Ciclo e Fixacao do N2



N, atmosférico (80%) — pouco reativo

“+Lavoisier — Nitrogénio = Azoto (gas sem vida)
J42 elemento mais abundante dos organismos vivos
Fazem parte de diferentes moléculas
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RELACAO DE DEPENDENICIA ENTRE OS
COMPOSTOS NITROGENADOS DA
BIOSFERA

N, - NITROGENIO MOLECULAR

NO," - NITRATO
INORGANICOS 3 NO,- - NITRITO

NH, - AMONIA

AMINOACIDOS, AMINAS,
ALCALOIDES, VITAMINAS,
PROTEINAS ACIDOS
NUCLEICOS, ETC.

ORGANICOS <




NO,, NO, N,0,2 N, NH,OH NH,

No
oxidacao +35 +3 +1 0 -1 -3
nitrato nitrito hiponitrito hitrogenio  hidroxilamina amoénia
molecular
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N=N 25.000 cal/mol

A fixacao do nitrogénio € a conversao do N,
em quaisquer das demais formas nitrogenadas




Deficiéncia causa o aparecimento de folhas amareladas,
desenvolvimento deficiente das plantas e baixa
produtividade.




Maioria dos seres vivos é incapaz de utilizar o N, atmosférico

Animais — dieta - Transformacoes quimicas sintetizam
produtos necessarios

Vegetais — retiram do solo e alguns da atmosfera (via
microrganismos)

Caro e necessita de reciclagem

Como o N atmosfeérico entre no ciclo biolégico?
Como os organismos vivos conseguem obter N?
Como ocorre a reciclagem do N biolégico?

Ciclo do nitrogénio




Como ocorre as transformacgoes
do N, na natureza?

>»Reacoes 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,)

precipita com a chuva



»Reacoes Quimicas — processos industriais

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

(Brasil - consumo 2012, 29 milhoes de ton)

Processo Haber-Bosch

Elevada temperatura e
pressao (200°C e 200atm)

N,+ H, = NH,

*Alto consumo de energia
‘Fonte H é o gas natural (CH,)
*Perdas intensas

*Poluicao




> Reciclagem de produtos nitrogenados —
processos bioldgicos

vdecomposicdo de matéria
organica (microrganismos
decompositores)

v 'excrecao de produtos
nitrogenados (uréia, acido
urico e amoénia)




> Fixacao bioldgica

90% do N fixado
Procariotos
Assimilacao N, — NH/*

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

@ Por microrganimos que fazem
associacao simbiodtica com as
raizes de plantas leguminosa
(produtoras de graos)




Existem 6 processos importantes de
transformacao e reciclagem de Nitrogénio

reduction
by some 4
anaerobic
bacteria,
most
plants 6 Amino acids
and other
reduced
synthesis in nitrogen-carbon
plants and compounds
microorganisms
5 degradation
3 by animals and
Ni ' | LA microorganisms
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denitrification nitrogen fixation 1
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Azotobacter, Rhizobium)

nitrification

by soil bacteria
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NOg

nitrification
by soil bacteria
(e.g., Nitrosomonasz)



1 - Decomposicao e excrecao

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

Liberacao de amonio — Amonificacao




A maioria dos animais terrestres eliminam o excesso de N
ingerido na dieta através de reacoes bioquimicas diferentes
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Ciclo da uréia Essa é uma das formas mais importantes
de reciclagem do nitrogénio

Amino acid

NH3 Carbon skeleton

78BN

CO, Glucose Acetyl-CoA Ketone bodies
+
H,O0

Urea

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



v A ureia liberada na natureza pode ser convertida em amonia
voltando ao ciclo biogeoquimico do nitrogénio através da
acao dos microrganismos decompositores

v A amobnia pode ser utilizada diretamente pelos vegetais e
microrganismos ou convertida a nitrato por microrganismos
(principal via de obtencao de N pelos organismos produtores

primarios)



reduction
by some
anaerohic
bacteria,
most
plants

Nitrate : 3
NO3 o
denitrification

nitrification

Azotobacter, Rhizobium)

4
Amino acids
Sintese "::;3%
synthesis in nitrogen-carbon
plants and compounds

microorganisms
degradation
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nitrogen fixation
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nitrification
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microorganisms

1

Decomposicao

e excrecao -
amonificacao

(e.g., Nitrosomonag)

Como a amonia é transformada em nitrato?

2 - Oxidacao bacteriana _da amoénia - Nitrificacao




v. A amobnia 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 oxidacgao.

v Atransformacdo da aménia
em nitrato passa por duas
fases:

Amonia —Nitrito—Nitrato

v Composto reduzido passa a
composto oxidado

Quais organismos oxidam a amonia?

Oxidation

Reduction

A

/ N03"

(Nitr?bacter)

Nitrification NO,"

(Nitrosomonas,
Nitrosococcus)

NH3, NHz*



Os microrganismos que transformam a amonia em nitrato podem viver no

solo ou agua e participam de apenas uma das fase de oxidacao

Geénero 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 hitrito— nitrato Solo, agua doce e marinha
Nitrospina hitrito— nitrato Agua marinha

Nitrococcus nitrito— nitrato Agua marinha




Reducao do Nitrato

+5
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BLOQUEIAM O
TRANSPORTE DE
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FASE CLARA DA
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Alfa-aminoacido Alfa-cetoglutarico
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Glutamina Alfa-cetoglutarico
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ORGANISMOS — { ASPARAGINA AMINOACIDOS
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CARBAMIL~P NITROGENADAS




v ApOs a oxidacao da amobnia a nitrato os vegetais e alguns

microrganismos incorporam tal composto e o utilizam para
a sintese de moléculas nitrogenadas

v" O nitrato formado nos processos de nitrificacado podem ter

dois destinos — absorcao pelos vegetais ou voltar para a
atmosfera como N2 (desnitrificacao)
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‘Dois caminhos pode seguir o nitrato formado

durante a nitrificacao



Desnitrificacao (Respiracao do Nitrato)

Pseudomonas
(anaerobiose) 0

Substratos
organicos

REGIAO ANAEROBICA, FORA
DO ALCANCE DAS RAIZES



Perdas de N do ciclo

3 - Desnitrificacao

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

Processo importante na respiracao anaerobia de
algumas bacterias.

Essas bactérias usam o NO,"como o doador de e-
liberando N, na atmosfera

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

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



Exemplos da aplicac&o desses processos

O Tanque de Arejamento Prolongado (Tanque de Nitrificagcao) destina-se essencialmente a
transformar a matéria organica degradada em amaonio e nitrato.

No Tanque de Desnitrificac&o é realizada, como o0 nome indica, a desnitrificacdo, de modo a
remover 0 azoto até niveis exigidos por lei com liberacao de Nz.

O Tratamento Biologico de lixo urbano € composto por duas etapas principais: processo de
nitrificacao/desnitrificacéo

b




O nitrato e a principal forma de assimilacao de N
pelos vegetais.
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Azotobacter, Rhizobium)

Nitrificacao
2

Nitrite
NO3

nitrification
by soil bacteria
le.g., Nitrosomonas)

nitrification
by sail bacteria
{e.g., Nitrobacter)




4 — Reducao - Absorcao e assimilacao de nitrato

pelos vegetais e microrganismos

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

Nitrato e amodnio sao
objeto de intensa
competicao entre
microrganismos do solo e
plantas

Plantas desenvolveram
um mecanismo especial
para capturar esses
elementos rapidamente
do solo e estoca-lo.

Oxidation

Reduction

A

-

NO3™
(Plants)

NO,™ Nitrate
’ reduction

(Chloroplasts)

!

NH,*
“— Proteins



pH=T7.2
A= -100 to -250 mV

Entrada gasta energia - manutencéo do potencial [NOg'] =105 mV

eletroquimico Vacuole /" Plastid

pH=5.5 // Glutamine

] . Ap=-90mV

Nitrato pode ser armazenado em vacuolos Rt (GS-GOGAT
Isso aumenta a capacidade de absorcéo dele pela NO- e
planta 7) NO.- MNitrite

e ¢ | reductase

irate

Transformado em nitrito pela enzima nitrato redutase ) reductase -9/

Nitrito € altamente reativo e deve ser rapidamente
retirado do citoplasma

Entra nos plastideos e e transformado em aménio :ii:il::”.“,]_/’f 4
pela nitrito redutase Plasma

membrane



v 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.

v' Alguns paises impde limites ao teores de nitrato dos vegetais

v Tipo de cultivo e ou uso de diferentes formas de adubacao nitrogenada influencia
no teor de nitrato dos alimentos.



reduction

by some 4 Absorcaoe

anaerobic 7 .
bacteria, reducao do nitrato
most e
plants Amino acids
and other
reduced
synthesis in nitrogen-carbon
plants and compounds
microorganisms
Desnitrificagao degradation
by animals and
Nars - 5 . G microorganisms
NI’I am_ ] ﬁ Amml WH:
03 denitrification nitrogen fixation ‘
by some bacteria 1
(e, Klebsiella, = =
Azotobacter, Rhizobium) DecomPOSIQaO

- amonificacao
Nitrificacao
2

Nitrite
NO3

nitrification
by soil bacteria
le.g., Nitrosomonas)

nitrification
by sail bacteria
{e.g., Nitrobacter)




5 - Fixacao Bioldgica do Nitrogénio

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

v Certas bactérias formam amoénio a partir do nitrogénio atmosférico
v'Bactérias de vida livre ou bactérias simbidticas

v Hospedeiro fornece metabdlitos para bactéria e esta fornece
nitrogénio organico para o hospedeiro

v Enzimas responsaveis — Complexo Nitrogenase



_Exemplos de organismos que podem realizar a fixacdo do nitrogénio

Fixacao simbionte do nitrogénio

o e o e R

Planta hospedeira Fixacao simbionte de N
Legumes: leguminosas e Parasponia Azorhizobium, Bradyrhizobium, Photorhizobium,
Rhizobium, Sinorhizobium
Actinorrizicas: Alnus (arvore), Ceanothus (arbusto), Frankia
Casuarina (arvore), Datisca (arbusto) Nédulos raizes
Gunnera Nostoc Apoplasto do caule
Azolfa (pteridofita aquatica) Anabaena
Cana-de-acucar Acetobacter

e

Fixadores de nitrogénio de vida livre

Tipo Géneros fixadores de N
N : :
Qanobactenay(algas azuis-esverdeadas) Anabaena, Calothrix, Nostoc
Outras bactérias
Aerobicas Azospirillum, Azotobacter, Beijerinckia, Derxia
Facultativas Bacillus Klebsiella
Anaerobicas
Ndo-fotossintetizantes Clostridium, Methanococcus (Archaebacteria)

Fotossintetizantes Chromatium, Rhodospirifflum



Vida livre

v Importante em cultura do arroz e oceanos
pois podem fixar o N em condicbes de

anaerobiose
vegetativas

v Fixam N em campos alagados e morrem |
guando eles secam liberando o N fixado |

v Nitrogenase estd localizada dentro de
heterocistos e protegida por camadas de
glicolipideos que funcionam como uma

barreira a difusdo de O2 Cianobactérias




Simbiose

Nodulos nas raizes de leguminosas

v Nodulos - nicho ecolégico da simbiose e onde
ocorre a Fixacao Bioldgica do N2

v Nédulos conectados a planta via tecidos
vasculares

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

v’ Associacao rizobio/leguminosa - 35 milhdes de
toneladas de N/ano

v' Especificidade bactéria X hospedeiro




Soja — Bardyrhizobium japonicum

e Bradyrhizobium elkani



icii

Feijao — Rhizoium Ieguminorum bv phaseoli, ou Rhizobium trop




Alfafa — Sinorhizobium meliloti



Trevo — Rhizobium leguminosarum bv trifolii




Ervilha — Rhizobium leguminosarum bv viciae




Sesbania - Azorhizobium caulinodans (nédulos no caule)




Como ocorre a fixacao simbiodtica do Nitrogénio?

v Plantas e rizébios vivem normalmente em condicfes
adequadas sem necessidade de simbiose

v’ Deficiéncia de nitrogénio solo — inicia-se processo de
simbiose

v Simbiose requer troca de sinais entre os simbionte e
formac&o dos nodulos



Formacao dos noédulos em raizes

"
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\H O

Phioem

Nodule vascular
. : Iinfected tissve
Epidermis Pericycle :

Quimiotaxia e
aderéncia das
bactérias a raiz

Multiplicacéo das células
corticais e formacéao do
cordao de infeccéo

Liberacao das bactérias nas
celulas, multiplicacéo e
diferenciacao em bacteroide



v' Desenvolvimento da nitrogenase,
leghemoglobina e enzimas
relacionadas, com a fixagcao do N2.

v" Reducéao do nitrogénio atmosférico

até amonio pela enzima nitrogenase.

v AmoOnia é convertida em aminoacido
(glutamina ou asparagina) e
ureideos.

Uninfected cells express
nodulins involved in assimilation,
tl’ﬂl‘.lﬁp{}l!'l

Infected cell
Symbiosome L

membrane channels,
transport proteins

N assimilation

Amides, ureldes




Incorporacéo pela planta, da amonia produzida pelos bacterodides
Glutamina/Asparagina e ureideos

Uninfected oclls Infected colls
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Leguminosas tropicais (soja) usam ureideos como forma de transporte de N




Inter-relacao dos processos de assimilacao e transporte de nitrogénio

ApoOs a absorcao pela planta o nitrogénio inorganico
precisa ser incorporado (ou assimilado) na forma
organica, sendo posteriormente utilizado nos sitios de
consumo da planta, ou seja, nos tecidos em rapido
crescimento (folhas em expansao, meristemas, pontas
de raiz) e armazenamento de reservas (sementes),

sendo esses processos altamente integrados.
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O amonio em altos niveis pode ser toxico para as plantas,
dessa forma, dispersa o0 gradiente de prétons na
transmembrana, que é necessario para o0 transporte de
elétrons na fotossintese, respiracao, cadeia respiratoria e

para “captura” de metabdlitos no vacuolo.

A toxicidade do NH,* pode dissipar os gradientes de pH.
O lado esquerdo representa o0 estroma, a matriz
mitocondrial ou o citoplasma, onde o pH é mais elevado.
O lado direito representa o lumen, o0 espaco inter-
membrana ou o vacuolo, onde o pH é mais baixo; a
membrana representa o tilacoide do cloroplasto, a
membrana interna mitocondrial ou o tonoplasto de uma

célula de raiz

Em pH alto, o NH,’
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e

Alto pH:
Estroma, matrnz
ato
OH

ra

Membrana 4

H0

Baixo pH:
Ume, espaco
intermembrana ou vacuolo

=

[ |
" il t+: X
||

NH,' + OH —l’ NH; —~|—~.—> NH, + H' —— NH/S

OH

om O OH
formar NH.

“‘ H

maemmorana ¢

1 un

e permeavel a

de por

nterMmeasD dessa, ge

OO |

gradiente

WA ar

»

"M
de

4
vagal

O

“\J

NH reage coma H

Dara 'l Nt ” .



As células vegetais sdo capazes de evitar a toxicidade do amonio principalmente pela
rapida conversdo do mesmos em aminoacidos.

Glutamato + NH,* +ATP -> Glutamina + ADP + Pi

O aumento dos niveis de glutamina nos plastideos estimula a
atividade da GOGAT (glutamina: 2 oxo-glutarato aminotransferase).

Opcao 1: Glutamina + 2-oxoglutarato + NADH + H* -> 2 glutamato + NAD*

Opcgao 2: Glutamina + 2-oxoglutarato + Fd .4 -> 2 glutamato + Fd,

As enzimas que utilizam o NADH (opcao 1) estéo localizadas nos plastideos de tecidos
nao fotossinteticos, j& as enzimas que utilizada Fdred estdo presentes nos cloroplastos e
atuam no metabolismo fotorrespiratério do nitrogénio.



Bioquimica da Fixacao Bioldgica do Nitrogénio

N, + 16ATP + 8 e+ 10H* —» 2NH,* + H, + 16 ADP + 16Pi

Duas enzimas sao importantes e
constituem o complexo da nitrogenase

(Dinitrogenase redutase e dinitrogenase)



Dinitrogenase redutase
L

=gl

*Homodimero (2 NifH) X
& oo 4Fe-4S Cluster

-

*PM 60.000
*1 complexo 4Fe4S (Centro redoxi) — transfere 1 e-
2 Sitio de ligacao para ATP

o W P-Cluster

-

¥ ——  FeMo-Cluster

Dinitrogenase

*Heterotetramero (2 NifK e 2 NifD)
*PM 240.000

*Grupos prostéticos

2 sitio P (8Fe7S)
2 FeMoCo (1Mo, 7Fe, 9S e homocitrato)




4CoA + 4C045 +

. ~ . A . ) 4 pyruvate 4 acetyl-CoA
Como ocorre a fixacao do nitrogénio pelo Complexo Nitrogenase?
Be
& Ferredoxin or 8 Ferredoxin or
8 flavodoxin B flavodoxin
{oxidized) (reduced)
v' Doador de elétrons é o piruvato (NADH) se

v  Passam para a dinitrogenase redutase pela

8 Dinitrogenase

ferredoxina (um elétron de cada vez) reductase
(oxidized)
< _ 16ADP
v Chegam a dinitrogenase que deve receber + 16P;
pelo 8 elétrons para reduzir um N2 a amonio. 8 Dinitrogenase
reductﬂ&eﬁaiolafﬂ:liud}
+1

v Dois elétrons a mais sdo usados para reduzir
2H+ em H2 em um processo que acompanha a
fixacao do Nitrogénio

N, + 16ATP + 8 e+ 10H* - 2NH,* + H, + 16 ADP + 16Pi




PIRUVATO + Pi

2 Ferro- 2 Ferro-
doxina (Fe*?) doxina (Fe*?)
2 Ferro- 2 Ferro-
doxina (Fe*?) doxina (Fe*?)

ACETIL~P + CO, + 2 H*

NITROGENASE
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