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Se evaluó el efecto de distintos niveles de cobre (II) sobre la velo-
cidad específica de crecimiento de Trametes villosa en medio PDA
4%  y  medio  PDA 4%  con  25%  (v/v)  de  vinaza.  La  velocidad
específica de crecimiento se obtuvo a partir de los datos de área
micelial y de la ecuación para el modelo logístico de crecimiento.
Las mejores condiciones para el crecimiento micelial fueron PDA
4% con 25% (v/v) de vinaza y niveles de cobre divalente de 0,5 y
1,0  mM.  Estos  resultados  indican  que,  de  acuerdo  con  las
condiciones de cultivo utilizadas, ambos suplementos favorecen el
crecimiento micelial y entregan información esencial para el desa-
rrollo de potenciales procesos de reutilización y valorización de la
vinaza.

Palabras clave: Hongos lignolíticos,  Crecimiento  in  vitro,  Biodegra-
dación.

Abstract

Evaluation of the mycelial growth of Trametes villosa (Sw.) Kreisel
in media supplemented with copper (II) and sugarcane vinasse

The effect of different levels of copper (II) on the specific growth
rate of  Trametes villosa was evaluated. The strain was grown on
4% PDA and 4% PDA on a 25% (v/v) vinasse dilution. The specific
growth rate was obtained from the mycelial area data which was
modeled with the logistic equation. The best growth condition was
4%  PDA  in  a  25%  (v/v)  vinasse  dilution  with  copper  (II)
concentrations  of  0.5  and  1.0  mM.  These  results  indicate  that
under  the  utilized  culture  conditions,  both  supplements  favor
mycelial  growth  and  provide  essential  information  for  potential
processes of vinasse reuse and valorization.
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Introducción

Los hongos lignolíticos o de pudrición blanca tie-
nen la capacidad de biodegradar una variedad de
compuestos recalcitrantes presentes en la naturale-
za gracias a sus sistemas enzimáticos extracelula-
res  (Rajarathnam  et  al. 1998,  Gao  et  al. 2010,
Rhodes 2014, Kaushik 2015). De esta manera, es-
tos organismos obtienen los nutrientes necesarios
para su propio desarrollo, reduciendo la biomasa o
la  presencia  de  contaminantes  en  distintas  ma-
trices como suelos, aguas y residuos agroforesta-
les (Triphati et al. 2007).

Se  conoce  como micorremediación  a  la  tec-
nología que utiliza los hongos y sus capacidades
enzimáticas para el desarrollo de bioprocesos que
reducen la contaminación o que biotransforman y
valorizan los materiales residuales (Singh 2006).
El  desarrollo  de esta  tecnología  empieza con la
búsqueda de especies promisorias, su adaptación
al cultivo en condiciones de laboratorio, la optimi-
zación del crecimiento fúngico y de las condicio-
nes físicas y químicas bajo las cuales se da la pro-
ducción de las enzimas fúngicas de interés biotec-
nológico (Singh 2006, Triphati  et al. 2007, Rho-
des 2014).

La medida del crecimiento fúngico o aumento
de biomasa micelial es importante como variable
de respuesta  frente  a  los parámetros de fermen-
tación  e  inclusive  frente  a  situaciones  de  estrés
(Deacon 2006, Huang  et  al. 2010). Como etapa
inicial de este desarrollo tecnológico, se estudia el
crecimiento fúngico a nivel de cultivo in vitro, en
términos de indicadores macroscópicos o de creci-
miento micelial e indicadores microscópicos o de
crecimiento hifal. Se han aplicado varios modelos
para describir  la  cinética de crecimiento en dis-
tintos  tipos  de  cultivo,  como  el  modelo  lineal,
exponencial,  modelo  logístico,  como  también,
modificaciones de éstos (Viniegra-González et al.
1993, Mitchell et al. 2004).

La composición del medio de fermentación es
un factor determinante en la producción de meta-
bolitos  o  en  la  producción  de  biomasa  fúngica,
independientemente del tipo de fermentación que
se lleve a cabo. Muchas enzimas de biotransfor-
mación  se  producen  en  cantidades  pequeñas  en
medios primarios cuando se aplica fermentación
sumergida  o  mixta,  por  lo  cual  se  recurre  a  la
suplementación  para  incrementar  la  producción
enzimática, utilizando para ello fuentes de macro
y micronutrientes y efectores como el cobre diva-

lente  (Galhaup  &  Haltrich  2001,  Strong  2011,
Bertrand et al. 2013). 

La utilización de materiales crudos o residuos
como  suplementos  en  estos  medios  de  fermen-
tación,  se  ha  convertido en una alternativa para
optimizar el crecimiento fúngico (López-Peña  et
al. 2013) o la producción de enzimas (Ryan et al.
2007). Esto es debido a la presencia de algunos
inductores  naturales  o  fuentes  de  carbono fácil-
mente disponibles que favorecen el metabolismo
fúngico. El bajo costo y la disponibilidad de los
materiales  residuales  los  convierten  en  alterna-
tivas económicas viables para el desarrollo de bio-
tecnologías  de  micorremediación  (Gomes  et  al.
2009). 

La biodiversidad fúngica panameña sugiere la
existencia de un gran potencial de especies promi-
sorias  para el  desarrollo  de bioprocesos de bio-
tratamiento  y valorización  de residuos (Guzmán
& Piepenbring 2011). Una de las especies que se
evalúan en este contexto es Trametes villosa (Sw.)
Kreisel.  Diversos  trabajos  reportan  el  uso  del
género Trametes Fr. en micorremediación y en la
bioconversión de sustratos lignocelulósicos (Paice
et al. 1993, Ryan et al. 2007, Selvam et al. 2012).

La  vinaza  de  caña  de  azúcar  es  un  residuo
agroindustrial producido en considerable cantidad
en  Panamá,  que  no  cuenta  con  alternativas  de
tratamiento  ni  de  valorización.  Sin  embargo,
puede ser un medio complejo apropiado para el
cultivo de cepas de hongos lignolíticos y la pro-
ducción de enzimas (Rodríguez et al. 2003, Apa-
ricio  et al. 2013), entregando un uso alternativo
potencial a este residuo. 

En el presente estudio, se evaluó la cinética de
crecimiento micelial in vitro de una cepa nativa de
T. villosa aplicando una modificación al modelo
logístico de crecimiento. Esta evaluación se rea-
lizó en función  de la  presencia  de vinaza en el
medio de cultivo, comparando la cinética de creci-
miento en medios primarios sin suplementar y en
medios  suplementados  con  cobre  divalente  y
vinaza de caña de azúcar.

Material y Métodos

Material fúngico

Se  utilizó  una  cepa  nativa  obtenida  de  cuerpos
fructíferos  colectados  en  la  comunidad  de  San
José, Corregimiento de Las Lomas, Provincia de
Chiriquí,  República  de  Panamá  (8°25'10,9”N,
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82°23'28,3''W,  71  msnm).  El  hongo  fue  iden-
tificado  como  T. villosa (Polyporales)  mediante
caracterización morfológica y un espécimen seco
fue depositado en el herbario UCH. La cepa pura
de T. villosa se conserva en medio papa-dextrosa
agar  (PDA)  al  4%  a  25  ºC  con  transferencias
periódicas de 20 días.

Caracterización del sustrato

Se utilizó vinaza de caña de azúcar, colectada en
la destilería Central Industrial Chiricana S.A. Esta
se caracterizó de acuerdo con los criterios de cali-
dad para aguas residuales del Reglamento Técnico
DGNI-COPANYT  35-2000  (Ministerio  de  Co-
mercio  e  Industrias  2000)  y  metodologías  de
análisis  estándar:  pH,  conductividad,  demanda
química de oxígeno (DQO), fenoles, sólidos tota-
les, nitrógeno amoniacal, cobre y azúcares totales
(AOAC  2000,  AWWA-WEF-APHA 2012).  Las
vinazas fueron pretratadas antes de su caracteri-
zación y utilización en los ensayos.  El  pretrata-
miento consistió en el ajuste del pH a 6 (NaOH 1
M) y posterior centrifugación a 8.500 rpm por 15
minutos a temperatura ambiente.

Adaptación  de  las  cepas  a  los  medios  de
cultivo

Se prepararon medios suplementados con vinaza
al 25 % (v/v) y medios con una concentración fi-
nal de Cu (II) (CuSO4) de 1,0 mM (Bakkiyaraj et
al. 2013). . La concentración de vinaza se selec-
cionó de estudios previos (Aparicio  et al. 2013).
Las cepas se  cultivaron en estos medios por un
mes antes de hacer las evaluaciones de crecimien-
to micelial. 

Efecto de la presencia de Cu (II)

Para evaluar el efecto del cobre (II) sobre el creci-
miento micelial  in vitro de  T. villosa, se prepara-
ron placas de Petri de 9 cm de diámetro, con las
siguientes concentraciones finales de cobre en el
medio de cultivo: 0,5, 1,0 y 2,0 mM, utilizando
medio  sin  cobre  como  tratamiento  control.  La
aplicación de cobre (II) se realizó a medios con
vinaza (PDAV) y medios sin vinaza (PDA). 

Se  procedió  a  medir  el  área  de  crecimiento
micelial con ayuda del software Area Met v. 2.0
(González 2006), el cual permite medir el área de
cubrimiento de la placa de Petri a partir  de una
imagen digitalizada. Se realizaron 5 réplicas para
cada  tratamiento  y  cinco  mediciones  por  cada
réplica (en cada día de muestreo), hasta el cubri-

miento total de la placa.

La velocidad específica de crecimiento mice-
lial (µ= días-1) se calculó a partir de estos datos,
aplicando  el  modelo  logístico  (ecuación  1)  con
modificaciones  (Viniegra-González  et  al. 1993,
Blanchard et al. 1998, Saithi et al. 2016):

 

(1)

t: tiempo; X: área de crecimiento micelial (cm²); µ: velocidad especí-
fica  de  crecimiento  (días-1);  Xmax:  área  máxima  de  crecimiento
micelial (cm2).

En el  modelo logístico modificado se  define
Xmax como una función sigmoidea (Blanchard et
al. 1998) de la siguiente forma:

 

(2)

a0: Xmax inicial;  t: tiempo;  tm: tiempo en el cual ocurre la inflexión
de  la  curva  sigmoidal;  a2:  parámetro  que  controla  la  rapidez  de
cambio de Xmax.

Se utilizó el programa Berkeley Madonna Ver-
sión 8.3.18 (Macey  et  al. 2009) para modelar y
ajustar los diferentes parámetros del modelo logís-
tico con los datos experimentales de área micelial.
Este procedimiento de modelado y ajuste fue rea-
lizado  para  los  valores  de  área  de  crecimiento
(cm2) de cada una de las réplicas de cada trata-
miento, obteniéndose de esta manera los valores
de (µ). 

Análisis estadístico 

La selección del medio de cultivo (PDA o PDAV)
y el nivel de cobre (II) se realizó empleando un
diseño factorial (2*4) totalmente al azar con cinco
réplicas. Las diferencias entre tratamientos fueron
evaluadas  mediante  un  análisis  de  varianza
(ANOVA)  y  la  comparación  entre  medias  (p<
0,05) mediante un ensayo de rangos múltiples de
Tukey (HSD). Estos análisis se realizaron con la
ayuda del software XLSTAT (2016.02). El modelo
matemático propuesto fue el siguiente:

(3)
µij : respuesta (velocidad especifica de crecimiento (días-1)

β0: intercepto

αi: efecto del factor nivel de cobre II (i = 1, 2, 3, 4)

βj: efecto del factor medio de cultivo ( j = 1, 2 )

(αβ)i j: efecto de interacción

Resultados y discusión

La  figura  1  muestra  los  resultados  del  modelo
para la réplica 1 del tratamiento PDA/vinaza 25%
(v/v) sin cobre (CuII-0*-PDAV). En este trabajo,
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la modificación introducida en el modelo logístico
produjo excelentes resultados en el ajuste y mode-
lado de los datos, lo cual se refleja en los valores
de  R2 (Tabla  1).  La  parametrización  de  Xmax
mediante  la  función  (2),  describe  el  comporta-
miento esperado de Xmax, el cual puede disminuir
significativamente debido a variaciones en diver-
sos factores como el pH o la producción de sus-
tancias nocivas o inhibitorias del crecimiento.

Los resultados del ANOVA muestran que tanto
los factores individuales, nivel de cobre y medio

Figura 1. Modelado del crecimiento micelial para la réplica 1 del
tratamiento PDA/vinaza 25% (v/v) sin cobre (CuII-0*PDAV). µ=
0,967; a0=463,461; a1=10,940; tm=4,002; a2=515,359; R2=0, 981.

Figure 1. Mycelial  growth  model  for  PDA/vinasse  25%  (v/v)
without  copper  (CuII-0*PDAV),  replicate  1.  µ=0.967;  a0=
463.461; a1=10.940; tm=4.002; a2 = 515.359; R2=0,981.

Tratamientos µ (días-1) R2

Cu II-0*-PDA 0,737 ± 0,014a 0,999
Cu II-0,5*-PDA 0,760 ± 0,014a 0,999
Cu II-2*-PDA 0,785 ± 0,014ab 0,999
Cu-II-1*-PDA 0,829 ± 0,014b 0,999
Cu II-2*-PDAV 0,839 ± 0,014b 0,999

Cu II-0,5*-PDAV 0,918 ± 0,014c 0,999
Cu II-0*-PDAV 0,940 ± 0,014c 0,999
Cu II-1*-PDAV 0,954 ± 0,014c 0,999

Tabla 1. Medias (LS) y error estándar de la velocidad específica
de  crecimiento  (µ)  para  los  tratamientos  combinados:  nivel  de
cobre II y medio de cultivo (PDA o PDAV), obtenidas mediante el
ajuste  de  los  datos  experimentales  con  el  modelo  logístico
modificado. Se muestran los coeficientes de determinación (R2)
correspondientes.  Medias  con  igual  superíndice  no  difieren
significativamente (α < 0,05). 

Table  1. Specific  growth  rate  means  (LS)  for  the  combined
treatments: copper II level and culture medium (PDA or PDAV).
Means  were  obtained  after  the  adjustment  of  the  experimental
data  with  the  modified  logistic  equation.  The  corresponding
determination coefficients (R2) are shown. Means with the same
superscript have no significant differences (α = 0.05).

de cultivo, como el efecto combinado de los mis-
mos fueron significativos (p<<0,05) sobre (µ). La
significancia en la interacción hace que este efecto
tome la relevancia principal y los factores indivi-
duales una relevancia secundaria sobre esta varia-
ble de respuesta. Los datos se ajustaron al modelo
lineal  propuesto  (ecuación  3),  el  cual  fue  signi-
ficativo (p<0,05), con un R2 ajustado de 0,854. La
figura 2 muestra la relación entre los valores de
predicción  para  (µ)  y  los  valores  obtenidos
mediante el modelo de crecimiento (Tabla 1).

La comparación de medias de la velocidad especí-
fica  de  crecimiento  de  los  tratamientos  combi-
nados, nivel de cobre y medio de cultivo para un
95%  de  confianza  (Tabla  1),  muestra  que  las
mejores condiciones son el medio de cultivo con
vinaza 25% (v/v) sin cobre (CuII-0*-PDAV) y el
medio con vinaza 25% (v/v) con concentraciones
de cobre (II) de 0,5 y 1,0 mM (CuII-0,5*-PDAV y
CuII-1,0*-PDAV)  (p  >0,05).  Las  diferencias
cualitativas  en  el  crecimiento  micelial  para  dis-
tintos tratamientos al cuarto día de observación se
muestran en la figura 3.

La adaptación de cepas de hongos lignolíticos a
diversos  medios  de  cultivo  y  a  la  presencia  de
contaminantes, es una de las primeras etapas en la
prospección de especies promisorias que puedan
ser utilizadas  en el  desarrollo  de tecnologías  de
micorremediación y en la valorización de residuos
(Elgueta  et  al. 2012,  Lee  et  al. 2014).  Esta
información es fundamental para el inicio del de-
sarrollo de protocolos a nivel de laboratorio en los

Figura  2. Relación  entre  los  valores  de  predicción  para  la
velocidad específica de crecimiento (µ) y los valores obtenidos
mediante el modelo.

Figure  2. Relationship  between  the  prediction  values  for  the
specific  growth  rate  (µ)  and  the  values  obtained  through  the
model.
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Figura 3. T. villosa en PDA 4%/ vinaza 25% (v/v), día 4. A: 0,5
mM de Cu II (Cu II-0,5*-PDAV); B:1,0 mM de Cu II (Cu II-1*-
PDAV); C: 2,0 mM de Cu II (Cu II-2*-PDAV); D: sin cobre (Cu
II- 0*-PDAV).

Figure 3. T. villosa in PDA 4%/ vinasse 25% (v/v) day 4. A: 0.5
mM  Cu  II  (Cu  II-0.5*-PDAV);  B:  1.0  mM  Cu  II  (Cu  II-1*-
PDAV);  C: 2.0 mM Cu II (Cu II-2*-PDAV);  D: without copper
(Cu II- 0*-PDAV). 

que se aprovechen las capacidades bioquímicas de
estos organismos.

El  crecimiento micelial  medido como área o
diámetro  en  función  del  tiempo,  es  una  de  las
variables de respuesta macroscópica utilizada en
estudios de adaptación  in vitro (Lee  et al. 2014,
Gutiérrez-Soto et al. 2015, Martínez et al. 2015).
A partir  de  esta  variable  primaria,  se  obtienen
características  de  crecimiento  secundarias  como
es  el  caso  de  la  velocidad  específica  de  creci-
miento (µ) (Panikov 2011), el cual es un paráme-
tro combinado que abarca las distintas etapas de la
morfogénesis  micelial  (Viniegra-González  et  al.
1993). 

El  crecimiento  fúngico,  depende  de  factores
tanto físicos como químicos, siendo uno de ellos
la  composición  del  medio  de  cultivo  (Deacon
2006, Jo  et al. 2010, Chauhan 2016). En el pre-
sente estudio se utilizaron la vinaza y el cobre II
como suplementos al  medio de cultivo primario
para evaluar su efecto sobre (µ). Se observó que la
cepa  de  T.  villosa tiene  un  mejor  crecimiento
micelial en medio con vinaza que en medio sin
vinaza. La tabla 2 muestra el resultado del análisis
fisicoquímico de la vinaza. La presencia de azúca-
res, de nitrógeno y de la materia orgánica que es
fuente  de  carbono,  influye  positivamente  en  el
crecimiento del hongo (Rodrigues & Hu, 2017).

Parámetro Vinaza Pretratada Unidades

pH (25º C) 5,88 ± 0,09 unidades de pH

conductividad  5.670 ± 86 µS/cm

Sólidos totales 35.556 ± 492 mg/L

DQO 21. 485 ± 68 mg/L

fenoles 1,94 ± 0,43 mg/L

Nitrógeno 
amoniacal

2,0 ± 0,08 mg/L

Cobre 1,54 ±0,06 mg/L

Azúcares totales 23 ± 0,10 mg/mL

Tabla  2. Caracterización  química  de  la  muestra  de  vinaza
pretratada.

Table 2. Chemical characterization of pretreated vinasse.

Tomando  como  referencia  la  dilución  utilizada,
este resultado es el esperado desde la perspectiva
del  desarrollo  de  tecnologías  de  reutilización  y
valorización  de  este  efluente.  La  vinaza  es  un
material producido en grandes cantidades lo cual
implica disponibilidad y esto a su vez se relaciona
con  los  costos  de  la  valorización.  Muchos
esfuerzos se dedican a la optimización de los cos-
tos de los procesos de obtención de enzimas de
interés; en este caso, la vinaza puede ser un medio
de amplificación para la  producción de enzimas
lignolíticas a partir de la cepa evaluada. (Quintero
et  al. 2006,  Zanirun  et  al. 2009,  Aguiar  et  al.
2010).

 Rodríguez et al. (2003) obtuvieron resultados
similares con Pleurotus spp. en los que también se
observó  un  mejor  crecimiento  de  la  cepa  en
medios con vinaza en comparación con el medio
primario control. Rodríguez  et al. (2003) y Apa-
ricio et al. (2013) reportan que este efecto estimu-
lante  del  crecimiento fúngico observado en pre-
sencia de vinaza, no se mantiene en concentracio-
nes (v/v) mayores al 50%, lo cual se puede antici-
par  por  el  aumento en la  concentración de sus-
tancias  que  provocan  un  efecto  inhibitorio
(Rodríguez  et  al. 2006).  Ferreira  et  al. (2010)
obtuvieron resultados distintos a lo reportado por
Rodríguez  et  al. (2003)  respecto  a  las  concen-
traciones v/v óptimas de vinaza en el  medio de
cultivo para hongos del género  Pleurotus  (Fr.) P.
Kumm. Alvillo-Rivera  (2016),  reporta  un  mejor
crecimiento  in  vitro  en  presencia  de  vinazas
tequileras para  Trametes versicolor (L.:Fr.) Quél.
en comparación con Pleurotus ostreatus (Jacq. ex
Fr.)  P.Kumm.  y  Phanerochaete  chrysosporium
Burds..  Además  de  la  especie  de  hongo  de
pudrición blanca utilizada y del diseño metodoló-
gico  aplicado,  los resultados  observados  en dis-
tintos estudios dependen de la composición de la
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vinaza,  lo  cual  a  su  vez  es  función  de  factores
como la materia prima y el proceso de destilación
(Ahmed et al.2013). 

El efecto de la presencia de cobre sobre la pro-
ducción de biomasa micelial y de enzimas lignolí-
ticas como las lacasas (1,2-benzenediol: oxígeno
oxidorreductasa, EC 1.10.3.2) ha sido evaluado en
medio  sumergido  por  distintos  investigadores
(Preussler et al. 2009, González et al. 2013). Esta
enzima está asociada a los procesos de invasión
de  sustratos  lignocelulósicos,  detoxificación  y
degradación de lignina y de compuestos fenólicos
(Galhaup & Haltrich 2001, Bertrand et al. 2013).
El cobre divalente es un micronutriente esencial
para muchos organismos y además es un cofactor
de lacasa (Griffith  et  al. 2007, Viswanath  et  al.
2014). El efecto de la deficiencia de cobre sobre
la  morfología  y  crecimiento  de  varias  cepas
cultivadas in vitro en medios sintéticos convencio-
nales ha sido reportado por Griffith et al. (2007). 

La  suplementación  del  medio  (PDAV)  con
niveles de cobre (II) de 0,5 y 1,0 mM, produjo
mayor crecimiento micelial que la suplementación
con 2,0 mM y que los medios suplementados con
los mismos niveles de cobre (II) en ausencia de
vinaza (PDA).  Sin embargo, no hubo diferencia
en el crecimiento micelial para el medio (PDAV)
sin cobre II y los medios (PDAV) suplementados
con 0,5 y 1,0 mM de cobre (p>0,05). La vinaza
contiene cobre (Tabla 2) por lo que es posible que
la  adición  de  2,0  mM de  cobre  II  a  la  vinaza
exceda  la  concentración  de  este  micronutriente
que es requerida por la cepa. No se encontró en la
literatura revisada información sobre el efecto del
cobre  (II)  en  medios  con  vinaza  en  cultivos  in
vitro, por lo cual se requiere de posteriores estu-
dios  para  profundizar  sobre  este  tema.  Los
resultados  obtenidos  para  el  medio  sin  vinaza
(PDA), concuerdan con lo reportado en la litera-
tura  respecto  a  las  concentraciones  óptimas  de
cobre  divalente  en  experimentos  de  producción
micelial y enzimática (Bakkiyaraj et al. 2013) con
basidiomicetos a nivel de laboratorio. 

 El diseño metodológico utilizado en este estu-
dio podría  ser  evaluado con otras cepas y otros
efluentes o suplementos en el medio de cultivo.
Los  resultados  presentados  proporcionan
información importante sobre la adaptación de T.
villosa a la presencia de cobre (II) y de vinazas de
caña de azúcar; ellos son parte de un proyecto de
biotratamiento  y  valorización  de  vinazas,
mediante el aprovechamiento sostenible de la bio-

diversidad fúngica panameña.
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