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Resumen:

El cianuro es un veneno metabdlico potente. Se produce de manera natural por multiples organismos llamados
cianogénicos Yy por la actividad antropogénica, por vertimiento al entorno de aguas residuales contaminadas.
Cuba cuenta con regulaciones ambientales para mitigar los efectos dafiinos al medio, pero adn no son
suficientes. En el municipio Placetas, provincia Villa Clara, radica una empresa para la extraccion de oro,
mediado un paso determinante que emplea cianuro. Motivado por lo anterior se decide hacer una revision
exhaustiva de la literatura especializada, sobre los métodos de biorremediacion del cianuro, mediado
microorganismos y enzimas. Resalta a la vista la enzima Rodanasa, capaz de transformarlo en tiocianato,
producto més amigable con el medio ambiente. Se reflexiona, ademas, acerca de las potencialidades de la
Empresa Electroquimica de Sagua la Grande y la diseminacién de la especie Clarias gariepinus en sus
embalses dulceacuiferos, para abordar la biorremediacion a nivel local. Sin lugar a dudas, es un campo que
abre nuevas brechas en la aplicacion de la nanotecnologia en nuestro territorio, la inmovilizacion de enzimas,
microorganismos y el empleo de biorreactores.
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Abstract

Cyanide is a potent metabolic poison. It is produced naturally by multiple organisms called cyanogens and by
anthropogenic activity, through discharge of contaminated wastewater into the environment. Cuba has
environmental regulations to mitigate the harmful effects to the environment, but they are still not enough. In
the municipality of Placetas, Villa Clara province, there is a gold extraction company, mediated a decisive step
that uses cyanide. Motivated by the above, it was decided to make an exhaustive review of the specialized
literature on cyanide bioremediation methods, mediated by microorganisms and enzymes. The Rhodanase
enzyme is capable of transforming it into thiocyanate, a more environmentally friendly product. It also reflects
on the potential of the Electrochemical Company of Sagua la Grande and the dissemination of the Clarias
gariepinus species in its freshwater reservoirs, to address bioremediation at the local level. Undoubtedly, it is
a field that opens new gaps in the application of nanotechnology in our territory, the immobilization of enzymes,

microorganisms and the use of bioreactors.
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Introduccion.

La biorremediacion es versatil para el manejo de la contaminacion por cianuro, comun en
zonas aledafas a la minera de Placetas, municipio de Villa Clara, donde se realiza la
extraccién de oro mediante cianuracion.! Estos problemas deben ser resueltos buscando
vias alternativas para la extraccion del oro, aunque el actual método haya logrado aumentar
considerablemente los rendimientos en la produccion. 2

Se refieren como fuentes de cianuro algas, bacterias, plantas, *hongos y algunos insectos,
4llamados cianogénicos por su capacidad de sintetizar y almacernar dicho compuesto.

Lo anterior presupone atenuar los vertimientos, ya que la eliminaciéon de los efluentes sin
tratamiento pone en riesgo los ecosistemas acuaticos y la salud humana. °

Una de las enzimas prometedoras en este sentido es la Rodanasa, con la ventaja que su
empleo en la eliminacion de cianuro no necesita del suministro de oxigeno, ni la eliminacion
de biomasa, como es el caso de los cultivos de microorganismos.

Teniendo en cuenta lo anterior se actualizan y analizan diversos procedimientos para la
biorremediacion del cianuro, especialmente en aguas residuales, y se disefia una estrategia
general para el abordaje de la biorremediacion.

2. Biorremediacion mediada la enzima Rodanasa.

La Rodanasa (tiosulfato: cianuro sulfotransferasa, EC 2.8.1.1) cataliza la formacion de
tiocianato a partir del cianuro y el tiosulfato, u otros donores de sulfuro. EI mecanismo
cinético propuesto es de doble desplazamiento (ping pong), mostrado como sigue: ©
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Es una enzima ubicua presente en todos los organismos vivos, desde bacterias hasta el
Homo sapiens. Estudios sobre su distribucion intracelular han revelado su presencia en el
nucleo, citosol, y mayoritariamente en la mitocondria. ® Se plantea que la principal funcién
de la Rodanasa es la destoxificacién del cianuro, especialmente en los mamiferos, para
generar un compuesto menos téxico, el tiocianato y excretarlo por el rifién. *

La Rodanasa es una enzima rezagada en cuanto a implementaciones practicas, siendo en
la biomedicina donde mas sobresale; con elevados niveles en fumadores respecto a no
fumadores; y alterada en ciertos tipos de cancer, enfermedades hepéticas y renales, de ahi

lo importante de su implementacion en la investigacion y como biomarcador.811



3. Estrategia general para el abordaje de la biorremediacion empleando microorganismos
y la enzima Rodanasa.

Después de analizadas las fuentes bibliograficas, se plantea una estrategia para dirigir, de
forma general, el abordaje de la biorremediacién, mediante biorreactores, cultivo de
microorganismos e inmovilizacion de enzimas, empleando materiales y organismos del
entorno local. Se enfoca a resolver multiples problemas relacionados con el medio ambiente
y el empleo de fuentes renovables de energia. Respecto a éste Ultimo acépite, el
aprovechamiento de la biomasa, tanto la generada de procesos industriales, agropecuarios,
etc. sino también la procedente del mar, como las micro y macro-algas.

A continuacion se ofrece una guia para el abordaje de una estrategia de biorremediacion.
Sirva al menos como un nivel de andlisis critico; lo importante es que genere ideas
mejorables, innovadoras.

1. Fuentes de contaminacién y requlaciones

Identificacion de las fuentes antropogénicas del contaminante mediante revisiones
bibliograficas sobre el tema. Estudios del suelo y las fuentes hidrograficas de la zona que
enmarca la industria; tener en cuenta los regimenes de lluvia. Evaluacion de los diferentes
procesos de la industria. Revision de normativas sobre medio ambiente vinculadas con el
proceso productivo de la industria generadora.

Equipo de trabajo: Ejecutivos y tecndlogos en las industrias generadoras del contaminante.
Expertos en suelo, recursos hidraulicos, meteorologia y medio ambiente. Quimicos.

2. Muestreo v evidencias de contaminacion

Identificacion de evidencias ambientales de contaminacion y cuantificacion de los niveles
de afectacién, incluida la salud humana. Revisiones sobre muestreo especifico a los
procesos de la industria. Propuesta de un correcto muestreo: obtencion, almacenamiento,
traslado, procesamiento y conservacion. Garantia de medios de proteccion para un
muestreo seguro.

Equipo de trabajo: Expertos en medio ambiente. Bidlogos. Microbiélogos, agronomos.
Médicos toxicélogos y de salud ocupacional. Quimicos. Bioquimicos.

3. Propuesta de biorremediacién microbiana y obtencién de la biomasa

Identificacion, aislamiento y caracterizacion de microorganismos que participan en la
descomposicion del cianuro: hongos, algas y bacterias. Estudio microbiolégico de los
efluentes y lagunas de decantacion de la industria para identificar los microorganismos y
aprovechar dicha fuente en su obtencion. Propuesta para la obtencion de fuentes naturales



0 crecimiento en biorreactores. Recomendaciones sobre el tipo de biorreactor, las
condiciones de pH, temperatura, tiempo de retencion, agitacion, aireacion, inoculo, etc.
Equipo de trabajo: Bidlogos. Microbidlogo. Ingeniero quimico.

4. Propuesta de Biorremediacién enziméatica

Identificacion de biomasa rica en la enzima Rodanasa, especialmente proveniente de
hongos, algas y bacterias. Propuesta para la obtencién de biomasa de fuentes naturales o
crecimiento en biorreactores. Recomendacion del tipo de biorreactor y las condiciones de
pH, temperatura, tiempo de retencion, agitacion, aireacion, etc. Propuesta de aislamiento,
semipurificacion y purificacion de la enzima. Caracterizaciéon de las condiciones del medio
de reaccion enzimatica: estabilizacion del pH, temperatura, concentracion del co-sustrato y
la enzima en funcién del cianuro presente o la eficiencia del proceso de descontaminacion,
inhibidores y activadores presentes en la muestra contaminante o factibles de adicionar,
otros aditivos, etc. Método de cuantificacion de la actividad enzimatica segun la muestra.
Propuesta de soporte para la inmovilizacion. Método de inmovilizacion de la enzima.
Medicion de la eficacia y eficiencia de la inmovilizacion.

Equipo de trabajo: Bioquimico. Microbidlogo. Ingeniero quimico.

5. Seleccidn del Biorreactor adecuado.

Disefio del(los) biorreactor(es). Analisis de los procesos de intercambio de materia y
energia. Propuesta de ecuacion de velocidad de reaccion en funcion del tipo de biorreactor
y las condiciones. Implementacién al maximo posible de las fuentes renovables de energia.
Equipo de trabajo: Ingeniero quimico. Ingeniero eléctrico. Ingeniero mecanico. Ingeniero
termoenergeético.

6. Diseno global del sistema de descontaminacion.

Propuesta de flujograma global del proceso de descontaminacion. Discusion critica y pro-
activa en equipo, talleres de mesa.
Equipo de trabajo: Ingeniero quimico.

7. Monitoreo de las etapas de descontaminacion.

Propuesta de monitorizacién de la eficiencia de cada etapa de descontaminacion. Discusion
critica y pro-activa en equipo, talleres de mesa.
Equipo de trabajo: Ingeniero quimico. Quimico analista. Microbidlogo. Bioquimico.

8. Costos estimados para la implementacion.

Andlisis econdmico. Discusion criticay pro-activa en equipo, talleres de mesa.
Equipo de trabajo: Experto en economia de la industria generadora. Ingeniero.

9. Montaje del sistema tecnolégico.




Implementacion de la Tecnologia propuesta. Discusion critica y pro-activa en equipo,
talleres de mesa. Montaje de las estructuras. Garantia de la seguridad en el trabajo (riesgos,
condiciones y medios de proteccion)

Equipo de trabajo: Ejecutivos de la industria generadora del contaminante. Ingeniero
quimico. Ingeniero eléctrico. Ingeniero mecanico. Ingeniero termoenergético. Quimico
analista. Microbiologo. Bioquimico.

10. Ensayo funcional del sistema

Ensayo piloto del proceso global. Resultados de los procesos de intercambio de materia y
energia. Verificacion de la ecuacion de velocidad de reaccion en funcién del tipo de
biorreactor y las condiciones. Evaluacion de la pertinencia y sostenibilidad de las fuentes
renovables de energia empleadas.

11. Garantia de sostenibilidad del sistema

Cumplimiento y actualizacion de los contratos que garantizan recursos materiales.
Planificacion de mantenimientos, reposiciones y piezas de repuesto. Educacion continuada
para la formacién de recursos humanos en el manejo, integracion y reparacion de cada
componente o etapa del proceso global.

Equipo de trabajo: Tecndlogo de la industria generadora. Ingeniero quimico.

12. Control de la Calidad del proceso

Control de la calidad de cada etapa. Revisiones bibliograficas de los procedimientos
empleados y los mas factibles de implementar. Implementacion de métodos estadisticos
que describan y midan la eficacia y eficiencia de cada proceso y etapa (diagramas, métrica
sigma, etc.)

Equipo de trabajo: Quimico. Microbidlogo. Bioquimico. Ingeniero quimico.

13. Mejoria continua del sistema

Mejora continua (eficiencia y costes) del proceso y cada una de sus etapas. Andlisis critico
(cualitativo y cuantitativo) de los resultados obtenidos en el paso anterior.

Equipo de trabajo: Ejecutivos de la industria. Ingeniero quimico. Quimico. Microbiodlogo.
Bioquimico.

4. Grupo inNOVACENz. Desafios y Promesas

INNOVACENnz nace en una Universidad de Ciencias Médicas, para la evaluacion de
biomarcadores de cancer aunque, pertinentemente con la realidad de nuestro pais, se vio
obligado extenderse a otros sectores, como el saneamiento ambiental. Con muchos
tropiezos, por detractores que no interiorizan la salud del ser humano depende en mucho

del medio ambiente, y nos compete a todos.



Asi, la acumulacién de biomasa es una problematica preocupante cuando se analiza
nuestro entorno; un potencial de energia renovable, que invita a analizar y evaluar los
principales nichos ecoldgicos o de desechos industriales, para su utilizacién. Junto a ello
se deben analizar las fuentes de enzima que tenemos a mano, donde los microorganismos
aportan grandes ventajas. Muy valido tener en cuenta que varios microorganismos emplean
la enzima Rodanasa: Azotobacter vinelandii, E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Ferrobacillus ferroxidans, Thermobacillus denitrificans, Desulfotomaculum nitrifican,
Fusarium sp. 2, aunque seria pertinente analizar la composicién microbiana de las zonas
de vertimiento de nuestro objeto de biorremediacién, incluido el sitio de drenaje, de modo
gue existan altas probabilidades que los aislamientos sean capaces de resistir elevadas
concentraciones de cianuro, y ser potenciales para su implementacién. Bien pudieran
utilizarse microorganismos individuales o consorcio de ellos.

Las algas constituyen una fuente importante de recursos y energia renovables, con
aplicaciones en muliltiples sectores industriales.'317Asi, se pretende ejecutar proyectos
investigativos con especialistas en hongos y algas de la Universidad Marta Abreu de Villa
Clara, en vistas de aprovechar su experticia y una via de extension de sus lineas de trabajo;
muy enriquecedor para todas las partes.

La inmovilizacion de enzimas, complementada con la tecnologia de los nanomateriales,
consigue una fusibn muy prometedora para la biorremediacion. De igual manera los
nanomateriales, con tamafios de particula entre 1-100 nm (en al menos una dimension);
debido a su tamafio exhiben propiedades fisicoquimicas Unicas y caracteristicas ajustables,
alta resistencia mecanica, bioactividad y reabsorbilidad mejoradas.'® A causa de lo anterior,
los materiales nanométricos han llevado a diversas industrias como la electronica, textil,
medicina, cosmética, agricultura y de alimentacion a redisefiar sus productos de manera
novedosa y funcional. Entre ellos los nanotubos, grafenos, fullerenos, puntos cuanticos,
nanoalambres,’® nanoparticulas de Ag, Au, Ti, Zn, magnéticas y especialmente las
nanoparticulas de silice mesoporosa (MSN), Estos MSN se forman por condensacion de
silice en torno a micelas organicas, creando una matriz ordenada de estructuras porosas
con cientos de mesoporos dispuestos a nivel atdmico de forma hexagonal. (Figura 1) Se
han reportado dos tipos de compuestos de estructuras porosas MCM-41y SBA-15, los mas

usados en la actualidad. 20
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Las MSN presentan ventajas sobresalientes, como facilidad de sintesis, alta
biocompatibilidad, alta fase vitrea residual, valores de dureza mejorados, propiedades
mecanicas robustas, composicion quimica relativamente inerte,'® alta estabilidad frente a
la degradacion enzimatica, ?? alta capacidad de carga, 2 biodegradabilidad mejorada, %*
gran area de superficie (>1000 mm?/g) ?° y grandes voliumenes de poros adaptables (1.3-
50 nm). 26 Ademas, tienen la capacidad de funcionalizarse con diferentes materiales y/o
moléculas a traves de la ingenieria de superficies.

Nuestro interés se enmarca en una de las industrias mas importantes de nuestra region, la
Empresa Electroguimica de Sagua la Grande, Villa Clara (ELQUIM), productora de silicato
de sodio (Grado Comercial), ademas de otros productos.

Melendez y cols. (2013) muestran evidencias de la eficacia para generar nanoparticulas
mesoporosas de silica empleando silicato de sodio comercial. 2’ Esto constituye un
excelente nivel de partida para incursionar en la ingenieria de los nanomateriales y de la
inmovilizacién de enzimas, en nuestra region.

Otro procedimiento que va ganando terreno, especialmente en la biomedicina, es la
funcionalizacion y recubrimiento de las nanoparticulas de silice mesoporosa, para truncar
la toxicidad asociada a la silice debido a los grupos de superficie 28 (principalmente a los
grupos silanol). Las MSN se pueden modificar covalentemente con grupos funcionales
organicos e inorganicos, 24 incluidos los hidruros que mejoran la entrega selectiva, 8
biodistribucion 22 y la adsorcion electrostatica de medicamentos con diferentes cargas?® al
impedir las interacciones indeseables entre las nanoparticulas y el medio ambiente. 3°
Entre los nanomateriales funcionalizados empleados en la inmovilizacion de enzimas estan
los llamados ORMOSIL, nanoparticulas a base de silice, que se conjugan con grupos

funcionales para adquirir funciones adicionales. Estos grupos funcionales organicos pueden



ser: amino (-NH2), carboxilo (-COOH), tiol (-SH), hidroxilo (-OH), entre otros. Para formar
los ORMOSIL se utiliza el metasilicato de sodio (Na2SiOs) como precursor. 3! Cabe afiadir
gue las particulas de silice son, segun la Agencia de Alimentos y Medicamentos (FDA, del
inglés), “reconocidas generalmente como seguras” por su inocuidad y facil sintesis; lo que
ubica a los nanomateriales basados en silice en un tema de investigacion de la ingenieria
biomédica. 32

Los geles de silice son una forma granular y porosa del 6xido de silicio. Son mas fuertes y
consistentes que otros geles. Su estructura esta formada por tetraedros de SiO4 unidos por
puentes siloxano (Si-O-Si) en su interior y en condiciones normales su superficie esta
cubierta por grupos hidroxilo, (silanol, Si-OH). Uno de los precursores mas importantes para
los geles de silice es el metasilicato de sodio.

En el presente trabajo es de interés enfocar las aplicaciones de la enzima Rodanasa,
especialmente en la biorremediacion, 333 donde se implementen métodos de
inmovilizacién. Paralelamente pudiera aprovecharse el sulfito formado por accion de la
Rodanasa como sustrato para bacterias sulfurosas que produzcan sulfuro de hidrégeno, el
cual podria ser bombeado hacia otro reactor con desechos de mercurio.

El H2S forma amalgamas estables con el mercurio, devolviéndolo a su estado natural.

Una curiosa fuente de Rodanasa es el higado del pez Clarias gariepinus,® introducido por
la industria pesquera en el afio 1999, y ha invadido descontroladamente nuestros
ecosistemas dulceacuiferos como una amenaza a su equilibrio. No se tienen referencias
sobre el empleo de su higado, otra manera de aprovechar la biomasa como fuente
renovable de recursos. Es un potente omnivoro que ha mostrado alto contenido de
mercurio, al estar diseminado por el rio Undoso, de Sagua la Grande, donde se vierten
efluentes de la Empresa Electroquimica (ELQUIM).%® Es valido aclarar que hace pocos afios
dicha empresa cambi6 su tecnologia de electrodos de mercurio por otros de membrana.
Otra aplicacion tentativa de la Rodanasa es en la industria de bebidas, donde evita la
formacion del etilcarbamato (uretano), un cancerigeno proveniente de plantas cianogénicas
utilizadas para fabricar alcohol. 37

Por otro lado, las enzimas inmovilizadas son insertadas en Biorreactores enzimaticos, o
cual contribuye a controlar las condiciones 6ptimas de los procesos productivos, y de hecho
los rendimientos. Estos reactores han recibido atencién tanto en el ambito de investigacion
como industrial, por ser amigables con el medio ambiente y tener aplicaciones en las

industrias quimica, alimentaria, farmacéutica, biotecnoldgica, etc.3®



Todas estas estrategias de biorremediacién de efluentes contaminados con cianuro,
podrian tener un positivo impacto ecoldgico y proverian tecnologias amigables con el medio
ambiente, ademas de ser otra alternativa a los tratamientos fisicos y quimicos mas costosos
y extendidos.
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