AJEA - Actas de Jornadas y Eventos Académicos de UTN DOI: https://doi.org/10.33414/ajea.1062.2022

VI Jornadas de Intercambio y Difusién de los Resultados de
Investigaciones de los Doctorandos en Ingenieria

Biodegradacion de furfural empleando
actinobacterias autoctonas

Furfural biodegradation by indigenous actinobacteria

Presentacion: 4 y 5 de Octubre de 2022

Doctoranda:

Macarena Celeste Echeverria
Universidad Tecnolégica Nacional — Facultad Regional Resistencia - Argentina
macarenacecheverria@gmail.com

Director/a:
Claudia S. Benimeli

Codirector:
Walter G. Morales

Resumen

Las aguas residuales derivadas de la produccion de furfural pueden causar efectos toxicos en los sistemas vivos si se liberan
al medio ambiente sin un tratamiento adecuado. En el presente trabajo se estudié la remocion de diferentes concentraciones de
furfural por actinobacterias en sistemas liquidos. Los resultados mostraron que el cultivo para el cual la relacion entre la
concentracion de furfural residual y el crecimiento bacteriano fue minima, corresponde al consorcio formado por las
actinobacterias L9, A12 y M7. Para evaluar la efectividad del proceso de biorremediacidn se realizaron pruebas de ecotoxicidad.
Se obtuvieron incrementos significativos en los bioindicadores (p < 0,05) cuando el tratamiento se realiz6 en consorcio. Los
resultados obtenidos sugieren que el consorcio de actinobacterias seleccionado representa una herramienta de biorremediacion
prometedora para el tratamiento de efluentes que contienen furfural.
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Abstract

Wastewaters derived from furfural production can cause toxic effects on living systems if they are released into the
environment without proper treatment. In the present work, the removal of different concentrations of furfural by actinobacteria
from liquid systems was studied. The results showed that the culture for which the relationship between the concentration of
residual furfural and the bacterial growth was minimal, was the consortium formed by the actinobacteria L9, A12 and M7. In
order to evaluate the effectiveness of the bioremediation process, ecotoxicity tests were carried out. Significant increases in the
bioindicators (p < 0.05) were obtained when the treatment was carried out with consortium. The results obtained suggest that the
selected actinobacteria consortium represents a promising bioremediation tool for the treatment of effluents containing furfural.
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Introduccion

El furfural es un aldehido heterociclico, producido en la region del Noreste Argentino (NEA) a partir de aserrin de quebracho
detanizado. Este compuesto es utilizado como producto intermedio en la industria quimica para la fabricacion de plasticos,
disolventes de pinturas, resinas de furano, fungicidas, adhesivos y como solvente organico para la extraccion y refinado en la
industria del petréleo (Borghei and Hosseini, 2008: 482-488). A pesar de los beneficios econémicos de la produccién y
exportacion de furfural, este compuesto provoca efectos tdxicos en los sistemas vivos cuando es liberado de manera inadecuada
al medio ambiente (Yan et al., 2011: 22-26).

La biorremediacion es una herramienta que consiste en el uso de organismos vivos o parte de ellos, para degradar, remover
y/o transformar contaminantes ambientales (Adams et al., 2015: 28-39), representando una estrategia biotecnol6gica econdmica
y ecoamigable para el tratamiento de ambientes contaminados. Dentro de los organismos empleados en biorremediacion, se
destacan las actinobacterias, las cuales constituyen un grupo de bacterias Gram positivas y Gram variables, de gran versatilidad
metabdlica. Si bien estos microorganismos han recibido especial atencion a nivel industrial por la produccién de enzimas
extracelulares y una amplia variedad de metabolitos secundarios de interés farmacoldgico (antibioticos, antivirales, antitumorales,
entre otros), en los Ultimos afios se ha demostrado su importante papel ecol6gico mediante su capacidad para eliminar compuestos
xenobidticos tales como plaguicidas y metales pesados, entre otras sustancias (Alvarez et al., 2017: 41-62). Por estas razones, se
espera que las actinobacterias sean agentes eficientes en la biorremediacidn de matrices contaminadas con furfural.

El presente trabajo tiene como objetivo aislar actinobacterias a partir de ambientes contaminados con furfural y seleccionarlas
en base a su capacidad de tolerancia y remocion, puras 0 en consorcio, para su posible aplicacion en tratamientos de efluentes
industriales contaminados con furfural.

Desarrollo

El aislamiento de actinobacterias se llevé a cabo a partir de muestras de sedimentos obtenidos de las lagunas de estabilizacion
de una planta productora de furfural en la regién NEA. Para ello, se realizaron diluciones decimales sucesivas 10,102, 103y 10
4 de los sedimentos secos y se sembraron las diluciones 103 y 10 en cajas de Petri con medio Caseina Almidén Agar (CAA),
suplementado con 10 pg/ml de nistatina y 10 pg/ml de cicloheximida con el objeto de inhibir el desarrollo de hongos y bacterias
Gram negativas (Ravel et al., 1998: 177-184). La siembra se hizo por diseminacion en superficie con espatula de Drigalsky, por
triplicado. Las placas se incubaron a 30 °C durante 7 dias.

Las colonias obtenidas se purificaron en medio Caseina Almidon Agar sin antibioticos, a 30 °C durante 7 dias, y se
seleccionaron de acuerdo con su morfologia, color y presencia de pigmentos difusibles segin el Manual de Bergey (Lechevalier,
1989).

Para la determinacidn cualitativa de la tolerancia a furfural de los aislamientos obtenidos se siguid la técnica desarrollada por
Amoroso et al. (1998) basada en la inhibicion del crecimiento de microorganismos en un medio de cultivo sélido complejo. Las
placas se incubaron a 30 °C durante 7 dias y se estimé cualitativamente la tolerancia a furfural midiendo el crecimiento de los
microorganismos a lo largo de la linea de siembra.

Con el objeto de evaluar la presencia de antagonismo entre las actinobacterias en estudio, se utilizé una modificacién de la
técnica de Bell et al. (1980); se prepararon cajas de Petri con CAA donde una de las actinobacterias se sembro en el centro de la
caja de Petri y se enfrentd transversalmente con los otros microorganismos a ensayar, realizando todas las combinaciones posibles.

Los aislamientos seleccionados fueron utilizados para evaluar su crecimiento en Medio Minimo (MM) suplementado con
furfural (400 y 800 ppm) como Unica fuente de carbono y energia. Se inoculé una suspension celular de cada actinobacteria (2
mg/ml) y se incubaron a 30 °C, con agitacién (200 rpm), durante 96 h. El crecimiento microbiano se determiné por peso seco. La
concentracion de furfural inicial y residual en los sobrenadantes de los cultivos se determiné por cromatografia liquida de alta
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eficacia (HPLC) con un detector UV SPD 20A. Se incluyeron los controles bi6ticos y abidticos apropiados. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado.

Para evaluar la efectividad del proceso de biorremocion, se llevaron a cabo ensayos de ecotoxicidad empleando especies
vegetales. Los ensayos se realizaron empleando semillas de Raphanus sativus (rabano). Los biomarcadores evaluados fueron:
germinacion (%) y longitud de hipocétilos y radiculas (cm). Se sembraron 30 semillas en placas de Petri con papel de filtro
humedecido con 3 ml de las muestras procedentes de cada tratamiento. Las placas se incubaron en oscuridad, a 25 °C durante
120h (Fuentes et al., 2013). Posteriormente se registré el nimero de semillas germinadas en cada placa de Petri, y se midi6 la
longitud de hipocotilos y de radiculas de las plantulas, empleando una regla con escala milimétrica.

Resultados

A partir de las muestras de sedimentos, se aislaron, de forma preliminar 17 colonias que presentaron caracteristicas
macroscépicas coincidentes al grupo de las actinobacterias (aspecto rugoso, dureza similar al cuero, olor a tierra hlimeda,
formacion de micelio aéreo con presencia de esporos y produccion de pigmentos difusibles). Observaciones microscopicas
mostraron que seis de estos aislamientos, denominados L1, L4, L6, L9 y L13, contaban con estructura filamentosa coincidente
con la del género Streptomyces.

Los resultados obtenidos del andlisis cualitativo de tolerancia a furfural mostraron abundante crecimiento para los aislamientos
L4, L9y L12, en las concentraciones ensayadas (Figura 1a). El analisis de tolerancia para las actinobacterias Streptomyces sp.
A2, A5, A6, Al2, Al4 y M7, demostré abundante crecimiento para Streptomyces sp. A12 y M7 (Figura 1b), indicando una alta
tolerancia por parte de estos microorganismos a las concentraciones ensayadas de furfural.

a) b)

Figura 1: Estudio cualitativo de tolerancia en medio sélido, con 800mg/l de furfural a) aislamientos L1, L4, L6, L9, L12y
L13 b) Streptomyces sp. A2, A5, A6, A12, Aldy M7

Al analizar la concentracion de furfural en el efluente proveniente del residuo liquido de cola de la columna de destilacion de
una planta productora de la region, se detecté que la misma era de 790,91 mg/l. En base a esto, se empled una concentracion de
furfural correspondiente a aproximadamente la mitad de la observada en los efluentes (418+1 mg/l), a fin de realizar una primera
seleccién de las actinobacterias mas eficientes para crecer y remover furfural en medio liquido.

El andlisis de crecimiento de las actinobacterias en presencia de furfural demostré que los microorganismos A12 y L9
presentaron los mayores porcentajes, con un aumento de la biomasa de 181% y 118% respectivamente, seguidos de L6 y M7, con
un aumento de la biomasa de 106% y 82% respectivamente, a las 96h de incubacion. (Figura 2a).
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Figura 2: a) Porcentaje de crecimiento bacteriano en MM suplementado con 418+1 mg/L de furfural como Unica fuente de
carbono y energia a las de 96h de incubacién b) Concentracidn de furfural residual en los cultivos bacterianos a las de 96h de
incubacion

Se evalu6 la capacidad de las actinobacterias para remover furfural a parir del medio de cultivo y se encontr6 que todas
presentaron dicha capacidad, observandose concentraciones de furfural residual comprendidas entre 90 y 391 ppm. Cabe destacar
que las minimas concentraciones de furfural residual se detectaron en los sobrenadantes de los cultivos de L9, A12, L6 y M7
(Figura 2b). No se observd disminucidn en la concentracion de furfural en el control abi6tico.

Como criterio para seleccionar las actinobacterias mas eficientes se determing la relacion entre la concentracion de furfural
residual y el crecimiento bacteriano. Se eligieron los microorganismos para los cuales esta relacion fue minima, ya que la misma
se obtenia frente a concentraciones de furfural residual bajas o bien frente a elevada produccién de biomasa. Al aplicar dicho
criterio, se observo que los cultivos para los cuales esta relacion fue minima corresponden a las actinobacterias L9, A12, L6 y
M?7. Estos microorganismos fueron seleccionados para estudios posteriores por considerarse los mas eficientes con respecto a su
crecimiento y capacidad de remocién de furfural.

A fin de evaluar la capacidad de crecimiento y remocién del contaminante en una concentracién analoga a la del efluente real,
se trabajé con MM suplementado con una concentracion inicial promedio de furfural de 807+10mg/I.

Ademas, mediante ensayos en medio CAA, se descartd la presencia de reacciones antagonicas entre las actinobacterias L9,
Al2y M7, a fin de evaluar tales microorganismos en cultivos puros y mixtos.

Al evaluar la relacion entre la concentracion de furfural residual y el crecimiento bacteriano, se observo que la misma fue
minima para el consorcio formado por las actinobacterias L9, A12 y M7. Por ello, se selecciond a este consorcio microbiano para
estudios posteriores.

Se realizaron ensayos de ecotoxicidad en los sobrenadantes de los tratamientos con cultivos de las actinobacterias en MM
contaminados con furfural. En los mismos se encontraron aumentos significativos en los bioindicadores analizados (% de
germinacion, longitud de radiculas e hipocétilos) (p < 0,05) en los sobrenadantes procedentes del cultivo mixto L9-A12-M7 y de
los cultivos puros de Streptomyces sp. A12 y M7, en relacion con los bioindicadores obtenidos en los sobrenadantes sin inocular.
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Figura 3: a) Porcentaje de germinacion de R. sativus b) Longitud de hipocétilos y radiculas de R. sativus. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre los tratamientos y sus respectivos controles (p < 0,05)

Conclusiones

A partir de sitios contaminados con furfural, se aislaron seis microorganismos con caracteristicas macro y microscépicas
correspondientes a las actinobacterias. Los seis aislamientos presentaron tolerancia a furfural en medio sélido. Seis cepas de
Streptomyces sp., asiladas a partir de suelos y sedimentos altamente contaminados de las provincias de Tucuman y Santiago del
Estero, presentaron tolerancia a furfural en medio solido. De las actinobacterias evaluadas en los ensayos en MM suplementado
con 418+1 mg/l de furfural, se selecciond el aislamiento L9y las cepas Streptomyces sp. A12 y M7, por presentar el minimo valor
de la relacion furfural residual/% de crecimiento. Los aislamientos y cepas seleccionadas fueron utilizadas puras y en cultivo
mixto en ensayos posteriores a mayores concentraciones de furfural (807+10 mg/l). El cultivo mixto, formado por las
actinobacterias L9, A12 y M7, fue el mas eficiente con respecto a su crecimiento y capacidad de remocion de furfural por presentar
la minima relacién entre la concentracion de furfural residual y el crecimiento bacteriano, bajo estas condiciones. Los ensayos de
ecotoxicidad muestran un aumento significativo (p < 0,05) en los bioindicadores para los tratamientos con cultivos puros de
Streptomyces sp. A12 y M7, y cultivo mixto L9-A12-M7, respecto al sistema liquido sin tratar con las actinobacterias, indicando
de este modo, que los efectos tdxicos causados por el furfural fueron revertidos por el tratamiento de biorremediacién utilizando
estos microorganismos.

Los resultados obtenidos sugieren que las actinobacterias estudiadas, en cultivos puros o mixtos, representan una herramienta
de biorremediacion prometedora para el tratamiento de efluentes contaminados con furfural.
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