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RESUMEN

Los recursos haturales han constituido siempre las principales fuentes para el desarrollo
de la economia de un pais. Ademas, en los Ultimos afios se ha logrado importante
desarrollo en la tecnologia, que ha traido como consecuencia una explotacion cada vez
mayor de dichos recurso y residuos forestales que contamina el ambiente; razén por el
cual, se plantea desarrollar sistemas de biotransformacién para minimizar los efectos
negativos sobre el ambiente, mediada por Ganoderma lucidun, un Basidiomycete de la
familia Ganodermateaceae, ampliamente reconocido por sus mdltiples propiedades
medicinales y nutraceuticas por siglos en China, Japén y Corea. Se logro establecer dos
tipos de medio de cultivo que permiten subcultivar, multiplicar y conservar el micelio a
4°C. Convertir en semilla en trigo resbalado. Asimismo, se logr6 el desarrollo y
fructificacion de G. lucidum en residuos (aserrin) de la industria aserradora alto andina
de eucalipto, pino y se descartd como substrato el de cedro, donde no se alcanzé la
colonizacién total del substrato menos la fructificacion.

PALABRAS CLAVES: residuo forestales, biotransformacion, Ganoderma lucidum,
aserrin, fructificacion.

ESTABLISHMENT OF A SUBSTRATE BASED ON RESIDUES OF
Cedrus sp., Eucalito sp. and Pinus taeda FOR THE CULTURE OF
Ganuderma lucidum.

ABSTRACT

Natural resources have always been the main sources for the development
of a country's economy. In addition, in recent years there has been significant
development in technology, which has resulted in an increasing exploitation
of these resources and forest residues that pollute the environment. For this
reason, it is proposed to develop biotransformation systems to minimize
negative effects on the environment, mediated by Ganoderma lucidun, a
Basidiomycete of the Ganodermateaceae family, widely recognized for its
multiple medicinal and nutraceutical properties for centuries in China, Japan
and Korea. It was possible to establish two types of culture medium that allow
subculturing, multiplying and conserving the mycelium at 4 ° C. Turning seed
into slipped wheat. Likewise, the development and fruiting of G. lucidum was,



achieved in residues (sawdust) of the high Andean sawdust industry of
eucalyptus, pine and cedar was discarded as a substrate, where the total
colonization of the substrate was not achieved, minus frueting.
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Introduccion

El Perl es uno de los paises mega-biodiverso, ocupa la segunda mayor superficie de
bosques naturales en América Latina, con aproximadamente 69 millones de hectareas,
posicionandose en el cuarto lugar a nivel del continente americano y noveno a nivel
mundial; de estos, el 94% se concentran en la region longitudinal de la selva. Cerca de
19 millones de hectareas han sido clasificados como bosques de produccién
permanente para madera, de los cuales se aprovechan para la produccion de madera
cerca de 7.3 millones de hectareas, aqui se producen anualmente alrededor de 2.1
millones de m? de madera rolliza que son transformadas en las industrias madereras,
en tableros, laminas entre otras.

Los residuos provenientes de la industria maderera Postemsky, P.et al. (2015.), Melo,
C. (2014). generan un gran impacto ambiental al contaminar los suelos, aire y agua;
debido al desconocimiento y/o falta de tecnologias biolégicas como biotransformacion
para convertir en un producto de alto valor econémico en nuestro pais. Los residuos de
la industria maderera entre ellos el aserrin, por su alto contenido de carbono es uno de
los componentes de gran importancia en la formulacién de sustratos, para cultivo y
produccion de hongos de alto valor econémico, en especial los de importancia medicinal
y alimenticia como lo es Ganoderma lucidum.

Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst conocido como “Reishi’, “Lingzhi” y Mushroom
King” es un hongo medicinal de la familia Ganodermataceae Majid Azizi et al (2012),
este hongo presenta una alta demanda por sus componentes bioactivos Lisiecka
Jolanta, et al. (2015) de importancia medicinal y/o farmacoldgica por sus propiedades
curativas. Ademas produce enzimas ligninoliticas como peroxidasas y lacasas que
degradan principalmente la celulosa y la lignina de la madera (Wasser, 2005)

Razon por el cual, la investigacion tiene como fin buscar la formulacion de un sustrato
basado en residuos (aserrin) de Cedrus sp. “Cedro”, Eucalyptus sp. “Eucalipto” y Pinus
taeda “Pino” para cultivo y produccion de Ganuderma lucidum en nuestro pais.



Materiales y Métodos
Obtencion y subcultivo del material biolégico

El cultivo puro (cepa) de Ganoderma lucidium, fue adquirida de una empresa privada
dedicada al cultivo de hongos comestibles. La cepa fue trasladada al Laboratorio de
Biotecnologia Ambiental de la FCB de la URP, donde se conservé a 4°C (Fig. 1), que
luego fueron sub-cultivadas en placas Petri y tubos de ensayo (Fig. 2) en medios de
cultivo agar Mosto de Cerveza (MBC) y agar Maltin Power.

Fig.1. Cepa Madre de Fig.2. Sub-cultivo en Placa Petri y tubos de
Ganuderma lucidum ensayo, al 2do dia de siembra

PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO Y SIEMBRA

Se prepararon dos tipos de medio de cultivo: Agar - Mosto de Cerveza y Agar- Maltin
Pawer. El mosto ha sido donado por la empresa Pilsen. A 200 ml. de mosto se le agrego
2,7 gr. de agar en laminas compradas en el local comercial del barrio chino, lima y
cortadas en segmentos de 2 a 3 cm. para la dilucion del agar se llevé a microondas por
2 minutos, terminado este proceso fueron servido en 6 frascos de vidrio 30 ml/frasco y
20 ml. del medio restante fueron servidas en tubos de ensayo, todos fueron tapados con
tapones de algoddn con gasa especialmente preparados de 10x10 cm. y por ultimo
fueron esterilizados en autoclave a 121°C por 15 minutos. Los pasos o el proceso de
preparacion del medio de cultivo Agar-Maltin Power fue igual al medio de cultivo agar-
mosto de cerveza.



El subcultivo de la cepa madre de Ganoderma lucidium se llevé a cabo en condiciones
de esterilidad dentro de la cAmara de bioseguridad 1, con ayuda de bisturi se cortaron
porciones o cuadraditos del medio de cultivo con G. lucidium y se llevaron a la superficie
del medio fresco, se sellaron y se encubaron en una estufa a 27°C. Fig. 3y 4

X

’ Fig. 3. Siembra en Camara de cultivo y Fig. 4. Frascos de vidrio con agar mosto cerveza

Elaboracién del substrato de trigo y produccién del inoculo (semilla)

El trigo resbalado, adquirido en el mercado de surco de la Av. Benavides fueron divididos
en porciones de 250 — 300 gr. aproximadamente y embazados en frascos de vidrio, en
cada frasco se le agrego 1.05 gr. de carbonato de calcio (CaCO3) + 3.9 gr. de yeso
(CaSO04) y se agreg6 agua destilada hasta ¥ partes del volumen del trigo, se tapd con
tapones de algodon y se esterilizo en autoclave a 121°C por una (1) hora, terminado el
proceso los frascos se colocaron en un ambiente controlado por 48 horas, transcurrido
este tiempo se determind la esterilidad del substrato. Los substratos y/o frascos fueron
inoculados con micelios de Ganoderma lucidium cortados con bisturi en cuadrados de
0,5 x 0,5 cm. aproximadamente fig. 5 y 6, luego fueron incubados en condiciones
ambientales por 7 dias. La colonizacion del substrato por el micelio se evidencio cuando
el substrato se cubri6 de color blanco, y para acelerar la colonizacién se agito el frasco
de 3 a 4 veces, la semilla obtenida Ganoderma lucidium seran sembradas mas adelante
en los residuos de la industria maderera, Vargas, Y. Pérez, L. (2018).

Fig. 5. Micelio de G. Lucidum para Fig. 6 substrato de trigo para
inocular el substrato obtener semilla de G. lucidum




Preparacion del substrato basado en aserrin e Inoculacion con semilla de G.
lucidum

En ensayo se llevo en condiciones del laboratorio, donde se utilizaron como control un
substrato basado en 80 % de aserrin de eucalipto con 20 % de afrecho con una
humedad relativa de 65 a 70 %. Para los tratamientos del ensayo se tomaron las
proporciones que se presentan en la tabla N° 1.

Tabla 1. Distribucién experimental de concentraciones de los substratos

Aserrin del eucalipto

Aserrin cedro

Aserrin pino

Afrecho

80 %

20 %

90 %

10 %

80 %

20 %

90 %

10 %

80 %
90 %

20 %
10 %

Mmool w >

El aserrin fue tamizado (este procedimiento se hace solo si las particulas son >2cm), a
continuacion se dejo orear para eliminar la humedad de la madera. Luego se afiadio
agua destilada de a pocos hasta alcanzar una humedad relativa entre 65 - 70%. En el
caso del afrecho, se remojo con agua destilada y se dej6é orear hasta que alcanz6 una
humedad relativa entre 40 - 45%

A continuacion, se mezclaron las proporciones establecidas en la tabla 1, colocando un
total de 200 g de mezcla por bolsa de polipropileno tal como se muestra en la Fig. 7 al
que se le adaptd un cuello de tubo de plastico para facilitar el cierre con tapén de
algoddn, tal como se puede observar en la Fig.8. Las bolsas con el substrato fueron
sometidos a la esterilizacion en autoclave por 2 horas y se dejé enfriar por 48 horas,
terminado este periodo de enfriamiento se inocul6 con la semilla preparada con ayuda
de una cuchara estéril, cubriendo las semillas inoculadas con el substrato. Terminado el
proceso de la inoculacion las bolsas fueron colocadas o incubados a temperatura
ambiente en un cuarto de cultivo, donde se puede mantener la humedad y la disposicion
del CO2 que requiere G. lucidum para su desarrollo.



Fig. 7. Bolsas polipropileno con
substrato antes de esterilizar

Fig. 8. Bolsas polipropileno + substrato
inoculado con semilla de G. lucidum

Resultados

Desarrollo del subcultivo de G. lucidum en 2 medios de cultivo.

La cepa pura y/o cultivo puro de G. lucidum sub-cultivadas en medios de cultivo agar
mosto de cerveza (fig. 9) y agar maltin power (Fig. 10), lograron desarrollarse habilmente
en un 100 % en ambos medios de cultivo, lo que indica que las concentraciones tomadas

de los componente del medio de cultivo fueron adecuados.

Ademaés, no presento contaminacion alguna en los sub cultivos realizados. A los 48
horas de sembrado se observé normal desarrollo y a los 7 dias de cultivo colonizaron
todos los frascos de cultivo.

Fig. 9. G. lucidum recién inoculado en
medio de cultivo agar mosto cerveza
26/04/19
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Fig. 10. G. lucidum recién inoculado
en medio de cultivo agar maltin power
26/06/19




Desarrollo del inéculo (semilla) de G. lucidum en substrato de trigo

Al cabo de 4 dias después de haber inoculado el substrato de trigo con micelio de G.
lucidum, se observé la colonizacion uniforme del substrato por el micelio (Fig. 11), a los
11 dias logro colonizar en un 70 % del substrato (Fig. 12) y a los 21 dias estaba
completamente colonizado y listo para ser transferido o inoculado el sustrato de
fructificacidn y/o produccién propiamente dicho.

Fig. 11. Substrato inoculado con Fig. 12. substrato inoculado con G.
G. Lucidum a 4 dias de siembra lucidum a 11 dias de siembra.

Proceso de fructificacion de G. lucidum en substratos planteados en el cuadro 1

Los tres tipos de substratos fueron inoculados con micelio producido en granos de trigo
resbalado (semilla) a razén de 150 g/bolsa distribuyéndola uniformemente con ayuda de
una espatula estéril. Las bolsas con substrato fueron inoculados bajo la corriente de aire
de la cdmara de flujo laminar y/o camara de bioseguridad 1, inmediatamente después
las bolsas fueron cerradas con tapones de algodén, que a su vez servi para el
intercambio de gases con el ambiente externo. La colonizacion de los substratos de
aserrin de eucalipto y de pino fue bastante rapida y se completé en 13 - 18 dias a 18 —
20°C, sin embargo, en el substrato compuesto por aserrin de cedro enriquecido con
afrecho la colonizacién fue parcial (fig. 13). Terminado el proceso de colonizacion las
bolsas fueron establecidas en una camara de cultivo adaptado para conservar la
temperatura a 24°C por 8 a 10 dias (Fig. 14). Después de este tiempo las bolsas fueron
retiradas de la camara y establecidas en una estanteria metalica, donde, en algunas
bolsas fueron destapadas (Fig. 15) y otras fueron perforadas mediante cortes en cruz
con ayuda de un bisturi (Figs. 16 y 17) sitios de formacion de los cuerpos fructiferos
(carpoforos) emergentes de color blancuzco a amarillo dorado y de forma triangular. Se
observd un crecimiento lento y conforme pasa el tiempo la punta de los cuerpos
fructiferos se amarillan y con el tiempo se van haciendo progresivamente mas pardo
rojizos hacia la base.



Fig. 13. Colonizacion Micelial de los
substratos a 13 dias de inoculaciéon

Fig. 14. Cdmara adaptada para
para regular la T° del cultivo

Fig. 15. Bolsa abierta para facilitar la
fructificacion de G. lucidum

residuo de eucalipto a los 32 dias

Fig. 17. Fructificacion de G. lucidum
en residuo de pino a los 32 dias




Discusioén

Los recursos naturales han constituido siempre las principales fuentes para el desarrollo
de la economia de un pais. Ademas en los ultimos afos se ha logrados importante
desarrollo en la tecnologia, que ha traido como consecuencia una explotacion cada vez
mayor de dichos recurso y residuos forestales como es el aserrin que tiene efectos
ambientales negativos; por lo que es necesario biotransformar para minimizar los
efectos negativos sobre el medio ambiente.

Por otra parte Ganoderma lucidum es un Basidiomycete de la familia
Ganodermateaceae, ampliamente reconocido por sus multiples propiedades
medicinales y nutraceuticas por muchos siglos en China, Jap6n y Corea (Wasser, 2005)
donde se lo conoce como el hongo de la longevidad o inmortalidad. Este hongo posee
numerosos metabolitos secundarios entre los que podemos mencionar, adenosina,
proteinas, vitaminas, fenoles, oligoelementos, en particular lo polisacaridos y
triterpenoides Bidegain y et, al (2013) con propiedades antioxidantes,
inmunoestimulantes, antitumoral, hepatoprotectora, hipoglucemiante,
hipocolesterolemiante, entre otras Batra et, al, (2013); Russell and Paterson (2006);
Sanodiya et al., (2009); Sliva, (2003). En China, G. lucidum es utilizado ancestralmente
en la Medicina Tradicional y esta incluido en la Farmacopea de la Republica Popular
China. En Japén, el hongo Reishi esta reconocido como un “alimento con usos
especificos en salud” Tanaka et al, (2004).

Los estudios de biotransformacion, basados en investigaciones previas, han permitido
definir la composicion adecuada de substrato basados en residuos (aserrin) de la
industria de aserradoras, calidad y produccién del inoculo, la intensidad y duracion del
tiempo de fructificacion y las condiciones de cultivo. Una de las principales aportes de
esta investigacion, es que se ha logrado el desarrollo de G. lucidum en substratos en
residuos de eucalipto, pino (principalmente) y cedro. Residuos agroindustriales de
escaso valor en el Perl, cuya disposicibn habitual constituye un problema
medioambiental Rivera, A. (2007).

El desarrollo de G. lucidum, como mencionan muchos autores no sélo depende de la
cepa de hongo empleada, sino de la composicién del substrato y de las condiciones de
manejo del cultivo, tal como muestran los resultados obtenido en las figuras 1- 17.

El aserrin de eucalipto, cedro y pino — residuos forestales mas abundantes en zonas
alto andinas pueden ser convertidos en proteinas de alto valor economico y asi
minimizar el impacto negativo sobre el medio ambiente Escalona R, Beaton P, (2010).

El pretratamiento y/o tamizado desarrollado del residuo y/o aserrin - conjunto de
particulas o polvillo que se desprende de la madera al momento de aserrada, para
separar de otras particulas como la viruta (fragmento de material residual de forma de
lamina curvada o espiral), corroboran a los trabajos desarrollados por Reyes J, (2013).

Estudios realizados por Evelton B, (1975) muestran, que, en los residuos (aserrin) de la
industria aserradora, el contenido de la humedad depende en gran medida de la fase
del proceso en que se extrae y del secado del producto antes de esta fase. Para



asegurar que el substrato tenga humedad uniforme en el presente ensayo los residuos
fueron sometidos al oreo por 24 horas en una estufa a 60°C.

Los residuos de eucalipto, pino y cedro utilizados en el ensayo en calidad de substrato
arrojan similares resultados en cuanto al contenido de humedad y tamafio de patrticulas,
a los estudios realizados con aserrin de algarrobo y pino por Escalona R, Beaton P,
(2010) y CEA, H, (2003), Morales, R. (2015), Idaly, R. (2015)

Los resultados obtenidos muestran, no todos los substrato o residuos (aserrin) de la
industria aserradora tienen la misma eficiencia biol6gica para el desarrollo de G.
lucidum, por ejemplo en este ensayo el aserrin de cedro, no resulto eficiente ni para la
proliferacién del micelio ni para la fructificacion, lo que corrobora a los estudios realizado
sobre la presencia de compuestos polifenélicos y los taninos sustancias toxicas para el
desarrollo de algunos microorganismo, formacion morfolégica y coloracién de hongos,
como Is temperatura, humedad y oxigeno Rodriguez, N.; Jaramillo C. (2005). Estas
condiciones son estrictas para la fructificacion G. lucidum, las bajas temperaturas
ocasionen retraso tanto la etapa de formacion de hifas como la etapa de fructificacion
Emine I. Erkel (2009).

Conclusiones

Se logr6 establecer dos tipos de medio de cultivo consistentes en agar + mosto de
cerveza y agar + bebida maltin power, que permite multiplicar mediante subcultivo en
medo fresco y conservar a 4°C de la cepa pura de G. lucidum.

Se logr6 establecer el protocolo que permite la conversién del micelio de G. lucidum en
semilla basado y enriquecido de trigo resbalado, que a su vez permitira la produccién
de semilla de G. lucidum a nivel laboratorio para convertir residuos agroindustriales en
productos de alto valor econémico.

Se ha desarrollado el protocolo para la biotransformacion mediada por G. lucidum los
residuos forestales o provenientes de la industria aserradero como aserrin de escaso
valor en el Perd, para minimizar y/o mitigar los efectos negativos sobre el ambiente por
su disposicién o gestion inadecuada, ademas se determind no todos los residuos son
eficientes para el desarrollo y fructificacién de G. lucidum, sin embargo permite poner
en practica los objetivos del desarrollo sostenible de la ONU.
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