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La construccién es de las principales industrias contribuyentes a la contaminacién ambien-
tal debido a su importante huella de carbono. A raiz de esto, surge la necesidad de buscar
formas de mitigar el impacto negativo asociado a esta actividad econémica. Una solucion es
el uso de materiales que provengan de fuentes naturales, presentandose como una alternativa
a los materiales convencionales, dado su gran consumo energético y de recursos naturales que
son cada vez mas escasos. Los compositos de micelio (MBC) son un ejemplo de estas nuevas
opciones, sin embargo, sus aplicaciones se ven limitadas por el método de fabricaciéon comtn
de amoldado.

El objetivo general del trabajo de investigacion es el desarrollo de un biomaterial com-
puesto de micelio que permita la fabricacion de estructuras mediante impresion 3D. A su
vez, se busca revalorizar un desecho organico rico en lignocelulosa como fuente de Carbono
que sustente el cultivo en estado solido del hongo Ganoderma lucidum. La optimizacion de
la formulaciéon de la tinta se lleva a cabo mediante el estudio de su reologia y ajuste de su
viscosidad. Para ello, se evaliia el comportamiento de la tinta tras la adiciéon de quitosano
o alginato como aglomerantes. Se prueban concentraciones del 2%p/p y 3 %p/p de quito-
sano y cuatro concentraciones distintas para alginato: 4 %p/p, 10 %p/p, 12 %p/p v 14 %p/p.
Ademas, se realizan pruebas de extrusién para los sustratos aserrin de roble y coronta de maiz.

Finalmente, se escoge imprimir un prototipo con una biotinta compuesta por alginato
al 14 %p/p y coronta de maiz inoculada. Se incubé la estructura durante tres semanas en
un rango de temperatura de 25°C-30°C, obteniendo una colonizacion superficial del micelio
sobre el sustrato. A partir de la impresién se construyeron probetas para realizar ensayos de
traccion-deformacion y compresion. Las propiedades mecanicas del biomaterial aumentaron
significativamente en comparacién al hidrogel con el sustrato puro, mejorando su médulo
de elasticidad sobre un 100% y el de compresion en aproximadamente un 45 %. Con esto,
se puede concluir que se logré avanzar en la fabricaciéon de biocompositos de micelio por
impresion 3D.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Antecedentes Generales

1.1.1. La industria de la construccion y su impacto

La industria de la construcciéon en conjunto con las demés asociadas a esta actividad
presentan una alta huella de carbono, siendo la manufactura de los materiales necesarios la
responsable de al menos el 45 % de la emision de COs,, no solo por ser altamente contaminan-
tes, sino que también por agotar una importante cantidad de recursos naturales y energéticos.
Mas atin, se estima que la fabricacién de estos materiales, junto con el transporte y uso de
maquinarias es responsable de alrededor del 40 % del agotamiento de la energia a nivel mun-
dial [1]. Ademas, el sector consume cerca de 3.000 millones de ton de materias primas al
ano [2] destinadas a la elaboracién de productos de construccion y materiales, generando en
consecuencia el 50 % de los residuos mundiales totales [3]. A su vez, los materiales utilizados
cominmente provienen de fuentes no renovables cada vez mas escasos como aridos, arcilla,
piedra caliza, espuma de poliestireno y minerales metdlicos (hierro, cobre y zinc) [4]. Méas
aun, su extraccién y produccion requiere de combustibles fosiles, por ejemplo, el petréleo,
indicando otro problema en términos de sustentabilidad [3].

Dado el progresivo crecimiento demografico, se espera que la industria de la construccién
crezca en conjunto con la poblaciéon mundial, de manera de suplir la demanda habitacional y
urbanizar espacios. De hecho, para 2030 se estima que entre un 30 % y 40 % de las emisiones
totales de gases de efecto invernadero, estén asociadas al sector de la construccion y a sus
industrias asociadas. [1]. A raiz de lo expuesto, surge la necesidad de encontrar soluciones
que permitan mitigar el impacto ambiental que implican el aumento de habitantes y sus
actividades inherentes.

Una alternativa es la buisqueda de nuevos materiales provenientes de fuentes naturales,
con procesos de produccion que involucren un menor consumo de energia y sean mas econo-
micos. Dentro de la gama de opciones novedosas y con menor impacto ambiental, estan los
biocompositos. Los compésitos de micelio (MBC por su nombre en inglés, mycelium-bound
composites) son constituidos tinicamente por micelio de hongo filamentoso y un sustrato de
lignocelulosa. El micelio corresponde a la parte vegetativa del hongo, especificamente a las
hifas que crecen formando entramado [5-8].



1.1.2. Hongos en la industria y en la biotecnologia

Los hongos han jugado un rol importante en la alimentaciéon de la humanidad desde ha-
ce cientos de anos. Un claro ejemplo son las levaduras, utilizadas para la produccion de
pan, quesos, bebestibles alcohdlicos como cerveza y vino, como también bebidas no alcoholi-
cas, soja, entre otros fermentados [9, 10]. Dentro de esta industria, actualmente se emplean
hongos como bioproductores de ingredientes de gran interés en la producciéon de alimentos,
enzimas como amilasas, celulasas y lipasas [9]. Més atin, Quorn ha desarrollado alternativas
a la proteina animal obtenida por fermentacién de un hongo filamentoso, conocidas como
micoproteinas [11].

No obstante, la participacion del reino Fungi en la vida humana, no se limita a nuestra
alimentacion. En Oriente, a los hongos se les han atribuido propiedades medicinales desde
la antigiiedad. Hoy en dia, han captado la atencién del resto del mundo, evidencidndose
un creciente enfoque en reconocer y caracterizar sus compuestos bioactivos. Entre las espe-
cies estudiadas por sus propiedades son Ganoderma lucidum, Hericium erinaceus, Coriolus
versicolor y Lentinula edodes [12]. Ademés, a través de los hongos se han logrado producir
compuestos de gran relevancia para la humanidad como antibiéticos [9] y, recientemente,
asparaginasas, medicamento utilizado para tratar la leucemia [13].

Luego, la produccién de nuevos materiales en base a hongos no seria una primera integra-
cién de estos organismos a la industria. Actualmente, estdan adentrandose en otras industrias
como la de la moda, diseno y construccion. Es aqui donde se presenta como una alternativa
para la produccién de nuevos materiales biodegradables y sustentables. Myco Works responde
a la necesidad de reducir el impacto asociado a la industria de la moda con un cuero alter-
nativo, Reishi ™. Mientras el cuero animal es responsable de altas emisiones de carbono y
contaminaciéon tanto de suelo como de aguas, las alternativas sintéticas provienen de recursos
fésiles y contaminan al finalizar su vida util [14]. Sin embargo, la huella de carbono asociada
a este producto es alrededor de un 90 % menor que para el cuero bovino [15].

En enfoques arquitecténicos, Ecovative comenzoé con el desarrollo de compositos de micelio
utilizando sustratos ricos en lignocelulosa en la fabricacion de ladrillos para construccion y
como sustituto ante el uso de poliestireno expandido en empaques. Actualmente, concentra
el 45% de las patentes relacionadas a biomateriales de fuentes fingicas [5]. También, se pre-
senta como una herramienta ambiental en proceso de biorremediacién de aguas y suelos [16].

Dicho lo anterior, el Reino Fungi presenta un gran potencial para solucionar problematicas
a las que se enfrenta la humanidad, dada su amplia variedad de organismos, versatilidad para
crecer tanto en medios s6lidos como liquidos, sumado a su resiliencia y adaptabilidad.

1.1.3. Revalorizacion de residuos

Los hongos son una buena opcion para revalorizar residuos agroindustriales, aprovechando
sus descartes ricos en lignocelulosa como sustratos para la obtenciéon de productos de gran
valor agregado. Con ello, es posible abordar la problematica con una solucién desde una
perspectiva de economia circular.

La industria agricola produce alrededor de 140.000 millones de ton anuales de biomasa
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descartada como residuo. El mayor de sus componentes es la lignocelulosa, convirtiéndola en
la materia prima organica més abundante en el mundo [17, 18]. Dentro de los subproductos de
la agroindustria esta la coronta de maiz con una disponibilidad mundial de 144 millones de ton
por ano tras el procesamiento del maiz [19]. Corresponde a una fuente rica en lignocelulosa,
compuesta por un 45 % de celulosa, 35 % de hemicelulosa y 15 % de lignina [18]. En Chile, el
maiz se corresponde a uno de los principales cultivos, con una produccion que entre 2017 y
2018 superd el billén de ton [20]. Se estima que a partir de cada 100 kg de grano de maiz, se
generan 18 kg de coronta [17], traduciéndose en una disponibilidad local de aproximadamente
200 millones de ton del residuo.

1.2. Motivacion

Dicho todo lo anterior, los MBC son una propuesta prometedora para la industria de la
construccion, arquitectura y diseno. No obstante, las principales aplicaciones de este material
estan hasta ahora limitadas por su método de fabricacién més comin, el amoldado, permi-
tiendo construir ladrillos, paneles o estructuras definidas por el molde en si. De esta manera,
resulta importante lograr desarrollar otra metodologia para su fabricacion, ampliando su di-
seno y utilidad. Asi, surge la motivacién de desarrollar un nuevo material basado en micelio
del hongo filamentoso Ganoderma lucidum, encontrando una formulacion que permita ser
utilizado en procesos de manufactura aditiva por extrusién (impresién 3D).

En este contexto, la impresién 3D permite la fabricacion de estructuras y disefios de alta
complejidad a partir de sinfin de materias primas. Luego, se presenta como un método de
construccién para la industria con un bajo costo y consumo energético [6, 21|, alinedndose
con el enfoque sustentable del proyecto.

En base a lo expuesto, se propone un proceso de obtencion de compdsitos de micelio por

impresion en 3D que se resumen en lo mostrado por la Ecuacion 1.1, como una analogia a la
respiracion celular que realizan los organismos aerébicos.

Residuo lignocelulésico + Hongo filamentoso + HoO + Oy — MBC + CO, (1.1)



Capitulo 2

Marco Teédrico

2.1. Reino Fungi

El reino Fungi est4 conformado por organismos Eucariontes! y heterétrofos?, es decir, que
deben obtener su energia a partir de fuentes organicas de carbono. En consecuencia, cumplen
con un importante rol en la biogeoquimica®, dado que descomponen la materia muerta en
nutrientes necesarios para otros organismos [22]. En particular, reciclan el carbono y mo-
vilizan el nitrégeno, fosforo y otros elementos indispensables para la vida de las plantas y
animales [23]. Sin embargo, mucho tiempo se asocié a los hongos principalmente con agentes
patogenos, dejando de lado su aporte a la ecologia y naturaleza.

Debido a la complejidad del reino, ha sido dificil lograr clasificarlos, por su amplia variabi-
lidad genética y morfolégica. Dicha caracteristica se refleja en la existencia desde organismos
simples, como levaduras unicelulares, hasta otros multicelulares y complejos, como los fila-
mentosos. A pesar de que atn existen especies que no han sido clasificadas ni identificadas, se
estima que existen alrededor de 2.2 y 3.8 millones de especies en todo el mundo [24]. A su vez,
segin la taxonomia més actualizada, el reino Fungi estd dividido en 9 filos*: Opisthosporidia,
Chytridiomycota, Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Zoopagomycota, Mucoromyco-
ta, Glomeromycota, Ascomycota and Basidiomycota [23].

2.1.1. Basidiomicetos

La actual seccion se centra en los organismos Basidiomicetos por concentrar la mayor can-
tidad de hongos filamentosos existentes, en particular, el hongo Ganoderma lucidum utilizado
para la fabricacion de MBC. Este filo es responsable de la degradacién de materia, promover
el crecimiento de plantas, hasta infecciones de cultivos agricolas y patdégenos humanos como
levaduras [25]. Su clasificacion se basa en la capacidad de formar basidios, estructuras encar-
gadas de producir cuatro esporas® exdgenas ¢, denominadas basidioesporas (ver Figura 2.1).

Dominio de organismos cuyas células poseen un ntcleo.

Organismo que no es capaz de producir su propio alimento, sino que se nutre desde otras fuentes orgdnicas
de carbono.

Estudia la interaccion entre los compuestos geoquimicos y los organismos vivos.

Categoria taxonémica que esta entre el reino y la clase.

Células reproductivas que producen ciertos hongos, plantas o algas.

Son las que se forman en el exterior de una célula o aparato especializado.

[~}

D Gk W

4



Si bien todas sus especies tiene hifas septadas’ ademds de generan basidios en las células
terminales de ellas, s6lo algunas generan cuerpos fructiferos macroscépicos (esporocarpos),
comunmente conocidos como champifiones. En la Figura 2.1 también se puede apreciar un
basidiocarpo con su pileo (sombrero) y estipe (tallo).

sombrero——m ~ laminillas (contiene
7 ot B |as esporas)

o -

Basidiosporas

anillo

micelio (hifas)

Basidio

Figura 2.1: Estructura del esporocarpo (basidiocarpo) de un basidiomiceto
y sus partes [26].

A diferencia de otros hongos, la reproduccién de Basidiomicetos es sexual y no asexual
[27]. Dicho proceso tiene dos formas, llamadas homotdlico y heterotalico. La primera se re-
fiere a la capacidad de reproducirse por si mismo, fusionando hifas de un mismo micelio y
autoreplicaAndose. En cambio, en el heterotalismo las hifas no son genéticamente compatibles,
por lo que la reproduccién requiere de la fusion de dos hifas distintas. El ciclo de vida repre-
sentado en la Figura 2.2 se divide en cuatro etapas principales que favorecen la aparicién del
micelio: plasmogamia, cariogamia, meiosis y la germinacion de esporas.

La formacién del micelio comienza con la germinacién de las esporas sexuales que se alar-
gan y extienden originando hifas primarias que contintian dividiéndose y ramificindose hasta
convertirse en micelio. La reproduccién sexual tiene inicio cuando dos hifas haploides (n)
compatibles y de distintos micelio, unen sus citoplasmas, pero manteniendo sus ntucleos se-
parados y formando un micelio diploide (2n), proceso conocido como plasmogamia. En los
basidios de estas hifas, se fusionan los nicleos (cariogamia) de dos células, formando un cigo-
to diploide (2n). Luego de experimentar meiosis (I y II), se obtienen cuatro células haploides
que se diferencian en basidioesporas que luego germinaran, siguiendo con el ciclo de vida.
Segun sea el caso, se pueden formar basidiocarpos a partir del desarrollo del micelio, dando
pie a la aparicion de nuevos basidios [25, 27-29).

7 Poseen paredes internas que dividen las hifas en células. Cuando no tienen septos son denominadas cené-
ticas.
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Figura 2.2: Reproduccion sexual de un hongo basidiomiceto. Adaptado de

130].

2.1.2. Hongos filamentosos

Los hongos filamentosos son organismos multicelulares, por lo general saprofitos, es decir,
obtienen su energia y nutrientes a través de la descomposicién de la materia organica, ya
sea de tejido animal o de plantas [31]. Sin embargo, también existen del tipo parasitarios y
simbidticos. El nombre filamentoso proviene de su estructura formada por hebras, llamadas
hifas, que crecen como un entramado y conforman la parte vegetativa del hongo. La red de
hifas, conocida como micelio, penetra el sustrato para degradar los carbohidratos mediante la
liberaciéon de enzimas hidroliticas desde los extremos de sus ramificaciones y, en consecuencia,
actia naturalmente como aglutinante [5-8].

La pared celular es una estructura crucial para mantener la integridad de la célula, pro-
tegiéndola ante estrés mecanico. En el caso de los hongos filamentosos, esta formada princi-
palmente por proteinas y polisacdridos que juntos constituyen glicoproteinas que le otorgan
rigidez. Sus componentes mas abundantes son los glucanos (50 %-60 %) del peso seco de la
pared, particular el 5-1,3-D glucano. A este polimero se le unen otros como la quitina que
alcanza entre un 10 % y 20 % del peso seco de la estructura. Ademads, se encuentran proteinas
glicosiladas (20 %-30 %), quitosano, melanina y lipidos en menor proporcién [32, 33].

Dado que la quitina es un polimero inelastico y con médulo de Young comparable con otras
fibras (Tabla 2.1), la presencia de este polisacarido en el micelio de los hongos filamentosos
los posiciona como fuentes llamativas para la produccién de biomateriales que aprovechen su
propiedad de entramado. Si bien cualquiera de estos hongos cumplen con el requerimiento
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de crecer formando una red para fabricar un biomaterial, existen especies que presentan
mejores resultados como lo hace Ganoderma lucidum, sobresaliente por generar micelios con
entramados més densos y, por ende, materiales mas resistentes [7, 8, 34, 35].

Tabla 2.1: Tabla comparativa de fuerza tensora para materiales naturales y
sintéticos [36].

Material Tipo Resistencia mecanica (MPa)

Quitina Natural (Polisacarido) 4000
Fibras de boro Sintético (Fibra sintética) 3400
Acero Sintético (Aleacién metalica) 2800

Fibras de carbono Sintético (Fibra sintética) 1900-2600

Fibra de vidrio Sintético (Fibra sintética) (Polisacarido) 1500-2000
Celulosa Natural (Polisacérido) 900
Coldgeno Natural (Proteina) 100

2.1.3. Hongos de pudricion

Los hongos de pudricién son organismos filamentosos degradadores y descomponedores de
madera, cruciales para el ciclo de los nutrientes. Son seres vivos capaces de transformar la
lignocelulosa a su conformacion mas simple por mecanismos enzimaticos y no enzimaticos.
Dicha clasificacién agrupa a los hongos que se alimentan de distintas formas de maderas y
se basa en el tipo de pudricién que producen [37]. Los hongos de pudricién blanca y parda
corresponden a organismos Basidiomicotas, mientras que los de pudriciéon blanda pertenecen
al filo Ascomicota [38].

* Pudricién blanca: Pueden degradar lignina, celulosa y hemicelulosa, mediante la libera-
cién de enzimas extracelulares, como lacasas y celulasas. Producto de su metabolismo
se obtienen maderas de aspecto blanqueado y fibroso [37-39).

e Pudricién parda: No son capaces de degradar la lignocelulosa, sino que la modifican
quimicamente y atacan la holocelulosa®. Generan maderas marrones y sin resistencia
que se disgregan facilmente [38, 39].

* Pudricién blanda: Degradan celulosa o hemicelulosa en maderas con alto contenido de
humedad, pero no saturadas. Su colonizacién superficial produce maderas blandas [38].

2.1.4. Ganoderma lucidum

Dentro de las especies més utilizadas para la fabricacion de MBC se encuentran Pleurotus
ostreatus y Ganoderma lucidum, siendo este tltimo el utilizado para la presente investigacion.
G. lucidum es un hongo filamentoso perteneciente al filo Basidiomicetos. Pertenece al com-
plejo Ganoderma, cuyas especies se caracterizan por un pileo brillante y lacado (ver Figura
2.3) [40]. Es un hongo degradador de madera, por lo que es capaz de deshacer los principales

8 Fraccién del polisacarido de lignocelulosa una vez extraida la lignina. Constituido por celulosa y hemice-
lulosa.



componentes de la lignocelulosa: lignina, celulosa y hemicelulosa (2.4). La secrecién de enzi-
mas lignoceluloliticas como lacasas y peroxidasas, se evidencia con mayor notoriedad durante
el crecimiento vegetativo, es decir, en la propagacion del micelio. Por otro lado, durante la
formacion de cuerpos fructiferos existe mayor expresion de proteinas degradadoras de celu-
losa y hemicelulosa [41].

Figura 2.3: Esporocarpo de Ganoderma lucidum [42].
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Figura 2.4: Estructura quimica de la celulosa, hemicelulosa y lignina, com-
ponentes de la lignocelulosa [43].

Es una especie poco abundante en la naturaleza, pero tiene un gran valor comercial, ya que
se le atribuyen propiedades medicinales, sin embargo, estas cualidades no han sido su tnico
atractivo. Recientemente, se ha descubierto que G. lucidum posee destacables propiedades
fisicas y mecénicas debido a la presencia de un sistema trimitico® de hifas en su micelio, am-
pliando sus aplicaciones a la producciéon de biocompésitos [35]. Por las previas razones, existe
una amplia cantidad de estudios sobre su cultivo para la obtenciéon de cuerpos fructiferos o
bien de su micelio.

2.1.4.1. Crecimiento y cultivo

El ciclo de vida de Ganoderma lucidum comienza con la dispersiéon de sus esporas y se
divide en cuatro etapas tipicas [44]:

9 Compuesto por los tres tipos de hifas: generativas, esqueléticas y conectivas. Estas tiltimas unen los otros
filamentos hifales, actuando como refuerzo a la red y estructura.
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1. Fase hifal: Corresponde al crecimiento vegetativo del hongo y consiste en la elongacion
de las hifas. Se forma el entramado llamado micelio que se extiende por el sustrato. La
colonizacién completa del sustrato toma alrededor de 4 semanas.

2. Fase de brotacién: Posteriormente, ocurre la formacién y diferenciacién del primordio!®
3. Fase de elongacién: Consiste en el alargamiento del primordio y formacién del estipe.
4. Fase madura: En esta ultima etapa, aparecen las esporas en la superficie del pileo.

Para la fabricacién de biomateriales se aprovecha tinicamente el desarrollo vegetativo (Fase
1), mientras que el resto del ciclo es 1til para el cultivo de sus cuerpos fructiferos.

Su cultivo puede ocurrir en un proceso de fermentacion sumergida (SmF) o por fermen-
tacion en medio sélido (SSF), dependiendo del producto que se busque obtener. La primera
forma corresponde a un medio liquido rico en nutrientes, mientras que en una fermentacién
sélida el sustrato estd dispuesto en ausencia de agua libre [9]. Una curva tedrica para el
crecimiento de un organismo unicelular son las fases: lag o de adaptacion (del in6culo al
medio), fase exponencial (crecimiento celular), fase de desaceleracién (la disponibilidad de la
fuente de carbono comienza a disminuir) y la fase estacionaria (producto del agotamiento de
la fuente de carbono). La produccién de biomasa de G. lucidum, descrita por la Figura 2.5,
construida a partir de datos experimentales, evidencia la cinética de proliferacion celular del
hongo filamentoso, permitiendo asemejarla a la curva tedrica. Asi, se permite comprender y
predecir como evolucionard el cultivo, el consumo del sustrato y la acumulacion tanto de los
productos de interés, como de metabolitos [45].

Es importante destacar que generalmente las curvas describen el crecimiento en un medio
liquido. En cambio, la dificultad de extraer datos desde el cultivo, dificulta el modelamiento
del proceso fermentativo en estado solido, limitando el acceso a una curva que describa el
comportamiento del hongo bajo estas condiciones. Por ende, se restringe el entendimiento de
la cinética del organismo. De todas formas, se identifican métodos utilizados para modelar
la cinética de Ganoderma lucidum a través de la medicién de su actividad enzimatica, o
bien, mediante cuantificacién de densidad micelial. Lo anterior, ha hecho posible asemejar
las curvas para ambos tipos de cultivo, identificando las mismas fases de crecimiento. Ademas,
se ha llegado a la conclusion de que un cultivo SSF permite alcanzar mejores rendimientos
dado que simula las condiciones de crecimiento naturales de los hongos filamentosos [46, 47].

10 Primera, forma visible del esporocarpo.
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Figura 2.5: Curvas de la formacién de biomasa de Ganoderma lucidum en
medio liquido en funcién del tiempo de cultivo [48].

2.1.4.2. Factores nutricionales y ambientales de cultivo

A continuacion se detallan los pardametros principales para el cultivo de micelio de G.
lucidum [7, 41, 44, 49-51].

* Fuente de carbono: El carbono es necesario para el desarrollo y crecimiento por ser
parte constitutiva tanto del micelio como de los cuerpos fructiferos del hongo.
Como se mencioné anteriormente, la fuente de carbono de G. lucidum por definicién es
la lignocelulosa. Dentro de las alternativas de sustrato estan documentados el aserrin de
maderas latifoliadas'!, paja, coronta de maiz o subproductos agricolas. De todos modos,
para el cultivo de su micelio es posible utilizar aztcares simples (glucosa, sacarosa) y
almidon.

* Fuente de nitrégeno: Es crucial puesto que es necesaria para la sintesis de proteinas
y, por ende, para el crecimiento del organismo. Por lo general, se utiliza salvado de
trigo, salvado de arroz junto con el sustrato o suplementacién con fuentes de nitrégeno
comunes como extracto de levadura, extracto de malta, peptona o sulfato de amonio.
La proporcion carbono:nitrégeno 6ptima es 20:1 para la etapa vegetativa.

* Humedad: Para un cultivo en estado sélido, la humedad éptima del medio es entre
60 % y 65 %, al igual que la humedad relativa del aire. En caso de usar un sustrato méas
disperso o disgregado debe aumentar a un 70 %.

* Temperatura: El rango de temperatura para G. lucidum es amplio, pudiendo crecer y
proliferar su micelio en ambientes desde 20 °C hasta 35 °C. Sin embargo, su 6ptimo se
encuentra entre 25 °C a 30 °C.

* Nivel de oxigeno: G. lucidum requiere de oxigeno durante todas las etapas de su
crecimiento. Producto de su respiracién celular este libera dioxido de carbono, el cual

1 También conocidas como maderas frondosas o duras por su estructura lefiosa, densa y poco porosa. Ejem-
plos: roble, nogal, castafio.
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afecta su crecimiento en caso de encontrarse en concentraciones superiores al 0.1 % en
el ambiente. Luego, en el cultivo del hongo se requiere de ventilacién para evitar que
dicho parametro se eleve.

* Iluminacién: El cultivo se debe realizar en oscuridad ya que el micelio es sensible a la
luz, inhibiendo su crecimiento.

La produccién de cuerpos fructiferos, etapa consecutiva a la vegetativa, requiere de valores
distintos en los parametros de cultivo. En la tultima etapa del crecimiento, se hace necesaria
una temperatura entre 24 °C y 28 °C, mayor humedad del ambiente (85 % y 95 %) y presencia
de luz suficiente para estimular la diferenciacién celular y desarrollo de esporocarpos [41].

A lo largo del proceso de manufactura de MBC, se deberan tener en consideraciéon las

multiples complicaciones que pueden surgir, afectndo el crecimiento del hongo filamentoso.
Las variables se resumen en la Figura 2.6.

Especie de hongo Sustrato

Contaminado

Escasez ——— Mo nutritivo

) No homogéneo
Sustrato incorrecto ———

Baja disponibilidad ———

No genera material —— .
9 No cohesivo

Dificultad de crecimiento —— Con propiedades variables ——

Efecto

Pre-crecimiento del micelio ——— Mal utilizado

Preparacion del sustrato ——

it Disefo inapropiado ——
Crecimiento —— naprop
Boiitiatamiaris Baja disponibilidad ——

Inactivacion —— Necesidades equivocadas — »

Tecnologia Uso previsto del biomaterial

Figura 2.6: Factores que afectan a la fabricacion y el uso de compuestos a
base de micelio. Adaptado de [52].
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Capitulo 3
Estado del Arte

3.1. Impresion 3D

La impresién 3D consiste en la deposicion continua de un material para producir objetos
tridimensionales. El proceso de adicién de capas sucesivas permite obtener estructuras com-
plejas, de cualquier forma y geometria [21]. Esta caracteristica y su versatilidad para emplear
distintos materiales han hecho popular a la impresién 3D en diversas areas. Actualmente, es
utilizada en ingenieria de tejidos hasta joyeria o incluso en la industria alimentaria, ofre-
ciendo la fabricacion y diseno de estructuras complejas de manera rapida y con bajo costo
asociado [53]. Existen distintos tipos de fabricacién aditiva, dependiendo del material que se
utilice y el fin de la impresién. Entre ellas estan la inyeccién de aglutinante (Binder jetting),
inyeccién de material (Materials jetting), deposicion de Energia Dirigida, fusién por lecho de
polvo (Powder bed fusion), extrusion de materiales (FDM) [54]. A su vez, cada uno de estas
categorias tiene requerimientos fisicos y reoldgicos distintos para lograr una tinta trabajable

[55).

También en la construccion esta tecnologia de manufactura se posiciona como una opcion
para reducir los costos de producciéon y tiempos de ciclo [56], ganando popularidad e interés
dentro de la industria. En la Figura 3.1 se muestra el aumento en publicaciones ligadas a
construccién mediante impresion 3D a lo largo de 30 anos, conllevando a que hoy en dia se
emplee como método de fabricaciéon. Dentro de los ejemplos de su aplicacién se encuentra
la impresion in situ (por FDM) de partes de una casa en Amsterdam. Se trata del primer
proyecto de este tipo en Europa y pretende comprobar la disminucion de los residuos, los
costos tanto de la obra como transporte [57].
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Figura 3.1: Produccién cientifica anual en la investigacién de construccién
impresa en 3D entre 1998 y 2019 [58].

En paralelo, se reporta el método de impresion 3D por extrusiéon de material como el
tipo mas usado en las areas de construccién, disefio y arquitectura. La extrusion de material
se refiere al proceso de fabricacion aditiva donde el material se dispensa a través de una
boquilla [59]. El material mas utilizado en la industria en cuestién es el hormigén y en
particular, para impresiéon 3D también es el que presenta més uso [58]. La metodologia de
manufactura mas prometedora para este material es conocida como Contour Crafting (CC),
que consiste en la extrusion y deposicién capa por capa del hormigén, directamente en el
lugar de la construccion. Entre las ventajas se encuentran que permite la automatizacion
del proceso, reducir costos y tiempos. Sin embargo, se requiere de estudios reoldgicos para
lograr las propiedades necesarias del material en impresién 3D, puesto que difieren de las del
hormigén estandar [58]. Se necesita que el material sea estable, resistente y que se endurezcan
rapidamente después de la impresion, caracteristicas faltantes en el concreto fresco. Por esta
razon, se buscan soluciones como la adicién de piedra caliza, cenizas volantes, aridos gruesos,
escoria de cobre y arcilla, de manera de ampliar la variedad de materiales imprimibles [58].
Otra alternativa es el hormigén de azufre como potencial material para construccion en la
Luna. Consiste en la mezcla de aridos y azufre, calentados sobre el punto de fusiéon del mineral
para la extrusion que al enfriarse mantiene la forma y presenta resistencia en menor tiempo
que el hormigén normal [57].

3.1.1. Biotintas para impresiéon 3D

En el vasto campo de la impresion 3D también se encuentra la bioimpresion, cuyos tres
tipos estan esquematizados en la Figura 3.2. Para esta forma de biofabricacién se utilizan
biotintas, término que alude a una formulacion que obligatoriamente contiene células dentro
de sus componentes [55]. Por una lado, la impresién por inyeccion consiste en la dispensaciéon
de gotas sobre un sustrato mediante estimulos piezoeléctrico o térmicos para facilitar la ex-
pulsién de la tinta por la boquilla. Por otro, la bioimpresiéon asistida por laser utiliza un pulso
laser para impulsar la biotinta sobre una superficie colectora. Por tltimo, la bioimpresién por
extrusion usa jeringas cargas con la biotinta, dispensando filamentos por un pistén o tornillo.
Las caracteristicas de cada tinta dependeran del método de impresién. En particular, por ex-
trusion se tiene la ventaja de regular la presion de aire, permitiendo utilizarla para diversas
viscosidades [60].

13



Figura 3.2: Tipos de bioimpresién 3D [61]

Actualmente, la fabricacién de biotintas capta la atencién dado que se trata de una li-
mitante para la ampliacién de la bioimpresion y sus usos [62]. La imprimibilidad de una
biotinta esta sujeta principalmente a parametros como la viscosidad, tensién superficial y
la capacidad de entrecruzamiento, por lo que requiere de la compresion de la reologia de la
solucién [54]. Por lo general, se prefieren soluciones con comportamiento de adelgazamiento
por cizallamiento (pseudoplasticos) dado que disminuyen su viscosidad ante un esfuerzo, por
ejemplo, la presién de extrusién [63]. En caso contrario, un fluido dilatante aumenta su vis-
cosidad ante una tension de corte.

Gracias a su imprimibilidad, los hidrogeles son la base més recomendada para la formula-
cién de biotintas. A su vez, el alginato es de los biopolimero mas utilizado en la creacion de
biotintas, dado que en contacto con iones divalentes que favorecen la formaciéon de enlaces
entre las cadenas poliméricas de alginato provocan una rapida estabilizacién del hidrogel [62].
Ademas, poseen propiedades como ser biocompatible, permitir la proliferacién celular y ser
no toxico, pudiendo ser utilizado para multiples fines [64]. Una biotinta en base a alginato
estd compuesta principalmente por la solucion de este polisacarido y las células que se vayan
a utilizar en la bioimpresién (ver Figura 3.3). Otros polimeros y péptidos funcionales son op-
cionales en la formulacién, para mejorar propiedades, por ejemplo, mecanicas o estructurales
y para potenciar la funcién bioldgica de las células, respectivamente [62].

Biotinta en base a alginato

Otros
- polimeros
Alginato — Al ; & ! - (opcional)
v _ Péptidos
/ - ' funcionales
Células

: / (opcional)

Figura 3.3: Ilustracién de una biotinta a base de alginato. Compuesta por el
hidrogel de alginato, células, otros polimeros y péptidos funcionales. Adap-
tado de [62].

Dada la importancia de la viscosidad en la formulacién de una biotinta, se deben tener
en cuenta factores que puedan modificarla en el transcurso de la preparacion. Los factores
incidentes incluso pueden ser propios del proceso productivo que terminen por afectar la
estabilidad estructural y propiedades mecénicas de la impresion. Por ejemplo, la biotinta
podria requerir de condiciones estériles. En las Figuras 3.4 y 3.5 se resumen los efectos de
los métodos de esterilizacion en soluciones de alginato. La Figura 3.4 muestra que tanto los
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pesos moleculares como el indice de polidispersion disminuyen después de ser autoclavado,
indicando entonces que el calor y presion del equipo rompen los enlaces entre las moléculas
constitutivas del alginato y, que ademas lo hace en tamanos relativamente homogéneos. Lue-
go, en la Figura 3.5, se explicita una disminucién en la viscosidad de la solucién por efecto

del autoclave, condiciéndose con la presencia de cadenas poliméricas més cortas y el aumento
de la fluidez.
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Figura 3.4: Peso molecular medio en nimero y peso (izquierda) e indices
de polidispersidad (derecha) de las soluciones de alginato después de la
esterilizacién [65].
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Figura 3.5: Viscosidades dindmicas de los tres grupos de solucién de alginato
esterilizada y uno de control a una velocidad de cizallamiento de 0.1 s~ [65].

3.2. Impresion 3D con lignocelulosa

Uno de las tantas materias primas que se pueden utilizar es la lignocelulosa, como al-
ternativa para la revalorizacién de este abundante residuo [66]. La lignocelulosa cumple con
mejorar las propiedades mecanicas de estructuras impresas en 3D. De acuerdo a lo investi-
gado, la utilizaciéon de lignocelulosa en impresién 3D estd principalmente asociada al area
de diseno, arquitectura y construccion, destacando la madera como una propuesta novedosa
para la fabricacion de biomateriales.

Por un lado, se pudo dar con la experimentacién con viruta de madera y distintos aglo-
merantes, de manera de encontrar formulaciones que permitiera la impresion del material. Se
probaron yeso, metilcelulosa, silicato sodico y diferentes tipos de cemento como aglutinantes.
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Las conclusiones fundamentales del trabajo permitieron descartar la viabilidad de la metilce-
lulosa y silicato de sodio, mientras que el yeso permitio tener precision en la impresion y fijar
el aserrin. Los mejores resultados se obtuvieron con el cemento. La resistencia a la flexién de
secciones compuestas por las capas impresas son comparables con tableros de construccion
ligera de lana de madera [67].

Por otro lado, se encontroé la impresion de polvo de madera con PVA y urea-formaldehido
como adhesivos. Consistia en la optimizacion de las mezclas de los componentes y medicién
de sus parametros de impresion. Se pudo ver que a medida que aumentaba la viscosidad, se
debian aumentar la presion de extrusion para cualquiera de los aglutinantes que se estuviese
usando. Ademas, se concluye que los bloques impresos con PVA tenian resistencia y rigidez
inferiores al PVA puro, a diferencia de los impresos con urea-formaldehido que mantenian la
resistencia propia del adhesivo [68].

En general, las estructuras obtenidas por manufactura aditiva presentan propiedades me-
canicas inferiores que las fabricadas de manera convencional con este mismo material [69].
Luego, aun se requiere la optimizacion de este proceso y los materiales utilizados para dar
con alternativas factibles para el area de la construccion.

Ademas, se reportan trabajos realizados con harina de madera en matrices poliméricas
como PLA y polipropileno para extrusion de filamentos. En dichos casos, la limitante del
uso de lignocelulosa se encuentra su degradacion por el calor asociado al proceso [69], por
lo que la formulacién de una tinta extruible a temperatura ambiente, se cree puede ser una
alternativa exitosa para aprovechar las propiedades de las fibras de celulosa sin comprometer
su integridad.

3.3. Impresiéon 3D con materiales celulésicos

La celulosa es el polimero renovable més abundante en la naturaleza. Su gran disponibili-
dad y propiedades mecéanicas la posiciona como gran atractivo para la impresion 3D dado que
acttia como modificador reoldgico, aglutinante, matriz, refuerzo y excipiente. En particular,
la presencia de celulosa en un compdsito aumenta la viscosidad, junto con la resistencia y
rigidez, producto del ordenamiento de sus fibras [70].

Es posible obtenerla de manera pura, es decir, removiendo el contenido de lignina y he-
micelulosa, de manera de aprovechar al maximo sus propiedades. Puede encontrarse en altas
concentraciones en maderas (40 %-47 %), plantas y otras biomasas agroindustriales [70]. Esto
ultimo, permite que se trate de una alternativa para la revalorizacion de residuos de ligno-
celulosa. De la separacién de las fibras de celulosa, se tienen distintas formas aisladas con
distintas morfologias y estructuras. Se encuentran la celulosa microcristalina (MCC), micro-
fibras de celulosa (MF), nanocristales de celulosa (CNC), las nanofibras de celulosa (CNF)
y celulosa regenerada. Para impresién 3D, se distingue la nanocelulosa (nanocristales y na-
nofibras) por ser su bajo costo de produccion, sus ventajas para mejorar las propiedades
mecanicas y biocompatibilidad [71].

Por lo anterior, ha sido utilizada tanto en la formulacién de hidrogeles y tintas como adi-
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tivo para termoplasticos. El polimero que reporta més intentos por mejorar sus propiedades
es el acido polilactico (PLA). Dentro de las formas que ha sido abordado se encuentra la
impresion FDM de filamentos de PLA con micro y nanocelulosa. Por ejemplo, con la for-
maciéon de compdsitos de PLA con nanofibras de celulosa (5 %), se presentaron mejoras en
su médulo de Young [70]. Otros trabajos reportados utilizan nanocristales de celulosa como
aditivo. Por un lado, para la formacién de nanocompdésitos de CNC y filamentos de alcohol
polivinilico (PVOH). Por otro, para el reforzamiento de nanocompuestos de policaprolacto-
na (PCL). Para ambos casos también se vio una mejora en las propiedades mecanicas [69].
Actualmente, se desarroll6 un compdésito para impresion 3D en base a resina epoxica y celu-
losa nanocristalina (CNC). Al alcanzar un contenido del biopolimero del 90 %, se obtuvo un
material resistente y con dureza comparable a algunas especies de nécar [72]. Entonces, se
puede ver cémo la adiciéon de celulosa a polimeros cominmente utilizados en impresion 3D,
mejora tanto la imprimibilidad como los resultados finales del material.

Al mismo tiempo, y mas con el foco del trabajo de la presente tesis, la celulosa cumple con
los requisitos mas importantes para formular una biotinta: buena extruibilidad y filamentos
de buena precision, ambas producto de su comportamiento de adelgazamiento por cizalla-
miento y viscosidad. Dentro de los factores que afectan la viscosidad de la tinta, se encuentra
la concentracion de la solucién [69)].

3.4. Impresion 3D de hidrogeles de alginato y celulosa

Como se menciond anteriormente, la formulacién exitosa de una biotinta depende de la
reologia del compdsito, determinando la viabilidad del material. En el caso del alginato, aun-
que su entrecruzamiento permite su aplicacion en impresion 3D, el colapso de las estructuras
impresas y la baja precision, limitan su uso, de modo que existe interés en mejorar su de-
sempeno [64, 73]. Dadas las ventajas de la celulosa, su caracter de modificador reolégico,
permite mejorar la estabilidad de un hidrogel de alginato, evitando la pérdida de forma de
la estructura impresa [74].

La nanocelulosa es la mas utilizada como aditivo en hidrogeles de alginato. Si bien se
encontraron numerosas investigaciones que combinan celulosa con alginato, principalmente
asociadas al drea de la biomedicina, debido a las propiedades del polisacarido [64, 73, 74]. A
su vez, existen otras fuentes atin mas novedosas para obtener nanocelulosa, como, por ejem-
plo, la sintesis mediante bacterias aerébicas, conocida como celulosa bacteriana [71]. Este
tipo de celulosa también presenta propiedades caracteristicas de la celulosa proveniente de
las plantas, por lo que es utilizable para impresiéon 3D y mejorar la calidad de la impresion.
En toda la bibliografia revisada, se constata el mejoramiento del desempeno de hidrogeles de
alginato con la adicién de celulosa.

Pese a que el alginato esta enfocado sobre todo al uso en ingenieria de tejidos, se rescata de
los trabajos la utilizacion de alginato como aglomerante. En base a los resultados reportados
se escoge utilizar alginato debido a que sus hidrogeles tienen una viscosidad conveniente para
procesos de extrusién y permite el crecimiento celular. Ademas, se trata de un polimero na-
tural y biodegradable extraido desde las paredes celulares de algas pardas, es decir, proviene
también de una fuente renovable [62]. Con esto ultimo, se alinea con un enfoque sustentable
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e la producciéon de biomateriales novedosos.

3.5. Biocompésitos de micelio (MBC)

Actualmente, los hongos tienen un gran impacto en industrias como la alimentaria, tex-
til, papelera, entre otras y representan un recurso sustentable para futuras aplicaciones y
procesos [75]. En consiguiente, el estudio del uso de materiales provenientes de organismos
fungicos (MBCs) es extenso y cada vez de mayor interés, reportdndose un ntimero de 20 nue-
vas publicaciones en los ultimos 6 anos. Las principales areas enfocadas en potenciar sus usos
son la ciencia de los materiales e ingenieria, concentrando un 24 % y 22 %, respectivamente
[76]. En particular, la produccién sostenible de materiales es un aspecto importante para la
industria y un punto donde convergen los campos de la biotecnologia e ingenieria civil [77].

Immunology and Microbiology
2% Engineering
22%

Chemistry; 2%

Chemical Engineering
3%

Business, Management
and Accounting; 4%

Architecture; 4%
Multidisciplinary; 5%

Biochemistry, Genetics
and Molecular Biclogy
5%

Materials Science
24%

Agricultural and Biological Sciences Epergy Environmental Science
5% 6% 9%

Figura 3.6: Diagrama con distribucién de las areas con publicaciones de
articulos cientificos sobre materiales compuestos en base a micelio [76].

Los MBC son biomateriales formados por el micelio de un hongo filamentoso que aglu-
tina naturalmente el sustrato donde crece. En la Figura 3.7, se representa un proceso de
tres etapas para la fabricacion de MBC mas comunes, correspondientes a ladrillos y paneles.
En primera instancia, se tiene una inoculaciéon que consiste en sembrar esporas o el mismo
micelio en el sustrato escogido para que el hongo comience la colonizacién. El in6culo puede
ser sélido, es decir, un sustrato previamente colonizado, o bien liquido, como suspension de
esporas y micelio disperso. Luego, se dispone el material en moldes para comenzar con el
cultivo del hongo. Cuando el sustrato este completamente colonizado por el micelio, se pro-
cede a secar el MBC en un horno. De acuerdo a lo revisado, las condiciones de secado pueden
variar, siendo posible realizarse a temperaturas entre 80°C y 100°C por 2 horas o incluso por
24 horas a temperaturas menores entre 50°C - 60°C.
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Figura 3.7: Diagrama de flujo del proceso de fabricaciéon de compositos de
micelio. Adaptado de [7].

3.5.1. Propiedades mecanicas

Se ha visto que las propiedades mecanicas del material obtenido dependen de las condicio-
nes de cultivo y especie del hongo utilizado [78]. Sin embargo, las variaciones mas significativas
en la calidad del material estan sujetas al sustrato que se escoja para el crecimiento, dado
que el tipo de fuente de Carbono afecta directamente la densidad del micelio. Luego, si el
sustrato es rico en nutrientes permite obtener un micelio méas denso, aumentando la rigidez
del MBC y obteniendo propiedades de tensién con mejores resultados [36, 51]. A su vez, la
produccién de quitina dependerd también del sustrato en el que se realice el cultivo [34].

Ghazvinian et al. (2019) [7] describe las densidades y fuerza aplicada a seis compésitos
fabricados a partir de sustratos distintos. En la Tabla 3.1 se muestra como afecta el tipo de
sustrato en las propiedades mecanicas de un MBC, precisamente en su resistencia a la com-
presiéon. Al comparar cultivos con materiales particulados (aserrin) con uno fibroso (paja),
se concluye que el composito conformado por aserrin y micelio, posee un mayor médulo de
compresion. Ademads, los resultados muestran una diferencia significativa cuando se mezcla
el sustrato con salvado (fuente de nitrégeno). Este no solo airea y disminuye la densidad del
sustrato, favoreciendo fisicamente el crecimiento del micelio sino que suplementa la fuente de
energia, facilitando el crecimiento celular. En consecuencia, aumenta la resistencia a la com-
presion del biomaterial. Bajo la misma logica, se tiene que Joshi et al. (2020) [34] midieron
las densidades y resistencia a la compresion de tres MBC fabricados a partir de sustratos
diferentes. Las densidades calculadas fueron 0.33 £ 0.05 g/cm? para el aserrin, 0.11 4 0.01
g/cm? para la cafia de azticar y 0.29 4 0.03 g/cm? para la mezcla de ambos, valores com-
parativamente mayores a la de materiales de poliestireno expandido (0.022 to 0.03 g/cm?).
También, la resistencia medida para los ladrillos fue 6.5 N/mm?, 5 a 6 veces mayor que para
el material de empaque comtn (1.2-1.5 N/mm?) [34].

19



Tabla 3.1: Tabla comparativa de la densidad y rigidez de MBCs fabricados
a partir de distintos sustratos [7].

Sustrato Densidad [g/cm®] Fuerza (KPa) Fuerza maxima (KPa)
Aserrin 0.552 145.9 10184
Aserrin con suplemento

(salvado de trigo) 0.493 188 1380.6

Paja 0.277 20 2.7

Paja con suplemento

(salvado de trigo) 0.192 27 169.2
Aserrin y paja en partes iguales 0.253 29.7 105.9

Aserrin y paja con suplemento
(salvado de trigo) 0.234 30.5 116.1

Las propiedades mecanicas de los compositos de micelio se comparan con la de otros ma-
teriales comunmente utilizados para construccion en la Figura 3.8. A partir de ella, se tiene
que los MBC tienen propiedades mecanicas comparables con aislantes de espumas de polies-
tireno y polietileno (107! GPa). Sin embargo, el médulo de compésitos de micelio es inferior
al de materiales estructurales (en negro). A su vez, se puede ver que el costo de produccion
de este tipo de biomaterial es considerablemente menor que el del resto de los materiales
[6] no alejandose de manera considerable de las propiedades mecdnicas de otros materiales
destinados a funciones similares.
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Figura 3.8: Comparacién de los materiales en términos del costo y rigidez.
Moédulo de Young (elasticidad) en funcién del costo de produccién de los
compositos de micelio y otros materiales comunes [6].

3.5.2. Propiedades aislantes

Otro aspecto prometedor de los MBC son sus propiedades aislantes, tanto térmicas co-
mo acusticas. En la Figura 3.9 se muestran las caracteristicas comparadas con materiales
comunes. En ambos casos, se puede apreciar que sus propiedades son competitivas respecto
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a los demas materiales del mercados. Incluso, en cuanto a absorciéon de sonido, es una mejor

alternativa que las referencias.
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Figura 3.9: Comparacion de las propiedades aislantes térmicas y actsticas
de los MBC y otro materiales comercializados . (a) Absorcion de sonido
por MBC formados por un sustrato puro (en color naranjo) en contraste
con materiales de referencia (en gris) [51]. (b) Conductividad térmica y
densidad de MBC usando distintos sustratos (cuadrados blancos) versus
aislantes comerciales (cuadrados negros) [6].

Es preciso senalar que las propiedades de los MBC atn pueden ser mejoradas y seran op-
timizadas a medida que las investigaciones asociadas al tema avancen. Por ahora, el progreso
puede evidenciarse en el aumento de la aislacion térmica mediante la adicion de polimeros,
biopolimeros y/o rellenos al sustrato (ver Figura 3.10)[51].
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Figura 3.10: Aumento de la propiedad de aislantes térmicos de MBC con
sustrato formado 50:50 con un relleno (en los ejes se tienen las composicio-
nes). Se representa la disminucién del ruido percibido, resaltando en azul
sus valores més bajos [51].

3.6. MBC para impresién 3D

Las investigaciones centradas en la produccién de compésitos y cuantificacién de sus pro-
piedades mecanicas estan a su vez asociadas a MBC obtenidos por amoldado. En cuanto
a su fabricacién con impresion 3D o por extrusion se pudo notar que el area ha sido poco
desarrollada académicamente, no asi en la industria (segin lo mostrado en la Seccién 1.1.2).
De la bibliografia revisada, resaltan dos trabajos en particular cuyos procesos de fabricacion
consisten en las mismas cuatro etapas. A diferencia del proceso de un MBC comin (Figu-
ra 3.7), en este proceso existen etapas adicionales luego de la inoculacién y crecimiento del
micelio, en este caso se refiere a una primera colonizacién. Luego de la aparicion de micelio
visible en el sustrato, se agrega un aglomerante (biopolimero/polimero) para preparar una
pasta viscosa que permita la extrusion del compoésito. Finalmente, se extruye e incuba una
segunda vez para dejar que el hongo colonice la estructura en su totalidad. En este proceso
también existe una tultima etapa de secado para lograr dejar el material inerte.

Por un lado, Soh et al. (2020) [6], desarrollaron una pasta extruible mezclando bamboo
como sustrato (residuo agroingustrial), un in6culo en aserrin y quitosano como aditivo (2 %
y 3 wt % de quitosano disuelto en acido acético al 1%). Realizaron pruebas de extruibilidad
para proporciones de quitosano:sustrato de 50:50, 60:40 y 70:30. De esta manera, se buscaba
concluir si era posible crear un composito de micelio utilizando un proceso facil y con bajo
costo energético como la extrusion. Los resultados obtenidos reflejaron que en presencia de
quitosano el material se hacia mas manejable y permitia construir formas en 3D. Las rela-
ciones 60:40 y 70:30 mostraron una mejor extruibilidad y estabilidad (Figura 3.11).
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Figura 3.11: Muestras de extrusién de pastas de fibra de bambi y quitosano.
Imagenes muestran la concentracién de quitosano y la relaciéon quitosano/-
fibras de bambu [6].

Por otro lado, Bhardwaj et al. (2021) [79] utilizé6 tnicamente la biomasa previamente
crecida y adquirida de la empresa Ecovative. Se agregd harina de trigo disuelta en agua y
psyllium husk como aglomerante, una fibra vegetal que naturalmente forma mucilagos. Lo
que se buscaba era determinar una proporcién 6ptima entre el contenido de agua del sustrato
y el aditivo que permitiera su extruibilidad y evaluar sus efectos en la calidad de la impresion.
Se agregaron tres proporciones de polvo de psyllium husk (p) en relacién al volumen de agua
(v): (a) p/v=1:40, (b) p/v=2:40 y (c) p/v=3:40, realizando tres muestras distintas que se
muestran en la Figura 3.12. Se concluyé que las relaciones de 1:40 y 2:40 presentaban buena
procesabilidad, siendo esta tltima la con mejor estabilidad estructural.

(b)

Figura 3.12: Muestra de extruibilidad previo a la colonizacién de mate-
rial compuesto por sustrato comercial y diferentes proporciones de psyllium

husk. (a) p/v=1:40, (b) p/v=2:40y (c) p/v=53:40. [79].
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3.6.1. Propiedades mecanicas

Para los MBC obtenidos en el trabajo de Soh et al. (2020) [6], en primer lugar, se pudo
ver que existié desarrollo de micelio y colonizacién en los filamentos extruidos, tanto en la
superficie como en el seno. Se cuantificaron los médulos de Young para sustratos de distin-
tos tamanos de particulas (0.2mm, 0.5mm y lmm) tras 14, 21 y 28 dias de incubacién. Se
evidencié como aumentaba el valor de dicho médulo a medida que el micelio se hacia mas
denso, condiciéndose con que el entramado formado por el hongo sirve como soporte estruc-
tural. Ademas, se concluyo que finalizada la incubacién, el sustrato de menor dimension tenia
un mayor valor de médulo (alrededor de 1MPa) y, por ende, era capaz de aguantar mayor
tensién (Figura 3.13). A su vez, se relacioné la superioridad de la propiedad mecénica con
una mayor densidad de micelio en ese mismo sustrato.
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micelio.

Figura 3.13: Propiedades mecénicas de los materiales compuestos de fibra
de bambt y micelio [6].

De todos modos, de acuerdo a lo reportado se encontré que para MBC fabricados por
extrusion, las propiedades mecanicas disminuyen considerablemente en comparaciéon con los
MBC tradicionales. La Figura 3.14 resume los valores de 1MPa o incluso valores muy supe-
riores como 10* MPa en contraste con un médulo de entre 10~-1072 MPa.
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Figura 3.14: Rigidez en funcién de la densidad para distintos materiales de
micelio. A la derecha se tiene las fibras de bamboo sélo con micelio (circulo)
y la versién extruible (cuadrado) [6].
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Capitulo 4

Objetivos

4.1. Objetivo General

Desarrollar un biomaterial compuesto de micelio de Ganoderma lucidum y coronta de maiz,
residuo agroindustrial rico en lignocelulosa, que con la adicién de un aglomerante permita la
fabricacién de estructuras mediante impresién 3D.

4.2. Objetivos Especificos

* Analizar el efecto de los biopolimeros quitosano y alginato en la extruibilidad y construc-
tibilidad de la pasta, permitiendo formular una tinta en base al sustrato y aglomerante.

* Estudiar el efecto del sustrato en el crecimiento del hongo y propagacion del micelio.

* Evidenciar la potencialidad del material impreso en 3D cuantificando sus médulos de
elasticidad y compresion para comparar con los valores documentados de las propiedades
mecanicas para este mismo método de fabricacion de un MBC.
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Capitulo 5

Metodologia

5.1. Materiales

Para el desarrollo de la tesis se utiliz6 alginato de sodio de viscosidad media (A2033)
proporcionado por Sigma-Aldrich, cloruro de calcio (Sigma-Aldrich, peso molecular 110.98
[g/mol]), quitosano (Sigma Aldrich, peso molecular medio, soluble en dcido acuoso diluido),
acido acético glacial (Merck, 100 % de concentracién, densidad de 1,05 g/mL), etanol de
grado técnico, coronta de maiz o viruta vegetal para roedores (100 % sustrato de maiz de Ca-
naima Chile), micelio en granos de centeno (inéculo sélido comercializado por Biomicelios),
jeringa de esporas (5mL, Natural Magic), aserrin de roble (Natural Magic) y agua desioniza-
da suministrada por el Laboratorio de Ingenieria de Polimeros.

Los equipos usados fueron una balanza analitica Precisa 100A-300M para masar, un agi-
tador magnético VELP AREC.X para mezclar las soluciones, microscopio Leica modelo 020-
520.007 con una camara Leica MC 170 HD, una estufa de vacio Heraeus VTR 5022 y la
impresora Bioplotter 3D de 4* generacién (Envision TEC, Alemania).

5.2. Fabricacion del ladrillo

Para este método de fabricaciéon comin de MBC, se siguieron dos metodologias distintas,
una para cada intento realizado. En primer lugar, se utilizé el in6culo sélido (grano de cen-
teno) adquirido en Biomicelios y se dispone en un molde de 15 x 8 x 5 cm?® (largo x ancho
x alto). En segundo lugar, se inocula una bolsa de 1kg de arroz integral con 5ml de solucién
de esporas (indculo liquido). Se incuba por 2 semanas para realizar un pre-crecimiento del
micelio. Luego, se mezcla con el sustrato (aserrin de roble) y se pone en el molde de 15 x 8 x
5 cm?® (largo x ancho x alto). En ambos casos se trabaja bajo una campana de bioseguridad
y se incuba en el mismo lugar.

5.3. Formulacion de la tinta

5.3.1. Reologia de la tinta

Para la formulacién de las tintas a probar, en primer lugar, se buscé un aglomerante que
entregara la viscosidad deseada. Se replicé la publicacién de Soh et al. (2020) [6] con quitosano
en una concentracién del 2%p/p y 3%p/p disuelto en acido acético al 1%. Se prepararon
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tintas con un 70 % de quitosano por cada 2g de aserrin himedo para ambas concentraciones
y se extruyé manualmente con jeringas de 5mlL para observar su comportamiento. Ademas,
se prepararon soluciones de alginato a concentraciones de 4 %p/p, 10%p/p, 12%p/p v 14
%p/p. Estas también fueron extruidas con jeringas y, finalmente, se entrecruzé con cloruro

de calcio 0.1M.

5.3.2. Extruibilidad de los sustratos

Se molieron los sustratos aserrin y coronta de maiz en molino. Este servicio fue prestado
por el Laboratorio de Procesamiento de Minerales del Departamento de Ingenieria Civil
en Minas de la Facultad de Ciencias Fisicas y Matematicas. Las muestras fueron recibidas
tamizadas y se especifica un tamano de particulas entre 100-200 ym. Los sustratos se remojan
por 24 horas con cuatro veces su peso de agua desionizada para hidratarlos. Al dia siguiente,
se remueve el exceso de agua con papel toalla y mezclan con una solucion de alginato al
14 %p/p. Se preparan tres proporciones por cada 20g (peso hiimedo) de sustrato: 50:50,
60:40 y 70:30, relacion en peso de sustrato:alginato. Se extruyen con jeringas de bmL, de
manera de comparar su viscosidad y extruibilidad.

5.4. Preparacion de la biotinta

Se humedece polvo de coronta (100-200 pm) durante 24 horas segin lo descrito arriba.
Luego, la coronta hiimeda (sustrato) y agua desionizada son autoclavadas a 121°C por 20 mi-
nutos y se dejan enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente, se inoculé el sustrato con
500uL del vial de esporas (indculo liquido) para ser incubado por 48 horas a 28°C con hume-
dad entre 70 % y 85 %. Transcurrido el tiempo de incubacion, se hizo la solucién de alginato
con agua estéril y con alginato en polvo previamente esterilizado por 20 minutos bajo luz UV.

Para la biotinta se utiliz6 la solucién de alginato al 14 %p/p como aglomerante junto con
coronta de maiz como sustrato para sustentar el crecimiento del hongo. Se preparan dos
proporciones distintas donde por cada 20g de coronta (peso hiimedo) se agregan un 60 % y
70 % de alginato. Luego, las pastas se introducen en cartuchos de 30cc compatibles con la
impresora. Todo el procedimiento se realiza bajo una campana de bioseguridad.

5.5. Impresion del prototipo

Las estructuras de la biotinta fueron impresas en 3D con Bioplotter 3D de cuarta genera-
cién (EnvisionTEC, Alemania). Se dibujaron previamente con las dimensiones de 60 x 60 x 10
mm? (largo x ancho x alto) en el programa Materialise Magics. Utilizando el software Visual-
Machine, que permite manejar la impresora, se construy6 un patréon de “panal de abeja”. Se
utilizaron cartuchos de polietileno de 30cc (Optimum Components, Nordson EFD) rellenos
con las tintas de alginato y coronta, unidos al cabezal dosificador de baja temperatura a 20°C.
La tinta se extruye a través de una punta modificada (didmetro original de 0.41 mm) en una
placa de Petri a temperatura ambiente. Para la tinta conformada por la proporcién de 60:40
(coronta:alginato) se usa una velocidad de impresién de 15 mm/s y presion de extrusion de
1 bar, mientras que para la tinta de 70:30 (coronta:alginato), se utilizan 10 mm/s y 1,2 bar.
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5.6. Incubaciéon

La incubacion, tanto del ladrillo como de la estructura impresa en 3D, se realiza en una
caja plastica de 61L. Dentro de ella se colocan una placa calefactora de 35W en la base para
mantener la temperatura éptima, un termostato y un higrometro. Sobre la placa es necesario
poner un vaso precipitado con agua esterilizada para asegurar la humedad requerida. El
periodo de incubacién fue de 3 semanas a una temperatura entre 25°C-30°C y con humedad
sobre el 70 %.

5.7. Secado

Se seca el prototipo en la estufa a 60°C durante 24 horas para eliminar la humedad del
sustrato y evitar su posterior descomposicion.

5.8. Propiedades Mecanicas

Para determinar las propiedades mecanicas de los prototipos impresos con el biomaterial,
se realizaron ensayos de traccion-deformacion y compresion. Para el primer caso, se utiliz6 el
equipo Instron®, modelo EMIC 23-5D con una tasa de alargamiento de 1 [mm/min|. En las
pruebas de compresién uniaxial no confinada se utiliza una tasa de compresion de 0.5 mm/-
min]. El equipo corresponde a una méaquina de ensayo universal electromecanica WDW-S5
(Jinan Testing Equipment IE Corporation, China), equipada con una célula de carga de 5 kN.

Las probetas del biomaterial se obtuvieron directamente del prototipo seccionando partes
de ¢l. Se cortaron secciones rectangulares de 10 mm de largo y 6mm de ancho para los ensayos
de elongacion y se fabricaron geometrias cilindricas con un didmetro de 9 mm y una altura de
3 mm para compresion. Se realizaron 3 pruebas para muestras conformadas s6lo por sustrato
y aglomerante, es decir, de la tinta pura y para muestras de la tinta colonizada por micelio.
De este modo, se reportan el promedio y la desviacion estandar de los médulos de Young y
de compresion permitiendo comparar sus valores para ambos casos.
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Capitulo 6

Resultados y Discusiones

A continuacién se exponen los resultados obtenidos con sus respectivas discusiones para
el desarrollo del biomaterial y su impresion en 3D.

Antes de poner en marcha la formulacion de una tinta para su aplicacion en 3D, se intento
replicar un ladrillo comin de micelio. En primer lugar, se escogié un inéculo sélido comer-
cializado como grano de centeno con micelio de G. lucidum.

En la Figura 6.1 se muestran el resultado esperado contrastado con los resultados obteni-
dos, de manera de apreciar la divergencia entre ellos. El ladrillo de referencia fue suministrado
por el proveedor del in6culo y consistia en un material sélido, rigido y ligero. E1 MBC obtenido
en el primer intento (ver Figura 6.1(b)) present6 bajas propiedades mecénicas, desarméndose
facilmente. La explicacion encontrada es la naturaleza del sustrato utilizado. A diferencia del
referente que estaba compuesto por aserrin de roble, se usé grano de centeno puesto que era
el sustrato e inéculo disponible hasta entonces. El resultado no fue satisfactorio, por lo que
se decidio realizar un segundo intento. En comparacion con el prototipo referencial donde el
micelio se encontraba completamente desarrollado, para este caso la colonizacién del micelio
en el sustrato fue escasa, no pudiendo dar con un ladrillo (ver Figura 6.1(c)). Se estima que
una solucion factible para la situacién podria ser la inoculacién de aserrin de roble con el
inoculo solido de centeno, es decir, la mezcla de ambas materias organicas. De esta forma, se
podrian haber obtenido mejores resultados en la colonizacion debido a una mejor aireacion
del medio de cultivo y la suplementacién de la fuente de carbono principal (aserrin) con una
fuente de nitrégeno (centeno) [49].
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Figura 6.1: Imégenes de ladrillos de micelio con 4 semanas de incubaciéon y
tras un proceso de secado. (a) Ladrillo de referencia. Fabricado con aserrin
de roble y micelio de Ganoderma lucidum. (b) Intento 1: Ladrillo de elabo-
raciéon propia con grano de centeno y micelio de Ganoderma lucidum. (c)
Intento 2: Ladrillo de elaboracién propia con aserrin de roble y micelio de
Ganoderma lucidum. Elaboracién propia.

Un factor posible es la temperatura de incubacion. La mayoria del periodo de incubaciéon
se encontrd dentro de los valores 6ptimos para el hongo (25°C-30°C), pero la falta de control
del montaje permitia que se escapara del rango, a veces bajando hasta 20°C en dias frios y
aumentando hasta 31°C en los dias mas calurosos del verano. Aunque G. [ucidum reporta
crecimiento micelial en temperaturas entre 20°C-35°C, su elongacion se ve afectada fuera de
su 6ptimo [80]. Luego, la temperatura del cultivo era susceptible a la temperatura ambiental
generando variaciones. En consecuencia, se cree que haya podido retrasar o inhibir el creci-
miento del micelio.

Ademas, la humedad dentro de la incubadora no fue siempre la adecuada. En un principio,
si la incubadora se dejaba cerrada de un dia para otro, el higrometro indicaba una humedad
relativa del aire del 99 %. Para solucionar este problema, se tuvo que ajustar el area de trans-
ferencia del vaso precipitado con agua introducido para que no se saturara el ambiente. A su
vez, se dej6 un orificio que permitiera la salida del vapor de agua. A pesar de lo anterior, la
humedad con frecuencia estaba por sobre el 80 %.

Junto con el problema de ventilaciéon y aumento de la concentraciéon de vapor de agua,
aumenté también la concentracién de diéxido de carbono (CO,), producto de la respiraciéon
celular del hongo. La tasa de emisién depende del sustrato y especie, sin valores reportados
para la coronta en particular. Sin embargo, se puede establecer que la fase de crecimiento
micelial produce un mayor flujo de CO, por ser metabdlicamente demandante [81]. Por
consiguiente, se cree que se produjo un incremento del gas por sobre el éptimo (0.1%),
sobresaturando el ambiente y frenando la colonizacion del sustrato. Otro factor importante
es el suministro de O,, tanto en el ambiente, como en el centro del sustrato. Es posible que
el gas no haya permeado la materia organica, generando un déficit e impidiendo el éptimo
crecimiento del hongo. Se proponen como soluciones proveer la incubadora de una correcta
ventilacién; desmoldar el biomaterial del contenedor al visualizar micelio (aproximadamente
2 semanas de incubacién), de manera de permitir el ingreso de un flujo de aire a través de
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otras secciones del composito, como por ejemplo, los lados y base; o bien, construir moldes de
materiales como rejillas. Para este tltimo caso se debe considerar que el tamano de la rejilla
sea menor al de la particula del sustrato para evitar un tamizado.//

6.1. Formulacion de la tinta

En vista de los resultados desfavorables y dado los objetivos del trabajo de titulo, se decidi
seguir adelante con una formulaciéon de una pasta que permitiera su extrusién. Se probaron
distintos aglomerantes'? y sustratos de manera de evaluar su viscosidad y procesabilidad.

6.1.1. Reologia de la tinta

En esta secciéon se detallan las pruebas realizadas para dar con un aglomerante adecuado.

Para comenzar se probo el quitosano en base a lo documentado por el trabajo de Soh et al.
(2020) [6], anteriormente expuesto en la Seccién 3.6. Se utilizaron soluciones de quitosano al
2%p/py 3%p/p, disuelto en acido acético al 1%, por ser las concentraciones que mostraron
mejores resultados. En este caso, se eligié aserrin puro como sustrato, en vez de fibras de
bambi inoculadas debido a la disponibilidad del aserrin en comparacién con el bambu. Se
prepararon dos tintas para cada concentracion de quitosano con 2g de sustrato himedo y qui-
tosano siguiendo una proporcién 70:30 en ambos casos. Como se puede apreciar en la Figura
6.2, los resultados difieren considerablemente de lo mostrado en la Figura 3.11. Aunque la
extrusion de la pasta fue posible, los filamentos obtenidos no presentaron estabilidad estruc-
tural, puesto que inmediatamente después de finalizar su extrusion, escurrieron, perdiendo la
forma inicial.

Se cree que el reemplazo del sustrato fue el causante de la pérdida de viscosidad, dado
que el quitosano utilizado poseia las mismas caracteristicas para ambas metodologias. En
particular, puede deberse a las propiedades mecéanicas de las fibras de bambt, contando con
una alta tenacidad a la fractura [45]. Sumado a lo anterior, se encuentra el importante factor
de que las fibras de bambu habian sido previamente enriquecidas con micelio de Ganoderma
lucidum. Si bien la colonizacion fue sélo sobre el sustrato antes de la preparacion del com-
posito, la estabilidad estructural también se le puede atribuir al entramado formado por el
hongo. Asi, se tendria una primera evidencia de la funcién aglomerante del micelio y su efecto
en las propiedades mecanicas del biomaterial que constituye.

12 Material utilizado con el propésito de mantener particulas sélidas unidas formando una masa coherente.
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Figura 6.2: Imégenes de pruebas de extrusiéon manual para tintas de quito-
sano y aserrin. (a) Muestra de extrusién de la pasta hecha con quitosano al
2%p/p. 30 % de sustrato (2g aserrin peso himedo) y 70 % de quitosano. (b)
Muestra de extrusién de la pasta hecha con quitosano al 3 %p/p. 30 % de
sustrato (2g aserrin peso himedo) y 70 % de quitosano. Elaboracién propia.

A pesar de poder llevarse a cabo pruebas con aserrin enriquecido con el micelio, se decidié
intentar con otro aglomerante, que permitiera evaluar su estabilidad sin necesidad de esperar
4 semanas de incubacién. Por lo anterior, y por los resultados positivos encontrados para el
alginato en impresion 3D, se decidié probar con este biopolimero. Por lo mismo, se comenzé
con una solucién de alginato al 4 %p/p y se entrecruzé con una solucién de cloruro de calcio
0.1M. Sin embargo, los ensayos de extrusion para esta concentraciéon mostraron que la visco-
sidad no era suficiente para mantener la forma, a diferencia de lo visto en la Secciéon 3.4 donde
se expuso la exitosa impresion en 3D de un hidrogel de alginato al 4 %p/p. En la Figura 6.3 se
muestra el polimero después de su extrusion en condiciones de reposo e inclinaciéon, dejando
en claro la falta de estabilidad. Una explicacién probable es la escala de impresion (puntas
de 0.3mm de didmetro interior) en comparacién con la jeringa estandar utilizada para este
caso haciendo que la hebra mas gruesa colapsara. Se estima que puede deberse al colapso
inherente a los hidrogeles de alginato puro, en comparacién con la mejora de sus propiedades
mecanicas con adicién de celulosa [64]. Ademds, la estabilidad del gel esté relacionada a la
cantidad de enlaces de entrecruzamiento por unidad de volumen [82]. Luego, si se trata de
una hebra mas gruesa, los enlaces ocurren predominantemente en la superficie, reflejandose
en un menor estabilidad estructural.
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(a) (b)

Figura 6.3: Imagenes de pruebas de extrusién manual para soluciones de
alginato al 4 %p/p. (a) Muestra entrecruzada y en reposo. (b) Muestra en-
trecruzada con inclinacién. Elaboracién propia.

En consecuencia, se subié la concentracion para tres soluciones distintas a 10 %p/p,
12%p/p v 14%p/p. En la Figura 6.4 se muestran imdgenes del polimero al momento de
ser extruido y es posible notar mayor estabilidad. De todos modos, para la concentraciéon de
10 % atin es necesaria mas procesabilidad, como se aprecia para las otras dos concentraciones.
Ademds, la soluciéon més viscosa posee a la vez mas elasticidad (Figura 6.4c), convirtiéndose
en la alternativa escogida para la impresion. Es importante destacar que en la preparacion
del alginato al 14 %, se percibe una consistencia gelificada, caracteristica que suele afectar la
imprimibilidad. Sin embargo, se debe tener en cuenta que la pasta se forma con un sustrato
hiimedo y con un inéculo liquido, por lo que la presencia de agua disminuira la viscosidad
del hidrogel.

Figura 6.4: Imagenes de pruebas de extrusién manual para soluciones de
alginato a distintas concentraciones. Al momento de la extrusién (a)-(c). (a)
10% p/p, (b) 12% p/p vy (c) 14% p/p. Luego de entrecruzados con cloruro
de calcio (d)-(f). (d) 10% p/p, (e) 12% p/p y (f) 14% p/p. Elaboracién
propia.
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6.1.2. Extruibilidad de los sustratos

Posterior a la eleccion del aglomerante y encontrada la viscosidad necesaria, se procede a
evaluar la extruibilidad de los posibles sustratos: aserrin de roble y coronta de maiz. Estos
fueron elegidos en base a que el primero corresponde a un sustrato comin para Ganoder-
ma v, el segundo, por ser un residuo domiciliario y agroindustrial con un alto contenido de
lignocelulosa como se detalla en la Secciéon 1.1.3. Se formulan tintas con tres proporciones
distintas (ver Tabla 6.1) para los sustratos aserrin de roble y coronta, de manera de observar
el efecto de ellos en la viscosidad y extruibilidad de la tinta. Se escoge fijar el contenido de
sustrato en 20 gramos (peso hiimedo) y variar el alginato de acuerdo a las formulaciones. El
minimo de sustrato se establece como un 50 % de la tinta ya que corresponde a la fuente de
energia del hongo.

Tabla 6.1: Resumen de la composicién de las tintas preparadas para las
pruebas de extruibilidad del sustrato.

Proporciones sustrato:alginato  50:50 60:40 70:30

Sustrato [g] 20 20 20
Alginato [g] 20 134 8.6

Como se muestra en la Figura 6.5, para ambos casos se obtienen tintas imprimibles que
ademads, no requieren de un entrecruzamiento con cloruro de calcio para mantener su estruc-
tura. La calidad de los filamentos extruidos para ambas tintas se puede fundamentar con la
precision documentada para biotintas formuladas en base a hidrogeles de alginato y aditivos
de celulosa. Si bien, no poseen la fidelidad de los trabajos expuestos en la Seccién 3.4, dado
que no se trata de nanocelulosa, los hidrogeles de alginato puro mejoraron su estabilidad
al mezclarse con el sustrato (lignocelulosa). No obstante, la coronta entrega un compdsito
de mayor estabilidad y procesabilidad, mientras que la tinta de aserrin tiende a disgregarse.
Junto con el contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina, existe presencia de almidén en la
coronta, aunque en menor cantidad que en los granos del maiz [83]. No se sabe con exactitud
el porcentaje, pero se estima que entre un 0.6 % y 6 % del peso seco de la coronta podria
estar compuesto por almidén [84, 85|, el que actia como aglutinante, formando una masa
semejante a la maicena. A esto también se le atribuye que la tinta de composicién de 50 y
50, es decir, la con menor proporcion de coronta, pero con mayor contenido de alginato, era
menos viscosa que las demas, perdiendo su forma con mayor facilidad.
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(d) (f)

Figura 6.5: Imagenes de pruebas de extrusion manual para tintas formuladas
con distintas proporciones de los sustrato y alginato. (a) 50 % aserrin y 50 %
alginato, (b) 60 % aserrin y 40 % alginato, (c) 70 % aserrin y 30 % alginato,
(d) 50 % coronta y 50 % alginato, (e) 60 % coronta y 40 % alginato, (f) 70 %
coronta y 30 % alginato. Elaboracién propia.

(d)

Figura 6.6: Imagenes de los filamentos tras 5 minutos de ser extruidos. (a)
50 % aserrin y 50 % alginato, (b) 60% aserrin y 40% alginato, (c¢) 70 %
aserrin y 30 % alginato, (d) 50 % coronta y 50 % alginato, (e) 60 % coronta
y 40 % alginato, (f) 70 % coronta y 30 % alginato. Elaboracién propia.

La cualidad anteriormente comentada, también se pudo apreciar transcurrido un tiempo
de cinco minutos desde la extrusién. Tanto las hebras de aserrin (Figura 6.6(a)-(c)), como las
de coronta (Figura 6.6(d)-(f)) mantuvieron su estructura, sin embargo los hidrogeles en base
a maiz conservaron sus propiedades fisicas. Por el contrario, comenzaron a deshidratarse,
situacion que se hizo atin més critica después de una hora (ver Figura 6.7). Dado que el roble
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es una madera poco porosa, de poca permeabilidad y baja absorcién de agua [86] se precisa
que la mezcla tenia un menor contenido de agua, explicando la deshidratacion observada
para el composito con aserrin. Por el contrario, la coronta es capaz de absorber hasta cuatro
veces su peso seco [87].

Figura 6.7: Muestra de las tintas preparadas con alginato al 14 % p/p y
aserrin en proporciones 50:50, 60:40 y 70:30 (desde arriba hacia abajo) una
hora después de la extrusion. Elaboracién propia.

6.2. Preparacion de la biotinta

De acuerdo con lo expuesto en la secciéon anterior, se escogio llevar a cabo una biotinta en
base a coronta y alginato con una concentracién del 14 %p/p. Se siguié adelante con las pro-
porciones 60:40 y 70:30 ya que obtuvieron mejores resultados en las pruebas de extruibilidad.
Esta parte del trabajo de laboratorio contempla la humectacion del sustrato, esterilizacion,
inoculacién, primera incubacion y preparacion del composito.

Se trabajo con un indculo liquido debido a tres principales ventajas frente al indculo sélido:
1. Disponibilidad inmediata.

2. Mayor tiempo de duracion: Se puede tener hasta 6 meses refrigerado a diferencia
del s6lido que debia usarse hasta 10 dias desde que era recibido.

3. Versatilidad: Al ser una suspension de esporas, se puede inocular cualquier sustrato
que se deseara. En consecuencia, permitié que se usara el polvo de coronta (tamatio de
particulas entre 100-200 pm) asegurando su extrusién por la boquilla. En cambio, no
habria sido posible con el sustrato solido, pues el grano no puede ser extruido por los
tamanos de puntas disponibles para la impresora y molerlo una vez crecido el micelio,
destruye sus células inhabilitando su colonizacion.

En primera instancia, se utiliz6 1ml por cada 20 gramos de coronta (peso himedo) para
asegurar el crecimiento del hongo. Sin embargo, en varias ocasiones no se observo aparicion
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de micelio de G. lucidum sino que resulté en la contaminacién del sustrato. Se debe dar
énfasis a que dado que los viales no son comercializados por laboratorios ni profesionales
del area de biotecnologia o micologia, no se asegura que la concentracion sea la éptima.
Ademas, no era posible inocular con un mayor volumen ya que implicaria agregar mas agua
a la tinta, disminuyendo su viscosidad y, por ende, la imprimibilidad. Entonces, se decide
realizar un conteo de esporas para verificar la concentracién de ellas en los viales adquiridos.
El procedimiento se llevd a cabo con una Camara de Neubauer y un microscopio (Leica
modelo 020-520.007 con la camara Leica MC 170 HD) y se calcula la concentracion mediante
la Ecuacion 6.1.

numero de células - 10.000

4

De acuerdo a lo anterior, se obtuvo que la solucién posefa aproximadamente 10% [espo-
ras/ml|, valor inferior a lo recomendado. Luego, se opta por concentrar la suspension del
vial, tomando los 5ml de solucién para centrifugarla por dos minutos en una microcentrifuga
(RFC=2680xg). Se descarto el sobrenadante y resuspendié el pellet formado en un volumen
de agua estéril de 500 pL que luego se utilizo como in6culo sobre el sustrato. De acuerdo a
la Ecuacion 6.2, el solucién ahora deberfa contar con una concentracién de 10° [esporas,/ml],
permitiendo una inoculacion efectiva y sin afectar la viscosidad de la tinta. Todos los célculos
realizados se detallan en el Anexo A.1.

Concentracién [esporas/ml] = (6.1)

C-Vi=Cy Vs (6.2)

Producto de la inoculacion, pasadas 48 horas de incubacion es posible ver la aparicion de
micelio primario en el sustrato, mostrado en la Figura 6.8. Con ello, se comprueba que el
método de inoculacion fue efectivo y se descarta la posibilidad de contaminacién hasta este
punto. A partir de este sustrato, se procede a preparar las biotintas mezclando con alginato
al 14 % y en las proporciones de la Tabla 6.2.
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Figura 6.8: Imagen del sustrato (coronta de maiz) después de dos dias de
incubacion. Elaboracién propia.

Tabla 6.2: Resumen de la composicién de las biotintas formuladas.

Proporciones sustrato:alginato  60:40 70:30

Coronta [g] 20 20
Alginato [g] 134 8.6

Si bien el sustrato y agua desionizada que se utilizaron para la biotinta fueron autoclava-
das, este mismo procedimiento no se pudo realizar para el alginato. Al sacar la solucién de
aglomerante del autoclave se pudo observar que la viscosidad era menor a la inicial, producto
de que la cadena polimérica del alginato se rompiera por efecto de los flujos de temperatura
dentro del autoclave [65]. En base a los resultados observados, se decidié esterilizar el polvo
de alginato mediante radiaciéon UV por 20 minutos en la misma campana de bioseguridad
que se trabajo para preparacion del compoésito. Entonces, la solucion se prepar6 con el polvo
estéril y agua desionizada autoclavada a 121 °C por 20 minutos.

6.3. Impresion del prototipo

Se puede determinar que esta parte fue la mas dificil de implementar ya que contempla
los puntos criticas del proceso. La principal problematica que se enfrent6 en el desarrollo fue
mantener la esterilidad en el ambiente y lugares de trabajo, ambas cruciales a lo largo de las
etapas de impresion e incubacion.

La impresora 3D Bioplotter (proyecto Fondequip EQM 140012) se encuentra ubicada en
el Laboratorio de Docencia dentro del Centro de Biotecnlogia y Bioingenieria (CeBiB) de
la facultad. Este es un espacio poco estéril y controlado, ya que ademéas de trabajar con
bacterias, microalgas y otros hongos, existe un gran flujo de personas constantemente. Las
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dimensiones del equipo son muy grandes como para usarla dentro de una campana de segu-
ridad, ni tampoco se contaba con campanas de flujo laminar de mayor profundidad y altura
para poder instalar la bioimpresora. Dicho lo anterior, se ide6 una forma de resguardar la
impresora y la impresion para que la esterilidad no se viese perjudicada.

Se construyd una estructura para recubrir el equipo completo y asi, en medida de lo po-
sible, aislarlo del ambiente contaminante. Lo materiales usados fueron Film transparente de
PVC, tubos de PVC de 25mm de didmetro, codos esquineros de polipropileno de 25mm de
didmetro (Koalition) y guantes de neopreno para caja seca (Merck) que permitieran mani-
pular las muestras dentro. Con los tubos y codos se arma un cubo que luego es cubierto por
el film, de manera de sellar el espacio (ver Figura 6.9).

Figura 6.9: Fotos de la estructura instalada sobre la impresora 3D para
resguardar la esterilidad del lugar. (a) Sin estructura (b) Con estructura.
Elaboracién propia.

Al mismo tiempo, debido a que la impresora 3D Bioplotter esta disenada para investi-
gacion en el campo de ingenieria de tejidos, las boquillas para las jeringas de extrusion van
desde los didmetros 0.1mm - 0.51mm (didmetro interno). A pesar de que el tamafio de par-
ticula del sustrato después de la molienda era entre 100-200 pum, la tinta no era capaz de
ser extruida incluso usando la punta mas ancha disponible en el laboratorio (0.41 mm). Por
lo anterior, se opto por cortar una de las puntas por la mitad, alcanzando un mayor grosor.
Sin embargo, a la hora de probarla en la impresora la boquilla era muy corta, traducién-
dose en un error en la calibracién del equipo en el eje z (altura). Entonces, se pegaron dos
puntas, ambas cortadas por la mitad, de manera de conseguir el largo de una boquilla original.

Cabe destacar que el fin del biomaterial no requiere de una resoluciéon pequeiia como la
ingenieria de tejidos, por lo que tampoco era necesario utilizar una boquilla delgada, es de-
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cir, no se considera como una desventaja de la tinta requerir de adaptar la punta de jeringa.
Incluso, en un futuro se pretendia seguir aumentando el didmetro de extrusién obteniendo
resultados atin més favorables.

Una vez abordadas las problematicas, es viable imprimir sin mayor riesgo de contamina-
cion. Por un lado, se tiene la impresion del prototipo en si con las tintas de mayor contenido
de sustrato escogidas en base a la viscosidad que se percibi6. Hasta este punto, todas las de-
cisiones para la formulaciéon de la biotinta habian sido cualitativas. Cuando se comenzé con
la impresiéon y se ajustaron los pardmetros se pudo evidenciar cuantitativamente la diferencia
entre la reologia. Como es posible ver en la Tabla 6.3, para un mayor contenido de coronta,
se necesitd mas presion de extrusion, pues como se comentd anteriormente, la viscosidad era
mayor. Sin embargo, al incrementar la presion se debié imprimir a una menor velocidad ya
que la extrusion se hacia mas forzosa y afectaba la precision.

Tabla 6.3: Pardmetros utilizados para la impresion en Bioplotter 3D con las
tintas de proporciones en peso 60:40 y 70:30.

Proporciones sustrato:alginato  60:40 70:30

Velocidad de impresién [mm/s] 15 10
Presién de extrusion [bar] 1 1.2

Por otro lado, se encuentra la correcta incubacion para potenciar la colonizacion del mi-
celio en la estructura una vez impresa. Pese a que es posible apreciar colonizacion en los
prototipos de la Figura 6.10, atin se pueden ver zonas de él donde no se desarrollé micelio.
Dado que la fuente de carbono utilizada estaba reportada como una viable para G. lucidum
(Seccién 2), se intenta dar con otras explicaciones para la falta de crecimiento. Se considera
importante detenerse en el escaso crecimiento en la estructura impresa con la tinta con pro-
porcién 70:30 (Figura 6.10 (b)), dado que al tener un mayor contenido de sustrato respecto a
alginato, se esperaba que el crecimiento fuera mayor. De todos modos, esta tinta presenta ma-
yor encogimiento que la tinta formulada con proporciones 60:40 tras el tiempo de incubacion,
pudiendo tratarse de una mayor deshidratacion del hidrogel que haya inhibido el crecimiento.
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Figura 6.10: Muestra de los prototipos impresos con tintas en base a co-
ronta de maiz y alginato al 14 % p/p, después de 3 semanas de incubacién.
Se observa el micelio en blanco. (a) Tinta con proporcién 60:40 (sustra-
to:alginato). (b) Tinta con proporcién 70:30 (sustrato:alginato). Elabora-
cién propia.

Al igual que lo argumentado en un principio, el escaso crecimiento se pudo deber a los
problemas en la temperatura, humedad y saturaciéon de COy durante la incubacion. A su
vez, el crecimiento no sélo se ve afectado por la falta de oxigenacién en el ambiente sino que
a su vez, la baja disponibilidad de oxigeno en el medio dificulta la penetracion del micelio
en el sustrato [41]. Es decir, la porosidad del compésito determinard si habra crecimiento
en la superficie donde hay facil acceso al oxigeno o si serd capaz de crecer hacia el seno del
sustrato. Este fendmeno se puede visualizar en la Figura 6.11, donde se puede apreciar una
colonizacién superficial y levemente hacia el centro. Entonces, se infiere que el hidrogel no
posee una porosidad suficiente como para permitir la permeacion del gas hacia el seno y
airacion adecuada, coincidiendo asi con que los hidrogeles de alginato tienen poros pequenos
que no permiten el movimiento de las células [88].

Sumado a lo anterior, se pudo apreciar que el alginato sufrié una deshidratacién que detu-
vo el crecimiento por completo en las primeras dos semanas. En este punto se decidié parar
la incubacion y secar el prototipo en la estufa. Dado que una mayor cantidad de entrecruza-
miento genera menos hinchamiento y menor difusién de oxigeno en el hidrogel [60], se habria
esperado que en ausencia de entrecruzante, como se trabajo en este caso, resultara en una
estructura con mejor conservacion de su hidrataciéon y aireacion. La pérdida de la integridad
de los prototipos pueden deberse a la alta concentracion de alginato en la tinta que a su vez
puede ser perjudicial para la proliferacién celular [69]. Basado en lo tltimo, también se puede
explicar la falta de crecimiento en la estructura hecha con la tinta de mayor contenido de
coronta (70:30) como fue mencionado anteriormente.

Pese a que el tiempo fue menor a las 4 semanas presupuestadas para la incubacién, se
pudo ver que en la mitad del tiempo ya habia colonizacién casi en la superficie completa.
Esto se lo puede atribuir al tamafio de particula del sustrato (100xm-200um), permitiendo
asimilar con mayor facilidad los azticares y la propagacién del entramado [6].
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Micelio

Figura 6.11: Iméagenes en detalle de secciones del prototipo para mostrar la
penetracién del micelio (superficie blanca) en el sustrato. (a) Seccion trans-
versal 1. (b) Seccién transversal 2. (c¢) Seccién transversal 3. Elaboracién
propia.

Las dificultades que se presentaron a la hora de una 6ptima incubacién del prototipo, per-
judicaron el crecimiento del micelio. A su vez, la tinta perdié hidratacién y su baja porosidad
afectaron la fase de elongacion. Por consiguiente, se proponen nuevas formulaciones para la
tinta, por ejemplo, agregando yeso al compoésito por las siguientes razones: provee al cultivo
de sales inorganicas (calcio), aumenta la porosidad y ventilacién del sustrato [41], actiia como
aglutinante y, finalmente, puede producirse a partir de residuos, siendo un relleno carbono
neutral o incluso negativo [89]. Asi, no se estarfa perdiendo el foco sustentable del proyecto.
Sin embargo, la presencia de sulfato de calcio en la tinta produciria un entrecruzamiento
previo a la extrusién, aumentando la viscosidad [90]. En consecuencia, se puede predecir que
se debera disminuir la concentracion de la solucién de alginato.
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De todos modos, es destacable que fue posible dar con una formulacion para una biotinta
que permitiera la biofabricacion de un material. La tinta obtenida no sélo fue extruible, sino
que evidencio poder sostener la proliferacion celular y permitir el crecimiento del micelio del
hongo filamentoso. En base a todos los resultados obtenidos y expuestos, se construye un
diagrama de bloques que representa el proceso completo, desde la preparacion de la biotinta
hasta la extrusion, como se muestra en la Figura 6.12.

Sustraty

(polva de coronia
de maiz) Humectacion del
T sustrato
(24 horas)

Caranta
(209 peso himada,
80% humediad)
v

Esterilizacian
(121°C por 20 min) Alginato 14% pip (13.4g)
¥ l
. Primera imcubacién Preparacién del
Indcula P .
4)‘{5“”9”;'0" de Inoculacién (48 horas) compésito Extrusién
esporas)

¥

Segunda incubacién
(4 semanas) |

Secado

(60°C por 24 horas) |

Blomaterial

Figura 6.12: Diagrama de bloques del proceso de fabricaciéon del biomaterial
con impresién 3D. Elaboraciéon propia.

6.4. Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas documentadas para los compésitos impresos de micelio, in-
dicaban que por ahora sélo serian apropiados para el uso en aplicaciones no estructurales,
debido a la fragilidad asociada a su fabricacién por impresién 3D [6]. Para cuantificar sus
propiedades y evidenciar posibles mejoras, se realizaron ensayos de traccién-deformacion y
compresion para el biomaterial desarrollado.

En la Figura 6.13 se muestran las curvas obtenidas del ensayo de traccién-deformacion
para el material en estado puro, es decir, sin colonizaciéon de micelio y posterior a la coloni-
zacion. A partir de la seccion lineal de ellas, se calcularon los médulos de Young respectivos
y la carga maxima de rotura, ambos valores representados en los graficos de la Figura 6.14.
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Figura 6.13: Curvas de los ensayos de traccion-deformacién para el biomate-
rial compuesto por coronta de maiz. (a) antes de la colonizacién (sin micelio)
y (b) después de la colonizacién (con micelio). Elaboracién propia.
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Figura 6.14: Resultados ensayos de traccién-deformacion para prototipos
impresos en 3D colonizados (con micelio) comparados con impresién de

sustrato/aglomerante puro (sin micelio). (a) Médulo de Young. (b) Carga
maxima. Elaboracién propia.

En la Figura 6.15 se muestran las curvas obtenidas para el ensayo de compresion realizado
sobre el biomaterial. Al igual que para las pruebas de elongacion, a partir de ellas se calculan

los modulos de compresion. Los resultados del médulo de compresion se grafican en la Figura
6.16.
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Figura 6.15: Curvas de los ensayos de compresién para el biomaterial com-
puesto por coronta de maiz y alginato. (a) antes de la colonizacién (sin
micelio) y (b) después de la colonizacién (con micelio). Elaboracién propia.
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Figura 6.16: Resultados ensayo de compresién para prototipos impresos en
3D colonizados por micelio comparados con impresion de sustrato/aglome-

rante puro (sin micelio). Elaboracién propia.

En base a los resultados resumidos en las Tablas 6.4 y 6.5, se distingue en primer lugar,
un aumento en los médulos tanto de elasticidad como de compresion en presencia de micelio.
El valor del médulo de Young para el material con micelio es aproximadamente el doble que
en el caso inicial (sin micelio), mientras que el de compresién refleja un aumento cercano al
45%. Las propiedades mecénicas del material sin micelio se deben a la presencia de ligno-
celulosa, cuyas fibras se entrelazan entre ellas y a la funciéon aglomerante del alginato [53].
Por lo anterior, se cree que la lignocelulosa y almidén de la coronta sirven como reforza-
miento estructural para un hidrogel de alginato dado que no colapsé. Luego, el incremento
evidenciado es un indicio de las propiedades aglomerantes propias del micelio, por lo que su
presencia efectivamente actiia como aglutinante, mejorando las propiedades producto de la
colonizacion.
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Es importante detenerse en el valor de la desviacion estandar para los dos casos expues-
tos. Es facil notar que el rango es amplio, indicando a su vez que los valores obtenidos para
los médulos de Young se encuentran dispersos (ver Figura 6.14). La explicacién consiste en
que la geometria de las probetas utilizadas no era homogénea ya que eran fragmentos del
prototipo, variando en ancho y espesor. Este comportamiento también se puede apreciar en
la Figura 6.16, aunque en menor medida. De todas formas, pese al desvio, sigue habiendo
un incremento en la elasticidad y compresion del material. Mediante un analisis estadistico
(t>0.05) se determina que los datos no son significativos, independiente de la tendencia al
aumento de las propiedades. En cuanto a los valores de la carga maxima de rotura, se puede
ver que una disminucién para el material con micelio. Sin embargo, la diferencia no es signi-
ficativa y se encuentra dentro de un margen de error aceptable.

Tabla 6.4: Resumen de los resultados de ensayos de traccién-deformacion.

Médulo de Young [MPa] Carga maxima [N]

Sin micelio 128,1 + 46,9 24,6 + 9,7
Con micelio 271,0 £+ 84,6 21,56 +£59

Tabla 6.5: Resumen de los resultados de ensayos de compresion.

Moédulo de compresiéon [MPa]

Sin micelio 199 £ 1.2
Con micelio 294 £ 7.0

Ademas, se compararon los médulos de Young (elasticidad) del prototipo impreso con los
reportados y expuestos en la Seccién 3.6. De acuerdo a la bibliografia, en particular en la
Figura 3.13, los médulos se encuentran en el rango 1071-10' MPa para MBC extruidos. En
cambio, los valores obtenidos del ensayo de traccién-deformacién son del orden de 10?2 MPa
(ver Tabla 6.4). Pese a que se trata de un aumento a lo menos de un érden de magnitud, se
debe caer en cuenta en la deformacion sufrida por la probeta. Para el caso del prototipo se
obtiene una deformacién de fractura de 0.02 [mm/mm]|, o bien del 2%, considerablemente
menor en contraste con el intervalo de 15 %-25 % mostrado en esta misma figura [6]. De todos
modos, la diferencia en la capacidad de deformacion entre la estructura biofabricada y los
valores reportados se explica por la escasa colonizacién del micelio hacia el seno del sustrato.
Dado que en el prototipo impreso e incubado se vio una detencién del crecimiento del hongo,
es de esperarse que sus propiedades mecdnicas sean inferiores.

A su vez, se decidi6 cuantificar la resistencia a la compresion ya que se considera una pro-
piedad de interés para la aplicacién del biomaterial en dreas de la arquitectura y construccion.
Como se muestra en la Figura 3.14 (Seccién 3.6), dicha propiedad depende fuertemente de la
fabricacién del compésito, pudiendo dar con médulos entre 1072-10* MPa. Si se compara el
médulo obtenido (10! MPa) con el de compresion cercano a 1071 MPa de Soh et al. (2020)
[6], se nota un incremento de dos érdenes de magnitud. Luego, al igual que para el médulo
elastico, el resultado obtenido es mayor. No obstante, las comparaciones entre valores no
puede hacerse de manera directa, dado que estan sujetos a diferencias de metodologias al
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no usarse una norma predeterminada, variaciones geométricas de las probetas construidas,
en los tipos de sustratos utilizados y del biomaterial en si. Sin embargo, la explicacion mas
adecuada se considera la falta de calcinacién o etapa de secado posterior a la extrusién de
las fibras de bambt. En consecuencia, las pruebas mecanicas se realizaron sobre un material
similar a una gelatina, reflejandose en valores minimos para el médulo.

Se estima importante hacer hincapié en la desviacién entre los médulos de Young de
elasticidad y compresion obtenidos (revisar Tabla 6.4 y Tabla 6.5). Podria explicarse por el
alineamiento de las fibras del micelio a favor del sentido de la carga. Ante fuerzas compresi-
vas podria provocarse un fenémeno de pandeo, incrementando los esfuerzos que se generan
en las fibras y provocando su colapso. Por lo tanto, si se considera que las fibras presentan
algin grado de orden en el compdsito, se espera que la resistencia a la traccién sea conside-
rablemente mayor que a la compresién. Es mas, Islam et al. (2017) [91], pudo ver que para
deformaciones minimas sobre una red micelial, la rigidez tracciéon y compresion era la misma.
A medida que aumenta la carga y deformacion, el médulo de compresion se estabiliza, mien-
tras el de elongacion contintia aumentando. Este comportamiento coincide con la hipodtesis
descrita anteriormente.

Por tltimo y conforme con los resultados, la mejora en las propiedades mecanicas se deben
al efecto del entramado, si se comparan los casos con y sin micelio. Ademas, se estima que se
logré un avance en la fabricaciéon de compésitos de micelio por impresién 3D, aportando en
pos de la optimizacion del biomaterial. Atn asi, dada la resistencia de un MBC producido por
dicho método, s6lo son apropiados para usos no estructurales. Para ampliar sus aplicaciones,
se incita a continuar con sucesivas mejoras, de manera de optimizar las materias primas y el
proceso en si.
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Capitulo 7

Conclusiones y Proyecciones

A partir de un analisis cualitativo de la reologia de una soluciéon de alginato, se formulo
una biotinta con polvo de coronta como sustrato para el soporte del crecimiento del hongo
filamentoso Ganoderma lucidum. Los aspectos criticos de la investigacion radicaron en la
mantenciéon de la esterilidad del ambiente y en asegurar la proliferacion del organismo. Pese
a las dificultades enfrentadas, se logré crear una biotinta extruible y obtener una estructura
colonizada por micelio. Asi, se valida la fabricacién de un MBC mediante impresién 3D.

Mediante ensayos de propiedades mecdanicas, se evidencio cémo la presencia del hongo
aportd a su mejora. En cuanto a la elasticidad del material, cuantificada por ensayos de
traccién-deformacién, se pudo ver un aumento del 110 % y para la resistencia a la compre-
sién, un incremento de mas del 45 %, en ambos casos gracias al crecimiento del micelio. De
todas formas, los resultados no son directamente homologables con las propiedades repor-
tadas por diferencias en la colonizacion y de metodologias. Asi, se puede establecer que el
perfeccionamiento de la etapa de incubaciéon en el proceso, conllevara a un mejor crecimiento
micelial que a su vez, beneficiaria las propiedades mecanicas del biomaterial.

Con todo lo anterior, se concluye que fue posible desarrollar un biocompésito en base a mi-
celio del hongo filamentoso G. lucidum. A su vez, se cumplié con el objetivo de revalorizar un
residuo organico rico en lignocelulosa como la coronta para su uso como sustrato. Asi, se apor-
ta a la ampliacion de la aplicabilidad del un compoésito de micelio, proponiendo un método
de manufactura versatil como la impresion 3D. De acuerdo a los resultados favorables que se
obtuvieron, es posible constatar el cumplimiento de los objetivos del trabajo de investigacion.

En cuanto a proyecciones del trabajo, se estima que con estudios sucesivos se podra op-
timizar el biomaterial compuesto de micelio y sus propiedades mecénicas, pudiendo dar con
distintas formulaciones e incluso la revalorizaciéon de otros residuos asociados a la actividad
humana. Consecuentemente, no sélo se ampliarian las aplicaciones del material producto de
la posibilidad de elaborar estructuras complejas, sino que permitiria su uso para fines estruc-
turales también. Finalmente, este nuevo material permite abordar el impacto de la industria
de la construccion con una solucién sustentable basado en una economia circular.
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Capitulo 8

Nomenclatura

mm: Milimetro

ml: Mililitro

e pum: Micrometro

MBC: Mycelium Bound Composite
* MPa: Mega Pascales

* PVA: Polivinil alcohol

e PLA: Acido polildctico

* PVOH: Alcohol polivinilico

* PCL: Policaprolactona

* MF': Microfibras de celulosa

* CNF': Nanofibras de celulosa

e CNC: Celulosa nanocristalina
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Anexos

Anexo A. Calculos realizados

A.1. CaAlculo de la concentracion de esporas con Camara de Neu-
bauer

Se tomaron 10uL de la solucion, se mezclaron con 10uL de azul tripan y se cargaron
10puL en la cdmara de recuento. El conteo se realiza en los cuatro cuadrados de las esquinas
(denotados con la letra L en la imagen A.1).

En general, la concentracién de una solucion se puede expresar segin la ecuacion A.1:

numero de células

Concentracién [esporas/ml] = (A.1)
volumen
Segun lo mostrado en la imagen A.1, el volumen de cada cuadro corresponde a
Imm - Imm - 0.1mm = 0.1mm® = 0.0001ml (A.2)

En ese caso se contaron las esporas de los 4 cuadros extremos, por lo que el volumen total
seria de
4-0.0001ml = 4 - 10~ *ml (A.3)

Asi, reordenando la ecuacién anterior, se obtiene la ecuacién A .4.

numero de células - 10.000

Concentracién [esporas/ml] =

(A4)

volumen

Donde el nimero de celulas corresponde al total contado en los cuatro cuadrados de las
esquina de la caAmara mostrada en la Figura A.1.
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Figura A.1: Camara de recuento Neubauer [92].
Para la concentracion final se usa la Ecuacion A.5:

Cp-Vi=0Cy- Vs (A.5)

Dado que la concentracién inicial era de 10* [esporas/ml] en un volumen total de 5ml de
suspension, se reemplazan los valores en la Ecuacion A.6. El volumen final fue de 0.5 pl.
Luego,

10*-5=Cy-0.5 (A.6)

= Cy = 10°[esporas/ml] (A7)

60



	Resumen
	Agradecimientos
	Tabla de Contenido
	Índice de Tablas
	Índice de Ilustraciones

	1 Introducción
	1.1 Antecedentes Generales
	1.1.1 La industria de la construcción y su impacto
	1.1.2 Hongos en la industria y en la biotecnología
	1.1.3 Revalorización de residuos

	1.2 Motivación

	2 Marco Teórico
	2.1 Reino Fungi
	2.1.1 Basidiomicetos
	2.1.2 Hongos filamentosos
	2.1.3 Hongos de pudrición
	2.1.4 Ganoderma lucidum
	2.1.4.1 Crecimiento y cultivo
	2.1.4.2 Factores nutricionales y ambientales de cultivo



	3 Estado del Arte
	3.1 Impresión 3D
	3.1.1 Biotintas para impresión 3D

	3.2 Impresión 3D con lignocelulosa
	3.3 Impresión 3D con materiales celulósicos
	3.4 Impresión 3D de hidrogeles de alginato y celulosa
	3.5 Biocompósitos de micelio (MBC)
	3.5.1 Propiedades mecánicas
	3.5.2 Propiedades aislantes

	3.6 MBC para impresión 3D
	3.6.1 Propiedades mecánicas


	4 Objetivos
	4.1 Objetivo General
	4.2 Objetivos Específicos

	5 Metodología
	5.1 Materiales
	5.2 Fabricación del ladrillo
	5.3 Formulación de la tinta
	5.3.1 Reología de la tinta
	5.3.2 Extruibilidad de los sustratos

	5.4 Preparación de la biotinta
	5.5 Impresión del prototipo
	5.6 Incubación
	5.7 Secado
	5.8 Propiedades Mecánicas

	6 Resultados y Discusiones
	6.1 Formulación de la tinta
	6.1.1 Reología de la tinta
	6.1.2 Extruibilidad de los sustratos

	6.2 Preparación de la biotinta
	6.3 Impresión del prototipo
	6.4 Propiedades mecánicas

	7 Conclusiones y Proyecciones
	8 Nomenclatura
	Bibliografía
	Anexos
	A Cálculos realizados
	A.1 Cálculo de la concentración de esporas con Cámara de Neubauer





