CICLO DO
NITROGENIO

E
FIXACAO BIOLOGICA



N, atmosférico (80%) — pouco reativo

ssLavoisier — Nitrogénio = Azoto (gas sem vida)
42 elemento mais abundante dos organismos Vivos
Fazem parte de diferentes moléeculas
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Maioria dos seres Vivos € incapaz de
utilizar o N, atmosferico

Para o N ser usado ele precisa ser
transformado em elementos assimilavels
pelos vegetais ou moléculas organicas que
podem ser recicladas pelos vegetais

Como o N atmosférico entre no ciclo biologico?



»Reacdes Quimicas — Relampagos — processos naturais

8% N fixado do solo

Vapor d’agua e O, — Hidroxilas (OH"), H* e O livres
'

Atacam N,

}
Acido nitrico (HNO,)

precipitacom a chuva




»Reacdes Quimicas — processos industriais

IndUstrias de produtos nitrogenados — 80x10° ton/ano
de fertilizantes nitrogenados

(Brasil - consumo 2012, 29 milhdes de ton)

Processo Haber-Bosch (Amonia)

Elevada temperatura e pressao

Ny +3H; — 2NH,

Processo de Bosch-Meiser (Ureia)
(formacéo carbamato e desidratacao)

-Ito consumo de energia INHy 1 00y & NH,00,N
*Fonte H é o géas natural (CH,) NH,CO,NH; + CO[NH2)2‘|' 0,0

Perdas intensas
*Poluicao




>»Processos Bioldgicos - Fixacao biologica

90% do N fixado
Assimilacao N, — NH,*

@ Realizada por microrganismos
livres ou independentes, que
vivem no solo ou na agua

®Por microrganimos que fazem
associacao simbiotica com as
raizes de plantas leguminosa
(produtoras de graos)

Ocorre gasto de ATP



Na natureza existem 5 processos importantes de
transformacéao e reciclagem de Nitrogénio

Ciclo do nitrogénio
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1 - Decomposicao e excrecao

Acao de bactérias e fungos na decomposicao da matéria
organica do ambiente (animais ou vegetais mortos)

Liberacao de amonio — Amonificacao




A maioria dos animais terrestres eliminam o excesso de N
Ingerido na dieta atraves de reacdes bioquimicas diferentes
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Aminoécidos \ / Bases nitrogenadas
=NH,
Remogéo do grupo amina
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Ciclo da uréia Essaeé uma das formas mais importantes
de reciclagem do nitrogénio

Amino acid

NH3 Carbon skeleton

78BN

CO; Glucose Acetyl-CoA Ketone bodies
+
H,O

Urea

Figure 20-6 Fundamentals of Biochemistry, 2/e
© 2006 John Wiley & Sons



« A urela liberada na natureza pode ser
convertida em amoOnia atraves da acao dos
microrganismos decompositores

« A amoOnia pode ser utilizada diretamente
pelos vegetals e microrganismos ou
convertida a nitrato por microrganismos
(principal via de obtencao de N pelos
organismos produtores primarios)

Como a amoOnia é = ===\
transformada em nitrato? o %
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2 - Oxidacao bacteriana da amonia - Nitrificacao




« A amonia apesar de poder ser empregada na sintese
de produtos nitrogenados por todos 0s organismos
ViVoS , no solo ela é quase que totalmente
transformada em nitrato por oxidacao.

-

R i
- Atransformacdo da .8 _ /7 NGOs
amonia em nitrato .. (for?bafter)
assapor duas fases: X -
; . O | Nitrification| NO,
Amonia —Nitrito—Nitrato :
(Nitrosomonas,

Nitrosococcus)
« Composto reduzido
passaacomposto

oxidado

Reduction

NH3, NH4*

o



« Os microrganismos gue transformam a amonia em
nitrato podem viver no solo ou agua e participam
de apenas uma das fase de oxidacao

Género

Conversao quimica

Habitat

Nitrosomonas

amonia—nitrito

Solo , agua doce e marinha

Nitrosospira

amonia—nitrito

Solo

Nitrosococcus

amonia—nitrito

Solo , agua doce e marinha

Nitrosolobus

amonia—nitrito

Solo

Nitrobacter

nitrito—nitrato

Solo , agua doce e marinha

Nitrospina

nitrito—nitrato

Agua marinha

Nitrococcus

nitrito—nitrato

Agua marinha




« Apds a oxidacdo da amonia a nitrato os vegetais e alguns
microrganismos incorporam tal composto e o utilizam, apos
reducao, para a sintese de moleculas nitrogenadas

* O nitrato formado nos processos de nitrificacao podem voltar
para a atmosfera como N, (desnitrificac&o)
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Perdas de N do ciclo

3 - Desnitrificacao

NO; = N,O (oxido nitroso) =N, (atmosfera)

Processo importante na respiracao anaerobia de
algumas bacterias.

Essas bactéerias usam o NO; como o doador de e-
liberando N, na atmosfera

Esse processo gera um potencial de proton
transmembrana que é utilizado na sintese de ATP.

Nesse processo ocorre perda de N para a atmosfera,
mas ele é importante para a manutencao do balanco
entre N biologico e N do ar.



« Exemplas ou situacOes importantes da aplicacao desses processos

O Tratamento Bioldgico de lixo urbano € composto por duas
etapas principais: processo de nitrificacao/desnitrificacao

O Tanque de Arejamento Prolongado (Tanque de Nitrificacdo) destina-se

essencialmente a transformar a matéria organica degradada em amoénio e
nitrato.

No Tanque de Desnitrificacdo € realizada, como o nome indica, a

desnitrificacdo, de modo a remover o azoto até niveis exigidos por lei com
liberacéo de N.,.




O nitrato € a principal forma de assimilacéo de N

pelos vegetais.
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4 — Reducao - Absorcao e assimilacao de nitrato
pelos vegetals e microrganismos

O nitrato obtido é reduzido a amoénia e utilizado para a
sintese de aminoacidos e outros compostos nitrogenados

A
. . . E NOg“ -~
Nitrato e amonio sao 5
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competicao entre E
O

microrganismos do solo e NO-,~ ;
ST 2 Nltrate_
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um mecanismo especial l

para Captu Far esses
<+
NH,

elementos rapidamente
do solo e estoca-lo.
= Proteins

Reduction




Entrada gasta energia - - Y
manutencao do potencial

PH 7. 3 T
;o = 'ﬂ-" 3
eletroquimico = i A

- [NOy]=1to5mV _—
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pela enzima nitrato redutase X
Nitrito é altamente reativo /4
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i : Plasma
retirado do citoplasma T

Entra nos plastideos e é transformado em amoénio pela nitrito redutase



X Nitrato pode ser acumulado em (grandes
concentracdes nos vegetais sem causar grandes
problemas, mas se um animal ingerir plantas com
altos niveis de nitrato pode sofrer uma intoxicacao —
combinacao com a hemoglobina impedindo-a de se
ligar ao oxigénio.

X Alguns paises imp0de limites ao teores de nitrato
dos vegetais

XTipo de cultivo e ou uso de diferentes formas de
adubacao nitrogenada influencia no teor de nitrato
dos alimentos.
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5 - Fixacao Biol6égica do Nitrogénio

Processo mais importante de entrada de N no seu
ciclo biogeoquimico (90%)

Certas bacterias formam amonio a partir do nitrogénio
atmosférico

Bactérias de vida livre ou bactérias simbidticas
Hospedeiro fornece metabolitos para bactéria e esta
fornece nitrogénio organico para o hospedeiro

Enzimas responsaveis — Complexo Nitrogenase



Exemplos de organismos que podem realizar a fixacdo do nitrogénio

Fixa¢ao simbionte do nitrogénio

Planta hospedeira

Fixagao simbionte de N

Legumes: leguminosas |e Parasponia

Actinorrizicas: Alnus (arvore), Ceanothus (arbusto),
Casuarina (arvore), Datisca (arbusto)

Gunnera
Azolla (pteridofita aquatica)

Cana-de-aglcar

Azorhizobium, Bradyrhizobium, Photorhizobium,
Rhizobium, Sinorhizobium

Frankia

Nodulos raizes
Nostoc Apoplasto do caule
Anabaena
Acetobacter

Fixadores de nitrogénio de vida livre

Tipo

Géneros fixadores de N

Cianobactérias/(algas azuis-esverdeadas)

QOutras bactérias
Aerdbicas
Facultativas
Anaerobicas
Nao-fotossintetizantes
Fotossintetizantes

Anabaena, Calothrix, Nostoc

Azospirillum, Azotobacter, Beijerinckia, Derxia
Bacillus Klebsiella

Clostridium, Methanococcus (Archaebacteria)
Chromatium, Rhodospirillum



Vida livre

Células
vegetativas

Cianobactérias

@Importante em cultura do arroz e oceanos pois podem
fixar o N em condicOes de anaerobiose

@Fixam N em campos alagados e morrem quando eles
secam liberando o N fixado

@Nitrogenase esta localizada dentro de heterocistos e
protegida por camadas de glicolipideos que funcionam
como uma barreira a difuséo de O,



Simblose Nodulos nas raizes de leguminosas

O Nodulos - nicho ecolégico da
simbiose e onde ocorre a FBN

 Nodulos conectados a planta via
tecidos vasculares

 Leguminosas - importancia na
producédo de alimentos e no equilibrio
do nitrogénio nos ecossistemas
naturais. Fornecem 24% do total de
proteinas indispensaveis a eles

0 Associacgao rizébio/leguminosa - 35
milhdes de toneladas de N/ano

O Especificidade bactéria X hospedeiro



Soja — Bardyrhizobium japonicum
e Bradyrhizobium elkani

Feijao — Rhizobium leguminosarum bv
phaseoli, ou Rhizobium tropicii

Alfafa — Sinorhizobium meliloti

Trevo — Rhizobium leguminosarum bv trifolii

Ervilha — Rhizobium leguminosarum bv viciae



Como ocorre a fixacao simbiotica do Nitrogénio?

Plantas e rizobios vivem normalmente em
condicOes adequadas sem necessidade de
simbiose

Deficiéncia de nitrogénio solo — inicia-se
processo de simbiose

Simbiose requer troca de sinais entre 0s
simbionte e formacao dos nédulos



Formacao dos ndodulos em raizes

“T 1

Second nodule
meristemn

\H O

Phioem

Nodule vascular
Infected tissue
Epidermis Pericycle lissue

Quimiotaxia e
aderéncia das
bactérias a raiz

*Multiplicac&o das células
corticais e formacéo do
cordéo de infeccéo

Liberacao das bactérias nas
células, multiplicacéo e
diferenciac&o em bacteroide



Desenvolvimento da
nitrogenase,
leghemoglobina e
enzimas relacionadas,
com a fixacao do N2.

Reducao do
nitrogénio
atmosférico ateé
amonio pela enzima
nitrogenase.

Uninfected cells express
nodulins invalved in assimilation,

transport

Infected cell
Symbiosome
membrane channels, ’

transport proteins

M assimilation

NH;

/W

Amonia e convertida em aminoacido (glutamina ou asparagina) e
ureideos que sao moléculas que podem ser enviadas a outras
celulas transportando o nitrogénio.



Bioquimica da Fixacao Biologica do Nitrogénio
Duas enzimas sao importantes e constituem o complexo da Nitrogenase

Dinitrogenase redutase

‘Homodimero (2 NifH) g ——ADP

*PM 60.000 S

1 complexo 4Fe4S
(transferencia de e)

*2 Sitio de ligac&o para ATP T W P-Cluster
T ————FeMo-Cluster

> *_______, 4Fe-4S Cluster

Dinitrogenase
» Heterotetramero (2 NifK e 2 NifD)
* PM 240.000
» Grupos prostéticos
2 sitio P (8Fe7S)
2 FeMoCo (1Mo, 7Fe, 9S e
homocitrato)




Como ocorre a fixacao do
nitrogénio pelo Complexo
Nitrogenase”?

Doador de eléetrons € o piruvato
(NADH)

Passam para a dinitrogenase
redutase pela ferredoxina (dois
elétron de cada vez, um para cada
centro)

Chegam a dinitrogenase que deve
receber pelo 8 elétrons para reduzir
um N, a amonio.

*Dois elétrons a mais sdo usados
para reduzir 2H* em H, em um
processo que acompanha a fixacao
do Nitrogénio

4004 +
4 pyruvates

8 Ferredoxin or
3 flavodoxin
{oxidized)

8 Dinitrogenase
reductase
{reduced)

16
B Dinitrogenase

reductase (reduced)
+ 16ATPF

Dinitrogenase
toxidized)

snH] =

400 +
4 acetyl-Cod

8 Ferredoxin or
8 flavodoxin
(raduced)

8 Dinitrogenase
reductase
(oxidized)

8 Dinitrogenase
reductase (oxidized)
+ 16ATP

Dinitrogenase
(reduced)

aH*

Ng

N, + 16ATP + 8 & + 10H* — 2NH,* + H, + 16 ADP + 16Pi
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Incorporacéo pela planta, da amonia produzida pelos bacteroides
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Leguminosas tropicais (soja) usam ureideos como forma de transporte de N



