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Resumen

El furfural es un aldehido heterociclico, con variadas
aplicaciones en la industria quimica. A pesar de los beneficios
que posee su uso y produccion, el aldehido se convierte en un
componente toxico importante en las aguas residuales si es
liberado al medio ambiente sin un tratamiento adecuado (Lei y
col.,2022; Rashtbariy col., 2022). Los cultivos inmovilizados en
biopeliculas representan una herramienta bioldgica eficiente para
la eliminacion de contaminantes en los procesos de
biorremediacién (Isaac y col., 2017). En el presente trabajo se
evalud la capacidad de formacidn de biopeliculas por las cepas
de actinobacterias Nocardiopsis sp. L9 y Streptomyces sp. A12y
M7, en cultivos mixtos y puros, sobre esponja vegetal, y la
eficiencia de dichas biopeliculas para la remocion de furfural en
un efluente simulado. Como resultado se obtuvieron diferencias
significativas (p<0,05) en la actividad enzimatica hidrdlisis de
FDA entre el soporte de esponja vegetal estéril (sin colonizar) y
los tratamientos con esponja colonizada por las cepaspurasy en
consorcio, indicando la actividad biolégica del biofilm. El
analisis por microscopia electronica de barrido confirmé un
elevado desarrollo bacteriano adherido a la superficie de la
esponja vegetal con presencia de posibles sustancias poliméricas
extracelulares. Durante el proceso de biorremediacion del
efluente simulado contaminado con furfural (831+23 mg I1), se
observaron concentraciones residuales nulas al tercer dia de
tratamiento, al utilizar el biofilm formado por el cultivo mixto de
las actinobacterias Nocardiopsis sp. L9y Streptomyces sp. A12
y M7. Los resultados obtenidos sugieren que dichas biopeliculas
representan una herramienta de biorremediacién prometedora
para el tratamiento de efluentes que contienen furfural.
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Introduccion

El furfural se utiliza a gran escala en refinerias de petréleo,
industrias petroquimicas, papel y carton y esta presente en sus
aguas residuales en unaproporcion limitada de entre 100y 1.200
mg It (Rashtbariy col., 2022). Este compuesto es considerado
un inhibidor de los sistemas biol6gicos, ya que dafia a los
microorganismos al reducir las actividades enzimaticas y
biolégicas, descomponerel ADN e inhibir la sintesis de proteinas
y ARN, provocando efectos toxicos en los sistemas vivos, si es
liberado al medio ambiente sin un tratamiento adecuado (Lei y
col., 2022; Rashtbari y col., 2022).

Lasbiopeliculas constituyen un modo de crecimientoque permite
a los microorganismos sobrevivir, ain en ambientes hostiles,
siendo sus fenotipos, fisiologia y comportamiento
significativamente diferentes a los de sus contrapartes
planténicas (Sonawane y col., 2022). Su mayor nivel de
tolerancia a los contaminantes y al estrés ambiental les permite

mayor capacidad para degradar una serie de sustancias toxicas a
través de diversas vias catabolicas, removiendo con éxito los
contaminantes del suelo y de sistemas liquidos (Biswal y Malik,
2022).

La formacién de biopeliculas sobre soportes naturales, organicos
y biocompatibles se utiliza ampliamente en los procesos de
biorremediacién (Dzionek y col.,2016). Entre estos soportes
naturales, se presta especial atencién al grupo de materiales
vegetales lignocelulésicos. Uno de ellos es la esponja vegetal
derivada de la fruta maduray seca de Luffa aegyptiaca. Esta
esponja estd compuesta por una red abierta de fibras que forman
el esqueleto del fruto. Diversos autores informan el uso de
esponja vegetal (Luffa aegyptiaca) como matriz de soporte
efectiva para el desarrollo de biopeliculas microbianas debido a
su alto grado de porosidad, bajo peso especifico, propiedades
fisicas estables, resistencia mecanica, no toxicidad y bajo costo
(Dzionek y col.,2020).

En el presente trabajo se evalu6 la capacidad de formacion de
biopeliculas por las cepas de actinobacterias Nocardiopsis sp. L9
y Streptomyces sp. A12 y M7, en cultivos mixtos y puros, sobre
esponja vegetal, y la eficiencia de dichas biopeliculas para
remover furfural en un efluente liquido simulado.

Materiales y Métodos

Para la preparacion del soporte vegetal se cortaron cubos de
esponja de aproximadamente 0,1 g. Los cubos obtenidos se
sumergieron en agua hirviendo durante 30 min, se lavaron
minuciosamente con agua destilada, se secaronen horno a 70°C
y se almacenaron en desecador. Posteriormente se esterilizaron
en autoclave (121 °C; 1,2 atm).

Se realizaron precultivos plantonicos individuales de las
actinobacterias Nocardiopsis sp. L9 y Streptomyces sp. A12 y
M7, a 30°C durante 72h, con agitacion de 300 rpm, en medio
TSB, con un sistema compuesto por un resorte de acero
inoxidable en el interior de los matraces Erlenmeyer para evitar
la formacién de floculos, caracteristicos del crecimiento de
algunos géneros de actinobacterias. Posteriormente se realizaron
suspensiones bacterianas de las cepas puras y en consorcio en
medio TSB fresco para alcanzar una D.Os,g =1, para lo cual se
utilizaron 240 L de precultivoy 1 ml de TSB. Para determinar
la influencia del furfural sobre la formacién de biofilm, las
suspensiones bacterianas se prepararon en ausencia (SF) y en
presencia (CF) de 800 mg I de furfural.

El desarrollo de biopeliculas se realiz6 en Erlenmeyers de 250
ml, que contenian aproximadamente 0,5 g de esponja (5 cubos) y
60 ml de la suspensidn bacteriana. Los erlenmeyers se incubaron
a 30 °C con agitacion suave (100rpm). Después de 96 h de
incubacion, los cubos de esponja colonizados se enjuagaron con
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solucion de NaCl (0,9 %) para eliminar los microorganismos no
unidos.

Para verificar la calidad del biofilm formado sobre el soporte, se
evalu6 su estado fisioldgico mediante la determinacién de su
capacidad para hidrolizar diacetato de fluoresceina (FDA) por
esterasas inespecificas producidas por células bacterianas vivas
(actividad enzimatica total). La medicion se realizo afiadiendo 1
cubo de esponja colonizado a 8 ml de tampdn de fosfato (g11: 8
NaCl; 0,2 KCI; 1,5 Na,HPO,; 0,2 K,HPO,; pH 7,4), se incubo
durante 15 min en agitador orbital (130 rpm, 30°C).
Posteriormente, se inyectaron de formalenta 0,1 ml de FDA (4,8
mmol I') directamente en el centro del soporte, se incub6 en
oscuridad en agitador orbital (130 rpm, 30 °C) durante 1 h. La
intensidad de la fluorescencia en el liquido se midié
espectrofotométricamente a 490 nm. La concentracion de
fluoresceina liberada se calcul6 sobre la base de una curva
estandar. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Se
utiliz6 esponja vegetal estéril como control abidtico.

La estructura del biofilm formado sobre esponja vegetal se
observé mediante microscopio electrénico de barrido JEOL
5800LV, con digitalizador Gatan modeo 788y equipo de secado
a punto critico Denton Vacuum; perteneciente a la Universidad
Nacional del Nordeste (UNNE). Para la fijacion y preparacion de
las muestras se empled la técnica descripta por (Salgado y
Galindez, 2023).

Para los ensayos de remocién de furfural utilizando el biofilm
desarrollado sobre esponja vegetal, se trabajo en matraces
Erlenmeyer color caramelo de 150 ml, en los que se colocaron 30
ml de efluente simulado (831+23 mg I de furfural) y 3 cubos de
esponjavegetal colonizada. Se trabajé con sistemas formados por
3 cubos colonizados, cada uno con una cepa pura de
actinobacteria (M7-A12-L9) o bien, 3 cubos colonizados con el
cultivo mixto de las actinobacterias (Cons), en presencia o
ausencia del contaminante. Se incub6 a 30°C con agitacion (130
rpm). Se incluyeron controles abi6ticos con esponja vegetal
estéril para determinar la pérdida de furfural por adsorcion a
dicho soporte.

La cuantificacion de furfural se realiz6 mediante HPLC,
empleando un equipo Shimadzu CBM 20A, que cuenta con un
detector UV SPD 20, se trabaj6 a 278 nm de longitud de onda,
utilizando una columna de fase inversa C18, a 40°C de
temperatura, con una velocidad de flujo de 1 ml min-, un
volumen de inyeccion de 20 ul'y una mezcla de acetonitrilo-agua
(17,5:82,5) como fase mévil. Se tomaron muestras de los cultivos
al inicio (T0), yalos 1,3,5, 7y 10dias (T1, T3, T5, T7 y T10,
respectivamente) de tratamiento.

Resultados

Al evaluar la actividad de hidrélisis de FDA, los resultados
mostraron diferencias significativas (p<0,05) entre el blanco
(esponja estéril sin colonizar) y los tratamientos con esponja
colonizada por las cepas Nocardiopsis sp. L9 y Streptomyces sp.
Al2y M7 purasy en consorcio, indicando que las mismas se
encuentran bioldgicamente activas en el biofilm (Figura 1).

El analisis por microscopia electrénica de barrido, a una
ampliacion de 1500X, permitié observar un elevado desarrollo
bacteriano adherido a la superficie de la esponja vegetal con
presencia de posibles sustancias poliméricas extracelulares
caracteristicas de la estructura del biofilm (Figura 2). No se
observaron diferencias entre las estructuras bacterianas
desarrolladas en presencia y en ausencia de furfural.
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Figura 1.- Medida de la actividad enzimatica FDA. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre los tratamientos (p <0,05).

Figura 2.- Desarrollo de biofilm adherido a la superficie de esponja
vegetal

Durante el proceso de biorremediacion del efluente simulado
contaminado con furfural (83123 mg |1) se observaron
concentraciones de furfural residual nulas al tercer dia de
tratamiento cuando se trabajé con biopeliculas formadas en
ausencia del contaminante (SF) (Figura 3).
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Figura 3.- Remocion de furfural durante los tratamientos con
biopeliculas formadas sobre esponja vegetal.

Conclusiones

Los resultados obtenidos sugieren que el biofilm formado por el
cultivo mixto de Nocardiopsis sp. L9 y Streptomyces sp. A12 y
M7, sobre esponja vegetal, representa una herramienta de
biorremediacion prometedora para el tratamiento de efluentes
que contienen furfural.
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