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MODELOS QUIMICOS EN LA FIJACION DE NITROGENO

Danicl Rabinovich y Richad P. Korswagen*

INTRODUCCION

Las plantas, como todo scr vivo, necesitan y obticnen carbono, hidrége-
no y oxigeno del aire y dcl agua. Adcmads necesitan nitrégeno, fosforo y pota-
sio como nutricnics primarios; calcio, magnesio y azufre como nutricnics sc-
cundarios y varios otros elementos en cantidaddes minimas, 1lamados oligoele-
mentos.

Aun cuando los requerimicntos alimentarios los satisface con frccucncia
el propio suclo o ¢l hombre a través dcl uso de abonos y fertilizantcs, existe
un mecanismo sumamente importante por ¢l cual las plantas obticnen nitrége-
no del aire, proceso conocido con ¢l nombre de fijacion de nitrégeno.

La fijacién del nitrégeno atmosférico por microorganismos, en cfccto,
es un proceso cuya importancia s6lo ¢s superada por la fotosintesis. Ella radi-
ca en que es un paso fundamental en el ciclo del nitrégeno, y hace aprovecha-
ble dicho elemento para la nutricién de las plantas.

Resulta un proceso interesante dado que la fijacion del nitrégeno se lleva
a cabo ficilmente en diversas bacterias, algas azul-verdes, levaduras y en aso-
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ciacioncs simbidticas entre bacterias y legumbres, presentindose en condicio-
ncs suaves, no obstante que el nitrégeno resiste obstinadametne el ataque qui-
mico ordinario, aun en condicioncs scveras.

Las bacterias del suclo fijan ¢l nitrégeno del aire, convirtiéndolo en amo-
niaco, gracias a una metalocnzima que cataliza el proceso, la nitrogenasa. El
amoniaco resultante no sélo fertiliza la planta huésped, sino que escapa a los
alrededores, estimulando asi el crecimicnto de otras especies.

Las primeras contribucioncs al estudio de la fijacién del nitrégeno se de-
ben a nombres como D. Burk, P. W, Wilson y A. 1. Virftanen, pero la elucida-
cion bioquimica del proceso enzimitico involucrado tuvo recién un gran im-
pulso a partir de 1960, afio en que se logré preparar extractos libres de células
con capacidad de {ijar nitrégeno [1]. Aun cuando en la actualidad todavia no se
conocen totalmente ni los mecanismos de fijacién ni las estructuras completas
de las especics participantes, existe un conjunto de modelos que tratan de repro-
ducir ¢l comportamicnto de la nitrogenasa y explicar este trascendental proceso
natural.

EL CLCLO DEL NITROGENO

El Ciclo del Nitrégeno en la Naturaleza, esquematizado en la Figura 1,
involucra al nitrégeno junto con sus compuestos en cinco procesos basicos:

1. Fijacién del nitrégeno del aire por microorganismos (ccrca del 70%),
por la produccién industrial del fertilizantes (cerca del 30%) y por la for-
macién de 6xidos de nitrogeno por descargas cléctricas cn la atmésfcra.
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Fig. 1: Ciclo del Nitrégeno.
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2. Uso de los nitratos del suclo por las plantas para formar proteinas.

3. Produccién de compucstos amoniacales cn plantas y animales que se des-
componen.

4.  Nitrificacién de compucstos amoniacalcs a nitrittos y lucgo a nitratos,
parte de los cuales son lavados por el agua del suclo.

5. Reduccién de nitratos y nitritos a nitrégeno por la accién de bacterias
desnitrificantes.

Como en todo ciclo natural, sc trata de procesos interdependientes, por
lo que es evidente la importancia de 1a fijacion del nitrégeno por micro-
Organismos.

COMPLEIJOS DE DINITROGENO

Recién en 1965 fue caracterizado por Allen y Scnoff [2] el primer com-
plcjo de coordinacién con la molécula de nitrégeno como ligando. A partir de
cntonces sc han cstudiado varias decenas de cjemplos mas, y han sido propucs-
tas cuatro posibles formas de cnlace:
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Las formas estructurales 1 y 2 son las mds comunes, y ya han sido pu-
blicaddas detalladas revisionces sobre la quimica de los compuestos de dinitroge-
no [3, 4]. Baste mencionar que en esic lipo de complejos el metal central casi
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sicmpre se encuentra ¢n un estado de oxidacion muy bajo, lo que permite una
retrodonacién electrdnica mis efectiva hacia la molécula de Ny que, al esiado li-
bre, es de por si apolar y muy incrte.

FUACION DEL NITROGENO in vitro

El descubrimiento de que ¢l nitrégeno molccular podia formar comple-
jos estables con metales de transicion dio fugar a amplias investigaciones so-
bre 1a posibilidad de fijacién del nitrégeno mediante dichos complejos.

Entre los diversos sistemas investigados, el que emplea titanio (II) fuc
el primero ¢n dar resultado. Los alcéxidos de titanio (II) forman complcjos de
dinitrégeno que entonces pucden ser reducidos, con la subsccuente liberacién
de amoniaco o de hidracina, segun la siguicnte scrie de reacciones [S]:

Ti(OR)y + 2€ = Ti(OR)2 + 2RO
Ti(OR)z + N, —> [Ti (ORI, N,]
[TioRI2Nz] + 4€ _ > [Ti (ORIzN2] 4~
+ .
a A > N, He + Ti(OR),
[TitoRIzN2] ——< -
€ > [Ti(ORI, N ]
[TilOR),N,] 8 + 6HT > 2NHs + Ti(OR),

Un modelo més préximo a la nitrogenasa es el sistema de Schrauzer {6].
Se compone de un complcjo de Mo con cisteina, tioglicol u otro tiol, FeSOy
y un agente reductor, tal como BH,~ 0 NayS,0;. El sistema puede reducir al
acetileno, Ny, N3~, N,O y RNC, los cuales son todos sustratos que la nitroge-
nasa también rcduce. Se ha encontrado que la combinacién del molibdeno y el
hicrro es muy especifica en su accién y el mecanismo propuesto incluye un
acetileno coordinado latcralmente al molibdeno segun el tipo &t - olefina.

También han sido estudiados complejos del tipo [M(N5); (PR3),], donde
M = Mo, W, y R = Me,Ph, que reaccionan con 4cido sulfirico en metanol pa-
ra formar un mol de N; y, a lo sumo, 2 moles de NH; por mol de complejo.
Aunque los rendimientos de NH; no son de momento halagadores, se picnsa
que se esta en el camino a la comprensién, aunque sea parcial, de los fenéme-
nos que ocurren en la nitrogenasa.
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FIJACION DEL NITROGENO in vivo

Las investigaciones bioquimicas en tormo a la fijacién del nitrégeno in
vivo sc centran cn la preparacion y caracterizacion de las proteinas de la nitro-
genasa, la metaloenzima que cataliza el proceso, y en la investigacién del me-
canismo de su funcion.

Hay varias bacterias y algas azul-verdosas que pueden fijar ¢l nitrégeno
molecualr, tanto especies de vida independiente como simbidticas. Entre las
bacterias mejor estudiadas se encucntra la anacrébica Clostridium pasteuria-
num, la acrébica facultativa Klebsiclla pncumoniac y la acrobica Azotobacter
vinelandii, aunque la nitrogenasa sc ha logrado aislar de cerca de 20 microorga-
nismos.

Se ha obscrvado que los microorganismos fijadores de N pucden cxcre-
tar hasta ¢l 80% dcl nitrogeno que asimilan [1] en forma de diversos compucs-
tos utilizables por las plantas supcriores, tales como NHj, derivados de hidro-
xilamina, aminodcidos, pé idos, cic.

La nitrogenasa.-

Es improbable que los sistemas de las nitrogenasas de todos los microor-
ganismos fijadores de Na scan idénticos, pero ya desde el ano 1930 se sospe-
chaba que ¢l molibdeno no solo cra constituyente de ellas, sino un clemento
csencial para la fijacion bioldgica del nitrégeno.

Lanitrogenasa consiste fundamentalmente de dos proteinas de hicrro-azu-
fre y un cofactor, que ¢s un complcjo organometilico que activa la cnzima, y
s¢ describen brevemente a continuacion.

1. El componcente mavor, llamado "Proteina Mo-Fe”, con un peso molecu-
lar de alrededor de 220000, contiene, ademds de 2 dtomos de Mo y entre
20 y 32 de Fe, un nimero variable (pero siecmpre cercano al de dtomos
de Fe) de aniones sulfuro Idbiles, que probablemente actdan como pucn-
tes entre metales. Por lo menos 1a mitad de los dtomos de Fe se encuen-
tra formando cumulos ctdlicos FeySy del tipo ferredoxina (Figura 2),
scgun sc ha determinado por eso 7 de espectroscopia Mossbauer y de
resonancia paramagnética clecudn . PE).

[89]

La proteina menor, Hamada "Proteina Fe", con un peso molecular cerca-
no a 57000, conticne 4 dtomos de Fe y 4 dtomos de azufre Libil, wm-
bién dispucstos cn un cumulo FeySy del tipo ferredoxina, y ningdin dto-
mo de molibdeno.
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Figura 2: Estructura de la unidad FeyS4(Cys = cisicina)

3. Elcofactor hicrro-molibdeno (FeMo-co) ¢s un pequcefio camulo disocia-
blc con composicion aproximada MoFeg7Sg_ 10 ¥, segln una comunica-
cién recicnte [7], parcee ser el lugar en ¢l cual se produce 1a reduccion
del nitrégeno molecular.

A pesar de mualtiples estudios, la estructura cxacta del cofactor Fe-Mo
constituyc uno dc los mayorcs problcmas aidn sin solucidon cn la Quimica
Bioinorgdnica contcmporanca. Ninguno de los muchos csfucrzos rcalizados
por producir andlogos sintéticos ha resultado en la preparacién de cimulos con
la estequiometria correcta, aun cuando varios cimulos de Mo-Fe-S han sido
sintctizados. Entre éstos sc ticnc al MoFc3S,4 tipo "cubano®, a una unidad
MoS,Fe, con puente triple, a cumulos MoaFegSg cn forma de hexdmeros con
"doble sombrero” y, mds recientemente 7], al cimulo [MoFceSg (CO) 61,
quce ticne la composicion mas préxima a la del cofactor lograda hasta ahora (Fi-
gura 3).
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Figura 3: Algunos cimulos de Mo-Fe-S. -

La accién de 1a nitrogcnasa.-

Con la ccricza de que un dtomo de molibdeno, sca en la "Protcina
Mo-Fe" o en ¢l cofactor Fe-Mo, constituye el centro activo donde la molécu-
lade nitrégeno sc reduce a amoniaco, apareniemente la proteina pequeiia ("Pro-
teina Fe") cumple la funcién de transportar los clectrones desde ¢l agente reduc-
tor hacia cl centro activo de la enzima.

Bajo condiciones dc laboratorio ¢l agente reductor es normalmente ¢l
NayS,04 (pero también sc ha cmplcado KBHy) y 1a hidrdlisis de la sal mono-
magnésica de ATP a ADP y fosfato inorginico proporciona la encrgia ncccsa-
ria para cada ctapa dec wansferencia de clectrones.

Después de una scric de ctapas de transferencia de electrones y de proto-
ncs del agua al dinitrégeno que se reduce, las proteinas se regencran a sus csta-
dos de oxidacidn originalcs.

En cuanto al mecanismo de la reduccidn del dinitrégeno por la nitrogena-
sa, no se han dctectado intermediarios cn csta reaccion, pero un interesante fe-
némeno observado sugicre que la diimina, NH=NH, se produce durante ¢l pro-
€CS0.

El fenémeno consiste cn la cvolucién de hidrégeno molecular, lo que
ocurre aun si 1a rcaccion sc lleva a cabo bajo presién saturada de Np. Como la
evolucién de H; es completamente inhibida por ¢l acetileno, se concluyé que
alrcdedor del 75% de los electrones disponibles se utilizan para la reduccion
del Ny y el resto producen Hj.



Por tanto, considcrando la cvolucion de hidrogeno junto con la reduc-
cion dec No, la estequiometria correcta de la reaccion global scria:

Ny + 8H* + 8¢ = 2NH; + H,

Por otro lado, como la reduccion del acetileno por la nitrogenasa da tni-
camente ctileno, ¢s plausible asumir que la reduccién de Ia cspecie isoclectroni-
ca N, produzca diimina como primer intermedio, tal como ya lo postulaba H.
Wicland en 1922 [8].

La diimina cn medio ligeramente bisico y temperatura ambicnte sc des-
componc cspontincamente:

3N2H2 = 2N2 + }{2 + N2H4

Sin cmbargo, la hidracina producida cs reducida y esta reaccion aparente-
mente ¢s catalizada por la forma reducida de 1a especie de Mo activa (sca la
"Protcina Mo-Fe" o ¢l cofactor) y estimulada por ¢l ATP, como sc ve cn la si-
guicnle ecuacion:

HY +
Mo™d + N,H; ———————+ Mo-NH,-NH; —— Mo%% + 2NH,
(ATP) (H0)

Como resumen, la reduccién del nitrégeno molecular pucde scguir ¢l si-
guicnic esquema:

3N2 +6C-, +6H+, +nATP _ 3[N2H2]
-nADP,-nPi I

[N2H4] 2N2 + H2
+2¢7, + 2HY, 4+ nATP

-nADP, -nP;
2NH;,
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