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INTRODUCAO

A palavra “nitrificacdo” é usada para designar o proces-
0] pelo qual formas reduzidas de nitrogénio, representadas pe-
la amoénia principalmente, sdo convertidas em nitrito ou ni-
irato no solo ou em outros meios. O nitrogénio lncorporado ao
terreno, seja por fixagdo ou por decomposicdo da matéria or-
génica apresenta-se em geral combinado na forma de amonia
ou de outros produios reduzidos. Os nitratos, entretanto, séc
a forma de nitrogénio predominantemente B.bSdI'Vlda pelas
plantas superiores : a oxidagao prévia da amonia a nitrato no
%olu corre por conta dos organismos nitrificadores, autotrofi-
¢ ss ou heterotréficos.

A prlmelra demonstragao da natureza bioldgica dessa oxi-
dagéo i dada por SCHLOESING & MUNZ em 1877; éles en-
cheram um tubo com areia esterilizada e forcaram agua de
esgoto contendo amoénia a correr afravés do mesmo; por va-
rios dias o percolado continha amonia; depms de trés semanas,
porém, apareceu nitrato em lugar da amonia. A esterilizacan
da areia com cloreférmio ou pelo calor destruia a sua capac'-
dade de converter aménia em nitrato, mas a inoculacdo com
Agua barrenta restaurava a atividade, WINOGRADSKY (1891.
1893) isolou os organismos implicados na reacds e foi o seu
trabalho combinado com aquele de FRANKLAND & FRAN-
KLAND (1890 que estabeleceram a natureza autrofica da
mesma. As culturas ativas, isoladas com o uso de placas soli-
dificadas por silica gel, continham dois tiposde bactérias, fa-

(* Parte de um trabalho sébre nitrificacio efetuado com ajuda do
C. N. Pq. e da Fundacdo Rockefeller. Apresentado no Simposio
sObre Fisiologia de Microrganismos da Soc. Bras. Progr. Ciéncia
(Rio de Janeiro, Julho de 1957).



28 ‘ Revista de Agricultura

cilmente separaveis: Nitrosomonas, responsdvel pela conver-
sdo de amodnia a nitrito e Nitrobacter capaz de oxidar nitrito a
nitrato. I

Para uma excelente revisao da literalura no problema da
nitrificagao veja-se DELWICHE (1956).

BACTERIAS NITRIFICADORAS

Classificagao. O Manual de BERGEY (BREED et al,
1948) relaciona cinco géneros de organismos capazes de oxidar
o 10nio amoeniacal em niiriio; enire éies estao Nitrosomonas
que BOEMECKE (1951) dividiu em duas espécies, N. euro-
paeae e N. oligocarbogens; Nitrosococcus, Nitrospira, Nitrocys-
tis e Nitrogloeca; entre os organismos capazes de oxidar nitrito
a nitrato estdo: Nitrobacter do qual parecem existir pelo me-
nes  duas espécies, N. winogradskyi e uma forma movel, N.
ayile e Nitrocystis.

Fisiologia. As bactérias nitrificadoras tém um niumero de
propriedades fisiclogicas que as tornam particularmente in-
teressantes do ponto de visia bioguimico. Sao autotroéficas o-
brigatérias e porianto incapazes de crescer em meio Organico.
iissa toxidez dos compostos organicos tem sido largamente es-
wudada  (MEYERHOF, 1916; KINGMA BOLTJES, 1935); a
glicose particularmente deprime o crescimento : concentracoes
147 baixas como 0,0025 ja causam: uma inibicdo detectavel; es-
sa ccncentracao de glicose ndo tem efeito na intensidade de,
uxidacdo da amonia ou do nitrito e, em geral, a influéncia dos
cempostos crganices parece ser especifica para o crescimento
e nao para a nitrificacdo. Os efeitos inibitorics da glicose e de
oulros compostos organicos sao menos acentuados em solos ou
culfuras em areia do que nos meios liquidos; isto, evidente-
mente, é correlacionado com o fato de que o0s organismos vi-
vem no terreno embora éste contenha ordinariamente uma
certa porcentagem de matéria organica (BONNER, 1950).

Essa flagrante incapacidade dos nitrificadores para sobre-
viver em substratos orginicos é de interésse particular quan-
do considerada a vista dos processos metabdlicos provaveis. E’
uma caracteristica padrao da maioria das formas vivas o pos-
suir algum tipo de material para armazenamento o qual pode
ser usado como substrato em condicoes adversas ou que é nor-
malmente consumido nas reacées endergoénicas que levam 2
formacao dos constituintes celulares. O fato de que Nitrose-
monas e Nitrobactér ndo serem capazes de se utilizar dos subs-
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tratos orgAnicos usuais sugere alguma irreversibilidade nas
reagoes de sintese ou pelo menos auséncia de mecanismo co-
nhecido para deles extrair energia. As células parecem con-
ter aminoacidos e carbohidratos mais ou menos Lipicos mas o
caminho para a sua biossintese ¢ completamenie desconheci-
do. Neste particular é interessante dizer que, embora a ga-
lactose e ramnose € a wilose estejam presentes em Nilrosomo-
nas, ainda nao se encontrou glicose (HOFMAN, 1953). Na
verdade é ainda apenas presuncao a existéncia de compostos
fundamentais como os fosfatos ricos de energia no metaholis-
mo cdésses organismos. Foi observada uma baixa respiragao
endégena em Nitrosomonas e Nitrobacter na auséncia dos seus
substratos inorginicos costumeiros; parece, entdo, que éles
possuem ao menos alguma capacidade para oxidar compostos
organicos.

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

Nitrosomonas : NH4+ -+ 1,5 0, — 2 H+ -+ H,0 + NO, (1)

Nitrobacter : NOz— -+ 05 0, — NO3_ (2)

HOFFMAN & LEES (1952) em estudos manometricos
confirmaram a formulacio de MEYERHOF para Nitrosomo-
nas.

A oxidacdo do i6nio amoniacal ao nivel de nifrito impli-
ca numa mudanca da valéncia do nitrogénio de —3 a + 3 de
modo que um total de 6 eletrénios sdo removidos na oxidagao
completa por Nitrosomonas; na reacgdo executada por Nitro-
bacter mais dois eletrénios sao transferidos para chegar a va-
léncia + 5 (ver Tabela 1).

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

NH40H + 0 — NH20H -+ H20 3)
NH20H 4 0 — HNO -+ H20 4)
HNO J- 0 = wNO2 - H20 (5)
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S6 recentemente, porém, é que se ganhou provas experimen-
tais dando indicagoes sobre possiveis intermediarios. LEES
(1952) obteve evidéncia da oxidacao da hidroxilamina em bai-
vas cencentragoes. Ainda mais : na presenca de hidrazina como
inibidor a hidroxilamina se acumula no meio de cultura; na
presenca de aliltiouréia a oxidacdo da amonia ¢ impedida en-
quanto a da hidroxilamina néo o é.

Composto Valéncia do nitrogeénio
NO3— (nitrato) + 5
NO2— (nitrito) + 3
(UNO) (nitroxilo) + 1 -
(3INO)2 (hiponitrito) + 1
N20 (6xido nitroso) + 1
N2 (nitrogénio gasoso) 0
Nii3 (amonia) — 3

Tabela 1 — Niveis de valéncia do nitrogénio

Nada se conhece sbbre a oxidagac a partir da hidroxilami-
na. O radical niiroxilo sugerido pela sequéncia de KLUY-
VER & DONKER nao deve ser excluido das possibilidades;
mas pelo que se sabe das suas propriedades quimicas, pode-se
concluir que a sua existéncia é improvavel. Se presente em
quantidade suficiente é razoavel admitir que produza hiponi-
frito por dimerizagdo o qual se decompoe dando N20. Como
nunca foi relatada a producdo désse gas na reagdo de nitrifi-
cacao, sua formacdo em proporgdes significativas é dificil de
conceber. O outro composto com ésse nivel de oxidagao, a ni-
tramida, necessitaria também de dimerizagao. Em concentra-
¢des hidrogenidnicas fisiologicas a nitramida livre é ainda
mais instavel que o hiponitrito e também se decompde para
formar N20. Por esa razdo acredita-se que um complexo en-
zima-substrato ao nivel de oxidacdo do nitroxilo esteja aqui
envolvido mas ndo hd nenhuma prova experimental que forne-
ca idicacdo sbbre sua natureza (DELWICHE, 1956).
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IMCHENETSKI et al. (1955) relataram a oxidacdo da
aménia a nitrito por extratos isentos de células de Nitrosomo-
nas nada esclarecendo, porém, a respeito dos intermedidrios; o
fato de que as preparacdes nao perdem a atividade guando
submetidas a curta ebulicio (!) levou IMCHENETSKI et al
(1956) a sugerir que os sistemas oxidantes de Nitrosomonas é
semelhante as peroxidases.

A reacao de oxidagéo de nitrito a nitrato,é inibida pelo
ibnio clorato e, ao que parece, o fenémeno envolve um com-
plexo nitrito-enzima ou outro derivado de nitrito. A prova
disso é que as células incubadas com nitrito e clorato e lava-
das a seguir permanecem inibidas; j& a incubagdo s6 com clo-
rato seguida pela lavagem nao acarreta nenhuma diminuicao
na capacidade de oxidar nitrito (LEES & QUASTEL, 1945).

Energia. Tanto no caso de Nitrosomonas como no de Ni-
trobacter o crescimento e a formacdo de novo material celular
sdo a custa do CO2 e a energia necessaria para a reducdo dés-
te é obtida na oxidacdo da amoénia ou do nitrito. As duas oxi-
dacdes produzem energia nas seguintes quantidades (BAAS-
BECKING & PARKS, 1927):

Nitrosomonas NH4+ + 3/2 0, - NO, -+ H,O -+ 2 H+

A F2gg = == 66-500 Cal.

Nitrobacter NO, - 1/2 0, — NO; ; A Fus = 17.500 cal.

No caso de Nitrosomonas uma molécula de CO2 é reduzi-
da para 35 de nitrogénio oxidadas, enquanto para Nitrobacter
a relacio é perto de 1/100. Admitindo-se que todo o CO2 seja
reduzido a glicose (energia livre de formagdo = 118.000 cal./
mol de CO2 reduzido) pode-se calcular a eficiéncia das duas
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reagdbes como fornecedoras de energia para a redugdo do CO2.
Acha-se que para Nitrosomonas, 59% da energia libertada e
usada na reducdo do CO2 enquanto para Nitrobacter o valor
é 7.9%. O resto da energia presumivelmente se perde como ca-
lor. E’ evidente em qualquer caso que a oxidacao produz ener-
gia suficiente para dar conta das reagdes de sinteses que de-
vem ocorrer. Nada se sabe, porém, do mecanismo de transfe-
réncia da energia oxidalziva e nem do caminho da reducdo do
CO2. ;

NITRIFICACAO HETEROTROFICA '

Ha numerosos exemplos de formacao de nitrito e nitrato
por organismos heterotréficos (LEWIS, 1951). Algumas des-
sas veacoes parecern ser diferentes daquelas implicadas em
Nitrosomonas e, Nitrobacter. Entre as reacoes heterotréficas co-
nhecidas a formacdo de nitrito a partir de aménia é de ocor-
réncia muito mais geral que a oxidagdo do dltimo a nitrato.
CUTLER & CRUMP (1933) relataram que mais de cem espé-
cies sdo capazes de executar a primeira reagado. Entretanto, pe-
Jo menos alguns heterotroficos sdo capazes de execuiar a rea-
¢io completa de amoénio a nitrato (MALAVOLTA et al, 1955) .
Assim, a conversio oxidativa do NH44 a NO3— por Aspergil-
lus wentii isolado do solo pode ser seguida tanto quimica como
manometricamente (BACILA & MALAVOLTA, 1956); com
extratos cetonicos obtidos do mesmo fungo ji se conseguiu
provas de nitrificacido (5-15 por cento do nitrogénio adiciona-
do) embora os resultados sejam dificeis de reproduzir (DEL-
WICHE & MALAVOLTA, 1957). Curioso é que a intensidade
de oxidacdo do nitrogénio orgédnico da peptona é sensivelmen-
te mais intensa nas culturas de A. wentii paradas do que na-
quelas submetidas a agitacao e, portanto, arejamento constan-
te (ARZOLLA, 1957). .

E’ impossivel, a luz dos conhecimentos atuais, fazer uma
comparacio quantitativa entre autotréficos e heterotréficos no
que concerne sua contribuicdo para a nitrificacdo global que
se d4 no solo. Os primeiros parecem ser 2-10 vézes mais ativos
quando examinados em condicdes de laboratério; entretanto,
devido ao seu grande nGmero, os heterotrdficos capazes de oxi-
dar amdnia podem désse modo, compensar a falta de eficiéncia
individual. Devemos também admiti rque a menor nitrificacio
pelos heterotroficos representados por A. flavus e A. wentii
relativamente Nitrosomonas e Nitrobacter pode indicar ape-
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nas que nio se decobriu um meio 6timo para a sua atividade. O
problema é particularmente interessante nas nossas condicdes
de solo onde o pH baixo dificulta a vida dos autotroficos.

Nio sabemos se a oxidagdo heterotrofica da amonia a ni-
trato produz energia util.
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