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Resumen. El furfural es un aldehido heterociclico utilizado en la industria quimica para
elaborar variados productos. No obstante su importancia, numerosas investigaciones informan
acerca de una serie de problemas ambientales - derivados de su fabricacion y uso - que pueden
ser contrarrestados mediante técnicas que usan microorganismos para degradar contaminantes
como este. Con tal fin, se han aislado e identificado bacterias provenientes de barros en
contacto con los efluentes de la fabricacion de furfural de una empresa taninera del Chaco.
Una de estas cepas aisladas pertenece al género y especie Bacillus licheniformis. El objetivo
del trabajo fue determinar la concentracion méaxima de furfural a la cual crece Bacillus
licheniformis, evaluando su capacidad de biodegradarlo; también se estudio la capacidad de
esta cepa para formar biofilm sobre cascarilla de arroz como soporte. Se ensayaron por
triplicado cultivos liquidos preparados con un medio mineral M9, glucosa como co-sustrato, el
indculo bacteriano y concentraciones crecientes de furfural de 123 a 1433 mg/L. Se uso el
mismo cultivo para la formacion de biofilm, sin furfural. Se incubaron a 30°C, en oscuridad y
con 200 rpm de agitacion durante 72 h. Simultdneamente se efectué un control abidtico en
idénticas condiciones que el biotico. ElI crecimiento bacteriano se monitore6 cada 24 h
midiendo la absorbancia a 610 nm con un espectofotometro Perkin EImer UV/VIS Lambda 25.
El biofilm generado se midio por diferencia de peso en la cascarilla antes y después del ensayo.
La concentracion de furfural se analiz6 cada 24 h por Cromatografia Liquida de Alto
Desempefio (HPLC). Los resultados indican que Bacillus licheniformis puede formar biofilm,
crecer y utilizar el furfural como fuente principal de carbono, hasta concentraciones de 1433
mg/L, degradandolo en un 11,8%.
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1. INTRODUCCION

El furfural es un compuesto muy utilizado como producto intermedio en la industria quimica
para la fabricacion de plasticos, disolventes de pintura, resina de furano y adhesivos, entre otras
aplicaciones. Sin embargo, y a pesar de los beneficios que poseen la produccion y exportacion
de furfural, este compuesto provoca graves problemas de contaminacion ambiental durante su
proceso de produccion (Luo y Cui, 2011).

Actualmente se dispone de una variedad de tecnologias para tratar los efluentes contaminados
con materiales peligrosos, como el furfural. Entre ellas, se destaca la biorremocion, que implica
la utilizacion de microorganismos para degradar contaminantes ambientales, la cual ha recibido
una creciente atencion como enfoque biotecnoldgico eficiente para restaurar un ambiente
contaminado (Boopathy, 2009).

La formacién de biofilms o biopeliculas, puede facilitar el desarrollo de técnicas mas eficientes
para la biorremediacion de efluentes, de alli, el significativo interés de su estudio (Rajbir y col.,
2006). Las biopeliculas son comunidades de células adheridas a una superficie, gracias a una
matriz extracelular. La matriz de la biopelicula es un complejo formado principalmente por
exopolisacaridos (EPS) y otras macromoléculas como proteinas, ADN, metabolitos, productos
diversos procedentes de la lisis bacteriana y material particulado del ambiente que los rodea
(Lasa y col., 2005). Constituyen un mecanismo de proteccion para el crecimiento y desarrollo
de los microorganismos involucrados; ademas les permite sobrevivir en ambientes hostiles, ser
mas resistentes a los productos y producir una mayor cantidad de biomasa, incrementando su
capacidad y eficiencia de degradacion de diversos compuestos (Rajbir y col., 2006).

Dentro del Grupo de Investigacion Sobre Temas Ambientales y Quimicos - GISTAQ -
perteneciente a la Facultad Regional Resistencia de la Universidad Tecnol6gica Nacional, se
propone tratar el furfural contenido en el efluente de una fabrica de la region, utilizando un
reactor de lecho fluidizado.

Para esto, previamente se han aislado e identificado colonias bacterianas provenientes de barros
que han estado en contacto con dicho contaminante ya que, segun sefiala Zheng et al. (2015) en
esas condiciones el crecimiento es Optimo. Una de esas colonias identificadas a través del
método amplificacion por PCR y secuenciacion ARNr, es Bacillus licheniformis. Sus
caracteristicas macroscépicas son: color anaranjado brillante, consistencia cremosa, forma
irregular y borde lobulado (Utgés y otros, 2016).

El objetivo del trabajo fue determinar la concentracion maxima de furfural a la cual crece
Bacillus licheniformis, evaluando su capacidad de biodegradarlo; también se estudid la
capacidad de esta cepa para formar biofilm sobre cascarilla de arroz como soporte.

2. MATERIALES Y METODOS:

2.1 Preparacion de inoculos

Para lograr el crecimiento del Bacillus licheniformis en medios de cultivo liquidos y
posteriormente reinocularlo en un medio nutriente M9 - adaptado de Koenig et Andreesen (1989)
-, se prepararon por duplicado, en Erlenmeyers de 250 mL dos in6culos sucesivos. Todas las
soluciones fueron esterilizadas previamente en autoclave a 1,5 bar y 112°C (Perry, Green,
Maloney, 2001) por un lapso de 15 minutos.

2



PROIMCA — PRODECA 2019

El primer indculo se efectud con 49 mL de peptona de carne al 1% m/v, 0,5 mL de NH4CI 1M,
0,5mL de NaH2PO4 1My la cepa extraida con palillo estéril, proveniente de un medio agarizado.
Como fuente de nitrogeno asimilable, se eligio una sal inorganica de amonio (NH4Cl) de acuerdo
con Boopathy y Daniels (1991); para regular el pH y proporcionar fosforo, Hareland et al. (1975)
sugiere NaH2POas; la peptona de carne es la fuente principal de nitrégeno orgénico (Fernandez
Linares y otros, 2006). El inoculo se incubo a 30°C, en oscuridad y a 200 rpm durante 48 h.
Posteriormente, se realizé el segundo indculo con: 32 mL de agua destilada estéril, 10 mL de
M9, 0,1 mL de MgSO4 1M, 5 pl de CaCl> 1M, 2,5 mL de glucosa al 20% m/v y 5 mL del
indculo anterior. Se incub6 a 30°C, en oscuridad y a 200 rpm durante 24 h,

Los indculos asi preparados se utilizaron tanto para los ensayos de formacion de biofim como
para las pruebas de biodegradacion de furfural.

2.2 Acondicionamiento del soporte

La cascarilla de arroz se acondiciond a través de un lavado con agua destilada a 80°C por 40
minutos, se seco en estufa a 60°C y posteriormente se enfrio en desecador (Figura 1). Se peso 1
+ 10-4 g del soporte y se lo esterilizé dentro de tubos de vidrio con tapa a rosca.

Figura 1. Cascarilla de arroz. Imagenes luego del lavado y secado en estufa.

2.3 Ensayos de formacion de biofilm

Los ensayos se realizaron por triplicado en 21 erlenmeyers a los cuales se les adicionaron los
reactivos - mencionados en la preparacién de los indculos -, el soporte respectivo y el indculo
bacteriano en M9. Simultaneamente se realiz6 un ensayo abidtico bajo las mismas condiciones
de cultivo.

A cada erlenmeyer conteniendo el medio minimo glucosado, se le agregdé 5 mL de in6culo
bacteriano con 0,8 de DO610.

Los 22 Erlenmeyers se incubaron en estufa a 30°C durante 72h y con agitacion manual, cada
24h.
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Finalizado el tiempo de incubacion, se filtrd el soporte, se lo lavé con agua destilada para
remover las sustancias no absorbidas, se lo dejo secar en estufa a 60°C, enfriar en desecador y
se pesd. La biomasa formada se determiné por diferencia de peso.

2.4 Pruebas de Biodegradacion de furfural y crecimiento bacteriano

Se trabajo por triplicado en Erlenmeyers de 250 mL con: 34 mL de agua destilada estéril, 10 mL
de M9, 0,1 mL de MgSQO4 1M, 5 ul de CaClz 1M, 1 mL de glucosa al 20% m/v, 5 mL del in6culo
a una absorbancia de 0,7 a 610 nm estimando asi una cantidad total de bacterias de 10 UFC y
furfural a distintas concentraciones (desde 123 a 1433 ppm).

Paralelamente se realizé un control abidtico bajo las mismas condiciones de cultivo. Se incubd
a 30°C a 200 rpm durante 72h. El crecimiento bacteriano se analiz6 cada 24 h midiendo la de la
absorbancia a 610 nm con un espectofotometro PerkinElmer UV/VIS Lambda 25.

La concentracion de furfural se analizd cada 24 h por Cromatografia Liquida de Alto
Desempefio (HPLC) mediante un equipo Shimadzu CBM 20A. Este cuenta con un detector UV
SPD 20A a 278 nm de longitud de onda, utilizando una columna de fase inversa C18, 40°C de
temperatura, con una velocidad de flujo de ImL/min, un volumen de inyeccién de 20uL y una
mezcla de acetonitrilo — agua (17,5:82,5) como fase movil (Farias y otros, 2017).

3. RESULTADOS

3.1 Ensayos de formacion de biofilms

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos con el soporte cascarilla de arroz. Durante
los ensayos pudo apreciarse crecimiento bacteriano, observable por la turbidez generada, y
desarrollo de biofilm bacteriano, observable por la diferencia de pesos del soporte en
comparacion con el ensayo abiotico.

Tabla 1. Resultados de la formacion de biofilm en cascarilla de arroz.

Cepa Peso Peso final Peso
inicial del del biofilm
soporte soporte [g]
[a] [a]
Cc(1) 10,002 10,647 0,0645
C(2) 10,003 10,033 0,003
C(3) 10,002 10,139 0,0137
Blanco 10,001 0,9873 -0,0128

Nota: C = Bacillus licheniformis

3.2 Pruebas de Biodegradacion de furfural y crecimiento bacteriano
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Se realizaron ensayos con seis concentraciones distintas de furfural, observando que Bacillus
licheniformis ha sido capaz de crecer y utilizar el furfural, como fuente principal de carbono, en
concentraciones de hasta 1433 ppm. En la Tabla 1 se exponen, en forma comparativa los valores
de concentracion de furfural obtenidos cada 24h en muestras inoculadas con Bacillus
licheniformis (ensayos bidticos) y en muestras sin inocular (ensayos abioticos), y el porcentaje
de remocion total del contaminante a las 72h de incubacion.

Tabla 2. Resultados de la concentracion de furfural cada 24h y porcentaje de la remocion total de furfural en
ensayos bidticos y abi6ticos.

Ensayo Conc. Furfural (ppm) %Remocion
dia 0 dia 1l dia 2 dia 3
1 Bidtico 123.2 66.8 54.1 0.7 99.4
Abidtico 128.6 121.5 112.9 111.3 13.5
2 Bidtico 239.7 172.1 73.8 12.1 94.9
Abidtico 242.1 2354 221.6 216.0 10.8
3 Bidtico 498.8 390.6 221.7 53.8 89.2
Abidtico 455.4 434.6 412.3 380.4 16.5
4 Bidtico 595.3 485.9 318.7 207.5 65.1
Abidtico 561.0 522.1 480.8 473.2 15.7
5 Bidtico 717.2 637.1 479.0 297.7 58.3
Abidtico 732.2 680.0 562.4 562.4 23.2
6 Bidtico 1433.3 1380.2 1348.8 1265.1 11.8
Abidtico 1508.4 1499.7 1499.7 1473.5 2.3
%Remocion de Furfural
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X 40 A B Abidtico
20 -
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Concentracién Furfural (ppm)

Figura 2. Porcentaje de remocidn de furfural vs. Concentracion de furfural en ensayos bi6ticos y abiéticos.

El crecimiento bacteriano se determind midiendo la absorbancia a 610nm (DO610nm). En la
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tabla 3 se muestran los resultados obtenidos al inicio del ensayo y cada 24h de incubacion en las
muestras con y sin inoculacion.

Tabla 3. Medida de absorbancia a 610nm cada 24h en los ensayos bidticos y abioticos.

Ensayo Absorbancia

dia 0 dia 1 dia 2 dia 3

1 Bidtico 0.078 0.100 0.088 1.839
Abidtico 0.014 0.004 0.005 0.004

2 Bidtico 0.084 0.099 0.267 0.847
Abidtico 0.009 0.006 0.010 0.011

3 Bidtico 0.104 0.217 0.551 0.868
Abidtico 0.000 0.012 0.016 0.017

4 Bidtico 0.104 0.186 0.235 0.593
Abidtico 0.000 0.002 0.064 0.014

5 Bidtico 0.104 0.190 0.214 0.836
Abidtico 0.000 0.009 0.042 0.030

6 Bidtico 0.108 0.049 0.046 0.046
Abidtico 0.038 0.001 0.004 0.005

4. CONCLUSION

- Se demostr6 que Bacillus licheniformis, aislada de los barros de una fabrica de
produccion de furfural, puede utilizar furfural como fuente de carbono y degradarlo en
un 89,2% hasta concentraciones de 500 ppm y alrededor de un 60% a 700 ppm.
Asimismo logr6 remover un 11,8% en ensayos con concentraciones de 1433ppm.

- En base a los resultados obtenidos en los ensayos de formacion de biofilms, podria
considerarse que la cascarilla de arroz es un soporte apto para la generacion de biofilm
bacteriano, cuando se trabaja con Bacillus licheniformis. Esto se demostré en funcion a
la diferencia de pesos del soporte cascarilla de arroz obtenido en ensayos bidticos y
abioticos.
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