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INTRODUCAO

A palavra “nitrificagao™ é usada. para designar o processo
pelo qual formas reduzidas de nitrogénio, representadas pela
amoénia principalmente, sio convertidas em nitrito ou nitrate
no solo ou em outros meios. O nitrogénio incorporado ao ter-
reno, seja por fixagdo ou por decomposicio da matéria orga-
nica, apresenta-se em geral combinado na forma de aménia ou
de ouiros produtos reduzidos. Os nitratos, entretanto, sdo a
forma de nitrogénio predominaniemente absorvida pelas plan-
tas superiores: a oxidacao prévia da aménia a nitrato no solo
corre por conta dos organismos nitrificadores, autotréficos ou
heterotréficos.

A primeira dernonstraciio da natureza biologica dessa oxi-
dagéo foi dada por SCHLOESING & MUNZ em 1877; éles en-
cheram um tubo com areia esterilizada e forcaram agua de
esgoto contendo amoénia a correr através do mesmo; por varios
dias o percolado continha aménia; depois de trés semanas, po-
rém, apareceu nitrato em lugar de aménia. A esterilizagdo da
areia com cloroférmio ou pelo ealor destruia a sua capacidade
de converter aménia em nitrato, mas a inoculagao com &agua
barrenta restaurava a atividade. WINOGRADSKY (1891,
1893) isolou os organismos implicados na reacao e foi o seu

(*) Parte de um plano de trabalhos efetuado com ajuda do
Conselho Nacional de Pesquisas (Rio de Janeiro) e da
Fundacdo Rockefeller, N. York.
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trabalho combinado com aquele de FRANKLAND & FRAN-
KLAND (1890) que estabeleceram a natureza autotrofica da
mesma. As culturas ativas, iscladas com o uso de placas solidi-
ficadas por sflica gel, continham dois tipos de bactérias, facil-
mente separaveis: Nitrosomonas, responsavel pela conversaoc
de amoénia a nitrito; e Nitrobacter, capaz de oxidar nitrito a
nitrato.

Para uma excelente revisd» da literatura no problema da
nitrificagdo veja-se DELWICHT (1956).

BACTERIAS NITRIFICADORAS

Classificacdo. O Manual de BERGEY (BREED et al,
1948) relaciona cinen géneros de organismos capazes de oxidar
o i6nio amoniacal em nitrito; entre éles estdao Nitrosomonas,
aque BOEMECKE (1951 dividiu em duas espécies, N. euro-
paeae e N. oligocarbogens; Nitrosococcus, Nitrospira, Nitrocus-
tis e Nitrogloea; entre os organismos capazes de oxidar nitrito
a nitrato estdo: Nitrobacter, do qual parecem existir pelo me-
nos duas espécies, N. winograkskyi e uma forma moével, N.
agile, e Nitrocystis.

Fisiologia. As bactérias nitrificadoras tém um numeroc de
propriedades fisiologicas, aue as tornsm particularmente in-
teressantes do ponto de vista bioquimico.

Embora sejam algo tolerantes para a acidez do meio, ©
pH 6timo para Nitrosomonas é 80 e 7,7 para Nitrobacter; no
pH 6,5 ainda se desenvolvem apreciavelmente; no pH 95, po-
rém, ha pouca atividade.

As bactérias nitrificadoras, autotroficas como sao, crescem
em meio exclusivamente mineral. As necessidades de macro-
nutrientes (nitrogénio, fosfere, potassio, magnésio e enxofre)
sdo estabelecidas; ndo, porém, as exigéncias para micronutri-
entes. O ferro é usado nos meios de cultura de Nitrosomonas €
Nitrobacter; ALEEM & ALEXANDER (1960) mostraram que
quando a concentracio de Fe subia de 0,0 a 0,07 p.p.m. a oxi~
dacdo de nitrito ia de 1.050 a 3.050 p.p.m. ZAUARZIN (1958),
por sua vez, verificou um efeito benéfico do molibdénio na
mesma bactéria, postulando dai a participacao de uma molib-
doflavoproteina na reagdo produtora de energia.

Embora Nitrosomonas e Nitrobacter nio necessitem de
fornecimento de formas de carbono ja reduzido para viver,
néo ha davida que alguns compostos, pelo me=nos, podem su-
plementar a economia bioquimica désses organismos, do que
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resulta estimulo no crescimento (LEES, 1955, pag. 53). A
crenca de que “os compostos orginicos sido veneno para os ni-
trificadores”, fundada em velhos experimentos de WINO-
GRADSKY & OMELIANSKY (1899) nao tem razdo de ser:
KINGMA BOLJES (1935) mrstrou que Nitrosomonas cresce
em meio mineral contendo 4 por cento de glicose. Aliés,
MEYERHOF (1916, 1917), usando técnicas manometricas ja
mostrara que, além da glicose, glicerol, manitol, acetato, bu-
tirato e valerato nfo tinham nenhum efeito tanto em Nitroso-
monas como em Nitrobacter. Peptona, dependendo dos aminoa-
cidos nela encontrados, inibe o desenvolvimento dos organis-
mos em meio de cultura; manose é surpreendentemente téxica
para Nitrosomonas (inibigdo completa na concentracdo M/80).
Esses efeitos inibitérics devem ser encarados como produto
de interferéncia no metabolismo global da célula e ndo na rea-
¢as primordial de oxidacio.

HOFFMAN (1953) analisou hidrolisados de células de
Nitrosemonas no que se refere a aminoécid-s e carbohidratos,
O espectrc dos primeiros mostrou-se normal, ndo tendo sido
detectados aminoécidos nao usais. Foram identificados galac-
tose, ribose, ramnose e xilose; entretanto, glicose nio foi en-
contrada. Uma analise semelhante para Nitrebacter ainda nao
foi feita

Embora hoje j& se tenha uma soma de provas experimen-
tais mostrando que os nitrificadores possuem aspectos meta-
bélicos semelhantes aos de microrganismos — e até mesmo ao
das plantas superiores — o panorama geral permanece ainda
largamente desconhecido. As dificuldades para cultiva-los, as
baixas colheitas cbtidas normalmente tornam o problema mais
dificil. Nao foi possivel, por exemplo, demonstrar ainda con-
sumo de oxigénio por células intactas usando-se intermedia-
rios do ciclo dos acides di ou tricarboxilicos como substrato;
das substéncias ensaiadas manométricamente por SILVER
(1260) — nitrito, nitrato, formato, acetato, lactato, glicose e
ciirato — apenas NO2— e fcrmaio estimularam o consumo
de oxigénio; ésses dois comprstes também provocaram redu-
céo dos citocromos celulares (590, 551 e 513m ;4 ). A auséncia
de oxidagdo notada para alguns dos 4cides mencionados é, pro-
vavelmente, devida a questdes de permeabilidade: extratos
de Nitrobacter mostraram-se capazes de oxidar acetato, piru-
vato e alfa ceto glutarato (MALAVOLTA & DELWICHE,
1960, ndo publ.).

Bioquimica. Os estudos iniciais de GODLEWSKI (1895)
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e de MEYERHOF (1917) levou-os a formular a cxidagdo da
aménia por Nitrosomonas e Nitrobacter da maneira seguinte:

Nitrosomonas: NH4+ + 1,502 > 2H+ 4+ H20 4+ NO2—(1)
Nitrobacter: NO2— -+ 0,502 > NO3— 2)

HOFFMAN & LEES (1952), em estudos manométricos,
confirmaram a formulagdo de MEYERHOF para Nitrosomonas.

A oxidacao do i6nio amoniacal ao nivel de nitrito implica
numa mudanca da valéncia do nitrogénio de —3 a -}-3, de mo-
do que um total de 6 eletronics sao removidos na oxidacio
completa por Nitrosomonas; na reacdo executada por Nitro-
bacter mais dois eletronios sdo transferidos para chegar a va-
léncia +5 (ver tabela I).

KLUYVER & DONKER (1926) postularam que a oxida-
cio do NH4+ tem lugar em trés passos cada um implicando
dois eletrénios:

NH40H + 0 ——> NH20H - H20 (3)
NH20H 4+ 0 —» HNO -+ H20 (4)
HNO -+ 0 > HNO2 -+ H20 (5)

S6 recentemente, porém, é que se ganhou provas experi-
mentais dando indicacbées sdbre possiveis intermediarios.
LEES (1952) obteve evidéncia da oxidacdo da hidroxilamina
em baixas concentracbes. Ainds mais: na presenca de hidrazi-
na como inibidor a hidroxilamina se acumula no meio da cul-
tura; na presenca de aliltiouréia, a oxidacdo da amoénia é im-
pedida enquanto a da hidroxilamina nédo o é.

Nada se conhece sObre a oxidacdo a partir da hidroxila-
mina. O radical nitroxilo sugerido pela sequéncia de KLUY-
VER & DONKER (1926) nio deve ser excluido das possibili-
dades; mas pelo que se sabe das suas propriedades quimicas,
pode-se concluir que a sua existéncia é improvavel. Se presen-
te em quantidade suficiente é raz~avel admitir que produza

Composto Valéncia do nitrogénio

NO3— (nitrato)

NO2— (nitrito)

(HnO) (nitroxilo)
(HNO)2 (hiponitrito)
N20 (6xido nitroso)
N2 (nitrogénio gasoso)
NH3 (amonia) — 3

Tabela I -— Niveis de valéncia do nitrogénio

+++++
O =t O U1
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hiponitrito por dimeriza¢do o qual se decompde dando N2O.
Como nunca foi relatada a produgdo désse gas na reacdo de
nitrificagdo, sua formacdo em proporcoes significativas é di-
ticil de conceber. O ouiro composto com ésse nivel de oxidacio,
a nitramida, necessitaria também de dimerizacdo. Em concen-
tragoes hidrogenitnicas fisiclégicas a nitramida livre & ainda
mais instavel que o hiponitrito e tamhém se decompée para
formar N2O. Por essa razdo acredita-se que um complexo en-
zina-substrato ao nivel de oxidacdo do nitroxilo esteja aqui
envolvido mas ndo ha nenhuma prova experimental que for-
neca indicacdo sobre sua natureza (DELWICHE, 1956).

H 0O

" E %o

A reacio de oxidacdo de nitrito a nitrato é inibida pelo
i6nio clorato e, ao que parece, o fendmeno envolve um comple-
X0 nitrito-enzima ou outro derivado de nitrito. A prova disso
€ que as células incubadas com nitrito e clorato e lavadas a
seguir permanecem inibidas; j& a incubacfo 6 com clorato se-
guida pela lavagem ndo acarreta nenhuma diminuicio na ca-
pacidade de oxidar nitrito (LEES & QUASTEL, 1945).

Os trabalhos mais recentes com extratos livres de células
ndo trouxeram esclarecimento algum a respeito des compos-
tos nitregenados intermedidrios na oxidacio de aménia a ni-
trato; algo se aprendeu, porém, dos cofatores para a reacin

IMCHENETSKI et al. (1955) relataram a oxidacdo da
amdnia a nitrito por extratos isentos de células de Nitrosomo-
nas nada esclarecendo, porém, a respeito dos intermediérios;
0 fato de que as preparacdes nio perdem a atividade quando
submetidas a curta ebulicdo (!) levey IMCHENETSKI et al.
(1956) a sugerir due os sistemas cxidantes de Nitrosomonas
¢ semelhante as peroxidases. Com extratcs de Nitrosomonas
obtidos por tratamento das células com ultrassons, ENGEL &
ALEXANDER (1959) demonstraram uma lenta oxidacao de
NH4~ e uma vigorosa oxidagdo de NH20H (tabela IT); a en-
zima (ou enzimas), que nfo sedimenta a 144.000 x G, é inibi-
da por cianeto e por fervura; varios corantes — o azul de me-
tileno entre éles — sdo reduzides pela preparagio em presen-
ca de hidroxilamina; o que néo occrre, porém, com nucledti-
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dos de piridina. O sistema para oxidacdo de nitrito a nitrato
exiraido de Nitrobacter, ao contrario daquele de Nitrosomo-
nas, aparece em particulas sedimentadas por alta centrifuga-

w0 NQ2'——N Wi ml__

Reagentes 0 hr 12 hr 72 hr
Enzima -+ NH4 0,1 0,3 1,1
Fervida -+ NH4 0,1 0,1 0,1
Enzima 4+ NH20H 0,1 0,1 2,2
Fervida + NH20H = A 0,2 0,7

Tabela II — Oxida¢ao de amonia e hidroxilamina por

extratos de Nitrosomonas europaea

cao (ALEEM & ALEXANDER, 1958). De acordo com ALEEM
& NASON (1860), a adicdo de NO2— as particulas resulta no
aparecimento de méaximss de absor¢io em 550 e 520m u
o que corresponde aos picos alfa e beta do citeeromo ¢ (ou se-
melhante), bem como em 585-590 e 438m y, represzantando
um citocromo do tipo a. O ferro, mas ndo nucleétidos de piri-
dina ou de flavina, parece estar implicado no transporte ele-
tronico. As reacdes (6) e (7) mostram como se poeda dar o
transporte eletronico.

N0, --H,0--2 Fe3— tiloenmy — N0, —-2H - 2Fe2 | citotrome (6)
9 Fez+ tienmo - 2H-+ + 1/2 0, — H,0 -+ 2 Fed+ citwnmy  (7)

Energia. Tanto no caso de Nitrosomonas como no de Nitro-
bacter o crescimento e a formacdo de novo material celular
sio A custa do CO2 e a energia necessiria para a redugao dés-
te & obtida na oxidacdo da aménia ou do nitrito. As duas
oxidacbes produzem energla  nas seguintes quantidades
(BAAS-BECKING & PARKS, 1927):

Nitrosomonas NH,+ -+ 3/20, —N0O,~ -+ 2 H+ (8)
A Faps = — 66500 cal.
Nitrobacter N0, -+ 1/2 0, —NO; ; A Fagg= —17.500 cal. (9)

Parte, pelo menos, da energia que se torna disponivel nes-
sas reacdes de oxidacdo é armazenada como ligacdo fosfatada
do trifosfato de adenosina; com extratos de Nitrosomenas,
BURGE e MALAVOLTA (1960, ndo publ.) verificaram uma
relacdo P/O igual a 0,25. Por sua vez no casc de Nitrobacter,
MALAVOLTA et al. (1960) e ALEEM & NASON (1960) no-
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taram relacées P/O iguais a 0,5 e 0,2, respectivamente, quan-
do nitrito era o substrato para a oxidacdo fosforilativa; a ta-
bela III é tipica dos resultados obtidos pelos primeiros.

Fixacdo do carbono. No caso de Nitrosomonas, uma molé-
cula de CO2 é reduzida para 35 de nitrogénio oxidadas, en-
quanto para Nitrobacter a relacdo é perto de 1/100. Admitin-
do-se que todo o CO2 seja reduzido a glicose (energia livre
de formacdo — 118.000 cal./mol de CO2 reduzido) pode-se cal-
cular a eficiéncia das duas reagdes como fornecedoras de ener-
gia para a reducdo do CO2. Acha-se que para Nitrosomonas,
5,9% da energia libertada é usada na reducdo do CO2 enquan-
to para Nitrobacter o valor é 7,9%. O resto da energia presu-
mivelmente se perde como calor. E’ evidente em qualquer ca-
so que a oxidagdo produz energia suficiente para dar conta das
reacdes de sintese que devam ocorrer.

Micromoles de Micromoles de

Tratamento NO2 oxidado PO4 esterificado
Completo 4,75 2,37
Fervido 0,12 0,00
Menos PO43— 3,21 0,05
Menos NO2— 0,10 0,00
Menos ADP 4,56 0,56
Menos Mg+ + 4,80 0,15
Menos F— 4,717 0,00
Menos citocromo C 2,88 0,23
Mais DNP 4,50 0,10

Tabela TI1 — Fosforilacdo por extratos de Nitrobacter

Completo: 2,5ml extrato (= 0,8mg N/ml); 1ml KH2PO4
0,005 M; 1ml KNO2 0,005 M; 0,Iml de ADP (difesfato de ade-
nosina) 0,05 M; 0,2ml de M CI2 0,06M; 0,2ml de KF 0,075 M e
0,1ml de citocromo ¢ a 0,5 por cento; volume final: 10ml;
DNP (2,4-dinitrofenol) = Iml d= uma solucao 0,001 M.

O caminho seguido na reducdo do CO2 por Nitrobacter
com a energia obtida na oxidacéo de nitrito foi elucidado re-
centemente por MALAVOLTA & al. (1960); as células tfo-
ram incubadas com nitrito e carbsnatc marcado com Cl4; os
produtos da incorporacio da C1402 foram extraidos e separa-
dos por radiocromatografia e, em seguida, identificados; ve-
rificou-se que durante o periodo de incubacdo 100 micromo-
les de NO2-— foram oxidados havendo a fixacdo de 1 micromo-
le de CO2; 75 por cento do radiocarbonc fixado se achava no
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extrato alcodlico do material; os seguintes compostos radina-
tivos puderam ser identificados: hexose di e monofesfatos,
fosfopiruvato, triose fosfato e fosfoglicerato: éste altimo pro-
duto apresentava 60 por cento da atividade aplicada original-
mente no papel de filtro — é licito, pois, admitir que o acido
fosfoglicérico seja o primeiro produto da firacdo do CO2 por
Nitrobacter; a natureza dos cutres compostos identificados
sugere, por cutro lado, que a marcha dn carb-ono s=ia idéntica
& conhecida para a fotossintese pelas plantas superiores. Com
extratos livres de células foi denois possival demonstrar fixacdn
do CO2 néo sé via carboxidismutase — a enzima crucial para
a marcha do carbeno na fotossintese como também por cami-
nhos heterotroficcs (MALAVOLTA et al.. 1960 w&- nubll).

FUNGOS NITRIFICADORES

Ha numerosos exemplos de formacidn de nitrito e nitrato
por organismos heterotréficos (LEWIS, 1951). Algumas dessas
reacdes parecem ser diferentes daquelas implicadas em Nitro-
somonas e Nitrobacter. Entre as reacoes heterotréficas conhe-
cidas, a formacdo de nitrito a partir de amdnia é de ocorrén-
cia muito mais geral que a oxidacdo do ultimo a nitratn, CU-
TLER & CRUMP (1933) relataram que mais de cem espécies
sdo capazes de executar a primeira reacdo. Entretanto, sé ha
dois fungos conhecidos, Asvergillus flavus e A. wentii, capa-
zes de realizar a série completa de reacdes que vai de amdnia
a nitrato (MALAVOLTA et al.. 1955). Assim. a conversio oxi-
dativa do NH4+ a NO3— nor Aspergillus wentii isolado do solo
pode ser seguida tanto quimica como manomeétricamente (BA-
CILA & MALAVOLTA, 1956); com extratos cetonicos obtidos
do mesmo fungo ja se conseguiu provas de nitrificacdo (5-15
por cento do nitrogénio adicionado), embora os resultados se-
jam dificeis de reproduzir (DELWICHE & MALAVOLTA,
1957) .

Algumas das condicdes que afetam o crascimento e a pro-
dugdo de nitrato pelos fungos nitrificadores foram estudadas
por ARZOLLA (1959) e SCHMIDT (1960) podendo ser assim
resumidas:

a) surpreendentemente, as culturas ndo agitadas mostram
uma intensidade de oxidacio de amoénia a nitrito e nitrato
muito mais alta do que a daquelas submetidas a aeracio cons-
tante: 245 4 g de2 N-NO3— por ml de meio contra apenas 25;

b) o pH, que afeta tdo acentuadamente as bactérias nitri-
ficadoras, nao o faz de modo muito marcado nos fungos; na
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faixa de pH 5-8 a producdo de nitrato ndo variou mais do que
10 por cento tendo sido maxima no lado alcalino; o crescimen-
to do fungo nao toi influenciado pelo pH;

c) a temperatura Otima para a nitrificaco revelou-se
30°C, nao havendo desenvolvimento apreciavel em 40 ou 50°C;
abaixo de 20°C, a produgéo de nitrato foi dificil de ser detecta-
da;

d) comparando-se a nitrificagcdo em presenca de sulfato
de amodnio ou de peptona (ccmo fontes de N), verificou-se ser
ela no dltimo caso 10 vézes mais acentuada; o sulfato de amo-
nio, entretanto, ndo teve um efeito tdo acentuado no cresci-
mento (medido como péso do micélio séco), que foi reduzido
a metade; a curva de producgéo de nitrato em meio contendo s6
peptona ou peptona -+ sulfato de amoénio (cada um désses
comp-stos contribuindo com metade da dose de nitrogénio)
mostrou aspecto tipicamente adaptativo; o que nio aconte-
ceu com as curvas representando crescimento;

e) o consumo de glicose do meio foi mais acentuado em
presenca de sulfato de amoénio do que com peptona — o que
ndo se traduziu, contudo em aumento no péso de micélio; §,
possivel, porém que o carbohidrato tivesse sido fornecido em
condicdes sub-6timas, de modo que a peptona funcione como
fornecedora de material energético;

f) alguns aminoacidos da peptona s@o consumidos pelo
fungo muito mais rapidamente que outros, revelou a andlise
cromatografica; como a menor eficiéncia do sulfato de aménio
para o crescimento e a nitrificacdo ndo pode ser explicada em
termos de abaixamento no pH, é possivel que a superioridade
da peptona reflita o fornecimento de alguns aminoacidos ne-
cessarios ao crescimento e (ou) a sintese das enzimas implica-
das na nitrificacéo.

E’ impossivel, & luz dos conhecimentos atuais, fazer uma
comparacdo quantitativa entre autotréficos e heterotroficos
no aue concerne sua contribuicio para a nitrificacdo global
que se da no solo. Os primeiros parecem ser 2-10 vézes mais
ativos quando examinados em condig¢des de laboratério; en-
tretanto, devido ao seu grande numero, os heterotréficos ca-
pazes de oxidar amoénia podem désse modo, compensar a fal-
ta de cficiéneia individual. Devemcs também admitir que a
menor nitrificacdo pelos heterotréficos representados por A.
flavus e A. wentii relativamente a Nitrosomonas e Nitrobacter
pode indicar apenas que ndo se descobriu um meio otimo pa-
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ra a sua atividade. O problema é particularmente interessan-
te nas nossas condicdes de solo onde o pH baixo dificulta a
vida dos autotroficos.

Nio sabemos se a oxidagio heterotréfica da amonia a ni-
trato produz energia util.
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