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Durante a oxida¢do autotréfica de uma molécula grama de
nitrito por Nitrobacter, aproximadamente 17,5 quilocalorias de
energia se tornam disponiveis para a fixagdo do CO.. E razoavel
admitir que pelo menos parte dessa energia ¢ encaminhada para
outras reag0es na forma de ligagdes altamente energéticas do ATP.
O trabalho executado com outros microrganismos autotréficos como
Thiobacillus denitrificans (Aubert et al, 1957) torna atraente a
hipétese de que em Nitrobacter a marcha para a fixa¢do do carbono
siga o caminho conhecido nas plantas superiores (Bassham et al.,
1954) .

Nitrobacter agilis fornecido pela American Type Culture Col-
lection ou isolado dos arrevaldos do parque da Universidade da
California em Berkeley foi cultivado em 8 litros do meio descrito
por Aleem e Alexander (1958), colhido com auxilio da centrifuga
Sharples e, depois de duas lavagens com 4gua destilada e gelada,
foi suspenso em 25 ml de tampido tris, pH 7,8. A colheita, ex-
pressa como péso do material celular séco, variava usualmente de
110-150 miligramas. \

Com o fim de estudar a fixagdo do CO,, 10 ml da suspensdo
celular foram . incubados com 1 ml de 0,1 M KNQO,, 2 m! de
Na, C*0, 0,01 M e 2 mi de H, em um frasco de Erlenmeyer fechado
durante 3 horas. As células eram entdo centrifugadas, suspensas
em 5 ml de H.O e postas em etanol fervente. Depois da centrifu-
gacdo e separagdo dos lipideos o extrato alcodlico era concentrado
sob vécuo & temperatura ambiente ¢ cromatografado primeiramente
em fenol e depois em butanol: 4cido propidnico: H.O (Benson et
al., 1950).

Durante o periodo de incubagdo todo o nitrito desapareceu do
sistema — tendo sido oxidado a nitrato ou metabolizado — e apro-
ximadamente 1 micromol de CO, foi fixade. Achou-se que perto
de 75 por cento do radiocarbono se achava no extrato alcodlico,
o restante aparecendo no residuo insoltivel. Muito pouca radio-
atividade foi detectada na fracdo gordurosa. :

Os radioautégrafos feitos com os cromatogramas bidimen-
sionais mostraram um padrio de distribuicdo das manchas idéntico
ao encontrado nos estudos com plantas superiores ¢ microrganis-
mos préviamente mencionados. Pulverizando .o papel com o rea-
gente ‘molibdico de Hanes e Ischerwood (1949) verilicou-se que
vérios compostos fosforilados se achavam presentes nos cromato-
gramas. Depois de eluicdo e co-cromatografia nos solventes em-
pregades por Bandurski e Axelrod (1951) foram identificadas as



Fixa¢io do Didxido de Carbono e Fosforilagio em Nitrobacter agilis... 353

seguintes substancias: hexose mono e difosfatos, 4cido fosfoglice-
rico, triosefosfato e 4cido fosfopiritvico. O filme de raios-x per-
mitiu detectar 14 compostos radioativos; a Flgura 1 mostra, entre-
tanto, apenas aqueles que impressionaram mais fortemente a emul-
sdo. Sessenta por cento da atividade aplicada originalmente no
papel foi recuperada como acido fosfoglicérico. A formagio désse
primeiro produto, porta de entrada do CO, assimilado, foi posterior-
mente confirmada com extratos livres de células obtidos como se
explica mais adiante (Malavolta et al., 1960).

A produgdo de compostos orgamcos fosforitados por N. agilis
foi observada tanto com células intactas como com extratos ultras-
sonicos. No primeiro caso a mistura de reagdo continha 10 ml de
suspensjo ‘celular, 0,5 ml de ' KNO, 0,1 M, 0,5 mic deibnio PO,,
0,2 ml de KF 0,075 M e 0,2° mi de MgCl, 0,05'M. No tratamento
de controle omitiu-se titrito. = Depois de D0 mimitos e mcubacio
as ¢élulas foram mortas com &cido. tricloroacético a 35 por..cento,
centrifugadas ¢ a solufio sobreﬂadaﬂte cromatografada usando os
solventes j4 mencionados. A radiosutogrifid e reacBes coloridas
(Burrows et al., 1952) nos cromatogramas revelaram a presenga
do ATP sdmente no sistema.completo.” Os radioautégrafos cor-
respondentes ao tratamento.sem gitrito mostraram apenas a mancha
correspondente ao fosfato inptgamcp ‘marcado.. ~ As gélulas, du-
rante o perfodo de incubagio, omd&ram todo . o;  hitritd fornecido.
Como &ste foi apenas um ensaio qualitativo destmado simples-
mente a verificar se Nitrobacter é capaz de prodiizir ATP, ndo se
pode fornecer, dado algum com respeito A quantidade de P mcor-
porado emt relagio ae nitrite oxidado.. :

Os extratos livres de células foram preparadoq por desintegra-
cdo ultrassdnica das mesmas no “10 KC Rayteon oscillator” du-
rante 30 minutos seguida de centrifugagiio dos restos celulares a
3.500 x gravidade por 30 minutos ' (Aleem e Alexander, 1958).
Nos experimentos com extratos livres de células usou-se os" siste-
mas que aparecem na Tabela 1. Apés 90 minutos de incubagdo

adicionava-se 0,5 ml de 4cido tricloroacético a 35 por cento; a solu-
¢do desprofeinizada era entio analisada para fésforo inorganico
pelo método de Rider.e Mellon (1946). Como se vé na Tabela I,
para cada micromol de nitrito oxidado, aproximadamente 0.5 micro-
moles de fésforo inorgénico desaparecxam em outras palavras, a
relagio P/O do processo fosforilativo é igual a 0,5.  E_provével,
por conseguinte, que pelo menos; uma liga¢do fosfatada altamente
energética se produz quando hé a- oxidacdo de uma molécula de
nitrito. A consideracdo de variagio global da energia livre na rea-
¢do sugere que no maximo duas de tais ligagdes podem ser espe-
radas. Isto alias, estaria de acérdo com o mecanismo ‘de trans-
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porte eletrdnico durante a oxidagdo de nitrito proposto por Aleem
e Nason (1959). :

Uma adenosinotrifosfatase foi verificada estar muito ativa em
Nitrobacter e nada foi feito para segurar o ATP formado — o que
indica ser a P/O = 0,5 um valor minimo.

Em outro ensaio o mesmo sistema foi empregado; entretanto
em lugar de fosfato ndo radiativo usou-se P**Q, livre de vetor inerte.
Os radiocromatogramas revelaram a presenca de ATP identificado
nio so6 pelo seu Rf mas também por reagdes coloridas no papel.
Embora o ensaio tragador com células intactas evidenciasse apenas
a produgdo de ATP, com as preparagdes livres de células foram
observados outros compostos organicos de fosforo (e talvez piro-
fosfato) cuja identificagdo ndo foi ainda tentada (ver Fig. 2).

Parece, pois, licito concluir que em Nitrobacter existem meca-
nismos para a sintese de ligacoes fosfatadas ricas de energia e para
a fixagdo do gés. carbbnico semelhantes aos descritos para outros
organismos. Detalhes a respeito désses ensaios e de outros ja con-
duzidos serdo publicados em outro lugar.

SUMMARY

1. Intact cells of Nitrobacter agilis fix CO, during the oxi-
dation of nitrite according to the same pathway found to occur in
photosynthesis by higher plants. Activity of carboxidismutase —
the crucial enzyme for fixation — was demonstrated in cell free
extracts. ' _ ' ,

2. High energy phosphates (as ATP) are generated during
the oxidation of nitrite with an apparent P/O ratio of 0.5:
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TABELA 1

Fosforilagdo por extratos de Nitrobacter

M%cromoles -de NO,—

Micrpmoles de PO,

TRATAME.NTO oxidados ' jest'é}i'fic:.ados. ’
Completo 4,75 237
Completo fervido 0,12 0,00
Menos PO,— 321 0,05
Menos NO,— 0,10 0,00
Menos ADP 4,56 0,56
Menos Mg— 4,80 0,15
Menos F— 4,7 0,00
Menos citocromo ¢ 2,80 0,23
Mais DNP 4,50 0,10

O sistema completo continha 2,5 mi de extrato livre de celula
(0,8 mg N/ml), 1 ml de KH,PO, 0,005 M, 1 ml de KNO, 0,005 M,
0,1 ml de ADP 0,05 M, 0,2 ml de MgCl, 0,05 M, 0,2 mi de KF
0,075 M e 0,1 ml de citocromo ¢ a 0,5 por eenfo num volume total
de 10 ml. 1 ml de DNP 0,001 M foi aditionado onde se indicou.
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