Pontificia Universidad

@] JAVERIANA

Colombia

DEGRADACION DE COLILLAS DE CIGARRILLO POR MEDIO DE UN
PROCESO SECUENCIAL FISICO-BIOLOGICO.

Estudiantes
Laura Alejandra Londofio Florez.

Maria Antonia Urrea Montoya.

Director

Luis David Gémez Méndez. M.Sc., Ph.D.

Codirectora

Ivonne Del Socorro Gutiérrez Rojas. M.Sc., Ph.D.

Trabajo de grado.

Microbiologia Industrial.

Facultad de Ciencias
Departamento de Microbiologia
Pontificia Universidad Javeriana

Bogot4, D.C. 2021.



DEGRADACION DE COLILLAS DE CIGARRILLO POR MEDIO DE UN
PROCESO SECUENCIAL FISICO-BIOLOGICO.

Luis David Gomez Méndez. M.Sc., Ph.D.
Director

I’ ‘l . "\*‘/'/
—t—1 A
bt \ .
b'u‘«‘w\‘ u‘u‘“‘\(é

Ivonne Del Socorro Gutiérrez Rojas. M.Sc., Ph.D.
Codirectora

Yo ivena %d@zz)

Maria Ximena Rodriguez Bocanegra. Ph.D.
Jurado

Facultad de Ciencias
Departamento de Microbiologia
Pontificia Universidad Javeriana

Bogot4, D.C. 2021.



NOTA DE ADVERTENCIA

“La universidad no se hace responsable por los conceptos emitidos por sus alumnos en sus
trabajos de tesis. Solo velara porque no se publique nada contrario al dogma y a la moral
catdlicay por qué las tesis no contengan ataques personales contra persona alguna, antes bien

se vea en ellas el anhelo de buscar la verdad y la justicia”.

Articulo 23 de la Resolucion No 13 de Julio de 1996



AGRADECIMIENTOS

A Dios porque sin El no hubiésemos llegado hasta aqui.

A nuestros padres y familiares por ser un apoyo incondicional y nuestra motivacion para
cumplir cada uno de los objetivos planteados, por ayudarnos a crecer y llegar hasta este punto,

por guiarnos en cada paso que damos.

A Sebastian Rondon y Diego Ronddn por su paciencia, ayuda y conocimientos que aportaron

a la realizacion de esta investigacion.

A David Gomez por su paciencia durante el proceso, por confiar en nosotras y brindarnos la

oportunidad de realizar este proyecto bajo su supervisién y ensefianza diaria.

A cada uno de los profesores que estuvieron dispuestos a colaborarnos con cada espacio,
equipo o técnica que requeria algin tipo de ensefianza y guiarnos para ser excelentes

profesionales.

A la Pontificia Universidad Javeriana y a la Facultad de Ciencias por abrirnos las puertas a

lo que fue nuestro segundo hogar por muchos afos.



Tabla de contenido

L. RESUIMEN L.ttt b et b e n e e b e e e e nneesnreenneas 6
FZ |10 o [0 o{ol [ o BRSSPSR 6
3. MAICO TEOMICO ...ttt ettt bttt se et 8
3.1 Generalidades del CIgarmrillo...........coooiiiiiiiiiiee e 8
3.2 Componentes del CIgarrillo..........c.oooiiiiiiiiiie e 8
3.3 Componentes de la colilla del Cigarrillo..........coooveieiiiiiiiiee 9
3.3.1 Acetato de CelUIOSA. ........cooviieiiiiic e 9
3LBL2 INHCOLING 1.ttt bbbttt ettt bbb e ene e 10
3.3.3 MEtales PESAUOS.......ccvieiieiecie ettt 11
3.3.4 Hidrocarburos aromaticos policiCliCoS..........cccccvveiiiiiiicce e 11
3.4 Degradacion fiSICOQUIMICA........uierieererieiee e 11
3.5 Degradacion DIOIOGICA. .........cceiierieiiiiie e 12
O ] o] 1= {10 USSR 13
5. MaterialeS Y MELOUOS. ........cccveiiiiiiiieie et 13
5.1 RecolecCion de MUESEIAS. ....c.coveieiierieiiiiisieeeie et 13
4.2 Caracterizacion preliminar de las colillas de cigarrillo. .........ccccocevviiiinnnnne 13
4.2.1 Determinacion del peso inicial de las colillas de cigarrillo ..............c........ 13

4.2.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). .................. 14
4.2.3 Analisis macroscopico de las colillas. ..o 14

5.3 Pretratamiento de degradacion de colillas de cigarrillo en exposicion a luz
ultravioleta (FOOLISIS). ....cciiieiieiicc e 14

5.4 Reactivacion de Pleurotus ostreatus y Phanerochaete sp. provenientes de la
Coleccion de Microorganismos de la Pontificia Universidad Javeriana (CMPUJ)

............................................................................................................................ 14

5.5 Crecimiento de Pleurotus ostreatus y Phanerochaete sp. en agar M9 + Colilla.
............................................................................................................................ 15
6. ReSUItados Y diSCUSION. .....c.ccouiiiiiiiciecie sttt re e 16
6.1 Caracterizacion preliminar de las colillas de cigarrillo. ........c.ccccccoveviiieiieennnn, 17
6.2 Crecimiento de Pleurotus ostreatus y Phanerochaete sp. en agar M9+CC. ..... 18
6.3 Microscopia electronica de barrido (SEM) ......cccooeiiiiiiiiniec s 22



10.

6.4 Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR) ......ccccoveviivevinennne, 23

CONCIUSTONES. ..ottt sttt et e e st et st e steebeeneenreenteenee e 26
RECOMENAACIONES .....o.vieiieiiie ittt sre et e enee e 28
BIDHOGrafia .....ocveieeeece s 29
AANEXOS ...ttt E e Rt b r e nne e 34



1. Resumen

En Colombia y el mundo se desechan diariamente colillas de cigarrillo que representan un
impacto negativo para el ambiente por la acumulacion de sustancias tdxicas. Cada vez
aumenta su consumo, por ello en busca de alternativas para dar solucion a este problema, se
realizd este trabajo para investigar la capacidad de Pleurotus ostreatus y Phanerochaete sp.
en degradar estos contaminantes. Para ello, se recolectaron colillas de cigarrillo en la
Pontificia Universidad Javeriana, se realiz6 su respectiva caracterizacion en cuanto a peso,
morfologia y grupo quimicos funcionales. Seguido a esto, se sometieron a un tratamiento con
fotolisis (UV-C) para luego, analizar nuevamente todos los parametros mencionados
anteriormente e identificar posibles cambios, entre los cuales se obtuvo que la disminucion
de peso después de la fotdlisis fue significativa. Una vez obtenidos estos datos, se realizo el
tratamiento bioldgico usando las colillas trozadas en un medio compuesto por sales, en el
cual se inocularon Pleurotus ostreatus y Phanerochaete sp., respectivamente, para evaluar
su crecimiento. Se realiz6 seguimiento al crecimiento de los hongos durante 30 dias tomando
mediciones de su crecimiento radial, obteniendo que P. ostreatus presentd mayor crecimiento
(90 mm) a comparacion de Phanerochaete sp. (75.9 mm). Finalmente se determinaron los
mismos parametros iniciales en los que se observo, a través de microscopica electronica de
barrido (SEM), colonizacion de las colillas de cigarrillo y la adherencia de las hifas a ésta.
Por otro lado, respecto a los grupos funcionales identificados por espectroscopia infrarroja
con transformada de Fourier (FTIR), se evidenci6 la aparicion de a alcoholes y la disminucién

de carbonilos asociados al acetato de celulosa.

2. Introduccidén

El consumo de cigarrillo es una problematica debido a que sus componentes afectan a todas
las formas de vida ya que retienen compuestos que son altamente toxicos (1), a su vez por el
consumo de estos el medio ambiente se ve directamente afectado desde su produccion hasta

su desecho final.



El cigarrillo esta dividido en la columna de tabaco y la zona de filtracion y el papel que lo
envuelve, el cual después de su consumo queda convertido en lo que se conoce como “colilla
de cigarrillo” (CC) esta contiene tres partes principales, las cuales son el filtro, constituido
por fibra de acetato de celulosa, metales como Cd, Fe, As, Ni, Cu, Zn'y Mn, nicotina, tabaco
sin quemar, alquitran, arsénico, plomo, hidrocarburos poliaromaticos y ceniza, los cuales se
reconocen como materiales de dificil degradacion en el medio ambiente (2); el papel que lo
envuelve, y el tabaco que queda alli después de ser quemado (3). Debido a estos
componentes, las CC hacen parte de los residuos solidos no aprovechables (4). Estos residuos
generalmente son desechados incorrectamente por los consumidores ya que suelen arrojarse
al suelo, generando dafios en cuerpos de agua y suelos, considerando que el tiempo estimado
de degradacion es de aproximadamente entre 7 y 10 afios (5).

Se estima que en el mundo hay 1°337.000 millones de consumidores de tabaco (6), generando
cerca de 4.5 billones de CC en el mundo (7). Se calcula que en Bogota se generan al afio,
cerca de 315 toneladas de residuos de CC de las cuales el 60 % de estas son desechadas a las

calles, terminando asi en rios, humedales y otros cuerpos de agua (8, 9).

En bdsqueda de la solucidn a esta problematica se han desarrollado estudios que demuestran
la ventaja de implementar tratamiento con luz UV (fotdlisis) para promover la degradacion
de materiales como polimeros contaminantes provocando la ruptura de cadenas poliméricas,
ocasionando la produccion de radicales libres y reduciendo el peso molecular de la misma
(10).

Asimismo, segun estudios realizados en la Universidad Nacional Auténoma de México (11)
y Maadani et al. (2020) (12), los hongos de podredumbre blanca son conocidos por su
capacidad en degradar compuestos organicos complejos de manera efectiva. Debido a
sistemas enzimaticos no especificos (13) estos hongos, durante su metabolismo secundario,
en limitacion de recursos de carbono y nitrgeno, secretan enzimas extracelulares, las cuales

pueden estar involucradas en procesos de degradacion (14,15,16).

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, la siguiente investigacion se enfoco en buscar

estrategias secuenciales fisicoquimicas por medio de la fotodegradacion mediante luz UV y



microbiologicas con la ayuda de los hongos Pleurotus ostreatus y Phanerochaete sp.

provocando la aceleracion en la degradacion de las colillas de cigarrillo.
3. Marco teorico
3.1 Generalidades del cigarrillo

El cigarrillo es basicamente un cilindro pequefio y delgado que consta de tres partes basicas:
la columna de tabaco, el filtro y el papel que lo envuelve (17); el cual estd hecho de tabaco
producto procesado a partir de las hojas de Nicotiana tabacum (18), cuyo componente activo
es la nicotina y también posee otros compuestos como el alquitran, formado por varios
agentes quimicos. Ademas de estos, son varias las sustancias presentes en el humo
desprendido, como los hidrocarburos arométicos policiclicos, las nitrosaminas aldehidos
(formaldehido, acetaldehido), compuestos organicos y compuestos inorganicos (arsénico,

niquel, plomo, entre otros) (19).

» Filter area

Tobacco stick

(a) (b)

Figura 1. (a) Partes que constituyen el cigarrillo. (b) Parte del filtro de la colilla de
cigarrillo compuesta por acetato de celulosa. Fuente: Rahman MT, 2021 (17).

3.2 Componentes del cigarrillo

El cigarrillo cuenta con diferentes componentes en su interior; en el cilindro que lo

compone estan los alcaloides, fenoles, acidos organicos, sacaridos entre otros, uno de sus
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componentes mas importantes son la nicotina y los alcaloides, dichos componentes son
precursores de las nitrosaminas, las cuales son precursores especificos del tabaco,
también uno de sus como componentes adicionales que se encuentran en los cigarrillos
estd el azlcar y otros humectantes (20, 21). Adicional a esto en el area del filtro de
cigarrillo se encuentra uno de los materiales que esta en mayor cantidad y es el acetato
de celulosa, este se encuentra constituyendo el filtro del cigarrillo, cuya funcidn principal
es retener el alquitran y los demés productos perjudiciales para los pulmones de los

fumadores, que se producen en la combustion del cigarrillo (17).

3.3 Componentes de las colillas de cigarrillo (CC)

3.3.1 Acetato de celulosa

El acetato de celulosa (AC) es el componente que se encuentra en mayor cantidad en el filtro
de cigarrillo, este un polimero de glucosa que se obtiene a partir de la madera bloqueando los
grupos hidroxilo de la celulosa con grupos acetato, esterificado con &cido acético (22); en
este proceso se realiza una extraccion de celulosa de la materia prima y seguido a esto se
realiza una acetilacion de ésta utilizando &cido sulfdrico como catalizador, (figura 2) (23).
La estructura monomérica del AC esta constituida por moléculas de glucosa unidas por un
enlace éter (enlaces glucosidos B 1-4) y los grupos hidroxilo de la glucosa anhidra son

reemplazadas por grupos acetilo en la posicién 2, 3y 6.

(CH,C0),0
,50,/Ice bath| ~

H dn

H:O/ Cellulose acetate (DS 3.0)

~ Acetic acid

L~ Celluloseacetate (DS 2.5) -
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Figura 2. Reaccion quimica para la formacion de acetato de celulosa. Fuente: Heinze T.
2004. (24)

Se caracteriza por ser un termoplastico debido a que es ramificado de alto peso molecular en
comparacion con el material inorganico y posee mas propiedades fisicoquimicas (25), entre
esas estan que su consistencia es dura, brillante, incoloro, transparente, estable a los rayos
UV vy se utiliza para hacer gran variedad de productos de consumo como textiles, peliculas
de pléstico, explosivos adhesivos, entre otros (26).

Por otro lado, los filtros de AC tardan entre 7 y 10 afios aproximadamente en ser degradados
(27), dependiendo de las condiciones ambientales, tiempo en el cual van liberando las
sustancias toxicas retenidas. Lo anterior explica la importancia de generar mayor conciencia
respecto a las rutas de degradacion de este componente, surgiendo la necesidad de dar una

salida viable a los productos residuales, de manera que pueda reducirse el impacto ambiental.
3.3.2 Nicotina

La nicotina es un alcaloide vegetal toxico, el cual estd clasificado como contaminante
emergente importante y es extraida de la planta de tabaco. Esta es una 3-(1-metilpirrolidin-
2-il) piridina, su formula molecular es C10H14N2 (29). La nicotina es el principal alcaloide del
tabaco, estas varian entre 10-20 mg por gramo en un cigarrillo (30). Esta cumple un papel
como insecticida fitogénico, agente teratogénico, neurotoxina y farmaco ansiolito (30). El
consumo de tabaco ha resultado en una contaminacion generalizada de nicotina en aguas

superficiales, aguas residuales y agua mineral embotellada (31y 32).
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Figura 3. Estructura quimica de la nicotina. Tomado de:National Center for Biotechnology

Information (30).

3.3.3 Metales pesados

Los metales pesados se encuentran como metales puros o metales asociados unidos
quimicamente a otros elementos o se pueden presentar como metales asociados naturalmente
en las CC.

Es posible encontrarlos en las hojas del tabaco debido a que algunos fungicidas y pesticidas
contienen metales pesados o de transicion que son toxicos o también son particulas que se
pueden presentar en el aire (28). Segun Moerman y Potts, el hierro, el manganeso, estroncio,
aluminio, plomo y cobre son los principales metales que se lixivian en 24 horas y cada uno

de estos metales pueden llegar a presentar entre 3, 9 y 38.1 kg por afio en todo el mundo (33).

3.3.4 Hidrocarburos aroméaticos policiclicos
Segun Dobaradaran et al. (2020), las CC contienen altas concentraciones de hidrocarburos
aromaticos policiclicos como el naftaleno y el fluoreno que se encuentran en altos niveles y

otros como indeno, pireno, dibenz y antraceno, en bajos niveles (34, 35).
3.4 Degradacion fisicogquimica

La fotolisis es una reaccion quimica que se produce cuando se inician los mecanismos de
radicales libres cuando se hace contacto entre el compuesto y los fotones que tienen niveles
de energia suficientemente altos (36). Es un mecanismo muy comun para degradar el acetato
de celulosay otros polimeros, este se degrada foto-quimicamente por longitudes de onda UV
inferiores a 280 nm. Esta degradacion se da al desencadenar una ruptura en las cadenas
principales del polimero, debido a la reaccion fotoquimica generada. En la fotorreaccién los
enlaces saturados absorben la luz con longitudes de onda por debajo de 200 nm, a diferencia
de los grupos carbonilos que tienen sus valores maximos de absorcion entre 200 nm y 300
nm (37-38). La degradacion estructural de ciertos polimeros puede conducir a la pérdida de

propiedades mecanicas o aparicion de productos volatiles como CO, CO2 o agua (39).
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3.5 Degradacion biologica

Los hongos basidiomicetos como Pleurotus ostreatus y Phanerochaete sp. son degradadores
activos de diversos componentes debido a que poseen un sistema multienzimatico que
cataliza la biodegradacion de materiales constituidos por celulosa, hemicelulosa, lignina,
entre otros. Por esta razon pueden eliminar parcial o totalmente compuestos organicos por
medio de un mecanismo de degradacién en el que se ve involucrada la participacion de
diferentes procesos (40). Se ha experimentado el empleo de estos hongos para la degradacion
de hidrocarburos aromaticos y se ha demostrado el potencial que podrian tener para

minimizar el impacto de la actividad antropogénica (41).

En cuanto a P. ostreatus, este hongo tiene la capacidad de adaptarse facilmente y tiene la
capacidad de utilizar diferentes sustratos para su crecimiento, en especial los lignocelulésicos
gracias a la accion de enzimas que produce. A los hongos del género Phanerochaete sp. se

les reconoce como productores de enzimas celulasas y ligninoliticas (42).

La celulosa se degrada al lograr la hidrolisis completa por la accion de las enzimas
exoglucanasas (celobiohidrolasas, CBH), endoglucanasas (EG) y p-glucosidasas; sin
embargo, para degradar el acetato de celulosa con un DS (grado de sustitucion) alto, se ve
inhibido el efecto celulolitico debido a la presencia de grupos acetilos. Las enzimas que mejor

acttian frente a la hidrdlisis del acetato de celulosa son las endoglucanasas (43).

En estudios previos realizados en la Universidad Nacional Autonoma de México Por Benitez
& Esparza (2007) (13), se investigo la capacidad de Pleurotus ostreatus y Trametes
versicolor para degradar los contaminantes de las CC usando tratamientos de mezclas de
colillas y paja de trigo, inoculados con estas cepas. Se determiné el peso de la biomasa
generada, diametro del crecimiento radial, eficiencia biolégica y reduccion del volumen del
sustrato, asi como caracteristicas fenotipicas. Se lleg6 a la conclusion de que, en el caso de
Pleurotus ostreatus, es posible la degradacion usando Unicamente colillas sin mezclas con
paja y adicional a esto, modificd la composicion del acetato de celulosa. De acuerdo con lo
anterior, Maadani et al. (2020), afirman que Pleurotus ostreatus es mas eficiente que
Trametes versicolor para la degradacién de colillas de cigarrillo, al producir mayor actividad

enzimatica (14).
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Por otro lado, en un estudio realizado por Moriyoshi et al. (2013) (44), en el cual se evalué
el papel de la endo 1,4-B-glucanasa de Neisseria sicca para llevar a cabo la degradacion de
acetato de celulosa, se observd la produccion de &cido acético y azlcares debido a la
desacetilacion y la hidrdlisis, respectivamente, haciendo que el DS disminuyera. Por esta
razon se llegd a concluir que se da una mejor degradacion cuando se utilizan esterasas y

endoglucanasas en conjunto.

Para una degradacion completa y més efectiva se considera apropiado la combinacion de una
degradacion bioldgica sumada a una fotoquimica (45,46), ya que se han realizado diversos
estudios que buscan promover estrategias y teniendo en cuenta estos antecedentes, es
importante seguir investigando qué tan efectivos podrian llegar a ser y el alcance al cual
podrian llegar.

4. Objetivo.

Evaluar el efecto que tiene la fotolisis combinada con tratamiento bioldgico por parte de
Pleurotus ostreatus y Phanerochaete sp., como proceso secuencial para la degradacién de
colillas de cigarrillos.

5. Metodologia

5.1 Recoleccion de muestras de colillas de cigarrillo.

Las colillas de cigarrillo de marca Mustang®, se recolectaron, en bolsas Ziploc® a partir
de diferentes lugares de la Pontificia Universidad Javeriana, para posteriormente
conservarlas en un lugar seco a temperatura ambiente. Se realizaron cortes transversales
usando tijeras para que todas quedaran del mismo tamafio (4 cm aproximadamente), y

luego se realizaron cortes longitudinales para poder apreciar la colilla en su interior.

5.2 Caracterizacion preliminar de las colillas de cigarrillo.

5.2.1 Determinacion del peso inicial de las colillas de cigarrillo.
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Se determind el peso de las colillas seleccionadas para el estudio; estas fueron pesadas usando
una balanza analitica marca OHAUS® de 0.1 mg de resolucion. Cada colilla se peso tres

veces y se determind, promedio, desviacion estdndar y coeficiente de variacion.

5.2.2 Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR)

De la muestra total objeto de este analisis se tomaron dos CC previamente pesadas y se
determinaron los grupos quimicos funcionales a través de espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier (FTIR), empleando un espectrofotometro FITR marca Shimadzu
MIRacle acoplado con un ATR (reflectancia total atenuada) utilizando los parametros
reportados por Gomez-Mendez (2018) (46).

5.2.3 Andlisis macroscopico de las colillas de cigarrillo.

A través de estereoscopio marca OLYMPUS®, se observaron las colillas recolectadas para

conocer su estructura inicial.

5.3 Pretratamiento de degradacion de colillas de cigarrillo a luz ultravioleta
(Fotdlisis).

Al finalizar la caracterizacion inicial de las colillas de cigarrillo, éstas fueron sometidas a
fotodegradacion en una camara de irradiacion UV, la cual estaba dotada de tres lamparas
UV-C de 15W con un rango de longitud de onda UV de 200-280 nm. Las colillas se ubicaron
a una distancia de 12 cm de las lamparas y fueron irradiadas por 96 horas. Consecutivamente
al pretratamiento, se analizaron las mismas variables contempladas en el numeral 4.2, para
asi poder determinar si las CC presentaron alguna modificacién, post-fotolisis, de acuerdo

CON SU peso, a sus caracteristicas estructurales y su composicion quimica.

5.4 Reactivacion de Pleurotus ostreatus y Phanerochaete sp. provenientes de la
Coleccién de Microorganismos de la Pontificia Universidad Javeriana
(CMPUJ).

A partir de una cepa inicial entregada por CMPUJ de P. ostreatus CMPUJH124 y
Phanerochaete sp. CMPUJH123, se sembraron cuatro cajas en medio agar salvado de trigo
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segun Gomez-Méndez (2018) (46) por cada uno de los hongos y se llevaron a incubar las

cajas por 10 dias a 30 °C
5.5 Colonizacion de Pleurotus ostreatus y Phanerochaete sp. en agar M9 + CC.

Se tomaron las cepas de P. ostreatus y Phanerochaete sp. anteriormente reactivadas para
retirar discos de micelio, cada disco se inoculd en el centro de cajas de Petri con agar M9
(25) +colillas trozadas y pretratadas (Anexo 1), se realizaron 15 réplicas de cada hongo. Se
incubaron por 30 dias en el cuarto de hongos de la Pontificia Universidad Javeriana a 25° C.
Se emple6 como control positivo Pleurotus ostreatus y Phanerochaete sp., en agar M9 (25)
+ glucosa 10 % (p/v) incubados a temperatura ambiente durante 30 dias (mismas condiciones

de crecimiento de agar M9 + CC).

5.6 Determinacion de crecimiento radial de P. ostreatus y Phanerochaete sp. en
M9+CC.

Debido a que estos hongos crecen en forma radial, se tomaron 6 medidas (horizontal, vertical
y diagonal) del didmetro de micelio desde el centro de cada disco. Las lecturas se realizaron
por 30 dias.

5.7 Retiro de las CC del medio M9+CC y separacion del micelio Pleurotus ostreatus

y Phanerochaete sp y agar.

Se retiraron las CC de los medios en los cuales habias crecido P. ostreatus y Phanerochaete
sp, para la separacién del micelio y el agar de las CC, en un tubo Falcon™ de agregaron 3
trozos de CC con 50 mL de solucién salina 0.85 % con tween 80 al 0.1 %, seguido a esto se
Ilevé al vortex a una velocidad de 1000 rpm, este procedimiento se llevo a cabo tres veces

consecutivas para lograr la separacion total de estos
5.8 Caracterizacion de las colillas de cigarrillo post tratamiento biologico.

Seguido a la separacion del micelio y el agar de las CC se realizdé FTIR pos-tratamiento
biolégico para asi identificar el cambio. Adicional a esto, se hizo anélisis estructural con
microscopia éptica y electrénica de barrido de las CC colonizadas por Pleurotus ostreatus y

Phanerochaete sp.
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RECOLLECCION DE LAS
COLILLAS DE CIGARRILLO
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Figura 4. Esquema de metodologia realizada.

6. Resultados y discusién

Caracterizacion
Post-fotdlisis

5.1 Caracterizacion preliminar de las colillas de cigarrillo.

5.1.1 Pesaje de las colillas de cigarrillo

Se realiz6 una prueba T-Student (Anexo 2) para evaluar el cambio en la masa de las CC pre
y post fotolisis, el peso antes de la exposicion fue de 0.2920 + 0.0001g, mientras que después
de la exposicion la media fue de 0.2890 + 0.0001g, dado que el valor de p (0.0005) es menor
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que el alfa (0.05), esto quiere decir que si hubo un cambio significativo en el peso de las CC
(figura 5). Segun Alberti et.al. (2021) (47) esto se debe a que el acetato de celulosa se
degrada fotoquimicamente a longitudes de onda ultravioleta inferiores a 280nm, sin embargo,
tiene una fotodegradabilidad limitada debido a la falta de cromoforos para absorber la luz
UV. (48).

A partir de lo anterior, se puede inferir que las CC al estar expuestas a la fotodegradacion
dieron como resultado la transformacion debido a que estos tienen diferentes componentes
asociados que pudieron foto-reaccionar como la nicotina (30) y el acetato de celulosa (47)
que una de sus caracteristicas es la susceptibilidad a la luz UV, como sefiala Chong B et al
(2019) (49) , permitiendo que estos reaccionen a la luz UV-C y permita la descomposicion
de los mismos, lo anterior podria ser verificado a partir del analisis de grupos funcionales en
FTIR, debido a que posterior a la fotolisis se evidencia presencia de grupos hidroxilos
diferentes a la caracterizacion inicial; con lo cual se puede asumir que las CC presentan una

degradacién minima por procesos de irradiacion UV

0.35r .

—~ 0.30F |

9 D00

O

(%))

o)

o 1
0.25-
0.20 Antes Despues

Fotolisis

Figura 5. Prueba T para media de dos muestras emparejadas
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5.1.2 Caracterizacion de cambios estructurales de las colillas de cigarrillo.

Gracias a la observacion en el estereoscopio se pudo determinar que la exposicion a luz UV
gener0 decoloracion de las CC (Figura 6) esto se debe, segin Bhatnagar N. et al. (2016), a
que la fotodegradacion conduce a la division oxidativa del polimero lo cual conlleva al

deterioro y la decoloracion de este (50).

(A)

(B)

Figura 6. (A). Estructura de las colillas marca MUSTANG® antes de la exposicion a luz
UV-C(B). Estructura de las colillas marca MUSTANG® después de la exposicion a luz
UV-C.

5.1 Biodegradacién por medio de Pleurotus ostreatus y Phanerochaete sp.
5.1.1 Crecimiento de Pleurotus ostreatus y Phanerochaete sp. en agar M9 + CC.

En cuanto al crecimiento de los hongos en agar M9 + CC, se registraron los datos del
crecimiento radial (mm) cada tres dias durante 30 dias de tratamiento para realizar el
respectivo seguimiento (Anexo 2), para P. ostreatus y para Phanerochaete sp. (Figura 8).
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Respecto a la caracterizacion macroscépica, P. ostreatus presentd una textura algodonosa,
color blanco - crema, sin presencia de pigmento difusible al medio. En el caso de
Phanerochaete sp., se evidencio una textura correosa también con color blanco - crema,

aplanada, de bordes irregulares y sin pigmentos difusibles al medio (Figura 7)

P. ostreatus logré crecer a partir de las CC como fuente de carbono presente en el medio. Al
observar el crecimiento micelial de P. ostreatus, no se evidencié ninguna interferencia con
el desarrollo del micelio en el medio M9+CC, ni cambios aparentes en el color del micelio.
En cuanto a la morfologia del hongo tampoco se presentaron variaciones ni indices de

contaminacion (Figura 7A).

El répido crecimiento de P. ostreatus en el medio se debe a su sistema enziméatico no
especifico, el cual le da la capacidad a este hongo de crecer en sustratos complejos, ademas
que este hongo se caracteriza por la tolerancia a los metales pesados y estos son un compuesto
de las CC (51).

Respecto a Phanerochaete sp., a pesar de que el crecimiento fue menor en comparacion al
de P. ostreatus (Anexo 3) en el medio M9+CC, se present6 produccion de micelio (Figura
8). Probablemente la adaptacion de este hongo no fue igual a la de P. ostreatus debido a que
no contenia algun otro compuesto en el medio que permitiera la produccion necesaria de
micelio en este periodo de tiempo (52), ya que el crecimiento de este hongo es més lento y

necesita de un sustrato méas especifico y con mayores requerimientos para su crecimiento.

Otra razén por la que el crecimiento de Phanerochaete sp. se dio de esta manera, pudo ser
porque este hongo es mas susceptible a sustancias tdxicas y contaminantes como la nicotina
0 metales pesados que se encuentran en las CC debido a esto su crecimiento se detiene antes
de finalizar los 30 dias del tratamiento, (53) ya que no tuvo la capacidad de adaptarse y

ajustarse al entorno alterado con el medio (54, 55).

Desafortunadamente, los controles de agar M9 + Glucosa se contaminaron, por esta razén no
fue posible contrastar el crecimiento, con un medio enriquecido Esto pudo haber sucedido
por errores de manipulacion, sin embargo, la morfologia inicial se pudo contrastar con los

hongos reactivados en agar PDA.
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Dia 3 (anverso) Dia 14 (anverso) Dia 23 (anverso)  Dia 30 (anverso)

Figura 7. Produccion de biomasa en un medio con colillas de cigarrillo durante 30 dias. (A)

Crecimiento de Pleurotus ostreatus en medio M9 + CC. (B) Crecimiento de Phanerochaete
sp. en medio M9 + CC.
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Figura 8. Crecimiento de Pleurotus ostreatus y Phanerochaete sp. en funcion del tiempo en
agar M9 + CC.

De acuerdo con lo anterior, al realizar una comparacion de P. ostreatus (figura 9 (Al)) y
Phanerochaete sp. (Figura 9 (A2)) se observd gque la colonizacién, en cuanto a la cantidad de
micelio que se encuentra en el sustrato, fue menor en el caso de Phanerochaete sp. que en el

de P. ostreatus.

La microscopia de estos hongos en 40X nos indica que, en el caso de. P. ostreatus, hay
presencia de hifas hialinas, delgadas, sin presencia de contaminacion. (Figura 9B1),
asimismo en la lamina de Phanerochaete sp. se pudo observar la presencia de posibles
clamidosporas las cuales corresponden la morfologia del filo Basidimycota del cual hace

parte Phanerochete sp. (Figura 9B2) (56).
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Figura 9. Microscopia de colonizacion en la colilla de cigarrillo de Pleurotus ostreatus (Al)
y Phanerochaete sp. (A2) y microscopia de Pleurotus ostreatus (B1) y Phanerochaete sp.
(B2).

5.3 Andlisis de la estructura de las CC mediante microscopia electronica de barrido
(SEM)

Al observar la superficie del papel que rodea y cubre la CC (Figura 10A) fue posible
identificar la presencia de fibras, asi mismo después del proceso de fotdlisis, se pueden
apreciar las fibras de acetato de celulosa que se encuentran al interior de la colilla (Figura
10B) (57). El analisis SEM permiti6 evidenciar que Phanerochaete sp. y P. ostreatus fueron
capaces de colonizar las CC por la presencia de hifas en la superficie de este (Figura 10C y
D). Sin embargo, se pudo observar mayor colonizacion de P. ostreatus afiadiendo que se
observaron algunos pequefios poros en la fibra de la CC, a comparacion de Phanerochaete
sp., en el cual se observa poca colonizacion y no se observa presencia de porosidad a

comparacion con P. ostreatus.

En el estudio de Benitez & Esparza (2007), (13) se observo el crecimiento de Pleurotus
ostreatus y Trametes versicolor en CC y los autores lograron observar que efectivamente
estos hongos logran cambiar la estructura fibrilar del acetato de celulosa. Asi mismo, la
colonizacion del material de la colilla por parte de los hongos genera cambios en la topografia
de la superficie de la colilla, las cuales estan asociadas al desarrollo del micelio. Los
microorganismos al ser capaces de secretar enzimas facilitan la adhesion a la superficie del
material y pueden llegar a formar interfaces que también faciliten la penetracion de las hifas

y el crecimiento del micelio (42).

Se ha evidenciado que P. ostreatus participa en la biodegradacion de colillas de cigarrillo,
causando un dafio estructural a las fibras del filtro por la formacion de orificios en el material
y una serie de irregularidades en la superficie, esto al mezclarlo con viruta de pino como
sustrato para propiciar mejores resultados (58). Segun un estudio realizado por Mayerhofer
et al. (2016), ciertos microorganismos presentan mayor crecimiento en los materiales

deseados al combinarlos con celulosa, almidon, madera, semillas de linaza o plumas (59).
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Figura 10. Imé&genes SEM del papel de las colillas de cigarrillo (A), de las fibras que
componen el interior de las colillas de cigarrillo seguido del proceso de fotdlisis a un
acercamiento de 5000x (B), colonizacion de Phanerochaete sp. en las colillas de cigarrillo

(C) y colonizacién de P. ostreatus (D) en las colillas de cigarrillo con un aumento de 5000x.

5.4 Identificacion de grupos funcionales de las CC mediante espectroscopia infrarroja

transformada de Fourier (FTIR)

La FTIR determina las intensidades de bandas en la colilla de cigarrillo, que muestran la
posible degradacion o modificacion de los componentes de esta una vez se va sometiendo a
los diferentes tratamientos realizados. Las estructuras aromaticas y la identificacion de los
grupos funcionales en las colillas iniciales, tratadas con luz UV y biol6gicamente (Figura 11)

se estudiaron utilizando la técnica FTIR.
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Con respecto a la identificacion de enlaces y grupos funcionales de las CC en su estado inicial
antes de ser sometidas a fotdlisis (Figura 11A), se observaron vibraciones tipo OH (3500cm’
1y, asi como OH para CH3 (3000cm-1). También se pudo observar vibraciones de tension
asimétrica C=0 (1742cm 1) especificamente del grupo carbonilo del éster, las cuales pueden
asociarse a la absorcion por estiramiento C=0 de ésteres carboxilicos saturados (53); asi
como vibraciones C=0 acopladas a CH3 (1374 cm™) que pueden pertenecer a la flexion
simétrica de C- CHs. En 1240 cm™ aparece nuevamente una vibracion -C-O-C acoplada a
CHjs, pero en este caso se trata de una vibracion de tension relacionada con el estiramiento
asimétrico del grupo carboxilato (60). Finalmente, resalta una vibracion C-O que se destaca
en 1048 cm™.

Al comparar la Figura 11A (CC inicial) con un FTIR correspondiente a la estructura del
acetato de celulosa, se puede afirmar que efectivamente la estructura quimica del compuesto
que se encuentra en mayor cantidad conformando la CC, es un éster, en este caso, acetato de
celulosa. Si la comparamos con la FTIR que se le realiz6 a la colilla luego del tratamiento
con luz UV, podemos notar exactamente las mismas vibraciones entre los 500 cm™y los 2000
cm. Las bandas correspondientes a alcoholes y fenoles (3000 cm™ - 3500 cm™) tienen
variaciones al estar un poco mas marcados los picos, sin embargo, representan el mismo
grupo funcional al presentarse en el mismo nimero de onda. Lo anterior nos indica que la

fotdlisis no representa un cambio en cuanto a la estructura quimica presente en la CC.

Respecto a la FTIR que se realizd a las colillas luego de someterse durante 30 dias a
tratamiento bioldgico, se obtuvo que tanto para el caso de P. ostreatus (Figura 11C), como
para el caso de Phanerochaete sp. (Figura 11D), se observd la aparicion de alcoholes en
bandas mas anchas (enlaces OH) que estén posiblemente asociados a procesos de
degradacion por fermentacion de los hongos (3250 cm™). Esto puede deberse a que a medida
gue los hongos crecen en la naturaleza sobre sustratos solidos o residuos de materia organica,
puede conducir a una fermentacion mas productiva (61). Guzman et al. (afio) , afirman que
P. ostreatus tiene la capacidad de crecer sobre numerosos sustratos y es larga la lista de
materiales que se han empleado como sustrato basico para la produccién de este hongo, esto
se ve reflejado en la Figura 11C, al aprovechar el acetato de celulosa como sustrato para su
desarrollo (62).

25



A su vez, se nota una disminucion en la intensidad de las bandas que se marcan entre los 500

cm?ty los 1750 cm™, las cuales reflejaban al grupo carbonilo y son caracteristicas del AC,

resaltando vibraciones tipo C-O (1076 cm™) en lugar de las mencionadas anteriormente; lo

cual nos indica que efectivamente hay una degradacion o consumo del acetato de celulosa

por parte de ambos hongos. Lo anterior tiene sentido ya que estos hongos, debido a la

produccion de enzimas como lacasas, peroxidasas, fenolmonoxidasa y B-1,4 exoglucanasa;

pueden llegar a degradar eficientemente los sustratos lignoceluldsicos gracias a la accion

celulolitica y ligninolitica de dichas enzimas (63).

La figura 11E muestra todas los FTIR integrados, donde se evidencia que efectivamente

aparecieron mas grupos alcoholes después del tratamiento biol6égico y disminuyo la cantidad

de grupos carbonilo.
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Figura 11. Determinacion de los grupos quimicos funcionales de colilla de cigarrillo marca
Mustang® mediante Espectroscopia infrarroja en las diferentes fases del proceso de
degradacidn: Colilla Mustang® inicial (A), seguido a la colilla con proceso de exposicién a
la luz UV (B), luego de ser colonizado por P. ostreatus (C) y Phanerochaete sp.(D). FTIR

de todas las graficas integradas (E).
7. Conclusiones

Al evaluar el efecto que tiene la fotolisis combinada con tratamiento biolégico por parte de
Pleurotus ostreatus y Phanerochaete sp. como proceso secuencial, se establece que ambos
hongos tienen la capacidad de crecer en un medio con CC como sustrato, logrando la
descomposicion parcial de estos residuos que se manifiesta en los cambios de grupos

funcionales presentes en estos.

La fotolisis efectivamente provoco cambios significativos en el pesaje de las CC, sin
embargo, no hubo cambios respecto a los grupos funcionales de las CC. Los cambios en la
estructura quimica de las CC se evidenciaron al combinarse la fotodegradacion con el

tratamiento biologico.
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Pleurotus ostreatus presentd mayor crecimiento en el medio M9 + CC que Phanerochaete

sp., lo que indica que se adapta més facil.

28



8. Recomendaciones

Como recomendacion para futuros hallazgos se sugiere llevar a cabo procedimientos que
permitan observar especificamente la actividad enzimatica de estos hongos e implementar
técnicas que permitan determinar la composicion inicial y final de las CC, como
cromatografia, ademas se propone variar las distancias evaluadas entre la lampara UV-C y

las CC para lograr asi una mayor degradacion.
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ANEXQOS

Anexo 1.
Componente []
NazHPO4 33.9¢9/L
NaCl 2,50/L
KH2PO4 15g/L
NH4CI 50/ L
Agar 15¢/L

Tabla 1. Composicion agar M9 + CC.

Anexo 2.
Variable 1 Variable 2
Media 0,291624592 | 0,2886949
8,7628E-
Varianza 0,000127324 05
Observaciones 98 08
Coeficiente de correlacion de
Pearson 0,705749868
Diferencia hipotética de las
medias 0
Grados de libertad 97
Estadistico t 3,573782723
P(T<=t) una cola 0,000275113
Valor critico de t (una cola) 1,66071461
P(T<=t) dos colas 0,000550226
Valor critico de t (dos colas) 1,984723186

Tabla 2. Prueba T-Student para medias de dos muestras emparejadas



Anexo 3.

CRECIMIENTO RADIAL EN CAJA DE PETRI DE 90 mm de diametro
Dia 3 Dia 6 Dia9 Dia 12 Dia 15 Dia24 | Dia30
Hongo #CAJA (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
Al 12 20,6 31,8 46 52,7 79 20
A2 10,8 22 35 46,5 55,5 78,2 90
A5 12 17,33 30 42,8 50 78,3 90
Crecimiento | pg 13 18 31,6 44 53,4 76,1 90
Pleurotus 135 18.6
ostreatus A7 , , 29,5 43,2 55,2 77,4 90
A9 11,73 20,6 31 45,7 54,7 75,2 90
All 11,2 18,33 29.8 44,2 56,2 78,3 90
Al2 12,4 16 29.8 44,6 53 77,6 90
12,0787
RROMEDIO 5| 189325 31,0625| 44,625 53,8375| 77,5125 90
DESVIACION 0,83015
ESTANDAR 7| 18534201 18165411 4 3350381 1 99494898 | 1.269912 0
Al6 5 11,2 17 25,4 33,3 55,3| 73,2
Al7 5,3 10,5 20,2 22.8 35,7 534| 724
Al8 8,7 12,3 18,3 24,2 34,9 579 77,3
Crecimiento A21 59 11,4 17,8 27,2 32 58 79,2
Phanerochaete
sp. A23 6.5 11,7 15,2 26,4 371 53,2 786
A24 9,3 12 17,1 28,6 39,5 50,4| 785
A25 10 12,4 19,2 25,9 38,8 56,9 75
A28 10 11,9 16 25.6 36,7 58,2 73
PROMEDIO 7,5875| 11,675 17,6| 25,7625 36| 554125| 75,9
DESVIACION 1,99276 0.627352 2,8198
ESTANDAR ol ™ 1,637942 | 1,769533| 2,57404629| 2,852286 27

Tabla 3. Crecimiento radial de los hongos en agar M9+CC.
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