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1. Resumen

En México y en el mundo se desechan diariamente colillas y filtros de cigarrillo,
que representan un problema de contaminacion por la acumulacion de sustancias toxicas
y residuos solidos. En busca de respuesta a este problema se investigd la capacidad de
los hongos Pleurotus ostreatus 'y Trametes versicolor para degradar estos contaminantes.
Los filtros se acopiaron en contenedores especificos que fueron distribuidos en la UNAM
campus lztacala, México, como parte de la difusion del proyecto Biosoluciones. Se
colectaron 8 kg de filtros en 2 afios. Posteriormente, se disefiaron tres bioensayos
generales con tres tratamientos de mezclas de colillas y paja de trigo, inoculados con las
cepas de Pleurotus ostreatus y Trametes versicolor. Se determinaron los periodos de
incubacién, fructificacion y los ciclos de cultivo, asi como el nimero de cosechas, el peso
de la biomasa generada, el diametro del pileo, la eficiencia bioldgica y la reduccion del
volumen del sustrato. Se registraron también las caracteristicas fenotipicas de los hongos

cosechados.

La siembra se realiz6 en agosto de 2010. En todos los tratamientos hubo
crecimiento miceliar de los hongos: P. ostreatus invadio totalmente el sustrato a los 8 dias
y T. versicolor a los 15 dias. P. ostreatus formoé cuerpos fructiferos a los 25 dias y el
cultivo finalizé a los 70 dias. No se obtuvieron fructificaciones con T. versicolor; Pleurotus
ostreatus tuvo la capacidad de crecer en el lixiviado producto del contacto de las colillas
con el agua, invadié totalmente la superficie del sustrato a los 13 dias de haber sido
inoculado. El peso de las colillas se redujo en un 18% con P. ostreatus y en un 14% con
T. versicolor. No existieron diferencias significativas entre los tratamientos de eficiencia
bioldgica de P. ostreatus, tuvo un promedio de 44.81%, por tanto no es necesario mezclar
las colillas con paja, se pueden utilizar solo colillas para la degradacion. En cuanto a la
produccion de biomasa, no existieron diferencias significativas entre los tratamientos,
siendo el grupo control el que mas biomasa generé 11 g por cada 50 g de sustrato,
seguido del tratamiento de 100% colillas, que generé 10 g por cada 50 g de sustrato; en

promedio se generaron 7 g de biomasa por cada 50 g de sustrato humedo.

Fotografias de microscopia de barrido revelan que P. ostreatus modificd la
composicion del acetato de celulosa. Esta opcidn biotecnologica se propone como una

alternativa para disminuir el problema de los residuos sdlidos del cigarrillo.
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2. Introduccioén
2.1 Residuos solidos del cigarrillo.

Las colillas y filtros de cigarrillo son parte importante de los residuos sélidos que
contaminan suelos y aguas superficiales, por su tamafo pueden no notarse entre la
“basura”, pero su degradacién en el ambiente es lenta y diariamente se desechan
millones de filtros y colillas. Este residuo sélido generado es de lenta degradacién en el
ambiente y contiene numerosas sustancias toxicas para el hombre y el ambiente
(Kathleen, 2000). El filtro se compone de acetato de celulosa y se fabrica a partir de la
pulpa de la madera, en el proceso de produccion de los cigarrillos, las fibras se pegan
entre si con triacetina, un agente endurecedor que proporciona rigidez al filtro (British

American Tobacco Caribbean & Central América, 2008).

En cada cigarrillo se encuentran numerosos compuestos que son retenidos por el
filtro para evitar que lleguen a los pulmones de los fumadores. En el tabaco procesado y
en el humo desprendido se mencionan hidrocarburos aromaticos policiclicos:
benzopireno. Nitrosaminas: nitrosodimetilamina, nitrosopirrolidina, nitrosodietanolamina,
nitrosonornicotina, 4-(metilnitrosamina)-1-(3-piridil)-1-butarona, nitrosomorfolina.
Aldehidos: formaldehido, acetaldehido, crotonaldehido. Compuestos orgénicos
miscelaneos: 1,1-dimetilhidrazina, etilcarbamato. Sustancias inorganicas: hidracina,
arseénico, niquel, cromo, cadmio, plomo, entre otros (British American Tobacco Caribbean
& Central América, 2008).

El problema de contaminacién es mas grave cuando el fumador no dispone de un
contenedor adecuado para desechar el filtro, generando un impacto negativo en el medio
ambiente. Los mayores puntos de contaminacion por colillas de cigarrillo son las zonas
urbanas, principalmente calles, areas verdes y casi cualquier sitio donde afectan no solo
el paisaje sino que se acumulan en suelos y aguas superficiales. Consideremos que en
2009, la Encuesta Global de Tabaquismo en Adultos (GATS por sus siglas en ingles)
revela que en México existen cerca de 10.9 millones de fumadores adultos, de los que 8.1
millones son hombres y 2.8 millones son mujeres. El 99% de los hombres y el 96% de las

mujeres fuman cigarrillos obtenidos por procesos industriales. En promedio los hombres
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fuman 9.7 y las mujeres 8.4 cigarrillos al dia. Es inevitable pensar en otro problema

asociado al tabaquismo: las colillas y filtros de cigarrillo.
2.2 Biologia de los hongos basidiomicetos.

La evolucion ha adaptado organismos a diversos ambientes, entre ellos, los
hongos basidiomicetos que son capaces de crecer y degradar materiales constituidos por
celulosa, hemicelulosa y lignina (Marzullo et al.,1995). Producen un conjunto de enzimas
extracelulares para metabolizar la lignina que les confiere, también la capacidad de
degradar un amplio abanico de contaminantes. La aplicacion de estos hongos para tratar
y recuperar espacios contaminados tiene un interés creciente (Martin et al., 2004). Lo que
permite considerar a los filtros de cigarrillo como un sustrato idoneo para el crecimiento de

estos hongos.

Estos hongos lignicolas, saprofitos, se reproducen por esporas de origen sexual y
asexual y se nutren por absorcidon. Los cuerpos fructiferos de los hongos son
generalmente blandos y crecen en suelos con alto contenido de materia organica y
humedad (Garcés et al., 2005). Una caracteristica relevante de los hongos es que
degradan la lignina, un polimero polifendlico heterogéneo que es uno de los tres
componentes de la madera. En algunos casos, el resultado final de su accion confiere una
apariencia blanquecina a la madera atacada como consecuencia de la desaparicién de la
lignina (Martin et al., 2004), de ahi que se les conozca como “hongos de la pudricion

blanca”.

Se ha experimentado el empleo de este hongo para la degradacion de
hidrocarburos aromaticos y ya se ha demostrado su capacidad para degradar pirenos,
benzoantroceno y benzopireno, y podria ser promisorio para solucionar problemas de

derrames petroleros y contaminacion (Wolter et al., 1997).

El tipo y el alcance de la degradacion por la accion de sus enzimas dependen, en
parte, de parametros fisicos y quimicos tales como temperatura, pH, y en especial de la
composicion del sustrato. Las relaciones entre las caracteristicas estructurales y la

degradacion enzimatica son necesarias no solo para los fines comerciales y practicos,




sino también para una mejor comprension del mecanismo de reaccion (Haigler & Weimer,
1991).

2.3 Cultivo de Pleurotus ostreatus 'y Trametes versicolor.

Dentro del grupo de los basidiomicetos se encuentran las especies Pleurotus
ostreatus y Trametes versicolor, que por sus propiedades y antecedentes se han hecho
candidatos para ser incluidos en procesos de degradacion, gracias a su accion enzimatica
sobre diversos contaminantes y sustratos. Estos hongos producen un sistema complejo
de enzimas que es denominado en forma general celulasa; cada sistema o complejo
celulasa esta compuesto de una variedad de enzimas con diferentes especificidades y
modos de accion, que actian en sinergismo para hidrolizar la celulosa (Haigler & Weimer,
1991).

Comunmente, el cultivo de Pleurotus ostreatus se realiza sobre sustratos
lignoceluldsicos, los cuales pueden ser enriquecidos o no, y pasteurizados o esterilizados.
Un medio de cultivo equilibrado es obligado para conseguir la maxima produccion. Debe
ser utilizado, si fuera necesario, un suplemento de microelementos criticos (Garcés et al.,
2005). Se requieren 17 elementos, entre los cuales, los mas relevantes son: 1% de
nitrdgeno en peso del sustrato humedo; fésforo, potasio, azufre y magnesio; ademas, se
requieren en proporciones menores calcio, hierro, zinc, cobre, molibdeno y manganeso
(Arenas, 1992).

Este hongo tiene la capacidad de adaptarse a numerosos sustratos y climas, y por
ser comestible se ha impulsado su cultivo en diversas regiones del mundo (Guzman et al.,
1993). Es bastante larga la lista de materiales que se pueden emplear como sustrato
basico para la produccién de Pleurotus ostreatus (Diwakar, 1989; Kerem et al., 1992;
Hincapié, 1993; Jwanny et al., 1995). Debido a la produccion de enzimas como
fenoloxidasa (lacasa), peroxidasa, catecoloxidasa, fenolmonoxidasa, treolasa y B-1,4
exoglucanasa, el hongo degrada eficientemente los sustratos lignocelulésicos gracias a la

accion celulolitica, xilanolitica y lignolitica de tales enzimas (Akhmedova, 1994).

A los hongos del género Trametes se les reconoce principalmente como

productores de celulasas y enzimas ligninoliticas. Algunas especies como Trametes
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versicolor, T. trogii y T. gallica son eficientes degradadores de celulosa, hemicelulosa y
lignina, los tres principales componentes de la madera. Reconociendo estas capacidades
de Trametes versicolor aun son pocos los estudios realizados para uso biotecnoldgico
(Marquez et al., 2007).

3. Antecedentes

Existen numerosos trabajos de investigacién que reportan el uso de diferentes
sustratos para el crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus, ademas de que muestran los
parametros de crecimiento del organismo. Algunos de ellos han tenido como propésito,
resaltar la capacidad del hongo de concentrar metales pesados y de metabolizar
contaminantes ambientales, entre ellos, derivados del petréleo, a partir de lo cual
concluyen que el cultivo de Pleurotus puede ser una alternativa para resolver problemas

de contaminacién.
3.1 Biotecnoldgicos.

» Martin et al. (2004), mencionan que los hongos basidiomicetos tienen la capacidad
de transformar una gran variedad de compuestos organicos llevdndolos hasta
diéxido de carbono y agua propiedad que ofrece un potencial indiscutible para su
utilizacion en procesos de tratamiento de contaminantes. Ese potencial radica
fundamentalmente en su sistema enzimatico (Akmedova,1994) y en su vigoroso
crecimiento que les permite, a través del desarrollo de su micelio colonizar
diferentes tipos de sustratos y acceder a los compuestos que constituyen las

contaminaciones.

» Davila & Vazquez-Duhalt (2006), mencionan que las enzimas ligninoliticas
producidas por los hongos de la pudricién blanca (P. ostreatus) son catalizadores
poco especificos, que incluyen peroxidasas y lacasas y que en ambos casos el
mecanismo de reaccion involucra la formacién de radicales libres, lo que se puede
interpretar como propiedades antioxidantes (Kapich, 1992); Estas dos

caracteristicas son muy convenientes para fines ambientales ya que esas




especies son capaces de oxidar una gran diversidad de compuestos organicos con

estructuras quimicas diversas (Sanchez, 2009; Wolder, 1997).

Delfin & Duran (2003), observaron el crecimiento de micelio y la fructificacion de
Pleurotus ssp., en residuos de pafales desechables. Los resultados obtenidos en
la fibra de algoddn confirman que la celulosa, componente mayoritario del pafal
desechable, es un sustrato adecuado para el cultivo de Pleurotus y que se pueden
lograr resultados mas adecuados si se le mezcla con materiales de desecho que

mejoren su estructura fisica y aporten lignina y nitrégeno organico.

Ferrera, Lara y Sanchez (2008), probaron el potencial de ocho cepas de Pleurotus
ostreatus para crecer en medios de cultivo y suelo adicionados con petréleo crudo
ligero como fuente de carbono. Las cepas tuvieron la capacidad de formar cuerpos
fructiferos hasta concentraciones de 25,000 mg/lI de crudo ligero, éstos tuvieron
una coloracion café obscura en comparacion con la tipica coloracion gris claro de

la especie.

Gonzalez et al., (2005), reportan a Pleurotus ostreatus como degradador del
insecticida carbaryl (metil-carbamato) en cultivo liquido y sélido a diferentes
concentraciones de glucosa. La degradacion se registré6 como Optima a la
concentraciéon 100 mM de glucosa con 125 ppm de carbaryl; a concentraciones

menores de glucosa no se presenté degradacion significativa.

Rodriguez (2005), reporta a Pleurotus ostreatus como eficaz para remover metales
pesados: plomo, cadmio, cobre y cobalto. Los resultados variaron entre los
metales, siendo algunos removidos en mayor cantidad que otros, los indices mas
relevantes fueron reportados para cobalto y cadmio, cuyas concentraciones fueron

disminuyendo desde el principio hasta el final del periodo de investigacion.

Gayosso et al.,( 2008) evaluaron la actividad enzimatica de Pleurotus ostreatus en
presencia de bifenilospoliclorados encontrando que la versatil peroxidasa fue
inducida 27 veces y la lacasa fue inducida 11.4 veces, ambas a los 12 dias de la

inoculacion; en tanto que la manganeso peroxidasa no registrd induccion. Las




actividades lacasa y versatil peroxidasa podrian estar relacionadas con la

remocién de bifenilospoliclorados bajo condiciones especificas de cultivo.

Sanchez et al. (2009), estudiaron el crecimiento en medio sélido del género
Pleurotus para conocer la capacidad de degradar al insecticida endosulfan. Todas
las cepas tuvieron la capacidad de crecer en presencia del insecticida, pero se
presentd una reduccion en la velocidad de crecimiento. Se redujo el contenido

inicial de endosulfan de un sustrato contaminado al crecer y fructificar en el.

Fazaeli et al. (2003), reportaron que el tratamiento de materiales lignoceluldsicos
con Pleurotus ostreatus ocasiona cambios en la composicién quimica, reduciendo
las fracciones fibra detergente neutro, fibra detergente acido, celulosa y

hemicelulosa.

Marquez et al. (2007) concluyen que se observd que Trametes versicolor produce
mayor cantidad de xilasas que Pleurotus ostreatus con valores similares de tiempo
de fermentacion en cultivo sélido, lo que permite considerar con potencial a esta

especie de hongo para producir enzimas con posible aplicacién comercial.

3.2 Medicinales y terapéuticos.

En el micelio y en los cuerpos fructiferos de P. ostreatus y T. versicolor se han

descubierto moléculas benéficas para el hombre, con propiedades antitumorales y

antioxidantes entre muchas otras, lo que concede importancia a su micelio y cuerpos

fructiferos para su posible utilizacién en tratamientos o extraccion de sustancias activas, lo

cual podria lograrse a partir de la biomasa generada en la degradacion de las colillas.

Entre sus caracteristicas destacan:

» Trametes versicolor tiene propiedades antitumorales en animales con diferentes

tipos de cancer. El extracto de este hongo llamado Krestin Polisacarido (PSK)
actua directamente sobre células tumorales, asi como indirectamente elevando los
niveles de inmunidad celular. Se ha comprobado también su capacidad como

inhibidor en el crecimiento de tumores, en algunos casos evitando la metastasis.




Contiene varios tipos de estantinas que previenen el incremento de colesterol
(Hobbs, 1986).

» Pleurotus ostreatus presenta la mayoria de los aminoacidos esenciales y
minerales, contiene vitaminas como la tiamina (B1), riboflavina (B2), acido
ascorbico, acido nicotinico y acido pantoténico; ademas de acido félico, tocoferol,
piridoxina, cobalamina y provitaminas como ergosterina y carotenos (Hincapié,
1993).

» En los cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus se encontr6 un inhibidor
competitivo de la enzima 3-hidroxi-3metil-glutonnil coenzima A reductasa, que baja

el colesterol de la sangre (Gunde, 1995).

4. Justificacion

Sin duda uno de los grandes retos de la humanidad en este siglo XXI, es el de
convertir los procesos productivos en procedimientos limpios y eficientes
energéticamente. La investigacion debera estar enfocada a la utilizacién de nuevas
herramientas biotecnoldgicas para la prevencion, control y remediacion de los
contaminantes ambientales. En este trabajo se analiza la posibilidad de utilizar los
sistemas enzimaticos de hongos basidiomicetos para la degradacion primaria de colillas

de cigarrillo que conlleve a una reduccion o a la eliminacidn de su impacto ambiental.

Las colillas son parte de los contaminantes toxicos para el suelo y las aguas
superficiales de zonas urbanas debido a que se desechan en cualquier lugar y sin control
alguno, ademas de que su degradacion natural es lenta. Se genera un impacto ambiental
negativo cuando los fumadores desechan los filtros en cualquier sitio dado que no
encuentran recipientes adecuados para hacerlo, a lo que se agrega que no existe
procedimiento para el manejo de separacioén de colillas. La educacion ambiental y el uso
de la biotecnologia ambiental ofrecen la posibilidad de realizar estudios basicos y
aplicados encaminados a reducir este impacto negativo. Es por esto que para cualquier
pais que busque tener un desarrollo sustentable e impulsar soluciones a la

contaminacion, es necesario desarrollar investigaciones relacionadas con el tratamiento
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de los desechos. Se propone la utilizacién de las colillas de cigarrillo como sustrato para
el cultivo de los hongos Pleurotus ostreatus y Trametes versicolor como una alternativa
para realizar un ciclo integral de manejo separado y tratamiento de los residuos solidos
del cigarrillo. En la Facultad de Estudios Superiores lztacala hay la determinacion de
procurar el mejor tratamiento para el manejo y tratamiento adecuados de los residuos, a la
vez que promover la educacion ambiental en la poblacién del plantel, para contribuir a
dicho fin se tratara de mantener la permanencia de contenedores especificos para el
desecho de las colillas. Adicionalmente se obtendran las caracteristicas del crecimiento
en laboratorio y las ventajas e inconvenientes del cultivo de estos hongos en colillas de

cigarrillo.

5. Hipétesis
< Debido a que los componentes mayoritarios de los filtros de cigarrillo son la
celulosa y el acetato de celulosa, y que los principales sustratos de los hongos
basidiomicetos contienen celulosa, hemicelulosa y lignina, el crecimiento micelial
de los hongos sera positivo en las colillas y las condiciones de incubacion
permitiran invadir el sustrato y degradarlas por la accidon de sus complejos

enzimaticos.

6. Objetivos

General
Determinar la degradacion de los filtros de cigarrillo con el crecimiento del micelio

de Pleurotus ostreatus (Jacq: Fr.) Kumm y Trametes versicolor (L.: Fr.) Pilat.

Particulares
« Implementar un manejo separado de las colillas de cigarrillo en el campus de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala.
7

« Evaluar la capacidad de P. ostreatus para crecer en cultivo liquido del

remanente de colillas.




7

+«+ Conocer la apariencia del acetato de celulosa antes y después del tratamiento
por medio de microscopia electronica de barrido (MEB).

7

«+ Obtener un registro fotografico de esta investigacion.

7. Materiales y método
7.1 Instalaciones.

La investigacion se realizé en las instalaciones de la UNAM FES l|ztacala, en el
espacio denominado Planta piloto y laboratorio para la ensefianza en la produccién de
hongos comestibles y medicinales cultivados del area de proyectos productivos del jardin

botanico. Se utilizaron las areas de esterilizacion y siembra, incubacién y fructificacion.
7.2 Obtencidn de colillas.

Se colocaron 140 contenedores disefiados y construidos para la colecta de colillas,
en lugares especificos del campus, en paralelo con la difusién del proyecto para el
reciclaje de filtros de cigarrillo: ‘BioSoluciones’ se participd en eventos de la facultad y en
espacios ambientales y de salud. Se monitorearon los contenedores para conocer su

efectividad y/o defectos.
7.3 Propagacion de las cepas y obtencion de micelio activado.

El micelio de las cepas se obtuvo a partir de medio de cultivo en agar papa
dextrosa (PDA) de las instalaciones de la UNAM campus Iztacala, llevandose a cabo su
propagacion en frascos con 500g de semilla de sorgo como sustrato, en los que se obtuvo
el micelio activado (el micelio activado permite un crecimiento vigoroso) de los hongos
que se us6 como inéculo en los tratamientos. Los frascos se esterilizaron en autoclave a
121°C y 15 Ib. /pulg? durante 40 min, con 4 dias de prueba de esterilidad; posteriormente
se llevaron a la camara de siembra donde se inocularon con los mecheros encendidos y
luz ultravioleta, a una taza de inoculacion del 10% en peso. Las condiciones de

incubacién fueron: temperatura de 20 a 28° C, fotoperiodo de 24 horas de oscuridad, el
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area se mantuvo limpia durante todo el proceso. Se revisé y llevd un registro del

desarrollo del micelio hasta obtener la invasion total del sustrato (Sanchez, 2002).
7.4 Preparacién del sustrato y siembra.

El disefio experimental consisti6 en la elaboracion de 3 bioensayos con 3
tratamientos y un control, cada uno con 4 repeticiones. Las colillas se hidrataron en agua
destilada en frascos independientes durante 24 horas, al siguiente dia se depositaron en
rejillas durante 10 minutos para escurrirlas, pesarlas, envasarlas y hacer las mezclas. Los
tratamientos fueron mezclas de colillas de cigarrillo y paja de trigo formando sustratos de
50 g por cada unidad experimental: El tratamiento A fue de 100% filtros de cigarrillo; el B
tuvo 75% de filtros y 25% de paja vy, el tratamiento C tuvo 50% de filtros y 50% de paja. El

grupo control consistié so6lo en paja de trigo.

Cada tratamiento se coloco independientemente en bolsas de polipapel, las bolsas
se introdujeron en la autoclave a 121°C y 15 Ib. /pulg? durante 40 min, con 4 dias de
prueba de esterilidad. Posteriormente se llevaron a la camara de siembra con los
mecheros encendidos y luz ultravioleta para la inoculacién. Se determiné el pH inicial y
final de los sustratos en solucién al 10% en agua destilada utilizando un potencidmetro
ORION modelo 720 A.

La siembra se realizo distribuyendo homogéneamente el micelio activado en todo
el volumen de sustrato, en condiciones de asepsia. Al realizar la siembra se tuvo especial
cuidado en la preparacion del sustrato verificando que se encontrara a temperatura
ambiente y que los granos de sorgo quedaran colocados lo mas equidistantes que se
pudiera para que el micelio de cada grano tuviera que colonizar a la minima distancia
posible. Se utilizé una taza de inoculacion del 10% (Sanchez, 2002). Posteriormente se
trasladaron las unidades experimentales al area de incubacion, colocando aleatoriamente

las bolsas dentro de la incubadora.
7.5 Incubacion.

La incubacién fue la etapa que permitié la invasion del micelio en el sustrato. Se

mantuvo la temperatura de 20 a 28°C, manteniendo el area limpia durante todo el
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proceso. Se reviso y registré periddicamente el desarrollo del micelio. Una vez concluido
el tiempo de incubacion, que se determind por ausencia visible del sustrato, se registraron
los periodos de invasion del sustrato y formacion de primordios, asi como la temperatura y

el pH. Finalmente se trasladaron las bolsas a los anaqueles del area de fructificacion.
7.6 Fructificaciéon y cosecha.

En el cultivo de Trametes versicolor no aparecieron primordios ni cuerpos
fructiferos. En todos los tratamientos con Pleurotus ostreatus se observo la presencia de
primordios por lo que se perforaron las bolsas de plastico y se expusieron a la luz solar
en el area de fructificacion que se mantuvo en las condiciones descritas por Sanchez &
Royse en 2002, para la produccion de cuerpos fructiferos, que consisten en fotoperiodo
de 12 horas de luz natural / 12 horas de oscuridad, humedad relativa superior a 50%,

ventilacion tres veces al dia y temperatura de 20-28°C.

La cosecha de los cuerpos fructiferos se realiz6 manualmente en la madurez de
los hongos que se determind observando que no se presentara el pileo totalmente plano o
comenzara a enrizarse hacia arriba. Para la cosecha se utilizé6 un cuchillo sumergido en
agua clorada, cortando la base del estipite justo en la base del tallo en la unién con el
sustrato.

7.7 Tratamiento de datos.

Los valores resultantes del cultivo fueron tratados por ANOVA factorial en el
software Microsoft Excel Mac 2011. Algunas variables consideradas para la comparacion
de los tratamientos fueron las mismas utilizadas por Salmones et al., y Bautista et al., en
2003, al estudiar la interaccion entre el crecimiento micelial y la productividad de Pleurotus
sp.,y la evaluacion de la produccion sobre paja de trigo como sustrato, donde
determinaron el tiempo de incubacion, los dias requeridos para la formacion de primordios
y el nUmero de cosechas. Otro parametro considerado en nuestro estudio fue la eficiencia
bioldgica (EB) que se determiné como la relacion entre el peso fresco de los carpéforos y
el peso seco del sustrato expresado en porcentaje. El peso seco del sustrato se obtuvo
pesando consecutivamente los sustratos despues de sacarlos de una estufa, hasta

registrar un peso constante.
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El tamano de las fructificaciones se aplicé con base en el criterio de Sihuanca et
al., 2009, en que se clasifica el diametro del pileo de los cuerpos fructiferos adultos en
cuatro grupos, G1: menores de 5 cm, G2: 5a9.9cm, G3 10 a 14.9 cm, G4 15 cm o0 mas.
Los cuerpos fructiferos obtenidos fueron pesados y fotografiados. Se les mantiene
almacenados a baja temperatura para un futuro estudio del andlisis de su composicion

quimica.
7.8 Fotografias de la degradacion fisica del sustrato.

Se tomaron fotografias de microscopia electrénica de barrido MEB con el equipo
Oxford Instruments INCA x-sight JEOL JSM 6380LV de la Unidad de Biotecnologia y
Prototipos de la Facultad de Estudios Superiores |ztacala, antes y después del cultivo con

los hongos, con la finalidad de conocer y detectar cambios en la apariencia del sustrato.
7.9 Cromatografia de gases.

El lixiviado de la hidratacion de las colillas fue utilizado como cultivo liquido para
conocer la capacidad de P. ostreatus de crecer sobre él. Se analizaron las muestras del
lixiviado antes del cultivo, por medio del cromatografo de gases Agilent Technologies
6850 network GC system para conocer la presencia/ausencia especificamente del
benceno, nicotina y otros hidrocarburos aromaticos policiclicos HAP que han sido
descritos como componentes de las colillas de cigarrillos (British American Tobacco
Caribbean & Central América, 2008).

El pH inicial y el pH final del lixiviado fue registrado directamente del cultivo liquido,

utilizando el mismo potenciometro mencionado para la lectura de los sustratos.
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MATERIALES Y METODO
MATERIAL DE PARTIDA

Micelio vegetativo en agar papa dextrosa (caja petri)

Areas de esterilizacién y siembra, incubacion y fructificacion
OBTENCION DE COLILLAS
140 contenedores durante

2 afios
PREPARACION DE INOCULO ACTIVADO

Frascos con 500g de sustrato (semilla de sorgo)

Autoclave 121°C y 21Ib./pulg2, durante 40 minutos
4 dias de prueba de esterilidad
Taza de inoculacién del 10%
TRATAMIENTOS

A= (100% Colillas)
B= (75% Colillas, 25% Paja de trigo)
C= (50% Colillas, 50% Paja de trigo)
CONTROL= (100% Paja de trigo)
SIEMBRA
Taza de inoculacién del 10%

Camara de siembra
Luz ultravioleta y mecheros
CRECIMIENTO DEL MICELIO
Oscuridad 24hrs. Temperatura 20 - 28 °C. pH cercano a 7

Fotografias del sustrato a los 7 y 28 dias
Tiempo de invasion del sustrato (dias)
FRUCTIFICACION
12hrs. luz - 12hrs. Oscuridad. Temperatura 20 - 28°C, pH
cercano a 7. Diametro del pileo y fotografias del sustrato a los 70 dias.

Eficiencia Biologica (%) Peso fresco de los carpoforos / peso seco
del sustrato X 100

Produccién de Peso fresco de los carpoforos

biomasa (g) de todas las cosechas

Tiempo hasta la Dias transcurridos hasta la aparicion

fructificacion (dias) de primordios

Ciclo del cultivo (dias) Dias transcurridos desde la aparicion de

primordios hasta la ultima cosecha

Conservacion de los cuerpos fructiferos a baja temperatura
ANALISIS DEL SUSTRATO
Fotografias de Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

Peso final del sustrato (g)
Reduccién de masa del sustrato (%)
CRECIMIENTO EN LIXIVIADO
Oscuridad 24hrs. Temperatura 20 - 28°C
Fotografias a los 13 dias

ANALISIS DEL LIXIVIADO

Cromatografia de gases




8. Analisis y discusion de resultados

En el presente trabajo de investigacién se estudid la capacidad de Pleurotus
ostreatus y Trametes versicolor para crecer y degradar las colillas de cigarrillo. Los
resultados que a continuacién se describen se realizaron con base en metodologias
publicadas. La discusién y los resultados de este trabajo abordan de una manera general

a los residuos solidos del cigarrillo.
8.1 Contaminacién por colillas y situacion en México.

Cualquier pais interesado en el desarrollo sustentable y la disminucion de la
contaminacion debera realizar investigacion y mostrar interés en las alternativas de

biorremediacion y degradacion de residuos solidos.

En la actualidad, y ante la problematica ambiental que sufre nuestro planeta, es
necesario impulsar soluciones reales que ofrezcan la mitigacion o disminucion de
contaminantes y/o permitan la reintegracion de éstos al medio ambiente, mediante la
investigacion cientifica y tecnoldgica, y a través de procesos biotecnoldgicos. Del total de
los residuos solidos generados en las ciudades, aproximadamente 40%, son materiales

celuldsicos o lignoceluldsicos, que en su mayoria no reciben tratamiento (Osorio, 2007).

En México no existe una cultura que contemple la contaminacion por colillas de
cigarrillo y que permita aplicar al menos una alternativa de tratamiento para estos
residuos, las colillas desechadas en la via publica son conducidas por el agua y el viento
hacia alcantarillados y las colillas provenientes de los hogares son transportadas con el
resto de “la basura” a rellenos sanitarios o basureros municipales. En el 2009, la encuesta
Global de Tabaquismo en Adultos (GATS) revel6 que en México existen cerca de 10
millones de fumadores, el 7.6% de éstos equivale a 760 000 habitantes que fuman diario y
en promedio consumen 9 cigarrillos por dia, totalizando el consumo de solo estos

fumadores, el desecho diario de colillas equivaldria a cerca de 6,840.000.

En otros paises como Espafa, La Asociacién Espainola Contra el Cancer (AECC)

afirma que cada afo se tiran 4.5 billones de colillas y que es la parte mas toxica del
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cigarro. Segun el Ministerio de Salud de Argentina es la principal causa de contaminacion
en el mundo. México no es la excepcion, puede notarse en casi cualquier sitio el gran
desecho de colillas, sin que haya un lugar adecuado y especifico para depositarlas.
También en México y en otros paises se han dictado leyes que prohiben fumar en
espacios publicos cerrados, lo que ha provocado que los negocios destinen areas
especificas al aire libre para fumadores, lo que da lugar a la concentracion de filtros de

cigarrillo en esos sitios, comportamiento que favorece su acopio.
8.2 Manejo separado de colillas ‘Proyecto BioSoluciones’.

La persistencia de la recoleccion de colillas en la FES lztacala contribuira a
disminuir la contaminacion ambiental local. La disponibilidad de colillas de cigarrillo no se
limita a la FES lztacala, sino que es un problema de todas las zonas urbanas, lo que
puede servir como un soporte que respalde la utilizacion de los filtros de cigarrillo como un
sustrato para el crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus como parte de un tratamiento
primario que haga que su degradacion sea mas rapida. La participacion en eventos
ambientales permitio al autor del estudio dar a conocer esta alternativa de degradacion de
colillas a la poblacién del campus, a la vez que le condujo a recopilar una base de datos
de cerca de 500 correos electronicos para difundir la informacion del proyecto sin tener la

necesidad de imprimir demasiados medios de informacion (Figura 1).

Figura 1. Exposicién de reciclaje de materiales en el dia mundial

del medio ambiente del campus
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Los contenedores ayudaron a separar los filtros de cigarrillo de manera especifica,
gracias a su disefio que no permite el depdsito de otra clase de “basura”. Durante el
desarrollo del proyecto ‘Biosoluciones’ se acopiaron 8 kilogramos de colillas. Se
disefaron, construyeron, distribuyeron y monitorearon los 140 contenedores, revisandolos
frecuentemente para la separacion de otros residuos depositados en ellos, fue parte del
proyecto la prepararacion y esterilizacion de los sustratos para el crecimiento de los
hongos (Figura 2).

Figura 2. A: Disefio del contenedor para colillas; B: Distribucion

de los contenedores; C: Bolsas con sustrato y D: Hongos cosechados

La experiencia en el manejo de colillas permitié constatar que la permanente
difusién de este proyecto ayudaria a la separacién de colillas del campus, ademas de
fortalecer la cultura del reciclaje en las nuevas generaciones de estudiantes. Por otro lado,
aun falta mucho para encontrar y aplicar tratamientos que ayuden a la disminucién de
contaminantes sélidos en el ambiente, por lo que es claro que falta investigacién y apoyo
para lograr un manejo integral de las colillas de cigarrillo y otros residuos sélidos en la
FES lIztacala.
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8.3 Cultivo de los hongos en colillas de cigarrillo.

El crecimiento de los hongos en los filtros de cigarrillo fue positivo en todas las
unidades experimentales de todos los tratamientos, lo que permite extender la posibilidad
de utilizar sustratos contaminantes con contenidos de celulosa, materia organica e
inorganica para degradarlos mas rapido que en forma natural en el ambiente. Los
parametros de crecimiento de los hongos se registraron desde el inicio hasta el final del
cultivo. La temperatura tuvo una media de 26°C, mientras que la humedad relativa una
media del 57%. El pH inicial un promedio de 7.69 y el final un promedio de 7.14. Estos
parametros son similares a los reportados por Sanchez & Royse en 2002 para el
crecimiento de estos hongos en diferentes sustratos. El peso seco del sustrato tuvo una

media de 21 g.

Se registraron diferencias en el tiempo de invasion del sustrato, encontrando que
P. ostreatus invadio totalmente el sustrato a los 8 dias y tuvo la capacidad de fructificar,
en tanto que T. versicolor invadio el sustrato a los 15 dias de haber sido inoculado pero en
este cultivo no se obtuvieron primordios ni fructificaciones. El micelio de P. ostreatus no
presentd contaminacion por microorganismos competidores durante el proceso, en
contraste, el micelio de T. versicolor presentd al cabo de 22 dias contaminacién por otro

microorganismo (Figura 3).

TIEMPO DE INVACION DEL SUSTRATO (DiAS)

20

18

16 ®100% Colillas
14

12 M75% Colillas - 25% Paja
10

8 450% Colillas - 50% Paja

6 T .

4 “1100% Paja

2

0

T. versicolor P. ostreatus

Figura 3.- Tiempo en dias de la invasion del sustrato por especie
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Debido a que el micelio de T. versicolor presentd contaminaciéon en todas las
unidades experimentales, el experimento se suspendié una vez que se tomdé nota del
tiempo de invasion del sustrato. Se puede suponer que T. versicolor necesita un sustrato
mas especifico para su crecimiento y fructificacion y/o es poco resistente a los

compuestos téxicos de las colillas.

La celulosa y el acetato de celulosa de los filtros de cigarrillo son afectados por las
enzimas de los hongos, comenzando la degradacion por el papel de celulosa que recubre
a los filtros y afectando después al acetato de celulosa. El peso seco de una colilla se
redujo al cabo de 70 dias de tratamiento en un 18% con Pleurotus y en un 14% con
Trametes, lo que indica un avance en la degradacién de estos residuos a compuestos
mas simples (Figuras 4 y 5).

cias  29dlas 70 clas_

Pleurotus
ostreatus

versicolor
Trametes

Figura 4. Estado de las colillas de los 8 a los 70 dias de tratamiento.

Arriba: tratamiento con P. ostreatus, Abajo: tratamiento con T. versicolor
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Figura 5. Comparacion de la vista superior de una colilla de cigarrillo

después del tratamiento con Pleurotus ostreatus

Al cabo de 100 dias y una vez que se deshidrataron, se pesaron los sustratos
remanentes encontrando que los pesos de los diferentes tratamientos no variaban
significativamente (ANOVA a=0.05 Probabilidad=0.49), pesando en promedio 37.06 g de

sustrato y £3.45 de desviacion estandar (Figura 6).

PESO FINAL DEL SUSTRATO
i o
35 I 1 =
) 30
S
<
© 15
10
5
0
¥ 100% Colillas 36.75 #3.27
475% Colillas - 25% Paja 35.98 £3.02
“50% Colillas - 50% Paja 37.62 £3.90
“100% Paja 37.91 +3.63

Figura 6. Pesos finales de los sustratos remanentes (gramos)

La diferencia de peso entre el peso inicial de los sustratos equivale
porcentualmente a una reduccion del sustrato del 18% en promedio con +1.73 de

desviacion estandar (Figura 7), lo que representa un avance en el manejo y degradacion
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de las colillas, considerando que éstas son desechadas incontroladamente y que su

degradacién en el ambiente es lenta (Kathleen, 2000).

REDUCCION DE PESO DEL SUSTRATO (%)

17.99 18.81 18.95
+1.51 +1.95 +1.81
100% 75% Colillas 50% Colillas 100% Paja
Colillas 25% Paja 50% Paja

Figura 7. Porcentaje de reduccion de peso por tratamiento

En este trabajo se observé que la especificidad del sustrato no fue determinante ni
en el desarrollo del crecimiento de P. ostreatus ni en el proceso de degradacién, lo que

permite considerar adecuado al tratamiento del sustrato con 100% colillas.

8.4 Microscopia electronica de barrido del sustrato.

Se tomaron fotografias en microscopia electronica de barrido (MEB) a 500X para
conocer la apariencia estructural del acetato de celulosa pre y post tratamiento de 100%
de colillas, en que se cultivaron las dos cepas. En cuanto a la apariencia general del
acetato de celulosa, se puede observar que éste es fibroso, cada fibra en forma de
triplete, con espacios entre ellas. Fazaeli et al., en 2003 mencionan que P. ostreatus
puede cambiar la composicidon quimica estructural del sustrato en que crece, reduciendo
las fracciones fibra detergente neutro, fibra detergente acido, celulosa y hemicelulosa.
Para confirmar esta aseveracion se realizaron observaciones en el microscopio de barrido
en las que se observa el acetato de celulosa sin tratamiento y el acetato de celulosa

después de 70 dias de tratamiento con los hongos (Figura 8).
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Figura 8. Fibras de acetato de celulosa a los 70 dias de tratamiento,
donde A: Sin tratamiento; B: cultivo de Pleurotus ostreatus y
C: cultivo de Trametes versicolor

Abajo: Ampliacion del resultado del cultivo de P. ostreatus

Se observa que la apariencia del acetato de celulosa es afectada de alguna
manera en el cultivo con P. ostreatus, en tanto que no es afectada en el cultivo de T.
versicolor (no hubo fructificacién, sélo crecimiento de micelio). Hay que considerar que la
degradaciéon enzimatica es afectada significativamente por los rasgos estructurales de los
materiales celuldsicos (Haigler & Weimer, 1991), por tanto es necesario el estudio

avanzado de rasgos estructurales de las colillas.

En este experimento, el acetato de celulosa después del cultivo podria ser
estudiado para medir el tiempo de degradacion completa en el ambiente, esto permitiria
conocer el tiempo que tardaria una colilla en degradarse después de un tratamiento
primario; al resolver esta pregunta, y de contestarse con una reduccion significativa en el
tiempo de degradacién, podria proponerse la instalacion de una planta de tratamiento

para las colillas. El cultivo de P. ostreatus, es actualmente un procedimiento accesible y
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econdmico, que so6lo requiere contar con las condiciones basicas de invernadero.
Profundizando aun mas en esta problematica, se podrian utilizar las colillas inoculadas
como un vehiculo para introducirlas en rellenos sanitarios y facilitar la degradacion de la

materia organica, ayudando a la vez a la restauracion de esos sitios.
8.5 Fructificacion de Pleurotus ostreatus.

Las fructificaciones de P. ostreatus se manifestaron en todos los tratamientos a los
25 dias en promedio, periodo similar a lo sefialado por Sihuanca et al. en 2009, quienes
registran la aparicion de fructificaciones de Pleurotus a los 22 dias en sustrato de paja de

cebada (Figura 9).

Figura 9. Arriba: invasion de micelio a las colillas, a los 8 dias

Abajo: fructificacion de Pleurotus en el sustrato 100% colillas, a los 25 dias

En cuanto al tiempo de formacion de primordios, no hubo diferencias significativas
entre los tratamientos +1.96 de desviacién estandar (ANOVA a=0.05 Probabilidad=0.42),
encontrandose que en promedio, la formacion de primordios ocurrié a los 25 dias de la

inoculacion (Figura 10).
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TIEMPO HASTA LA FORMACION
DE PRIMORDIOS (dias)

30
25 - ! R 100% Colillas
20 — 1,95 .04 “75% Colillas - 25% Paja
s “50% Colillas - 50% Paja
“1100% Paja
10
5
0

Figura 10. Tiempo que llevé la formacion de

primordios en los diferentes tratamientos

Entre los tratamientos no existen diferencias significativas, lo que indica que P.
ostreatus puede ser cultivado en 100% colillas sin necesidad de utilizar paja de trigo, sin
embargo, no se descarta la posibilidad de hacer mezclas con otros residuos
lignoceluldsicos. Es bastante larga la lista de materiales que se pueden emplear como
sustrato basico para la produccion de P. ostreatus (Diwakar, 1989; Kerem et al., 1992;
Hincapié, 1993; Jwanny et al., 1995, y muchos mas). Aproximadamente el 40% de los
residuos de las ciudades son materiales celuldsicos o lighocelulésicos, que en su mayoria

no reciben tratamiento (Osorio, 2007).

La capacidad de crecimiento de Pleurotus ostreatus en colillas, indica que este
hongo tiene las condiciones para crecer y degradar estos residuos. En todas las unidades
experimentales invadio totalmente el sustrato, lo que permite considerar utilizarlas en su
propia degradacion sin usar paja y/o el mezclar colillas con otros residuos urbanos, como
por ejemplo panales desechables. Delfin & Duran (2003) obtuvieron crecimiento micelial y
primordios en desechos de pafales desechables y pasto de poda, concluyendo que se
pueden obtener mejores resultados con la adicion de algun nutriente y/o determinar
mezclas de sustratos de manera especifica para la degradacion de estos residuos solidos
(Figura 11).
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Figura 11. Crecimiento miceliar y fructificaciones en sustratos con contenidos

de panales desechables y pasto de poda (fuente Delfin & Duran, 2003)

Con estos antecedentes podemos corroborar que P. ostreatus tiene la capacidad
de invadir diferentes sustratos con contenidos de celulosa. Entre las limitaciones de la
degradacién por los hongos, se encuentran el grado final de degradacion y el tiempo
requerido para alcanzarlo. En el analisis de varianza (x=0.05 Probabilidad=0.332) de la
eficiencia bioldgica de P. ostreatus se encontré que no hay diferencias significativas entre
los tratamientos con un promedio de 44.81% y con £19.95 de desviacion estandar (Figura
12).

EFICIENCIA BIOLOGICA (%)

=14.65

£15.06 =20.17 +20.93

51.69
100% 75% Colillas  50% Colillas 100%
Colillas 25% Paja 50% Paja Paja

Figura 12. Eficiencia bioldgica de los diferentes tratamientos

Se observa que el grupo control tiene mayores valores de EB seguido del
tratamiento A, lo que significa que la composicion 100% filtros es adecuada para el

crecimiento del hongo.
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En un total de la biomasa generada (cuerpos fructiferos) por las dos cosechas se

obtuvo un promedio de 14.72g por cada 50g de sustrato humedo (Figura 13).

BIOMASA GENERADA EN EL CULTIVO DE P. ostreatus

(Gramos)
TRATAMIENTOS 1RA COSECHA 2DA COSECHA TOTAL
A: 100% colillas 10.05 +3.08 5.26 + 0.97 15.31 £ 4.05
B: 75% colillas - 25% Paja 8.85 +3.16 5.28 + 0.97 1413 £ 4.13
C: 50% Colillas — 50% Paja 7.88 + 4.24 4.65 + 0.97 12.53 + 5.21
CONTROL: 100% Paja 11.36 £ 5.46 5.55 +0.82 16.91 £ 6.28

Figura 13. Biomasa generada a partir de 50g sustrato (peso humedo)

El grupo control fue el que mas biomasa generé: 11g por cada 50g de sustrato,

seguido del tratamiento A que gener6 10g por cada 50g de sustrato. Lo anterior confirma

que el sustrato con 100% colillas no se diferencia significativamente del sustrato en que

comunmente se cultiva P. ostreatus. Se puede suponer que con la estandarizacion de

este tratamiento se puede llegar a una buena produccion de biomasa a partir de residuos

solidos del cigarrillo (Figura 14).
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PESO DE LA BIOMASA DE LA
PRIMERA COSECHA

J
10,05 =3.08
8385 =3.18
7,88 =424
11,36 545

Figura 14. Biomasa generada en la primera cosecha
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En el total de biomasa obtenida de la primera cosecha se registré6 un promedio de
9.54g con +3.98 de desviacién estandar (ANOVA a=0.05 Probabilidad=0.167). De la
segunda cosecha se obtuvo un peso de biomasa que en promedio fue de 5.18 g con
10.95 de desviacién estandar. En el analisis de varianza no se encontraron diferencias

significativas entre los tratamientos (Figura 15).

PESO DE LA BIOMASA DE
LA SEGUNDA COSECHA
7,00
6,00 -
5,00 o e S— (— S—
B =5 1 L =
& a0 ! ~ N
& 3,00 \ ‘
2,00 |
1,00 l
0,00
i 100% Colillas 5,26 =0.97
i 75% Colillas - 25% Paja 5,28 =1.04
1 50% Colillas - 50% Paja 4,65 =0.97
. 100% Paja 5,55 =0.82

Figura 15. Biomasa generada en la segunda cosecha

En cuanto al tiempo hasta la primera cosecha no existieron diferencias
significativas registrandose un promedio de 25 dias con +1.96 de desviacion estandar
(ANOVA 0=0.05 Probabilidad=0.042). De igual manera, el tiempo hasta la segunda
cosecha fue en promedio de 32 dias con +1.25 de desviacion estandar. No se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. Y finalmente, el tiempo hasta
el final del ciclo del cultivo fue de 70 dias, sin que hubiera diferencias significativas entre

los tratamientos.

Se considerd importante tomar nota del olor y color de los cuerpos fructiferos, ya
que un estudio previo de Ferrera et al. ( 2008) describe los cuerpos fructiferos crecidos en
suelos adicionados con petroleo crudo ligero, resaltando que se obtuvieron coloraciones

mas oscuras que la tipica coloracion de la cepa (Figura 16).
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Figura 16. Fructificaciones obtenidas por Ferrera en suelos adicionados

con petréleo crudo ligero. Izquierda: cultivo de P. ostreatus sin petréleo.

Derecha: cultivo de P. ostreatus con petroleo crudo ligero

En este experimento son de resaltar las diferencias en la morfologia del grupo
control en comparacion con el tratamiento 100% colillas, en este ultimo se observa una
coloracion café oscura de las fructificaciones, en comparacion con el tipico color claro de
la cepa cultivada en paja de trigo (grupo control). Estos resultados son similares a los de
Ferrera aunque para considerar que las coloraciones obtenidas en este experimento se
deban a la acumulacion de sustancias toxicas y/o al colorante del papel que cubre las
colillas sera necesario realizar estudios que ayuden a determinar estas aseveraciones
(Figura 17).
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Figura 17. A: fructificaciones de P. ostreatus en el grupo control

B y C fructificaciones en el sustrato 100% colillas

El hecho de obtener carpéforos a partir de estos sustratos no determina la
viabilidad comestible de ellos, surge por ello la necesidad de investigaciones que aborden

la toxicidad de los carpoforos.

Sin embargo el crecimiento miceliar de los hongos en las colillas sugiere una ruta
de biorremediacion de suelos, por ejemplo, se ha demostrado la viabilidad de
tratamientos, en condiciones naturales, depositando in6culos de estirpes miceliales en el
suelo y constatando la efectividad de los mismos al obtener reducciones de hasta el 40%

para diferentes moléculas de hidrocarburos aromaticos policiclicos (Martin et al., 2004).
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Los cuerpos fructiferos se compararon y clasificaron segun Sihuanca (2009), quien
ordena el tamafio de los cuerpos fructiferos. En este trabajo, todos los pileos
correspondieron a la clasificacion G2, a excepcién del grupo control que se clasifico en la
categoria G4. No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos para
producir pileos (Figura 18), registrandose un promedio de 5.71cm de diametro con £1.55
de desviacion estandar (ANOVA a=0.05 Probabilidad=0.240).

DIAMETRO DEL PILEO (centimetros)

=141

=2.05
=150 =124

6,50

100% Colillas ~ 75% Colilias 50% Colillas 100% Paja
25% Paja 50% Paja

Figura 18. Diferentes diametros del pileo resultantes de los tratamientos

Un resultado no esperado fue la formacién de primordios de P. ostreatus en una
sola colilla (Figura 19). Para el crecimiento de este hongo se requieren 17
microelementos, entre los cuales, los mas relevantes son: 1% de nitrdgeno del peso del
sustrato humedo; fésforo, potasio, azufre y magnesio; ademas, requiere en proporciones
menores calcio, hierro, zinc, cobre, molibdeno y manganeso (Arenas, 1992). Por lo que es
de importancia conocer la presencia atomica de los elementos presentes en las colillas,

para lograr una estandarizacion del sustrato.
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Figura 19. Fructificaciones de P. ostreatus en una sola colilla de cigarrillo

8.6 Analisis del lixiviado.

Se realizé un bioensayo para conocer la capacidad de P. ostreatus de crecer en el
lixiviado de colillas. Adicionalmente se hizo una cromatografia de gases que reveld la
presencia de sustancias que son trasladadas al agua cuando entra en contacto con las

colillas, las mas sobresalientes fueron: benceno, azabencenoazina y acido butirico.

Pleurotus ostreatus registrd crecimiento positivo e invadioé totalmente el sustrato
liquido a los 13 dias de haberse inoculado bajo las condiciones de incubacion descritas

por Sanchez & Royse en 2002 (Figura 20).
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Figura 20. A: Lixiviado generado por el contacto del agua con colillas

B y C: Invasion del micelio de P. ostreatus en el lixiviado a los 13 dias de la inoculacién

Los resultados anteriores muestran que P. ostreatus puede desarrollarse en el
lixiviado resultante del tratamiento de las colillas, lo que abre otras expectativas para el
tratamiento al suponerse que es posible degradar sustancias confinadas en el filtro de los
cigarrillos, es decir, no s6lo degradar el residuo sdlido, sino residuos quimicos que fueron
absorbidos por el filtro al ser fumado (moléculas téxicas y contaminantes). Lo que
conduce a considerar la posibilidad de hacer estudios de la presencia y concentracion
especificas de sustancias toxicas presentes en el agua que entra en contacto con las
colillas. La cromatografia de gases revel6 la presencia del benceno en el lixiviado antes

del cultivo (Figura 21).

Name: Benzene, 1,3bis(3phenowyphency)-
100 Formula: CagH2204

MW 446 CASH: 2455-71-2 NISTéh: 107043 [D#: 189701 DEB: mainlib
Other DBs: TSCA, NIH, EINECS

Conlibutor. N-W. Davies, Centr. Sci. Lab., Univ. Tasmania, Hobart, Australia
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0. 0. 0. 0 5 1-Phenosy-3{3-(3-phenasyphenosylphenosylbenzene #
& Polyphenyl ether
O O O 7 mPobyphenyl ether
Estimated non-polat retention index [n-alkane scalel:
Value: 3731 u
Confidence interval (Ethers): 68(50%) 233(35%) iu
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Figura 21. Molécula de benceno identificada en la cromatografia

de gases antes del cultivo en el lixiviado de colillas
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El benceno es un compuesto toxico que puede absorberse a través de la piel, por
inhalacion ocasiona vértigo, somnolencia, dolor de cabeza, nauseas, jadeo, convulsiones
y pérdida del conocimiento, puede ser carcinébgena para los seres humanos. Otra
sustancia contaminante que se identificé en la cromatografia de gases fue la nicotina
(Figura 22), en ocasiones mencionada como “piridina”. Esta sustancia provoca por
inhalacion: vértigo, dolor de cabeza, nauseas, jadeo y pérdida del conocimiento, ademas
se describe como peligrosa para el ambiente poniendo especial atencién a los organismos
acuaticos (IPCS, 1991).

Name: Pyiidine, 3-{1-methy-2-pyrrolidingl), (5} ~
o~ 84 Fomula: C1pH14N2
MWW 162 CASH: 54-11-5 NIST#: 125772 ID#: 10585 DB: replib
Other DBs: Fine, TSCA, RTECS, EPA, HODOC, NIH, EINECS. IRDB
Contrbutor: Sigma Chemical Company
10 largest peaks
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Figura 22. Molécula de nicotina encontrada por cromatografia

de gases antes del cultivo en el lixiviado de colillas

Otra sustancia identificada en el lixiviado fue el &cido butirico (figura 23). Se trata
de una sustancia moderadamente acida que se puede absorber por inhalacion del vapor.
Provoca tos, dificultad respiratoria, jadeo y dolor de garganta. La sustancia es nociva para

los organismos acuaticos (IPCS 1991).
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Name: Butancic acid ~
Formula: C4Hg02
Mw: 88 CASH: 107-92-6 NIST#: 19503 ID#: 6708 DE: replib
Other DEs: Fine, TSCA, RTECS, EP4, HODOC, NIH, EINECS, IRDE
10 largest peaks.
60933| 73300| 41168| 27164 42180]
43148 45129] 29 93| 39 80| 55 55|
Synonyms:
1 Butyric acid

1004

2n-Butanoic acid

3nButyiic acid

4 Ethylacetic acid

0 5 Propylformic acid

| | 6.1-Butyric acid
7.1-Propanecarboxylic acid

P o Y W 8nL3H7C00H

OH 3 Propanecarborylic acid

10 Butanic acid

11 Bultersaeure

12IMET 3393

13Kyselina maselna

14UN 2820

504

Esstimated non-polar retention index [n-alkane scale]
Value: 775 iu
Confidence interval (Carboxylic acids): 51(50%) 220(35%) iu

73
Retention index.

1. Value: 780 iu

Column Type: Capillary

Column Class: Standard non-polar
P Active Phase: DB-1

Column Length: 60 m
Carrier Gas: He
Colurnn Diameter: 0.32 mm
55| Phase Thickness: 1 um
88 Data Type: Linear RI
s g J i Program Type: Complex

™ Description: 35C(Smin) =>10C/min =>45C (Smin) =>5C/min => 250C (10min)
30 B 90 120 150 180 210 240 270 300 330 3O 390 420 450 Seunrs: Plars B R -Imhof M - Taiher M - Mlivier Racsst | Nickribution ¥
(replib) Butanoic acid <

Figura 23. Molécula del acido butirico encontrada por la cromatografia

de gases antes del cultivo en el lixiviado de colilas

Seria conveniente investigar en estudios posteriores cuales son las moléculas
presentes pre y post tratamiento, asi como su degradacion y la formacion de sustancias
mas simples, posiblemente toxicas. Las enzimas pudieron haber degradado algunas de
las moléculas presentes en los filtros de cigarrillos ya que los hongos basidiomicetos
tienen la capacidad de degradar la lignina, un polimero heterogéneo refractario a la
despolimerizacion. Las enzimas de las especies ensayadas rompen las moléculas de
lignina, lo que al eliminar dicha barrera quimica posibilita el acceso de enzimas
especificas a los polisacaridos de la madera que constituyen una importante fuente de
energia. La peculiar irregularidad de la estructura del polimero de lignina, hace que estas
enzimas se caractericen por unos mecanismos de accién no especificos que oxidan los

anillos aromaticos constitutivos de dicho polimero.

Davila & Vazquez-Duhalt en 2006, concluyen que las enzimas de los hongos son
catalizadores poco especificos y que son capaces de oxidar una gran diversidad de
compuestos orgdnicos con estructuras quimicas diversas; Gonzélez et al., en 2005,
reportan a Pleurotus ostreatus como degradador del insecticida carbaryl (metil-carbamato)
en cultivo liquido y solido; Rodriguez reporta en 2005, a Pleurotus ostreatus como un
organismo eficaz para remover metales pesados, entre ellos plomo, cadmio, cobre y

cobalto.
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Conociendo estos antecedentes de P. osfreatus puede pensarse que algunas
moléculas pudieran haber sido mineralizadas por la accién de las enzimas. La
mineralizacion de un compuesto implica su alteracion estructural y la formacién de
intermediarios metabdlicos que pueden servir de elementos estructurales de la célula o de
combustible al oxidarse. Los intermediarios pueden convertirse en distintos compuestos
organicos antes de su combustién final. En el proceso de transformacién de un
compuesto en otro, la molécula puede sufrir la pérdida de uno o mas de sus elementos

estructurales o s6lo una mera reordenacién de sus atomos (Martin et al., 2004).

Por tanto es necesario un analisis completo del lixiviado para determinar su
composicion y saber qué sustancias especificas son degradadas por las enzimas y
realizar analisis para conocer la induccién de las enzimas por la presencia de estas
moléculas en el método utilizado en este experimento, por ejemplo, el tratamiento del
antraceno ha permitido determinar cdmo se produce la apertura del anillo aromatico por

hongos basidiomicetos (Hammel, 1991).

La técnica de tratamiento utilizada en este experimento, requiere estudios
adicionales para conocer con mayor profundidad los mecanismos bioldgicos responsables

de la degradacion de los componentes de los filtros de cigarrillo.

35



9. Conclusiones

A partir de los resultados podemos concluir que los micelios de ambos hongos
resultan ser eficientes degradadores de las colillas de cigarrillo, logrando una
descomposicion parcial de estos residuos que se manifiesta como un cambio en la
apariencia de los filtros. Es de resaltarse que P. ostreatus es un degradador mas eficiente

que T. versicolor.

Con P. ostreatus no existen diferencias significativas entre las mezclas de sustrato,
para la produccion de biomasa y para la reduccion de la masa de sustrato, cualquiera de

las mezclas puede ser utilizada para la degradacion de las colillas.

Adicionalmente conviene considerar que en promedio se generaron 7 g de
biomasa (hongos comestibles) por 50 g de sustrato humedo. Pleurotus ostreatus tuvo la
capacidad de desarrollar micelio, invadiendo totalmente la superficie del lixiviado

resultante del contacto de las colillas con el agua.

La utilizacion de contenedores especificos para el desecho de los filtros de
cigarrillo, disminuye la contaminacion de suelos y aguas superficiales y podria contribuir a

promover la educacion ambiental indispensable en la poblaciéon de fumadores.

En general se puede concluir que es posible obtener multiples beneficios utilizando
los hongos Pleurotus ostreatus y Trametes versicolor para el tratamiento de los residuos
solidos del cigarrillo. Este estudio es un modelo funcional para el manejo de los residuos
sélidos del cigarrillo y surge como linea de investigacion nueva y con posibilidad de
estudios futuros acerca de estos residuos contaminantes, ya que en los ultimos afios se
ha producido un avance importante en el conocimiento de los hongos basidiomicetos y su

aplicacion en procesos relacionados con la degradacion.
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