BIOQUIMICA DE SUELOS DERIVADOS DE CENIZAS VOLCANICAS.

V. DETERMINACION DE POLIFENOLOXIDASAS!

Biochemistry of soils derived from volcanic ashes. V. Polyphenol oxidases
: activity determination

Pedro Peirano V.%, Gilda Borie B.> y Maria Aguilera 8.2

SUMMARY
A techinigque was stsdied and later implemented to determine the amount of polyphenoloxidase re-
movabie: from soils. This enzymatic aciivity favors oxidation processes such as those of phenols. These
are the foundations for the synihesis of highly stable polymers, such as soil humus.

A prospection of polyphencioxidase activity was performed in seven volcanic _sé%%s, with high content
of stabilized organic matter, humus type, and In two alluvial soils, of fow content of urganic maltler,

The polyphenoloxidase activity was greater in volcanic than in alluvial soils. Besides, such activity
underwent periodical variations of relative imporfance in some soils.

Storage and changes in soil moisture depressed polyphenoloxidase activity.

INTRODUCCION

Con el avance en sl conocimiento de la bicgulimica, se
reconocio aue muchas reaccionss involucradas en lag
wransformaciones de la materia orgdnica {moo.} de los
suelos, son catelizadss por enzimas. Estas onzimas, de
origen animal o vegatal, se encuentran también eén el
sisterma suelo en forma extracelular y son estabiliza-
das por adsorcidn g las fracciones hiimicas ¢ a 1os mi-
nerales de la arcilla {Skujins y Bruns, 1878; Mayaudon
v Sarkar, 1974; Kiss, Dragan—Bularda v Radulescu,
18755

Cursiderandy las caracterfsticas de los suelos volcdni-
cos chilenos, m. o, altamente estabilizada en ¢ comple-
o humus-—aicofdn {Zunino v otres, 1982 v 1982a) v
flura rriciobiana muy activa (dunino ¥y otros, 1962b;
Borie, Quinteros v Aguilera, 1983), se puede anticipar
aue los procesos enzimaticos cumplen un papel im-
porianie en la actlividad biolGgica de estos suelos.

! Racepcidn ds originales: 22 de sgosto de 16086,

investigacidn firanciada por el Deparamenio de Investiga-

cion v Bibliotecas, Dirsccion General Académica v Estu-

diantil, U, de Chile,

: Facultad de Clenclas Quimicas v Farmacduticas, U, de Chi-
is, Cositle 238, Sontiago, Chile,

Entre las actividades enziméaticas sefialadas en la lite-
rawura, la de las polifenoloxidasas (PFO) parece ser
una de las mas especificas, gue participan en los pro-
cesos de sintesis del humus {Kuprevich y Shcherba-
kova, 1871} Por lo tanto, estudiar su determinacion
proveeria unag excelente herramienta para estudiar la
acumulacion o hurmificacion gue la m. 0. experimenta
en los suelos volcdnicos.

Las PFQ son enzimas cuprosas, gue actlan sobre sus-
tratos fendlicos, catslizando dos tipos de reacciones!
3} la reaccion de monofencles a difenoles; v b) la oxi-
dacidn de difenoles a las formas quinénicas respecti-
vas. Se ha dosorito que son esas formas quindnicas las
més activas en la sintesis. de polimeros hdmicos
{Dawson vy Tarpley, 1963; Brown v Bocks, 1963; Su-
flita y Boliag, 1981},

Si consideramos que si aporte de sustratos fendlicos
a los suelos es el resultado de la descomposicion de re-
siduos vegetales v animales (Haider v Martin, 1878] v
gue en los suelos volcdnicos chilenos hay acumulacion
de m.g, en forma de humus, podemos concluir que la
actividad de PFQ debe ser alta en estos suelos.

Para montar una técnica adecuada para determinar
PFO en suelos, se estudid v adaptd la téenica descrita
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por Yemaguchi, Hwang y Campbell {1870), usada pa-
ra la determinacion de PFQ en hongos. Esta técnica
determina por absorciometriz la coloracion ra;a que
se praduce por la reaccidn entre la prolina y quinona;
9sta Gitima provenients dela oxidacién, fundamental-
mente enzimdtica, del catecol, que se usa como sustra-
1o especifico,

Para poder aplicar dicha téenica, fue necesario resol-
ver una serie de problemas inherentes a las caracterfs-
ticas de los sueios. Entre slios, cabe destacar las inter-
ferencias def alefdn v de 1s m.o., que dificultan obte-
ner la "'enzima extraible’” en soluciones H{mpidas, cu-
vas gClividades sean reproducibles.

Una vez montada la técnica, se realizé una prospec-

cibn de la actividad de PFO en suelos de origen volcé-
nico vy, también, sn dos suelas no alofénicos, usados
como medida de comparacion. Ademds, se estudié la
variacidn que experimenta la actividad enzimstica de
un suelo en funcidn de sus condiciones de humedad

y temperature, por efecto del almacenaje v manejo
de ta muestra,

MATERIALES Y METODOS

Suelos: Se escogieron seis suelos de origen volcdnico

y dos suelos aluviales, para une primera prospeccion
de PFO. Los suelos escogidos v algunos de sus princi-
Pales caracter(sticas se indican en &l Cuadro 1.

Las muestras de suelos utilizadas se recolectaron en
diciembre de 1981 y 1982 y corresponden al horizon-
te superficial, El pH de los suslos se determing sobre
pasts a saturacion; el C organico se determind por el
método de combustion seca.

CUADRO 1. Algunas caracteristicas v actividad de
polifenol oxidasas de suelos astudiados

TABLE 1. Some characteristics and polyphenol oxidases’
sctivity of the soils under study

e o Corg. fig de PFO/g susio seco
Sio H 1 ] v
Caorne 5.8 85 8.0 69 2.1 75
Corte Altg 57 83 782 11 03 2B9
Ratrenco 87 12 8.1 79 05 8.8
Atrayan 85 559 55 58 27 198
Pugrio Ocay 59 f&  b84a 25 2.5 nd
Frutillar 5.4 8,7 it.4 8.8 3B 19,8
Clivos 8,7 15 42 P ) 25
Lo Aguirre L U8 a9 28 3.8 nd
I = suelos recolectados en diclembre, 198%; {1l =idem i, paro
valorodos dospués de 4 meses de almacenamiento; 11} = jdemn

1, incubados a 22% ¢ durante 8§ meses ¥ ¢on una humadad
igual sl 60%0 de su capacidsd de retencién de agua; ¥ Iv =
suelos recolectados en diciembre, 1982,

nd = e se determins,
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Extraccion de PFO del suelo: n un frasco de 150 mi
de capacidad, se coloca el equivalente a 10 g de suelo
seco previamente tamizado por una malla de 2 mm, se
le agregan 20 mil de solucién tampén de fosfato de so-
dio 0,1 M de pl 6,5, El frasco se agita por 3 hr enun
agitador horizontal y luego se centrifuga por 10 min
sobre 3.000 rpm. E| sobrenadante se filtra a través de
papel filtro de poro fino, para obtener la solucion de
suelo que contiene la “PFO—extraible”, libre de los
coloides gue interfieren en la determinacion espectro-
fotométrica.

Determinacion espectrofotométrica de PFQ: Se pre-
paran tres (ubos de ensayo: uno para la muestra, ung
para un blanco del suelo y un tercero para el blanco

‘de reactivos.

Procadimiento: En el tubo de muestrs se miden, con
exactitud, 2 mi de la solucion de suelo, a los que =
agregan 2 mi de solucién de Catecol 0,02M y 2 m| de
solucidn de Prolina 0,02M,

En el tubo blanco—suelo se colocan los 2 mi de solu- |
cién de suelo, 2 mi de solucién de Prolina v se susti- |
tuyen los 2 ml de solucidn de Catecol por 2 mi de so-
lucién tampén fosfato.

Finalmente, en el tubo blanco—reactivo, se sustituye
tos 2 ml de solucién de suslo por tampédn fosfato y se
procede a la adicién de solucién de Catecol v de Proli-
ng. Es necesario que, en la secuencia de adicion de
reactivos, el Gltimo sea la Prolina, pues su presencia
inicia la reaccibn colorimétrica a determinar.

Una vez homogenizadas las soluciones de |os tres tu-
bos, se dejan en reposo por 2 kr a temperatura am-
biente y, luego, se determina la absorcién a 526 nm,
de la muestra v del blanco—suelo, frente al blanco—

reactiva.

Curva de calibracion: Se prepara una solucion patrén
de tirosinasa, que contenga 5 mg de liofilizado de
hongos L.C.N., an 25 ce de solucién tampén fosfato,
Luego se preparan soluciones en una gradiente de
concentracién midiendo, en distintos tubos, voltme
nes de 100 a 200 ul de la solucién patrén de tirosina-
$a& y completando ios 2 mi de volumen final, con tam-
por fosfato. A cada tubo se le agregan 2 mi de solu-
cién de Prolina. Se deja en repaso 2 hr a temperatura
ambiente y se procede a medir la sbsorcién a 525 am,
contra blanco—reactivo,

Los resultados se expresan como microgramos de ern-
zima por gramo de suelo, equivalente a la actividad
que presenta el contenido de enzima de la solucién
patrén de liofilizado de hongos. El contenido de enzi
ma en el suelo se obtiene restando al valor de la mues-
tra el valor del blanco—suelo.
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Heactivos: Los reactives utilizados corresponden a ca-

lidad pro-andlisis. Ei linfilizado de tirosinasa & pre-

parado por |, N, Pharmaceutics! inc. Cleveland Qhio
{sctividad 500 unidades por mgh.

Almacenamientno de muestras: Las muesiras recolecta-
das se guardan en bolsas pidsticas, que se cierran cui-
dadosamente. Se mantienen a 10 ambiente vy al mo-
mento de ser usadas se tamizan por malla de 2 mm.

incubacidn de suelos: Las muestras de suslo se incu-
ban on un sistema cerrado, con aircacidn y humedad
controlada v a 220 C {Zunino vy otros, 19821

RESULTADOS Y DISCUSION

La reaccion descrim por Yamaguchi v owos {19701,
es sensibie, rapida v tiene lugar al mezclar el sustrato
catecol {o—difencl), con liofilizade de hongos, reac-
tivo usado como producto enzimdtico patrén, El ca-
ool e rdpidamente transformade en fa forma quing-
nica respectiva, o gue se evidencia por el color ama-
riltoy débil gue coamunica a la solucidn. La quinona se
hace reaccionar con el aminoacido Prolina, con o que
se forma un compuesto coloreads rojo, que se puade
cuantificar espectrofotométricamente a 525 nm, La
intensidad del color es proporcional a lg actividad en-
zimdtica.

Se estudid la téeonica de extraceidn de la enzima solu-
ble desde suelos v, para ello, se escogid ¢l sueio Osor-
f, qQUE sequn experiencias anteriores de Zuning v
otros (1982), presents una alte actividad microbiana
y, por 1o tanto, se anticipa una actividad de PFY ¢le
vacla,

Por las caracterisiicas de este suelo, se escogid como
solucidn extravente, tampdn fosfato de pH 8.5, que
permite trabajar en ¢l pH Gotime de la enzima v, ade-
mds, viene una acidez cercans a ia natural del suelo,

La primers dificultad que se presentd pars ia aplica-
cidn de lg t8enica v en especial por tratarse de suelos
volednicos, fue establecer las condiciones necesarias
para obiener una solucidon de PFO extralda que fuera
impida v libre de particulas coloidates, que pueden
inferferir en la posterior determinacion sspectrofoto-
mgtrca, Esto s logrd centrifugando sobre 3.000 rpm
durarie 10 min v filtrando, posteriormente, ¢ sobre-
nadante,

Una dificultad mavor que la anterior se presentd al
aplivar a los exiractos de suelo 1o reaccidn degerits
por Yamaguchi y otros {1870} on efecto, mientras
con g solucidn patrdn iz reaccidn procedia on forma
cast instantdnea, en los extractos de suslo ésta se pro-
ducia lantamente a tamperatura ambiente, necesitan-

dose & lo menos de 120 min para que la reaccion se
pudiera medir en forma analiticamente satistactoria.

No disponemos de una explicacidn para este compor-
tamiento de ia PFO y menos podemos schalar ¢l o los
componentes del extracio de suelo responsables de
aste retardo en el desarrolio de ia reaccion.

For otro lado, considerando la presencia de compues-
tos quindnicos, productos de la oxidacién natural que
experimentan los fenoles presentes en el suelo, se in-
cluyd el denominado blanco—suslo, con ¢ objeto de
poder restar el aporte de estas quinanas a la reaccion
de coloracion con la Proling. Ademds, se anula la ab-
sorcidn que a 528 nm experimenta la m.o., que pudie-
ra ser extralda por la accién del tampon fosfato,

Para la expresibn de resuftados, se escogié el relacio-
narlos con actividad enzimética equivalente a la que
manifiesta un producto liofilizado de hongos, fécil de
obtener v manipular en un laboratorio quimico. Es
preciso sefalar que, en relacidn a PFO, hay controver-
sias sobre los mecanismos de su accidn v de ahi que
diversos autores expresan fa actividad que ejerce esta
enzima de manera distinta a las clasicas expresiones
con que esto se hace en bioguimica.

Para la determinacion de PO en suelos, se escogieron
seis suelos volednicos v dos aluviales, cuyas activide-
des hioldgicas v contenido de m.o. han sido valorados
en estudios anteriores {Zunino y ofros, 1982b): algu-
nas caracteristicas quimicas de sstos suelos se pregen.
tan en ef Cuadro 1. De log suelos sscogidos Frutillar
es un sueio Nadi: Arrayén, Qsorng, Corte Alto v Puer-
to Octay son trumaos tipicos v todos con un alto con-
tenido en m.a.; en cambio los otros dos con bajo con-
tenide de materia orgdnica corresponden a suelos alu-
viales de la serie Maipo v log nombres con ¢ue se han
designado representan la ubicacidon geogréfica de su
fugar de recoleccidn: Olivos, terrenos de la Facultad v
Lo Aguirre en la ruta 68, previo al acceso del tinel Lo
Prado.

Los resultados obtenidos en este trabajo se resumen
en el Cuadro 1. En las columnas | v IV se encuentran
las actividades de PFO de los suclos muestreados en
diciembre de 1881 v 1982, respectivaments; en ellas
se puede observar que, para los suelos volcdnicos, la
actividad de "PFO-extraibles’” €s imporiame, sise la
compara con los suelos aluviasles, cuvas actividades
son muy inferiores. Este hecho era esperado de acuer-
coy a la poblacidn microhiana que ellos tienen v a los
contenidos de carbono orgdnico de los suelos que si-
guen la misma tendencia,

Ademds, i se compara ia actividad gue presentan los
suelos de distintos afios, pero en igual perfodo {co-
lumnas | v V), s pueden observar valores relativa-
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mente estables en los suelos Osorno .y Metrenco,
mientras que el resto de los suelos manifiestan fluc-
tuaciones bastante acentuadas. Del mismo modo, si se
camparan las columnas |, [y 111, se pueden observar
fas fluctuaciones a lo largo del tiempo gue experimen-
ta la actividad enzimética. Tanto estas fluctuaciones
como las anuales, resefiadas anteriormente, deben
obedecer fundamentaimente a los distintos ciclos bio-
ibgicos de los microorganismos v las diferencias que
se observan entre los distintos suelos se pueden atri-
buir a las diferencias e 'le calidad vy la cantidad de ta
microflara microbiana, como tambigén al habitat en
que esta biomasa se desarrolia en cada suslo.

Consecuente con lo anerior, el almacenamiento o en-
vejecimiento de una muestra de suelos altera los valo-
res de actividad de PFO, como queda en evidencia gl
comparar las columnas by H,

La actividad enzimética de PFQ sufre un marcado de-
terioro @ través del tiempo, columna [, 8 pesar de las
condiciones de incubacion &ptimas, pars la actividad
bioldgica, a que fueron sometidos los suelos en estudio.

Variaciones en los niveles de actividad de PFOen ios
suelos por efecto de humedad, temperatura, pH, ac-
cion de agentes esteriiizantes, han sido descritas {Ross
v M Neilly, 18731, Sin embargo, la magnitud v direc-
citn de las variaciones encontradas en nuestra expe-
rienicia, no son semefantes a ias citadss en la literatu-
ra, Se necesitardn mayores estudios para determingr si
este comportamiento de la enzimsa obedece a caracte-
risticas de los suelos trumaos v es genergl pars tods
actividad enzimdtica o se trata de un efecto particular
sochre PFO, por condiciones experimentaies provoca-
das por humedad, temperatura o iluminacidn.

En general, s& puede concluir que:
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— La determinacion de “PFQ” en suelos es posible,
¢on la aplicacion de una técnica sencitia, como fa
descrita. : :

— La actividad de PFO experirmenta, en forma natu-

ral, variaciones que pueden ser mds o menos impor-
tantes; segun los distintos tipos de suelos, ya sea en
funci6n de las variaciones estacionales de humedad y
temperatura o por ¢l glmacenamiento de muestras de
laboratorio. Por todo esto, el uso de testigos es funda-
mental para cualquier estudio en que se quiera deter-
minar la actividad de PFO como indice de actividad
bioidgica, v los resultados solo tendrdn validez como
valor comparativo y no podrén extrapolarse a siste-
mas diferentes al estudiado.

En io particular, para los suelos estudiados se puede
concluir que:

— El contenido de "PFQO—extraibies” en suelos alofs-

nicos es mayor que en los aluviales, lo que guarda
relacion con los niveles de carbono orgdnico, en am-
boes tipos de sueios.

— El suelo Puerto Octay escapa a loanterior, va que

presentd niveles enzimdticos iguales o semejantes
a los suelos aluviales. Es necesario revisar si es un com-
portamiento general de ese suelo u obedece a un
muestreo andmalo.

- Finalmente, estos resultados alientan a buscar o

mejorar técnicas para medir esta actividad enzima-
tica, u otras relacionadas, ya gue parecen ser estas va-
riables las que mejor reflejarisn la real actividad bio
togica de un suelo y, por o tanto, la dindmica de la
materia orgdnica en etios.

RESUMEN

Con el objeto de profundizar los conocimientos sobre
jus procesws de sintesis v degradacion gue afectan ala
m.o. de suelos, ¢ astudid v montd una técnics para
medir polifenaioxidasas (PFO) extrables de elios.

fstas enzimas estdn involucrades en procesos oxidati-
vos, como los que experimentan los fenocles, que son
la base para la siniesis de polimeros de alta estabili-
dad, como el humis de susio.

Se hizo una prospeccion de Iz actividad de RFO en
siete suelos volcdnicos, con aito contenido de m.o.

estabilizada, del tipo humus, v en dos suelos aluvig-
ies, de bajo contenido de m.o.

La actividad de PFO resultd ser mayor en los suelos
volcdnicos que en los aluviales. Ademads, tal actividad
experimentd variaciones periodicas de relativa impor-
tancia en ambos suelos. Por otra parte, el almacena-
miento vy los cambios en la humedad del suelo fueron
factores negativos para la actividad de PFO.
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