UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
ESCUELA DE BIOLOGIA

Elaboracion de un biofiltro a partir de micelio del hongo Pleurotus ostreatus
sobre una matriz de sustrato organico y su eficiencia en la remocion de
Arsénico presente en agua.

Tesis para optar por el grado de Licenciatura en Biologia con énfasis en Botanica.

Cristofer Coto-L6pez

B42139

Ciudad Universitaria Rodrigo Facio

2023



Tribunal Examinador

Dra. Melissa Mardones Hidalgo
Directora de Trabajo Final de Graduacién
Escuela de Biologia

Dr. Carlos Rojas Alvarado
Lector de Trabajo Final de Graduacién
Escuela de Ingenieria de Biosistemas

Dr. Ronald Aguilar Alvarez
Lector de Trabajo Final de Graduacion
Escuela de Ingenieria de Biosistemas

Dra. Cindy Fernandez Garcia
Presidenta del Tribunal Examinador
Escuela de Biologia

Dra. Laura Solis Ramos
Miembro del Tribunal Examinador
Escuela de Biologia

B.Sc. Cristofer Coto Lopez
Sustentante
Escuela de Biologia




Dedicatoria
A Grace Hernandez Araya (16/06/1935 — 29/04/2023)

Tita Grace ejemplo de persona, esposa, madre y abuela. Que siempre inundé cada
espacio de amor y alegria. Que dejo una huella imborrable de gran amor por su familia. Siempre
la recordare y agradeceré a la vida por todo el amor, carifio, alegrias y chineos que me brindo.
Siempre agradeceré la familia que junto a tito Roberto (Chacha), su amado esposo por 63 afios,

formaron con amor. Un abrazo al infinito y en paz descanses.



Agradecimientos

Primero, agradecer a mi familia que ha sido, y es, el pilar de la personay profesional que
soy hoy en dia. Mi mama Lissette LOopez y mi papéa Javier Coto que me han ensefiado a siempre
dar el mayor esfuerzo posible en todo, me educaron con amor, carifio y comprension. Ambos
son un ejemplo por seguir y perseverar por alcanzar los objetivos. Mi mamé desde pequefio
siempre presente, preocupada porque me educara, pero con comprensioén y amor. Mi papa,
ejemplo de trabajo duro y sacrificio. Estas ensefianzas de ambos son invaluables. A mi hermano
Javier, gracias por estar siempre presente y ayudarme cada vez que lo ocupo; porque Somos muy
diferentes en personalidad, pero no en amor, le deseo lo mejor de la vida y compartir siempre

juntos como familia.

En el arduo camino de este trabajo e investigacion se encuentran personas muy
importantes que dieron &nimos y ayuda. A mi novia Maria José que fue un pilar dandome animos
cuando yo flaqueaba porque no obtenia lo esperado; ademas, me regal6 otra gran familia. Deseo
verte siendo feliz en lo que hagas en la vida. Asi también en este camino agradecer a los amigos

que de una u otra manera estuvieron pendientes y dando animos para poder lograrlo.

Agradecer al comité asesor por toda la ayuda brindada para poder darle rumbo a este
trabajo. A Ronald Aguilar por la guia y conversaciones sobre filtros. Carlos Rojas que me dio
guia y consejos durante la investigacion. A Melissa Mardones, gracias por querer participar de
esta idea, por siempre ayudar y pensar en maneras de lograr los objetivos; pero también gracias
por no solo ser una directora desde lo académico si no también acompafiando en lo emocional,

gue muchas veces se olvida que somos personas y no solo estudiantes.

Agradecer a REFORESTA del INII de la UCR por brindar insumos y materiales. De esta
unidad agradezco la ayuda y ensefianza de Pedro Rojas. También a Karina Rodriguez y su
asistente Jose Armando. Otro ente importante fue el CICA que realiz6 un financiamiento parcial.
A la escuela de Biologia, entre estos a todas las personas en proveeduria que me ayudaron en
todo momento que ocupé su ayuda; a Karla, Mauricio y Dennis. A la direccion de la escuela que
me ayudaron con tramites e insumos que ocupé durante el proceso. Gracias a todas las personas
que de alguna u otra manera aportaron un granito de arena en el camino para que esta idea se
pudiese concretar, y que espero sea un aporte y motivacion para que otras personas sigan ideas

similares.



Resumen

Los hongos filamentosos se conforman por micelio, compuesto por un conjunto de hifas,
de células alargadas con pared celular principalmente de quitina y proteinas, constituyéndolo en
un material fibroso polimérico. Siendo usados en ocasiones como intercambiador de cationes o
aniones, o como biopolimeros. Ademas, permitiendo crear biomateriales combinando micelio
con un sustrato. Los hongos se han utilizado en biorremediacién, adsorbiendo o degradando
compuestos o elementos contaminantes en el ambiente. Pleurotus ostreatus es una de las
especies mas investigadas para la formacion de materiales y biorremediacion, ya que crece en
una gran variedad de sustratos, en un rango amplio de temperatura y con un rapido crecimiento.
En este estudio, se utiliz6 P. ostreatus junto con heno (Digitaria eriantha) para crear un material
Ilamado biofiltro, siendo analizado en un proceso de biosorcion de arsénico (As) en agua, con
un sistema tipo batch con flujo lento. Ademas, se analizd condiciones para el crecimiento de P.
ostreatus, asi como caracteristicas fisicas e hidraulicas del biofiltro. Realizando dos tratamientos
de diferente masa y tamafio. Se observé un rapido crecimiento del micelio similar en ambos
tratamientos, donde en cinco dias el micelio no denso cubrié casi la totalidad del sustrato y un
tiempo final de crecimiento entre 30-32 dias. Para ambos la densidad cualitativa del micelio fue
la deseada con un micelio blanco y muy denso. Presentando dos tipos de micelio uno tipo “piel”
y rigido, y otro algodonoso, dependiendo del contacto con superficies. Posteriormente, se secd
el biofiltro en un horno a 60 °C y se observo un alto porcentaje de cambio de forma. Con una
baja densidad aparente del biofiltro y alta una porosidad, siendo inversamente proporcional. Con
esto presentando un alto porcentaje de absorcion de agua, con diferencias entre tratamientos,
probablemente por la cantidad de masa. Esto lo hizo deseable para procesos de biosorcion.
Aunque no se pudo comprobar la biosorcion de As debido a que el heno poseia una
concentracion de As mucho mayor a la concentracion inicial en el agua (10 pg/L), pero se
observo un intercambio de iones de As entre el biofiltro y el agua. Con la creacién del biofiltro
se logro estandarizar un protocolo para la creacion de un biomaterial o biofiltro con P. ostreatus
en el pais, y se considero factible para su uso en procesos de biosorcion, aunque con la necesidad

de controlar previamente factores que afectaron al proceso de biosorcion.
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1. INTRODUCCION.

1.1. El micelio fungico

Los hongos filamentosos forman células elongadas, llamadas hifas, que en conjunto
forman el micelio, el cual puede ramificarse formando redes complejas en el sustrato sobre el
que van creciendo y descomponiendo (Boddy & Hiscox, 2016; Haneef et al., 2017). Esta
caracteristica le permite a los hongos acumular gran cantidad de biomasa en un corto periodo
de tiempo (Feofilova, 2010). La formay patron de crecimiento del micelio depende de la especie
de hongo y de factores ambientales como tipo de sustrato, organismos antagonistas y nutrientes
del sustrato (Boddy & Hiscox, 2016). EI micelio penetra en el sustrato por medio de presion
fisica, la excrecion de enzimas que degradan el sustrato y crecimiento apical del micelio, el cual
puede moverse a nuevas fuentes de nutrientes e interconectar fuentes viejas con nuevas (Boddy
& Hiscox, 2016; Feofilova, 2010; Haneef et al., 2017).

El micelio de la mayoria de hongos estd compuesto de quitina y proteinas que lo
constituyen en un material fibroso polimérico (Haneef et al., 2017). La pared celular esta
compuesta en su mayoria por polisacaridos (Latgé, 2007). De estos, los glucanos y la quitina
conforman la estructura central de la pared celular (Feofilova, 2010; Gow et al., 2017; Latge,
2007). Especificamente, se forma un complejo entre el B(1-3)— B(1-6) glucanos unido a la
quitina por un enlace con B(1-4) glucano (celulosa) (Feofilova, 2010; Gow et al., 2017; Latge,
2007). La cantidad de genes de expresion para quitina y glucano sintetasas varia de acuerdo a
la especie de hongo, pero la sintesis de quitina puede aumentar en respuesta a un estrés en la
pared celular (Latgé, 2007). Por lo que, parte de sus funciones deriva en la proteccién (Feofilova,
2010). Ademas, la relacién entre quitina y glucano varia a lo largo de la ontogenia del micelio

y depende de factores ambientales (Feofilova, 2010).

Aparte de estos componentes estructurales, se pueden encontrar otros como
manoproteinas y aminoacidos como xilosa, manosa y glucosa, este Ultimo presente en mayor
cantidad (Feofilova, 2010). Ademas, proteinas GPI, transglicosidasas , yapsinas, adhesinas e
hidrofobinas, todos estos llamados componentes intraestructurales (Gow et al., 2017). Las
yapsinas, por ejemplo, son importantes dentro del mantenimiento estructural de la pared (Gow
etal., 2017). Y dentro de los esteroles, el que se encuentra en mayoria es el ergosterol (Walker

& White, 2017). En general la estructura central de la pared de los hongos no posee tanta



variabilidad, pero los componentes intraestructurales unidos a esta si poseen gran variabilidad
y son especializados a grupos o especies de hongos (Gow et al., 2017; Latgé, 2007). Esta
composicion y variabilidad permite que se pueda utilizar como biopolimeros; también, como
intercambiador de cationes o aniones, capacidad que va a depender de factores ambientales y la

composicion de la pared (Feofilova, 2010).

Los hongos requieren de sustratos fuentes de nutrientes que son necesarios para su
crecimiento como carbono, oxigeno, sulfuro, fésforo, potasio, magnesio y nitrégeno (Walker &
White, 2017). No pueden fijar nitrégeno por lo que requieren fuentes con este elemento, en
donde se ha observado que influye en gran parte en el crecimiento y densidad del micelio (Boyle,
1998; Hoa & Wang, 2015; G. M. Walker & White, 2017). Para obtener estos nutrientes emplean
diversas enzimas las cuales varian de acuerdo al grupo de hongos y su capacidad para degradar
diferentes compuestos (Tuor et al., 1995; G. M. Walker & White, 2017)..

1.2. Biomateriales de micelio fingico

Las caracteristicas de los hongos hacen que sean importantes y favorables desde el punto
de vista de aplicaciones humanas. Por ejemplo, se pueden realizar materiales, o llamados
biomateriales, a partir del crecimiento del micelio en combinacién con un sustrato organico o
inorganico, donde se le provea al hongo de los nutrientes necesarios (Haneef et al., 2017; Appels
etal., 2019; Elsacker, Vandelook, Brancart, Peeters, & De Laet, 2019). Los materiales formados
por micelio utilizan particulas de un sustrato, las cuales son unidas por el micelio del hongo,
siendo posible crear diversas formas o estructuras, dandoles forma a partir de un molde (Alemu
et al., 2022; Angelova et al., 2021). Dentro del grupo de hongos que presenta mejores
caracteristicas para la formacion de materiales se encuentran los basidiomicetes, y de este las
especies mas investigadas son Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm y Ganoderma lucidum
(Curtis) P. Karst. (Alemu et al., 2022; Angelova et al., 2021; Butu et al., 2020; Mohd et al.,
2022; Sydor et al., 2022).

Los materiales con hongos presentan ventajas como un menor impacto ambiental, debido
a que la mayoria utiliza materiales organicos como sustrato, que pueden ser productos locales o
residuos que se revalorizan (Alemu et al., 2022; Sydor et al., 2022). El utilizar organismos vivos
también presenta desafios para poder estandarizar protocolos, y al realizar materiales se deben

tomar en cuenta varios factores que afectan el producto final, por ejemplo, la especie que se
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utilice, el sustrato, la temperatura, la humedad, el tiempo de incubacion o si se le afiade algun
otro nutriente 0 material a la matriz (Alemu et al., 2022; Angelova et al., 2021; Ghazvinian &
Gursoy, 2022; Mohd et al., 2022; Sydor et al., 2022). Dentro de una misma especie o incluso
cepa de hongo, las caracteristicas del micelio van a ser influenciadas por el sustrato, esto debido
a que las caracteristicas nutricionales, fisicas, de compactacién o tamafio de particula pueden
determinar la rapidez de crecimiento, la cantidad de biomasa, la densidad del micelio o la
composicion enzimética (Alemu et al., 2022; Ghazvinian & Girsoy, 2022; Nashiruddin et al.,
2022; Sydor et al., 2022; Vasatko et al., 2022).

1.3. Biofiltracion y micorremediacion

Algunos materiales se pueden considerar como biofiltros, los cuales han sido utilizados
e investigados para procesos de biofiltracion ya sea en medios liquidos o gaseosos (Garzon-
Zufiiga et al., 2012). Son procesos por los cuales mediante medios organicos o materiales
bioldgicos se adsorbe o degrada algun compuesto de interés (Cobos et al., 2009; Garzon-Zufiga
et al., 2012; Kirisits et al., 2019; Pachaiappan et al., 2022; Vicente Reyes, 2016). Se pueden
emplear materiales como virutas de madera, diferentes tipos de piedras o gravas (Bruneel et al.,
2020; Cobos et al., 2009; Garzén-Zufiga et al., 2012; Ghasemi et al., 2020). Estos biofiltros
usan microorganismos, como hongos, bacterias u organismos mas grandes como plantas, para
adsorber o degradar (Bruneel et al., 2020; Ghasemi et al., 2020; Pachaiappan et al., 2022). El

uso de hongos en métodos de biofiltracidén se conoce como micofiltracién (Mehta et al., 2017).

Los biofiltros con hongos se pueden realizar combinando materiales vegetales y micelio
fangico, o aprovechando como sustratos los subproductos del cultivo de hongos comestibles
(Garcia-Delgado et al., 2017; Mehta et al., 2017). Para la adsorcion de contaminantes en agua
se han usado pellets de micelio o material a partir del hongo seco (biomasa muerta), ya sea sin
soporte o inmovilizado en un soporte, como ejemplo el alginato (Hanif et al., 2015; L. Li et al.,
2020; Rozman et al., 2020). La micorremediacion suele utilizar estos materiales para realizar
procesos como bioconversion, biodegradacion o biosorcion (Ayele et al., 2021; Malik et al.,
2021; Yadav et al., 2021). Dentro de los procesos de biorremediacion, el uso del micelio
presenta varias ventajas como el bajo costo, que es amigable con el ambiente y no es invasivo;
por esto y la eficiencia al biorremediar, es que se presenta como una de las técnicas mas efectivas

(Barh et al., 2019; Thakur, 2019). Uno de los desafios o punto clave de la micorremediacion es
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encontrar la especie, el tratamiento y las condiciones mas favorables para el o los contaminantes
a eliminar; por lo que se presenta como posible desventaja que al ser un sistema biologico la
efectividad no llegue al 100% (Ayele et al., 2021; Malik et al., 2021).

Dentro de los procesos de biorremediacion, mas en especifico en la micorremediacion,
se pueden encontrar la biodegradacion, la bioconversion y la biosorcion (Barh et al., 2019; Malik
etal., 2021; Raman et al., 2021; Thakur, 2019; Yadav et al., 2021). La biodegradacion se refiera
a convertir sustancias o compuestos organicos complejos mineralizandolos en formas mas
simples y las cuales no son tdxicas en el ambiente (Barh et al., 2019; Kulshreshtha et al., 2014;
Malik et al., 2021; Thakur, 2019; Yadav et al., 2021). Este proceso se da por medio de las
enzimas extracelulares que secretan los hongos, las cuales poseen radicales libres y no son
especificas a un compuesto, si no, que pueden romper enlaces ester, eter, amida, cadenas
alifaticas o anillos aromaticos (Kulshreshtha et al., 2014; Thakur, 2019; Yadav et al., 2021).
Aprovechandose esta caracteristica para degradar compuestos como tintes sintéticos,
hidrocarburos policiclicos aromaticos, pentaclorofenol, plésticos o explosivos (Kulshreshtha et
al., 2014; Malik et al., 2021; Raman et al., 2021).

1.4. La biosorcion

La biosorcion se refiere al proceso de absorber o remover contaminantes presentes en
aire, suelo o agua mediante la utilizacion de biomasa viva o muerta (Barh et al., 2019;
Kulshreshtha et al., 2014; Malik et al., 2021; Pachaiappan et al., 2022; Thakur, 2019; Yadav et
al., 2021). Este proceso puede depender del metabolismo del hongo, en este caso necesitando
que el hongo esté vivo, o puede ser independiente del metabolismo, donde se puede utilizar el
hongo u organismo vivo pero también puede ser muerto o biomasa seca (Barh et al., 2019;
Kulshreshtha et al., 2014; Yadav et al., 2021). Se pueden tener varias fases en el proceso, donde
primeramente el material realiza una rapida adsorcién en su superficie, luego cambia a ser una
adsorcion interna mas lenta para finalmente alcanzar un equilibrio (Yadav et al., 2021). Sin
embargo, la rapidez y eficiencia de adsorcion puede verse influenciada por varios factores como
el pH del medio, la temperatura, la cantidad de biomasa, la naturaleza del material, la
composicion de la pared celular, el tiempo de contacto, la agitacion o flujo del medio y la
concentracion inicial del contaminante (Ayele et al., 2021; Kulshreshtha et al., 2014; V. Kumar
& Dwivedi, 2021; Pachaiappan et al., 2022; Rangabhashiyam et al., 2014; Yadav et al., 2021).
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De los factores que afectan el proceso de biosorcion, el pH es uno de los mas importantes,
especialmente cuando se utiliza biomasa muerta o seca (Joseph et al., 2019; V. Kumar &
Dwivedi, 2021). Debido a que el pH puede afectar la solubilidad del contaminante y puede
incrementar los sitios libres o activos para que el contaminante se una a la biomasa (Ayele et
al., 2021; V. Kumar & Dwivedi, 2021). La temperatura puede influenciar el proceso de
adsorcion ya que una alta temperatura puede afectar los sitios activos; dafando los sitios o
porque sucede un proceso de desorcion, oscilando la temperatura Optima entre 20-30°C (Ayele
etal., 2021; V. Kumar & Dwivedi, 2021). La concentracion inicial del contaminante afecta a la
tasa de adsorcion, donde se ha visto que concentraciones altas aumentan la tasa pero se satura
rapido, mientras que concentraciones bajas causan que la tasa sea lenta hasta alcanzar un
equilibrio (Ayele et al., 2021; Kulshreshtha, 2019; V. Kumar & Dwivedi, 2021). Ademas de
estos factores, es importante conocer e investigar la naturaleza del material, cual o cuéles
organismos utiliza, ya que esto también influye en el proceso (Kulshreshtha et al., 2014;
Pachaiappan et al., 2022; Yadav et al., 2021).

Entonces, un factor clave en el proceso de biosorcion es seleccionar el organismo o
material mas apto para un determinado contaminante, tomando en cuenta que la capacidad de
adsorcion depende de las caracteristicas del material, organismo o especie (Kulshreshtha, 2019;
Kulshreshtha et al., 2014; Pachaiappan et al., 2022). Idealmente, el material debe posere una
alta porosidad, ya que esto aumenta el area con sitios activos disponibles (Kulshreshtha, 2019;
Kulshreshtha et al., 2014; Pachaiappan et al., 2022). La cantidad de biomasa que se utilice
también influye en el proceso, donde generalmente, a mayor biomasa se obtiene mayor
adsorcion, ya que se aumenta la cantidad de &rea y sitios libres para interactuar con el
contaminante (Ayele et al., 2021; V. Kumar & Dwivedi, 2021). El tiempo de contacto se refiere
al tiempo que se expone el material junto con el contaminante, primero la adsorcion ocurre de
manera rapida y luego decrece pero continua adsorbiendo, donde el tiempo 6ptimo o la
saturacion del material depende de sus caracteristicas (Ayele et al., 2021; Kulshreshtha, 2019;
V. Kumar & Dwivedi, 2021).

Los hongos han demostrado una alta efectividad en procesos de biosorcion o
biorremediacion, pudiendo remover gran variedad de contaminantes, especialmente en

biorremediacion de metales (Kapahi & Sachdeva, 2017; V. Kumar & Dwivedi, 2021; Raman et
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al., 2021; Rangabhashiyam et al., 2014; Yadav et al., 2021). Se ha utilizado tanto biomasa viva
como muerta, la viva con mejores caracteristicas para biodegradacion, pero requiriendo mayor
mantenimiento; mientras la biomasa muerta puede poseer mejores caracteristicas para la
biosorcion (Kulshreshtha, 2019; Kulshreshtha et al., 2014; V. Kumar & Dwivedi, 2021). La
biomasa muerta se ve menos influenciada por otras variables y a ambas se le pueden realizar
tratamientos quimicos o fisicos para mejorar la adsorcion (Kapahi & Sachdeva, 2017; V. Kumar
& Dwivedi, 2021). Por ejemplo, a los materiales de biomasa seca 0 muerta se le aplica calor, y
en algunas ocasiones esto podria ayudar a exponer sitios activos para la adsorcion (V. Kumar &
Dwivedi, 2021). Para la formacion y utilizacion de estos materiales se han investigado y
observado mejores caracteristicas en los hongos filamentosos, principalmente basidiomicetes de
pudricién blanca de la madera (Noman et al., 2019; Thakur, 2019; Yadav et al., 2021); dentro
de este grupo se encuentra P. ostreatus, el cual ha sido ampliamente investigado en muchas
aplicaciones (Kulshreshtha, 2019; Osarenotor et al., 2021; Rangabhashiyam et al., 2014;
Thakur, 2019; Yadav et al., 2021).

1.5. El hongo Pleurotus ostreatus y sus caracteristicas.

Pleurotus ostreatus es un hongo basidiomicete de la pudricion blanca, el cual por medio
de un sistema de enzimas lignoceluloliticas es capaz de degradar lignina, celulosa y
hemicelulosa (Chang et al., 2018; Palin et al., 2016; Vaverkova et al., 2018). Dentro de las
enzimas mas importantes se pueden nombrar las lacasas y peroxidasas para degradar lignina,
las celulasas y endoglucanasas para degradar celulosay las xilanasas que degradan hemicelulosa
(Alvarez-Cervantes et al., 2016; Elisashvili et al., 2008; Fernandez-Fueyo et al., 2016; Luz et
al., 2012; Salmones et al., 2005; Valaskova & Baldrian, 2006). Entre las enzimas que degradan
la lignina, el componente mas dificil de degradar, se encuentran varias lacasas, manganeso
peroxidasas y peroxidasas versatiles; todas pueden participar sucesivamente o en conjunto
(Fernandez-Fueyo et al., 2016; Valaskova & Baldrian, 2006). Generalmente, cuando P.
ostreatus se encuentra en un sustrato que contiene lignina, el hongo degrada primero la lignina
y luego los polisacaridos, pero esto es dependiente del tipo de sustrato (Alvarez-Cervantes et
al., 2016; Banfi et al., 2015; Elisashvili et al., 2008; Fernandez-Fueyo et al., 2016; Luz et al.,
2012; Salmones et al., 2005).

14



La expresion y la cantidad de enzimas que produce P. ostreatus es afectada por factores
como la composicion del sustrato, el pH del medio, la disponibilidad de oxigeno, la temperatura,
la relacion carbono/nitrogeno y la variabilidad genética de cada cepa del hongo (Alvarez-
Cervantes etal., 2016; Luz et al., 2012). Sin embargo, algunos tipos de formas de enzimas serian
constitutivas y otras inducidas, donde principalmente las lacasas y su expresion dependen del
tipo de sustrato tanto en composicion como el tamafio de particula (Alvarez-Cervantes et al.,
2016; Ferndndez-Fueyo et al., 2016; Melanouri et al., 2022; Membrillo et al., 2008). La
expresion de estas enzimas varia a través del tiempo cuando degradan el sustrato; la actividad o
expresion de las lacasas y peroxidasas es mayor durante la fase vegetativa, cuando el micelio va
creciendo y colonizando el sustrato, pero cuando el hongo va a fructificar, éstas enzimas bajan
su actividad y es cuando aumentan las celulasas y xilanasas (Banfi et al., 2015; Elisashvili et al.,
2008; Luz et al., 2012). Este cambio en actividad se podria deber a la necesidad de formar el

cuerpo fructifero donde se ocupa bastante energia (Luz et al., 2012).

Ademas de esta expresion enzimatica, un factor que determina el crecimiento de P.
ostreatus es la temperatura, ya que puede influir en la expresion de enzimas, en la composicion
de la pared celular y en el crecimiento general (Bugarski et al., 2002; Fletcher et al., 2019; Yan
et al., 2020; Zharare et al., 2010). El rango de temperaturas para el crecimiento 6ptimo de P.
ostreatus oscila entre los 22-30 °C, donde a 35 °C 0 méas genera cambios a nivel enzimatico, de
pH o de constitucién celular, provocando el descenso en el crecimiento o la muerte (Bugarski
et al., 2002; Fletcher et al., 2019; Yan et al., 2020; Zharare et al., 2010). Los diferentes factores
de estrés ambiental generan cambios en el hongo, por ejemplo, a nivel de la pared celular muchas
veces el hongo genera mas quitina, o a nivel metabdlico genera mas compuestos como
aminoacidos o polifenoles que le confieren resistencia o defensa a estos cambios (Pérez et al.,
2021; Yan et al., 2020).

1.6. Sustratos para el crecimiento de Pleurotus.

La composicion del sustrato o el tipo de sustrato que se utiliza para el crecimiento de P.
ostreatus es importante, debido a que las caracteristicas del micelio pueden variar en una misma
cepa (Fletcher et al., 2019; Gou et al., 2021; Krupodorova et al., 2021; Membrillo et al., 2008,
2011). Una ventaja del hongo es que puede crecer en muchos sustratos, por ejemplo, se puede

cultivar en medios como PDA, MEA u otros que contengan algun tipo de aztcar (Fletcher et
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al., 2019; Krupodorova et al., 2021; Zharare et al., 2010). Cuando se realiza el cultivo o la
formacion de un biomaterial utilizando Pleurotus se han investigado gran diversidad de
sustratos que pueden variar algunos aspectos sobre el crecimiento; usando combinacion de
varios sustratos, combinando con algun nutriente o material inerte o utilizando solo un sustrato
(Angelova et al., 2021; Melanouri et al., 2022; Mohd et al., 2022; Sydor et al., 2022). Pleurotus
puede crecer en bambu (Gan et al., 2022), residuos de algoddn (Gou et al., 2021; Melanouri et
al., 2022), residuos de café (Luz et al., 2012; Melanouri et al., 2022; Salmones et al., 2005),
salvado de trigo (Gou et al., 2021; Melanouri et al., 2022), diferentes tipos de aserrin o astillas
de maderas (Fernandez-Fueyo et al., 2016; Ghazvinian et al., 2019; Luz et al., 2012; Melanouri
et al., 2022; Sherief et al., 2010) y diferentes tipos de paja, heno o pasto seco, que es uno de los
sustratos mas investigados y utilizados a nivel comercial (Béanfi et al., 2015; Elisashvili et al.,
2008; Fernandez-Fueyo et al., 2016; Ghazvinian et al., 2019; Melanouri et al., 2022; Sainos et
al., 2006; Salmones et al., 2005; Sherief et al., 2010; Valaskova & Baldrian, 2006).

1.7. El heno o paca transvala de Digitaria eriantha como sustrato.

Uno de los pastos utilizados para realizar heno, y el cual también ha sido ampliamente
utilizado en cultivo comercial de P. ostreatus., es Digitaria eriantha Steud. y todas sus
variedades (Gregori et al., 2007; Hernandez et al., 2003; Pitman et al., 2004; Vieira & de
Andrade, 2016). D. eriantha es una especie nativa de Sudéfrica, la cual fue introducida
ampliamente en todo América para su uso como forrajera (Pitman et al., 2004; Vega & Rugolo,
2007). A nivel taxonémico hay mucha confusion en su nombre y mucho mas en cuanto a
nombres comunes; D. decumbens Stent y D. pentzii Stent entran dentro de D. eriantha, y dentro
de todos estos existen gran cantidad de variedades con diferentes nombres comunes en cada
region de cultivo (Pitman et al., 2004; Pozzobon et al., 2006; Vega & Rugolo, 2007). Para Costa
Rica se conocen variedades bajo los nombres de pangola y transvala, que se utilizan tanto para
alimentacion de animales en finca o para la fabricacion de heno (Cerdas & Vallejos, 2012;
Pitman et al., 2004; Vega & Ragolo, 2007).

Digitaria eriantha se establecio como especie forrajera comercial debido a que se adapta
a diversas condiciones, resiste diferentes niveles de pastoreo o corta y es palatable; ademas,
tolera bien los ambientes subtropicales con condiciones de lluvia moderada, resiste ciertos

niveles de salinidad y se puede encontrar aproximadamente de los 25-2300 m.s.n.m. (Brauer &
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Wolfson, 1986; Cerdas & Vallejos, 2012; Osbourn, 1969; Pitman et al., 2004; Vega & Rugolo,
2007). Este pasto posee celulosa, hemicelulosa y lignina en sus paredes celulares, variando el
porcentaje de estos componentes de acuerdo con la morfologia de la planta, su ontogenia o
ciertos factores abioticos (Ford, 1983; Gomide et al., 1969; Jack et al., 2020). Comparado con
otros pastos comunes, posee un contenido de celulosa y hemicelulosa de medio a alto (Ford,
1983; Gomide et al., 1969). Tambien, en cuanto a contenido de lignina, tiene un alto porcentaje,
y este aumenta conforme avanza el tiempo de crecimiento (Ford, 1983; Gomide et al., 1969;
Jack et al., 2020).

1.8. Uso de pastos en remocion y el Arsénico en el ambiente.

Una caracteristica de D. eriantha, aunque poco investigada, es la tolerancia y
acumulacién de metales, pudiendo crecer en suelos con concentraciones altas de Pb, Ni, Cr, Cu
y V (Okedeyi et al., 2014; Panichev et al., 2006). Hay estudios que muestran que en la planta se
encuentran estos metales, lo que indica que son adsorbidos por la planta, ademas también se
observa que el crecimiento disminuye (Okedeyi et al., 2014; Panichev et al., 2006; Titshall et
al., 2007). Particularmente en D. eriantha, no se conoce su uso como absorbente de arsénico
(As), pero si se han usado diversos pastos similares, como trigo, para la adsorcion de As
mediante un material seco pirolizado (Amen et al., 2020).

El As se encuentra ampliamente distribuido por el mundo, este puede llegar al agua por
procesos naturales o por procesos mediados por el ser humano (Ali et al., 2018; Sharma &
Bhattacharya, 2017). De manera natural, las fuentes de agua pueden contener As debido a los
depdsitos naturales en la tierra, ya que este elemento se encuentra en 200 tipos de minerales, los
cuales pueden ser liberados en el ambiente por procesos geoldgicos (Ali et al., 2018; D. B.
Walker et al., 2019). Usualmente en el agua el As se encuentra de dos formas, como arsenito
(As (1) o arseniato (As(V)), siendo el As (I11) el mas toxico (Ali et al., 2018; Walker et al.,
2019). El consumo de agua contaminada con As puede generar problemas a la salud de los seres
humanos, presentandose molestias a corto plazo y no duraderas, o problemas a mas largo plazo
como el cancer en varios 6rganos del cuerpo (Sharma & Bhattacharya, 2017; Ali et al., 2018;
Walker et al., 2019).
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2. ANTEDECENTES.

2.1. Factores importantes para la formacion de los biomateriales.

Los biomateriales realizados a partir de micelio fungico han venido en auge y hay
distintas especies 0 protocolos para la formacion de estos biomateriales que se pueden aplicar
en el campo médico, cosmético, de la construccidon o de empaques (Manan et al., 2021). En su
mayoria estos materiales han sido utilizados como sustitutos del poliestireno expandido,
materiales para construccion o arquitectura y materiales aislantes de sonido, y se ha observado
que pueden llegar a ser una opcion viable, amigable con el ambiente y de no tan alto costo.
(Attias et al., 2017; Elsacker et al., 2019; Joshi et al., 2020; Sivaprasad et al., 2021; Sydor et al.,
2022; Vasatko et al., 2022).

A la hora de realizar un biomaterial a partir del micelio fangico es importante tomar en
cuenta que los procesos, materiales utilizados y factores ambientales pueden influir
directamente en las caracteristicas del material (Butu et al., 2020; Girometta et al., 2019). La
densidad del biomaterial estd determinada por la naturaleza del sustrato que se emplea, la
manera de compactar el sustrato previo a la inoculacion, el tamafio de particula e incluso la
disposicion de cada particula pueden influir en la densidad o rigidez del material (Rigobello &
Ayres, 2022; Vasatko et al., 2022). La presencia de microparticulas y una compactacion,
después del crecimiento o formacion del material, incrementan la densidad (Houette et al.,
2022). La densidad del material puede determinar la capacidad de absorcién de agua. Algunos
resultados indican que en baja densidad se absorbe méas agua, cuando una mayor colonizacion
del sustrato resulta en una mayor porosidad y menor densidad (Attias et al., 2020; Lee & Choi,
2021). El peso final del material puede variar debido a la densidad, esto determinado por el tipo
de sustrato y la variabilidad en el crecimiento del micelio (Lee & Choi, 2021). A nivel del
micelio, el tipo o cantidad de nutriente influye en las caracteristicas, donde, por ejemplo, en un
medio con mas lignina crece mas rapido, aparenta mayor densidad y las fibras son mas

elongadas, mientras en un medio con glucosa es mas compacto y poroso (Antinori et al., 2020).
2.2. Proceso y condiciones para realizar biomateriales.

El proceso general para realizar un biomaterial comienza por seleccionar una especie de

hongo, donde generalmente se desea que esta posea buen crecimiento, una buena densidad de
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micelio y sea facil de cultivar, lo que lleva a un bajo costo de produccion y versatilidad en la
nutricion, por lo que los hongos de la pudricion blanca son los mayormente recomendados
(Alemu et al., 2022; Angelova et al., 2021; Sydor et al., 2022). Varios hongos de pudricion
blanca han sido ampliamente utilizados, como G. lucidum (Antinori et al., 2020; Escaleira et al.,
2020; Rigobello & Ayres, 2022; Vasatko et al., 2022) y varias especies de Trametes (Appels et
al., 2019; Attias et al., 2020; Elsacker et al., 2019; Escaleira et al., 2020), pero la especie mas
utilizada sigue siendo P. ostreatus (Appels et al., 2019; Escaleira et al., 2020; Joshi et al., 2020;
Lee & Choi, 2021; Nashiruddin et al., 2022; Sivaprasad et al., 2021; Vasatko et al., 2022).
Generalmente, se realiza un inéculo del hongo en un medio de cultivo; para P. ostreatus este
indculo puede ser realizado en diversos medios o sustratos, siendo papa dextrosa agar (PDA) un
medio idoneo para el crecimiento como indculo (Fletcher et al., 2019). Este indculo se combina
con el sustrato, el cual previamente debe ser esterilizado para evitar contaminantes que afecten
el crecimiento del hongo (Alemu et al., 2022; Angelova et al., 2021; Ghazvinian & Gursoy,
2022; Girometta et al., 2019).

La cantidad de inoculo respecto al peso del sustrato (p/p) puede variar, se puede emplear
desde el 3%-5%, 10-20% o hasta un 40% (Alemu et al., 2022; Attias et al., 2020; Nashiruddin
et al., 2022; Vasatko et al., 2022). El 6ptimo de indculo a utilizar varia dependiendo de otros
factores, pero generalmente, al incrementar la cantidad de indculo, incrementa la tasa de
crecimiento del micelio y disminuye la cantidad de organismos contaminantes (Alemu et al.,
2022; Nashiruddin et al., 2022). Sin embargo, se ha visto que el incrementar al 60% (p/p) puede
reducir la produccion de lacasas y puede afectar las caracteristicas del material (Alemu et al.,
2022; Nashiruddin et al., 2022). Posterior a la inoculacion, se encuentra la fase de incubacion y
crecimiento del micelio, donde el tiempo de incubacion depende de la especie, pero se ha
observado que dentro de una misma especie la duracién afecta las caracteristicas del material
(Alemu et al., 2022; Ghazvinian & Girsoy, 2022; Manan et al., 2021).

Una vez que se finaliza el crecimiento, se puede utilizar el material vivo, pero para
biomateriales se realiza un proceso de deshidratacidn o secado, removiendo el agua del sustrato
y micelio, donde se puede detener el crecimiento o matar el hongo (Houette et al., 2022; L. Yang
et al., 2021). Este proceso crea materiales secos, fuertes y livianos, pero el tamafio del material
seco puede reducirse respecto al humedo (Elsacker et al., 2019; Sivaprasad et al., 2021; L. Yang
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et al., 2021). Las temperaturas de secado pueden variar y esto depende del objetivo para el cual
se desee el material, pero van desde los 40°C por aprox. 12 horas, donde puede que el hongo no
muera (Houette et al., 2022; Vasatko et al., 2022) o en temperaturas donde se muere el micelio
en 60, 70, 90, 100 o 140°C (Attias et al., 2020; Elsacker et al., 2019; Houette et al., 2022; Lee
& Choi, 2021; Mohd et al., 2022; Nashiruddin et al., 2022; Sivaprasad et al., 2021). Se han
utilizado diferentes métodos de secado, desde secado en lamparas, en horno infrarrojo, en horno
convencional, el secado solar o en horno con circulacion de aire (Manan et al., 2021).
Dependiendo del método utilizado, el material puede no secarse totalmente y posea de 0.6% a
20% de humedad final, por lo que el método de secado en horno con aire circulando puede ser

la mejor opcion (Manan et al., 2021).
2.3. Caracteristicas importantes en los biomateriales.

Una vez listo el material se pueden analizar diferentes caracteristicas y usos. Posterior al
secado se ha analizado la reduccion en peso y la reduccién en volumen del material, puede
reducirse alrededor del 50% de su peso humedo y en volumen entre un 5%-20% (Elsacker et
al.,, 2019; Houette et al., 2022). Dentro de las pruebas realizadas se encuentran las
caracterizaciones mecanicas; como las pruebas de compresién, donde la fuerza de compresion
se encuentra relacionada a la densidad del material seco (Houette et al., 2022; Joshi et al., 2020;
Nashiruddin et al., 2022). Por lo que el valor de densidad es una caracteristica importante de
calcular, usualmente una alta densidad indica buen crecimiento de micelio, pero también
depende del sustrato empleado (Appels et al., 2019; Arifin & Yusuf, 2013; Attias et al., 2020;
Elsacker et al., 2019; Houette et al., 2022; Joshi et al., 2020; Nashiruddin et al., 2022).

Otra caracteristica que se analiza en muchos estudios es la capacidad de adsorcion de
agua, importante de conocer como factor en diversas aplicaciones. Se puede analizar a través de
varios métodos, como por ejemplo, mediante accion capilar (Vasatko et al., 2022), solamente
colocando el material en un ambiente con alta humedad (Antinori et al., 2020) o colocando el
material flotando, sumergiéndolo parcialmente o totalmente en agua (Appels et al., 2019; Attias
etal., 2020; Dias et al., 2021; Elsacker et al., 2019; Joshi et al., 2020; Lee & Choi, 2021). Cuando
se sumerge, el material se pesa cada cierto tiempo, donde usualmente se deja hasta 96 horas
(Attias et al., 2020; Lee & Choi, 2021; Sivaprasad et al., 2021) o hasta que se observe un punto

de saturacion donde el peso no cambie lograndose un peso constante (Dias et al., 2021,
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Sivaprasad et al., 2021). En términos de porcentaje de incremento en el peso, o la cantidad
absorbida de agua, por parte del biomaterial, puede rondar entre 40-580% (Appels et al., 2019;
Attias et al., 2020; Dias et al., 2021; Joshi et al., 2020; Lee & Choi, 2021; Sivaprasad et al.,
2021). A pesar de que puede absorber gran cantidad de agua, se observa que el material conserva
su forma y el micelio queda intacto adherido al sustrato (Attias et al., 2020; Joshi et al., 2020;
Sivaprasad et al., 2021). El micelio es hidréfobo y podria funcionar como repelente de agua, sin
embargo, el sustrato junto con el micelio genera una superficie no homogénea donde se generan
poros, y una alta porosidad genera una mayor absorcion de agua (Antinori et al., 2020; Dias et
al., 2021; Joshi et al., 2020; Vasatko et al., 2022).

2.4. Materiales, sustratos y hongos en biosorcién.

Este tipo de biomateriales como tal, todo el bloque o matriz completa del material, no se
ha utilizado como biosorbente o en biofiltros, aunque si se han investigado los materiales por
aparte. Por ejemplo, solamente se ha investigado el vegetal tipo desechos o partes de plantas
(Shahsavari et al., 2013; Sud et al., 2008) y solamente el hongo o en conjunto a algun sustrato
organico o inorganico (Barh etal., 2019; Yadav et al., 2021). Se ha investigado el uso de material
0 desechos vegetales para remocion de contaminantes como tintes (Hameed, 2009; Lafi et al.,
2015), hidrocarburos (Shahsavari et al., 2013) y en mayoria metales pesados o metaloides
(Abdolali et al., 2016; Cobos et al., 2009; Dubey & Mishra, 2017; Mongiov et al., 2021; Saeed
et al., 2005). Dentro de los metaloides se ha observado la adsorcion de As por parte de diversos
materiales vegetales, entre estos la cascara de sandia (Shakoor et al., 2018), la céscara de
maracuya (llina et al., 2009), la corteza de arboles (Mumtazuddin & Azad, 2012) y el pasto
(Saikia et al., 2017). Dentro de los pastos o tipos de paja, el proceso generalmente utilizado
conlleva a lavado, secado hasta peso constante y particionado del material (Hameed, 2009;
Saikia et al., 2017; Shahsavari et al., 2013) o ser pirolizado para formar un biocarbon (Saikia et
al., 2017).

Estos materiales vegetales pueden ser usados como sustrato para crecimiento de diversas
especies de hongos empleadas en la adsorcion de contaminantes. Dentro de especies de hongos
y materiales vegetales que se utilizan y poseen buena eficiencia se puede encontrar Fusarium
sobre diversos sustratos y combinaciones, entre estos paja de trigo (Pavlov & Litovka, 2021).

Phanerochaete chrysosporium Burds. sobre tallo de papaya (Igbal et al., 2007; Igbal & Saeed,
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2006, 2007), G. lucidum sobre aserrin de haya y salvado de trigo (Rozman et al., 2020), Agaricus
bisporus (J.E. Lange) Imbach sobre paja de trigo (Garcia-Delgado et al., 2017) o P. ostreatus
sobre trigo (Georgescu et al., 2019; Pini & Geddes, 2020). En otros estudios se ha utilizado P.
ostreatus en sustrato vegetal pero no se especifica de que tipo (Jin et al., 2018; Kamarudzaman
etal., 2013; Tay et al., 2011).

2.5. Procesos para realizar la biosorcion.

El proceso general para utilizar estos materiales en biosorcion conlleva secado en horno,
particionado en particulas pequefias y tamizado para elegir tamafios de particula determinados
(Georgescu et al., 2019; Hanif et al., 2015; Jin et al., 2018; Kamarudzaman et al., 2013; Rozman
et al., 2020; Tay et al., 2011). En algunos otros se utiliza todo el material sin particionar
(Gloriaikechi-nwogu et al., 2020; Igbal et al., 2007; Igbal & Edyvean, 2005; Igbal & Saeed,
2006, 2007; Pavlov & Litovka, 2021). También, se puede inmovilizar la biomasa en algin
medio y esto puede mejorar la biosorcion y a la vez, posterior al proceso, facilitar la extraccion

del material (Rangabhashiyam et al., 2014).

El proceso de biosorcion y de filtracion de los contaminantes se puede realizar de
distintas maneras. Por ejemplo, se han utilizado biofiltros donde se coloca el sustrato en un
recipiente plastico con agujeros en el fondo, se le afiade el indculo del hongo, se deja crecer, y
posterior a esto se filtra o percola el agua una sola vez (Taylor et al., 2015). Se realizan sistemas
de filtros o reactores con lecho fijo, esto consiste en colocar el sustrato empacado en una
columna cilindrica y el contaminante pasa por toda la columna (Bruneel et al., 2020; Garcia-
Delgado et al., 2017; Ghasemi et al., 2020; Jin et al., 2018). El sistema mas empleado para
analizar la biosorcion de un material, entre estos utilizado P. ostreatus, es un biorreactor
discontinuo o tipo batch; consiste en un recipiente que contiene el liquido con el contaminante,
al cual se le afiade una cantidad del material para adsorber y se coloca en un agitador o algun
equipo que permita el movimiento y flujo del liquido (Chen et al., 2014; Georgescu et al., 2019;
Javaid et al., 2011; Jin et al., 2018; Kamarudzaman et al., 2013; Ramanaiah et al., 2007; Tay et
al., 2011).
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2.6. Factores dentro del proceso de biosorcion

Dentro de los factores que se toman en cuenta para estos métodos es el tiempo de
contacto entre el material y el contaminante, el tiempo optimo puede variar dependiendo de la
naturaleza del contaminante y del material usado como biosorbente. Se observa en general que
en los primeros minutos se da un pico de adsorcion, luego decrece gradualmente hasta llegar a
un equilibrio y a un punto de saturaciéon; esto sucede debido a que en un principio hay muchos
sitios disponibles y luego estos se van ocupando (Georgescu et al., 2019; Hanif et al., 2015;
Igbal et al., 2007; Igbal & Edyvean, 2005; Kamarudzaman et al., 2013; Ramanaiah et al., 2007;
Tay et al., 2011). El tiempo para alcanzar el equilibrio puede variar desde los tres a los 240
minutos (Amin et al., 2015; Chen et al., 2014; Hanif et al., 2015; Ramanaiah et al., 2007; Tay
et al., 2011). Otro factor a considerar es el movimiento o el flujo del liquido, la mayoria de las
ocasiones es un parametro fijo, pero se ha observado que es importante asegurar un buen flujo
para que las particulas del contaminante alcancen las capas mas inaccesibles y esos sitios de

unién se puedan aprovechar (Javaid et al., 2011).

La cantidad o dosis de material adsorbente es importante debido a que generalmente una
mayor cantidad de material tendrd una mayor adsorcion, sin embargo, se puede llegar a un
punto donde no se genera un incremento o donde decrece (Amin et al., 2015; Chen et al., 2014;
Georgescu et al., 2019; Hanif et al., 2015; Kamarudzaman et al., 2013; Tay et al., 2011). El tener
mayor cantidad de biomasa genera un aumento en la cantidad y area de sitios para que el
contaminante se una, pero, en gran cantidad se genera un efecto de pelicula o agregacion de
material donde decrece la adsorcion (Amin et al., 2015; Chen et al., 2014; Georgescu et al.,
2019; Hanif et al., 2015; Kamarudzaman et al., 2013; Tay et al., 2011). Por lo tanto, también
sera importante el tamafio de particula, ya que generalmente un menor tamafio genera mayor
area de adsorcién pero en algunas ocasiones puede que no sea significativo (Abdolali et al.,
2016). Luego, se ha observado, en algunas ocasiones, que un material sin particionar puede ser
igual o més eficiente (Igbal & Edyvean, 2005). Por ejemplo, al combinar el sustrato con el hongo
se podria generar suficiente espacio o poros para que las particulas del contaminante accedan a

varios sitios de union (Igbal & Edyvean, 2005).
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2.7. Parametros y métodos para remocion de arséenico.

Para remocién de arsénico en agua algunos de estos parametros se han evaluado tanto
en material vegetal como con hongos. Para el tiempo de contacto se alcanza el equilibrio de
adsorcion desde 30-60 minutos, 100 minutos, 2 horas o hasta las 24 horas (Cardenas-Gonzalez
et al., 2017; llind et al., 2009; Mohebbrad et al., 2019; Santos et al., 2017; Sari & Tuzen, 2009;
Shakoor et al., 2018; Sumalatha et al., 2017; Xue & Peng, 2014). En cuanto a la cantidad o dosis
de material adsorbente se encuentran mayores eficiencias con 1g/L (Mohebbrad et al., 2019;
Shakoor et al., 2018) y en otros en 5g (Cardenas-Gonzalez et al., 2017; Santos et al., 2017).
También se ha observado que con cantidades altas de material, cuando es particionado o
unicelular, puede formar agregados disminuyendo la movilidad del material y de sitios activos
(Mohebbrad et al., 2019).

En la actualidad para el tratamiento de As existen diversos metodos mediante los cuales se puede
remover del agua. Estos métodos utilizan principios quimicos, fisicos o bioldgicos
(Collivignarelli et al., 2019), como la oxidacion quimica y bioldgica, precipitacion,
electrocoagulacion, intercambio ionico, separacion (membranas), fotocatalisis y la adsorcién
(Bhakta & Ali, 2020; Collivignarelli et al., 2019; Kumar et al., 2019). Actualmente, algunos
acueductos del AyA trabajan con plantas de remocion de As, mediante un proceso de adsorcién-
filtracion (Arias-Barrantes et al., 2019). Ademas, una institucion privada, ha utilizado otro
método con filtros con granulados especiales (Litter et al., 2020). A manera de investigacion se
han utilizado los métodos de coagulacion, floculacion con materiales sintéticos o naturales y
materiales adsorbentes locales (Litter et al., 2020). La eficiencia de estos métodos varia entre
ellos, pero todos presentan limitaciones asociadas a su costo y dificultad de operacién, por
ejemplo, pueden dejar algunos elementos secundarios que podrian afectar el agua y se deban

aplicar procesos posteriores adicionales.
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3. JUSTIFICACION.

Pleurotus ostreatus es capaz de degradar lignina, celulosa y hemicelulosa (Chang et al.,
2018; Palin et al., 2016; Vaverkova et al., 2018). Por lo tanto, este hongo puede crecer y ser
cultivado en diversos sustratos lignocelulosos; ademas, presenta ventajas para su investigacion
debido a que se adapta facilmente, es de facil manejo, posee un crecimiento relativamente rapido
y su cultivo o elaboracién de biomateriales es de bajo costo (Kapahi & Sachdeva, 2017; Palin
et al., 2016; Vaverkova et al., 2018).

Debido a esto P. ostreatus es ampliamente empleado en distintas aplicaciones o
procesos, entre estos la formacion de materiales a partir de su micelio (L. Yang et al., 2021) o
la biosorcion de contaminantes presentes en medio liquido (V. Kumar & Dwivedi, 2021). Por
ejemplo, usando una matriz de paja de arroz con el hongo, para remocion de Escherichia coli
(Pini & Geddes, 2020) o su uso para remover hidrocarburos, contaminantes agricolas, tintes o
productos farmacéuticos, asi como de su amplio uso y eficiencia para remover metales pesados
(Akhtar & Mannan, 2020; Kapahi & Sachdeva, 2017). También, en cuanto a formacion de
biomateriales para sustituir poliestireno o formar bloques (Joshi et al., 2020; Nashiruddin et al.,
2022; Sivaprasad et al., 2021).

En Costa Rica, en el afio 2008, se analizaron fuentes de agua para cuantificar la presencia
de As, encontrandose concentraciones muy por encima del nivel permitido por el Ministerio de
Salud, en aguas superficiales de la zona norte del pais, (Litter et al., 2020). Entre los afios 2013
a 2017, en las regiones Huetar Norte y Chorotega, se encontraron altos niveles de As en el agua;
siendo los distritos de Bagaces y Cafias (region Chorotega), asi como Agua Zarcas y Los Chiles
(Huetar Norte) los sitios con mayor contaminacion (Herrera-Murillo et al., 2019). Mas
recientemente, en marzo del 2020, el Instituto de Acueductos y Alcantarillados (AyA) de Costa
Rica informo de la prevencion del consumo de agua del acueducto de Bagaces, debido a un
aumento en los niveles de As (Rodriguez, 2020). Esta problematica sigue siendo de importancia
en el pais y en muchos lugares rurales con fuentes de agua contaminadas se esta lejos de

encontrar soluciones.

Los procesos de biosorcion pueden significar una alternativa viable para la remocion de
contaminantes presentes en agua como el arsénico. Por lo tanto, surge la idea de explorar una

opcion mediante un proceso formando un biomaterial basado en el micelio de P. ostreatus,
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inmovilizado en un medio vegetal. Esto podria significar el encontrar avances en la
investigacion para la utilizacion de este tipo de méetodos mediante el uso de materiales o bloques
basados en micelio. Para, a futuro, obtener procesos de bajo costo, facil manejo operacional y
con una alta eficiencia de remocion de contaminantes; con la mira de su utilizacion en sistemas

a gran escala o de uso domestico en areas rurales que no cuenten con recursos suficientes.

4. HIPOTESIS DE TRABAJO.

Combinando un sustrato comercial como el heno (D. eriantha) con una cepa comercial
del hongo P. ostreatus se obtiene un material con caracteristicas deseables para procesos de
biosorcidn. Se esperd estandarizar un protocolo para la creacién de biomateriales a base de
micelio de hongo y que se adapte a las condiciones presentes en el pais. Al ser usado este
material o biofiltro en procesos de biosorcion de arsénico, se obtuvo un posible uso como
material adsorbente de arsénico en aguas contaminadas y proponiendo un nuevo sistema de

biosorcidn tipo batch con flujo lento.

5. OBJETIVO.

5.1. Obijetivo general.

Desarrollar un biomaterial o biofiltro a partir de una matriz mixta de sustrato organico
comercial junto al micelio del hongo Pleurotus ostreatus, para evaluar su capacidad de

remocion de Arsénico en agua.

5.2. Objetivos especificos:

1. Caracterizar el crecimiento de una cepa de P. ostreatus sobre una matriz de sustrato
organico comercial con distinta cantidad de masa, para determinar la curva de
crecimiento del hongo y la porosidad del material resultante.

2. Evaluar la cinética de crecimiento de la cepa de P. ostreatus sobre el heno, para

elaborar un material con forma y tamafio determinado (molde).
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3. Determinar las propiedades fisicas e hidraulicas del material formado a partir de la
matriz de sustrato organico y el micelio del hongo.
4. Probar el material en un proceso de filtrado lento de agua contaminada con Arsénico y

medir la eficiencia de remocion del metal por parte del material.

6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Produccion de inoculo primario de P. ostreatus (Objetivos especificos (OE)
1ly2).

Se utiliz6 una cepa comercial de primera generacion de P. ostreatus comprada en Total
Fungi, la cual se cultivo en un medio de Papa Dextrosa Agar (PDA) de la marca Sigma siguiendo
las instrucciones del fabricante (colocando 39g de PDA en 1L de agua destilada), y autoclavando
el medio a 121 °C a 15 psi por 45 minutos. Se incub6 a 25 °C en oscuridad por 20 dias. A partir
de este indculo primario se realizaron los in6culos secundarios para duplicar la cepay la semilla
del hongo. Este procedimiento se dividio en 3 fases. Para la fase | de la elaboracion de la semilla
(Figura 1) se utilizé arroz blanco comercial, el cual se coloc6 en un recipiente plastico de 7 L,
se limpi6 con 3 cambios de agua destilada a temperatura ambiente y posteriormente se dejo
inmerso en agua por 12 horas. Se escurrié el agua con un colador y se pasé ligeramente una
toalla de papel para eliminar el exceso de agua, se coloco en un beaker de 2 L con papel toalla,
se comprob6 la humedad con la mano (comprobando que ésta no quedd mojada al contacto) e
igualmente se comprobo al reventar algunos granos con el dedo. Se colocaron 300g de arroz en
bolsas de polipropileno, doblando la apertura una sola vez y sellando con grapas,
posteriormente, esta bolsa se introdujo en sobres de papel Kraft y se autoclavo por 40 minutos
a121°Cy 15 psi.

Para la fase Il (Figura 1), posterior a la autoclave, las bolsas con arroz se dejaron enfriar
dentro de una camara de flujo laminar (marca High Ten HH-4) cuya superficie fue previamente
desinfectada con alcohol etilico al 80%. Una vez a temperatura ambiente, se colocaron dentro
de cada bolsa 10 cuadros de 1cm?del inoculo primario, cortados con bisturi estéril, asegurandose

que estuvieran completamente colonizados por el hongo y principalmente de los bordes de
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crecimiento. La bolsa con el arroz y el indculo se homogenizé con movimientos leves hasta
mezclar completamente. Se cerr0 la bolsa enrollando desde la apertura de la bolsa y dejando un
espacio de aire, sellando la bolsa con cinta adhesiva e introduciéndose en una bolsa con cierre
hermético. Las bolsas fueron incubadas a 25°C en oscuridad hasta que el arroz estuvo
completamente colonizado y formé un bloque compacto (Fase Il figura 1). Cumplido el

crecimiento se almacend en camara refrigerada a 4°C hasta su uso.

Figura 1. Procedimiento de preparacion del inoculo primario de Pleurotus ostreatus usando
como sustrato arroz blanco comercial. Fase I: preparacion y esterilizado del arroz, Fase II:
inoculado del arroz mediante cuadros de cultivo PDA con micelio de P. ostreatus, Fase IlI:

Incubacién y resultado final de la semilla.
6.2. Preparacion del sustrato de heno (OE 1y 2).

Se eligid el heno o paca transvala (D. eriantha) como sustrato vegetal, ya que, en una

investigacion por tutoria realizada durante el segundo semestre del 2019, donde se analizo
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también el bagazo de cafia, se determind que el heno ofrecia mejores caracteristicas, como la
densidad del micelio y una menor contaminacion. El heno se adquirio en una tienda de insumos
agricolas de la empresa Dos Pinos, y es pasto 0 heno seco sin espigas verdes. Para eliminar la
humedad del sustrato, se colocé en un horno a 70°C con flujo de aire por 24 horas (Figura 2A).
Posterior al secado, el heno se particiond6 empleando un molino de martillo (Figura 2B) y fue
tamizado mediante tres tamices; uno con malla de 10mm, otro de 7,5mm y el tercero con malla
de 4mm, recogiendo el sustrato que quedd en el segundo tamiz (Figura 2C). Por lo que se trabajo
con un tamafo de particula de longitud comprendida entre los 4 — 10mm. Lo anterior realizado
para homogenizar el sustrato, sin embargo, a pesar de esta homogenizacion se pueden encontrar
particulas de 10-30 mm de longitud en el sustrato empleado, debido a que el heno es muy

espigado.

Posteriormente, el sustrato fue lavado para eliminar particulas pequefias y polvo, y para
eliminar algunos pigmentos. En total, se realizaron 10 cambios de agua (figura 2D). En cada
cambio de agua, el sustrato se fue mezclando y estrujando manualmente, hasta observar el agua
sin suciedad o pigmentacién. Posteriormente, se enjuag6 con dos cambios de agua destilada.
Con esto el sustrato quedd humedo y, mediante la prueba del pufio al apretar el sustrato, se
verificd que no derramé agua, indicando una humedad adecuada para ser usado en el
experimento. Posteriormente, se introdujo el heno en bolsas de polipropileno cerrando la
apertura de la bolsa con grapas e introduciendo estas bolsas en otra bolsa de polipropileno y
cerrando el extremo con cuerda (Figura 2E). Se autoclavoé por 60 minutos a 121°C y 15 psi
(Figura 2F). Al finalizar, se dejé enfriar en la camara de flujo laminar previamente desinfectada.

Una vez que el sustrato estuvo a temperatura ambiente, se procedi6 con la siembra o inoculacion.
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Figura 2. Preparacion del sustrato de heno Digitaria eriantha (A: secado en horno, B:

particionado, C: tamizado, D: lavado, E: empacado del heno y F: autoclavado).

6.3. Cinética de crecimiento de P. ostreatus en molde y elaboracion del biofiltro
(OE 1y 2).

Para la elaboracion del biofiltro se us6 como molde un recipiente de plastico
polipropileno de 7L con dimensiones de 18 cm x 30 cm x 11 cm. Este se desinfectd
primeramente con desinfectante Lysol, esperando hasta 30 minutos para luego limpiar con papel
toalla, posteriormente limpiando con alcohol etilico al 80% dentro de la cdmara de flujo laminar.
Para llenar el molde se usé la semilla del hongo y el sustrato de heno preparados previamente.
Cada recipiente se llend a una altura, peso y compactacion determinada y se establecieron dos
tratamientos con 12 réplicas en cada tratamiento (Figura 3%). Para cada réplica se coloc6 una
cantidad de semilla de P. ostreatus equivalente al 30% del peso del sustrato (relacién 30%
peso/peso) (Figura 3B). Para el tratamiento 1 (T1) se rellend el recipiente hasta los 3 cm de
altura, con un peso himedo del sustrato de 200g y 60g de semilla del hongo, para un peso total
de 260 g. Para el tratamiento 2 (T2) se relleno el recipiente hasta una altura de 5 cm, con un

peso humedo de 350g y 105¢g de semilla, para un peso total de 455g. Cada vez que se afiadio la
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semilla se mezcldo a mano para homogenizar el sustrato con la semilla (Figura 3C), hasta
observar que quedé homogéneo y evitando comprimirlo para que quede a la altura establecida
de 3 0 5 cm (dependiendo del tratamiento) y cuidando que quedaran espacios con aire dentro de

la matriz.

Cada recipiente se sell6 con un filme plastico, al cual con una aguja de diseccion estéril
se le realizo 5 hileras de 3 agujeros (Figura 3D), esto para asegurar el intercambio gaseoso del
material. Se incubo a 25 °C, hasta que se alcanzara el crecimiento y densidad esperados (ver
detalle mas adelante). Como la incubadora no posee control de humedad, se introdujo un reloj
higro-termometro marca Extech 445702 (rango humedad relativa 10-85+6%) para asegurarse

que la humedad relativa dentro de la incubadora se mantuviera cercana al 80%.

Cada dos o tres dias se verifico la humedad y se asperjaba agua destilada sobre los
recipientes dentro de las cdmaras, ademas, mediante inspeccion visual se asegurd que siempre
se mantuviera la humedad dentro del recipiente. Hasta el final del experimento, la humedad
minima observada fue al 60% y la maxima al82%. A la vez, se inspeccion0 que no existia
contaminacion por bacterias u otros hongos dentro del recipiente, y cuando la hubo se extrajo

parte de la contaminacion con ayuda de pinzas estériles, dentro de la cAmara de flujo laminar.
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Figura 3. Elaboracién de biofiltro con micelio de Pleurotus ostreatus y heno (Digitaria
eriantha) en molde plastico de 7L. A: se observa el sustrato y hasta donde llega, este caso para
5cm de altura, B: semilla o indculo de P. ostreatus en relacion 30% peso/peso, C: adicion y
mezcla de la semilla con el sustrato y D: sellado con filme plastico con agujeros para la

incubacion.

6.4. Mediciones de las caracteristicas fisicas e hidraulicas del Biofiltro.
6.4.1. Caracterizacion del crecimiento del micelio durante la formacion
del Biofiltro (OE 1y 2).

Con el objetivo de medir la cinética de crecimiento del micelio fangico sobre el heno, se
realizaron una serie de mediciones en las 12 réplicas de cada tratamiento (T1: 3cmy T2: 5¢cm),
que fueron: la curva de crecimiento, la tasa de crecimiento, la densidad del micelio y el tiempo
final de crecimiento. Para esto, se observaron las réplicas cada dos o tres dias (se tomaron
mediciones los lunes, miércoles y viernes). Se establecio que el biofiltro alcanzaria el tiempo
final de crecimiento, una vez que el micelio visible del material estuviera denso, compacto y
muy blanco sin transparencias. Conforme cada bloque iba alcanzando estas caracteristicas, se
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fue colocando en un horno con flujo de aire a 60°C durante 24h, con el objetivo de producir un

choque térmico secando el material.

Para cuantificar la curvay la tasa de crecimiento, se midio el porcentaje de area abarcado
por el micelio, ya que como la semilla se homogenizé en el sustrato, habia mas de un punto de
crecimiento en cada réplica. Esta medicion se realizé utilizando la formula [1]. Se realizaron
fotografias a las réplicas tomando dos fotos por cada dia de muestreo, una foto de la cara superior
(abriéndose el filme plastico y volviéndolo a colocar) y otra foto de la cara inferior del biofiltro
dentro del molde (Figura 4). Todo dentro de una camara de flujo laminar para evitar
contaminacion. Las imagenes y las areas se calcularon con el software ImageJ 1.8.0_112. La
tasa de crecimiento (cm?/dias) se determind a partir del valor de la pendiente de la curva.

Area micelio (cm?)

Area micelio (%) = ( > *100 [1]

Area total sustrato (cm?)

Cara superior Cara inferiror

Figura 4. Fotografias tomadas de la cara superior e inferior del biofiltro con micelio de
Pleurotus ostreatus y heno (Digitaria eriantha). Se utilizaron para ser analizadas mediante el
software ImageJ 1.8.0 112 para calcular el area abarcada por el micelio. Estas fotografias

muestran el quinto dia de crecimiento del micelio.

La densidad del micelio sobre el sustrato se observd de manera cualitativa, mediante

inspeccion visual, los mismos dias de muestreo especificados previamente (Figura 5). Se
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establecieron cinco categorias de densidad cualitativa: (i) densidad uno cuando el material tuvo
sitios sin micelio y este fue muy transparente, (ii) densidad dos cuando el micelio coloniza la
mayoria del material y la mayoria del micelio es ain transparente, (iii) densidad tres con la mitad
0 un poco mas del micelio blanco denso con algunos sitios blanco transparentes adn, (iv)
densidad cuatro cuando el micelio en su mayoria es blanco con algunos sitios blanco
semitransparente y (v) densidad cinco cuando todo el material tuvo micelio blanco (Figura 5).
El tiempo final de crecimiento se tomé como el ultimo dia en que el material alcanz6 el 100%
de colonizacién del micelio y la categoria cinco de densidad. En ese momento, se realizo el

choque térmico.

Densidad i Densidad ii Densidad iv

1 WX

Figura 5. Densidad cualitativa del micelio de Pleurotus ostreatus creciendo sobre heno
(Digitaria eriantha) formando el biofiltro. Mostrando la progresién desde la densidad uno (i) a
la densidad cinco (v). Para cada densidad se muestra del lado izquierdo la vista de la cara

superior y del lado derecho la vista de la cara inferior.

6.4.2.  Medicidn de caracteristicas fisicas e hidraulicas del Biofiltro (OE
3).

Se determinaron las siguientes variables fisicas e hidraulicas del biofiltro. Variables
fisicas como: el cambio de forma del biofiltro, la densidad aparente del biofiltro, la porosidad
aparente. Y variables hidraulicas como: la capacidad de absorcion de agua realizando una curva
de absorcion de agua, calculando el tiempo de saturacién del biofiltro, el porcentaje de absorcion
de agua, la tasa de absorcion por tiempo de contacto con el agua y capacidad de absorcion por
peso del biofiltro.
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Una vez los bloques del biofiltro alcanzaron el crecimiento y densidad deseados, y antes
de realizar el choque térmico, se pesé cada bloque para determinar el peso himedo (pn) de cada
réplica. Posterior al secado, los bloques se pesaron nuevamente para determinar el peso seco del
material (ps). También se determind el volumen (cm®) del material en seis replicas por
tratamiento, midiendo la longitud (cm), el ancho (cm) y la altura (cm); para cada medicion de
la altura se tomaron tres mediciones por lado, una en el medio y las otras dos cerca del extremo
del lado calculado (Figura 6). De igual manera, también se determind el porcentaje en cambio
de forma [2], se determind si el biofiltro posterior al secado cambia de forma. A partir del peso
seco y el volumen se determind la densidad aparente para seis réplicas (g/cm®) del biofiltro. Se
calculd la porosidad aparente de seis replicas por tratamiento [3] usando peso seco, peso humedo
y el peso saturado (psa, Ultimo peso obtenido en la determinacién de la capacidad de adsorcion,
(Arifin & Yusuf, 2013).

Cambio d %) volumen humedo (cm?) — volumen seco (cm?) 100 [2]
= *
ambio de forma (% Volumen hiimedo (cm?3)
Porosidad aparente (%) = Ps " Pr, 100 [3]
Ps — Psa

La capacidad de absorcion de agua del biofiltro se determiné realizando una curva de
absorcion de agua, tiempo de saturacién del biofiltro, porcentaje de absorcion de agua, tasa de
absorcion (mL/hora) y capacidad de absorcion (mL/g). Para cuantificar estas variables en 3
réplicas por cada tratamiento, cada bloque se coloc6 en un recipiente que contenia 5L de agua
destilada, se sumergid y se solt6 hasta que qued6 flotando en la superficie. Cada media hora se
extrajo el bloque, se colocd sobre una toalla de papel y otra toalla se paso ligeramente sobre la
cara superior, se procedio a pesarlo y se coloco nuevamente en el agua. Este proceso en que se
extrae, se secO y se pesd cada bloque tardé un minuto por cada réplica; ademas, siempre se
aplico la misma técnica para secarlo ligeramente. Se pesé hasta que el biofiltro alcanzd un peso
constante en al menos tres mediciones seguidas. Con el Gltimo peso, se determiné el peso
saturado del biofiltro (psa) y el tiempo donde se estabilizd la absorcion se refiere al tiempo de
saturacion del biofiltro. La curva de absorcion se calculo6 graficando el cambio de peso a través
del tiempo, y con la pendiente de la curva se calculo la tasa de absorcion del biofiltro. La
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capacidad de absorcion se determiné a partir de la cantidad de agua total absorbida [4] vy el

porcentaje de absorcion mediante los pesos del biofiltro [5].

agua total absorbida (mL)

[4]

Capacidad absorcién =
peso seco (g)

Absorciéon agua (%) = (%) * 100 [5]
S

Figura 6. Mediciones realizadas del largo, ancho y altura para determinar el volumen seco del

biofiltro de micelio de Pleurotus ostreatus creciendo sobre heno (Digitaria eriantha). Cada
flecha indica una medicion realizada; para la altura se realizaron tres mediciones en el largo y
tres mediciones en el ancho, en los lugares que indican las flechas, promediando estas

mediciones para obtener la altura.

6.5. Sistema de biofiltracion para la biosorcion de arsénico en agua con el
biofiltro (OE 4).
6.5.1. Construccion del sistema de biofiltracién

Se construy6 un sistema de biofiltracion de agua (SB) donde se colocé el biofiltro
(Figura 7). El objetivo de este sistema fue probar la capacidad del biofiltro para absorber
arsénico presente en agua. EI SB donde se coloco el biofiltro y se analizé el agua contaminada
con As se realizd con dos recipientes plasticos con capacidad de 24L y medidas de 32cm x 18cm
x 45cm. A una de las cajas se le realiz6 una perforacion de 30cm x 15cm en la base y en esta
perforacion se introdujo otro recipiente de 7L (igual al empleado como molde), sellando el
recipiente a la base con silicon marca SISTA F109 (Figura 7A). A este recipiente de 7L se le

realizé un orificio de 25cm x 10cm, en el cual se colocé una malla plastica con orificios de 1
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mm?, la cual se sell6 con silicon (Figura 7B). Al recipiente anterior de 24L, se le realizé un
orificio de 5cm de diametro en uno de los laterales, por el cual se introdujo la manguera (descrita
adelante). Al segundo recipiente de 24L se le realizaron unos orificios a los lados y se colocaron
unas pestafas plasticas para sostener el recipiente anteriormente descrito (Figura 7A), y dentro
de este segundo recipiente se colocd una bomba sumergible marca DoPhin P150 con un flujo
maximo de 250L/hora. A la salida de esta bomba se le colocé una manguera que fue introducida
por el orifico del primer recipiente pasando el agua de un recipiente a otro (Figura 7C). El
biofiltro se colocd y se sellé con silicon en el recipiente de 7L (usado como molde), este sellado
evitando que el agua fluya por otro sitio que no sea el biofiltro (Figura 7D). Asegurando de este

modo, que el flujo del agua siempre paso por el biofiltro.

~N /c )

Figura 7. Sistema de biofiltracién (SB) de agua donde se colocé el biofiltro del micelio de
Pleurotus ostreatus creciendo sobre heno (Digitaria eriantha). A: recipiente superior de 24L
donde se introdujo y se sello el recipiente mas pequefio de 7L y con agujero, B: recipiente
pequefio de 7L unido al recipiente plastico superior, se observa la malla plastica sellada al

recipiente, C: interior del sistema observandose por un lateral la bomba sumergible (color negro)
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en el recipiente inferior de 24L y pasando la manguera al recipiente superior de 24L y D: se

observa el biofiltro sellado dentro del sistema y la manguera que mueve el agua.
6.5.2. Preparacion del agua con arsénico.

Para el SB se utiliz6 agua contaminada con arsénico, para la cual se prepar6 una solucion
de 60L con una concentracion de 100 pg/L de As (I11). La concentracién se realiz agregando

6 mg de éxido de arsénico (I11) As203 marca Riedel-de Haén en 60 L de agua destilada.
6.5.3. Parametros de funcionamiento del SB.

Para cada tratamiento, se probaron tres biofiltros o réplicas en el SB, para un total de seis
biofiltros utilizados. En el SB, para cada réplica se coloco el filtro sellado con silicon
Posteriormente, después de transcurrir 24 horas desde el sellado del filtro, se afiadieron 5L de
agua con As, se encendié la bomba con flujo de 250L/hora, y se dejo la prueba durante 6 horas.
Una vez transcurridas las 6 horas, se recogio una muestra de 250mL del agua filtrada y una
muestra de 10g del filtro para analizar el contenido de As en ambas. Se analizaron 3 réplicas
para cada tratamiento, cuantificando la concentracion inicial de As en el agua (Ci), la
concentracion final de As en al agua (Cf), la concentracion de As en el filtro después de utilizarlo
en el sistema, el pH inicial y final del agua, y la demanda quimica de oxigeno (DQO) en el agua.
Estos analisis se realizaron en el Centro de investigacion en Contaminacion Ambiental (CICA)
de la Universidad de Costa Rica. A partir de las mediciones obtenidas, se calcul6 la eficiencia
de biosorcion (EB) [6].

EB (%) = (Ci ;Cf) «100  [6]

6.6. Andlisis estadistico.

Se realizé el analisis de las variables por medio de RStudio (version 2022.07.2). En las
variables de: la tasa de crecimiento del micelio, el tiempo final de crecimiento del micelio, la
densidad cualitativa del micelio, el cambio de forma del biofiltro, la absorcion de agua por parte
del biofiltro y la absorcion de agua por hora del biofiltro, no se encontré normalidad en los datos
y se analiz6 por medio de la prueba U de Mann-Whitney. Analizando si las variables son iguales
comparando los dos tratamientos. Se encontré normalidad en los datos de las variables de la

densidad aparente del biofiltro, la porosidad aparente del biofiltro, la absorcion de agua por
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gramo del biofiltro y el porcentaje de absorcion del biofiltro; por lo que se analizo si las variables
son iguales entre los dos tratamientos mediante la prueba T de student. Se aplicé la prueba de
Levene a todas las variables dentro de un mismo tratamiento, comprobando si la variabilidad de
los datos de cada tratamiento es igual, y con esto observando si un tratamiento es mas variable
que el otro. Los datos de eficiencia de biosorcion del biofiltro (EB), las concentraciones iniciales
(Ci) y finales (Cf) de As en el agua, la concentracion de As en los biofiltros, el pH del agua, y

el DQO se presentan como observacion, no se analizaron estadisticamente.

7. RESULTADOS.

7.1. Descripcion visual del biofiltro de P. ostreatus sobre heno

Se caracterizaron de manera visual los detalles durante el crecimiento del micelio y el
resultado final al realizar el choque térmico obteniendo el biofiltro. Al segundo dia de
observacion, se encontraron muchos puntos de crecimiento de micelio que cubri6 bastante &rea
de la cara superior e inferior del sustrato. En todas las réplicas, para ambos tratamientos, los
puntos de crecimiento aparecieron en todo el sustrato. Al quinto dia, en la mayoria de las réplicas
el sustrato estaba completamente colonizado por un micelio poco denso y translucido, con solo
algunas replicas con sitios pequefios sin completar. Para el sétimo dia, en dos de las réplicas,
una de cada tratamiento, se presentd una pequefia contaminacion por un hongo del género
Penicillium en un pequefio sitio en ambas réplicas. La contaminacién se elimind y en los
siguientes dias de observacién no aparecié mas y el micelio de P. ostreatus avanzé al sitio de la
contaminacion. Todavia con micelio vivo o himedo en la cara superior del material, el micelio
se observé denso y blanco, pero con apariencia algodonosa y sobresaliendo del sustrato (Figura
8). Por la cara inferior y las caras laterales, que estaban en contacto con el molde plastico, se
observo un micelio denso y blanco, un poco mas pardo, con una apariencia mas dura tipo “piel”;
y solamente en orificios que no estaban en contacto con las paredes se observaba con apariencia

algodonosa (Figura 8).

El material mantuvo la forma durante el crecimiento del micelio, no se redujo y se
mantuvo siempre unido a la pared del molde. Posterior al secado, si se observo un cambio de
forma disminuyendo su tamafio. En ambos tratamientos se formé un bloque compacto con

porosidad visible en las superficies. En algunas réplicas del tratamiento uno (T1), se observo
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mas flexible y propenso a romperse, mientras que en el tratamiento dos (T2) esto no ocurrid. El
micelio al secarse cambio en apariencia; el micelio algodonoso de la cara superior cambié de
textura, la cual se volvié mas tipo “piel” pero se evidencia menos rigido que el micelio de las
caras laterales e inferior (Figura 8). El micelio de las caras laterales e inferior que estuvo en
contacto con el molde no vari6 tanto la apariencia, pero, si se observé un poco mas rigido
comparado al micelio himedo o vivo (Figura 8). En general, en algunos pocos puntos del
micelio se observo una ligera tincion de color pardo amarillento. Cuando se cuantifico la
absorcion de agua el biofiltro quedaba flotando sobre la superficie, y conforme pasaba el tiempo
iba hundiéndose un poco, pero al final de la prueba igual quedé flotando. No se observo que el
biofiltro cambiara de forma o una separacion de los componentes, el agua al final quedo
ligeramente tefiida de color amarillento. En la prueba en el SB el biofiltro no se separd, ni se
observd micelio separado; pero el agua del SB si evidenci6 una tincién mas pardo-amarillenta,
comparado con la prueba de absorcién de agua (sin flujo de agua), si se observo una coloracién

mMas oscura.

Figura 8. Textura del micelio de Pleurotus ostreatus en el Gltimo dia de crecimiento del
biofiltro, antes del secado en el horno (micelio vivo) y posterior al secado en el horno (micelio
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seco) durante 24 horas a 60°C. Las imagenes de la parte superior corresponden a la cara superior

del biofiltro y las inferiores a la cara inferior del biofiltro.
7.2. Crecimiento del micelio de P. ostreatus.

El crecimiento del micelio se estabiliz6 al quinto dia en ambos tratamientos (Figura 9),
con casi el 100% del micelio superficial cubriendo la cara superior e inferior del sustrato.
Posterior al quinto dia, el micelio sigui6 creciendo hasta alcanzar el 100% del area cubierta por
micelio. El crecimiento del micelio por dia segun la tasa de crecimiento es similar en los dos
tratamientos (Figura 10; U= 40, p=0.06836). Y la variabilidad de los datos para este crecimiento
entre los dos tratamientos no es diferente (Figura 10; F= 0.0309, p= 0.8622), mostrando que el

crecimiento del micelio es muy similar entre las réplicas de cada tratamiento.
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Figura 9. Curva de crecimiento del micelio de Pleurotus ostreatus sobre el heno (Digitaria
eriantha) en un periodo de 34 dias, para un total de 16 mediciones en lapsos de dos o tres dias.

A: Tratamiento 1 (T1, peso humedo 260g), B: Tratamiento 2 (T2, peso humedo 455g).
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Figura 10. Tasa de crecimiento (% / Dia) del micelio de Pleurotus ostreatus durante los 34 dias

de crecimiento para Tratamiento 1 (T1, peso humedo 260g) y Tratamiento 2 (T2, peso himedo

455¢). El punto rojo muestra la media para cada tratamiento.

La tasa de crecimiento del micelio fue igual para ambos tratamientos, no asi el tiempo
necesario para alcanzar la densidad de micelio deseada, donde, para el T2(Figura 11) fue en
promedio el dia 30 que la mayoria de las réplicas alcanzaron el nivel cinco de densidad
(Densidad v). Por otro lado, el T1(Figura 11) lo alcanz6 hasta el dia 32. El tiempo final de
crecimiento del micelio, el dia cuando se alcanzo la densidad cinco (Densidad v), fue similar en
ambos tratamientos (Figura 12; U= 94.5, p= 0.1961). Y la variabilidad entre los dias de los
tiempos finales de crecimiento en cada tratamiento fue similar, cada réplica termind su
crecimiento en dias similares (Figura 12; F=0.9277, p= 0.3459).
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Figura 11. Cambio en la densidad cualitativa del micelio de Pleurotus Ostreatus durante 34
dias de crecimiento sobre heno (Digitaria eriantha), para un total de 16 mediciones en lapsos
de dos o tres dias. Tratamiento 1 (T1, peso humedo 260g) y Tratamiento 2 (T2, peso himedo

455g).
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Figura 12. Tiempo final (dias) de crecimiento del micelio de Pleurotus ostreatus sobre el
heno (Digitaria eriantha), para Tratamiento 1 (T1, peso himedo 260g) y Tratamiento 2 (T2,

peso humedo 455¢). El punto rojo muestra la media para cada tratamiento.
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7.3. Caracteristicas fisicas e hidraulicas del biofiltro.

En ambos tratamientos el cambio de forma del biofiltro de acuerdo con el volumen es
similar (Figura 13; U= 21, p= 0.6889), variando la forma en un 40% aproximadamente respecto
al material humedo antes del secado. Sin embargo, en el T2(Figura 13) se observa una mayor
variabilidad en los datos (F= 5.2244, p= 0.04535), siendo menos preciso, pero con algunos
porcentajes menores al 40%. En cuanto a la densidad aparente del biofiltro, ambos tienen una
densidad similar (Figura 14; t= 0.7799, df=5.3722, p= 0.4684), pero la variabilidad de los datos
de las réplicas es mayor para el T2(Figura 14; F=7.9813, P=0.018). La porosidad aparente del
biofiltro en ambos tratamientos es muy cercana y no hay diferencia al compararlas (Figura 15;
t=0.076062, df= 3.0994, p= 0.944). También, la variabilidad entre los porcentajes de porosidad
aparente entre réplicas de cada tratamiento es similar (Figura 15, F=5.2153, P= 0.06248).
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Figura 13. Porcentaje del cambio de forma, en volumen, del biofiltro después del secado en

horno a 60°C por 24 horas, para Tratamiento 1 (T1, peso humedo 260g) y Tratamiento 2 (T2,
peso humedo 455¢). El punto rojo muestra la media para cada tratamiento.
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Figura 14. Densidad aparente (g/cm?) del biofiltro posterior al secado en horno a 60°C por 24

horas, para Tratamiento 1 (T1, peso hiumedo 260g) y Tratamiento 2 (T2, peso humedo 455g).
El punto rojo muestra la media para cada tratamiento.
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Figura 15. Porosidad aparente (%) del biofiltro a partir de los pesos del material (el peso

himedo, el peso seco y el peso saturado medido en la prueba de absorcion de agua), para

45



Tratamiento 1 (T1, peso humedo 260g) y Tratamiento 2 (T2, peso himedo 455g). El punto rojo

muestra la media para cada tratamiento.

La absorcion de agua por parte del biofiltro fue rapida y tuvo un pico hasta los 30 minutos
(0.5 horas, Figura 16). Posterior a este tiempo, el biofiltro continu6 absorbiendo agua, pero en
menor cantidad, hasta que se estabilizé en un tiempo de saturacion cercano a las 5.5 horas. El
porcentaje de absorcion de agua del biofiltro, entre ambos tratamientos, al finalizar las 6.5 horas
fue diferente (Figura 17; t= 5.0618, df= 3.526, p= 0.00996). El biofiltro del T2 absorbe mas
cantidad de agua, aproximadamente 236% de su peso seco, comparado al T1 que absorbe
aproximadamente 208% de su peso seco. Ademas, el T1 tuvo una mayor variabilidad en los
datos obtenidos (Figura 17; F= 23.027 p=0.003005), siendo el T2 mas constante en la cantidad

de mL absorbidos en cada réplica.
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Figura 16. Curva del porcentaje de absorcion de agua por parte del biofiltro seco hasta
estabilizar el peso a las 6.5 horas, para un total de 14 mediciones en lapsos de cada media hora.

Tratamiento 1 (T1, peso himedo 260g) y Tratamiento 2 (T2, peso hiumedo 455g).
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Figura 17. Porcentaje final de absorcion de agua del biofiltro al finalizar las 6.5 horas de
mantenerse sumergido. Para Tratamiento 1 (T1, peso himedo 260g) y Tratamiento 2 (T2, peso

haimedo 455g). EI punto rojo muestra la media para cada tratamiento.

El T2 tuvo una mayor tasa de absorcion durante las 6.5 horas del experimento (Figura
18; U= 0 p=0.0285). Y la variabilidad de los datos es similar entre ambos tratamientos (Figura
18; F=2.9606 p= 0.1361), siendo constante la cantidad de mL que fueron absorbidos por hora
entre cada réplica. Similar a la absorcion de agua por hora, el T2 obtuvo una mayor capacidad
de absorciéon de agua; cada gramo de este biofiltro absorbié una mayor cantidad de agua
comparado al T1 (Figura 19; t= 5.0618, df= 3.526, p= 0.00996). En el T1 la absorcion de agua
por gramo no es tan constante entre las réplicas, siendo més variable que el T2 (Figura 19; F=
23.027, P=0.003005).
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Figura 18. Tasa de absorcion de agua por hora (mL/h) del biofiltro durante las 6.5 horas, para
Tratamiento 1 (T1, peso hiumedo 260g) y Tratamiento 2 (T2, peso hiumedo 455g). El punto rojo

muestra la media para cada tratamiento.
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Figura 19. Cantidad de agua absorbida por gramo (mL/g) de biofiltro al finalizar las 6.5 horas
de sumergido, para Tratamiento 1 (T1, peso hiumedo 260g) y Tratamiento 2 (T2, peso himedo

455¢). El punto rojo muestra la media para cada tratamiento.
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7.4. Parametros analizados del agua con As y el biofiltro durante el

funcionamiento en el sistema de biosorcion.

La concentracion inicial de As en el agua obtenida a partir del analisis (10,48 ug/L) fue
menor a la originalmente planeada para el experimento (100 pg/L). Adicionalmente, la
concentracion final de As en el agua fue mayor a la concentracion inicial (Tabla 1), lo que llevd
a una eficiencia de biosorcidn negativa, indicando que el agua estaria ganando iones de As
(Tabla 1). El analisis de concentracion de As en los biofiltros de ambos tratamientos, posterior
al uso en el SB, arrojé que las concentraciones de As fueron mayores a las del As en el agua
(inicial o final, Tabla 2). Debido a los resultados obtenidos, se analizd la concentracion de As
en el heno y se determin6 que el heno usado para la realizacion del biofiltro poseia As a priori
(Tabla 2). El pH del agua fue muy similar en ambos tratamientos, antes y después del filtrado,

y el DQO en cada tratamiento aumentd en gran cantidad después del filtrado (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros medidos en el agua antes y después de iniciar el tratamiento de adsorcién
con el biofiltro de Pleurotus ostreatus sobre heno (Digitaria eriantha). Tratamiento 1 (T1, peso
himedo 260g) y Tratamiento 2 (T2, peso humedo 455g). (Para concentracion final y eficiencia

de biosorcion se muestra la mediana del tratamiento).

Parametro Tratamiento 1 Tratamiento 2
Concentracion inicial As (ug/L) 10,48+0,95 10,48+0,95
Concentracion final As (ug/L) 11,97+0,95 12,29+0,95
Eficiencia de biosorcién (%) -14,22 -17,27
pH inicial 5,62+0,15 5,62+0,15
pH final 5,33+0,15 5,33+0,15
DQO inicial (mg/L) 0 0
DQO final (mg/L) 134671 1831+37

Tabla 2. Concentracion de As en el biofiltro después del funcionamiento en el sistema de
biosorcién y de una muestra de heno sin micelio del hongo, sin colocarse en el sistema. (Para la

concentracion en los biofiltros se muestra la mediana del tratamiento).

Concentracion de As (ug Kg?)

Tratamiento 1 Menor a 120
Tratamiento 2 Menor a 130
Muestra de heno Menor 97
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8. DISCUSION.

8.1. Crecimiento del micelio de P. ostreatus en la creacion del biofiltro y los dos

tratamientos utilizados.

El micelio de P. ostreatus se ha observado que crece de manera rapida en diferentes tipos
de paja 0 heno (Ghazvinian et al., 2019; Melanouri et al., 2022; Sainos et al., 2006). En cascara
de arroz el micelio de este hongo cubrié por completo el sustrato en ocho dias, a tres
temperaturas diferentes (20, 25 y 30°C); mientras que en bagazo de cafia o serrin duro mas
(Nashiruddin et al., 2022). También se ha observado en otro experimento, que en tres dias el
micelio no denso colonizé por completo sustratos de cafia o salvado de trigo, y que en otros
sustratos a los doce dias se completo la colonizacion (Joshi et al., 2020). En el presente estudio,
para ambos tratamientos, fue en el quinto dia donde el micelio casi colonizo la totalidad del
sustrato, se asemeja a lo observado anteriormente, y contrario en paja donde en 11 dias el micelio
muestra poco crecimiento (Houette et al., 2022). Ademas del sustrato, hay otros factores que
afectan la tasa o velocidad de crecimiento, como, por ejemplo, la cantidad de in6culo usado.
Segun Nashiruddin et al. (2022), utilizar una cantidad del 40% peso/peso de indculo es el
Optimo, porcentaje que es muy similar al 30% usado en este trabajo. Otros factores que pueden
afectar son la heterogeneidad y compactacion del sustrato; en sustratos méas heterogéneos puede
que el crecimiento sea mas lento (Membrillo et al., 2011) y cuando el material estd muy
compactado, puede que reduzca la presencia de hifas del micelio (Appels et al., 2019). En ese
sentido, el hecho de que, en los primeros dias de crecimiento del material, los puntos de
crecimiento del micelio aparecieron distribuidos por todo el material, demostr6 que el

homogenizado al combinar el heno con la semilla del hongo dio buen resultado.

El tiempo de incubacién o formacion del micelio puede variar de acuerdo al tamafio del
material, de la especie o cepa del hongo y del tipo o naturaleza del sustrato (Manan et al., 2021),
donde, se podria reducir el tiempo optimizando condiciones o colocando un sustrato mas apto
(Gan et al., 2022). En la presente investigacion, el tiempo final de crecimiento para ambos
tratamientos se encuentra dentro de los rangos reportados en la literatura para la formacion de
otros materiales similares. Segin Mohd et al. (2022) la duracion promedio para completar

totalmente un material a partir de micelio fungico en un sustrato lignocelulolitico suele ser de
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17 dias , pero en otros estudios el tiempo observado varia entre cinco a 42 dias, segun el sustrato
(Gan et al., 2022; Manan et al., 2021). Ademas del sustrato, otros factores como la cantidad de
inoculo utilizado o problemas de contaminacién posteriores al inoculado también pueden afectar
el tiempo de crecimiento. Un aspecto por rescatar en la presente investigacion fue la baja o nula
contaminacion del biofiltro o biomaterial por otros hongos, indicando que el protocolo utilizado
en la formacién del material y la toma de los datos permitié mantener una contaminacion baja.
Asi también, se pudo deber al rapido crecimiento del micelio, donde este incrementa la tasa de
penetracion del sustrato colonizandolo rapidamente, reduciendo la competencia con otros

organismos que pueden contaminar el material (Nashiruddin et al., 2022; Zharare et al., 2010).

Otro aspecto importante, son las caracteristicas fisicas del material obtenido. En este
estudio, cuando se finaliz6 el tiempo de incubacion, en ambos tratamientos se observé por la
cara superior del bloque un micelio denso y blanco tipo algodonoso. Mientras que en la cara
inferior se observo, posterior a desmoldarlo, un micelio mas rigido tipo “piel”. Esto se ha
observado para P. ostreatus en donde el micelio que no esta en contacto con superficies, o
micelio aéreo, forma un filme méas denso y algodonoso, mientras que, el micelio creciendo mas
compacto es mas rigido formando una “piel” (Appels et al., 2019; Escaleira et al., 2020). El
cambio en la densidad del biofiltro a través de los dias es mas gradual comparado al crecimiento
del micelio; donde, en los primeros dias, la densidad del micelio era menor siendo mas
transparente, esto también debido a una menor biomasa de micelio. En otros estudios se ha
observado que el micelio de P. ostreatus iniciando la colonizacién fue mas plano y no tan
grueso, pero, alrededor de los 20 dias aumenta su densidad, formando una estructura del micelio
mas compacta y porosa (Haneef et al., 2017). El tipo de sustrato es un factor principal en la
formacion o no formacion de micelio mas denso, mostrando mayor densidad en sustratos con

mas celulosa (Haneef et al., 2017).
8.2. Caracteristicas fisicas e hidraulicas del biofiltro.

Una vez el material o biofiltro se formo en el molde, para ambos tratamientos, no se
observd un cambio en la forma o dimensiones, manteniendo siempre las dimensiones originales.
Una vez el biofiltro fue secado, si ocurrié un cambio en la forma y el volumen del material,
afectando principalmente la altura del bloque. Hay varios autores que atribuyen estos cambios

al hecho de que las hifas pierden la presién hidrostatica, pierden agua, y se vuelven mas planas;
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y de igual manera todo el material pierde agua por evaporacion (Elsacker et al., 2019;
Nashiruddin et al., 2022). Ademas, el hecho de que el mayor cambio se observé en la altura del
bloque se pudo deber a que la cara superior del bloque, al no estar en contacto con una superficie,
produjo un micelio mas algodonoso, el cual se ve més afectado por el secado. Se ha observado,
que un factor limitante de la reduccion de tamafio es la friccion que se crea entre el material y
las paredes del molde, esto cuando el material se seca en el mismo molde (Houette et al., 2022),
por lo que las propiedades del molde pueden afectar la topologia de la superficie del material
(Attias et al., 2020). Varios estudios han reportado que el promedio de disminucion en el tamafio
del material, posterior al secado, puede rondar entre 5-40% (Elsacker et al., 2019; Houette et al.,
2022; Vasatko et al., 2022). El cambio de forma observado en el biofiltro en este estudio, para
ambos tratamientos, fue de alrededor del 40%, el maximo reportado en la literatura. Este cambio
de forma podria ocasionar problemas en materiales que ocupan un tamafio determinado y de ahi
la importancia de tomar en cuenta este aspecto, de acuerdo con el uso que se le quiera dar al

material.

La densidad es un factor importante que afecta o se relaciona a las propiedades
mecanicas e hidraulicas del material (L. Yang et al., 2021). Generalmente, la densidad depende
del tipo de sustrato usado, de la compactacion del sustrato o del tamafio de particula empleado
en el sustrato (Elsacker et al., 2019; Houette et al., 2022; Membrillo et al., 2011; Nashiruddin et
al., 2022). En estudios recientes en los que se analizaron varios materiales, variando la especie
de hongo, variando el sustrato, y variando factores como el tamafio de particula o compactacion,
se observaron densidades tales como 0.26 g/cm?® (Vasatko et al., 2022), 0.286 — 0.409 g/cm?®
(Nashiruddin et al., 2022), 0.10 — 0.39 g/cm? (Appels et al., 2019), 0.0658 — 0.159 g/cm?®
(Elsacker et al., 2019). En otro estudio, un material hecho a partir del micelio del hongo T.
versicolor y utilizando cafiamo como sustrato presentd una densidad que rond6 los 0.0721-
0.0886 g/cm?® mientras que con residuos de linaza fue de 0.0598-0.0685 g/cm®y con heno que
fue entre 0.0944-0.122 g/cm?® (Elsacker et al., 2019). Para un material con P. ostreatus, con
sustrato de serrin de pino, la densidad rondo los 0.06 g/cm? (Escaleira et al., 2020). El biofiltro
del presente estudio presentd densidades en el rango de 0.061 g/cm®a 0.087 g/cm?, lo que se
podria considerar como una densidad baja. En ocasiones estos materiales se comparan o se
clasifican dentro de espumas tipo poliestireno expandido, pero poseen una mayor densidad; en

el caso del poliestireno la densidad puede rondar entre 0.022-0.03 g/cm? (Girometta et al., 2019;
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Gou et al., 2021; Joshi et al., 2020; Sivaprasad et al., 2021). En este caso, el material de estudio
tuvo densidades mayores al poliestireno expandido. Y se observé que el T2 es mas variable, lo

que podria afectar en materiales donde se necesitan densidades definidas.

En cuanto el efecto del sustrato en la densidad del material final, el uso de heno ha
demostrado que puede generar materiales menos densos comparados al uso de serrin
(Ghazvinian et al., 2019). En ocasiones, las densidades bajas como las observadas en el biofiltro
o material del presente estudio, pueden indicar que el crecimiento del micelio fue bueno y crecio
por bastante tiempo degradando el sustrato (Gan et al., 2022; Ghazvinian et al., 2019). Es
importante mencionar, que la densidad puede modificarse antes o después de realizar el material,
dependiendo del uso que se le vaya a dar a éste. El estudio de Houette et al. (2022) demostro
que, con la aplicacién de presion y calor, para compactar el material, se pudo incrementar la
densidad en un 48%. Otro aspecto importante es la cantidad de sustrato, ya que, cuando en el
sustrato la cantidad de particulas es alta, la densidad es mayor, mientras que, cuando se aumenta
la cantidad de fibras se disminuye la densidad (Butu et al., 2020; Girometta et al., 2019). Por
ultimo, también se ha observado que la densidad depende de la porosidad del material, donde,
a mayor porosidad hay menor densidad (Butu et al., 2020; Girometta et al., 2019). Al comparar
la porosidad obtenida en el biofiltro (entre 71.63% a 93.36%), esta es mucho mayor a otras
reportadas para P. ostreatus utilizando otros sustratos como paja de trigo o paja de cebada junto
con avena, que fueron de 42.50% y 40.50%, respectivamente (Melanouri et al., 2022). Por lo
que, el hecho de que el material de esta tesis presentara alta porosidad se considera un factor

asociado con la baja densidad de este.

A pesar de que P. ostreatus posea caracteristicas hidrofobicas, que hacen que repela el
agua, el micelio fingico puede absorber agua o mismo que el sustrato empleado (Joshi et al.,
2020; Vasatko et al., 2022). Por ejemplo, solamente el micelio puede absorber una gota de agua
en 15 minutos (Gan et al., 2022), pero la absorcidn en conjunto con el sustrato también depende
de la porosidad y la superficie del material (Antinori et al., 2020; Joshi et al., 2020). Se ha
observado que en los primeros 30 minutos la absorcion de agua es alta y luego se vuelve mas
estable, para muestras con sustrato de paja o cafiamo la absorcion es mas rapida y alcanza el
limite mas rapido (Elsacker et al., 2019). Lo anterior es similar al tiempo de absorcion observado

para ambos tratamientos de este estudio. Los porcentajes de absorcion pueden variar bastante
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dependiendo del sustrato. Por ejemplo, en un material de P. ostreatus con serrin como sustrato,
el porcentaje de absorcion fue de 120-185% (Sivaprasad et al., 2021), con serrin y bagazo de
cafia fue de 131-237% (Joshi et al., 2020) y con sustrato de paja de arroz fue de 122-148% (Lee
& Choi, 2021). El biofiltro producido aqui, presentd porcentajes de absorcion de entre 140% a
331%, que son mayores que a la mayoria. Aunque el T1 tiene porcentajes mas bajos que el T2,

de igual manera la absorcion de agua se considero alta.

Durante y al finalizar las seis horas de analisis de la prueba de absorcion de agua, el
biofiltro conservo su forma y quedd flotando, a pesar de que el material absorbio agua entre
140% a 331% de su peso seco. Que el biofiltro quedara flotando en el agua, después de absorber
agua, pudo deberse a que, cuando el micelio se deshidrat6 algunas células colapsan y se sellan
guardando aire, quedando atrapado. El agua pudo absorberse en algunas células pero a estas con
aire atrapado no se absorbe, por lo que estas células con aire pudieron generar que el material
flote (Attias et al., 2020). También que el biofiltro conserve su forma es una caracteristica
deseable para materiales basados en micelio (Joshi et al., 2020). Las caracteristicas hidraulicas
tales como el porcentaje de absorcion de agua y la cantidad de agua absorbida por gramo del
biofiltro, si fueron diferentes al comparar los bloques producidos con ambos tratamientos,
siendo el T2 el que obtuvo mejores caracteristicas; esto pudo deberse directamente al efecto de

la cantidad de masa disponible para la absorcién

Los materiales con menor densidad, y por lo tanto una mayor porosidad, suelen ser los
que poseen una mayor absorcion de agua (Antinori et al., 2020; Attias et al., 2020). La porosidad
del sustrato esta relacionada directamente a la capacidad de absorcion de agua (Dias et al., 2021,
Lee & Choi, 2021), ya que la alta porosidad puede generar mas area disponible para absorcion
(Joshi et al., 2020). Asociado a esto, también se encuentra la tasa de crecimiento del micelio,
porque a mayor crecimiento del micelio, hay mayor degradacion del sustrato, resultando en
mayor porosidad y permeabilidad del material (Gou et al., 2021). Por lo tanto, para el biofiltro
producido aqui, a pesar de las diferencias en absorcion entre los tratamientos, la porosidad fue
alta en ambos y por consiguiente, el porcentaje de absorcién de agua fue alto. Estas
caracteristicas como la absorcion de agua, la cual va de la mano con la alta porosidad obtenida,
ademas de que el biofiltro conserva la forma, es importante para este estudio dentro del SB. Ya

que, en materiales empleados dentro de procesos de absorcion, cuando existe porosidad se
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incrementa la biosorcion, debido a que hay mas sitios activos o area superficial (Jin et al., 2018).
Y similar a lo anterior sucede en los materiales a base de micelio, la absorcion de agua aumenta
cuando existe mayor porosidad (Lee & Choi, 2021), por lo que, estas dos variables estaran
relacionadas y se pudo inferir que el biofiltro, al tener alta absorcion de agua también dada por

la alta porosidad, lo hace importante como material de estudio en procesos de biosorcion.

8.3. Parametros analizados del agua con As y el biofiltro durante el

funcionamiento en el sistema de biosorcion.

La biosorcion de arsénico no se pudo comprobar debido a que la concentracion del
biofiltro fue mayor a la presente en el agua. También, la concentracion de As en el agua fue
menor a la calculada, esto pudo ser debido a perdida de pureza del reactivo, ya que fue abierto
mucho tiempo atras. Sin embargo, a pesar de que no se pudo analizar la biosorcion, se observo
un aumento de concentracion de As en el agua, lo que plantea que hay un balance de masas.
Donde, el As presente en el biofiltro pasé al agua, debido a que la concentracion en el biofiltro
es casi 10 veces mayor. A este proceso se le conoce como desorcion y se observa que, cuando
un material alcanza su adsorcion méaxima o equilibrio, los iones de As pueden desprenderse de
la superficie del material y volver a la solucién acuosa (Kamsonlian et al., 2012; Shakoor et al.,
2018; Tajernia et al., 2014). En este caso no se puede asegurar que el material estaba en
equilibrio o se encontraba en el maximo de adsorcion, pero, si se observa el paso de los iones

del biofiltro hacia el agua.

Que el biofiltro presentd una mayor concentracion de As comparada a la concentracién
inicial en el agua, generd una serie de hipétesis. Donde, se descart6 la presencia de As en el
micelio del hongo, ya que este crecié en ambientes controlados desde su adquisicion y, por lo
tanto, el heno pudo causar la presencia de As. Para esto, después del analisis de una muestra de
heno, se encontro que el sustrato empleado en el estudio contenia As. Para D. eriantha no se
encontrd informacién de concentraciones o adsorcion de As para la planta viva. Sin embargo,
en otros pastos se ha observado que es posible el crecimiento de la planta sobre suelos con altas
concentraciones de As, y que ademas, la planta adsorbio este metaloide (Machlis, 1941; Sultana
& Katsuichiro, 2011; Tsvetkova et al., 2012; Zacarias et al., 2012). El As se pudo encontrar en
todas las partes de la planta, pero generalmente en la raiz es donde se acumula una mayor

concentracion; también en partes aéreas se puede encontrar en las hojas y en los nudos de la
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planta (Machlis, 1941; Sekhar et al., 2003; Sultana & Katsuichiro, 2011; F. Yang et al., 2018;
Zolnowski et al., 2010). Las muestras del biofiltro contenian una menor concentracion de As
comparada a los 210 pg/Kg permitido para pastos (Tsvetkova et al., 2012). La presencia del As
en el heno del biofiltro se pudo originar durante el cultivo del pasto; el As puede ser absorbido
del suelo, pero lo capacidad de absorcidn por parte de la planta varia segun la especie (Sekhar
etal., 2003; F. Yang et al., 2018; Zolnowski et al., 2010).

Un factor que en futuros usos del biofiltro puede afectar a la calidad del agua se trata de
la cantidad de materia organica presente después de emplear el biofiltro. Un parametro que se
utiliza para estimar de manera indirecta la cantidad de materia organica, se trata de la demanda
quimica de oxigeno (DQO), midiendo el estimado de la cantidad de oxigeno susceptible a la
oxidacion (llind et al., 2009; J. Li et al., 2018; Sarda & Sadgir, 2015). Para este estudio el DQO
indico si del biofiltro se liberaron compuestos 0 materia organica durante su uso en el SB. Se
demostro que existe liberacion por parte del biofiltro, debido a los altos valores del DQO y
también que se observo el agua de color pardo amarillento cuando se finalizaron las 6 horas de
analisis en el SB. Esta coloracion pudiendo ser taninos presentes en el heno. En este estudio se
sigue liberando gran cantidad de compuestos organicos del biofiltro, a pesar de que se realizaron
varios lavados al sustrato, antes de inocular con el hongo. Y a pesar de que se ha observado que
el lavado de los materiales lignocelulosos con agua previene en gran manera la liberacién de
compuestos organicos (S¢iban et al., 2008). Al comparar la concentracion de DQO, esta es
mucho mayor a la observada en otros materiales adsorbentes formados con diferentes tipos de
paja, aungue, se acerca a los valores de concentracion aproximados a los 1200 mg/L, observados
en absorbentes realizados con elote o tallo de maiz (Séiban et al., 2008). Para cascara de
maracuya los valores mas altos se pudieron observar cercano a los 900 mg/L (lliné et al., 2009),
considerandose un aumento significativo y en este estudio se sobrepaso este valor. Comparado
contra el valor permitido de 10 mg/L de DQO en agua potable (Gupta et al., 2009; Sarda &
Sadgir, 2015), el biofiltro aumenta significativamente la cantidad de materia organica en el agua.
Por lo tanto, controlar el DQO, previamente o posterior al filtrado, es esencial para reducir o
evitar la liberacion de compuestos organicos y que el agua pueda ser usada para consumo o

utilizacion por humanos.
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Al analizar las razones de la presencia de As en el heno, se especula que posiblemente
el suelo donde se cultivd heno contenia As o se regaron las plantas con agua que contenia As.
Un resultado de estos inevitablemente genera la duda del riesgo que puede presentar la presencia
de este As dentro de la cadena alimenticia. Por ejemplo, en la leche de vacas alimentadas con
este heno, se podrian presentar altos niveles de As y siendo un camino para la contaminacion en
los humanos (Sekhar et al., 2003). Por lo que esto también elevada la preocupacion de analizar

mas en profundidad el ciclo del As en estos casos.

En el caso del crecimiento de P. ostreatus sobre el heno, se ha observado que este puede
crecer en sustratos contaminados con As y acumular en sus células este metaloide (De et al.,
2021; Mleczek et al., 2016; Zoysa et al., 2020). Se ha observado que la acumulacion de As
afecta el crecimiento del hongo, baja la biomasa de los cuerpos fructiferos, aumenta el tiempo
de colonizacién total y aumenta la tasa de crecimiento del micelio (Zoysa et al., 2020), y en
términos nutricionales también se ha observado que baja el contenido de proteinas (De et al.,
2021). Sin embargo, estos efectos han sido observados para concentraciones mucho mas altas
que las de este estudio. Por lo que, observando las caracteristicas de crecimiento del micelio en
este estudio, y comparando contra los estudios anteriores, a manera de observacion, se podria
inferir que el micelio no se vio afectado por la presencia de As en el heno, pero si podria de
igual manera acumular As; aunque esto tendria que ser analizado. Esta acumulacion puede tener
efectos toxicos en los humanos si el hongo es consumido, donde en algunas ocasiones podria
almacenar concentraciones altas, por lo que también en aplicaciones de consumo humano se
debe procurar el elegir y analizar un sustrato sin contaminantes (De et al., 2021; Mleczek et al.,
2016; Zoysa et al., 2020).

9. CONCLUSION.

Comparado con otras investigaciones, tanto la tasa de crecimiento del micelio de P.
ostreatus, como la densidad cualitativa del micelio y el tiempo final de crecimiento del
micelio, coinciden con lo reportado en la literatura. La tasa de crecimiento del micelio se
puede considerar que fue muy rapida. También la densidad cualitativa del micelio lleg6 a
ser muy alta en todas las réplicas. Las caracteristicas visuales observadas en el micelio del

biofiltro concuerdan con otros materiales descritos en la literatura, donde el micelio es
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algodonoso en contacto con el aire y en las otras caras que estan en contacto directo con el
molde es mas grueso o con textura de “piel”. En este estudio se logro caracterizar el
crecimiento del micelio, estandarizar el protocolo para la creacioén de un biomaterial a base
de micelio fungico y determinar los cuidados necesarios para evitar contaminaciones del
material. Ademas, dado que las caracteristicas de crecimiento y densidad son similares en
ambos tratamientos, se puede inferir que en este caso la diferencia en masa no es un factor

que afecte el crecimiento del micelio.

Una vez que el micelio crecio en el sustrato y los bloques estuvieron listos, no se
observé un cambio de forma sino hasta cuando se aplicd un choque térmico para secar el
bloque. El cambio de forma en el biofiltro se dio por la deshidratacion de las celulas. Este
cambio de forma era de esperarse, ya que el sustrato no fue compactado. Para T2, con mayor
masa, el cambio de forma del biofiltro no es tan consistente entre las réplicas, fue menos
preciso, esto pudiendo ser un problema para materiales que si ocupen un tamafio o forma
determinada. En cuanto a la densidad aparente del biofiltro, ésta fue menor a otras
reportadas, y cercana a la densidad promedio del poliestireno expandido; pudiéndose
considerar, y de acuerdo con otros estudios, como un material tipo foam o con caracteristicas
similares. También pudiendo ser esta baja densidad un indicador de un alto crecimiento de

micelio y una alta porosidad al degradar la mayoria del sustrato.

En cuanto a la capacidad de absorcién de agua del biofiltro, se observé que, aunque
el material flota y a pesar de poseer caracteristicas hidrofobicas, tanto el heno como el
micelio son capaces de absorber agua. Lo que se demostré con el alto porcentaje de
absorcion de agua obtenido, en comparacion con otros materiales dentro de la literatura.
Cuando el biofiltro logra estabilizar su absorcion y quedar en su capacidad maxima de
absorcion o tiempo de saturacidn, ain conserva su forma. La alta absorcion de agua también
indico que la densidad es baja y por lo tanto la porosidad es alta, siendo un material mas
permeable, a pesar de la hidrofobicidad del hongo. Entre los dos tratamientos, solamente la
capacidad de absorcion de agua fue diferente, el resto de las caracteristicas (crecimiento del
micelio, densidad del micelio, cambio de forma del biofiltro, densidad del biofiltro y
porosidad del biofiltro) siendo iguales independientemente de la masa. Con esto indicando

que, cuando las demas caracteristicas que pueden afectar la absorcion de agua son similares
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0 se controlan, la masa es un factor determinante donde a mayor masa, como en el T2, mayor
es la absorcion de agua. Lograndose un biofiltro que se considerd idoneo para el uso como

filtro de agua.

Cuando se coloco este biofiltro dentro del SB se lograron cuantificar algunos
pardmetros, aunque otros no fueron posibles de cuantificar debido al mismo metaloide
analizado. Se realizan observaciones valiosas para tener en consideracion y volver a realizar
un estudio similar. Primeramente, el valor de DQO indico que el uso de este material libera
bastantes compuestos organicos en el agua, posiblemente por el uso del heno como sustrato,
ya que el agua se torn6 color pardo amarillento, a pesar de que se realizaron bastantes
lavados al heno al inicio del experimento. Los resultados parecen indicar que se requieren
mas lavados o un proceso diferente. La eficiencia de biosorcion de As no se pudo comprobar
debido a que el biofiltro tenia concentraciones mas altas de As que la presente en el agua.
Pero, si se observo una interaccion de los iones de este metaloide debido a que la
concentracion final en el agua fue mayor a la inicial, esto pudiendo demostrar un efecto de
desorcidn o liberacion de iones desde el filtro hacia el agua, debido a un posible balance de

masas.

Se descartd que el micelio o el indculo del hongo previamente estuviese contaminado
con As, debido a que posterior al experimento, al analizar una muestra del heno que fue
usado, este poseia concentraciones de As mas altas que el agua y similares a las del biofiltro.
Por lo que se comprueba que el heno si contiene As, sus concentraciones se podrian
considerar no tan altas, pero esto genera y eleva la preocupacion de la problematica del
arsénico. Ya que para D. eriantha no se tiene informacion y al ser usado en muchas
ocasiones como alimento en ganado se considera importante el conocer en mas detalle si
pudiese hallarse un efecto de toxicidad en animales y en un posible consumo por humanos.
El hongo P. ostreatus puede almacenar As y su crecimiento puede verse afectado, pero esto
se ha observado en concentraciones altas. Para este caso en estudio, al obtener buenas
caracteristicas de crecimiento del micelio, se observa que bajo esta concentracién no se
afecta Pleurotus. Las caracteristicas logradas del material se pueden considerar factibles

para un filtro, especialmente por su alta porosidad y absorcion de agua. Y, ademas, por la
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densidad aparente del biofiltro se podria considerar como un material tipo foam, con mas

pruebas, pudiéndose considerar su uso dentro de otras aplicaciones.

10. RECOMENDACIONES.

El crecimiento de P. ostreatus sobre el heno se pudo considerar como muy bueno
siendo rapido y con buena densidad, formando un bloque de material con densidad similar
al foam. Si el interés reside en realizar un material para aplicaciones similares al poliestireno
expandido se recomienda el usar este protocolo aca estudiado, ya que se considera logro un
material similar a otros observados en literatura. EI protocolo permitié obtener una nula
contaminacion, un material a base de componentes que lo hacen econdémico y accesible para
la realidad de Costa Rica o muchos paises en el mundo que presenten a D. eriantha o sus
variedades como pastos de forraje. Si se estudia como material para aplicaciones, fuera de
un filtro, seria necesario realizar un anélisis mas exhaustivo de otras caracteristicas fisicas
como pruebas de compresién, pruebas de flexion, pruebas termales e incluso acusticas.
Ademas, se podria modificar el protocolo para realizar un material aplicando compresion al
final de su crecimiento, para obtener otras caracteristicas, pero manteniendo el buen

crecimiento del micelio observado en este estudio.

En cuanto al sistema y pruebas de biosorcidn acé no se pudo comprobar su eficiencia,
sin embargo, se conoce que P. ostreatus y pastos si tienen potencial de adsorcion de metales
pesados 0 metaloides. Por lo tanto, se considera que este mismo sistema y protocolo puede
ser funcional modificando ciertas condiciones. El biofiltro o material realizado en el presente
estudio posee alta porosidad y absorcion de agua caracteristicas deseables en sistemas de
filtracion. Se recomienda el asegurarse que el heno conseguido como sustrato no contenga
arsenico u otros contaminantes que interfieran con la prueba, realizando pruebas anteriores
a su uso. Posterior a realizar la prueba se puede analizar bajo el mismo sistema, ya que a
pesar de que no se observé adsorcion si se observo un movimiento de iones de As del filtro
al agua. Otra situacion observada es el alto DQO presentado probablemente por los taninos
en el heno, por lo que se recomienda el encontrar y verificar algiin cambio en el protocolo
para eliminar la mayoria de los taninos o posterior al uso del filtro encontrar dentro del

mismo sistema un método para eliminar compuestos organicos y bajar el DQO.
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Para esto anterior al uso del heno se pueden realizar lavados mas exhaustivos, lavar
con perdxido de hidrogeno para eliminar coloraciones, pero no afectar otras caracteristicas
del heno. O posterior al uso en el sistema de biosorcion el usar un segundo filtro fisico, que
no eleve el costo de operacion, pero que elimine los compuestos organicos, pudiéndose
aprovechar la eficiencia de eliminacion de contaminantes. Otra consideracion es la
eliminacion del biofiltro o material contaminado. Para esto se recomienda el encontrar
métodos amigables con el ambiente para desechar el material. Se podrian realizar procesos
de desorcidn para volver a obtener el contaminante y desechar correctamente sin afectar al
ambiente de nuevo. Se podria ademas considerar el uso de estos materiales en aplicaciones
de construccion para reforzar materiales y asi secuestrando el contaminate dentro de muchos
afios sin ser regresado al suelo o agua. Se observd que este material posterior al uso en el
sistema de biosorcion no pierde su forma, por lo que se puede volver a secar y realizar
pruebas fisicas para caracterizar su posible uso dentro de otras aplicaciones. Teniendo en
consideracion una economia circular donde se aprovechen recursos de desecho para
revalorizar su uso, aplicar en procesos de descontaminacion y volver a regresar su uso en

otras aplicaciones.
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