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RESUMEN

Los colorantes presentes en los efluentes textiles son compuestos xenobioticos de
elevada toxicidad y limitada posibilidad de degradacién, por lo que el residual debe
ser tratado antes de su vertimiento. Los sistemas de tratamiento existentes son
muy costos o resultan ineficientes ya que no logran degradar el colorante y
pueden originar aminas toxicas y carcinogénicas. Por ello el objetivo de nuestro
trabajo consisti6 en “Analizar las caracteristicas de la biodegradacion de
colorantes presentes en efluentes textiles por basidiomicetos ligninoliticos nativos,
con vistas a establecer alternativas para su tratamiento bioldgico a escala de
laboratorio”. El aislamiento y evaluacion de 49 cepas de basidiomicetos de la
podredumbre blanca, provenientes de ecosistemas cubanos (urbanos y rurales),
permiti6 seleccionar dos cepas pertenecientes a las especies Ganoderma
weberianum (B-18) y Trametes maxima MUCL44155 (identificadas mediante
taxonomia polifasica) con alta capacidad biodegradativa frente a colorantes de
diversa complejidad quimica. Estas cepas mostraron un comportamiento
marcadamente diferente en cuanto a la degradacion de los tintes. En Ganoderma
weberianum, especie aislada por primera vez en Cuba, juega un papel
determinante la biosorcion del tinte a la biomasa fungica y la accion de las
iIsoenzimas lacasa intra y extracelulares, que son inducidas selectivamente de
acuerdo a la naturaleza del colorante a degradar. Los reactores de lecho
empacado y lecho fluidizado en régimen semi-continuo, con la biomasa de G.
weberianum B-18, rindieron porcentajes de decoloracion superiores al 70 % para
la mayoria de los colorantes y efluentes analizados, con una reduccién importante
de su toxicidad. Estos resultados indican su pertinencia para el tratamiento de
efluentes coloreados. La diversidad de isoenzimas lacasa en este hongo de la
podredumbre blanca, justifican su alto poder degradativo y esta relacionado con la
presencia de al menos cinco genes que codifican para la sintesis de enzimas
lacasa. Cuatro de las secuencias aminoacidicas deducidas a partir de los
fragmentos de genes secuenciados son novedosas. T. maxima MUCL 44155 en
cambio, informada por primera vez para la ciencia su capacidad para degradar
colorantes textiles, produce una sola isoforma de lacasa, con independencia del
tipo de inductor, la cual desempefia un papel protagonico en la biodegradacion de
los colorantes. Los crudos enzimaticos con actividad lacasa son estables en las
condiciones de pH, temperatura, concentracion de colorante y salinidad
caracteristicos de los efluentes de la industria textil, lo que permite el empleo de la
enzima inmovilizada en el tratamiento de efluentes textiles de diferente naturaleza.
El biocatalizador Lac-MANA-Sepharose CL 4B, mostré una elevada retencion de
la actividad funcional y alta estabilidad operacional frente a tres colorantes
diferentes, con porcentajes de decoloracidon superiores al 95%. Los resultados en
su conjunto permiten considerar el tratamiento biolégico con biomasas de
Ganoderma weberianum (B-18) o el biocatalizador Lac-MANA-Sepharose CL 4B
para la degradacion de los colorantes como una etapa mas en los sistemas de
tratamientos tradicionales para reducir la contaminacién en los residuales
coloreados.
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COMUNICACION CORTA

Introduccién

El desarrollo industrial en las ultimas décadas ha implicado la liberacion a los
ecosistemas naturales, de grandes cantidades de compuestos quimicos residuales
de elevada toxicidad y limitada posibilidad de biodegradacion. Los efluentes
textiles han sido considerados como uno de los mas contaminantes, debido
fundamentalmente a la estabilidad de los colorantes a la luz, la temperatura, la
accion de detergentes y a la degradacion microbiana. Algunos colorantes causan
alergias, son toxicos, mutagénicos y/o carcinogenicos. La presencia de colorantes
en los cuerpos de agua disminuye el oxigeno disuelto, reduce el paso de la luz
solar, disminuyendo la fotosintesis de algas y plantas acuaticas, efectos que en su
conjunto impiden la recuperacion natural de los ecosistemas (Vaithanomsat et al.,
2010).

En muchos paises los efluentes coloreados son tratados mediante métodos fisicos
y quimicos, que aunque resultan efectivos, son costosos, acumulan grandes
cantidades de lodos y requieren altos niveles de energia (Gupta et al., 2011). En
Cuba, el tratamiento de los efluentes textiles se circunscribe a lagunas de
oxidacion o tratados en plantas convencionales para residuales urbanos. Tales
procedimientos no son adecuados para el tratamiento biolégico ya que no ocurre
la degradacion eficiente de los tintes y la accion de microorganismos anaerobios
transforman los azo colorantes en aminas carcinogénicas de elevada toxicidad.
Los hongos basidiomicetos de la podredumbre blanca (HPB) se consideran
potentes herramientas biotecnoldgicas para complementar o reemplazar las
tecnologias de tratamiento existentes. Estos hongos producen enzimas
ligninoliticas (lacasa, manganeso peroxidasa y lignina peroxidasa) de baja
especificidad por el sustrato, capaces de degradar lignina y compuestos
xenobidticos de estructura anéloga, entre ellos los colorantes textiles. Teniendo en
cuenta estos antecedentes y la politica para la proteccion del ambiente en
correspondencia con el lineamiento 133 del PCC, nuestro trabajo se orienté a
“Analizar las caracteristicas de la biodegradacion de colorantes presentes en
efluentes textiles por basidiomicetos ligninoliticos nativos, con vistas a establecer
alternativas para su tratamiento biologico a escala de laboratorio”.

Aislamiento, seleccion e identificacion de cepas.

El aislamiento y evaluacion de 49 cepas de basidiomicetos de la podredumbre
blanca, provenientes de ecosistemas urbanos y rurales, con capacidad para
degradar colorantes y efluentes textiles en su conjunto constituyé una contribucién
al conocimiento de la biodiversidad fungica cubana. El analisis de conglomerados
atendiendo a los niveles de decoloracion de tintes de diversa complejidad quimica
(azoicos y antraquinonicos) y efluentes textiles, permitio la seleccién de dos cepas
nativas pertenecientes a las especies.
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Trametes maxima MUCL44155 y Ganoderma weberianum (B-18) identificada
mediante taxonomia polifasica. Estas cepas mostraron porcentajes de
decoloracion superiores al 90%, por lo que pueden ser consideradas para el
tratamiento biolégico de aguas residuales de la industria textil. Estos resultados
revisten gran importancia ya que se informa por primera vez para la ciencia la
capacidad biodegradativa de la especie Trametes maxima sobre colorantes
textiles industriales y el aislamiento de la especie ligninolitica G. weberianum en el
area geografica de Cuba y el Caribe.

Papel de la Biomasa fungica y las enzimas lacasas en la biodegradacion. Los
ensayos de biodegradacion con colorantes y efluentes textiles indicaron que para
ambas cepas la enzima lacasa tiene un papel protagénico en la biodegradacion,
aunque también se detecta en los cultivos la actividad manganeso peroxidasa. El
analisis electroforético en geles de poliacrilamida al 15% en condiciones nativas,
en sistema tampon discontinuo, evidencié que T. maxima MUCL 44155 produce
una isoforma de lacasa, con independencia del tipo de inductor, la cual
desempeiia un papel protagdénico en la biodegradacion de varios colorantes
textiles, entre ellos el colorante modelo Azul 4cido 62. Los crudos enzimaticos con
actividad lacasa son estables en las condiciones de pH, temperatura,
concentracion de colorante y salinidad caracteristicos de los efluentes de la
industria textil, lo que permite su empleo en el tratamiento de efluentes textiles de
diferente naturaleza. En consecuencia la inmovilizacion de la enzima lacasa
constituye la alternativa mas apropiada para la degradacion.

La biodegradaciéon de colorantes con G. weberianum (B-18) muestra
caracteristicas diferentes. En ella juega un papel determinante la biosorcién del
tinte a la biomasa fungica y la accion de isoenzimas lacasas intra y extracelulares
inducidas selectivamente de acuerdo a la naturaleza del xenobiético a degradar,
por lo que el tratamiento biolégico debe incluir la biomasa fungica en los reactores.

La amplificacion mediante PCR y secuenciacion de fragmentos de genes lacasa
de G. weberianum (B-18) que incluyen la region comprendida entre los sitios | y Il
de unién a atomos de cobre, caracteristicos del sitio activo de la enzima, permitio
identificar mediante analisis filogenéticos y de alineamientos mdultiples la presencia
de al menos cinco genes que codifican para la sintesis de enzimas lacasa que
participan en la decoloracion. Cuatro de las secuencias aminoacidicas deducidas
a partir de los fragmentos de genes secuenciados no han sido previamente
descritas. La diversidad de genes e isoenzimas lacasa en este hongo de la
podredumbre blanca justifica su alto poder degradativo, comparable al de cepas
de HPB seleccionadas para su aplicacion en procesos industriales patentados
(Vanhulle et al., 2001).

Disefio de los medios de cultivo. El disefio y optimizacién del medio de cultivo,
mediante el método de Box y Hunter, para la produccion de enzimas ligninoliticas
de Trametes maxima MUCL44155, resulté en un medio mas simple y econémico
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que el informado en la literatura y permitid triplicar la actividad lacasa e
incrementar siete veces la manganeso-peroxidasa, con una reduccion importante
de los componentes del medio de cultivo. La propagacion del indculo de
G.weberianum, en medio con melaza de cafla de azucar, urea, sulfato de
magnesio heptahidratado y dihidrogenofosfato de potasio preparé a la biomasa
fungica para la degradacion y quintuplico la actividad lacasa del inoculo, lo que
permitié obtener valores de decoloracion entre 88,4 y 100 % para efluentes textiles
diversos en solo cuatro dias de tratamiento. El medio resultante es simple, barato
y sus constituyentes estan disponibles en nuestro pais. Ambos medios propician la
implementacion de las dos alternativas del tratamiento biolégico antes indicadas.

Sistemas bioldgicos para el tratamiento de colorantes presentes en efluentes
textiles.

La lacasa de T. maxima MUCL 44155 inmovilizada en el soporte MANA-
Sepharose CL 4B por el método de enlazamiento covalente, mostré una elevada
retencion de la actividad funcional y alta estabilidad operacional frente a tres
colorantes diferentes [Intra-acido marino T-R (IN-TR), Intra-&cido azul E-B (IB-EB),
azul acido 62 (AB-62)] con porcentajes de decoloracién superiores al 95%. Los
porcentajes de decoloracién obtenidos para los tres colorantes, asi como la
retencion de la actividad funcional son similares y en muchos casos superiores a
los informados para otros derivados inmovilizados de la enzima lacasa (Wang et
al. 2013). Estos resultados indican que el derivado inmovilizado constituye una
alternativa factible para la descontaminacion de los residuales textiles. Los
reactores de lecho empacado y fluidizado en régimen semi-continuo, con la
biomasa de G. weberianum B-18, rindieron porcentajes de decoloracion superiores
al 70 % para la mayoria de los colorantes y efluentes analizados, con una
reduccion importante de su toxicidad. Estos resultados tienen relevancia ya que la
biodegradacion de los tintes no siempre trae consigo su detoxificacion y en
muchos casos se obtienen intermediarios tan 0 méas toxicos que el compuesto
original (Svobodova et al, 2012).

En el orden préctico, los resultados contribuyen al desarrollo de un proceso de
tratamiento integral para los efluentes de la industria textil cubana. La propuesta
consiste en combinar la degradaciéon de los colorantes por Ganoderma
weberianum (B-18) o el biocatalizador Lac-MANA-Sepharose CL 4B (derivado
inmovilizado con la enzima lacasa de Trametes maxima) con los sistemas de
tratamientos que normalmente son empleados para reducir la Demanda Quimica y
Bioquimica de Oxigeno en los residuales coloreados (Novotny et al., 2011). Es
decir no implicaria gastos excesivos por la introducciéon de una nueva tecnologia,
sino que puede aprovecharse la capacidad instalada a la cual se afiadiria la etapa
de degradacion con los HPB, como se indica en la figura 1.
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Fig.1l Inclusién de la etapa de tratamiento con hongos de la podredumbre blanca (HPB) para la
degradacién de colorantes presentes en efluentes textiles.

La aplicacion de los resultados puede traer grandes beneficios sociales y
ambientales ya que contribuirda a mejorar la calidad del agua en los sitios de
vertimiento y al rescate de las caracteristicas naturales de los ecosistemas y sus
usos.

Conclusiones

El aislamiento y evaluacion de 49 cepas de basidiomicetos de la podredumbre
blanca, provenientes de ecosistemas cubanos (urbanos y rurales), permitid
seleccionar dos cepas pertenecientes a las especies Ganoderma weberianum
(B-18) y Trametes maxima MUCL44155 (identificadas mediante taxonomia
polifasica) con alta capacidad biodegradativa frente a colorantes de diversa
complejidad quimica. La caracterizacion del proceso de biodegradacion de
colorantes evidencio que estas cepas mostraron un comportamiento
marcadamente diferente, a partir de lo cual se establecieron dos métodos para el
tratamiento biologico. Uno de ellos considera la enzima lacasa de T. maxima
MUCL 44155 inmovilizada en el biocatalizador Lac-MANA-Sepharose CL 4B el
cual mostr6 una elevada retencion de la actividad funcional y alta estabilidad
operacional frente a tres colorantes diferentes, con porcentajes de decoloracion
superiores al 95%. El otro método involucra la biomasa de G. weberianum B-18 en
reactores de lecho empacado o lecho fluidizado en régimen semi-continuo, los
cuales rindieron porcentajes de decoloracion superiores al 70% para la mayoria de
los colorantes y efluentes analizados, con una reduccion importante de la
toxicidad. Los resultados en su conjunto permiten considerar el tratamiento
bioldgico con las biomasas fungicas o las lacasas de los HPB como una etapa que
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complementa los sistemas de tratamientos tradicionales para reducir la
contaminacion en los residuales coloreados.
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