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SUMMARY

Streptomyces, penycyllium and aspergillius species, able to synthesize humic—type polymers, were
isolated from several chilean dystrandepts. The species were grown in a liquid Chopex media, during
15 weeks. After the incubation period, the culture media was filtered and purified repeatedty by dia-
lysis, using a semipermeable membrane (cut—of 12,000). The humic—type polymers were then sub-
jected to Zunino and Martin method to determine their maximum binding ability {(MBA) of Zn(l1)
and Mg(ll) ions. MBA for the microbial polymers are of the order of 0.3 atum—ug of Zn(l1) and
0.1 atom—ug of Mg(il) per mg of polymer. These data are in agree with previous experimental re-
sults given elsewhere, and confirm the hypothesis that microbial polymers play an important role on
the physical chemical processes governing translocation, adsorption, and availability of micronutrients

INTRODUCCION

Es un hecho comprobado que la poblaciéon microbia-
na del suelo presenta capacidad de sintetizar macro-
moléculas organicas, de naturaleza himica, a partir de
precursores simples (Martin y Haider, 1971). Algunas
especies de hongos y actinomicetes se destacan espe-
cialmente en este respecto (Martin y Focht, 1978).
Los polimeros sintetizados por los microorganismos
son resistentes a la degradacion biolégica en los suelos
y contribuyen, en forma importante, a mantener el
pool de humus. Por otra parte, la fraccion organica
del suelo constituye un factor importante que influye
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en la disponibilidad de nutrientes, especialmente ni-
trogeno y elementos trazas, para los sistemas biolégi-
cos.

Recientemente se ha formulado una hipdtesis {Zuni-
no, 1975; Zunino y Martin, 1977) sobre los mecanis-
mos quimicos que estarian operando en suelos para
movilizar y proteger, de reacciones secundarias de hi-
drolisis o adsorcion, a los elementos trazas esenciales
para los sistemas bioldgicos que se desarrollan en el
habitat suelo. Esta hipotesis esta basada en la afinidad
creciente de éstos elementos por sitios dadores de
electrones contenidos en los polimeros orgénicos resi-
dentes en el suelo. Asf, la disponibilidad de elementos
trazas para los sistemas biologicos estarfa, en Gltimo
término, regulada por las afinidades relativas de los
iones metalicos por los sitios activos de los polimeros
y de los complejantes naturales existentes en la solu-
cion del suelo.
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Para experimentar esta hipotesis de trabajo, se desa-
rroll6 una metodica experimental ad—hoc, basada en
el equilibrio de dilisis (Zunino y Martin, 1977); pos-
teriormente se consolidd la validez de la hipotesis,
aplicando la metodica a polimeros de origen micro-
biano y a modelos sintetizados en el laboratorio (Zu-
nino y otros, 1979).

La alta actividad biolgica de especies de hongos y ac-
tinomicetes en suelos chilenos derivados de cenizas
volcanicas {(Zunino y otros, 1982), hace presumir que
los procesos de sintesis microbiana estdn muy desa-
rrollados en ellos. Consecuentemente, los fendmenos
de movilizaciéon, adsorcién y disponibilidad de ele-
mentos trazas en estos suelos estarfan en estrecha re-
lacién con esa actividad bioldgica. En esta Parte Il de
esta serie se estudia la capacidad de sintesis de polf-
meros organicos in vitro, por parte de varias especies
de aspergillius y penicillium aislados de estos suelos
alofdnicos. Los polimeros se aislan y purifican, me-
diante procesos de dialisis, y se estudian sus propie-
dades de retencion de elementos esenciales, eligiéndo-
se para ello Zn y Mg.

MATERIALES Y METODOS

1. Sintesis microbiana de polimeros de naturaleza
himica

En primer lugar se selecciond, de una serie de cultivos
microbioldgicos provenientes de suelos trumaos, to-
das aquellas colonias que a su alrededor fueron capa-
ces de generar sustancias coloreadas, semejantes a sus-
tancias humicas. Para ello se usd el método de dilu-
cién en placa y el medio Chopex recomendado para
estos fines {(Martin y Haider, 1971).

Las colonias seleccionadas fueron aisladas, purificadas
y en su gran mayoria clasificadas, con excepcién de
un ntimero reducido de hongos no comunes.

Para obtener los polimeros himicos en cantidades
adecuadas, en un medio Chopex liquido se incubaron
las colonias seleccionadas por periodos de 45 a 90
dfas, hasta la obtencion del medio fuertemente colo-
reado. Ei polimeéro hamico se purificé por filtracion
y luego por dialisis exhaustiva, hasta obtener una so-
lucién de polimeros hiimicos con un peso molecular
mayor de 12.000. Se determind su concentraciéon por
peso seco. Para designar los distintos pol imeros se us6
el nombre del hongo generador seguido del suelo del
cual se obtuvo.

— Medio Chopex:
Extracto de levadura 0,754
Peptona 0,75¢
KCL 0,0375g
MgSQg4 x 7 Hp0 0,075¢g
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Agua potable 70 cc

Agua destilada 70 cc

KH9PO4 6 K2HPO4 0,3 g (segin los hongos)
Solucién estéril de

sacarosa (450 g/It) 10cc

2. Determinacion de capacidad mdxima de retencion
de cationes (CMR).

Para determinar la CMR de los polimeros himicos
obtenidos, se empleé el método de didlisis descrito
por Zunino y Martin (1977). La determinaciéon de Zn
y Mg se efectud por absorcién atdbmica, en un espec-
trofotémetro Perkin Elmer 403.

La metodologia experimental empleada en esta inves-
tigaciéon permite estudiar las propiedades retentivas de
jones metéalicos de polimeros en soluciones coloidales.
Evidentemente, en los suelos este tipo de polimeros
se encuentran formando parte de coloides mixtos
arcilla—humus y no en forma de solucién coloidal. La
sociacion arcilla—humus (alofdn—humus en suelos
volcdnicos de naturaleza alofanica) se produce, desde
luego, a través de los grupos funcionales activos del
polfmero que interactdan flsico—quimicamente con
los sitios activos de la superficie inorganica. Para es-
tudiar directamente los aspectos qufmicos de la reten-
cion de iones metéalicos por parte de los polimeros, es
necesario primero que nada aislarlos desde el suelo;
esto forzosamente altera su composicion en lo refe-
rente a pesos moleculares, naturaleza y nimero de sus
grupos funcionales (Zunino y otros, 1975). Este grave
problema experimental se obvia empleando poiime-
ros huimicos de origen microbiano o bien empleando
pol fimeros modelos obtenidos por sintesis quimica o
enzimdtica (Zunino y otros, 1979). Estas macromolé-
culas asi obtenidas no presentan las alteraciones es-
tructurales mencionadas y constituyen, en la actuali-
da, una buena alternativa para obtener datos experi-
mentales que sean extrapolables a las situaciones rea-
les en suelos, especialmente en aquéllos de naturaleza
alofanica (Tate y Theng, 1980).

RESULTADOS Y DISCUSION

Varias especies de hongos y actinomicetes, aistados de
los suelos alofénicos estudiados, presentaron propie-
dades claras de sintesis de polfmeros humicos. Me-
diante el cultivo de placa, las especies sintetizadoras
de sustancias huimicas se detectaron facilmente por la
aparicion de halos de color pardo alrededor de las
colonias, como se sefialara en la seccién anterior.
Estas colonias se aislaron, se purificaron y se clasifica-
ron de acuerdo a normas cldsicas de taxonomfa, En-
seguida se cultivaron en un medio Chopex liguido y
se determind el rendimiento de sintesis de polimeros
hamicos, de acuerdo al procedimiento descrito. En el
Cuadro 1 se resumen los resultados obtenidos.
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CUADRO 1. POLIMEROS DE NATURALEZA HUMICA
(P.M. >>12.000) SINTETIZADOS POR ESPECIES
MICROBIANAS AISLADAS DE SUELOS VOLCANICOS

TABLE 1. Humic~type polymers (M.W. > 12,000),
synthesized by microbial species isolated from
volcanic Chilean soils

Rendimiento de sintesis

Suelo Especie de polimeros hiimicos
aislada* {mg/lt de medio)
Lastarria actinomyces 780
Lastarria streptomyces 940
Lastarria peniciilium 1.010
Osorno -7 300
Osorno peniciltium 440
Osorno aspergillius 135
Victoria -2 180
Victoria -7 1.040
Collipulli -7 503
Purranque penicillium 710
Licanray penicillium a 504
Licanray penicillium b 290
Licanray peniciilium ¢ 155

Las especies no clasificadas correspondian a especies de
hongos no comunes y que exigian un estudio taxonémico
mas detallado.

a, b, ¢ indican especies diferentes de penicillium. Los po-
Ifmeros se obtuvieron por cultivo del microorganismo en
un medio Chopex |fquido.
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Estos resultados indican que las especies de penici-
llium resultaron las mds comunes entre los microor-
ganismos aislados, productores de material hlimico.
Los rendimientos de polimeros aislados por didlisis re-
petidas {de peso molecular mayor de 12.000) se indi-
can en el cuadro y varian desde 155 mg/It de medio
de cultivo, para un penicillium del suelo Licanray,
hasta 1.040 mg/It, para un hongo aislado del suelo
Victoria.

Se eligieron las soluciones mas concentradas de poli-
meros microbianos para estudiar las propiedades de
retencion de ijones. El Cuadro 2 muestra los niveles de
Zn(ll) retenidos por esos. polfmeros vy las afinidades
relativas i6bn—pol(imero. Estos datos experimentales,
obtenidos aplicando el método de Zunino y Martin,
son analfticamente consistentes y conforman una res-
puesta hiperbolica clara, al graficar concentracion del
ion ofrecida versus cantidad de ion retenido por mg
de polimero. El céiculo de la capacidad mdxima de
retencion (CMR) y de las energias o afinidades de los
enlaces i6n—sitio activo producidos, se efectud apli-
cando la isoterma de Langmuir, que transforma la hi-
pérbolaen unalinea recta (Zuninoy Martin, 1977ab).

Los valores de CMR obtenidos, para estos polimeros
microbianos, son semejantes a los obtenidos en otros
trabajos para polfmeros modelos, obtenidos por sin-
tesis auto—oxidativa y enzimdtica (Zunino y otros,
1979; Droguett, 1980); también son semejantes a los

CUADRO 2. RETENCION DE ZN(It) POR POLIME ROS HUMICOS DE ORIGEN MICROBIANO

TABLE 2. Retention of Zn{li} by humic—type polymers of microbial origin

Zn{l) retenido, {(Atomo—ug/mg polimero) CMR* Afinidad
x 10 x 103 relativa
(kg)**
Polimero Concentraciéon de Zn(l1) en equilibrio
(moles/It) x 104 _
3,06 77 15,3 30,6 61,2 153
Actinomyces Lastarria 45 b5 65 75 75 110 114 778
Streptomyces Lastarria 76 137 156 192 227 241 241 840
Penicillium Lastarria 67 83 101 147 180 234 256 540
Penicillium (a) Licanray 319 310 506 617 477 618 620 1.787
Penicillium {b) Licanray 130 160 205 185 229 260 268 1.430
Aspergil lius Osorno 70 110 170 210 220 270 276 928
——————— Collipulli 80 — 110 120 150 200 223 458
Penicillium Purranque 33 41 87 119 100 147 158" 574
~—————— Victoria 9 14 29 32 38 42 45 818

* CMR

: capacidad méxima de retencidn, expresada en datomo—ug de Zn(il}/mg;

b : calculada mediante la isoterma de Langmuir (Zunino y Martin, 1977b).
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obtenidos con polimeros microbianos sintetizados
por microorganismos aislados de algunos suelos de Es-
tados Unidos (Zunino y otros, 1979). Los datos del
Cuadro 2 indican que los valores de CMR para Zn(l{)
varfan en amplios rangos, desde 0,045 hasta 0,62
4tomos—ug de Zn(l1)/mg de polimero. Esto indica
que los polfmeros himicos producidos por diferentes
microorganismos en los suelos presentan caracterfsti-
cas propias, en cuanto a sus propiedades f(sico—qui-
micas de adsorcion de cationes. Asi’ entonces, pode-
mos deducir que el habitat microbioldgico de un sue-
lo es un factor determinante de las propiedades de ad-
sorcion o retencién de elementos nutrientes en suelos.
Los elementos m&s importantes involucrados prefe-
rentemente en estos procesos serfan los llamados ele-
mentos trazas, que pertenecen a la serie de los ele-
mentos de transicion. Es un hecho quimicamente
comprobado que la estructura electronica de ellos fa-
cilita la formacién de compuestos de coordinacion
con grupos funcionales o compuestos que posean O, S
o N, como dtomos dadores de electrones. La materia
orgénica de los suelos posee justamente esos dtomos
y, por lo tanto, ella es fundamental en las reacciones
de coordinacién (complejacion o quelacién) de esos
metales en el suelo {Zunino, 1975).

La capacidad de retencion de Mg(11) de los polfmeros
microbianos se muestra en el Cuadro 3. En ella se
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aprecia que los valores de CMR—Mg son similares a
los CMR—2Zn (Cuadro 2}, con algunas excepciones,
siendo la mas notable el polfmero Penicillium (a) Li-
canray. Esto significa que los grupos activos de coor-
dinacién de Zn{ll) lo son también para retener Mg(l1),
aungue probablemente lo efectiien mediante enlaces
de naturaleza ibnica, en lugar de enlaces coordinados.
Los datos del Cuadro 4 indican que los grupos funcio-
nales activos de los polimeros microbianos presentan
una alta selectividad para Zn(ll) con respecto a
Mg(I1); los datos de CMR para ambos cationes indican
que, aproximadamente, 70—80% de los grupos acti-
vos estdn coordinados con Zn(ll), después del equili-
brio de dialisis, y el resto estd unido a Mg{ll). Cabe
hacer presente el hecho que, en estos equilibrios com-
petitivos, la composicion de las soluciones binarias
ofrecidas correspondia a 50% de cada cation,

De los datos anteriormente discutidos, se deduce que
cada tipo o serie de suelo presentara una caracteristi-
ca propia de retencién de metales de transicion, de-
finida por su ecologia microbiana. La disponibilidad
biolbgica de estos metales, cuyo lecho natural lo cons-
tituye el humus, representaré la resultante de la inte-
raccion de estos factores bidticos y de los abidticos,
fundamentalmente composicién y propiedades de la
fraccién arcilla del suelo (Zunino, 1979).

CUADRO 3. RETENCION DE Mg(1}) POR POLIMEROS HUMICOS DE ORIGEN MICROBIANO

TABLE 3. Retention of Mg(l1) by humic-type polymers of microbial origin

Mag(il) retenido, (dtomo-—ug/mg pol imero) CMR* Afinidad

3 x 103 relativa

{kg)**

Polimero Concentracion de Mg(l1) en equilibrio
(moles/it) x 104 .
3,56 8,90 17,80 35,6 71,2 178,0
Actinomyces Lastarria 60 60 70 80 100 120 126 790
Streptomices Lastarria 68 85 106 151 92 268 298 372
Penicillium Lastarria 60 70 92 128 179 243 275 339
Penicillium (a) Licanrray - 130 180 245 280 317 333 919
Penicillium (b} Licanrray 8 55 95 130 160 180 237 216
Aspergillius Osorno no hay correlacion

—————— Coflipulli - 9 26 44 49 79 116 129
Penicillium Purranque 23 38 51 66 79 89 96 710
—————— Victoria 8 15 26 27 35 36 39 796

*CMR : Capacidad méaxima de retencién, expresada en 4tomo—pug de Mg(l1)/mg de polimero,

* %

: Calculada mediante la isoterma de Langmuir (Zunino y Martin, 1977b).
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CUADRO 4. COMPETENCIA DE Zn(il) y Mg(11) POR SITIOS ACTIVOS DADORES DE ELECTRONES
EN POLIMEROS DE NATURALEZA HUMICA DE ORIGEN MICROBIANO

TABLE 4. Competition of Zn{l1) and Mg(l1) for active electron releasing sites from humic—
type polymers of microbial origin

Cantidad de ion retenido* Afinidad
(dtomo—ug)/mg de polfmero x 103 CMR relativa
(k2)
Pol imero Concentraci6n total de iones en equilibrio**
o (moles/it) x 104 _
3,33 8,30 16,55 33,10 66,2 165,56
_____________________ ol _____
Penicillium (a) Licanrray 170 205 245 268 197 272 270 4414
Penicillium (b) Licanrray 111 140 160 190 170 160 161 20.367
L Me0
Penicillium (a) Licanray 82 62 82 76 91 76 77 15.394
Peniciltium(b) Licanray 50 60 70 90 70 80 80 8.490

* Calculada mediante la aplicacion de la isoterma de Langmuir (Zunino ¥y Martin, 1977b).

**Fraccion molar de Zn(l): 0,46 ; fraccion molar de Mg(i1): 0,54,

RESUMEN

Se aislaron diversas especies de hongos y actinomyces
desde suelos derivados de cenizas volcénicas, preferen-
temente streptomyces, penicillium vy aspergillius. Las
especies se aislaron desde las colonias, cultivadas en
medio sélido de agar especial, que presentaban una
zona de pardeamiento nftido, caracter(sticos de la
sintesis de sustancias himicas. Una vez aisladas las es-
pecies se cultivaron durante 15 semanas en un medio
Chopex liquido. Posteriormente se purificd el caldo
de cultivo mediante dislisis repetida, aislandose asf las
sustancias de peso molecular superior a 12.000 y de
naturales hlimica. Los polimeros se sometieron al mé-

todo de Zunino y Martin, determinando su capacidad
méxima de retencion (CMR) de Zn(l1) y Mg(l1). Los
resultados obtenidos indican que los niveles de CMR
son de orden de 0,3 dtomo—pug de Zn(ll) v 0,1 4to-
mo—ug de Mg(ll). Por otra parte, la competencia en-
tre Zn y Mg se vé ampliamente favorecida para el
Zn(l1). Esto corrobora datos informados con anterio-
ridad y confirma la hip6tesis de que los polfmeros de
origen microbiano participan activamente en los pro-
cesos de movilizacion, retencion y bio—disponibilidad
de micronutrientes en suelos.
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