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1. — INTRODUGAO

Os Actinomicetos no solo participam, entre outros processos,
do importante ciclo do nitrogénio. A reducdo do nitrogénio nitri-
co é uma reacdo que pertence a etapa final do ciclo.O nitrogénio na
forma nitrica pode, ao se reduzir, assumir um dos seguintes aspec-
tos: a) desnitrificagdo direta, regenerando o nitrogénio na sua for-
ma molecular; b) desnitrificagdo indireta, que pode ser por reducio
a nitrito ou a amonia, conforme se pode ilustrar pelo Esquema do
ciclo do nitrogénio no solo. ‘

O N amoniacal sofre uma oxidagdo, passando entdo a nitrito;
por uma nova oxidagdo chega a nitrato.

E admissivel que, provavelmente, o nitrito € forma intermedia-
ria no processo de redugdo de nitrato a amodnia (BONNE & GALS-
TON, 1952). '

Os ibnios de aménio ou seus sais s3o prontamente assimilados
pelas bactérias nitrificantes, convertendo-os em nitrato e colocan-
do-os assim novamente no ciclo do nitrogénio para outros orga-
nismos metabolizarem.

A forma principal de composto nitrogenado assimilavel pelas
plantas é sem divida o nitrato, ou no estado idnico ou de sais.
Comumente, se encontra no solo no aspecto idnico.

O nitrito nio é encontrado em quantidades apreciaveis no te-
cido das plantas, porque elas reduzem o nitrato nas raizes ou ao
nivel das folhas, sendo dai transportado para os diferentes 6rgdos
sob a forma de amino4cidos (BONNE & GALSTON, 1952).

Nio ¢, portanto, colaboragdo de utilidade imediata as plantas
o processo dessa redugdo por microrganismos, sendo de modo indi-
reto, no conjunto harmoniso da biopedologia. Contudo, a presenga
de uma microflora com essa tipica caracteristica é, além de com-
plemento da existéncia conjunta da flora nitrificante (BARJAC,
1954), participante das fases do ciclo do nitrogénio,

Considerando, pois, éste fato, decidimos fazer pequeno estudo
dessa atividade de alguns Actinomicetos isolados de solo, observan-
do a velocidade dessa reagdo sob determinado aspecto.

Em 1900, BEIJERINCK observou primeiro a capacidade dos
Actinomicetos de reduzir nitrato, usando-a como caracteristica ta-
xondmica,

Mais tarde, KRAINSKY (1914) chamara a atengio para um
fato que reputava importante: supunha que poucas espécies eram
capazes de operar essa redugdo e muitas outras,; produzindo pouco
nitrito o consumiam em seu metabolismo apenas terminada a reagdo.

Depois, WAKSMAN (1919), estudou essa capacidade dos Acti-
nomicetos, constatando que alguns “strains” reduzem o nitrato com
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qualquer fonte de carbénio e outros com certas fontes de carbodnio.
Em qualquer désses casos, o que assume importancia € a quantidade
désse composto acumulado e nio apenas formado e consumido.
GHOSH e colaboradores (1930), atribuindo uma tal impor-
tancia a essa caracteristica, houveram por bem dividir os Actinomi-
cetos em trés grupos, de acdrdo com a quantidade de nitrito produ-
zida, isto &, reducgdo nula ou pequena, média ou moderada e forte.

2. — MATERIAL E METODOS

Trabalhamos com 20 cepas de Actinomicetos procedentes de
um solo Latosol vermelho amarelo, isolados alguns no verio, outros
no outono, outros no inverno e, finalmente, utros na primavera, de
acdrdo com o quadro 1.

Usamos um meio nutritivo sintético, cuja férmula foi por nés
estabelecida, usando a glucose como fonte de carbonio.

- Preferimos substituir o meio cl4ssico usado para testar reducio
de nitrato por microrganismo, porque naquele é empregada a pep-
tona como um de seus constituintes, o que pode dar causa de érro,
pois, se parte entdo de outra etapa do ciclo do nitrogénio,

Férmula do meio nutritivo adotado

KNO,; D T TS 0,1 g
MgSO,.TH,O ............... 2,5
KH.,PO, .................. .. 1,25
FeSO,.TH.O .............. .. 0,003
Glucose ..................... 5

Sol. de TRELEASE (7) ....... 1 ml.
H.O de!stilada. Q. S. .......... 1000 ml-

Realizamos o experimento com trés pH diferentes.

1.° tratamento: pH 4,5
2.2 tratamento: pH 55
3.® tratamento: pH 6,5

Embora se saiba que o pH 6timo para ésses organismos seja
proximo a neutralidade, sabe-se também que hd um limite muito
amplo em variagdo, segundo a tolerincia désses séres e segundo
as especies consideradas. MASUMOTO, segundo SHINOBU,
(1958), encontrou uma variagéio entre pH 4,0-9-0, sendo que pou-
cos “strains” preferem os extremos désse limite de concentrag¢do
hidrogénio-idnica.

Adotamos, pois, variagbes préximas do pH encontrado no solo
de origem dessas culturas, isto &, 5,5,



82 Anais da E. S. A. «Luiz de Queiroz»

Ap6s inoculagdo, incubaram-se os frascos a 32¢C, sendo retiradas
amostras para titulacdo do nitrito produzido, com 1, 2, 3, 4, 5 e8
dias de idade da cultura.

Realizamos o método classico de titulagdo de nitrito, com 0
reativo de GRIESS, procedendo mensuragao quantitativa pela densi-
dade 6tica em absorsometro EVANS ELECTROSELENIUM, com
comprimento de onda 4.900 Ac.

QUADRO I

Epoca de isolamento de Actinomicetos de Solo

Estagio do ano Estagdo do ano
9 Verao 277 Primavera
33 » 278 »
89 Outono 281 »
91 » 285 »
92 » 288 »
94 » . 293 . »
126 [ » 316 »
130 | » 327 »
183 Inverno ] 334 »

184 » 338 »

3. — RESULTADOS

A solugdio nutritiva foi distribuida em frascos Erlenmeyer de
50 ml de capacidade, com um contettdo de 30 ml do meio liquido.

Os resultados da reagio de redugdo de nitrato a nitrito estdo
expressos no quadro II,

As quantidades de nitrito produzido pelas cepas 33,92, 94, 183,
184, 277, 288, 293 e 316 estdo representados pelos graficos de
n.e I — X; apenas consideramos 0s resultados dos pH 5,5 e 6,5
porque com pH 4,5 nenhuma atividade se registrou. As demais ce-
pas nada produziram de nitrito, mostrando absoluta inatividade nes-
ta reagio, em qualquer dos pH ensaiados.

A média das quantidades de NO, produzido, a0 5.° € a0 8.¢ dia,
nos pH 5,5 e 6,5, estd expressa no quadro 1L

A velocidade da reacdo de redugdo de nitrato a nitrito esta
representada no gréapico X.
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QUADRO 1II

REDUGCAO DE NITRATO A NITRITO POR
ACTINOMICETOS DE SOLO

. pH pH
57 55 [ 65 45 55 | 63
N.¢ da |N.odej NO, NO:. NO, N, & (N2 del NO, NO, NO,
cepa dias | ,,g/ml | ,,g/ml &/ml cepa | dias | ,,g/ml | ,,g/ml &/ml
i =
! ;
9 1 — — —_ 92 1 — — 3,460
2 —_ — —_ 2 — — 5,320
3| — — — 3 —_ — 10,422
4 — — — 4 — — 10,422
5 — — — 5 — — 10,422
8 — —_ —_ 8 — — 10,422
33 |1 —_— — —_ | 94 1 | — 8,730 —_
2 — —_ 10,800 | 2 | — 13,896 7,642
3 —_ — 16,443 3 — 13,896 | 13,510
4 — — 16,870 4 — | 17,300 | 14,353-
5 — — 16,870 5 — | 17,772 | 25,318
| 8 — —_ 16,870 | 8 —_ 24,694 | 35,200
89 1 — — — | 126 1 | — — —
2 — | — ] Z 1 2 | — | — | =
3 — ] — | — 3 — | = —
4| — | — — 4] — | — | —
5 — | — — S| — | — | —
8 | — | — | — 8 | — | — | —
91 1 — — —_ 130 1 — — -_—
2 — —_— — 2 —_ — _
3 — — -_— 3 —_ — —
4 — — — 4 — — —
5] — | — | — 5] — | — | —
8 —_ — — 8 — — —
183 1 - 5,404 — 288 1 — 110,267 | 7,150
2 — 7,334 —_ 2 — 18,335 7,150
3 —_— 9,148 —_ 3 — 20,077 | 13,898
4 —_ 11,965 — 4 — 29,915 | 14,957
| 5 — | 15,150 — | 5 — | 45,500 | 14,957
| 8 — | 21,773 — | 8 — 45,500 | 24,511
184 1 — 4,014 | 12,231 293 1 | — 3,460 | 10,267
2 — 6,320 | 17,792 2 — 13,124 | 27,020
3 — 11,965 | 18,268 3 — 14,668 | 35,898
4 — 13,458 | 19,841 4 —_ 16,484 | 36,694
S — 14,475 | 20,848 S — 44,790 | 36,690
8 — | 22,230 | 24,077 1 8 — | 44,790 | 36,692
277 1 — — — 36| 1 ! — 6,871 | 14,494
2 — | 18,841 | 20,535 2 — 7,874 | 16,887
3 — | 18,841 | 23,425 3 — | 34,740 | 20,267
4 — 26,794 | 23,426 4 — 41,338 | 29,740
| 5 — 30,050 | 23,422 S — 44,600 | 30912
[l 8 II — | 30,048 'I 23,427 II 8 |I — ]I 44,600 | 33,196
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QUADRO 11

ACTINOMICETOS DE SOLO

REDUCAO DE NITRATO A NITRITO POR

pH pH

451 55 | 65 4,5 5,5 6,5
N.o da [N.odel NO, | NO. | NO. N. da|N.odef NO. | NO. NO:
cepa dias | ,,&/ml | ,,g/ml n&/ml cepa | dias | ,,g/mi | ,,g/ml . &/ml

2 — — — 2 — — —

3| — | — — 3] — 1 — | =

4| — | — — 4| — 1 = | =

8 | — - — B | — | — | —

281 | 1| — | — — 1] — 1| — | —

2 — — — 2 —_ —_ -

3| — — — 3| — | — | —

4 | — | — - 4| — 1 — | =

5| — | — — 5] — | — | —

8 | — | — — 8 | — | — | —

285 | 1 | — — = 1| — — T =

2 — — — 2 —_— — | -

3] — | — — 3] — 1 = | —

4] — | — — 4] — ] = | —

s — 1 — | — s — | — | —

8 | — | — — g — | — ll —

l

I I

QUADRO 111

MEDIA DAS QUANTIDADES DE NO. PRODUZIDO
PELAS 9 CEPAS ATIVAS, EM pH 55 ¢ 6,5, AO 5.2 ¢ AO 80 DIAS

Se dia 80 dia
Ne pH pH
da — l —— vamene e ———— e ——— - .- .
5,5 i 6,5 5,5 l 6,5
cepa | - _
ue NO: ug NO:
33 — 16,870 —_ —
92 —_ 10,422 —_ —
94 — — 24,694 | 35,200
183 — — 21,773 —_
184 —_ — 22,230 24,077
277 30,050 +23,422 — —
288 45,500 —_ — —
293 44,790 36,690 — —
277 164,600 87,204 68,697 116,984
316 44,600 — — 33,196
Média 164,948 87,204 68,697 116,984
Total 9 18,32 9,689 7,633 12,998
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ESQUEMA DO GICLO DO NITROGENIO NO
SoLO

amonificacdo

N_protéico N_ amoniacal
Y assimilagdo
X
-
N- molecular N_ nitroso

desnitrificagdo

CEPA .33 GRAFICO- ?

or \'.» " % NO3 reduzido o NO; , por
Actinomicelos de Solo

-~
NOp mg/mi
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CEPr-92 GRAFICO- 13
R 58 iva do NOy ido o NO2 , por
Actinomicetos de Solo R
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h
i
NOy po/mi
cEPA-94 GRAFICO-113
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Cinetica da reagdo de reducdo de NO, a NO, por Actinomicetos de solo

Tempo- 8 dias
pH=- 8.8

N [ fi
T ———

Cepo 288 Cepa 293 Cepa 318

Cepo 277 Cepa 183 Cepo 184

4. — DISCUSSAO DOS RESULTADOS

O pH 4,5 mostrou-se desfavoravel a produgdo de NO: por estas
cepas ensaiadas: os pH 5,5 e 6,5 mostraram-se apropriados.

As cepas de n.*s 9, 89, 91, 126, 130, 278, 281, 285, 327, 334
¢ 338 nada produziram em nenhuma das concentra¢des hidrogénio-
-ibnicas experimentadas,

As cepas n.°s 33, 92, 94, 183, 184, 277, 288, 293 e 316 foram
as ‘que reduziram o nitrato, em tempo e quantidade variaveis, con-
forme se verifica pelo exame do quadro II, com teor de acidez 5,5
e 6,5.

Portanto, sdmente 9 cepas revelaram habilidade para essa rea-
¢do biolégica, representando apenas 45% sGbre o total.

Dentro do limite de tempo em que durou nossa experiéncia, 2
cepas foram ativas somente o pH 6,5; uma mostrou-se ativa somen-
te com o pH 5,5. Outras ativas, reduziram o nitrato em ambos os pH.

Dentre 15 reagdes positivas, 7 se realizaram em pH 5,5 ¢ 8 em
pH 6,5. Com pH 5,5, registraram-se 4 rea¢des com produ¢do maxi-
ma ao 5.2 dia e com pH 6,5 5 reagdes com produgdo maxima ao
8.2 dia. Esses valores ndo apresentam diferen¢a representativa.

Examinando o quadro III percebemos que a média das quanti-
dades de NO- produzido em pH 5,5 é superior aquela de NO, pro-
duzido em pH 6,5. Igualmente se verifica que a média das reagdes
ao 5.2 dia é superior aquela das reagbes ao 8.° dia.

Considerando que existia na solugdo nutritiva 0,1 g de KNO,
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correspondendo a 45,544 pug de NO, por ml ap6s a redugdo, cabe-
-nos 0s seguintes comentarios.

A cepa n.® 288, a de atividade mais enérgica, apresentou
45,500 ug de NO, por ml, em pH 5,5, no espago de 5 dias, repre-
sentando 99,9%, o que se pode considerar uma redugio completa
da quantidade total existente.

Segue-se a cepa n.* 293 que, em igualdade de condigdes, redu-
ziu 44,790 pg de NO, por ml, representando 98,4% sodbre o total
e, depois, ‘a cepa n.° 316, que reduziu 44,583 pg !de NO, por ml,
ou seja, 97,8% da quantidade inicial,

Apés estas, coloca-se a cepa n.® 277, apresentando j4 uma que-
da da porcentagem que atingiu apenas 65,9%, diferindo, pois, bas-
tante das trés primeiras: reduziu sdmente 30,050 ng de NO, por ml.

As demais ativas, tiveram menor evidéncia.

Decorrente do exposto estamos habilitados a considerar que
estas cepas de Actinomicetos realizam essa reacido de redugdo no
prazo de 5 dias, em pH 5,5.

Diante disso, podemos expressar a cinética dessa reagdo por
um gréafico, o de n.° X, tomando em consideragdo o espaco de 5 dias
e o pH 5,5. ‘

E-nos licito admitir, talvez, uma desnitrificagdo direta, com
liberacdo do N molecular, tendo neste caso escapado a verificagdo,
ou ainda, ocorrido outro aspecto da desnitrificacio indireta, isto é,
reducdo a amobnia.

POCHON et al (1958), citam varias espécies de bactérias res-
ponsaveis pela desnitrificagdo indireta, ou seja, redu¢ido de NO, a
NO, ou NH,, variando segundo o doador de H,. Entretanto, ndo
menciona os Actinomicetos neste grupo. -

Sdo organismos heterotroficos: a intensidade dessa reagio
esta, portanto, na dependéncia da matéria orgénica posta a sua dis-
posicdo, se de mais facil ou nio decomposicao,

Parece-nos admissivel que as cepas de atividade nula ou de pe-
quena capacidade de produgdo, em condigdes diferentes daquela que
proporcionamos, possa manifestar essa capacidade, agora revelada
nula ou limitada. : ,

5. — CONCLUSOES

As cepas ensaiadas que se mostraram ativas, alcangaram o ma-
ximo da produgdo em 5 dias com pH 5,5; éste é o pH do solo de
origem désses organismos,

'O pH 4,5 foi absolutamente impréprio para essa reagio.

As cepas mais ativas sdo as da primavera, alcangando até
99,90% de redugdo do material posto a sua disposi¢ao.
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Estes resultados nos permitem concluir que os Actinomicetos
podem ser portadores dessa faculdade importante nas operagdes bio-
pedolégicas: sdo encontradigos em nossos solos e cuja velocidade
de reagdo € rapida.

Déste modo, os Actinomicetos sdo ativos participantes do ci-
clo do N no solo.

6. — SUMMAY

Among some strains of Actinomycetes isolated from Latosol
red-yelow soil during the four seasons of the year only few strains
had the capacity to reduce nitrate to nitrite. The stronger activity
was shown by t'he strains isolated in springtime and at a pH of 5,5.

.
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