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Resumen

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

En una primera etapa se realizé un screening de diferentes cepas fungicas, evaluando su
crecimiento en cultivos sumergidos (agitados y estaticos) y cultivo en medio sdlido, que
permitio identificar y seleccionar las condiciones de cultivo y cepas mas adecuadas para la
produccién de biomasa destinada a la formulacion de dispersiones filmogénicas. Se
seleccionaron las biomasas de Aspergillus niger (AN), Penicillium nalgiovense (PN) y Mucor
hiemalis (MH) obtenidas bajo cultivo sumergido con agitacion, esterilizadas vy filtradas. Bajo
estas condiciones, AN y PN crecieron como pellets mientras que MH crecié como micelio
disperso. Se cuantificaron los principales componentes filmogénicos de las biomasas. MH
presentd mayores valores de proteinas y menos carbohidratos que AN y PN, que mostraron
una composicion similar entre si. Se prepararon dispersiones de biomasa al 3 % p/p (b.s) y
se evaluo la efectividad de tratamientos de ultrasonido (US) y homogeneizacion (UT) para
la ruptura celular, mediante microscopia optica y distribucién del tamafo de particula. La
ruptura de las hifas fue efectiva logrando en todos los casos dispersiones con la mayoria de
sus particulas por debajo de los 10 um. MH presento distribuciones de tamafo de particula
similares independientemente del tratamiento de ruptura, mientras que en PN y AN se
observd una tendencia monomodal solamente en tratamientos de 30 min de US. Las
dispersiones se plastificaron con glicerol (25 % p/p b.s) y se utilizaron para obtener PM por

evaporacion del solvente (casting). Se evaluaron sus propiedades mecanicas, térmicas
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(TGA), estructurales (FTIR, AFM), su permeabilidad al vapor de agua, color y opacidad. Se
obtuvieron PM homogéneas y maleables con caracteristicas distintivas segun la cepa. Los
diferentes tratamientos de ruptura celular no impactaron en el color, la opacidad ni en las
propiedades mecanicas de las PM. Las PM de MH se caracterizaron por ser amarillas y
opacas mientras que las de AN y PN presentaron tonos marrones y mayor transparencia.
Las PM de MH presentaron mayor fragilidad que las de AN y PN, que resultaron ser mas
rigidas y elasticas, respectivamente. Los espectros de FTIR mostraron mayor similitud entre
PN y AN que con MH, correlacionandose con su composiciéon. Los termogramas (TGA)
mostraron un perfil de degradacion multiple en funcién de la cepa fungica. Las PM de AN y
PN presentaron valores de permeabilidad al vapor de agua similares entre si y comparables
con peliculas de biomasas microbianas.

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

En una segunda etapa, se obtuvieron MMP a partir de AN, PN y Monascus ruber (MR),
cultivados bajo tres condiciones de cultivo sumergido: agitado (A), estatico (E) y combinado
(AE). Los micelios se esterilizaron y separaron del medio. En E y AE se obtuvieron MMP
flotantes que cubrian la seccion del recipiente, excepto por AN en la condicion E cuyo
crecimiento se limité a los bordes. En la condicion A los MMP se obtuvieron como un
conjunto de pellets unidos. Los MMP de Ay E (MR) y Ay AE (AN) se trataron por inmersion
en glicerol 25 % y 50 % p/p por 3, 12y 24 h y luego se prensaron por compresion (6,4 g/cm2)
por 72 h. Se determind el color de los MMP, observandose diferencias entre las condiciones
de cultivo y entre ambas superficies de cada material. La inmersion en glicerol por 3 h fue
suficiente para mejorar la durabilidad y maleabilidad. Se determinaron las propiedades
mecanicas de los MMP (AN: AE, PN: AE y MR: E) tratados con 0, 25 y 50 % glicerol (3 h).
La incorporacién de glicerol redujo la resistencia y rigidez, al mismo tiempo que aumenté
notablemente la elongacion. No se observaron diferencias entre ambas concentraciones de
glicerol evaluadas.

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

Finalmente, se evalud el cultivo a AN en extractos liquidos de bagazo cervecero (BC) como
unica fuente de nutrientes. Para ello, se prepararon tres medios a partir de BC mediante
extraccion acuosa con o sin el agregado de la enzima a-amilasa bacteriana (2,5 y 5 %v/v),

y se utilizaron como control cultivos en caldo Sabouraud glucosado. Los extractos se
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inocularon con AN e incubaron bajo condiciones AE. Se determiné el contenido de azucares
reductores y carbohidratos totales de los medios al inicio y final de la incubacién. Se
determind la cantidad de azucares consumidos, la produccion de micelio como peso seco y
la tasa de conversion sustrato-a-micelio. Los extractos de BC presentaron concentraciones
iniciales de carbohidratos mayores que el control destacandose los de tratamiento
enzimatico. En todos los extractos enzimaticos de BC, el crecimiento fungico superd al del
control, alcanzando un maximo en el extracto con 5 % de enzima y logrando la mayor
conversion sustrato-a-micelio.

En esta tesis se desarrollaron y caracterizaron materiales obtenidos a partir de micelio
integral de hongos filamentosos, explorando su potencial como materiales biodegradables y

sostenibles, incluyendo la valorizacion de residuos agroindustriales en su obtencion.
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1. Plasticos convencionales: contexto y problematica
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Biobasado

No biodegradable y biobasado Biodegradable y biobasado

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

No biodegradable Biodegradable

Biodegradable y

Plastico convencional Petroquimico

p.ej. PE,PPPET

p.ej. PBAT, PCL, PVA

Petroquimico

Figura 1.Sistema de coordenadas de materiales de los pldsticos (Ribba et al, 2020) (*bio-PE: bio-polietileno,
bio-PET: bio -tereftalato de polietileno, PTT: poli (tereftalato de trimetileno), bio-PA: biopoliamida, PLA: dcido
polildctico, PHA: polihidroxialcanoato
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3. El micelio fungico como material emergente
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Figura 2. Estructura y disposicion de los filamentos fungicos en el micelio: (A) morfologia dptica de las
fibras del micelio, (B) representacion esquemdtica de las hifas, (C) Imagen conceptual de la pared celular
fungica (Adaptado de Amobonye et al., 2023).
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Figura 3. A) Composicion tipica de MCM tipo espumas; B) MCM tipo espuma usados como sustitutos de
tableros en paneles de paredes y puertas; C) MCM usados como espumas aislantes, y D) MICM tipo
espuma elaborados mediante micelio crecido sobre residuos de poda de vides. Adaptado de Parhizi et al.,
2025
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Figura 4. A) Esquema estructural tipico de un MCM tipo sandwich a base de micelio.; B) una estructura
MCM tipo sdndwich. Adaptado de Jiang e tal. (2017)
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Figura 5. Productos simil cuero a base de hongos desarrollados por A) Ecovative (Ecovative, 2024) y B)
Mycorium Biotech (Mycorium Biotech, 2025).
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4. Compostaje y biodegradabilidad de materiales fungicos
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COMPOSTABLE

Figura 6. Sellos que identifican a los productos como compostables presentes en diferentes partes del
mundo: A-C) Comunidad europea; D-E) Alemania; F) Estados Unidos; G) Argentina.
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5. Cultivo de hongos filamentosos
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El objetivo general de este trabajo de Investigacion fue obtener y caracterizar

materiales biodegradables a partir de biomasa integral de hongos filamentosos
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Figura 7.Esquema de identificacion adaptado de Pitt y Hocking (2009).
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Tabla 3. Tratamientos realizados a las dispersiones fungicas.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1.1. Aspergillus niger
[I- CI3al- y & fI- CA3dzil- ¢ Aazaduly” fl-a OMI-0dSHEdOIa Y 1-0I2a0sLI01E & YIoN2a020)1-4
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200SyIR1-4 {il-4 T R)I- RS ty0dzo1-0tsy LI f1- OSLII- RS A. niger, ISALISO0IG1-Y SyiSe

Figura 8. Colonias de A. niger tras 7 dias de incubacion en diferentes medios de cultivo: A) CYA a 25 °C; B)
MEA a 25 °C; C) CYA a 37 °C; D) G25N a 25 °C. (Superior: anverso; Inferior reverso).
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Figura 9. Ampliaciones desde microscopias de aislamientos de A. niger A) conidiéforos 10X; B) cabeza
aspergilar 40X; C) conidios 100X.
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CAPITULO I: OBTENCION Y CARACTERIZACION DE DISPERSIONES FILMOGENICAS

3.1.2. Mucor hiemalis
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Figura 10. Colonias de M. hiemalis tras 7 dias de incubacion en diferentes medios de cultivo: A) CYA a 25
°C; B) MEA a 25 °C; C) CYA a 5°C; D) G25N a 25 °C. (Superior: anverso; Inferior reverso).
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CAPITULO I: OBTENCION Y CARACTERIZACION DE DISPERSIONES FILMOGENICAS _

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

3.1.3. Geotrichum candidum
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Figura 12. Colonias obtenidas de G. candidum tras 7 dias de incubacion en diferentes medios de cultivo:
A) CYA a 25 °C; B) MEA a 25 °C (Superior: anverso; Inferior reverso).
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Figura 13. Ampliaciones desde microscopias de aislamientos de G. candidum A) artroconidios 40X; b)
artroconidios 100X.
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3.1.4. Penicillium nalgiovense
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CAPITULO I: OBTENCION Y CARACTERIZACION DE DISPERSIONES FILMOGENICAS _

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

Figura 15. Ampliaciones desde microscopias de aislamientos de P. nalgiovense A) conidiéforo 40X; B)
conidios 100X.
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CAPITULO I: OBTENCION Y CARACTERIZACION DE DISPERSIONES FILMOGENICAS

3.1.5. Penicillium camemberti

[1- CA3dz01- me Hzadl- £1-8 OHI-OGSINAGIO1-E Y I-0N2&05LII01-4 200SyIR I dil-4 T Rjl-4 RS lyDiz01-0lsys
[I-4 02f2yM1-4 RSaHN2EEIRIE Sy /.1 LNSaSyiHi2y azy (Y132 RS oy Y'Y RS RHY'Siili2
Li2Y SRI2I 201-812y1€Y SyiS Y 44 LiSIjdzS31-4 613SHI-Y SyiS adztOI-RI-a NI-RII-Y SyiSt 02yBSE -4l
0Stiity2al-al 02y 1yBSia2 0220 ofly02 & 1SgSia2 LIHIR2e [I14 02f2ylld Sy a9l &S
OMI-OASINTIHIZY LI2N dSySi dzy RHFYSiili2 LIN2'Y SRI2 Ho Y'Y &SI LIEI-y1-4 & ES0S Y Syl 1t20241-41
02y 1yBSiia2 ofly02 & NSESIa2 1-Y HiEi20 9y DHpb &S 203882y 02t2yAl4 RS mc Y'Y RS
RIFY Slli2 LI2Y SRi21 Tt20241-41 adf01RI-E 02y I-yBSiE2 02621 6f1-y02! 14::aSyOll- RS SEdRI-R2
& LAY Syl a2t0:0tS1 & 1SPSIAZ RS 0221 LHIR20 9401-42 ONSOIY 1Syi2 I- p ¢/0 b2 &S 2643105
OUSOIY'1Syii2 I oT ¢/t

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

Figura 17. Ampliaciones desde microscopias de aislamientos de P. camemberti A y B) conidioforo 40X; C)
conidios 100X.
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Figura 18.Morfologias de crecimiento tras 7 dias de cultivo sumergido con y sin agitacion.
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Pl s B
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P. nalgiovense

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

MO/Condicién de cultivo (g/L)
Agitado Estatico
Aspergillus niger HICO K NIMH " MITH R vy ©
Mucor hiemalis HIMH R NIng'  nidn g ninp ©
Penicillium nalgiovense midc f ninn 't mLnn § nino °
Penicillium camemberti midn 5 ain 't nlyc g nimm ©
Geotrichum candidum nitogpninc’ | nipHE ninp ©
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Tabla 4. Valores promedio de biomasa total obtenida (b.s) tras 7 dias de cultivo sumergido agitado y
estdtico. Valores expresados como media * desviacion estandar (DS).
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Tabla 5. Valores de pH del medio de cultivo tras 7 dias de cultivo sumergido agitado y estdtico. Valores
expresados como media * DS.

3.2.2. Cultivo en medio solido
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Figura 20. Cultivos en medio solido sobre membrana tras 7 dias de incubacion. A) P. camemberti; B) A.
niger; C) M. hiemalis; D) P. nalgiovense y E) G. candidum.
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Figura 22. Efecto del cultivo sumergido (estdtico y agitado) y en medio sélido sobre la produccion de
biomasa tras 7 dias de incubacion (nota: se aproximé a 1g/mlL la densidad del agar para facilitar la
comparacion de rendimientos entre cultivo sumergido y en medio sdlido).
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3.2.3. Determinacion de principales componentes filmogénicos

[24 02'Y'Li2ySyiSa LiyOiLII-£Sa RS fI- LIMISR 0Sfazl-l RS f1-4 KiFl-a Tgy3101-4 &2y l-a LIi2(SHy1-a &
f24 Li20&l-0HIR28L 02Y 2 fI- ljdziity1- & t2a dn3tdz0l-y2ae {dz aISIFIONS SEGSIy1- Sa M0I- Sy i
Ia0ly2a & - 0L hyiSiyl- 02yaiaiS Sy Yiou2rioltl-a RS ljaiy1l SyGuSOuzTI-RI-4
02014SytSY SytS 02y 2024 Li2fial-0MIR24 1j6S LN2LI20002y1-y |- fI- KiFl- IFIRST & SaiaiSyonl-

Y SORYI0IE 0. hya Si 10 manmie 9f 02yASyIR2 RS Sai2a 02YLI2ySyiSa RSLSYRS RS flI-
02Y Li2a80ksy RSE adzalil-i21 Sail-R2 RS ONSONY 1Syti2 & SALISOIS RS K2yA2 6=1-yA Sii 1461 HamnT
DsY STnCt205a Sii 16T namgio [1- ¢1-6fl- ¢ Yd:Saill- t2a ISadtiI-R2a RSt IyAEE 02 Li281012y14
RS fl-4 612Y I-41-4 Tgy3101-4 aSES00i2y1-R -4 & 200SyIRI1-4 453Gy SEISY oome [I- 612Y I-4l- RS M.
hiemalis LS&Sylis 24 G1420S3 Y 44 1424 RS LI20Siy1- OlizR1- & St 02yiSyIR2 Y 44 6142 RS
OMHIo2KIRII-G241 1-42001-R2 LIMYOILIIEY SyS I I- 6121- LISASYOM- RS Fidz01-y24 Saidz0dl-£Sa Sy”
fl- LIHISR OStazEl-io 9ali2a NSanziil-R2a a2y 02 Y LIHI-6Sa 02y 23 lyF20Y I-R24 L2\ . iy Si 1460
GHAHMY LI M. circinelloides & £23 lyF20Y I-R24 L2\ Y&I-y12 St 10 onnmol LIHII- SaLIS0ISA RS
Mucort 2\ 2{i2 f1-R2L A. niger & P. nalgiovense Y 232y tzy1- 02'Y Li2ai0ksy &Y Il Syis
Al 02y yioSiSa Y44 IHi2a RS OMIo2KIRNI-I2A d1-yi2 (201454 02Y2 3ti0l-y24! & dzy” Y Syl
02ytSyIR2 Sy LIi2(SW1- 1jizS M. hiemalist 9al1-a RIFSUSYOI-d &S RSOSY |- 1jdzS t2a fiz01-y2a
Salidy” LIHOHOIY SyES 1dzaSyiSa Sy 4 SaiS0iSa RS Mucorl YISyillE jizS Salzd
02Y Li2ySyiSa Sy tl-4 SalIS0ISa RS Penicillium & Aspergillus 3S SyOuzSyilil-y” Sy Li210Sy/il-Sa

TO



CAPITULO I: OBTENCION Y CARACTERIZACION DE DISPERSIONES FILMOGENICAS

AdLISIR0SE 1€ ma”> 6Y&ly12 Sl 1461 namoT {y3K St 10T namco [24 212054 200SyIR24 LIMI- p.
nalgiovense & A. niger 3S 02S&LI2yRSy 02y 24 lISU2UGI-R2a LIMI- K2y324 Tifl-Y Syli2é24
Li2I) al-yi FyR 1y oHnmmi Sy lyF20Y's dzy 02yESyIR2 RS IMISRSR2I RS neimT I yHiya™s Sy
L1542 3502 RS OMI62KIRII-i24 & dzy 02yESyIR2 RS LN2Sy1-4 RS nivn |- oTIpa 20 1 &k GSTT 24
@1-£20Sa RS LI2(Sy1- 26iSyIR24 LIMII- P. nalgiovense & A. niger TlzSii2y lyTSUi21SE & 24 RS
Jtez01-y2a aLISN20Sa I €23 lyF200Y 1-R24 L20 Yalyq2 Sii 10 6unmol UM P. nalgiovense & A.

candidus.

Proteina Carbohidratos
Muestra cruda /MHo2KIRNI-i2a (201453 Dfd0l-y2a hrDfd0l-y2a JnDtiz0ly24
(g/100g) 63kmnn3 (20154 63kmnn36 | 6Ikmnn3 ¢3kmnn3o
MH nTIoy B NIMN onimg K MNP MLIH F ML nlyo g NINT | nIMG B MIMA
AN HYIPO f NIMA TALIP B PIHO ool 5 NIHH  MIcy R alcn | oMINM | MIoy
PN HPIZYM f NIMH cIHN § NIHA HTYYY B MINT | NITNRAUIH | HTIMN B ALTM

Tabla 6. Resultados del andlisis composicional de la biomasa fungica en base seca. Valores expresados
como media * DS. (MH) Mucor hiemalis; (AN) Aspergillus niger; (PN) Penicillium nalgiovense.
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Figura 23. Biomasas y dispersiones fungicas al 3 % p/p antes y después del tratamiento de ruptura celular
(15US).

3.3.1. Observacion microscopica
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3.3.2. Estudio de la distribucion del tamafo de particula
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Figura 25. Distribuciones del tamafio de particula en %Volumen y en %Numero de dispersiones de
Penicillium nalgiovense (A 'y D), Mucor hiemalis (B y E); y Aspergillus niger (Cy F). (---15U-HS-15U; — 15U;
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Tabla 7. Resultados del andlisis distribucion del tamafio de particula en % Volumen (Span, D[4,3], dV (0,1)
dVv (0,5) y dV (0,9)). Valores expresados como media + DS. (MH) Mucor hiemalis; (PN) Penicillium
nalgiovense; (AN) Aspergillus niger.
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Figura 26. Esquema de preparacion de las peliculas fungicas.
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Figura 27.Sistema de ejes para la determinacion de color por coordenadas CIELAB (C.I.E., 1986).
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Figura 28. Curva tipica de traccidn hasta la fractura, punto F. La resistencia a la traccion TS estd indicada
en el punto M. Los insertos circulares representan la geometria de la probeta deformada en varios puntos
de la curva. (Callister, 1995)
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Figura 29. A) Mdquina de ensayos universales Megatest® TC-500 serie Il; B) Probeta preparada; C) Pobeta
entre las mordazas del equipo luego de la ruptura.

2.1.6. Andlisis termogravimétrico (TGA)
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2.1.7. Permeabilidad experimental al vapor de agua
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Figura 30. A) Conjunto pelicula-celda: (MH) M. hiemalis; (PN) P. nalgiovense; (AN) A. niger. B; C) Celdas
dispuestas en el desecador durante el experimento.
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Figura 31.Funcionamiento del AFM (Garcia y Kikut Cruz, 2020).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 32. Peliculas obtenidas a partir de biomasa de A-D) P. nalgiovense, E-H) A. niger, y I-L) M. hiemalis
con diferentes tratamientos de ruptura.
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Figura 33. Peliculas obtenidas a partir de biomasa de P. nalgiovense con diferentes tratamientos de
ruptura. A) 15US; b) 7,5US-UT-7,5US. En rojo se sefialan las dreas de heterogeneidad.
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Tabla 8. Resultados del andlisis colorimétrico CIELAB y de opacidad de peliculas a base de biomasa fungica.
Valores expresados como media + DS. (MH) Mucor hiemalis; (PN) Penicillium nalgiovense; (AN) Aspergillus
niger.
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Figura 34. Nombres de los colores de las peliculas (15US) obtenidos segtn las paletas hexadecimal y RAL
classic A) M. hiemalis; B) A. niger; C) P. nalgiovense.
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Figura 35. Espectros FTIR de peliculas obtenidas en el rango de 4000 a 400 cm™. Las zonas espectrales

caracteristicas correspondientes a las principales macromoléculas se indican entre lineas de puntos.
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15US-UT-15US. (MH) M. hiemalis; (PN) P. nalgiovense; (AN) A. niger.
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Tabla 10. Valores de las propiedades mecdnicas de distintos materiales biobasados y no sostenibles que

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

EB: Elongacion a la

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

Tereftalato de polietileno,; (PP) Polipropileno (MMP) material de micelio puro; (PM) pelicula de micelio.
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Figura 37. Termogramas de las peliculas fungicas: peso (%) y primera derivada del peso (% °C?) con

respecto a la temperatura (a, b) M. hiemalis; (c, d) A. niger (e, f) P. nalgiovense (control — * —; —15US- UT
-15US; ...... 15US; ---7,5US- UT- 7,5US)
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Tabla 11. Paradmetros obtenidos de ensayos de degradacidon térmica de las peliculas de biomasa fungica
en el rango de 30-600 °C. (MH) Mucor hiemalis; (AN) Aspergillus niger; (PN) Penicillium nalgiovense.
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Tabla 12. Valores del flujo de vapor de agua (Jw), y permeabilidad al vapor de agua experimental ( P‘:;’xp ).
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Figura 38. Imdgenes AFM de altura (A), fase (B) y de amplitud (C) de peliculas de A. niger, M. hiemalis y

P. nalgiovense obtenidas a partir de dispersiones 15US-UT-15US
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CAPITULO Ill: OBTENCION DE MATERIALES DE MICELIO PURO
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Figura 39 .Esquema de obtencion de los materiales de micelio puro (MMP).
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Figura 40. Estructura del ABTSe+ antes y después de la reaccién con el antioxidante (adaptado de Zuleta
et al., 2009).
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Figura 41. Estructura del DPPH antes y después de la reaccion con el antioxidante (Alam et al., 2012)
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
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CAPITULO Ill: OBTENCION DE MATERIALES DE MICELIO PURO

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

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

MOH



CAPITULO Ill: OBTENCION DE MATERIALES DE MICELIO PURO

3.1.2. Cultivo sumergido
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CAPITULO Ill: OBTENCION DE MATERIALES DE MICELIO PURO

FORMA DE CRECIMIENTO ANVERSO REVERSO

Micelio flotante

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

Figura 45. Micelios y biomasa remanente en medios AE de A. niger.
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CAPITULO Ill: OBTENCION DE MATERIALES DE MICELIO PURO
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*Diferentes letras en una misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05) mediante la
prueba de Tukey

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

ANVERSO

REVERSO

S —~—

FORMA DE CRECIMIENTO

Micelio flotante

Figura 46. Izq) Diferentes morfologias de crecimiento de Monascus ruber bajo diferentes condiciones de
cultivo. Der.) Anverso y reverso de los micelios obtenidos. A: agitado; E: estdtico; AE: combinado
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CAPITULO Ill: OBTENCION DE MATERIALES DE MICELIO PURO

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

A pldn ; niny" ply g nip"
E olyT f NIHO® piM f nim"
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*Diferentes letras en una misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05) mediante la
prueba de Tukey.

Tabla 14. Rendimientos de micelio de M. ruber en base seca y pH al final de la incubacion (pH inicial 5,8 +
0,1) A: agitado; E: estdtico; AE: combinado. Media + DS.
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3.1.3. Plastificacion y prensado
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CAPITULO Ill: OBTENCION DE MATERIALES DE MICELIO PURO
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Figura 47. Micelios de M. ruber (MR) y A. niger (AN) obtenidos en diferentes condiciones de cultivo e
inmersion en glicerol (25 y 50 %p/p) por 3, 12y 24 h y sus respectivos controles (glicerol 0 % p/p). (A)
cultivo agitado, (E) estdtico y (AE) combinado.
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Figura 48. Micelios de A. niger y M. ruber obtenidos de cultivos combinado (AE) y estdtico (E) tratados
por inmersion en 25 % p/p glicerol (3 h) y sus controles (0 % p/p) luego del prensado.

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

Figura 49. Desintegracidn de micelios de M. ruber durante la inmersion en glicerol 25 y 50 % p/p.
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Tabla 15. Resultados del andlisis colorimétrico CIELAB en el anverso (A) y reverso (R) de los MMP de A.
niger (AN), M. ruber (MR) y P. nalgiovense (PN). (A) cultivo agitado, (E) estdtico y (AE) combinado. Valores
expresados como media + DS.
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CAPITULO Ill: OBTENCION DE MATERIALES DE MICELIO PURO
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Figura 50. Codigos y nombres de los colores similares segun las paletas hexadecimal y RAL classic de los
materiales de A. niger bajo diferentes condiciones de cultivo. (A) cultivo agitado y (AE) combinado.
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Figura 51. Codigos y nombres de los colores similares segtin las paletas hexadecimal y RAL classic de los
materiales de M. ruber obtenidos bajo diferentes condiciones de cultivo. (A) cultivo agitado y (E) estdtico.
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Figura 52. Cédigos y nombres de los colores similares segun las paletas hexadecimal y RAL classic de los
materiales de P. nalgiovense obtenidos bajo cultivo combinado (AE).

3.2.2. Estudio de las propiedades mecdnicas: Ensayo de traccion uniaxial
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Figura 53. A-F: Micelios obtenidos de A. niger, M. ruber y P. nalgiovense utilizados para evaluar sus
propiedades mecdnicas. G-H: Materiales de micelio entre las mordazas del equipo luego de la ruptura.
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* Diferentes letras minusculas en una misma fila indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0,05)
mediante la prueba de Tukey.

Tabla 16. Resultados del ensayo de traccion uniaxial (TS: Resistencia mdxima a la traccion; YM: Mddulo
de Young; EB: Elongacion a la rotura). Valores expresados como media + DS. (AN) Aspergillus niger; (MR)
Monascus ruber; (PN) Penicillium nalgiovense. GLI: glicerol.
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Figura 54. Curvas Tension vs Deformacion correspondientes a los materiales de micelio de A. niger (AN),
P. nalgiovense y M. ruber (MR) y tratados con 0, 25 y 50 % de Glicerol (Gli).
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3.2.3. Determinacion de la capacidad antioxidante de los micelios de M. ruber
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Tabla 17. Porcentajes de inhibicion radicalaria (%RSA) tras 15 min de reaccion. Media + DS

3.2.4. Determinacion de la capacidad antimicrobiana de los micelios de M. ruber
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Figura 55. Resultados obtenidos en el ensayo de difusion en disco de los micelios: A: agitado; E: estdtico;
AE: combinado
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CAPITULO Ill: OBTENCION DE MATERIALES DE MICELIO PURO

St. aureus

MIMEMNS 1 C/KY [

MInEMnC 1 C/KY[

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

C ninEmnP HIOEMNY pIOEMAP HICEMnY
A pipEmMAP HIpEMAY MInEMAC olpEmnT
E CIpEmAP MIpEMAY nIpEMAP nihEMAT
AE ploEmnP HITEMPY pIpEmAP HICEMAT

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

9y 02yRiryTi21 t2a NSadztil-R2a 200SyIR24 lyRIOIY 1jizS 23 LIFY Syli24 1SiSyIR24 Sy St Y'10Sti2
y2 02yHSISy FOMGIRIR 1yBI2EIRIYES vA 1Y 10U2011-y1- |- £24 Y -S54 26[SyIR240

4. REFERENCIAS

LY adbil Wil boler wisjaITIFY 1y a9 snmHie wSgiSa 2y ty aig2 IyR 1y dlili2
Y SiKk2Ra SoIh1-ii2y 2F Iyii2ERIYG 10010180 {1-0zRN €KUY 1-0Sdzd01- W2dz0y1-T HMY mnon
MPH?

Th1/ gHptmn oHnnpl {26Ra 6¢20140 IyR a2ildlS ty” Ct2daih Lyt hTrolt aSik2Ra 2F
1131 my(K 9RIfI2YT Th 1/ LyliSiyl-ii2y14€ DIHiKSIaGMITL a5

VLJLISEAT Co0=207 Gl-y RSy . NI-yRK2F1 DL SR &1SIKdzAEL Wo S 160 oHnmnd Cdzy3I Y &0StdY
Of1-830TASR ty RIFFSISYT Y I-ISUAI FI-Y'16153 61-45R 2y 3te0SN2f (NSI0Y Syl /72Y Y iy .12 of
oon KiiLIAKKR2M2IIFKMAOMA0YKAMHANOTIHATMACHTI

2000 al {IRITE &l & LoyaRaRI {0 Yo oHamclt aSiK2Ra T2ty gz Sol-izl-iy3
Y@y i0u2oM€ 1-00dieY 1 ISASSt li2diy1€ 27 UKIHIY 1-0Sazil0 1y1-f8aial conit TmTae
KULIAYKKR21620FkmnomamckeLIK HAMpoMMOnpo

Sy v o {IFYaiRYD 16D _KIBH adC oHnnHy DEROSURMY Lid LI2LSHINSET Li2feY Sl
A8YIKSAIAI YR IILBO1-I2yE hy &l 10K 01-aSR TiEY 3l 9azli2LS Iy t268Y Sil WRdziy14 +2tzY'S
MTPO

N-yRi2AI-Y &1 =201 /a0SHSIE 20908 . SUASHE /0 omdibpo 1S 27 I- WSS NIFRIOI Y SiK2R (i2
S@I6z1-0S 1-yGii2ERIyG 100GIIRT [=¢ 1 C22R {01Sy0S IyR ¢S0KyRf2381 +2fi:Y'S Hy! LaadS
mI Hpron! L{{b nnHoncnoytKiiLakkR2021Fkmmomamek{naHoncnoyodpiynnnymps

MmN


https://doi.org/10.1038/s42003-020-1064-4
https://doi.org/10.1016/j.jpha.2015.11.005

CAPITULO Ill: OBTENCION DE MATERIALES DE MICELIO PURO

/1-301-3SRI- Z101-3SR1- .00 wi-Y'2a [H01- 901 Lo43ST £1-aljazST [¢ onnnyd 9g1iz1-Otsy RS fI-
OLLIFOIRI-R IyGi2EIR1-yES RS 81S0S Litl-yil-a Y SRIONY1-454 LiSHitzl-y1-80 1 20T aSR iLyiShySies
on RS RIOISY oIS RS Hnny G0Ki1-R2 mm RS Y HIT2 RS HAHNBTyoMIYpCTTH?

/S&HI 901 /1-y0KS-9301-YItlL Dol a2yizel [0 wi-Y' 240 11 SdzHIiS- 1il-yRIL {of . IyRI-I-
+01 6HnHm0 ZKHIFOISUTIiI2y 1yR tKeai0l tii2LISIiSA 2F ad0StidY City a hollySR fi2Y
2JR Cizy3N bl-dazilf al-iSiil-€a 121 t20Syil- . 120S0Ky2t231014 1LLA01I2yE0 I t2E8Y0
QyBliRyd HI nndy cnmnpd KGILIAYKKR2W2UTKMAMANTKEMADHHMIHMTYTO)

/20y [0 . 11320 &850 & tSHI- [oa 6ramob ¢y Thzy3 1 Y 2ILIK26238 27 131ISITNffiza
yiaSlia, ! mop o8 IiSly3 (KS KELKI Y 20LK2238 I-yR iKS 02yIRHI- 1IRKSai2y 0I-LI1-01ieY
12080Ky2t23101- I-LLIE01-(i2ya0 1 a . 9ELNSAAL oomiL HTO KEILIAYKKR2102UFKnMMOMMY CKHMbMT
NYPPNOTHTY

S5HgSaKI hoatl .IRII ammi {MSYT aold Yiill as.i & 9fmal-eSRI a9 oHAHOD
ti2Ri002y” 21 612U13Y' Syl 68 Monascus ruber 1'a/ unp dyRSI &kzoY SI3SR
Sy Syll-iizy” IyR g HILB0MIR2Y 14 02f201yia 27 42Y'S 122R LNi2Ra0ia bl-idzl-
wS&201054 /2yaSIgl-iizy IyR wSESIHIOKE COHUO
KiilLIarkkR21020FkmAeHMHORIKYTONGCIHOHIMY?

RS /ZHIZIHK2 lo/07 tl-yRS& 161 hiaKL _ohol _NIyR 561 w2RIEd:STa[S2y Woer {2002 Zowe
oHnch wStlii2y 6SiaSSy N2&iKT NSALINRY S0 I-y1-€831a 1yR 612U Y Sylia Lii2Ra0ii2y”
W2Y Monascus 08 a20Rtall-iS FSUYSyll-ii2ys _120KSY 9y3 W HpoolHCHTD
R2IYMAtMAMCKOSHHANCIAMINYS

OfSRS DaSWNIT W Lo omwnnmi QaiNSE 2EIRIIGRI SyFSIY'SRIRSE & (UIi1-Y1Syti24
I-yii2EIRIyGSE 1y1454 RS aSRIOWI- LyhSly1 myécit pncpdd L{{b nHMATTMpH?

DI-21 /007 {ll-Rly31 &t =SttySIE bol tHISIE a9 [0f b2SE ¢0 wil auftal 90 be /61 & . Sflizyl
t0 {0 onnncoo til-alONI-ii2y” 27 |- LN2dSlyr6l-4SR ity o8 3tR0Su2fr 1 aLIS0i2a02L10!
Y SOKI-yI0II I-yR GKSIY I &idzR&0 i2dzily1-€ 2T ¥ 30dztidzil-f 1-yR C22R /KSY INEI priomoo
nemmcnemed KiiLkkR 21021 FkmnMnHmMKEnCACMMG

DazRIt2Y 11 901 Ly20SyiSn/1-Y 2ySar as 11 £2y0SttHIR2! I & %IT2al1b201-6dSy11 98
6rAmplo 97 1-iz1-Olsy RS £I- 1S0yI01- HIHTSITSYAMTtIONEKIRIITIER 05t 10 LIMI- RSGSHY Iy
OLLIOIRIR I-yHI2EIRIYGSY 121T2y0S aSRI02 o[AY I-if 150m0I pTicnt L{{b mTHTTppPY -0
L1212 1o0 _fly0 toll DN2@zaal0 9I D2Yl- DI MioStHNSI W[I [2001SHS 0 omddho
LYWN20SY Syl 2F NSR LAY SylkOiiiyty” LRG0y WI-ii2 14 I+ TayOlizy” 27

MpJT


https://doi.org/10.1007/s10924-021-02178-3

CAPITULO Ill: OBTENCION DE MATERIALES DE MICELIO PURO

Symmi2yY Syl 02yRilii2yda 68 Monascus rubert .120SO0Ky2t .12Sy30 mbpp 1d3
HATcnoniYngTpame talsy mnodgTyyyo

11-ySST al /SaSiI-00kz [0 Z1y14S /61 . 185N Lol 1 SUSRATDAZSINSHZ WoXor ¥ (K 1-y1-43124z
10 oHaMT0 TROIYOSR Y IHISIN-E T2Y Tay3l€ Y80StdzYY Tl-omol-iizy” IyR ddzylyd 27
UKealof  LN2USHiSa {00 wSL wm om0 nmHgHd  KilUaKkkR210203k
MAOMAMCKIOSHANYIMNOANCY

1S1-itS& beDo ompnind 1 Y'SIK2R 21 iKS 1-3a1-8 27 LISyI0itlys . 120KS Y0 1T oyYemeeps
1680 .NS311 70 onnmTi aSi2R24 1y1-i1024 LI - 5SiSUY iy1-0isy RS 1y(I2EIRIYGISA Sy
ahSiliila .12ts301% ¢ll-ole2 Tylf RS FWR20 CIOdAIIR RS CHIYI-ON- 1yIgSUERIR
/2Y LfdziSyasSe

134204 al & tHi# 204 t HnHpl TSR a2y1-40da LY Syliar . 12623101 1-0didiiiSa
YR YSOKIyiaYa 27 100i2yd li2alylf 27 blidilf ©i2Rk00& yyoHil cnTcemp?
KiLIaYKkR216203kmnomnnmkl-0a0y1-iLI2RNOAMA Y

[2yR232 [2yR2321 I oramni 1yHI2EIRIYGISEY 1Y L2Uil-yOll- 6i2t53101- @ Y'Sii2R24 LIMII-
Y'SRI &z IFOMGIRI-RY 9y 5SaHN2(E2 & ¢ll-yadSial-iRI-R &SNS [1-al-Hail- LypSaial-osy &
/1Sy011-0 Z20L201-0ksy” & yIgSUGIHL- [1-&1-€6ak1 MHdmmcH)

aSall adl wiylsyl 500 ¢2121 2Ky CoL ¢1-Y 1821 Yor _fI-I {0 & w2el-y2L .0 10 GHammi
10UGIRIR 1yHI2EIRI-VES RS Piper Piedecuestanum ¢ISf & _dry010 & ©ILISH {dz6LISRIS
¢St & _dzy070 wS@ail- f-iy21-Y SI01-y1- RS 1jdzNY 101 odoout dmrde

thySRI- Lyadzl-adil oL SazlHiiS endzit2r 1o YRIIrel-adl-Tl Yoo {202n 128145t /01 thySRI-
{2i21 /7 1 sHnmech ti2RE0I2Y 2F Y'Sil-62{1iSa 68 Monascus spptV I NSEISSH L/15/ 10
{200S t2a 551g1-R24 RS fI- Z1-31- RS 1O pne nonpHo

wSI wil £SESTYR bl t20533SYUST 101 tlyablIL 16T | 1yar &t wioSt9d1-yal /o omddd
HYH2ERY 100G 1IR3 1y Y LN2GSR 1. ¢{ NIFRIOIE Ol-ii2y RSO2E2TI-i2y” I-841-8
ClISS wi-RI00 _12f0 a SR HCI MHOMTIMHOT

+SyRIiza02621 CiI {OKYIRSEHT =0 a2iiTl 50 9 .NKISI wo a9 atl RS hiigSilL 50 &
bly2&1 0 [0 onamci LE2SESOII0 L2lya 2F IFYly2 I-OIRY LY LI2Uily0S 720 Monascus
LAY Syt LN2Ra:00i2y0 Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, 51 MTHCMyp
KUGLIAYKKR 21620 3kmnomamckeo0l-00HMpIMHINNCH

YKSy3 00 _dz -0f %Sy3 Wl /KSy {6 onnmui CSI-aI0NGE 2T TiEl-Y Syli2dza Tizy3h 720 612765t
LI2RAz0012y dzaly3 KERI2EREI-GS T2Y RifdzliS adzeFazin0 1-0IR LINSHNSIGY Syt 21 gKSI-G -G
N20S0Ky2t . 12725830 HAMHTPY pd KUGLIAYKKR 216203KMAMMY CKMTpRTCy onmprps

MpM


https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.4c01008
https://doi.org/10.1186/1754-6834-5-50

CAPITULO Ill: OBTENCION DE MATERIALES DE MICELIO PURO

= rfSil- 107 94GSPAS &t CiNI2E1- 1o sHnnd hw/ IyR ¢91/ 143184 02 Y LIMIE2Y (2 Y SI-4dS
(KS 1yBi2EIR Iy OILII-0N@ 27 T22R LII2Riz0i& C22R /KSY SalleT mmnY omnmomc

MPH



CAPITULO IV:

CONTRIBUCION A LA
SOSTENIBILIDAD DE LOS
MATERIALES




CAPITULO IV: CONTRIBUCION A LA SOSTENIBILIDAD DE LOS MATERIALES

1. OBJETIVO
of 26¢Si1d2 RS SaiS O1-Ljldzt2 azS 1y1-T I 1141150024 1-42011-R24 |- fI- 32a0SyI0HIRIR 1-Y 615yl
RS 24 Y I-iSIII-Sa RSalN2{1-R240 tI-I- Sft2 &S LIfl-yiSsY

v A VoA

= 5SESIY Iy fI- OLLIFOIRIR RS RSAYESTNI-Olsy Sy 02 Y LI240 R2'Y Sain02 RS LISH0d1-4 &
Y I-iSIN-SA RS 105612 Lidzli2o

= 9IazlH) St dza2 RS SENI-0G24 RS 61-31-T2 051850312 02'Y 2 GyI0l- 1d:SyiS RS yaziinSyiSa
LI £1- L2Raz00ksy RS 612 Y I41- RS A. niger?

2. MATERIALES Y METODOS

Homo 9@1-ilz1-Olsy” RS fI- RSalyISANI-Olsy” Sy 02124l RS 24 Y I-USIN-SE RS
Y'10Sti2

1y 1-3LIS002 TazyRI-Y Syl LI GI-IR M) - 32a0SyoifiRIR RS 23 Y 1-GSIN-£5a RSalHN2(-R24 S&
&k ol2RSTNIRIGIERIR Sy 02yRI0I2ySa IISI4Sa RS 02YLi2al1S R2Y'Saii02! &l- 1jiS Sals
LIi20Sa2 02yaiidzeS dzyl- gl 1-00S316S & RS 6142 024l LIMI- &z 3Sadisy I Tiyl€ RS fI- GIRI-
glits [1- RS&YISINI-Olsy Sy 02 Y Li2al LISIYIES Gul-yar20y 1 £l Y 1S 2034y101- Sy RisEIR2
RS OHi62y2! I-3d1- & 6i2Y 1l Yi0u2oM-y11 0Sl-yR2 St 0102 RS @IRI- RS 24 Y I-iSUMIS4 &
ISRa0ISYR2 &dz Y L1002 1-Y 61Syil-60

tHl- St SaidzRiz RS RSalyiSANI-Osy Sy 02YLi2all &S qiifils dy 02YLli2al K231MS32
Sai1-012y1-R2 LN2RAEOIR2 Razll-yiS mu &SY Iy1-EL 1dzail-yR2 iz KdzY'SRIR I pra”s Kol o{ia Sl
+2(RY Iy Sit 146I namydo Ciy1-HiTI-R2 Sa0S LISWi2R21 St 02'Y'Li2al &S d1-Yils 02y dyl- YIfl- RS
wp YY & & RS YR - 6SYLSH-i- 1Y 6iSylS RalilyiS wio &SY Iy1-a
24050210 SyiSt St 02 Y Liz4l &S Rialiodes Sy NSOILISytSa Litkaii02a oF m 13 Li20 ISOILISYEST
T 0Y RS Li2FdzyRIRIRIE LISUF21I-R24 6RMFY Sili2 Y'SRI2 RS L2ii2Y nip OYT HLN2ERY IRI-Y SyiS
M LI202k0Y 40 LUK HI-YETIH dzy1- 1-0S1-Otsy IFRSOdzIRI- @ FI-g20S0S €I- FOBGIRIR Yi0i2oll-y1-
I-Sii2oM14 9f 02yUSyIR2 Iyi0H RS KdzY SRIR RS 02Y L1240 TzS RS ntio p MIp 3 I I2dzdlidyR23S
I p"z @ YyiSyISyR24S Sy SaiS yigst Razlil-yiS d2R2 St Syale2 YSRGS 02S00i2yS4
aSY Iy1Sa

Mpn



CAPITULO IV: CONTRIBUCION A LA SOSTENIBILIDAD DE LOS MATERIALES

tHil- St Syal-e2 RS RSalyiSFNI-Olsy Sy 02 Y Lizdl R2Y Sain021 &S aStS00i2yHizy fl-a LISH0dztl-4
RS A. nigerl M. hiemalis & P. nalgiovense, 20iSyIRI-4 L2l St (iI-i1-Y1Syli2 mp ! {I & {24 aat
RS A. niger 20(SyIR24 Y SRIIVS St Y'Sii2R2 RS 0uztlid2 19 & Lifl-aiimol-R2a L2l iyY Sidisy Sy
3t0SN2E Hp"2 LKL Li2W o Ko [28 Y I-iSInI-£54 &S 02112y Sy LiSTI-a RS HpEHp YY1 &S LiSalHzy
Sy olIyAI- Y1401 & &S 02t201Hi2y Sy 62ta1-4 ISR Litkad01-4 02S0i1-Y SyiS IRSyUmOI-RI-&L
LI 02yESySi I Ya:Saiul- SailyR2 & RIELISIEIsyY Sy St 02YLi2al dyl- GST IyIONRI- fI-
RSINIRI-0Isys Of LIS&2 4502 hyIOM€ RS -4 Y dzSaiil-a LNSLIMIRI-A &S RSISIY tys Y SRilyES
4S01RR2 Sy SaldzTl- I pn ¢/ RuzllyiS o K & LISal-R2 Li2aliSi2i sLNSOisy 5 nitnnnam 300 [1-4
Y dzSaiN-a &S SyaSmHizy Sy 02Y Liz4l & aS a2 Y SiiSii2y I Syal-824 RS RSalyiSFNI-Olsy 6142
02yRI0I2yS4 Y Sa27)fi01-4 6HO F H ¢/t

(hp RII-& LI £1-4 LISH0uA1-E & 23 aat! | SaLJSOuMIYSWSGJ ¢ll-a f1- SEQNI-00isyL &S Y LiMIZY
OdzRI-R241-Y SyiiS 02y dzy 0SLIHER1 45 aS0IMIRY I pn ¢/ Razll-yaS o KI &S LiSaHi2y @ &S NSty
RS fI- ISR LIEkAIOI {S STS0idzs dzy” I-yRtiaNd dhadzl-€ Y SRAMyIS NSTN&lii2 1202349102 1yiSs @
RS&LIzSa RSt LN20Sa2 RS RSalyiSANI-0syd Z1RI- yiSIgH2 RS YuSaiiS2 &S Soiis Li2ll
RezLIB0IR2 Sy tl-a LISH0zEl-4 & Li2W tLBoI-R2 Syt2a aatt [I- CA3dil- pe LNSASYAI- dzy SaljizSY |-
S00zSyOnl£ RS fl- Y'Si2R2t23)10 9f LI210SyI2S RS LISIRIRI- RS LISa2 NGy SiuioI- &S O1-0uts
Y SRS fI- SOdz1-Otsy mob

%Pérdida de peso = ——= x100 (90dzI-0isy Mo

52yRS Y 54 St L1542 Tyl RS fI- YdzSaiil- aS01- SEMMRI- 1€ (1SY L2 {1 Y5 S& St LISA2 hya0hl-£ RS

fl- YdzSainl- aS01-

=
o
[m] [C) / [m] [¢] ,,,H B 2
|:| — — — — EI — — —> s i3
&
MUESTRA COLOCADO SECADO PESADO COMPOSTAJE  LIMPIEZA SECADO PESADO EE"I"_g‘ggg ANALISIS DE LA
(M;‘tsgﬁl))de DENTRO DE (50°C, 3h) (+00001g) (50 % H, 23+ 2 °C) (Con pincel) (50°C, 3h) (+0.0001g) DESINTEGRACION
LA RED DE LAS MUESTRAS

Figura 56. Esquema general de la metodologia y el equipo para la desintegracion de los materiales de
micelio.
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2.2.2. Cultivo sumergido en extractos de bagazo cervecero
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Figura 57. Pérdida de peso gravimétrica (%) de las peliculas (PM) de A. niger (AN), M. hiemalis (MH) y P.
nalgiovense (PN) y de los materiales de micelio puro (MMP) de A. niger en funcion del tiempo de
compostaje.
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Figura 58. Aspecto visual de las peliculas de micelio (PM) 15US de A. niger (AN), P. nalgiovense (PN)y M.
hiemalis (MH) y de los materiales de micelio puro (MMP) AE de A. niger en funcion del tiempo de
compostaje.
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Figura 59. A) Bagazo cervecero antes y después de la molienda y tamizaje. B) Medios de cultivo
utilizados.
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Figura 61. Micelios de A. niger obtenidos con diferentes medios de cultivo en condiciones AE: (A): caldo
Sabouraud glucosado (Control), (B): extracto BC con 0 % de enzima; (C): extracto BC con 2,5 % de
enzima;(D): extracto BC con 5 % de enzima.
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ANEXO I: MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS
CONCENTRADO CZAPEK dtiiiii & 1201ly3I Hnndo

NaNOs; oni
KCI p3
MgS0..7H,0 p3
FeS0,.7H,0 nim 3
Agua, destilada man Y[

of 02y0Syilll-R2 RS /TI-LIS1 &S Y IViSyRit tyRSHYIRI'Y SyiS aly” SaiSuitiTI-Olsys of LNSOILIGI-R2 RS
CSoh 10, 1jdzS &S T20Y'I- 02y St i1SY'LI2 &S LizSRS NS &dzaliSyRSN 1-3ii1-yR2 1yiSa RS adz dzé20

AGAR CZAPEK EXTRACTO DE LEVADURA (CYA) oti(l & 12071yt Handi

K,HPO, M3
Concentrado Czapek Mn Y[
Solucién de Metales Traza MY[
Extracto de Levadura p3
Sacarosa onid
Agar mp 3
Agua destilada mann Y[

QaNSIETII Sy’ 1-4zd2061-0S I- mumc / Razll-ylS mp Yys 9 LI Tyl S& cio

AGAR NITRATO 25% GLICEROL (GN25) tiii & 1207y3l Hnndi

K2HPO4 nitp 3
Concentrado Czapek Tp Y[
Extracto de levadura olT 3
Glicerol, grado analitico Hpn 3
Agar MH 3
Agua, destilada TPN Y[

9t 0SI2¢ LIMII- DHpb RSS &SI RS Hil- OIIRIRE 02y dzy 0142 02yUSyIR2 RS I-3dz1- oMz 00 {1 &S daal- dry”
JNI-R2 Y44 61421 &S RS6S (SySN Sy 0aSyl- St I-3azl- I-RIOI2y14 9aiSIETI-R2 Sy 1-4zi2061-4S I- mum ¢/

Razil-y8S mp Ylys 9 LI Tiyl S Ting

AGAR EXTRACTO DE MALTA (MEA) 6tiii & 1201ty3 Hando

Extracto de Malta HA 3
Peptona M3
Glucosa HA 3
Agar HA 3
Agua destilada mann Y[

QAUSWNEATIH Sy 1-4zi20E1-0S 1 mumc/ Razil-yES mp Yhyo 9t LI Tyl S pico

AGAR DICLORAN CLORANFENICOL EXTRACTO DE MALTA (DCMA) (il & |201}\y32 HANGO

Extracto de malta w3
Dicloran (0.2% w/v in etanol, 1 ml) HY 3
Cloranfenicol 0,1g nim 3
Agar Mp 3
Agua destilada mann Y[

Qa(SIETIR2 Sy Ili20f1-0S I mHmc/ Razll-yaS mp Yy 9f LI Thyl£ S plpnplce
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CALDO SABOURAUD GLUCOSADO MODIFICADO (CSGM)

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

Agua destilada 1000 mL

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

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

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

AGAR PAPA DEXTROSA (PDA) (OXOID)

Dextrosa 20g
Extracto de papa 4g

Agar 15¢g
Agua destilada 1000 mL

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

AGAR NUTRITIVO

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

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.

COLORANTE AZUL DE LACTOFENOL (AZUL DE ALGODON)

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

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

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

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

(Figura 62, Ay B).

0074w

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

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

manera:

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

conidios/ml:

o . XX25%x10% .,
Concentracion final de con/d/os/ml:T (Ecuacion 14)
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