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1. | NTRODUGAO

A crise nmundial de energia e os problemas de po-
luicdo |igados ao uso indiscrimnado de adubos mnerais nitroge-
nados despertaram interesse para o0s estudos sobre possibilidades
de suprir a maior parte do nitrogénio necessario para a producdo
de proteinas vegetais e animiis através da fixacdo biol dgica
desse elemento. Esta wutiliza produtos fotossintéticos das
pl antas baseando-se portanto no uso da energia solar ao inveés
de conbustiveis fosseis que sdo reservas nao renovaveis.

Ha nuito tenpo foi evidenciada a inportancia, da
fixacdo de N, pelas leguninosas de grdo e forrageiras ms  so
recentenente surgiu interesse nas associacbes de gramineas com
bactérias fixadoras de N, que podem sob condigbes ainda nao
bem definidas, fixar quantidade de N, quase equivalentes as fixa-
das pelas |egum nosas (Rinaudo et al., 1971, Bal andr eau
Villemn, 1973; DoObereiner et al., 1973a, Dobereiner & Day,
1973b; Day et al., 1975; Bulow & Ddbereiner, 1975). A ativida-
de da nitrogenase associada com as raizes de granineas tropi-



cais tem sido atribuida a presenca de Azotobacter paspali O0U
Azospirillum Azospirillum spp sdo bactérias inportantes devi-
do ao fato de viverem em associagdo sinbid6tica com as raizes de
di versas gramineas de solos tropicais (Day & Dobereiner, 1976;
Dobereiner & Day, 1976; Bilow & Dobereiner, 1975). Recentenente
foi sugerida a denom nagdo de Rhizocoenosis para essa associacao
(I'nternational Workshop on Associative Np2-Fixation 2-6 julho 1979
CENA, Piracicaba, S.P., Brasil). Essas granineas possuem a via
fotossintética C4 (Hatch & Slack, 1970) que & duas vezes nmais
eficiente e capaz de obter o dobro de produtos fotossintéticos
com a nmetade da quantidade de &gua necessaria para plantas de
zonas tenperadas. Fatores genéticos e fisiologicos influenciam
no conportamento tanto das plantas conp das bactérias envolvidas
no processo de fixacdo do N, Diferengas genéticas de plantas
favorecendo o nunero de bacterias e/ou a fixacdo de N2 nas rai-
zes das granineas foram denonstrados por Day et al. (1975); Bl ow
& DObereiner, (1975). Foram realizados varios estudos sobre a
fisiologia e bioquimca de Azospirillumspp (Ckon et al., 1976 g,
b, 1977a), porem ndo se tem ai nda informacOes detal hadas sobre a
natureza das associ acdes graninea-bactéria. Estudos conparati-
vos tém sido realizados com sistemas mais perfeitos conb a sim
bi ose das | egum nosas, liquens e hepaticas. Resultados interes-
santes foram recentemente apresentados por Stewart (1976) que,
assemel ha as sinbioses das al gas aos denais sistemas mas espe-
cialmente aos das granineas. As algas sdo capazes, conmb O
Azospirillum de crescer com nitrogénio fixado como Unica fonte
de nitrogénio.

Este trabal ho avalia a eficiéncia da fixacao
de nitrogénio em relacdo ao uso da fonte de carbono, atividade
da hidrogenase, consumo e tolerancia ao oxigénio durante varios
estagi os do crescimento do Azospirillumlipoferum a fimade con-
tribuir para melhor entendinmento da fisiologia dessa bactéria
e da interacdo com os cereais e granineas forrageiras.



2. REVISAO DE LI TERATURA

2.1. TAXONOM A

Beijerinck (1922) descreveu pela prineira vez a
bactéria fixadora de Ny Spirillum |ipoferum cono Azotobacter
spirillumisol ada de sol os de jardimna Hol anda, mas foi inca-
paz de demonstrar a fixacdo de N, em cultura pura. Mis tarde
denom nou essa bactéria de Spirillumlipoferum (Beijerinck, 1925).
Schroder (1932) também ndo conseguiu confirmar a fixacdo de N,
por esse organi smo emcultura pura e portanto a espécie foi reti-
rada da lista das bactérias fixadoras de N, (Postgate, 1971la; Bu-
chanan & G bbons, 1974; Milder & Brotonegoro, 1974). Becking
(1963) verificou assimlacédo de 15NZ emcultura pura na presenca
de extrato de levedura por uma espécie de "Vibrio ou Spirillunt
Isolada de sol os africanos que descreveu cono "provavel nente i dén-
ticocom o S lipoferum de Beijerinck". Em nei o com agucar,
deficiente emnitrogéni o, as células conti nhamgranul os de poli -



-ﬁ- hi droxi butirato. Estirpes de S [|ipoferum isoladas por

Beijerinck ou Becking ndo estdo disponiveis. Dobereiner & Day
(1974, 1976) verificaram que essa bactéria era responsavel pela
atividade da nitrogenase em raizes de Digitaria decunbens cv
transvala. Desde entdo mais de 200 estirpes foramisol adas em
todo o mundo de raizes de granmineas forrageiras, |egum nosas, ce-
reais e solos coletados no Brasil, Africa e Asia (Ddbereiner et
al., 1975; Kumari et al., 1976; Bulow & DObereiner, 1975). Sua
capaci dade de fixar N, em cultura pura foi denmonstrada em agar
sem -sélido (Débereiner & Day, 1975). Enbora S |ipoferum te-
nha sido omtido da nova edicdo do Manual de Bergey (Buchanan &
G bbons, 1974 devido ao fato de nenhuma cultura estar disponivel
na época da escrita do manual, Krieg (1976) incluiu este organis-
nb em uma revisdo mais recente da familia Spirill aceae.

Foram observados dois ou trés grupos definidos
entre as estirpes de S. lipoferum(Okon et al., 1976a, Sanpaio
et al.,1976; Tarrand & Krieg, 1977; Tyler et al., 1978 Krieg
& Tarrand, 1978; Neyra & DoObereiner, 1977). A conposic¢ao das
bases de DNA é simlar para varias estirpes de S. |[|ipoferum
(G:C = 70) mas através do exame da honologia do DNA, Tarrand &
Krieg (1977), Krieg & Tarrand (1978) observaram que existem ape-
nas dois grupos distintos comgenomas simlares e foi proposta
a criacdo de um novo género com o none de Azospirilum apre-

sentando 2 espécies: A lipoferum e A brasilense (Tarrand et
al., 1978). A denom nacédo de Azospirillum |ipoferum foi propos-
ta para as estirpes do grupo Il (Sanpaio et al., 1978, Neyra et
al., 1977) consideradas idénticas com S |ipoferum Beijerinck.

Essas bacterias produzem é&cido a partir de nanitol, sorbitol ou
ribose e utilizam a glucose cono fonte de carbono para crescer em
mei 0 sem -so6lido sem nitrogénio. Todas estas estirpes sdo auxotro-
ficas a biotina e ndo crescemse esta vitamna ndo for acrescenta-
da ao meio (Tarrand & Krieg, 1977, Krieg & Tarrand,|1978). Em neio
de malato sem -so6lido sem nitrogénio com 0,005% de extrato de
| evedura as células tornamse mais largas (cerca 1,4-1,7) mm e



mais longas (forma helical ou S) e ndo mbveis (Tarrand et al.,
1978).

A denom nacédo de Azospirillum brasilense foi pro-
posta para as estirpes dos grupos | e Ill (Sanpaio et al., 1978)
encontradas nais freqlientemente em habitats tropicais. Est as
bact éri as ndo necessitam de vitam nas para o0 seu crescinmento. Em
meio de malato sem nitrogénio sem-s6lido com 0,005% de extrato
de levedura, as células apresentamse pequenas (aproxi madanente 1
mm de diametro) vibroide e nobveis; podendo ocorrer em culturas
velhas células em forma de S (Tarrand et al., 1978).

Dentro de A. brasilense ha dois grupos, um grupo
possue uma nitrato redutase dissinilatéria (nirf) e outro que
nao possue (nir-). Apenas o grupo nirt é capaz de denitrificar
0 nitrato a fornmas gasosas.

2.2. ECOLCG A

Azospirillum ocorre em abundédncia nos solos de
regi O6es tropicais, ndo tendo sido encontrado comtanta freqiéncia
nas regi 0es tenperadas (Dobereiner et al., 1976; Kumari et al.,
1976); entretanto Schrdoder (1932), encontrou essa bactéria em
todas as anostras de 76 solos coletados na Aenmanha e Austria,
concluindo que tinha anpla distribui¢do e ndo era i ndi cador de
solos férteis. Becking (1963) observou a ocorréncia dessa bac-
téria regularmente em anostras coletadas para um estudo sobre
Beijerinckia na Africa. Os solos de florestas tropicais ou
cerrados possuem esta bactéria esporadi camente, enquanto em sol 0s
sob vegetacdo de gramineas sua ocorréncia € generalizada. Raizes
de | egum nosas possuem menos Azospirillum que 0s solos ao seu
redor. Alto nunero (de 10 a 10’ g'l) € conmunente encontrado
em sol os e raizes (Mgalhdes et al., 1979). Contagens revelam



mai or numero de Azospirillumna superficie das raizes que no seu
interior (Burris et al., 1976). Essas bactérias nostraram espe-
cificidade quanto a planta hospedeira sendo que A |ipoferumfoi
predom nantemente encontrado em raizes esterilizadas de mlho e
A brasilense em raizes de trigo e arroz (Baldani & Ddbereiner,
1979).

2.2.1. EFEITO DO pH

A incidéncia do Azospirillum spp nos sol os depen-
de do pHsendo que o pH Otinp estd ao redor de 7,0 (Dobereiner
et al., 1976), mas ocorre esporadi camente em solos com  pH
4,8. Raizes esterilizadas de Panicum maxi num col etadas de Solos
com pH na faixa de 4,8-7,2 continham alto numero dessa bactéria
que ndo apresentou correlacdo como pH do sol o (Ddbereiner, 1978).
Essa necessidade de pH elevado é explicada devido ao fato dessas
bactérias viveremno interior da cortex ou na rizosfera de cer-
tas gramineas onde o pH é superior ao do sol o (Dobereiner, 1978).
Os requisitos de pH pela nitrogenase em culturas puras (Day &
Doberei ner, 1976), e em extratos obtidos de células (Ckon et al.,
1977a) estdo  correlacionados com a atividade maxi ma da ni-
trogenase na faixa de pH 6,8-7,8, onde se verifica também o6tino
cresci nmento.

2.2.2. EFEITO DA TEMPERATURA

Azospirillum necessita para 0 Seu crescinmento uma
tenperatura considerada alta; o valor otinp encontrado foi de
34°C nostrando pouco crescinmento abai xo de 28°C (Neves et al., 1976).

Entretanto, nenhuna estirpe isolada de regi0es tenpera-
das foi conparada com estirpes de regides tropicais (Day &
Dobereiner, 1976; Neves et al., 1976). Entre varias estirpes



est udadas observou-se répido crescinmento na faixa de 32-36°C com
atividade da nitrogenase mxima entre 33-40°C e pronunciada que-
da abai xo de 33°C. Essa atividade foi conpletamente inibida
a 45°C tenperatura esta que foi letal para todas as estirpes
(Neves et al., 1976). O efeito da tenperatura tanto na ativida-
de da nitrogenase de culturas puras conmo na atividade de raizes
de mlho crescidas no canpo é bastante senelhante confirmndo a
hi p6tese dessas bactérias serem responsaveis pela fixacdo do
nitrogénio que ocorre nas raizes dessas gramineas (Neves et al.,
1976). As necessidades de altas tenperaturas por esses mcrorga-
ni smos tem grande inportancia ecol 6gica visto que em regi des tem
peradas a tenperatura do solo raranente atinge 28°C entretanto,
nas regides tropicais, as tenperaturas Otimas para a atividade da
nitrogenase ocorrem diarianente durante o periodo de crescinento.

2.3. FISIOLOG A DE BACTERI AS FI XADORAS DE
Nl TROGENI O,

2.3.1. OXIGEN O

2.3.1.1. EFEITO DO OXI GENIO NO CRESCI MENTO E
NA NI TROGENASE.

Apesar do oxigénio ser necessario para a respira-
cdo e fornecimento de ATP emtodas as bactérias aerobias, ele €
prejudicial a enzinma nitrogenase. Esta € extremanmente sensi-
vel ao oxigénio pois inativa a proteina de ferro constituindo um
problema para todas as bactérias fixadoras e cianobacterias de
nitrogénio. As cianobactérias sdo obrigadas a conciliar a fixa-
cdo de nitrogénio com a evolucdo de oxigénio da fotossintes. O
Azospirillum é um aerobio obrigatério conportando-se conmo mcro-



aerofilico quando fixa nitrogénio (Day & Dobereiner, 1976).  Okon
et al.(1976a), observaram a perda irreversivel da nitrogenase quan-
do culturas sem -sélidas foram agitadas e a pelicula destruida.
Entretanto, H Il (1976a) verificou que a nitrogenase do Azospirillum
pode ser reversivelnmente inibida pelo oxigénio conb ocorre
em um grande namero de organisnps fixadores de nitrogénio, tais
conb o aerdbio obriqgatério Azotobacter chroococcum (Yates, 1970;
Drozd & Postgate, 1970) e o anaerdbio facultativo Klebsiela
pneunoniae (Hill, 1976b). Portanto, essa bactéria ndo fixa
nitrogénio quando exposta ao ar mas cresce rapidamente quando hé
suprinento de nitrogéni o conbinado (Ckon et al., 1977a). O cres-
cimento em condi ¢cBes de fixacdo de N2 é nmuito mais lento. Okon
et al.(1977a) encontraram um tenpo de geracdo de 55 a 7 horas
em neio liquido a pO, de 0,005-0,007 atm sendo que pressdes de
oXxi géni o nenores que esse valor sdo necessarias para que a nitro-
genase seja funcional (Ckon et al., 1977b; Vargas, 1977). O
crescinento do Azospirillumem neio sem-sélido evita estas di-
ficul dades devido haver um gradiente de difusdao de G, (Neyra &
Dober ei ner, 1977).

2.3.1.2. MECANI SMOS DE PROTECAO DA NI TROGENASE
CONTRA O OXI GENI O.

A nmaioria das bactérias fixadoras de nitrogénio
tem desenvol vido eficientes mecanisnos de protecdo para excluir
0 oxigénio do sitio da fixacdo do nitrogénio (Postgate, 1971b,
1974; Yates & Jones, 1974; Yates, 1977). A tolerancia limtada
do Azospirillumao oxigénio indica a falta de um necani sno pro-
tetor ou pelo menos parece ter um pobre necanismo protetor para
a nitrogenase contra niveis altos de oxigénio (Ckon et al., 1976a,
Dobereiner, 1977). Bergersen & Gbson (1978) denonstraram a
falta de um necanismo protetor da nitrogenase do Rhizobium em



meio de cultura. Okon et al.(1976b) observaram que 0S quocien-
tes respiratorios (Qop) de Azospirillum que fixa Np sdo de apenas
10-20% do Azotobacter mas que é senel hante ao do Rhizobium nas
mesmas condi ¢des. Azospirillum parece ndo apresentar um neca-
nismo confornmaci onal para proteger a nitrogenase cono o0 Azotobac-
ter (Postgate, 1974) ja que Okon et al.,(1976a) verificaram que
células fixadoras de N, quando expostas ao ar ndo recuperam a
atividade da nitrogenase e ao acrescentar cloranfenicol ao neio
ndo a recuperam indicando que a nitrogenase necessita da sin-
tese proteica para ser restaurada. As exigéncias a concentracao
de oxigénio reduzida provoca acumulo de bactérias numa determ na-
da fai xa abaixo do nivel do nmeio sem -solido. Essa tendéncia
das células agruparemse pode representar um dos mecani smos pro-
tetores da nitrogenase.

2.3.2. METABOLI SMO DO CARBONO

Os acUcares em geral ndo atuam no aunmento da absor-
¢cdo de O, pelos extratos obtidos de células de A brasilense (GCkon
et al., 1976a,b). As células intactas apresentam pouco cresci-
mento com frutose e galactose (Ckon et al., 1976a; Day & Doberei-
ner, 1976). Entretanto, ha metabolizacdo rapida e bom cresci-
mento com mal ato, lactato, piruvato e succinato, constituindo
estes as nelhores fontes de carbono e energia para o crescinento
destas bactérias com N, ou com ambnia. O aunmento da absorcao
de O, com a adicdo dos produtos internediarios do ciclo do acido
tricarboxilico (lactato ou piruvato) indica que esse ciclo atua
nesses mcrorganismos (Okon et al., 1976b). Em condi ¢c6es anaer 0-
bi cas tendo glucose conp fonte de carbono ndo ocorre acidificacao
do neio de cultura.

A. lipoferum cresce bem tendo glucose comp fonte
de carbono (Ckon et al., 1976a; Sanpaio et al., 1978; Dobereiner
1977) tanto com ambnia ou N, Tarrand et al., (1978) verifacaram



10.

que essa bactéria pode crescer aerobicanente e produzir acido em
mei o de glucose com peptona e quase ndo cresce em nei o com gl uco-
se ou frutose em condi ¢Bes anaerdbicas acidificando o nmeio.

2.3.3. METABOLI SMO DO NI TROGEN O

2.3.3.1. CRESCIMENTO EM DI FERENTES FONTES DE
N TROEN Q

Quando h& suprinmento de una fonte de nitrogénio
(NNO; ou NNHy) as bactérias ndo fixam nitrogénio devido a capa
cidade de assimlacdo do nitrato ou da andnia.

Entretanto em condic¢les |imtadas de oxigénio A
brasilense nir" e A | i pof erum dissimlam NOj para NO, o qual
é reduzido a gas. A brasilense nir™ dissimla o NO3 a NGO,
ms nao reduz a N2, sendo o NO, acunulado no neio. Em condi¢oes
de anaerobiose ndo ha crescinento (Neyra & Van Berkun, 1977) mas
0 NO3 é reduzi do podendo ser usado no processo respiratorio ao
invés do O). Neyra et al. (1977) verificaramo processo da deni -
trificacdo em estirpes de A brasilense nir® através de cromato-
grafia gasosa pel o aclmul o de NoO sob GoH,.

Azospirillum parece apresentar o0 nmesno mecani Sno
de i ncorporacédo de N—IJ’4 e da regulacdo da nitrogenase de outras
bact érias fixadoras de nitrogénio. As células crescidas em
meio com nitrogénio nostram maior atividade do sistema GS- GOGAT
(glutamna sintetase-glutamato oxoglutarato amno transferase) e
menor atividade do sistema GDH (gl utam na dehi drogenase) quando
conpar adas com cél ul as crescidas com N-T4 (Ckon et al., 1976bh).

Usando extratos obtidos de células contendo nitro-
genase ativa de A 1lipoferum Ckon et al. (1977a) verificaram que



11.

esta enzima apresenta propriedades semelhantes a das demmis nitro-
genases quanto a necessi dade de umredutor forte e umsistema ge-
rador de ATP e My. No entanto, a proteina de ferro €& praticamen-
te inativada guando é isolada necessitando de um fator de ativa-
¢cdo que utiliza M senel hante ao do Rhodospirillum rubrum

2.3.3.2. EFICIENCIA DA FIXACAO DE Ny.

A eficiéncia da transformacdo do substrato pelas
bactérias varia de acordo com as condi¢des de crescinmento e com
a fonte de carbono. Jensen (1953), trabalhando com culturas
"batch" de Azotobacter, encontrou 10-15 ng N, fixado g'1 subs-
trato de carbono consum do; esse valor aumenta para 40-45 ng em
cultura continua limtada por G, (Dalton Postgate, 1969; Hine
& Lees, 1976). Eficiéncia relativamente alta também foi encon-
trada em culturas sem-sélidas de Azospirillum spp (da ordem
de 50 mg N, fixado g'l mal ato ou glucose) (Dobereiner & Day,
1976 e Day & Dobereiner 1976). Em cultura continua com pres-
sbes Otimas de O, (0,005-0,007 atm para o crescimento do Azospi-
rillumcom N, a eficiéncia foi de 8-10 ng N g'1 mal ato  di m nuiu
com niveis mais altos de O, (Ckon et al., 1977a). Em nmeio
sem -s6lido Okon et al. (1976a) obtiveram valores na faixa de
10-25 ng N g'1 substrato de carbono. Nelson & Knowles (1978) e
Vargas (1977) encontraram valores de eficiéncia de N, para A
brasilense da ordem de 20 ng N g'1 mal at o consum do e 26-28ny
N g-1 succinato respectivanente.

2.3.4. H DROGENASE E BEVOLUGAO DE H.

Al ém da nitrogenase e seus doadores de el étrons a
hi drogenase esta envolvida na fixacdo de N,. A hidrogenase tem
sido definida comb uma enzima que cataliza a formacdo e utiliza-
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¢do de Hy de um nmodo reversivel atuando na seguinte reagao: 2H*
+ 2e" o--->Hy. Entretanto, o critério de reversibilidade
ndo € senpre respeitado, e qualquer evolucdo ou oxidacdo dez
Hy é evidéncia da presenca da hidrogenase. Existem trés ti-
pos de reacdes de H, encontradas em diversos microrganisns. O
prineiro, € a evolucdo de H, dependente de ATP catalizada pela
nitrogenase, que utiliza protons conp aceptor alternativo. A
segunda reacdo, e a da hidrogenase reversivel independente de
ATP encontrada nos organi snos anaer 0bi cos. O terceiro tipo é
a hidrogenase oxidativa ("uptake-hydrogenase") que € irrever-
sivel e independente de ATP. Esta enzima cataliza a oxidacgdo
de H, ms nao a evolucdo de Hy,. Ocorre nos organisnos aero-
bios fixadores de N, conp Azotobacter (Hyndman, et al., 1953),
noédul os de |eguminosas e ndo |egum nosas  (Dixon, 1967, Schu-

bert & Evans, 1976) e cianobactérias (Bothe et al., 1977b).

Cerca de 20 anos atras descobriu-se que a nitro-
genase libera Hy "in vivo" (Hoch et al., 1957; Hoch et al.
1960; Bergersen, 1963). Atualmente a maior preocupacao
estudo da relagdo entre a "uptake hydrogenase" e a evolucéo
de H, pela nitrogenase devido ao desperdicio de energia para
a evolugao de H, (Schubert & Evans, 1976; Evans et al., 1977; Hll
1976¢; Andersen & Shanmugam 1977; WAl ker & Yates, 1978; &
Wal ker, 1979). As funcOes da hidrogenase sao: reciclagem
do Hy evoluido para economa de energia (Dixon, 1972; Smith et
al ., 1976b), renocdo do O, do sitio de fixagcdo para proteger
a nitrogenase contra a inibicdo pelo G,, prevenir a inibicao
pelo Hy da redugao do N, e fornecer ATP para a nitrogenase. Es-
sas hi poteses |evantadas por Dixon (1972) referemse a capaci-
dade da hidrogenase suportar a fixacdo de N2 em organi snps
aerobios. E studos sobre a eficiéncia da fixagdo do nitrogé-
nio e nmetabolisnm do hidrogénio associado com a nitrogenase tem
sido realizados com as cianobactérias por varios pesquisadores,
(Benemann & Weare, 1974a,b; Bothe et al., 1977a,b, 1978; Tel-
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or et al., 1977, 1978; Peterson & Burris, 1978; Eisbrenner et-
al., 1978; Daday et al., 1977) e com sistems sinbioticos fi-
xadores de Ny (Schubert & Evans, 1976, 1977; Evans et al., 1977,
Rui z- Argueso, 1978; MCrae et al., 1978; Carter et al., 1978).
W son (1958) verificou a associ acao entre a hidrogenase e a
atividade da nitrogenase. Os nddul os de Pisum sativum consomem
Hy suportado pela fosforilagao oxidativa e ndo evoluem H
(Phelps & Wlson, 1941; Dixon, 1967, 1968, 1972). Entretanto, tem
sido nostrado por outros pesquisadores que os nddulos de soja
evoluem Hy (Hoch et al., 1960; Bergersen, 1963).

Verificou-se na maioria das |egumnosas estuda-
das uma perda de 30-60% da energia fornecida para a nitrogenase
na evol ugao de Hy, (Schubert & Evans, 1976; Evans et al., 1977).
A bactéria Azotobacter chroococcum parece possuir duas enzimas
que atuam no nmetabolismo de Hy,, um € a hidrogenase oxidativa
de Hy cuja atividade aumenta quando a nitrogenase € dereprinmda
(Hyndman et al., 1953) e a outra € a evolucdo de H, associada
com a atividade da nitrogenase (Hoch et al 1960: Brotonego-
ro, 1974, Smth et al 1976b).

A ativldade da hidrogenase é diferentenente ini-
bida por substratos (Rivera-Ortiz & Burris, 1975) conp ja veri-
ficado para A chroococcum como uso de GO N, e GH, (Smth
et al., 1976b). Wl ker & Yates (1978) observaram evol ucdo de
H2 por essa bactéria emcultura continua. Recentenente foram
caracterizadas duas novas bactérias autotroficas que utilizam
H, para fixar N, em condicoes microaerofilicas (Berndt et al.,
1976; Aragno et al., 1978). Becking (1963) verificou ativida-
de da hidrogenase em uma bactéria nuito provavel nente Azosiri-
[lum utilizando conmp aceptor de el étrons benzil e netilviolo-

gem Essa atividade também foi verificada quando utilizou o
gas D.



3. MMTERAS E METCDOS
3.1. MATERIAIS

Foram realizados oito experimentos de crescinento
em cultura "batch" com Azospirillum lipoferum 2 prelimnares
com 1% (p/v) glucose para estabelecer a curva de crescinento,
sob as condig¢des experimentais determ nada. Nos experimentos
restantes foi usado 0,2% (p/v) glucose. Essa concentracdo di-
mnuiu a fase log sem nudar o padrédo inicial da curva de Cres-
cimento. Dois experimentos foram realizados para obter célu-
las no inicio da fase log que correspondeu a D.O. = 0,3; um para
obter células na netade da fase |og que correspondeu a D.O.= 0,9
e um para coletar células no final da fase log e estacionaria.
Em dois experinentos adicionais as células foram col etadas em
vari os estagios de crescinento para reconfirmacdo das determ na-
¢0es. Todas as curvas de crescinmento seguiram aproximadanente
0 mesno padréo.
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3.1.1. CONDI QOES DE CRESCI MENTO

Em todos os experinentos utilizou-se 0 mesnmo neio
liquido sem nitrogénio com a seguinte conposigao: KyHPQ, 0, 08%
KHoPO4 0,04% N OOL% MSO.HO 0 001% NapQy. 2HHO 0, 0002%
acido nitriloacetico (NTA) 0,0056% FeSOy. 7TH,O (como quel ato)
0,002% MySQ4. 7H,O 0,02% CaCl 5. 2H,O 0,002% biotina 0,1 ppm
pyridoxal HO 0,2 ppm glucose 0,2% (exceto nos experinmentos pre-
limnares onde se usou 1%. O sal de ferro foi quelatizado por
aqueci mento em 30 m H,O com o NTA, adicionando gotas de NaCH
10% até o desenvolvimento de uma forte coloracdo amarela. As
vitam nas biotina e pyridoxal HO foram dissolvidas tanmbém por
aqueci mento em 100 m H,O Os sais de calcio e mgnésio e a
glucose foram esterilizados separadamente. N&o foi necessario
ajuste de pH porque o pHinicial do neio (6,8 a 7,0) foi mantido
e nunca excedeu 7,0 nesno apés toda a glucose ser consumda. QGto
litros e meio foram preparados para cada experinmento e autocla-
vados durante 60 minutos a 125°C.

3.1.2. ORGANISMO E I NOCULO

Azospirillum lipoferum Br 17 (ATCC 29709) f ol
original mente isolado de raizes de Zea nmays coletado em Brasili a,
D.F., Brasil. Essa estirpe foi identificada conbo A |ipoferum
segundo Tarrand et al. (1978). Emcontraste com A brasil ense
esta espécie usa glucose conmo fonte de carbono e necessita de
bi otina para crescer fixando N,. Culturas estoques foram manti -
das em neio de batata solido e senmi-sélido, conservados em 5°C.
O ino6culo correspondeu a 5% do volune total da cultura e foi
crescido sem agitacdo a 37°C por 22 horas, sob ar, no mesno neio
de crescimento suplenentado com 1 mM NH,Cl . A pureza das cul -
turas estoques, indéculo e crescimento foram observadas em cada
experimento através de riscagem em neio de batata sdlido e
observacdes em mi croscopio.
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3.1.3. CRESCIMENTO EM CULTURA "BATCH'
3.1.3.1. EQU PAMENTO

As culturas foram crescidas em um recipiente com
capacidade de 9 litros contendo 7 litros de neio, e agitadas com
uma barra nmagnetica coberta com teflon (Figura 1). A tenpera-
tura de crescimento foi controlada automaticamente a 35°C atra-
vés de um ternostato dentro da cultura o qual controlava duas
| anpadas externas de aquecinento infra-vermelho. A cultura
foi agitada a uma taxa constante de 400 rpm

3.1.3.2. I NSTRUVENTACAO E CONTROLE DO OXIGENIO

A pressdo do oxigénio dissolvido equivalente a
fase gasosa de 0,002-0,003 atm de oxigénio em equilibrio com a
agua foi mantida constante através do ajuste manual do fluxo
dos gases emdois rotanmetros: umde marca Gapneter (England) e o
outro DWER (USA) com capaci dade de 20-1200 m mnl e 20-240
m mnl respectivamente. No inicio do crescinento os Rota-
nmetros conduziam uma nmistura estéril de O, 5% em N, e Ny puro.
Com o aunmento da densidade de células, aumentou-se a proporcdo
de O, na mstura de gases sendo que no final da fase logaritnica
o consuno de O, foi tdo grande que foi necessario aspergir ar
para nmenter a pO, acima de zero (0,002 atm). A tensao de O,
di ssol vido foi medida com um el etrodo gal vanico Pb/Ag (Borkowsky

& Johnson, 1967) estéril imerso na cultura acoplado a um regis-
trador Oxford (Oxford Instruments - England). O eletrodo de
oxi génio foi feito em nosso | aboratorio por H De-Polli, seguindo

0 procedinmento descrito por Johnson et al. (1964). O eletrodo
de oxigénio foi calibrado inicialmente no mneio de cultura a
35°C emequilibrio comN, e commstura Ny e O, de 95:5. A menbrana
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FIGURA 1 - Equipamento e instrunentacdo para o controle do oxigénio
utilizados no crescinmento das bactérias em culturas

"batch".
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de teflon do eletrodo foi trocada para cada experimento para evi-
tar contanminacfes e consequente declinio na sensibilidade.

3.2. METODCS

3.2.1. DETERM NAQOES ANAL{ TI CAS

Durante o crescimento anostras periddicas foram
retiradas em frascos MCarty estéreis para as determ nagbes de
pH, turbi des, peso seco, proteina e N-total nas células; glucose,
N-total, ambnia e nitrato no sobrenadante. Al ém disso, grande
quanti dade de células foi coletada nas fases logaritmca e
estacionaria de crescimento quando a DO atingiu 0,3, 0,9, 14,
1,7, 1,6 e 1,5. Estas densidades Oticas correspondem aproxi ma-
damente a 20, 27, 29, 31:45, 33, 33:15 horas de incubacdo da cul-
tura (Figura 2). Em experinentos de repeticdo, as células fo-
ram col etadas nas idades aproxinmadas correspondentes as densida-
des oOticas do 1° experinento.

Com 0,2% glucose no neio a densidade oOtica de
1,7 corresponde ao ponto de inflexdo da curva de crescinento (fi-
nal da fase logaritmca - inicio da fase estacionaria). Esse
ponto foi determ nado baseando-se em experimentos prelimnares
podendo ser facilmente observado através da queda repentina do
consuno de O, e consequente declinio da turbides da cultura apods
30-45 m nutos indicando consumo do poli -b- hidroxibutirato. Nes-
ta fase foi necessario reduzir o fluxo de gas e a concentracao
de O, nele, para evitar o aunento do nivel da tensdo de oxigénio
dissolvido e consequente inibicdo do sistema nitrogenase das
células fixadoras de Np.

As ampstras foram retiradas anaerobicamente sob
corrente de Np e centrifugadas a 1.500 x g durante 20  mnutos.
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O pellet foi guardado em nitrogénio |iquido para medidas da ati-
vidade da hidrogenase, evolugdo de Hy, redugdo de acetileno, con-
suno de Op e tolerancia ao Op.

3.2.1.1. TURBIDEZ

A curva e taxa de crescinmento foram determ nadas a-
travées de medidas da densidade otica da cultura em um espectro-
fotonmetro Perkin-El mer Htachi 200 a 560 nm contra um branco do
neio de cultura.

A taxa especifica de crescimento (m e o tenpo de
geracdo (td) foram determ nados durante a fase |og aplicando as
equacOes de Tenpest (1970):

P 2,3 logxy - logxq
t2 -ty

td = 0,693
m

onde x; e Xxp corresponde a densidade Otica respectivamente no
tenpo tq e to.

3.2.1.2. GLUCCSE NO MEIO DE CULTURA

A glucose no sobrenadante foi determ nada apos
a separacdo das células do nmeio de cultura por centrifugacdo, pe-
lo método de Sonogyi-Nelson (Nelson, 1944). Foi utilizada para
a curva padrao uma solucdo contendo 50 pg glucose ml ~ 1 nicial-
mente o sobrenadante foi desproteinizado colocando-se 0,1 m com
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1,5 m de é&gua destilada, 0,2 mM da solucdo de hidroxido de ba-
rio 0,3 Ne 0,2 m da solucdo de sulfato de zinco 5% Permane-
ceu em repouso por 5 mnutos. Apds, o material foi centrifugado
a 4.000 rpm por 15 mnutos. O desproteinizado foi separado
com uma pi peta col ocando-se em um tubo de ensaio uma aliquota de
1 m, 1 m de agua destilada e 1 mM do reagente de sonogyi.
Agitou-se e a anostra foi aquecida por 20 mnutos em banho-naria.
Apés o resfriamento foi adicionado 1 m do reagente de Nelson e
diluido a 10 m com agua destilada. A absorvancia da cor azul
foi nmedida em 500 nm

3.2.1.3. PROTEI NA

O conteltdo de proteina das células bacterianas
e do sobrenadante foi determnado com o reagente Folin fenol
ciocalteu’ s segundo Lowy et al.(1951). A concentracao de pro-
teina foi determinada através da conparacdo da absorvancia das
anostras com padr des obtidos com solucfes de concentragcao cres-
cente de soro de albumna de boi cristalina.

3.2.1.4. PESO SECO

O peso seco das bactérias foi determ nado em
aliquotas de 20 m que foram centrifugadas por 20 mnutos a
14.300 x g e lavadas superficialmente sem suspender as células.
O pellet depois foi ressuspendido em &gua e transferido para
pesa-filtros pré-pesados secos usando um mni no de agua destil a-
da e secagem a 105°C até obter peso constante. O mmterial se-
co foi esfriado na presenca de um dessecante e pesado.
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3.2.1.5. N TROGEN O TOTAL

3.2.1.5.1. N-TOTAL NAS BACTERI AS

O nitrogénio total das células foi det er m nado
pel o método nicro-kjeldahl (Bremer, 1965). Acrescentou-se  4ci-
do sulfurico concentrado (3 m) ao pellet. Apbés 24, horas trans-
feriu-se esta nistura para os frascos kjedahl de 100 m e adicio-
nou-se 200 ng do catalizador Ky,SO; + HgO (10:1). A digestéo
do material até tornar-se claro durou aproxi madamente 2 horas.
Quando a digestdao foi conpletada seguiu-se a mcrodestilacdo da
anbnia que foi recebida em acido bérico 2% contendo ver mel ho
de metila e verde de bronocresol. A ambnia foi titulada com

Sy 0,0021 N.

3.2.1.5.2. N-TOTAL NO SOBRENADANTE

anostras de sobrenadante foram digeridas e desti-
| adas usando a nesma netodol ogia enpregada para as cél ul as.

3.2.1.6. AN A

A concentragdo de anmdbnia no sobrenadante foi de-

termnada colorimetricamente pelo método indofenol (Chancy &
Marbock, 1962).

3.2.1.7. NTRATO

Nitrato no sobrenadante foi determ nado colorime-
tricamente pela reacdo com acido salicilico (Cataldo et al., 1975).
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3.2.1.8. REDUCAO DE ACETILENO E CONSUMD DE OXI GENI O

Estas determi nacdes foram feitas nas células guar-
dadas em nitrogénio liquido, as quais foram ressuspendi das para
densidade o6tica 1,0 no mesno meio de crescinmento contando 0,2%
de glucose. A taxa maxinma da reducdo de acetileno foi detern-
nada para cada anpstra em oito diferentes valores de pO,. Para
isto trés m da suspensdo das células foraminjetadas em fras-
cos de 10 m que tinham sido previanente preenchidos com m stu-
ra de Ny:CHy, (90:10) sendo o excesso de pressao |iberada. Por
ultimo o oxigénio foi acrescentado nas pressbes parciais previs-
tas. A incubacédo foi feita em agitador com banho-maria a 37°C
Apoés 30 e 60 minutos de incubacdo, a quantidade de etileno for-
mado pela redugdo do acetileno foi determnada em um cromatOgra-
fo, de gas Perkin-Elmer F-11 com coluna Poropak N a 110°C com
Np cono gas de arraste.

O consunmo de oxigénio foi determ nado nos nesnos
frascos atraves de nedidas da pG,, apdés uma hora de incubagdo
num cromat ografo a gas portatil 7500 (Carle Instruments, Inc.)
com coluna nol ecular sieve 5 A tendo hélio conb gas de arraste.
As anostras de gas foram removi das com seringas cheias de N
tonando-se cuidado para ndo contam nar com oxigénio. Foi inje-
tado nos frascos quantidade de N, equivalentes as ampstras toma-
das para as leituras.

3.2.1.9. EVOLUCAO DE Hy

A evolugdo de H, foi estimada em varias concentra-
¢cbes de oxigénio pelo mesm metodo descrito para a atividade da
nitrogenase mas sem acetileno e com nitrogénio substituido por
argonio. O Hy foi medido num cromatégrafo a gas portatil
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7.500 (Carle Instruments, Inc.) com coluna nolecular sieve 5 A
tendo argoéni o conmo gas de arraste.

3.2.2. ATIVIDADE H DROGENASE

Foi nmedida manonetricamente em um aparel ho war-
burg tipo CE -901 (LABOR M N Budapest) nas células intactas, com
azul de nmetileno como aceptor de elétrons. No conpartimento
princi pal foram adicionados 0,2 m de EDTA 10 mM 0,2 m NaF
500 mt 0,4 m de tanpdo fosfato 200 mM 0,5 nl de H,Oe 0,5 n
de células. O apéndice lateral tinha 0,1 mM de azul de netile-
no 100 mM e na parte central da base tinha 0,2 nl NaOH 10%
(p/v). A fase gasosa foi Hy e o banho-maria foi ajustado para
37°C.  Foram usadas células, obtidas a partir da centrifugacdo de
200 M do meio de cultura em cada fase de crescinento guardadas
em nitrogénio liquido e ressuspensas em 2 m de tampdo fosfato
500 mM pH = 8, 0.



4. RESULTADCS E DI SOUSSCES

4.1. CRESCIMENTO EM MEI O DE CULTURA SEM NI TRO-
GENIO

A Figura 2 nostra uma curva tipica de crescimento
de Azospiril hum |ipoferum (nedi da pel a absorvancia) em nmei o com
0, 2%de gl ucose e com pO, em sol ugdao nantida entre 0,002-0, 003
atm As culturas cresceram bem wutilizando glucose com fonte
de carbono e energia, atingindo niveis méxi nbos de absorvancia na
ordem de 1,7, quando o crescinento parou emvirtude do térnno
da glucose do neio. O suprinento de oxigénio foi adaptado a exi-
génci a das bactérias através do aunento do fluxo da mistura de
gases mantendo-se senmpre em solugao uma pO, 0,002-0,003 atm  Apos
a inoculacdo do nmeio de cultura observou-se una densi dade 0tica
inicial (E = 560 nm de 0,03-0,1, sendo que nesse periodo de cres-
cimento o consuno de O, pelas bactérias foi bem nenor que o con-
sum do na fase logaritmca. Verifica-se através da curva que
crescimento é exponencial entre. 10 e 30 horas (Figura 2).
A fase | ag destas cul turas que continham 0,2% de glucose durou
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FIGURA 2 - Curva de crescimento e Ntotal acunulado emcultura
“batch” de Azospirillum Iipoferum Foi usado neio
| iquido sem nitrogénio com 0,2% glucose, Sete litros
de neio foraminocul ados com vol une de inécul o equiva-
lente a 5% do volume total crescido com 1 mM NH,Cl .
Incuba%éo a 35°C com pOy em solugdo de 0,002-0,003 “atm
controlado manual mente de acordo |eituras com el etrodo
submerso. A fase Lag durou aproxi madanente dez ho-
ras. O Ntotal acunulado foi determ nado pelo metodo
de mcro-kjeldahl.
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apenas 10 horas enquanto nos experimentos prelimnares com 1%
de glucose a fase lag durou aproxi madanente 20 horas. Concen-
tracdes bai xas de glucose parecem portanto favorecer 0 crescinen-
to inicial. O tenmpo de geracdo (td) nas condic¢des citadas foi
de 5,3 horas, o qual corresponde a uma taxa relativa de cresci-
mento g = 0,129 hrl quando calculado a partir das nedidas de
densi dade otica e p = 0,130 h-1 quando calculado a partir do
peso seco. Tenpo de geracdo simlar (td = 55-7,0 horas) foi
encontrado por Burris et al., (1978) e Ckon et al., (1977a) mas com
pG, (0,005-0,007 atm) considerado com oOtim por estes autores.
Vargas (1977) encontrou o nesno tenpo de geracdo utilizando pG,
mais baixo (0,001 = 0,0005 atm. O pH do nmeio ndo se alterou
durante o crescimento permanecendo entre 6,8-7,0 mesmo apos to-
da a glucose ser netabolizada, o que estd de acordo com as obser-
vagbes nos experimentos de Okori et al. (1976a); Sampaio et al.,
(1976) e Dobereiner (1977). Esta faixa de pH esta dentro da
fai xade atividade mxima da nitrogenase pelas célula de Azos-
pirillum(Day & Dobereiner, 1976) ou extratos obtidos de células
(kon et al., 1977a).

4.2. FIXACAO E EXCRECAO DE NI TROGENIO

O nitrogénio acunulado seguiu o padrdo simlar da
curva de crescimento (Figura 2) apresentando uma taxa relativa
de fixacdo de nitrogénio nmN = 0,21 hl e o tenpo de duplicacdo
td = 3,3 horas. Isto é mais curto que o tenmpo de duplicacdo das
bact éri as, sugerindo assim a excrecdo de parte de N, fixado
(37% por este calculo). A quantidade total de nitrogénio fixa-
do acunulado foi atingida no inicio da fase estacionaria e cor-
respondeu a cerca de 70 pg N m-1 o que corresponde a 13,8% do
peso celular acunul ado, (Figura 3). Nem todo o nitrogénio fixado
durante o crescinmento ativo foi assimlado pelas células (Figura 4).
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28.

8 3

-
&

$
3

*— N-TOTAL SOBRENADANTE i gN/mil

" %=X N-TOTAL BACTERIA (rgh/ml)
$

TEMPO DE INCUBAGAO {HORAS)

FIGURA 4 - Nitrogénio fixado pela bactéria e nitrogénio excreta-

do ao neio em cultura “batch” de Azospirillum
| i pof erum Condi ¢des de cultura conp a da Figura 2.



29.

A percentagem de nitrogéni o excretado aumentou até o neio da fa-
se log (29 horas de incubacdo). Os niveis de ambnia encontra-
dos no sobrenadante foram abaixo de 1 pg/ml e nenhum nitrato e
proteina foram encontrados durante todo o crescimento. O nitro-
géni o excretado que parece ser de origem organica ndo foi identi-
ficado. El nerich (1978) observou acumul o de anbnia em nei o se-
m-solido de cultura de A brasilense durante o inicio do cres-
cimento em condi¢oes de fixacao de Ny e verificou que em culturas
mai s velhas havia assimlacdo dessa ambnia pela bactéria. Esse
conmportanment o pode ser conparado com o das | egum nosas que apre-
sentam um si stena eficiente de fixacdo de nitrogéni o. Nestas, o0s
bact er 6i des nos nodul os excretam o nitrogénio fixado cono andbni a
que é assim | ado atravées de enzimas das plantas (Scott, 1976). Em
meio de cultura, Bergersen (1978) e Keister (1975) observaram que
0 Rhi zobi um reassimla parcialmente o nitrogénio fixado que é
excretado ao meio. Em experinmentos com 5 estipes diferentes de
Azot obact er, Brotonegoro (1974) achou excrecdo de 7-13% do N-to-
tal pelas células e somente pequena percentagem desses conpost 0s
nitrogenados excretados era amdnia. W nogradsky  (1949) néo
observou a liberagdo de andnia por células jovens de Azotobacter
quando a fonte de carbono era a glucose mas havia perdas de anb-
nia coma utilizagdo de aci dos organicos e consequente alcaliniza-
cao do nmeio.

4.3. EFICIENCIA DA FI XACAO DE NI TROGENI O

A eficiéncia da fixacdao de Ny do crescinento de
Azospirillum 1ipoferumfoi expressada como ng N fixado por g glu-
cose consumda como substrato de carbono e energia. Medidas fo-
ram feitas nos experimentos pela determnacdo em vari os estagios
do crescinento do N-total nas células e N-total no supernadante
e do conteudo de glucose no neio. O aunmento da eficiéncia da fi-
xacdo de Ny ocorre no fim da fase logaritmca com o decréscino
da concentracdo de glucose do neio (Figura 5. Enquanto que no
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inicio da fase log a eficiéncia é da ordem de 20 ng Ng glucose,
no fimdesta fase a eficiéncia aunenta para 48 ny/g. A curva
da atividade especifica da nitrogenase (nmol CyHy/h/ng proteina)
aconpanha a da eficiéncia da fixacdo de N, (Figura 6B). Vargas
(1977) trabal hando com A brasil ense encontrou valores de 26
ng Ng nmalato em culturas continua e com pG, de 0,005 atm consi de-
rada oOtim, e sugere que as eficiéncias nais baixas encontradas
quando as condigdes de O, eram sub ou super-otimas eram devidas
ao acumulo de poli-b-hidroxibutirato. Portanto, a eficiéncia 5
presentada pelo A Lipoferumno final da fase log (48 ng N g gl u-
cose) € mais alta que a encontrada por esses pesqui sadores e bem
proxino da eficiéncia encontrada por Day & Dobereiner (19761 em
cultura em nmeio sem-so6lido que é 50 ng N g glucose. As pro-
vavei s causas dos diferentes valores de eficiéncia de fixacdo
de nitrogénio encontrados na literatura, s&o a determnagdo des-
te pardnetro em diversos estagios de crescimento bacteriano e
princi pal mente em concentracdes diversas das véarias fontes de
carbono. Conp citado no item 4.1., A lipoferum tem um tenpo
de geragao td = 53 horas sob condig¢oes de fixacdo de N, na fase
| og; a taxa de reducdo de acetileno é de 220 nnoles etileno produzi -
do/mn/nmg proteina e a eficiéncia de 28 ng N fixado/g gl ucose con-
sum da.

A capaci dade de fixacdo de nitrogénio do A Iipofe-
rum assenel ha-se com as bactérias aerobicas fixadoras de N, de
vida livre Azotobacter ou Derxia. nteve-se diferentes valores
de eficiéncia para Azotobacter de acordo com os substratos uti-
| i sados. Cometanol a eficiéncia foi nais alta mas com gl ucose
foi baixa (Brotonegoro, 1974). Ha aunento da eficiéncia do
Azotobacter e Beijerinckia coma dimnuicdo da concentracdo da
fonte de carbono, do neio. Variagdes nos valores de eficiéncia
durante o crescinento foram apresentadas para as bactérias Cory-
nebacterium autotrophicum (Berndt, 1976) e Azotobacter chroo-
coccum (Schmdt-Lorenz & Rippel-Baldes, 1957). Estes pesquisa-
dores encontraram méxi nma eficiéncia no inicio da fase logaritimca
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Mudancas fisiol 6gi cas durante as fases logaritmcas e
estacionaria emcultura "batch" de Azospirillumlipofe-
rum Condi ¢bes de cultura conmo citado na Figura 2.
A concentracao da glucose e Ntotal na cultura foram
medi das em anostras retiradas diretanente da cul tura.
Para as medidas das atividades da hidrogenase (Figura
6 A) e nitrogenase (Figura 6 B), o consuno de oxigénio
e pO; Otima para a nitrogenase (Figura 6 C), as célu-
las Toram col etadas anaerobi camente em diferentes es-
tagios de crescinmento, centrifugadas a 1.500 x g e
armazenadas em nitrogénio liquido. Ant es dos experi -
nentos as células foram resuspendidas a D.O 1,0 no
nesmo nmeio de cultura utilizado para o crescinento con-
tendo 0,2% de glucose. A reagcao dos diferentes tes-
tes enzimaticos foi iniciada com a injecdo das bacte-
rias. As anpstras para as nedidas da ‘a atividade da
hi drol_?enase foram resuspendi das em tanpdo fosfato 500
mM pH = 8,0. Esses valores sdo médias de 3 ou 4 ex-
perimentos; sendo realizados duas analises em paralelo
para cada experinento.
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ca. Berndt (1976) relatou alta eficiéncia (65 ng NNg sucrose)
para C. autotrophicum em condic¢cdes heterotrdficas. Com ceélul as
de cultura continua, Dalton & Postgate (1969) encontraram méxi-
ma eficiéncia da fixacao de N, com A chroococcuma unma taxa de
diluicio de D = 0,20-0,22 h, enquanto que em taxa mais baixas
ou mais altas a eficiéncia foi nenor.

4.4. EFEITO DO OXI GENIO NA REDUCAO DO ACETI LENO

A toleréncia da nitrogenase ao oxigénio foi deter-
m nada através da técnica da reducdo de acetileno (Figura 7) com
células coletadas em diferentes estagios de crescinento ajustando
-se a densidade 6tica para 1,0 para evitar a interferéncia da den-
si dade popul aci onal e observar as diferencas entre os estagios de
crescimento. As variagOes de concentraces de O, foram obtidas
pel a exposicdo das células a fases gasosas com pO, variavel com
interfases constantes de gés-liquido e agitacdo constante. As
concentracdes de O, nas fases gasosas foram enpiricamente defini-
das e portanto ndo sdo diretanente conparaveis as nedidas das
pO, no neio de cultura durante o crescimento das bactérias, s
dados da Figura 7 nobstram una série de "bell shaped” curvas cono
observadas por Dalton & Postgate (1969) e Drozd & Postgate (1970,
a,b) com Azotobacter chroococcum crescida em cultura continua.
Curvas senel hantes tanmbém foramrel atadas para as bactérias fixa-
doras de N2 Mycobacterium flavum (Biggins & Postgate, 1969), Cory-
nebacterium autotrophicum (Berndt et al., 1976) e cianobactéria
Anabaena (Stewart, 1969). As curvas confirmam a extrenm
sensibilidade da nitrogenase de A. lipoferum ao O,. Esta
sensi bilidade representa unma das miores dificuldades para
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Efeito do oxigénio na atividade da nitrogenase (reducdo
de acetileno) de células do Azospirillum [|ipoferum
em diferentes estagios de crescimento. As células
foram crescidas em poé de 0,002-0,003 atm (Figura 2%
agos 20 (?, 27 (B), 29 (O, 31:45 (D), 33 (fF, 331
% ) horas da incubacdo foram col et adas anaerobi canen-
e, centrifugadas a 1.500 x g e arnmazenadas emnitro-
génio liquido antes dos experimentos as ceéelulas fo-
ram resuspendidas para D.O 1,0 no mesno nmeio de cul-
tura usado para o crescinmento contendo 0,2% de gl uco-
se. Anmpostras de trés m foram col ocadas em frascos
de 10 nl com concentragdes variaveis de oxigénio na
fase gasosa comp ja citado. Esses dados sdo  ngédias
de 3 ou 4 experimentos; sendo realizados duas anali-
ses em paralelo pera cada experinento.
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A - células D.O.=0.3

B- " D.O. = 0.9
C- " DO.=14
D- DO. = 1.7
E- 7 D.O. = 1.6
F- " DO.=15

Todas as células
foram  resuspendidas
para D.O. 1,0.
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0 cultivo deste microorganism com N, cono fonte de N e possivel-
mente é responsadvel pela variabilidade da atividade da nitrogena-
se em granineas crescidas no canpo (Dobereiner, 1977). Conpa-
rando as "bell shaped" curvas dos diferentes estagios de cresci-
mento observa-se variagdo da pO, Otimp para o sistem nitrogenase
durante o ciclo de crescinento da esquerda (inicio log) para a
direita (fimfase log) indicando o aunento da tolerancia ao G
guando quase toda a glucose foi consumda. A pG, 6tim encontra-
da para a redugdo de acetileno nas condic¢cdes do experimento foi

de 1,66% O, na fase gasosa no inicio da fase |og aumentando para
3,25% no final da mesma fase.

Conparando o N-total fixado (método microkjeldahl)
e a reducdo de acetileno (cromatografia gasosa) baseando-se na re-
lagdo teorica 3:1 (CHy:Ny) (Tabela 1) pode-se observar que parte
dos valores do N, fixado obtidos pela reducdo de acetileno estao
subestimdos. Na quantificacdo de N fixado pelo nmétodo da redu-
¢cdo de acetileno, através da conversdo teorica da razdo 3:1 para
CHy:Ny, a atividade real da nitrogenase para a redugdo de N,
ndo € considerada. |sso porque concentracdes normais de CHy pa-
ra testes de redugdo quando o Np é o0 substrato inibem a produgdo

de Hy; além de alguns elétrons serem utilizados para reduzirem
H* aH (Rivera-Otiz e Burris, 1975).

4.5. CONSUMO DE O, PELAS CELULAS

O consump de O, foi deterninado conjuntamente nos
experinentos da atividade da nitrogenase por cromatografia gasosa.
Este consunp variou durante o ciclo de crescinento (Figura 6C) e
aconpanha as taxas de reducdo de acetileno. A taxa méxima de con-
suno de O, obtida (Qop = 9,6 umol/h/nmy proteina) € simlar ao
Q, determinado por Okon et al., (1976 b) que foi na ordem de 6,2
unmol /h/ng proteina para o A brasilense e representa 10-30% de
Q, encontrado normalmente para Azotobacter. Por outro lado as
taxas respiratorias do Azospirillum spp sdo similares as apresen-



TABELA 1 - Conparacdo entre N-total
rica 3CoHp:1INp. O N-total
las. A atividade da nitrogenase (reducdo acetileno) foi

guardadas em nitrogénio |iquido.

e proteina foram determ nadas diretanente nas célu-
determ nada em célul as

TEMPO DE INCU FASE D.O. AMENTC DO N~ PROTEINA  N-TOTAL (MICRO- mx;ﬁomm:;a

BACKO DA QUL CRESCIMENTO E= 560 rm TOTAL NO PERIC MEDIA NO KIELDAHL) jamol

TURA (h) — DOpgN/ml  — PERTDO N FIXADO/L/ mg Ny 00
g/l PROTE INA ol C.H,/h/mg PROTEDNA

20 Iniciolog 0,3 6, 46 17,97 0, 64 0, 43

27 Meio | og 0,9 15, 43 58, 40 1,35 0,76

29 Fiml og 1,4 35,00 137,76 4,53 0, 99

31:45 Fimlcg 1,7 11, 92 222, 24 1,39 1,05

33 Estacionaria 1,6 0,75 251, 16 0, 67 0,81

33:15 Estacionaria 1,5 0,16 278, 75 0, 08 0, 60

fixado e reducdo de acetileno baseada na relacdo teo-

K13
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tadas pel os bacter6ides de Rhizobium (Ruiz-Argueso et al., 1979),
que tanmbém ndo possui protecdo respiratéria da nitrogenase.

4.6. CORRELACAO ENTRE HI DROGENASE, NI TROGENASE,
CONSUMO E TOLERANCIA AO 09

A atividade da hidrogenase das <células pode ser
conparada com a concentracdo de glucose no neio (Figura 6 A). ob-
serva-se atividade da hidrogenase trés vezes mior quando a con-
centracdo de glucose se torna Ilimtante no meio. \Walker &
Yates (1978) observaram a atividade da hidrogenase ("uptake-
hydr ogenase") em culturas "batch" de Acetobacter chroococcum CO-
|l etadas no final da fase logaritmica e em cultura continua com

fonte de carbono |imtada, enbora a hidrogenase nesses experinen-
tos ndo fosse suficiente para reciclar todo o H, evoluido pela
nitrogenase. Neste  trabal ho, em experinmentos real i zados com
células de Azospirillum também de cultura "batch" ndao foram
detectados tragos de evolucdo de H, em nenhum estagio de cresci-
mento indicando que todo o H, fol reciclado nmesmo no inicio

da fase logaritmca onde a atividade da hidrogenase era bem
mais baixa. O aumento da atividade da hidrogenase em direcéo
ao fim da fase de crescinento pode ser indicacdo do ajuste ao
aumento da atividade da nitrogenase a fim de reciclar o H
produzido. As atividades da hidrogenase e nitrogenase seguem
padrdes simlares (Figura 6 A e 6 B); entretanto a atividade
da hidrogenase do Azospirillum parece ser excessiva para somente
atuar na reciclagem do H, produzido pela nitrogenase. E €
comparavel as atividades observadas nas bactérias autotroficas
que utilizam hidrogénio para obter energia (Berndt et al., 1976;
Aragno & Schlegel, 1978). O aunmento da atividade especifica da
nitrogenase com 0 aumento da atividade da hidrogenase no final
da fase logaritmca é aconpanhado pelo aunento da eficiéncia da
fixacao N, (Figura 6 B). A curva da tolerancia ao O, (Figura 6C)
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segue o nesno padrdo da atividade da hidrogenase (Figura 6 A); in-
dicando que esta enzima atua na remcdo do oxigénio do sitio de
fixagdo ou protege a nitrogenase contra o O, cono j& denonstra-
do para Azotobacter (Walker & Yates, 1978) e para os bacterdi des
de Rhi zobium (Rui z-Arqlieso et al., 1979). Desse nmpbdo pode-se
| evantar a hipotese que a hidrogenase atua para aumentar a to-
lerancia da nitrogenase ao O, Os dados apresentados para A
lipoferum neste trabalho suportam o ciclo de H, proposto para
A. chroococcum (Wal ker & Yates, 1978). (Quando a glucose ou
seus produtos de deconposicdo tornamse limtantes no habitat na-
tural mis H, parece ser produzido e reciclado o que ndo ocorre
comcul turas continuas de K pneunoniae (H Il et al., 1976 d) com
fonte limtada de carbono. O fato do Azospirillum apresentar
taxa respiratéria bem nmenor em relagdo ao Azotobacter indica
substituicdo parcial da protecdo respiratoria da nitrogenase a-
través de uma hidrogenase ativa (Figura 6 A) que ao mesnp tenpo
que recicla o H) gera ATP e ainda escoa o O, do sitio da nitro-
genase.  Estes processos podem ser responsaveis pela nmaior efi-
ciéncia da fixagdo de Np nestas bactérias.
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5.  CONCLUSCGES

Consi derando os resultados obtidos neste traba-
pode-se salientar que:

)

O nitrogénio fixado pelas <células atingiu
val or maxino (aproxi madamente 70 pg N/ nl) no
inicio da fase estacionaria correspondendo a
13,8% do peso celular. O acumulo do nitrogé-
nio fixado aconpanhou a curva de crescinento
mas com tenmpo de duplicacdo nmais curto (3,3 h)
que o tenpo de geracdo da bactéria (53 h). O
nitrogénio restante foi excretado. No inicio
da fase log a eficiéncia foi de 20 my N fixa-
do g'1 glucose consum da atingindo 48 no final
da mesma fase. Do nitrogénio fixado  pelas
células 25% foi excretado para o neio até o
final da fase |og permanecendo mais ou mMenos
estavel na fase estacionaria.
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A atividade da hidrogenase foi observada em
todos os estagios de crescimento do A |ipofe-
rum e nao houve evolugdo de H). A atividade
da "uptake hydrogenase" aunentou em direcéao
ao final da fase |og quando a glucose tornou-
se limtante no nmeio. A curva da atividade
da nitrogenase e da tolerancia ao oxigénio
com o tenpo de incubacdo apresentaram conporta-
mento simlar ao da hidrogenase indicando que
esta enzima atua na remgdo do O, do sitio
de fixacdo de Np protegendo a nitrogenase.

As "bell shaped" curvas denonstraram a extremm
sensi bilidade da nitrogenase ao 0. A con-
centracdo de O na fase gasosa tolerada no
fim da fase logaritmca foi duas vezes maior
que no inicio. O consuno Mximo de O, obtido
foi Q = 9,6 mml/h/my proteina e representa
aproxi mdamente 30% do valor calculado para o
Azot obact er. Isto indica que a sua taxa res-
piratéria ndo é suficiente para atuar cono me-
canisnmo protetor da nitrogenase contra o Op.



6. RESUMO

As nudancas fisiol6gicas durante o ciclo de Cresci-
nmento da bactéria fixadora de Ny Azospirillum |ipoferum foram es-
tudadas em cultura "batch" a pH 6,8-7,0 e 35°C usando cono  fon-
te de carbono glucose a 02% N, cono fonte de nitrogénio e p
otima (0,002-0,003 atm). A taxa de crescinmento foi de u=0,13 h
e o tenpo de geragdo td= 53 h. A eficiéncia da fixagao de N,
atividade da nitrogenase, consumpb e tolerancia ao O, e atividade
da hidrogenase aumentaram até o final da fase logaritmca. A
eficiéncia encontrada foi de 20 ng N g gl ucose consumda no inicio
da fase logaritmca e de 48 no final da nesma fase. Cerca de
25% do Ntotal fixado foi excretado para o neio de cultura. Foi
verificada alta atividade da hidrogenase oxidativa ndo sendo de-
tectada evolucdo de Hy em nenhum estagio de crescinento.



7. SUMVARY

Changes in the physiology of nitrogen-fixing Azos-
pirillum |ipoferum were observed during the whole growth cycle
in batch culture at pH 6.8-7.0 and 35°C using glucose (0.2% as
carbon source, N> as nitrogen source and optimal pO for nitrogen
fixation (0.002-0.003 atm. The relative growth was mr 0.13 h-1l
and the doubling time 5.3 hours. Oxygen consuption and tolerance,
nitrogenase activity, uptake hydrogenase activity and the
efficiency of nitrogen fixation increased toward the end of |[og
phase. The observed efficiency was 20 ng total nitrogen fixed
per g glucose consumed at the early log phase and increased to
48 ny Ng at the late log phase. About 25% of the total nitrogen
fixed was recovered in the culture supernatant. Hi gh uptake
hydrogenase activity acconpanied maximal rates of acetylene

reduction. Hydrogen evolution was not detected at any growth
stage.
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