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INTRODUCAO

As bactérias autotroficas sdo capazes de crescer as custas
da energia libertada na oxidacdo de materiais incompleta-
mente oxidados. Diferem entre si, segundo exigem ou nao
energia luminosa; na segunda alternativa sdo chamadas qui-
miossintéticas que podem ser aerdbicas e, em menor numero,
anaerobicas.

As bactérias nitrificantes, pertencentes aos géneros Ni-
trosomonas e Nitrobacler principalmente, oxidam, respecti-
vamente, a amonia e nitrito nas condicées naturais; em qual-
quer caso, o processo de oxidacdo do substrato mineral for-
nece a energia necessaria para a fixacdo do gas carbonico in-
dispensavel para a sintese do material celular; estudos com
preparacdes livres de células mostraram que tanto Nitroso-
monas como Nitrobacter esterificam fosfato inorgéanico du-
rante a oxidacgo de hidroxilamina e nitrito, respectivamente,
para produzir ATP (trifosfato de adenosma) (2.7.12)

Os estudos sobre a fixacdo do gas carbonico por algumas
bactérias quimiossintéticas, realizados nos wltimos anos re-
velam existir nelas um processo semelhante ao encontrado
na fotossintese executada pela planta verde®), Num traba-
lho preliminar de MALAVOLTA et al.(12 logo confirmado por
KHOUDOCKORMOFF(2) verificou-se que células de Nitrobac-
ter fixaram o gés carbdnico marcado com MC produzindo
o acido-3-fosfoglicérico, hexoses mono e difosfato e outros
intermedidrios conhecidos do ciclo de Calvin. Sdo dados aqui
mais detalhes a respeito, inclusive alguns resultados obtidos
em ensaios com preparacdes livres de células, tanto de Nitro-
somonas como de Nitrobacter.

MATERIAL E METODOS

Todos os reagentes e drogas foram obtidos no comércio;
acidos oxaloacéticos e fosfoenolpirivico (sal de triciclo he-
xilamina) - California Foundation for Biochemical Research;
nucleétidos di e trifosfatados (sais de s6dio) - Nutricional Bio-

i*) Parte de um plano de trabalho executado com ajuda da Funda-
cdo Rockefeller, N. York. Est. Unid. Amer. do Norte e Conselho
Nacional de Pesquisa, Rio de Janeiro, Brasil.



Vol. XXI — 1964 35

chemicals Corp. ou Pabst Laboratones Bal*CO, — Oak Ridge
Natl. Laboratory.

O NaH!“CO, foi obtido fixando-se o 4CO, (hbertado do
Bal*CO; por acido sulfurico a 10%) por NaOH 0,05 M num
sistema sob vacuo.

Nitrobacter agilis fornecido pela American Type Cultu-
re ou isolado dos arrelvados do parque da Universidade da Ca-
lifornia em Berkeley, Calif., Est. Un. da Amer. do Norte, foi
cultivado em 8 litros do meio descrito por ALEEM & ALEXAN-
DER®), colhido com auxilio de centrifuga Sharples e depois
de duas lavagens com agua destilada e gelada, foi suspenso
em 25ml de tampao tris 0,1 M pH 7,8 (tris (hidroximetil)
.aminometano). A colheita expressa como péso do material
séco variou usualmente de 110-150 mg. Nitrosomonas euro-
pea também foi isolada de solo de jardim; cultivou-se em 11
litros do meio de ENGEL & ALEXANDER® modificando re-
duzindo-se & metade a concentracéo de sulfato de amoénio; a
colheita se fazia quando a concentracdo de nitrito era da
ordem, de 37 milimoles por litro; o péso das células umidas
era entdo da ordem de 2,5 g; as células eram colhidas con-
forme a descricio dada para o caso de Nitrobacter.

Os extratos livres de células foram preparados por de-
sintegracdo ultrassdnica de suspensées das mesmas em tris
pH 7,8 com ajuda de um “10 KC magneto-strictive oscillator”
da Raytheon, durante 20 minutos, segundo-se centrifugagéo a
3.500 < G/0/59C para separar os detritos.

A radioatividade foi medida com auxilio de tubo Geige-
Miiller de janela de mica e blindado com chumbo. Usou-se
filme Kodak “no screen” para raio-x a fim de localizar com-
postos radioativos isolados por cromatografia de papel.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Firacdo do gds carbbénico por células intactas de N. agilis.

Com o fim de estudar a fixacdo do gas carbdnico, 10 ml de
suspensdo celular foram incubados com 1 ml de KNO, 0,1M,
2 ml de NaH“CO; 0,01 M e 2 ml de H.0 em um; frasco de
Erlenmeyer, fechado durante 3 horas. As células foram entéo
centrifugadas, suspensas em 5 ml de agua destilada e postas
em etanol a 80% em ebulicao.

Depois da centrifugacéo e separacdo dos lipideos, o
-extrato alcodlico era concentrado sob vacuo, & tempe.
ratura ambiente e cromatografado primeiramente em
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fenol/H.O e depois em butanol/acido propionico/H,O de
acordo com a técnica de BENSON et al.®®,

Durante o periodo de incubacdo todo o nitrito desapa-
receu do sistema — tendo sido oxidado a nitrato ou metabo-
lizado — e aproximiadamente 1 micromol de CO. foi fixado
segundo revelaram as contagens do extrato alcodlico (75%
da atividade total, aproximadamente), e do residuo insolu-
vel (20%); muito pouca atividade foi encontrada na fracio
lipidica (5% do total fixado, apenas).

Os radioautografos feitos com os cromatogramas bidi-
mensionais encontraram um padrao de distribuicdo das man-
chas idénticas ao encontrado num estudo feito sébre a mar-
cha do carbono em plantas superiores e nos microorganismos
préviamente mencionados.

Pulverizando-se o papel com o reagente molibdico de
HANES & ISHERWOOD® verificou-se que varios compostos
fosforilados se achavam presentes nos cromatogramas. De-
pois de eluicdo e co-cromatografia nos solventes empregados
por BANDURSKI & AXELROD() foram identificadas as se-
guintes substincias: hexoses mono e difosfato; acido fosfo-
glicérico e acido fosfopiruvico. O filme de raios-x foi impres-
sionado por cérca de 12 compostos radioatives; a figura 1
mostra, entretanto, apenas aqueles que reagiram mais for-
temente, com a emulsfo; a distribuicéo de radioatividade em
varios compostos aparece no Quadro I. Como se vé a maior
proporc¢ao do.1*CO- fixado se encontrou no acido fosfoglicérico
a porta de entrada do carbono no ciclo de Calvin; a formacéo
désses composto foi posteriormente confirmada em trabalhos
com extratos livres de células como se vera mais adiante. A
identificacdo dos outros intermediarios permite concluir que
existe em Nitrobacter o equipamento enzimaéatico necessario
para fixar o gas carbbénico do mesmo modo encontrado em ou-
tros organismos — o ciclo de Calvin. E licito dizer-se, pois,
que o caso particular da quimiossintese executada por Nitro-
bacter nao difere em esséncia do conceito-geral: producio de
ligacGes fosfatadas altamzente energéticas na oxidacdo do
substrato parcialmente oxidado, para fixar o gés carbdnico.
Permanece, por equanto o problema do esclarecimento da ori-
gem de produtos reduzidos (nucleétidos de piridina, por exem-
plo) necessarios para reduzir CO. ao nivel de carbohidrato; o
sistema de oxi-redugdo nitrito/nitrato estd muito longe da-
quele correspondente & reducéo dos nucleétidos de, piridina
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(ver LEE(.) Nao se deve aqui perder de vista a possibili-
dade de ocorrer redugdo désses nucledtidos pelo inverso do
transporte eletrénico, com energia fornecida pelo ATP. for-
mado durante a oxidacdo de nitrito e nitrato.

QUADRO I
Distribuicao relativa da radioatividade fixada por

Nltrobacter durante a ox1daqao do mtrlto a’ n1trato

% da radloatlwdade apllcada

Composto no papel
Acido 3- fosfogllcerlco 59
Hexose monofosfatos 12
Hexose difosfatos 13
Triosefosfato 6

Fosfopiruvato . 5

Fizacdo do gds carbonico por preparacdo livres de cé-
lulas. O trabalho anterior evidenciou a presenca nas células
de Nitrobacter de numerosos énzimos implicados na operacéo
do ciclo de Calvin. Tentou-se em seguida obter fixacdo do
CO, por extratos livres das células; em outras palavras: pro-
curou-se demonstrar a atividade dos sistemas enziméticos ini-
ciais para a fixacao, aqueles que levaram & producgdo do aci-
do fosfoglicérico. Os ensaios com células intactas ndo permi-
tiram pelo modo como foram conduzidos, verificar a possivel
presenca de vias heterotroéficas para fixagéo do gas carbodnico;
pelo menos uma dessas ja era de ocorréncia conhecida num
organismo quimiossintético, conforme demonstraram SUSU-
KI & WERKMANU3),

O Quadro II da os resultados obtidos quando se estudou
a fixacdo do 1“CO, usando R-5-P (ribose-5-fosfato) como subs-
trato em presenca do ATP e Mg+2; fosfoglicerato foi identifi-
cado como produto da reacgéo; isto revela a ocorréncia das se-
guintes reagoes:.

ribose-5-fosfato fosforiboisomerase ribulose-5-fosfato;

ribulose-5-fosfato + ATP fosforibuloquinase ribulose-1,5-
difosfato —|—

Mg + 2 ADP
Carboxidismutase acido
ribulose-1,5-difesfato + CO; ———————— fosfo-gli-

Mg -+ 2 cérico
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E interessante notar a pequena, porém significativa, fi-
xacdo do gas carbdnico por Nitrobacter quando se omitiu ATP
do sistema fornecendo em seu lugar o meio gerador do mesmo,
ou seja, ADP, PO,—3 e NO,—. Os dados mostraram pois, existir
nas bactérias nitrificantes um equipamento enzimético para
a fixagdo do CO, tal como ocorre na planta verde e em outros
microrganismos autotréficos.

O Quadro III mostra estar em operacdo tanto em Nitro-
somonas como em Nitrobacter a carboxilase oxaloacética de
BAUGH et al.®®, énzimo que fixa CO, pela reagdo:

fosfoenol piruvato 4+ CO. -+ difosfato de inosina — ——
oxalo-acetato - inosina trifosfato.

QUADRO 1II
Fixagdo do CO, por extratos de Nitrosomonas e
Nitrobacter via reacdo de carboxidismentose.

Radioatividade fixada, c.p.m.

Tratamento Nitrosomonas Nitrobacter
Completo 16.000 2.500
— R-5P ' 601 0
— Mg+2 6.725 0
— ATP 16.600 175
— ATP, + ADP, + P 4 NO,— —_— 55
Completo fervido ' - 150 10

- Completo: 1 ml prep. em tris pH 7,8 (= 15 e 9 mg protei-
na respectivamente); 10 micromoles R-5-P e ATP; 20 mi-
cromoles de Mg+t2; 15 micromoles de ADP e PO,—3; 50 mi-
cromoles NO,; 5 micromoles NaH!#CO; (5 X 10° c.p.m.); fase:
ar; 1ncuba(;a0 60 minutos.

Note-se que nao foi fornecido o nucledtido coenzimético
da reacéo; note-se também que, com base no péso da protei-
na fornecida na preparacio, a fixagdo por Nitrosomonas foi
aproximadamente 5 vézes maior que aquela verificada no ca-
so de Nitrobacter; isto sugere existir principalmente na pre-
paracdo do Nifrosomonas uma difosfoquinase de nucledtido
responsavel pela reacgfo:
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ITP + ADP ——— ATP -} IDP;
(trifosfato de inosina) (difosfato de adenosina) -

O ADP poderia estar contaminando o produto comercial usa-
do para fornecer ATP. Comparando-se os Quadros II e III no-
ta-se que, nas condicdes experimentais, as duas vias sdo res-
ponsaveis pela fixacdo de aproximadamente as mesmas quan-
tidades de CO.; estd por demonstrar se éste seria o caso in
V100,

QUADRO III

Fixacio do CO, por extratos de Nitrosomonas e
Nitrobacter via carboxilase oxaloacética.

Radioatividade fixada, c.p.m.

Tratamento Nitrosomonas Nitrobacter
Completo 13.325 1515 -
— fosfoenolpiruvato 150 0
— Mn+2 5 15
— trifosfato de inosina (ITP) 1.350 15
Completo fervido 50 0

Completo: 1 ml prep. em tris pH 7,8 (= 17 e 9 mg protei-
na, respectivamente); 5 micromoles PEP, ITP e Mn+2; 5 mi-
cromoles NaHMCo, (5 X 105 cpm); fase: N.; incubacdo: 60
-minutos.

RESUMO E CONCLUSC)ES

1. Durante a oxidacdo do substrato, tanto Nifrosomo-
nas como Nitrobacter armazenam parte da energia disponi-
vel na forma das ligacOes altamente energéticas do trifosfa-
to de adenosina (ATP). Essa energia quimica é empregada
para fixar gas carbbnico. Desconhece-se a origem do poder
redutor, havendo porém alguma evidéncia sugerindo que par-
te do ATP seja consumida na reducdo de nucleétido de piri-
dina.

2. As células de Nitrobacter tixam o gas carbOnico se-
gundo a mesma marcha conhecida para a fotossintese das
_plantas superiores.
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3. Os extratos livres de células de Nitrosomonas e Nitro-
bacter, quando incubades como NaH“CO; e cofatores adequa-
dos, mostraram existir duas portas para a entrada do gas
carbOnico em compostos organicos, uma delas sendo, como
era antecipado, a reacdo da carboxidismutase. Uma porcao
consideravel de gas carboénico, foi, entretanto, incorporada
através do sistema de carboxilase oxaloacética. Torna-se
claro, portanto, que ambos os géneros de bactérias possuem
mecanismos autotroéfico e heterotrdfico para a fixacdo do gas
carbonico necessario para a sintese primaria de material ce-
lular.

ABSTRACT

During the oxidation of the substrate, both Nitrosomonas
and Nitrobacter have part of the energy made available as
high energy phosphate, mamely ADP and ATP. This chemical
energy is used to fix CQO.. The nature of the reducing power
is unknown at present.

Active cells of Nitrobacter were shown to fix CO, along
the same pathway as found in higher plant photosynthesis.

Sonic extracts of Nilrosomonas and Nilrobacter when
incubated with NaH“CO; and cofactors showed two ports of
entry of CO, into organic compounds one being, as expected,
the carboxidismutase reaction. On protein basis an equiva-
lent amount of CO. was, however, incorporated via the oxa-
loacetic carboxylase reation. It is clear then that both mi-
coorganisms possess typical autotrophic and heterotrophic
mechanisms for the fixation of CO, which is required for the
primary synthesis of cell material.
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Fig. 1 — Radiociomatograma de extrato de células intactas de N.
agilis expostas' aos “CO. durante a oxidacio de nitrito. -






