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Las resinas de intercambio i6nico son utilizadas para la purificacion de aguas en
diferentes procesos como la produccion de alimentos, medicamentos, bebidas, asi como
también en los reactores nucleares y de investigacion para remover los nucleidos
presentes en el sistema. La biodegradacion de las resinas de intercambio ibnico agotadas
provenientes del area nuclear, es una potencial alternativa para el tratamiento y la
disminucién del volumen de estos residuos radiactivos, como la incineracion, pirolisis y
otros. Los hongos ligninoliticos poseen una bateria enzimética extracelular, inespecifica y
con alto potencial redox, que les permite degradar eficientemente a la lignina y a
numerosos compuestos recalcitrantes de naturaleza aromética semejantes. Las
principales enzimas que estan involucradas en este proceso son la lignin-peroxidasa, Mn-
peroxidasa y lacasa. Las resinas de intercambio i6nico extremadamente recalcitrantes
tienen una estructura molecular semejante a la lignina. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de hongos ligninoliticos sobre las resinas de intercambio iénico. Las
especies estudiadas fueron Trametes trogii BAFC 463, Trametes versicolor BAFC 2234,
Fomes fasciatus, Ganoderma lucidum E47 y dos cepas de Pestalotiopsis guepinii BAFC
4311 y BAFC 4314. En la primera etapa se evalud el crecimiento de cada uno de estos
hongos ante la presencia de resinas de intercambio iénico mixtas y anidénicas en medio -
agar-agua con el agregado de glucosa 5% como fuente de carbono o sin fuente de
carbono adicional. A través de Microscopia Electronica de Barrido (SEM) se pudo
observar que T. trogii BAFC 463 y T. versicolor BAFC 2234 fueron los que presentaron
un potencial efecto sobre las resinas de intercambio iGnico y especificamente sobre las
resinas anionicas. Posteriormente T. trogii y T. versicolor fueron cultivados en medio de
cultivo agarizado rico en nutrientes en presencia de resinas de intercambio idnico
anionicas y catidnicas evaluandose la velocidad de crecimiento radial. Por Ultimo se los
cultivd en medio liquido sintético con glucosa y asparagina como fuentes de carbono y
nitrdgeno respectivamente y con la adicion de resina anidnica o cationica, determinandose
la actividad ligninolitica lacasa a diferentes tiempos y la concentracién de cobre en el
medio de cultivo. En los cultivos de ambos hongos con resina anidnica se observé un
retardo en el crecimiento de la colonia, aunque la concentracion de cobre se mantuvo
constante en el sobrenadante de cultivo. En el caso de los cultivos con resina cationica,
no se observd crecimiento y la concentracion de cobre disminuy6 considerablemente. En
conclusion, T. trogii y T. versicolor fueron capaces de crecer en presencia de resina
anidénica y no asi en presencia de resina cationica. Esta ultima produjo una inhibicién en el
desarrollo fungico relacionado con la disminucién en la disponibilidad de cobre u otros
micronutrientes no evaluados en el ensayo, necesarios para su crecimiento y presentes
en el medio de cultivo, por intercambio catiénico con la resina.
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lon exchange resins are used for water purification in a variety of processes as food
industry, medicine and beverages as well as in nuclear and research reactors to remove
nuclides present in the system. Biodegradation of spent ion exchange resin coming from
the nuclear area is a potential alternative for treatment and volume reduction of this
radioactive waste, as the incineration, pyrolysis and others. Ligninolytic fungi secrete
several unspecific and high redox potential enzymes that allow them to degrade lignin and
other recalcitrant compounds with similar aromatic nature. The main enzymes involved in
this process are lignin-peroxidase, Mn-peroxidase and laccase. The molecular structure of
ion exchange resin resembles that of lignin and is extremely recalcitrant as well. The main
objective of this work was to evaluate the effect of ligninolytic fungi on ion exchange resin.
The studied strains were Trametes trogii BAFC 463, Trametes versicolor BAFC 2234,
Fomes fasciatus, Ganoderma lucidum E47 and Pestalotiopsis guepinii BAFC 4311 and
BAFC 4314. First, the growth of these fungi in the presence of mixed and anionic ion
exchange resin in agar plates with 5% of glucose as carbon source or without any
additional carbon source, was evaluated. Scanning Electron Microscopy (SEM) showed
that anionic ion exchange resins were modified by T. trogii BAFC 463 and T. versicolor
BAFC 2234. Then, T. trogii and T. versicolor were grown in plates of a synthetic medium
with glucose and asparagine as carbon and nitrogen sources, respectively, supplemented
with cationic and anionic ion exchange resins. Radial growth plate was evaluated. Finally,
each strain was grown on glucose/asparagine liquid culture. Cationic and anionic ion
exchange resins were included to evaluate laccase production and copper concentration in
the culture medium. In both strains evaluated a delay in growth was registered with the
anionic resin, and copper concentration remained constant in the culture supernatants.
With the cationic resin the fungi assayed couldn't growth and a very low concentration of
copper was observed in both fungal cultures. In conclusion, T. trogii and T. versicolor,
were able to growth under the presence of the anionic resin but not with the cationic one.
The last one inhibited their growth probably due to low availability of copper and other
nutrients not evaluated, that were interchanged with the resin.



INTRODUCCION

Las resinas de intercambio i6nico organicas son utilizadas en los reactores nucleares de
potencia e investigacién para remover sustancias quimicas que podrian perjudicar su
funcionamiento. Una vez agotadas, dichas resinas son tratadas como residuo radiactivo.
Se conocen diferentes tratamientos y formas de acondicionar las resinas una vez que se
recambian de los reactores y disponen como residuo radiactivo. Algunas de ellas estan
relacionadas con la destruccion o disminucién del volumen de las mismas ya sea por
procesos fisicos o quimicos y otras con su inmovilizacion. Algunos ejemplos son la
incineracion, pirolisis, cementacion, vitrificacion, oxidacion humeda, entre otros. Otra
técnica de tratamiento es la degradacién microbiana (biodegradacion), que al momento no
ha sido muy estudiada.

Las resinas utilizadas en estos reactores son resinas comerciales catidnicas, anionicas y
de lecho mixto. Tienen una estructura molecular de poliestireno entrecruzado con
divinilbenceno (PS-DVB) y grupos funcionales fijados a la misma que le permiten llevar a
cabo la funcion de intercambio de iones. Las resinas catidnicas poseen grupos
funcionales sulfénicos unido a la matriz polimérica y las anidnicas grupos amino
cuaternario. Las resinas mixtas son mezcla de ambos tipos.

Los hongos causantes de pudricion blanca conforman un grupo fisiolégico cuya
caracteristica es su capacidad de degradar todos los componentes de la madera. Pueden
llevar a cabo este proceso porque poseen los grupos de enzimas necesarias para la
ruptura de todos los polimeros que conforman los tejidos vegetales: celulasas,
hemicelulasas, pectinasas y ligninasas..

Las ligninasas son enzimas extracelulares que por su alto poder oxidativo y baja
especificidad pueden ser utilizadas en diversos procesos biotecnolégicos, como por
ejemplo bioconversién de alimentos (Rugayyah et al., 2014), produccién de bioetanol de
segunda generacion (Hori and Cullen, 2016) y en biopulpado y bioblanqueo de pulpa de
papel (Kaur et al., 2016). Estas enzimas son capaces de catalizar la oxidacion de diversos
compuestos similares estructuralmente a la lignina, muchos de ellos contaminantes
organicos ambientales algunos altamente téxicos o cancerigenos y de prolongada
persistencia en el medio ambiente, como bifenilos policlorados, hidrocarburos aromaticos
policiclicos y colorantes (Rao et al., 2014; Kies, 2015). Entre las enzimas que intervienen
en el proceso de degradacién de lignina, se destaca por su amplia distribucion la
polifenoloxidasa lacasa (EC 1.10.3.2).

Los basidiomycota son los organismos que han sido mas estudiados en lo que respecta a
esta enzima debido a los altos niveles de produccion en cultivo, algunos ejemplos son
Pleurotus ostreatus (Hou et al., 2004); Ganoderma adspersum (Songulashvili et al., 2006),
Pycnoporus sanguineus (Pointing and Vrijmoed, 2000) y Trametes trogii (Grassi et al.,
2011).

Las resinas de intercambio i6nico extremadamente recalcitrantes tienen una estructura
molecular semejante a la lignina. El objetivo de este trabajo fue evaluar la interaccion
entre hongos ligninoliticos y las resinas de intercambio iénico, con miras a su aplicacién
en procesos de degradacion microbiana de resinas ya agotadas.



MATERIALES Y METODOS
Especies de hongos cultivadas

Las especies cultivadas fueron Trametes trogii BAFC 463, Trametes versicolor BAFC
2234, Fomes fasciatus, Ganoderma lucidum E47 y dos cepas de Pestalotiopsis guepinii
BAFC 4311y BAFC 4314.

Medios de cultivo

e Extracto de Malta: las especies mencionadas se cultivaron en un medio de cultivo
natural conteniendo 12,7 g de extracto de malta, 10 g de glucosa y 20 g de agar en 1L de
agua destilada. El medio de cultivo luego de ser autoclavado para su esterilizacion a
121°C durante 20 minutos, se distribuyé en placas de Petri estériles de 10 cm de
diametro. Una vez solidificado el medio, las diferentes especies de hongos fueron
cultivadas en dicho medio a 28 + 1 °C durante 6 a 8 dias segun la especie. Este medio es
utilizado para mantener el stock de cultivos.

e Las especies provenientes del medio de cultivo extracto de malta, fueron cultivadas
en agar agua (20 g de agar en 1L) y agar agua con 5% de glucosa en presencia de resina
de intercambio iGnico anidnicas y mixtas, separadamente. Las condiciones de incubacién
fueron a una temperatura de 28 + 1 °C durante 30 dias aproximadamente.

e Glucosa — Asparagina: 0,5 g MgSO4-7H,0; 0,5 g H2KPOy4; 0,6 g HK,POy4; 0,4 mg
CuS0y4-5H,0, 0,09 mg MnCl,-4H,0; 0,07 mg H3BOg3; 0,02 mg Na,MoO4-2H,0; 2,5 ZnCly;
1 mg FeCls; 0,1 mg tiamina; 0,005 mg biotina, 10 g de glucosa, 4 g de asparagina en 1L
de agua destilada con 20 g de agar para el caso del medio agarizado o sin este para el
cultivo liquido, con un pH final de 6,5. Luego de ser esterilizado en autoclave y enfriado a
una temperatura de 45 °C, fue suplementado con una solucion de CuSO,, autoclavada
separadamente, para alcanzar una concentracion final de 1mM. El medio sélido se
distribuyd en placas de Petri de 10 cm de diametro y el medio liquido en Erlenmeyers de
250 ml conteniendo 50 ml del medio.

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Las especies T. trogii BAFC 463, T. versicolor BAFC 2234, F. fasciatus, G. lucidum E47
y dos cepas de P. guepinii BAFC 4311 y BAFC 4314 cultivadas en medio de cultivo Agar-
Agua en presencia de resina anionica fueron observadas en Microscopio Electronico de
Barrido SEM FEI QUANTA 200.

Crecimiento radial

Se sembré 0,25 cm? del micelio de las especies T. trogii y T. versicolor en medio sélido
Glucosa - Asparagina en presencia de resinas de intercambio ibnico anidnicas y
catiénicas evaluandose la velocidad de crecimiento radial. Las condiciones de incubacion
fueron 28 °C + 1 °C durante 12 dias aproximadamente.



Actividad enzimética de enzima lacasa

Las mismas especies, T. trogii y T. versicolor, fueron cultivadas en presencia de 1g de
resina anionica y catidnica en medio liquido Glucosa - Asparagina durante 28 dias a 28 +
1 °C y agitacion de 110 rpm. También se realizaron cultivos control de los hongos sin
resinas, cultivados en las mismas condiciones. Se determind la actividad enzimatica a
diferentes tiempos en dias t=0, t=7, t=21 y t=28. Se midio la actividad lacasa por oxidacién
del dimetoxifenol (DMP) 5 mM en buffer acetato de sodio de pH 3,6. La reaccion se llevé a
cabo a 30 °C y el producto se valoré espectrofotométricamente a 469 nm con un
coeficiente de extincion molar € 469=27,5 mM.cm. Una unidad de actividad enzimatica
(UE) se definié como la cantidad de enzima requerida para oxidar 1 pmol de sustrato en 1
min.

Determinacién analitica de cobre

Se determind la concentraciébn de cobre al comienzo y final de la incubacion de T.
versicolor cultivado con resina anionica, catiénica y muestras control (sin resina) en medio
Glucosa — Asparagina en erlenmeyers de 250 ml. La determinacién se realiz6 con
PicoFox marca Bruker — Modelo S2 TXRF

RESULTADOS Y DISCUSION

T. trogii, T. versicolor, F. fasciatus, G. lucidum y P. glepinii, cultivados en medio de cultivo
Agar-Agua en presencia de resina mixta, tanto con el agregado de glucosa 5% como sin
esta, no produjeron ninguna modificacibn macroscopica de la resina.

Estas mismas especies, cultivadas en las mismas condiciones pero con resina anionica si
produjeron un oscurecimiento de las resinas tanto las cultivadas con agregado de glucosa
5% como sin esta. El efecto se observd principalmente sobre las resinas anidnicas
cultivadas con T. trogii y T. versicolor. Figura 1.

En esta primera etapa se evaluo el potencial uso de las resinas como fuente de carbono y
el grupo funcional amino cuaternario de la resina aniénica como fuente de nitrégeno.
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Figura 1: Especies de hongos cultivados en medio Agar-Agua en presencia de resina anionica
y mixta con agregado de glucosa 5% vy sin esta.

Las mismas resinas anionicas que fueron cultivadas en agar agua y las diferentes
especies de hongos, se observaron en un microscopio electronico de barrido (SEM). Se
pudo observar una correlacion directa entre la visualizacion macroscopica (oscurecimiento
de las resinas) y lo observado a través de las imagenes SEM. En la Figura 2 se observa
una resina control, sin cultivar, donde no hay presencia de material sobre la misma asi
como tampoco ocurrid con aquellas cultivadas con F. fasciatus, G. lucidum y P. guepinii.
Las resinas anionicas cultivadas con T. versicolor (Figura 3) y con T. trogii (Figura 4) si
presentaron crecimiento fungico sobre las mismas (Milstein et al., 1992).



Figura 3: Imagen SEM de resina anidnica cultivada con T. versicolor



Figura 4: Imagen SEM de resina anidnica cultivada con T. trogii



El crecimiento radial de T. versicolor y T trogii (Figura 5) en contacto con resina anionica
en medio rico en nutrientes, resultdé mas lento con respecto al control sin resina, en ambos
hongos. Sin embargo, T. versicolor pudo crecer con mayor velocidad y de forma mas
homogénea que T. trogii. En las resinas cationicas no se detectd desarrollo fingico.
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Figura 5: Crecimiento radial en medio de cultivo Glucosa-Asparagina de T. trogii y T. versicolor con resina
anionica y catiénica.

Las resinas anidnicas y cationicas en contacto con el medio de cultivo liquido Glucosa-
Asparagina produjeron un cambio de coloracion en el mismo (Figura 6). El medio de
cultivo se tornd color azul con la resina aniénica y naranja con resina catiénica, respecto
del color verde del medio control. Estos cambios de coloracion en los medios de cultivo
han sido observados con resinas fendlicas (Ponce Andrade et al., 2012)

La actividad enzimatica de la enzima lacasa evaluada en el medio, se correlacioné con lo
observado en el crecimiento radial. Los hongos cultivados en presencia de resina anidnica
pudieron crecer y por lo tanto producir enzima, sin embargo, aquellos cultivados con
resina cationica no lo hicieron (Figuras 7 y 8).



Figura 6: cambio de coloracion del medio de cultivo con resina anidnica
y cationica respecto del control
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Figura N°7: actividad enzimética de enzima lacasa de T. versicolor
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Figura N°8: actividad enzimética de enzima lacasa de T. trogii




Los titulos de lacasa valorados en T. versicolor creciendo con la resina anidnica resultaron
marcadamente superiores a los detectados en el cultivo control. Los compuestos
aromaticos son conocidos como inductores de la produccion de lacasa en la especie T.
versicolor (Levin et al., 2016) y en otros hongos ligninoliticos, esto podria haber producido
el gran aumento de la actividad lacasa en las muestras cultivadas con resina anionica de
estructura aromatica.

En T. trogii la actividad enzimatica en las muestras control fue superior a las del hongo
cultivado con resina anionica, sin observarse el efecto producido por los compuestos
aromaticos como en T. versicolor. Las diferencias registradas podrian atribuirse a una
adsorcion de la enzima a la resina.

Tanto en T. versicolor como en T. trogii, no se observd desarrollo fangico ni actividad
enzimatica en los cultivos con resina cationica. La resina de intercambio i6nico cationica,
ademas de provocar un descenso de pH en el medio de cultivo, disminuyé la
concentracion de cobre, conocido inductor de la produccion de lacasa (Levin et al., 2002)
(Figura 9).
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Figura N°9: concentracion de cobre

En conclusion, T. trogii y T. versicolor fueron capaces de crecer en presencia de resina
anidénica y no asi en presencia de resina cationica. Esta ultima produjo una inhibicién en el
desarrollo fungico relacionado con la disminucién en la disponibilidad de cobre u otros
micronutrientes no evaluados en el ensayo, necesarios para su crecimiento y presentes
en el medio de cultivo, por intercambio catidnico con la resina.
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