173,25 g 0,26
Serrin. Coco G 140122 [REVOINRIIR gf;;“ 268,46 g Ganoderma Lucidum | 220,44 g 0,82
Serrin_ G_ 140122 14/01/2022 Serrin 33541 g Ganoderma Lucidum | 318,90 g 0,95

Cuadro 3.2: Cultivos creados en funcién de sustrato y hongo utilizado.

En las figuras [3.10a], [3.10D] y [3.10d] se pueden observar los cultivos creados antes
de ser colonizados. En estos cultivos se utilizé como sustrato, de izquierda a derecha,
fibra de coco, mezcla de serrin y coco y, por ultimo, serrin.
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(a) Cultivo de fibra de coco con P. (b) Cultivo de serrin y fibra de coco
Ostreatus. con P. Ostreatus.
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(c) Cultivo de serrin con P. Ostreatus.

Figura 3.10: Cultivos en tarros.
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Estos tarros fueron esterilizados en primer lugar con etanol al 95% y luego
puestos en una calefactora a 120°C durante una hora. Esto permite minimizar la
contaminacién posible que pudiera interferir con el crecimiento del hongo. Después
de esto, se introduce el sustrato seleccionado. Para mantener las condiciones de
temperatura y humedad, se utiliz6 una calefactora con un plato con agua. De
esta manera, se consiguieron unas condiciones constantes de 30°C y un 80% de
Humedad Relativa. La tnica pega de este método es la necesidad de tener que
cambiar el agua casi constantemente por riesgo de contaminacion del medio. Dado
que los hongos necesitan oxigeno para poder desarrollarse correctamente, las tapas
de los botes tuvieron que permanecer abiertas. Fueron cubiertas simplemente con un
algoddn que impedia el acceso de agentes contaminantes. Se puede ver la situacién
de los cultivos en la figura [3.11]

Figura 3.11: Cultivos en la calefactora.

Cultivos de clonacion

Los cultivos de clonacién se realizaron en un medio de Agar. La receta utilizada
para la elaboracion de este medio, se sacd de criadores de hongos. En concreto,
la cantidad exacta de cada componente proviene del canal de YouTube Freshcap
Mushmoms. Para la creacion de este agar, los componentes son los siguientes
por cada litro de agua:

« Extracto de malta: 20g.
« Polvo de Agar: 20g.
o Levadura nutricional: 2g.

La elaboracion de estos medios de cultivo es muy sencilla. En primer lugar, se
mezclan los tres componentes mencionados en las proporciones definidas. Segui-
damente, se introducen en un recipiente resistente al calor. Dicho recipiente sera
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introducido en un autoclave, calefactora u horno para ser calentado. E1 Agar posee
una curva de histéresis, la cual hace que al aumentar su temperatura y volver a
enfriarlo, el estado de reposo cambie . De esta manera, queda un gel sélido
6ptimo para el crecimiento del micelio.

En la figura se puede observar una placa sin colonizar todavia. Se pueden
ver trozos de una placa previa de cultivo. Esto se debe a que la placa es tan nutritiva
que la contaminaciéon es imminente. El iinico remedio para la mitigacion de este
efecto es coger los trozos que no han sido contaminados para pasarlos a una nueva
placa. Se puede ver claramente qué partes de la placa han sido contaminados por
el color del micelio. En caso de ser blanco, es el micelio deseado. En caso contrario,
es crucial quitarlo de la placa, puesto que podria acabar con el cultivo entero. En
la figura se puede ver un cultivo colonizado por completo sin ningtn tipo de
contaminacion.

(a) Placa de Agar antes de ser coloniza-
da. (b) Placa de Agar colonizada

Figura 3.12: Cultivos en Agar

3.3.2 Agente coagulante

Para la creacion del agente coagulante, se utilizé una mezcla de chitosan con
una solucién de acido acético. De esta manera, los componentes esenciales fueron
los siguientes:

o Chitosan: con un grado de deacetilacién mayor o igual al 90%.
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« Acido acético glacial

« Agua

El proceso para la creaciéon del agente coagulante es bastante sencillo. Sin
embargo, lleva consigo una importante inversiéon de tiempo. En primer lugar, se
crea la solucién de acido acético. Para ello, se introduce 1mL de acido acético
glacial por cada 100mL de agua. Esta solucién contribuird a la actetilacion del
chitosan. Tras haber creado la solucién, se introduce un agitador magnético, que se
activara a velocidad media alta, evitando salpicar o derramar soluciéon. Por tltimo,
se ira introduciendo el chitosan. La proporciéon que mejor resultado dié fue la de
3% de chitosan. Este se ird incorporando poco a poco y intentard incrementar la
velocidad del proceso removiendo con una varilla de vidrio. Esto se debe a que el
compuesto suele flotar a la superficie y es dificil de disolver. Tras un par de horas se
deberia obtener un liquido viscoso de color amarillento. En la figura |3.13| se puede
ver el proceso de creacion del agente coagulante.

i -’;’. . 0'::0"".

Figura 3.13: Mezclado del chitosan con la solucién de 4cido acético.
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3.3.3 Sustrato

Como se menciond anteriormente, para conseguir una extrusion 6ptima el
tamano de grano del sustrato es un parametro crucial. Por ello, ha de conseguirse
un tamano consistente. El proceso seguido incluira los siguientes elementos:

e Sustrato: al probarse otros procesos de extrusion, quedo claro que el tinico
candidato apto era el serrin.

e« Amoladora: Con ella se muele el serrin para reducir su tamano.

o Tamiz: Con él se controla que el serrin tenga un tamano consistente, 0.5mm.

El primer paso en este proceso es conseguir un tamano de grano apropiado.
Para ello, se pasa por la amoledora. El equipo utilizado en este caso es un molinillo
de café o de especias. Gracias a esto se consigue reducir el tamano del serrin. Sin
embargo, no es un tamafo consistente, ya que el grano de menor tamano tiende
a agruparse en la parte inferior del aparato. Ademads, en ausencia de elementos
abrasivos, se llega a un estado de equilibrio en el que el serrin ya no reduce su
tamano. Tras esto, es importante la seleccion del serrin. Para esta empresa se hace
uso de un tamiz de laboratorio. Con este elemento se hace un filtro del material a
utilizar. El resultado sera esterilizado y juntado con el agente coagulante. En la
imagen se puede ver este proceso de manera grafica.

Amoledora Tamizado Esterilizado

[
ab
q q
-G
G
Figura 3.14: Proceso seguido para conseguir el sustrato.

3.4 Diseno experimental

Teniendo claras las hipotesis, se pueden disenar las pruebas que las confirmaran
o refutaran. Se crearan pruebas para cada componente del material en particular,
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ademas de para el material en su conjunto.

En primer lugar, se definiran las pruebas a realizar sobre el material en su
conjunto. Estas pueden resumirse en pruebas de caracter mecanico. Esto se debe,
a que el resto de hipdtesis serdn confirmadas o refutadas para cada uno de los
componentes que conforman el material. De esta manera, las pruebas realizadas
para el material final seran las siguientes:

« Ensayo de compresion: La primera prueba realizada serd un ensayo de
compresion. Esto se realiza para comprobar cudl es la resistencia del materia
frente a esfuerzos de esta naturaleza. Este valor sera comparado con el analogo
del poliestireno expandido (EPS). El objetivo de esta prueba es analizar si
en este campo, el material creado presenta unas propiedades competitivas.
Estos valores también seran comparados con aquellos conseguidos en estudios
previos sobre la materia. Las probetas utilizadas en este ensayo tendran
15.82mm de didmetro y con un espesor de alrededor de 2mm.

« Ensayo de flexiéon en tres puntos: En segundo lugar, se realizard una
prueba de flexién. Aqui, se pondra a prueba la capacidad del material para
resistir cargas en este sentido. Al igual que la anterior, se compararan tanto
con estudios anteriores como con las propiedades del EPS. En este caso, las
probetas miden 55mm de largo, como se puede observar en la figura [3.15|

Figura 3.15: Probeta utilizada para los ensayos de Flexion.

« Ensayo de dureza: Para medir la dureza que tiene la capa superficial de la
probeta, es necesario realizar un ensayo de dureza. Se realizard un ensayo de
dureza Shore A. En esta prueba, un durémetro empuja una punta de metal
contra el material. De esta manera, se consigue una medida entre 0 y 100 en

la escala Shore A [31].
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Figura 3.16: Ensayo de dureza para una pieza creada con el material.

3.4.1 Hongo

En primer lugar, ha de demostrarse que el hongo es capaz de crecer y de
colonizar el sustrato en pocos dias. Este control puede realizarse de manera visual.
El color blanco caracteristico del micelio hace que su deteccion sea muy simple. Sin
embargo, esto solo puede demostrarse para la superficie. Para la confirmacion de la
presencia de hongo en muestras, mas alla del desarrollo superficial, la tinica solucién
es el aislamiento de una seccion del sustrato para ver si se da crecimiento de micelio.
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Figura 3.17: Placa de petri con una muestra de crecimiento del micelio.

En segundo lugar, se ha de demostrar que se tiene un cultivo que sirve como
fuente constante de micelio. Para ello, se ha de controlar el estado del hongo regular
y periédicamente. En caso de presentar contaminaciones o influencias de agentes
externos, ese cultivo se da como perdido y hay que intentar preservar lo maximo
posible.

En el caso de los cultivos en medios de agar, esto es facil de hacer. Simplemen-
te, como se ha comentado anteriormente, se seleccionan zonas del medio que no
presenten contaminacion y se trasladan a medios limpios y estériles. Para ello se
han de esterilizar todos los instrumentos a utilizar. Ademas, se ha de trabajar en
un medio estéril, como pudiera ser una camara de flujo laminar.

Sin embargo, en caso del tarro es méas dificil. Es posible crear clones del cultivo
si hay presencia de setas. En este caso, se tomaran trozos de la carne interior del
fruto y se pondran en medios de agar. Después de ello, el micelio tendra que ser
transplantado el nimero de veces necesario como para que deje de presentar signos
de contaminacién. Un ejemplo de esto se puede ver en la figura [3.1§
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Figura 3.18: Contaminacién de un cultivo de tarro.

Por 1ltimo, para demostrar la colonizaciéon del material por el hongo, simple-
mente es necesario buscar las hifas blancas por el volumen. Para ello, se crearan
cortes longitudinales y transversales en un probeta que haya sido colonizada. Esto
demostrara si el hongo ha sido capaz de penetrar mas alla de la superficie.

3.4.2 Agente coagulante

Para el agente coagulante, es necesario hacer un estudio de viscosidad dinamica.
Para ello, se utilizard un viscosimetro rotacional, figura [3.19] Con este aparato,
se introduce un cabezal en el fluido. A medida que rota, se medira la resistencia
que opone el fluido al movimiento. De esta manera, se consigue la medida de
la viscosidad. Es necesario hacer esta medida a diferentes velocidades y con un
didmetro de cabezal apropiado para poder conseguir medidas con precision.

Figura 3.19: Viscosimetro rotacional. Fuente: GAOTek
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3.4. Diseno experimental

3.4.3 Sustrato

Para demostrar que el sustrato porta los nutrientes adecuados, simplemente
basta con ver si el micelio crece en el sustrato o no. Este proceso se podra notar por
la presencia de hifas y por la colonizacion del tarro en el que se encuentra o en la
probeta utilizada. Adicionalmente, el tamano de grano conseguido se comprobara
mediante el uso de tamices, que limitan la dimensiéon maxima de la particula.
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Capitulo 4

Resultados

El objetivo de este capitulo es refutar o confirmar las hipétesis planteadas en
el capitulo de la Metodologia experimental. Ademéas de ello, es necesario analizar
el proceso seguido para llegar a la creacion de cada uno de los componentes del
material. Esto se hara analizando los dos componentes principales del material,
los cultivos y el agente coagulante. El sustrato no se discutira en este capitulo,
puesto que su influencia queda localizada en la posibilidad de reducir el tamafio
de la particula o no. Teniendo en cuenta el proceso seguido para disminuir las
dimensiones del grano de sustrato, la fibra de coco quedd descartada como medio
viable para ser extruido. Por ello, los resultados discutidos toman el serrin como
base del material.

En primer lugar, se estudiara la creacién del material. Se analizaran aqui los
problemas encontrados dentro del cultivo del hongo. Entre ellos se puede contar
la contaminacién del medio como uno de los problemas mas influyentes en todo
el proceso. Se verda qué agentes causaron las contaminaciones observadas y los
métodos utilizados para lidiar con ello. Adicionalmente, se observara la manera en
la que el micelio coloniza los cultivos y la velocidad en la que lo hace.

Pasando al agente coagulante, se veran las alternativas que se probaron para
poder llegar hasta la solucion seleccionada. Se analizaran los métodos utilizados y
las caracteristicas que hacen que estos medios no sean apropiados. Para resumir, se
probaron cinco variantes distintas. Entre ellas se cuentan un residuo sacado de la
industria maderera, gelatina de piel bovina, gel de chitosan, agar y, por ultimo, la
solucion de chitosan.

Finalmente, se estudiaran los ensayos mecanicos mencionados en el capitulo de
Metodologia experimental. Entre ellos, se cuentan el ensayo de compresion, el de

flexion, dureza y viscosidad mecanica. Este tltimo se realizara sobre la solucién de

25



CAPITULO 4. RESULTADOS

chitosan antes de mezclarla con el material y en el material a extruir.

4.1 Creacion del material

Para llegar a conseguir extractos del micelio cultivado, hubo que enfrentarse a
dos grandes desafios. En primer lugar, las condiciones del desarrollo del micelio
y la velocidad de crecimiento. Dado que la temperatura afecta a la velocidad
de crecimiento del micelio, es dificil predecir cudl serd el punto 6ptimo para la
extraccion de este mismo. Si se espera demasiado, se habra formado una dura
costra que dificultard las operaciones que se quiera hacer. Si por el contrario se
espera demasiado poco, es probable que se acabe seleccionando parte del sustrato
que no haya sido colonizado.

Mas alla de este problema, yace el de la creacién del agente coagulante. Para
ello, se probaran diferentes medios, llegando a la conclusién de que la solucién de
chitosan es la mas adecuada.

Figura 4.1: Primera extrusion del material siendo colonizada superficialmente.
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4.1.1 Cultivos

Los cultivos en tarro utilizados fueron puestos inicialmente en condiciones
anaerobias a 30°C y 80% de Humedad relativa. Como ya se ha mencionado, esto se
conseguia mediante el uso de una calefactora con un plato con agua esterilizada
que era renovada cada poco tiempo.

Esta disposicion no mostraba indicios de ningun tipo de crecimiento a excepciéon
de uno de los tarros, ilustrado en la figura 4.2, Todos ellos habian sido tapados
herméticamente por riesgo de contaminacién. Sin embargo, esto restringia el acceso
de oxigeno, elemento necesario para el crecimiento del organismo. Es por ello que
se optd por la utilizacion de tapas de algodén. De esta manera, se restringe el
tamano de las particulas que entran al recipiente, evitando asi la entrada de agentes
contaminantes.

Figura 4.2: Tarro de cultivo de G. Lucidum.
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Desarrollo del micelio

Una vez se dejo respirar al micelio, el hongo empezd a colonizar rapidamente el
medio. En los tarros el crecimiento fue exponencial, acabando la mayor parte del
sustrato cubierto por el hongo.

Para hacer un control de las hifas, se hizo uso de un microscopio para poder ver
como este material se distribuye. En la figura se puede observar el crecimiento
del hongo. Se puede diferenciar de otros tipos de hongo por el tamano de la hifa.
Otros especimenes de diferente especie presentan menor grosor y color distinto.
Debido a la falta de tinte, se puede ver el color natural de la red de micelio, que es
de un tono blanquecino casi transparente.

Figura 4.3: Hifas de P. Ostreatus

Las muestras observadas en las figuras fueron tomadas de la seta una vez
extraida. Esto se debe a que abrir un cultivo para tomar una muestra implicaria
exponer a ese cultivo a una contaminacion innecesaria. Por ello, se esper6 a que se
pudieran tomar muestras que no afectaran el crecimiento del hongo.

Para observar el crecimiento del hongo por el volumen del medio, se cre6 una
probeta que pudiera ser seccionada. El proceso seguido fue el mismo que para
cualquier otra pieza. Se mezclaron a partes iguales sustrato inoculado, agente
coagulante y agua. Se esperaron 20 dias de incubacién en un medio controlado
para el correcto desarrollo del hongo. Una vez pasado este tiempo, se seccioné la
pieza de manera longitudinal. De esta manera se podria ver mejor si el micelio
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habia pentrado en la pieza.

Figura 4.4: Probeta utilizada para controlar el desarrollo del micelio por el sustrato.

Como se puede ver en la figura[£.4] el hongo no penetré mas alld de la superficie.
En un primer momento se planteo la hipotesis de que podria deberse al tamano de
grano del serrin, que, al ser tan pequetio y estar compactado mediante el chitosan,
impedia al hongo colonizar el volumen entero. Sin embargo, esta teoria se desmintié
al limpiar los tarros de cultivo. En ellos, se podia observar el mismo fenémeno.
El hongo crecia por la superficie, pegado al vidrio, pero no tocaba el serrin o la
fibra de coco mas profunda. Esto es posible que se deba a que la tendencia del

micelio del G. Lucidum es hacia fuera, siendo esta el comportamiento que buscan
los fabricantes de micelio [32].

Contaminacion

Durante el crecimiento del hongo, se dieron dos casos de contaminacion. El
primero fue a manos de un hongo perteneciente al género de Penicilium. El se-
gundo caso no llegd a afectar al sustrato. Sin embargo, se encontraron indicios de
presencias de esporas en el algodén que cubria las bocas de los tarros.
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Como se puede ver en la figura[4.5D] la base del bote se llen6 de una poblacion de
hongo del género Penicilium. El color verdoso azulado delata su género , como
se puede observar en la figura Si bien este hongo no es toxico ni dafiino para
la salud, supone una contaminacion del cultivo, que comprometia el crecimiento del
hongo. Por ello, el tarro tuvo que ser vaciado, limpiado y esterilizado, quedando por
tanto el cultivo inutilizado. Otra manera de diferenciar este hongo del G. Lucidum
o del P. Ostreatus, es tomando muestras con el microscopio. En la figura se
puede observar que las hifas del hongo son de bastante mayor tamafio que las
observadas en la figura 4.3

(b) Contaminacién de Penicilium en el agua filtrada.

Figura 4.5: Contaminaciéon sufrida en los cultivos de tarro.
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El origen de esta contaminacién fue debido a una raja en el tarro. Esta grieta
se cre6 por un incorrecto enfriamiento tras la esterilizacién del bote. En un primer
momento el inico impedimento que suponia la raja es que el agua introducida en el
sustrato para mantener al hongo hiimedo, se filtraba al exterior. Esto se soluciond
poniendo un plato debajo del tarro. Esta situacion se dio también en otro tarro,
por lo que no se consider6 importante reemplazar el contenedor. Sin embargo, el
agua filtrada acabd contaminandose y las zonas proximas a la grieta también.

Posteriormente a este suceso, se encontraron esporas en los algodones de los
tarros de los cultivos. Estos elementos se pueden ver a simple vista, como se ve en
la figura La presencia de estas motas negras podria significar que alguno de los
cultivos hubiera sacado setas y estuviera esparciendo sus semillas. Sin embargo,
esta teoria puede ser refutada por el hecho de que ninguno de los cultivos habia
dado fruto visible.

Figura 4.6: Esporas encontradas en el algodén del tarro.

En las figuras y se confirma que las esporas son de distinto origen. Se
puede ver claramente diferencias en el color de ambos especimenes. Hay una gran
cantidad de esporas en el ambiente. El niimero y la especie dependen de la zona y
la estacion del afio. Por ello, la teoria mas plausible es que ya se hallaran presentes
en el aire.
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(a) Esporas de G. Lucidum. (b) Esporas de un contaminante.

Figura 4.7: Comparacion entre esporas de G. Lucidum y un contaminante.
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Extraccion del micelio y setas

Una vez se vio que el micelio habia recubierto todo o la mayor parte del sustrato,
se procedio a la extraccién de muestras para ser mezcladas con el sustrato. Para
ello, se introdujeron los cultivos seleccionados, en este caso de G. Lucidum, dentro
del medio estéril, la campana de flujo laminar. Una vez ahi, se frot6 la superficie de
los tarros y de los recipientes a utilizar con alcohol. De esta manera, se minimiza
la contaminacién. El utensilio seleccionado fue un bisturi, que fue esterilizado
mediante el uso de un mechero.

Figura 4.8: Extraccién de muestras de micelio de G. Lucidum

El material extraido era duro y dificil de cortar. La textura recordaba al cuero
o a la goma. Una vez cortado un trozo de material, la extrusion era practicamente
imposible, dada la textura del micelio y la imposibilidad de molerlo para conseguir
un tamano menor. Por ello, se consider6 para futuras extrusiones reducir el tiempo
de cultivo a los 15 dias y hacerlo sobre el sustrato final. Esto quiere decir, utilizar
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el serrin molido y tamizado en lugar de hacer crecer el micelio sobre serrin para
después molerlo.

Del cultivo seleccionado, se extrajo la muestra que queda ilustrada en la figura
Si bien en el momento de extraccién eran fragmentos sueltos, al dejarlo
reposar unos dias en un vaso de precipitados, el micelio crecié uniendo los diferentes
trozos para formar una pieza cohesionada. Tras esto, se esterilizo para detener el
crecimiento bioldgico. Esto hizo que la textura cambiase de gomosa a dura y con
tacto parecido al del corcho.

(b) Extracto del micelio una vez esterilizado.

Figura 4.9: Extracto del micelio.
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4.1.2 Agente Coagulante

Para la creacién de un fluido lo suficientemente viscoso, se consideraron diversos
candidatos. La viscosidad del fluido es el requisito necesario. Sin embargo, el que
pueda aportar los nutrientes necesarios para el desarrollo del organismo es también
esencial.

Residuo de la industria maderera

En primer lugar, se consider6 utilizar residuo de industria maderera. La com-
posicién de este compuesto era desconocida. El inico quimico que era conocido
era la lignina. Este es un polimero organico presente en la madera. Es uno de los
polimeros organicos méas abundantes en la naturaleza. Las enzimas producidas por
los hongos son capaces de degradarla y descomponerla. Los hongos seleccionados
en especifico pertenecen a la clase de hongos que se alimentan de madera.

Este factor hace que en teoria el compuesto pareciese ideal para el proyecto.
Sin embargo, al intentar esterilizar el residuo, este pasé a un estado sélido. Esto se
podria haber evitado de tener acceso a un autoclave. Esto unido al hecho que se
desconocia la mayor parte de los componentes del material, hicieron que fuese facil
descartarlo como candidato para actuar de agente coagulante.

Gelatina de piel bovina

En segundo lugar, se tomd en consideracion la gelatina de piel bovina. Parar
conseguir este material, se prepar6 una solucién del compuesto en agua, como se
puede ver en la figura Una vez disuelto, se elevd la temperatura hasta la
ebullicién y se volvio a bajar. Este proceso no consiguié aumentar la viscosidad ni
hacer que el compuesto adquiriese propiedades de gelatina. Por estos dos inconve-
nientes fue descartado para el uso como agente coagulante.
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Figura 4.10: Solucién creada con la gelatina de piel bovina.

Gel de chitosan

Para la elaboracién de este compuesto, se tomaron como referencia los articulos
de Hirano et al.[34) y Moore et al.[85]. Estos fueron los primeros en desarrollar un
gel de chitosan que no conllevara la reticulacion del mismo. Este proceso, se
llevaba a partir de chitosan practicamente deacetilado o, lo que es lo mismo, con
un grado de deacetilacién (DD) muy alto.

La preparacién de este gel requiere de los siguientes elementos:
« Chitosan: DD > 90% (500mg)

e Solucién: 25mL 10% &cido acético

 Anhidrido acético: 12.5mL (Exceso)
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Juntando estos componentes con un agitador magnético, se consigue el resultado
representado en la figura A primera vista, parecia que no habia cambiado
demasiado. Sin embargo, el componente adquirié un estado de gel. Era blando al
tacto, aunque mantenia su integridad estructural. Tanto era asi que mantuvo un
hueco con la forma que dejé el agitador magnético al retirarlo.

Figura 4.11: Gel de chitosan en su estado acido.

El gel conseguido tenia una acidez muy elevada, por lo que fue necesario su-
mergirlo en agua durante una semana, cambiando esta varias veces al dia, para
reducir su acidez. Esto queda representado en la figura Tras ello fue posible
manipularlo sin ningtin tipo de proteccion.

Si bien el compuesto adquirié unas caracteristicas de gel, no tiene las propieda-
des de extrusion deseadas. La falta de viscosidad hacia imposible que actuase de
agente coagulante para el serrin.
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| .

(b) Gel de chitosan tras una semana de
(a) Preparacién del gel de chitosan. lavados.

Figura 4.12: Gel de chitosan.

Agar

El Agar se considerd por sus propiedades gelificantes y su capacidad de aportar
nutrientes. Es un medio muy popular de cultivo de micelio entre la comunidad
micologica. Es utilizado para la creacion de clones de setas y hongos, ya que es
facil identificar la aparicién de contaminaciones y de agentes externos.

Para su creacion, solo se precisa de los componentes mencionado en apartados
anteriores. Una mezcla de estos tras calentarla y enfriarla, adquiere una consis-
tencia sélida a temperatura ambiente. Esto es irreversible, volviendo al estado
liquido inicamente cuando se vuelve a calentar, como se puede ver en la figura[1.134]

La gran ventaja de este método, es la sencillez de inoculaciéon. Mientras que
en el sustrato el hongo crea una dura capa de micelio superficial, el agar es facil
de cortar. Esto se debe a que el micelio cubre una capa minima de la superficie,
creando una red de hifas muy delicada.

Al mezclarlo con el sustrato y el agua, la mezcla resulto facil de imprimir. Sin
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embargo, a pesar de la gran cantidad de nutrientes, el hongo no crecié en la probeta.
Ademas de ello, el Agar no conseguia mantener la integridad estructural deseada.
Por ello, esta alternativa fue descartada como candidato para actuar como agente
coagulante.

(a) Preparacién del agar. (b) Placas de Agar.

Figura 4.13: Placas de Agar y su preparacion.

Solucion de chitosan

Finalmente, se llega a la alternativa utilizada. La solucion utilizada esta com-
puesta de un 3% de chitosan en peso en una solucién de un 1% de acido acético. Se
seguia el proceso citado en Soh et al.. En este procedimiento se crea una solucién
como la mencionada anteriormente. La tinica diferencia entre ambos procesos radica
en que el chitosan usado fue el mismo que se utilizé para la creacién del gel de
Hirano et al.. El grado de deacetilacion (DD) entre ambos procesos difiere,
teniendo el utilizado en el primer articulo un DD de entre 75% y 85%. El utilizado
para la solucién tiene un DD mayor de 90%. Esto hace que las caracteristicas de la
solucién obtenida sean distintas.

Para obtener la solucion utilizada en el producto final, es necesario crear en
primer lugar la solucién de 4cido acético al 1%. Tras ello, se anade el chitosan
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poco a poco mientras se remueve la mezcla con un agitador magnético. Se ayuda
al chitosan a mezclarse con el uso de una vara de vidrio. El resultado final es una
solucién de aspecto amarillento y de una elevada viscosidad. La elaboracion de este
producto se puede observar en la figura

Figura 4.14: Solucién de chitosan.
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4.2 Ensayos mecanicos

Las probetas que se sacaron de la extrusion del material no presentaron cre-
cimiento del hongo. En la superficie la colonizacién era minima y, como ya se
ha explicado anteriormente, no habia crecimiento por dentro del volumen. Al
inspeccionar las muestras extruidas, se noté que la mayor parte de ellas estaban
deshidratadas. La carencia de humedad puede servir para explicar la falta de
crecimiento del hongo en las probetas.

Sin embargo, se vio que la mayor parte de ellas poseia la integridad estructural
necesaria como para que se pudieran analizar sus propiedades mecénicas. Siguiendo
con el proceso final, definido en la figura se introdujeron dentro de una calefac-
tora una seleccion de las probetas para detener el crecimiento bioldgico. Tras esto,
las piezas adquirieron un color blanquecino y fragil. Por ello fue imposible extraer
de ellas probetas con unas medidas dadas para someterlas a los ensayos deseados.
De estas piezas se extrajeron muestras para observar al microscopio la estructura
resultante de pasarlas por el horno. Esto se puede observar en la figura Para
obtener las caracteristicas mecanicas, no se pasaron por el horno las probetas a

ensayar.

(a) Estructura de la probeta tras ser es- (b) Estructura de la probeta tras ser
terilizada. esterilizada.

Figura 4.15: Probetas esterilizadas.
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4.2.1 Ensayo de viscosidad dinamica

Antes de la extrusion, se realizaron dos tipos de estudio de viscosidad dindmica.
El primero se llevo a cabo para determinar la viscosidad dinamica de la solucion
creada. Ademas, sirvi6 para seleccionar la cantidad de chitosan que se anadiria a la
solucion de acido acético.

En el cuadro quedan representados los resultados del ensayo. Este fue
realizado con un viscosimetro rotacional. En este caso, se utilizé un husillo R4.
De esta manera, quedé amplio espacio de separacién con las paredes para evitar
interferencias, ademas de estar dentro del rango de medida de este husillo.

Viscosidad Velocidades
Porcentaje chitosan | 10 rpm 20 rpm 50 rpm 100 rpm

1% 99,20 mPa-s | 67,10 mPa-s | 51,60 mPa-s | 53,80 mPa -s
2% 205,30 mPa - s | 168,20 mPa - s | 153,70 mPa - s | 149,80 mPa - s
3% 872,20 mPa - s | 837,90 mPa - s | 800,30 mPa -s | 697 mPa - s

Caracteristicas de la solucién
Acido acético
Agua Milipur

Husillo
T? ambiente
HR

Cuadro 4.1: Viscosidad de la solucion del chitosan dependiendo en el porcentaje de
chitosan.

El primer factor a resaltar, es que a medida de que aumenta la velocidad del
husillo, la viscosidad disminuye. Esto es debido a que esta decrece con la tempera-
tura, la cual crece con la velocidad del husillo. Si bien no es un cambio notable de
temperatura, es suficiente como para hacer que el valor de la viscosidad dinamica
caiga.

En la grafica presentada en la figura se puede ver la tendencia que si-
gue la viscosidad dindmica segtin se aumenta la velocidad de rotacion del husillo.
También es notable la diferencia entre las concentraciones de chitosan en la so-
lucién. Segin sube la cantidad de chitosan en peso, sube la viscosidad dindmica.
De estas tres concentraciones, se seleccionara el 3% para anadir al agente coagulante.
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Viscosidad dinamica del chitosan
1000 mPa-s

900 mPa-s

800 mPa-s

700 mPa-s

600 mPa-s
—-—1%
—-2%

——3%

500 mPa-s
400 mPa-s

300 mPa-s

200 mPa-s '\’\
100 mPa-s \\

0 mPa-s
0rpm 20 rpm 40 rpm 60 rpm 80 rpm 100 rpm 120 rpm

Figura 4.16: Viscosidad dinamica del chitosan.

Al anadir el serrin inoculado y el agua, es necesario el cambio de husillo. Esto
se debe a que con la adiciéon de estos componentes, la resistencia a que el husillo
rote se dispara. En este caso, el instrumento tiene un didmetro menor en la pala,
por lo que la superficie que opone resistencia es menor.

Viscosidad Velocidades
Porcentaje chitosan | 10 rpm 20 rpm 30 rpm 50 rpm 60 rpm
3% 34627 mPa - s | 25880 mPa - s | 19846 mPa -s | 15470 mPa - s | 12650 mPa - s

Caracteristicas de la solucién

Acido acético
Agua Milipur
Husillo

T? ambiente

HR

Cuadro 4.2: Viscosidad dindamica de la mezcla de chitosan con sustrato inoculado
con G. Lucidum.

Al igual que en el caso anterior, la viscosidad disminuye al aumentar la velocidad
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de rotacion. Dado que una tercera parte de la composicion del material es chitosan,
no es de extranar que se presenten efectos similares a los observados en el ensayo
donde se analiza el comportamiento del chitosan aislado.

40000 mPa-s Viscosidad dindmica del Ganoderma Lucidum

35000 mPa-s —— 34627 mPas

30000 mPa-s
25880 mPa-s

25000 mPa-s

198464 mpPa-s

—

20000 mPa-s

12650 mPa-s
15000 mPa-s

10000 mPa-s
5000 mPa-s

0 mPa's
0 rpm 10 rpm 20 rpm 30 rpm 40 rpm 50 rpm 60 rpm 70 rpm

Figura 4.17: Viscosidad dinamica del material.

Los resultados obtenidos, muestran viscosidades de entre 12650 mPa - s y 34627
mPa - s. En comparacion con Chen et al., esta cifra parece pequena, dado que en este
articulo se consiguen viscosidades dindmicas de un orden de 10¢ — 10mPa - s[65].
En comparacion con Bhardwaj et al., también es menor la viscosidad aunque més
parecida, ya que las ordenes de magnitud estan entre 10* — 10°mPa - s.

A pesar de la viscosidad del material, se presentaron problemas a la hora de la
extrusion. Al igual que a Bhardwaj et al., el material al ser presionado filtraba el
agua presente en la mezcla. Este problema es causado por la heterogeneidad del
material.
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4.2.2 Ensayo de Flexi6on a tres puntos

Para el Ensayo de Flexion a tres puntos, se utilizé una probeta de 55mm de
largo. Para obtener la probeta, se recortd el material que se habia extruido. La
probeta serd sometida a esfuerzos de flexién para poder ver cudl es su resistencia a
este tipo de cargas.

En la grafica de la figura [£.18) se puede ver la curva que relaciona la carrera
recorrida por el cabezal flexionando a la probeta con la fuerza que esta ejerce
resistiéndose al movimiento. Al llegar a los 26,21, la probeta parte. Esto se
puede afirmar debido a que tras llegar a su punto maximo, la resistencia presentada
empieza a caer en picado. La presencia de un sibito crecimiento en la fuerza
momentos mas tarde puede ser debido a irregularidades en el material o que la
probeta no tuviese una ruptura limpia.

Curva de Flexion
30,00

25,00

20,00

5,00

0,00
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Carrera (mm)

Figura 4.18: Ensayo de Flexion a tres puntos.

Sabiendo el dato de la maxima resistencia presentada, es posible comparar las
capacidades de esta probeta con el Poliestireno expandido (EPS). La seccién de la
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probeta es de aproximadamente 57mm?, por lo que la tensién méaxima de flexién
soportada es de 459,81 M Pa. La resistencia maxima de este material a la flexion,
dependiendo de su densidad, va desde 200M Pa hasta los 862M Pa .

Otro aspecto notable es la forma de la curva. No hay una parte lineal, sino que
inicialmente hay una curva que mas tarde se linealiza. Esto se debe a la heteroge-
neidad del material.

4.2.3 Ensayo de Compresion

Para el ensayo de compresion, la probeta utilizada tenia un didmetro de 15.82mm.
Este estudio se realizara para tres probetas distintas. De esta manera, se pueden
comparar las caracteristicas entre las distintas muestras.

Ensayo de compresion

5,824105; 2,544836

2,5
5,38946; 2,157148
2
3
=
815 —Muestra 1
g —Muestra 2
w
—Muestra 3
1
5/227454; 0,687385
0,5
0
0 1 2 3 4 5 6 7

Carrera (mm)

Figura 4.19: Curva de esfuerzo-deformacién a compresion.

En la figura se puede ver claramente la diferencia entre las curvas de
esfuerzo-deformacién. Entre ellas, destaca la curva de la muestra 3. En ella, se
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puede apreciar la forma rectilinea que deberia presentar en un caso ideal el material.
Sin embargo,las otras dos presentan una linealidad inicial seguida de un cambio de
pendiente repentino. Este cambio se puede deber a la heterogeneidad del material.
Al estar conformado por particulas de serrin en su mayor parte, estas se comprimen
inicialmente rapido sin oponer demasiada resistencia. Sin embargo, llega un punto
critico en el que no tienen sitio donde ir, por tanto comienzan a presentar mayor
resistencia.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Carrera maxima 9,23 mm
Fuerza maxima 0,69 kN 2,16 kN 2,55 kN

IHESEReeEmnEb e 348 M Pa | 109 MPa | 12,9 M Pa

Seccion probeta kI Ell ‘

Cuadro 4.3: Resistencia a compresion de las diferentes muestras.

Resistencia a la compresion
14,00 MPa

12,00 MPa

10,00 MPa

8,00 MPa

6,00 MPa

Resistencia a la compresion

4,00 MPa

2,00 MPa

0,00 MPa
0 1 2 3 4
Muestra

Figura 4.20: Comparacion de las resistencias maximas de compresion de las mues-
tras.
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En el cuadro quedan representados los méximos resultados de cada una de
las muestras. Se puede ver que la muestra 3 tiene claramente la mayor resistencia
a la compresion. Esta tendencia de crecimiento entre muestras es posible verla en
la gréafica de la figura Aqui se puede ver que donde mayor incremento hay
entre muestras es entre la primera y la segunda.

El poliestireno expandido presenta una resistencia a la compresién de entre
0.090M Pa y 0.552M Pa. En comparacion, las muestras realizadas presentan
una resistencia maxima a la compresion de una media de 9.1M Pa. Sin embargo,
esta medida ha sido tomada de una poblacién de tres muestras, por lo que el valor
tomado no puede ser considerado como fiable. Adicionalmente, el crecimiento del
hongo puede introducir incertidumbre extra, ya que la concentracién de este afecta
a las caracteristicas del composite.

4.2.4 Ensayo de Dureza

Para el ensayo de dureza, se utilizara la medida de Shore A, esta es utiliza-
da normalmente para elastomeros y gomas . Se realizara sobre tres probetas
distintas para comprobar la constancia de la dureza. En cada una de estas probe-
tas se medira la dureza dos veces. De esta manera, el resultado final es la media
aritmética de ambas. En la figura se pueden ver dos de las 3 probetas a utilizar.

Figura 4.21: Ensayos de dureza Shore A.

En el cuadro se pueden ver los resultados de los distintos ensayos. Las
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probetas van disminuyendo en grosor. Esto lleva a concluir que la dureza va aumen-
tando de manera inversamente proporcional a esta medida. También se observa
mayor cantidad de micelio segiin se disminuye el grosor de la pieza. La disparidad
en resultados observada se debe a la heterogeneidad del material. Si bien no hay
manera simple de homogeneizar el crecimiento del hongo, dada su naturaleza
aleatoria, si es crucial controlar los parametros del entorno. De esta manera, se

puede predecir en cierta medida su desarrollo.

Probeta 1 \ Probeta 2

Probeta 3

70 88

Shore A = 33

Media | 71 88
Cuadro 4.4: Ensayos de dureza Shore A.

Al igual que con los resultados de flexién y compresion, no se puede sacar
un resultado fiable de una poblaciéon tan pequena. Sin embargo, muestra que el
material presenta cierta integridad, pudiendo soportar tensiones de flexién y de

compresion comparables a los del EPS.
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4.3 Conclusiones

Si bien en este proyecto no se consiguié obtener un material exitoso, si se pueden
sacar conclusiones interesantes a tener en cuenta. En primer lugar, sobre los hongos
se puede concluir que el pardmetro que mayor influencia tiene en la velocidad de
crecimiento es la temperatura. A pesar de que la humedad juega un papel crucial en
mantener al hongo con vida, es la temperatura ambiente la que dicta la velocidad
con la que el organismo colonizara el medio. Sobre este tltimo, se observo que el
serrin tiene mayor éxito para proveer a las setas con nutrientes. Este factor, anadido
a la posibilidad que tiene este material de ser molido, hizo que se considerase como
optimo.

La heterogeneidad del material fue un factor clave en los ensayos mecanicos.
Al igual que muchos materiales compuestos, es posible considerar a este como
anisotropico. La disposicién de las fibras de serrin o las hifas del micelio hacen que
las propiedades de las piezas ensayadas difieran con la posicion y el sentido en el
que se ejercen los esfuerzos. Por ello, es dificil caracterizar este material, aunque
no imposible. Para reducir la incertidumbre causada por la heterogeneidad de la
colonizacién, es importante conseguir uniformidad en el desarrollo del micelio. Para
ello, es esencial la constancia de las condiciones de temperatura y humedad del
entorno.

Es importante resaltar la dureza que tiene el material en su estado puro. A
pesar de que no se desarrollase correctamente en las piezas impresas, el micelio
encontrado en los cultivos poseia unas propiedades mecanicas muy elevadas. Con
una alta resistencia al corte o a la flexion, este material recordaba a una goma o a
un elastémero. El crecimiento de este micelio es achacado por la literatura de la
comunidad micoldgica a la cantidad de didéxido de carbono en el aire. Sin embargo,
esto no se comprobd en este proyecto, por lo que seria interesante investigarlo mas
a fondo en futuros estudios.

Las propiedades observadas en este material se vieron mermadas por el proceso
de esterilizacion. Esto lleva a pensar que el horno utilizado no es el método 6ptimo
para realizar este proceso. Habiendo utilizado este medio, las piezas son propensas
a perder agua, quedando carbonizadas, adquiriendo una gran fragilidad. Es esencial
desarrollar un método alternativo que no ponga en peligro la integridad de las
piezas o que afecte a sus propiedades mecanicas. Esta importancia se ve elevada
cuando se observa en el contexto de evitar la contaminacion.

Como ya se ha comentado, la contaminacion es el mayor de los riesgos que afec-
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tan al proceso diseniado. Por ello, la esterilizacién de los componentes e ingredientes
del material es una parte central del proyecto. La modificacion de este paso es, por
tanto, necesaria.
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4.4 Futuras lineas de investigacion

En este proyecto el mayor obstaculo encontrado fue conseguir extruir el material.
A pesar de conseguir un resultado aceptable en estos términos, la replicacién de
las proporciones que daban un material aceptable no implicaba un material con
las mismas caracteristicas. Por ello, es recomendable que en futuros proyectos
se investigase mas en este aspecto. Sabiendo que el grado de deacetilacion juega
un papel esencial en la viscosidad dinamica del fluido, seria recomendable probar
distintos grados para relacionarlos con esta variable.

Una vez se haya conseguido esto, el segundo punto a mejorar del proyecto es la
creacion de una muestra de mayor tamano. Esto permite la creaciéon de un estudio
estadistico que permita reducir la incertidumbre y analizar la variabilidad de los
parametros estudiados.

Otro punto de mejora es el estudio de las condiciones de preservacion. La Unidad
de Tratamiento de Aire, figura 4.22] creada en el proyecto de Gonzalo Borja Reyes
Uzquiano, no llegé a utilizarse. Por ello, las muestras extruidas no fueron guardadas
en condiciones estériles en las que se pudiera controlar la temperatura o la hume-
dad de una manera exacta. Por ello, las probetas obtenidas quedaron deshidratadas.

* = valvula

Figura 4.22: Unidad de Tratamiento de Aire diseniada en el proyecto de Gonzalo
Borja Reyes Uzquiano.

La cantidad de diéxido de carbono en el aire es un parametro que influye de
gran manera en el crecimiento y desarrollo del micelio. Por ello, es importante que
futuras lineas de investigacién tomen este pardmetro en cuenta a la hora de crear
los cultivos o incubar las probetas. Esto puede llevar a la creacion de especimenes
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mas resistentes y con mayor flexibilidad.

Finalmente, el método de esterilizacion utilizado en este proyecto no es éptimo.
Si bien la calefactora detiene el crecimiento biolégico de manera efectiva, evapora
toda la humedad presente en el articulo a esterilizar. Esto es la causa por la que
las probetas introducidas en la calefactora quedaron secas y se volvieron fragiles.
Utilizando un autoclave, es posible preservar la humedad presente en la pieza. Esto
significaria que esta seria capaz de mantener la flexibilidad que tiene al ser extraida
del cultivo.
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Apéndice A

Objetivos de Desarrollo Sostenible

A.1 Ciudades y comunidades sostenibles

En la actualidad, alrededor de la mita de la poblacién vive en ciudades [88].
No es de extranar pues, que una gran cantidad de emisiones de carbono pro-
vengan de estas concentraciones de la poblacién, mas de un 70% de ellas. Este
objetivo de las Naciones Unidas busca asegurar el acceso a una vivienda adecua-
da a todas las personas, asi como reducir el impacto medioambiental de las ciudades.

Una gran cantidad de los emisiones generadas en las ciudades es debida la poca
eficiencia energética en el campo de la climatizacion. El mal aislamiento provoca

mayor exposicion a la inclemencia de los elementos. Esto hace que se necesite mas
energia para calentar los hogares en invierno o enfriarlos en verano.

Figura A.1: Ciudades y comunidades sostenibles. Fuente: Naciones Unidas

El micelio ofrece una alternativa sostenible y potencialmente mas barata a los
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aislantes comunes. Al fin de su uso es facil descomponerlo e incluso utilizarlo para
la generacion de nuevo material.

A.2 Consumo y produccion sostenibles

Las estimaciones predicen que si la poblacién mundial alcanza los 9500 millones
de habitantes para 2050, seria necesario el equivalente de tres planetas para poder
abastecer las necesidades de todos ellos . Por ello, es esencial ser lo méas eficiente
posible a la hora de generar productos. Esto requiere una gestion responsable de los
recursos y las materias primas. Ademas de esto es crucial la posibilidad de reciclar
o reutilizar los productos en desuso.

Los productos hechos con base de micelio son perfectos para la consecucion de
las metas definidas en este objetivo. El organismo estudiado es capaz de crecer
en medios hechos a partir de residuos. De esta manera, se da una segunda vida a
productos que de otra manera hubiesen caido en el desuso. De hecho, los mismos
productos con base de micelio pueden servir de base para otros nuevos en cuanto
llegan al final de su vida 1til, sirviendo como medio de aportaciéon de nutrientes.

12 PRODUCCION
Y CONSUMO

RESPONSABLES

Figura A.2: Produccién y consumo responsables. Fuente: |Naci0nes Um'das|
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