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RESUMEN
Se evaluó el efecto de dos velocidades de agitación (80 y 100 rpm), dos fuentes de carbono (glucosa y sacarosa) y tres
pH iniciales (5.5, 6.0 y 6.5) sobre la producción de fenoles totales, la actividad antioxidante, el crecimiento micelial y el
consumo de sustrato de una cepa nativa de un hongo perteneciente al orden Poliporal en cultivo sumergido.

El mayor crecimiento micelial se obtuvo al día 3 con un valor de 10 g/L a una velocidad de agitación de 80 rpm,
sacarosa como fuente de carbono y pH inicial 5.5. La máxima producción de fenoles y actividad antioxidante se
presentó este mismo día, alcanzando valores de 0.18 g GAE/L y 0.28 TEAC (mM/mL), respectivamente, para cualquie-
ra de las dos velocidades de agitación evaluadas, con glucosa como fuente de carbono y con pH inicial 6.0 y/o 6.5 para
fenoles y pH inicial 5.5 para actividad antioxidante.

Palabras claves: actividad antioxidante, crecimiento micelial, cultivo sumergido, fenoles.

ABSTRACT
The effect of two agitation speeds (80 and 100 rpm), two carbon sources (glucose and sucrose) and three initial pH (5.5,
6 and 6.5) was evaluated on total phenol production, antioxidant activity, mycelial growth and substrate consumption
of a native Poliporal fungi strain in submerged culture.

The greatest mycelial growth (10 g/L) was obtained by the third day with an agitation speed of 80 rpm, sucrose as
carbon source and initial 5.5 pH. Maximum phenol production and antioxidant activity were observed on the same
day, reaching 0.18 g GAE/L and 0.28 TEAC (mM/mL) values, respectively, for both agitation speeds using glucose as
carbon source and an initial 6.0 and/or 6.5 pH for phenol and initial pH 5.5 for antioxidant activity.

Keywords: antioxidant activity, mycelial growth, phenol, submerged culture.
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INTRODUCCIÓN

Los fenoles son considerados de interés de-
bido a su actividad como antioxidantes; estos
últimos son una serie de compuestos con estructu-
ras químicas variadas cuyo mecanismo de acción
es su capacidad para reaccionar con los radicales
libres de los lípidos, formando productos inactivos
(Pokorný, 2001).

Cuando hay un exceso de radicales libres den-
tro del organismo se pueden causar efectos
destructivos y/o letales debido a oxidación de mem-
branas lipídicas, proteínas celulares, DNA y enzimas
(Antolovich et ál., 2002), que son causantes de en-
fermedades degenerativas asociadas con el
envejecimiento, como es el caso del cáncer, los pro-
blemas cardiovasculares,  el decaimiento del
sistema inmune, la disfunción cerebral y las catara-
tas (Ames et ál., 1993; Fraga et ál., 1990). Además
de generar problemas en el organismo, la oxida-
ción es una de las principales causas del deterioro
de pinturas, aceites lubricantes, fibras sintéticas,
caucho y plásticos (Nishiyama et ál., 2001). En los
alimentos esta oxidación produce alteraciones en
el color, el sabor, la textura y el valor nutricional (Jialal
y Devaraj, 1996).

Se ha explorado la capacidad para producir
fenoles a partir de algunos hongos como fuente al-
terna a las frutas y verduras. Algunos de los hongos
hasta el momento estudiados son: Lentinus edodes,
Volvariella volvacea (Cheung y Cheung, 2005;
Cheung et ál., 2003), Paxillus panuoides (Yun et
ál., 2000), Agrocybe Aegerita (Lo y Cheung, 2005),
Antrodia camphorata (Mau et ál., 2005), Ganoder-
ma tsugae, Ganoderma formosanum, Ganoderma
lucidum y Ganoderma gibbasum (Yen y Wu, 1999).
Estos estudios han sido realizados a partir de cuer-
po fructífero, pero dado que publicaciones
anteriormente realizadas sobre cultivo sumergido
de otros metabolitos han demostrado una disminu-
ción en los tiempos de crecimiento y producción
(Lee et ál., 1999; Yang y Liau, 1998; Sone et ál.,
1985 ) y también de un incremento en la productivi-
dad y calidad del producto (Fang y Zhong, 2002a)
comparado con la obtenida a partir de cuerpo fruc-
tífero, se decidió evaluar la producción de
compuestos fenólicos extracelulares y su capaci-
dad antioxidante, además del crecimiento micelial
y consumo de sustrato de una cepa nativa de un

hongo Poliporal en cultivo sumergido bajo condi-
ciones controladas.

MATERIALES Y MÉTODOS

Microorganismo y medio de cultivo. Se utilizó la
cepa nativa de un hongo perteneciente al orden
Poliporal, recolectada en el Club El Rodeo de la
ciudad de Medellín, que aún se encuentra en eva-
luación para su clasificación taxonómica. Esta cepa
se mantuvo en caja Petri con Agar Extracto de
Malta (MEA), se incubó a 30 ºC por 8 días y final-
mente fue almacenada a 4 ºC por 4 semanas.

El medio de cultivo empleado es el descrito
por Maziero y colaboradores (1999) con modifica-
ción en la fuente de carbono y pH inicial. La
composición del medio (g/L) es: Peptona 1, Extrac-
to de levadura 2, K

2
HPO

4
 1, (NH

4
)

2
SO

4
 5, MgSO

4

0.2, Sacarosa 39.

Condiciones de crecimiento. Erlenmeyers de 250
mL con 50 mL de medio de cultivo se esterilizaron
a 120 ºC por 15 min, el pH requerido se ajustó con
HCl al 10% y posteriormente se sembró en cada
erlenmeyer un cuadro  de 1cm2 proveniente de la
cepa; finalmente, los erlemeyers se agitaron por un
período de 10 días en un agitador orbital New
Brunswick Scientific según la velocidad de agita-
ción requerida.

Evaluación del crecimiento micelial. La biomasa
se cuantificó por filtración al vacío a través de un
papel filtro previamente pesado. Una vez termina-
da la filtración, el papel filtro con la biomasa se
secaron a 50°C hasta alcanzar peso constante. Los
resultados se expresaron como gramos de biomasa
seca por litro de medio de cultivo (g/L).

Evaluación del consumo de sustrato. Se empleó
el método de ácido dinitrosalicílico (DNS) (Miller,
1959) y un espectrofotómetro Helios G S/N 113613
para cuantificar el azúcar residual presente en el
medio de cultivo. Adicionalmente, fue necesario
hacer una hidrólisis a la sacarosa con HCl al 10%,
calentamiento, enfriamiento, NAOH 1N y finalmen-
te se cuantifica con DNS (Miller, 1959).

Los resultados se expresaron en g/L (gra-
mos equivalentes de glucosa por litro de medio
de cultivo).
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Evaluación de la producción de fenoles totales.
Los fenoles totales se cuantificaron por reducción
con el reactivo de Folin � Ciocalteu (Parejo et ál.,
2002). Se empleó una curva de calibración de áci-
do gálico (ver figura 3) para determinar el contenido
fenólico del medio de cultivo. Los resultados se ex-
presaron en gramos equivalentes de ácido gálico,
GAE, por litro de medio de cultivo (g GAE/L). Para
su medición se utilizó el espectrofotómetro JENWAY
6405 UV/VIS.

Evaluación de la actividad antioxidante. Se em-
pleó el método de la reacción con el radical ABTSº+

(Arnao et ál., 1999) para la cuantificación de la ac-
tividad antioxidante (AA) de los compuestos
extracelulares producidos por el hongo la cual se
determinó con:

AA(%)=
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Los blancos contienen 990 mL de buffer fosfato
+ 10 mL de agua para el control o 10 mL de mues-
tra para la muestra.

Se preparó una curva de calibración de Trolox
(ver Figura 5) en un rango de 0.05 hasta 2.2 mM;
para calcular la AA de las muestras se expresa como
capacidad antioxidante de equivalentes Trolox
(TEAC) en mM/mL (Lo y Cheung, 2005); las medi-
ciones se realizaron en el espectrofotómetro
JENWAY 6405 UV/VIS.

Para realizar las fermentaciones se desarrolló
un diseño de tipo factorial, modelo 22x3 (doce trata-
mientos y tres réplicas por cada uno).
Adicionalmente, para el análisis estadístico de los
resultados se empleó el software Statgraphics ver-
sión 2.0 y un nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Evaluación del crecimiento micelial. Se evaluó
el crecimiento micelial de la cepa nativa del hongo
Poliporal durante un período de 10 días, teniendo
en cuenta el día 0 y sometida a cambios en
nutrientes, condiciones físicas y químicas. La Figu-

ra 1a y 1b presentan el máximo crecimiento de 10
g/L (excluyendo el día 5 Sac, 100 rpm, pH 5.5 y el
día 8 Sac, 100 rpm, pH 6.0) en el día 3 con el trata-
miento Sac, 80 rpm, pH 5.5 y al día 4 con los
tratamientos Glu, 80 rpm, pH 5.5 y Sac, 80 rpm, pH
6.0. La Figura 1c muestra los más bajos crecimien-
tos con un máximo de 7 g/L para el día 3 con el
tratamiento Glu, 80 rpm, pH 6.5 y al día 5 con los
tratamientos Sac, 80 y 100 rpm, pH 6.5. Finalmen-
te, se pudo determinar que el hongo presentó mayor
crecimiento cuando se empleó sacarosa como fuen-
te de carbono, velocidad de agitación baja (80 rpm)
y pH bajos (5.5 y 6.0).

Fang y Zhong (2002b) evaluaron la influencia
del pH inicial sobre el crecimiento micelial de Ga-
noderma lucidum, en un rango desde 3.5 hasta 7.0,
obteniendo mayores crecimientos a pH inicial 6.5,
7.0 y 5.5, lo cual indicó que los pH iniciales evalua-
dos en este trabajo fueron apropiados, puesto que
G. lucidum también presentó mayores concentra-
ciones de biomasa en ese mismo rango; aunque el
comportamiento de ambos hongos es opuesto,
dado que G. lucidum presentó mayor crecimiento a
pH altos (6.5, 7.0), mientras el hongo Poliporal pre-
sentó mayor crecimiento a pH bajos (5.5 y 6.0).

Yang y Liau (1998) evaluaron velocidades de
agitación desde 50 hasta 250 rpm para observar
la variación en el crecimiento micelial de G.
lucidum, reportando 100 rpm como la mejor velo-
cidad de agitación. Ambos hongos presentaron un
comportamiento similar puesto que a bajas veloci-
dades de agitación hubo mayor crecimiento micelial.

Evaluación del consumo de sustrato. El consu-
mo de sustrato de la cepa nativa del hongo Poliporal
se evaluó para un período de 10 días teniendo en
cuenta el día 0.

La figura 2a no presenta diferencia significati-
va para el consumo de sustrato según los
tratamientos evaluados, al igual que la figura 2b,
sin embargo, fue notorio el alto consumo que pre-
sentó el tratamiento glucosa, 100 rpm, pH 6.0, lo
cual indicó un bajo rendimiento en la conversión
del sustrato en biomasa, puesto que fueron gluco-
sa y 100 rpm los factores que menor crecimiento
presentaron. En la figura 2c se puede apreciar que
los tratamientos con glucosa presentan menor con-
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centración de azúcares residuales y a su vez pre-
sentaron menor crecimiento micelial, por lo tanto,
esta fuente de carbono exhibió bajo rendimiento de
sustrato en biomasa.

Se observó mayores concentraciones de sa-
carosa al final de la fermentación; adicionalmente,
fue esta fuente de carbono la que presentó mayor
crecimiento micelial, esto muestra mayor rendimien-
to en la conversión de sacarosa en biomasa, puesto
que el hongo requirió menores cantidades de sa-
carosa para alcanzar un mayor crecimiento.

Evaluación de la producción de fenoles totales.
El contenido fenólico presente en el medio de culti-
vo empleado para el crecimiento del hongo
Poliporal fue determinado como equivalente de
ácido gálico (GAE), respecto a la curva de calibra-
ción que se muestra en la figura 3.

La figura 4a presenta las concentraciones
fenólicas más bajas, lo que muestra claramente a
la glucosa como la fuente de carbono que favorece
la producción de fenoles a partir del hongo. Adicio-
nalmente, las figuras 4a y 4b presentan mayor

Figura 1. Cinética de crecimiento micelial para la cepa na-
tiva del hongo Poliporal según el pH inicial. 5.5 (a), 6.0 (b)
y 6.5 (c)

Figura 2. Cinética de consumo de sustrato para la cepa
nativa del hongo Poliporal según el pH inicial. 5.5 (a), 6.0 (b)
y 6.5 (c)
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producción de estos compuestos a pH altos (6.0 y
6.5) y velocidades de agitación bajas (excepto al
día 3, al día 6 pH 6.0 y al día 9 pH 5.5 figura 4a),
aunque no es muy significativa la diferencia.

Finalmente, las concentraciones mayores de
fenoles se hallaron al día 3 con los tratamientos
glucosa, pH 6.5, 80 y/o 100 rpm con un valor de
0.18 g GAE/L, seguido de los tratamientos gluco-
sa, pH 6.0, 80 y/o 100 rpm con un valor de 0.17 g
GAE/L.

Figura 3. Curva de calibración de ácido gálico

Figura 4. Producción de fenoles por la cepa nativa del hon-
go Poliporal, según los tratamientos evaluados: sacarosa
(a) y glucosa (b)

Lo y Cheung (2005) reportaron un contenido
fenólico de 0.0512 ±  0.00038 g GAE/g  extracto,
en la fracción extraída con acetato de etilo del cuer-
po fructífero de Agrocybe aegerita.

Las cantidades fenólicas reportadas en este
trabajo comprendidas en un rango de 0.08 a 0.18 g
GAE/L (exceptuando el día 6 glucosa, pH 6.0, 100
rpm) son superiores a las reportadas en el cuerpo
fructífero de Agrocybe aegerita.

Mau y colaboradores (2004) en su estudio con
micelio rojo y blanco de A. camphorata reportaron
concentraciones fenólicas de 0.00287 y 0.0029 g
GAE/g de extracto respectivamente. Ambos
micelios presentaron concentraciones fenólicas in-
feriores a las halladas para la cepa nativa del hongo
Poliporal.

En el estudio realizado por Cheung y Cheung
(2005) sobre el cuerpo fructífero de Lentinula
edodes y Volvariella volvacea se reportaron con-
centraciones fenólicas de 0.0145 ±  0.0027 y 0.0854
±  0.0027 g GAE/g de extracto respectivamente. V.
volvacea presentó mayor contenido fenólico respec-
to al hongo Poliporal sólo en tres tratamientos, dos
en el día 6 glucosa, pH 6.0 y 6.5, 100 rpm y en el
día 9 sacarosa, pH 5.5, 80 rpm; sin embargo, si se
tienen en cuenta las concentraciones fenólicas
máximas alcanzadas por la cepa nativa del hongo
Poliporal, éstas son superiores a las reportadas para
V. volvacea.

Las cantidades de fenoles reportadas en este
trabajo son superiores a las alcanzadas en otros
estudios realizados en cuerpo fructífero de varios
hongos, esto demuestra que la producción de
fenoles a partir de cultivo sumergido de la cepa
nativa del hongo Poliporal es una buena alternativa
dadas las altas concentraciones encontradas en el
medio de cultivo. Además, no se requieren largos
tiempos para realizar las extracciones ni de solven-
tes costosos puesto que estos compuestos son
extracelulares.

Evaluación de la actividad antioxidante. A conti-
nuación se presentan los resultados obtenidos para
la actividad antioxidante (AA) de los compuestos
extracelulares. Los resultados se expresaron como
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Capacidad Antioxidante Equivalente Trolox (TEAC),
empleando la curva de calibración que se muestra
en la figura 5.

En la figura 6a se presentan las menores AA,
lo que demuestra que glucosa fue la fuente de car-
bono que influyó más eficientemente en la AA
producida por el hongo en cultivo sumergido. Las
velocidades de agitación evaluadas no presenta-
ron una diferencia significativa en su efecto sobre
la AA, mientras que a pH inicial 5.5, seguido de pH
6.5, se presentaron las más altas AA.

En el caso de la fuente de carbono sacarosa
(figura 6a) hay una relación directamente propor-
cional entre la concentración fenólica y la AA,
mientras en el caso de glucosa (figura 6b) no suce-
dió este mismo efecto, dado que la mayor
concentración fenólica se presentó a pH 6.5, mien-
tras la mayor AA se presentó a pH 5.5, esto
demostró que el tratamiento glucosa, pH 5.5, 80 y/
o 100 rpm contribuyó en la producción de algún otro
compuesto extracelular que no fue cuantificado en
este trabajo pero que produjo AA.

Se encontraron mayores AA al día 3 para los
tratamientos glucosa, pH 5.5, 80 y 100 rpm con
valores de 0.28 y 0.27 mM Trolox/mL de medio de
cultivo respectivamente.

En el estudio realizado por Lo y Cheung (2005)
se reportó una TEAC de 0.254 ±  0.021 mM/mg de
extracto de cuerpo fructífero de A. aegerita, para la
fracción extraída con acetato de etilo. Se observó
que la AA producida por el hongo  Poliporal fue ma-
yor, con un valor de 0.28 mM/mL.

Finalmente, se comprobó que los fenoles
extracelulares producidos por la cepa nativa del hon-
go Poliporal tienen una buena AA, lo que muestra
la potencialidad de este hongo y del tipo de produc-
ción, cultivo sumergido.

CONCLUSIONES

El crecimiento micelial en cultivo sumergido
de la cepa nativa del hongo Poliporal tuvo una du-
ración entre 10 y 12 días según la fuente de carbono
empleada, la velocidad de agitación y el pH inicial
del medio de cultivo. Adicionalmente, presentó la
más corta fase de adaptación.

Se determinó que el crecimiento micelial de la
cepa nativa del hongo Poliporal en cultivo sumergi-
do, es afectado por los factores evaluados en este
trabajo, siendo pH iniciales bajos, velocidad de agi-
tación baja y sacarosa como fuente de carbono,
los factores que mejor respuesta presentaron.

Se encontró un valor máximo de biomasa de
10 g/L al día 3 con el tratamiento sacarosa, pH 5.5,

Figura 5. Curva de calibración de Trolox

Figura 6. Evaluación de la actividad antioxidante producida
por la cepa nativa del hongo Poliporal, según los tratamien-
tos evaluados. Sacarosa (a) y glucosa (b)
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80 rpm y al día 4 con los tratamientos glucosa, 80
rpm, pH 5.5 y sacarosa, 80 rpm, pH 6.0.

Se determinó mayor rendimiento en la con-
versión de sacarosa en biomasa que de glucosa
en biomasa.

La producción de compuestos fenólicos pre-
sentó un comportamiento opuesto al obtenido para
crecimiento micelial. Se determinó la máxima pro-
ducción al día 3 con un valor de 0.18 g GAE/L, para
el tratamiento glucosa, pH 6.5, 80 y/o 100 rpm.

La actividad antioxidante de los compuestos
extracelulares producidos por la cepa nativa del hon-
go Poliporal es afectada por la fuente de carbono y
por el pH inicial del medio de cultivo, mientras que
la agitación no generó un efecto significativo. Se
determinó un valor máximo de 0.28 TEAC (mM/mL)
para el día 3 cuando se empleó el tratamiento glu-
cosa, pH 5.5, 80 y/o 100 rpm.

En los tratamientos donde se empleó sacaro-
sa como fuente de carbono, la actividad antioxidante
está directamente relacionada con la cantidad de
compuestos fenólicos generados por el hongo.

Se determinó que el pH 5.5 y la glucosa como
fuente de carbono estimularon la producción de al-
gún otro compuesto extracelular que no fue
cuantificado en este trabajo pero que generó activi-
dad antioxidante.

El cultivo sumergido de la cepa nativa del hon-
go Poliporal es una buena alternativa para la
producción de compuestos antioxidantes, ya que
la concentración de fenoles y la actividad
antioxidante alcanzadas en este estudio fueron su-
periores a las reportadas para extractos del cuerpo
fructífero de otros hongos.
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