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RESUMEN

En este trabajo se estudia la distribucién, efecto sobre el almacenamiento , tem-
peratura de incubacién, pH y caracteristicas cinéticas de 1la enzima wureasa en el
perfil de un Argiudol de la provincia de Buenos Aires.

La actividad ureasa es mas elevada en la parte superfi 1 del suelo y esta al-

tamente correlacionada con el C organico y N total del perfil. Las muestra manteni-
das humedas a 40C o secas al aire durante un periodo de 90 dias no presentaron
alteraciones en los valores de la actividad ureasa. La actividad se afecta cuando
la temperatura de incubacidén sobrepasa los 70°C. EI pH o6ptimo para la ureasa en
este perfil se encuentra en un rango de 6,8 a 9,2.

Los valores obtenidos de Km y Vmadx no manifiestan una tendencia enelperfil.

DISTRIBUTION, CHARACTERISTICS KINETICS OF
UREASE ACTIVITY IN A TIPIC ARGIUDOL

SUMMARY

Distribution, storage effect, incubation time, pH and kinetic characteristics of
urease were studied 1in an Argiudol of Buenos aires province.

Urese activity is higher in surface soil and 1is highly correlated with CO and
N .

Samples kept moist at 4°C or air-dried didn"t present variations on urease acti-
vity. Activity is affected when incubation temperature is higherthan 70°C. Optimum
pH urease in this profile is within a range of 6,8 to 9,2.

A definite trend on the values of Km and Vmax, it was not found.

(1) Catedra Edafologia - Departamento de Suelos - Fac. de Agronomfia. U.B.A.

Avda. San Martin 4453 . (1417). Buenos Aires. - ARGENTINA
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INTRODUCCION

La ureasa (urea amidohidrolasa EC
3.5.1.5.) es una enzima importante del
suelo que cataliza la hidrélisis de la
urea ya sea la aplicada como fertili-
zante o la excretada por los animales.
El origen, existencia y persistencia
de la ureasa en el suelo ain no es
bien conocida. Se conoce que esta en-
zima es secretada por células vivas o
liberada de células microbianas por-
que su funcidén estuvo localizada den-
tro de la célula; pero mantiene su es-
tabilidad como enzima extracelular ya
que se asocia a los coloides del
suelo, (arcillas minerales o sustan-
cias hamicas). Por esta inmovilizacio6n
tiene una vida media prolongada en re-
lacién a las que se encuentran en la
fase acuosa del suelo (Burns, 1982;
Boyd et al., 1985).

En general, esta enzima se encuen-
tra estrechamente relacionada con el C
organico del suelo (Zantua et al.,
1977; Stott et al., 1980; Verstraeten,
1978). La actividad de la ureasa de-
crece con la profundidad (Tabatabai,
1977), pero esto puede modificarse de
acuerdo a las caracteristicas diferen-
ciales que presentan los horizontes en
un perfil: amplias variaciones en el
pH, la textura o el potencial redox,
entre otros (Myers y Me Garity, 1968).
La temperatura, la humedad, la presen-
cia de mayor o menor concentracién de
sustratos solubles y la actividad bio-
logica pueden también afectar la dis-
tribucién en el perfil.

El objetivo de este trabajo es es-
tudiar la distribucién, el efecto del
almacenamiento, temperatura, pH, con-
centracién del sustrato carbono y los
valores de la constante de Michaelis -
Menten para la enzima ureasa en un
perfil de suelo bajo cultivo clasifi-
cado como Argiudol tipico.
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MATERIALES Y METODOS

El suelo en estudio es un Argiudol
tipico, segin la clasificacion del
"Soil Taxonomy™, procedente del
Partido de Exaltaciéon de la Cruz,
localidad Capilla del Sefior; los datos
analiticos se presentan en el Cuadro
Ne 1.

En los ultimos cinco afios el lote
del cual se extrajeron las muestras
fue cultivado con trigo - lino- gira-
sol - maiz- trigo, siendo fertilizado
Unicamente con P, y los rastrojos de
los cultivos fueron incorporados que-
dando en barbecho hasta la proéxima
campafia. Las muestras fueron extraidas
en noviembre de 1985 a diferentes pro-
fundidades: 0-10, 10-20, 20-30, 30-60,
60-90, 90-120 cm, e inmediatamente co-
locadas en bolsas pléasticas y se
mantuvieron refrigeradas hasta el dfa
siguiente. Sobre una submuestra para
cada profundidad se realizaron |los
analisis de laboratorio correspon-
dientes a la determinacion de humedad
y la actividad de la ureasa. Del resto
de la muestra una porciéon fue secada
al aire y el remanente se mantuvo a
40C.

Determinaciones

Sobre las muestras correspondientes
a cada profundidad se determinaron:

l.-La actividad uredsica usando un mé-
todo no buffer (Douglas y Bremner,
1971). En un erlenmeyer de 125 ml se
pesaron 5 g de suelo himedo al cual se
agreg6 0,2 ml de tolueno (para inhibir
el crecimiento microbiano y asi dete-
ner la produccién de la enzima). Luego
se adicion6 1 ml de solucién urea 0,2
M. Se tap6, se agité rapidamente y se
incub6 a 37°C durante 5 horas. Luego
se agregaron 40 ml de CIK 2 M-PMA
(acetato fenil merclrico equivalente a
4 g/ml para inhibir la ureasa). Pos-
teriormente se agité durante 1 hora y
se filtr6 a través de papel Whatman N°
42.
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En alicuotas, se determiné el NH4—N
liberado, el mismo se valordé por des-
tilacion (Ritcher, 1980), la actividad
se expresa g de NH4-N. g suelo
h . Simultaneamente se realizé un en-
sayo en blanco.

2.-Se establecié 1la relacion de la
actividad enzimatica con los
contenidos de C total y N total del

suelo determinados por las técnicas de
Walkley-Black (Blak, 1965) y de Conti
et al., (1976), respectivamente.

3.-La influencia del almacenamiento
sobre la actividad ureasa se verifico
analizando en muestra humeda (dia 10)
y sobre muestra seca al aire (dia 40)
y sucesivas determinaciones en los
dias 30, 60 y 90.

4.-Se ensay6 la sensibilidad térmica
de la ureasa del suelo. Se realizd so-
bre muestras de suelo himedo con apro-
ximadamente un contenido de humedad
del 60% de capacidad de campo, que se
colocaron en tubos y se mantuvieron
30" en bafio termostatizado variando
las temperaturas de 30° a 90°C. Luego
de estabilizada la temperatura se rea-
lizaron las determinacione de la acti-
vidad de la ureasa en forma inmediata,
en cada caso.

5.-El efecto del pH sobre la actividad
de la enzima, se estudidé en sistemas
tamponados a diferentes valores de pH
usando como buffer Tris-CIH (Tris:
hidroximetil-aminometano, ajustado a
pH 9 con CIH) 0,2 M, preparado segun
Gomorri et al., (1965) y Frankerberger
et al., (1982). Los pH se determinaron
potenciométricamente (Jackson, 1964).

6.-Cinética enzimatica: se determina-
ron V max y Km de la ureasa del suelo,
frente a concentraciones crecientes de
sustrato: soluciones de urea 0,010 -
0,015 - 0,020 - 0,030 y 0,050 M.

La velocidad de reaccion (V) fuj
expresada”en g NH”-N liberado « g
suelo« h para cada concentracion del

sustrato.
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Los valores de Km y Vmax fueron
obtenidas graficando S/V en el eje de
las abscisas y (S) en la ordenada para
determinar la intercepcion y la pen-
lineal de

diente de la trasformacion

la ecuaciéon de Michaelis-Menten

Km 1

3 x y la

,1968) .
grwnuswmes dca  del
suelo utilizado fue realizada por el
método de Bouyoucos.

Todas las determinaciones se reali-
zaron por duplicado, expresandose los
resultados sobre peso de suelo seco a
105°C.

. (8)

S—
\' Vméax

v vvmpuosveun

Vméax

RESULTADOS Y DISCUSION
Se analizaran o interpretaran los
resultados experimentales:

A_- Distribucion de la actividad urea-

sa en el perfil.

Se indica en Cuadro N° 2.
La actividad ureasa en

estudiadas fue maxima en

profundidad.

las muestras
los 10 cm de

La actividad enzimatica en el suelo
correlacion6 en forma altamente signi-
ficativa con el contenido de C orgéani-
co y N total, en ambos casos se obtuvo
un r = 0,99 ( a=0,001), coincidiendo
con los sefialados por otros autores
(Myers et al., zantua et al., 1977 y
Tabatabai, 1977). Por lo tanto, el
contenido de C organico podria influir
en forma directa sobre la distribucion
de la actividad ureasa en el perfil.

La mayor actividad enzimatica en
los primeros 10 cm podria explicarse
por la asociacién de la enzima con el
contenido de materia organica durante
los procesos de formacién de humus.
Los poros grandes de la materia orga-
nica permiten tanto el pasaje del sus-
trato: urea, como el de las moléculas
de los productos de reaccié6n: amoniaco

y anhidrido carbénico pero no son lo

de Agronomia,7(2-3):151-159,
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suficientemente grandes para permitir
la entrada de enzimas proteoliticas o
la fuga de ureasa (Burns et al.,1972).
Por este efecto la enzima queda prote-
gida y una accion similar se produce
con las arcillas minerales (Boyd vy
Mortland, 1985). Ademas, como la po-
blacién microbiana decrece con la pro-
fundidad (Alexander, 1961) y es la
fuente de produccioéon de la enzima, re-
sulta dable esperar que también Ila
ureasa disminuya con la profundidad
(Bremner y Mulvaney, 1978).

almacenamiento de las
la actividad ureasa

B.-Efecto del
muestras sobre

Los tratamientos realizados sobre
las muestras almacenadas no produjeron
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la actividad enzimatica
Cuadro

cambios sobre
como puede observarse en el
N°3.

La alta reproducibilidad de los re-
sultados obtenidos, con el método
ensayado para la determinacién de la
ctividad ureasa, demuestran que Ila
actividad de esta enzima no se altera
en las condiciones experimentadas.

Lés datos fueron concordantes con
los de Zantua y Bremner (1977) y Dalal
(1984).

c.-Efecto de la temperatura de incuba-
cion sobre la actividad ureasa

En la Figura 1 se evidencia que la
actividad ureasa no se afecta cuando
las muestras son tratadas entre 30° y

151 -1 59, 1986



Distribucidn,

caracteristicas

y cinética. .. 155

Cuadro N° 3. Efecto de diferentes tratamientos realizados a las muestra y su

relacién con

la actividad ureasa.

Actividad ureasa (0

Profundidad (cm) 0-10 10-20
Tes Ligo 100,0 100,0
Tratamiento muestra
seca al aire
dia 4 98,5 99,7
dia 30 99,5 100,0
dia 60 99,0 100,0
dia 90 100,0 99,4
Muestra humeda

4°C
dia 1 100,0 100,0
dia 30 100,2 98,8
dia 60 98,9 100,1
dia 90 100,0 99,1

(+) La actividad ureasa se expresa como porcentual
las 24 horas de su extraccién y mantenida a 4°C hasta su deter-
considerado 100%).

determinada a

minacién (testigo,

70°C,
tura sobrepasa
inactiva.

Los valores hallados coinciden con
los de bibliografia pues la mayoria de
las enzimas del suelo son inactivadas
a temperaturas entre 60° y 70°C. La
temperatura necesaria para inactivar
una enzima en el suelo es alrededor de

la tempera-
la enzima se

mientras que cuando
los 80°C

10°C superior de la requerida para
inactivarla en ausencia del suelo
(Galstyan, 1965; Skujins, 1967). La

desnaturalizacion de la ureasa comien-
za por encima de 70°C y es completa a
los 90°C, coincidiéndose con otros
autores (Tabatabai y Bremner, 1972;
Zantua y Bremner, 1977).

En este estudio el método usado pa-
ra determinar la actividad ureasa di-

firio del realizado por otros investi-
gadores que emplearon una sustancia
buffer: (Zantua y Bremner, 1975). Es-
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Sutilo

20-30 30-60 60-90
100,0 100,0 100,0
100,0 98,8 100,0
99,2 100,0 100,5
100,0 99,9 100,0
98,9 100,0 100,1
100,0 100,0 100,0
99,7 99,9 99,5
100,3 99,6 99,8
99,5 99,8 100,0

de la actividad de la muestra

tos autores obtienen valores de
actividad enzimatica mas altos que los
del presente trabajo. Los  mismos
investigadores concluyen que los
resultados de los distintos
tratamientos son similares, indepen-

dientemente del método usado.

La alta estabilidad de la ureasa en
el suelo puede atribuirse a su absor-
cion en las arcillas coloidales (Pink
et al., 1954) o a su asociacion al
complejo coloidal organico.

La temperatura de incubacién para

la determinaci6n de la actividad
ureasa fue de 37°C, aconsejada por
Frankerberger y Tabatabai (1982).

D.- Efecto del pH sobre la actividad
ureasa

El efecto del pH sobre la actividad

de la enzima ureasa, fue estudiado so-

Agronomia,7(2-3):151-159,1986



bre muestras hasta 30 cm de profundi-
dad y usando soluciones buffer o regu-
ladoras a diferentes pH. En todos los
casos la actividad de la enzima se in-
crementdé cuando el pH se elevo hasta

pH = 8,0 y decreci6 a partir de pH
9,20. El optimo se estableci6é en un
rango de 6,8 - 9,2 para este suelo
(Figura 2).

El rango de pH 6ptimo para esta en-
zima varia segun los investigadores:

pH Bibliografia
8,8 - 10,0 Tabatabai y Bremner (1972)
7,0 - 7,5 Bremner y Mulvaney (1978)
8,0 - 12,0 Frankerberger
y Johanson (1982)

Los valores del
coincidentes por
fers empleados,
del ensayo y por
utilizados.

Al incrementar el pH del suelo
usando un buffer se pueden producir
cambios en el estado de ionizacién de
los sitios activos de la ureasa o del
complejo urea - wureasa. El microam-

pH éptimo no fueron
los diferentes buf-
por las condiciones
los tipos de suelo

biente del suelo puede producir varia-
ciones, por ejemplo en la asociacio6n
enzima - materia organica, afectando

asi la difusion de la enzima, del
sustrato o del producto. Los +2 sitios
activos de la ureasa son Ni y los
grupos -SH (Dixon et al., 1975). EI
valor de pK para el grupo -SH de Ila
proteina enzimatica a 25°C estd en un

rango de pH de 8,3 a 8,6 ( Dixon vy

Webb, 1964), por lo cual el pH o6ptimo
para la ureasa en el suelo podria
estar en ese vrango.Sin embargo,el

Rosa M.

Palma

complejo urea - ureasa presenta dos
valores de pK: 6,1 y 9,2 (Webb y Lai-
dler, 1953; Laidler, 1955). La medi-
cion de la actividad ureasa es funcion
de la formacién y/o disociaciéon del

complejo urea - ureasa e influye en la

misma la naturaleza de la asociacién
ureasa - coloide del suelo (posible-
mente humus) y variando segin los
tipos de suelos, por 1lo cual pueden

esperarse diferentes valores para el
pH 6ptimo (Nannipieri et al., 1978).

E .-Determinacion de los valores Vimax
y Km para la enzima ureasa

Las mediciones cuantitativas de la
actividad de las enzimas en el suelo
son necesarias para comprender su fun-
cion bioldégica y para poder determinar
un valor de la actividad en las mues-
tras de suelo. Si se asume que sélo
esta presente el sustrato,
se produce en una sola direccion y se
puede estimar la velocidad méxima
(Vmédx) de reaccién como la concentra-
cién del sustrato necesaria para al-
canzar la semi-velocidad maxima, que-
dando asi determinada la constante de
Michaelis (Km) de la enzima, represen-
tada por la siguiente ecuacion:

la reaccién

v a Vmax (8) /7 Km + (S)

siendo:

v :la velocidad de reaccié6n inicial
Vméx: la velocidad maxima de la reac-
cioén vy,
S: la concentracién del
expresado en moles 1 4 .

sustrato

Cuadro N° 4. Valores Km y Vimdx de ureasa en el perfil de un Argiudol

Profundidad Km
(cm) mM
0-10 10,7

10-20 17,2
20-30 8,6
30-60 7,2
60-90 5,8

Rev .Facultad de
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138
123
185
168
153
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Los valores Km y Vmax son constan-
tes para la enzima, pero pueden variar
independientemente uno de otro cuando
son determinados en condiciones dife-
rentes. La constante de Michaelis es
independiente de la concentracién de
la enzima, y puede utilizarse para
cuantificar la afinidad de la enzima
por el sustrato:

Los valores de Km y Vmax de Ila
ureasa en el pérfil de este Argiudol
se presentan en el Cuadro N° 4.

Rev .Facultad de
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Los valores do Km y Vmédx do lo
ureasa en el pérfil de este Argiudol
se presentan en el Cuadro N° 4.

Los valores de Km a través del per-
fil del suelo no muestran una tenden-
cia neta. Para Bremner y Mulvaney
(1978), 1los valores de Km oscilan de
1,1 a 213 mM. Los datos no son
comparables y las discrepancias pueden
deberse al tipo de suelo, a diferen-
cias en el manipuleo de las muestras,
al método de determinacién, a varia-
ciones de pH y a las temperaturas de
incubacién usadas. En cambio, el valor
de Km de la muestra superficial es
comparable con la obtenida por Douglas

Agronomia,7(2-3):151-159 ,1986
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y Bremner 11971, quienes establecen
valores de Km de 9 a 18 mM para mués—
tras superficiales.

CONCLUSIONES

la enzima ureasa en
este Argiudol es maxima en los
primeros 10 cm y decrece <con la
profundidad; presenta una correlacion
altamente significativa con el
contenido de C orgéanico y N total.

La actividad de

Los dos tratamientos efectuados a
las muestras durante el almacenamiento
(seca al aire a temperatura ambiente y
himeda a 4°C) en un periodo de noventa
dias no produjeron variaciones en los
valores de la actividad de la ureasa.

La actividad enzimatica no se afec-
ta por temperaturas de incubaciéon de
30° n 70°C. La inactivaci6n se inicio
desde los 70°C y se completa a los
90°C. La termoestabilidad se deberia a
la proteccion ejercida por los coloi-
des del suelo, fundamentalmente la ma-
teria organica.
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crementa la actividad ureasa por au-
mentos de pH desde 3,4 a 9,2 , el pH
6ptimo de accién se encuentra en un
rango de 6,8 a 9,2.

Los valores de Km y Vmadx no mues-
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La elevada actividad ureasa en su-
perficie y subsuperficialmente tiene
importantes consecuencias practicas
cuando se fertiliza con urea en este
tipo de suelos. La elevada o intensa
hidrélisis producida se acompafiara con
las consabidas pérdidas de las formas
de nitrogeno disponible por
viacién y por volatilizacién, no sien-
do aprovechado éste por los cultivos.

lixi-

AGRADECIMIENTOS

La autora agradece la valiosa
colaboracién en la faz analitica de
los sefiores Eduardo Vella y Alejandro
Constantini.

Agronomia ,7(2-3):151-159,1986



8)

9)

10)

11)

12)

13)

1k)
15)

16)

17)

18)

19)

20)

21)

22)

23)

2k)

25)

Distribucion,

caracteristicas y cinética..

DAL A, R.C.; 1984. Distribution. sal ity, kinetic an thermodinaaic
characteristics of urease activity in a Vertisol profile. Australian J. Soil
Res., 22:303-317.

DIXON, M. and E.C. WEBB; 196k. Enzymes. Ed. longaans: london.

DOUGLAS, I1.A. andJ.H. BRENNER; 1971. A rapid method of evaluating different
compounds as inhibitors of urease activity in soils.

FRAKENBERGER, W.T. Jr. and J.B. JOHANSON ; 1982. Effect of pH on enzyme
stability in soils. Soil Biol. Biochea., 14:433-437.

FRANKERBERGER, W.T. and M.A. TABATABAIl; 1982 . Aaidase and urease act ties in
plants. Plant Soil, 64:153-166.

GOHORRI, C.; 1965.Methods in Enzyaology. Ed. S.P. Colowick £ N.P. Kaplan.
Acadenic Press 1Inc. New York.

JACKSON, H.I.; 196k. Analisis Qufaico de Suelos. Ed. Onega. Barcelona.

HYERS, H.G. and J.E. Me GARITY; 1968. The urease activity in profiles of five
great soil groups fron northern New South Wales. Plant Soil., 28: 25-37.
NANNIPIERI, P.; S. CERVELII and P. SEGUI ; 1978. Stabi ty and kinetic
properties of hunus - urease coaplexes. Soil Biol. Bioclieu., 10: Ik3-1k7.
RICHTER, M.; 1980 . Mejoras en la deterninacion de amonio por destilaciodn. Rev.
Fac. de Agronoafa., 1(2):1-9.

SKUJINS, J.J.; 1967. Enzyaes in soils. Ed. A.D. Me Jlaren and G.H. Peterson.
Soil Biochenistry - Marcel Dekker, New York.

STOTT, D.E. and C. HAGEDORN ; 1980.Interrelations between selected soil
charecteristics and aryl sulfatase and urease activities. Soil Sc. Plant Anal.,
11 (10) :935-955.

TABATABAIL, M.A. and J.M. BRENNER; 1972 . Assay of urease activity in soils.
Soil Biol. 8iochen., k:k79-k87.

TABATABAL, M.A.; 1977. Effects of trace elenents on urease activity in .
Soil Biol. Biochea., k:k79-k87-e

VERSTRAETEN, 1.N.J.; 1978 . Interaction between urease activity and soil
characteristics. Agrochiaica, 22:5-6.

ZANTUA, N.J. and J.M. BRENNER; 1975. Coaparison of aethods of assaying urease
activity in soils. Soil Biol. Biochea., 7:291-295.

ZANTUA, N.J. and J.M. BRENNER; 1977. Stability of urease in soils. Soil Biol.
Biochea., 9:135-140.

ZANTUA, M.J.; L.C. OUMENIL and J.M. BRENNER; 1977. Relationships between soil
urease activity and other soil properties. Soil Sc. Soc. Aa. J., kl1:350-352.

Rev.Facul tad de Agronomla,7(2-3):151-159,1986



