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INTRODUCCION

Se ha observado que cerca de veinte elementos son in-
dispensables para la vida, si bien la materia viviente contiene
trazas de todos los elementos a su alrededor.

Los principales constituyentes de los seres vivos --
son: carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno. Elementos como el
fésforo , azufre, cloro, sodio, potasio, magnesio y calcio son
necesarios, en cantidades menores, para los seres vivos, asi co
mo trazas de manganeso, fierro, cobre, cobalto, molibdeno, bo--
ro, y silicio.

El objetivo de este trabajo es presentar en los dos -
primeros capftulos las caracter{sticas principales por las que
elementos como el calcio, cobre, cinc, molibdeno y los de la --
primera serie de transicién, en forma de iones, son capaces de:

1) actuar como cofactores de encimas o

2) constituir las metaloprotefnas y metaloencimas me-
diante diferentes tipos de uniones ya sea con protefnas o enci-
mas, respectivamente.

En el tercer capftulo, a manera de ejemplo, se presen
ta una revisién de los trabajos realizados en la nitrogenasa, -
en donde el molibdeno es el elemento de transicidn responsable
de su actividad natural que es la fijacién del nitrégeno atmos-
férico en forma de amonfaco que es una sustancia asimilable por
las plantes para su nutricién.

Se ofrece una revisién de los trabajos realizados por

investigadores interesados en desenmarafiar el enigma que toda--

via significa la estructura de la nitrogenasa, el estado de oxi

-



dacibén del molibdeno en la encima en su forma activa y los meca
nismos de accidén més probables por los que puede llevar a cabo

su funcidén tan importante.



CAPITULO I

CARACTERISTICAS DE LC3S IONES METALICOS BIOLOGICAMENTE IMPORTANTES.

Los iones metdlicos bioldgicamente importantes son, -

2+ 2 2+

ademds del Ca , Zn ¥ ¥y Cu y los de la primera serie de tran

sicibn, principalmente,

TABLA I-1
Ién Configuracidn Ién Configuracién
ca’* 3a° re2* 3a®
8e2* 3at ga ot 3a’
Ti2+ 3d2 N12+ 3d8
e 343 cu?* 347
o2 34 o2 3410
Nn2* 3a°

Tabla I-l.- Configuraciones electrénicas de -
los iones metdlicos de la primera serie de ——

transicién. Se incluyen Caz+, cu?t y Zn2+.

Las diferencias en la estructura electxrénica que dis-
tingue a los elementos de transicién de los demés son, princi--
palmente: estado de oxidacién variable, formacién de complejos
y actividad catalftica.

E3TADO DE OXIDACION VARIABLE, -

Los elementcs de transicién tienen, usualmente, elec-
trones de valencia en varios orbitsles de diferentes energfas
pero comparables entre si (por ejemplo 3d 4s 4p) porlo que exis

te la posibilidad de que un ndmero variable de electrones parti-

=30 =



cipe en la unién y dé como resultedo una variedad de estados de
oxidacién.
El estado de oxidacién més alto posible estd dado por

el nimero total de electrones N = ns y (n-1)d.

FORMACION DE COMPLEJCS.-

Los cationes de metales de transicién ejercen fuertes
atracciones electrostédticas sobre moléculas 6 iones que contie-
nen pares de electrones disponibles. Dichas moléculas se conocen
como ligandos y los Atomos individuales que poseen el par elec-
trénico disponible se comocen como &tomos donadores. El conjun-—
to se conoce como compuesto de coordinacidén o complejo. El ni--
mero de coordinacidén denota el ndmero de Atomos donadores aso—-
ciados con el 4tomo central y la forma o estereoquimica del com
plejo depende de este nimero de coordinaciébn.

En un complejo, la isomeria depende de los distintos
ligandos que entren en la esfera de coordinacién.

Los isémeros configuracionales tienen la misma compo-
sicibén quimica y difieren en la permutacidén del ligando.

Los isdémeros conformacionales difieren en los 4ngulos
de torsidén de los 4tomos en el mismo ligando:

1).- Diastereoisémeros.~ Tienen distintas propiedades
fi{sicas y quimicas y se pueden separar por cristalizacibn frac-
cionada, cromatograffia, etc.

2).~- Isbmeros épticos.- son como imédgenes reflejadas
en un espejo, que no se pueden superponer y por lo tanto siem—-
pre hay dos de ellos: no puede haber menos ni més.

Los diastereoisdémeros se clasifican en:

= =



Ndmero Hibridacién
de de
Coordinacidn Orbitales Geometria Ejemplos
7+
2 sp Lineal HC CH, [I{3N-Ag-l\'H3]
3 sp2 Plenar +
trigonnl H,C0, CH,", BCL,
3 . 2- -
4 sp Tetraddrica CH, , ZnCl4 - BCl4 3
+ .
N(CH3) ’ 1\1(00)4
4 dsp? Planar  PtCl 42", Cucl 42‘
Cuadrada
3 2
5 dsp Bipiramidal 1
O S Pgz0-0
Trigonal O=C_/-—[Q" =
C
1l
0
C
ca3§>g Dt
(,'H3 1
OCH
3
5 dzspz Piramidal
Cuadrada Fe en la desoxihemo-
globina
2.3 - 3-
6 d“sp Octaédrica PF, , Co(NH3)6
Mn“*en concanavalina A
FIGURA I-1
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a) Isémeros geométricos.- Los cuales pueden ser "cis"

o "trans". En el caso de la isomeria octaédrica del tipo M A_B

373

pueden existir: isémero facial e isdémero meridional.

A B
A A
B A A A
B B
isémero facial isbémero meridional

b) Isémeros estructurales.- Incluyen isémeros de u-—-
nidén que contienen formas alternadas de coordinacidén del mismo
elemento y ligandos isémeros, los cuales son estructuralmente -
distintos.

En los isémeros dpticos se encuentran:

l.- Enantibmeros configuracionales y

2.- Efectos vicinales (tipo de disimetria).

OTROS TIPOS DE ISOMERIA,-

1l.- Isomerfa de enlace.- Se presenta en el caso de —-
los ligandos que pueden coordinarse en méds de una forma. Ejem—-
plo: el isémero nitro [po(NH3)5N02] s y elnitrito - - = = =

[co(nm,) on0] * .

2.~ Isomerfa de ionizacién.- Tienen la misma composi-

cién pero en solucidén dan iones distintos:
[cr(8,0) ] c1 violeta

3
[Cr(H20)5 c1] c1,.H,0 verde

2
[er(0),01, ] 1.2 H,0 verde
3.~ Isomerfa de coordinacién.- Aparece en los casos -
en que el anibén y el catién son complejos y varfa su distribu--

cién en las dos esferas de coordinacién.

-5 -



Ejemplo: [Co(NHB)G]rCr(CN)sj o [co(cm) ] ECr(NH3);J
o bien cuando el mismo ién metdlico se encuentra en el anidn y -
en el catibns
[Gr(nuy)  TLer(som) 1 v Jor(ng,), (508), T [or(ni,),(s0M), |
que difieren del tamafio de la unidad representativa pero tienen
la misma composicién empirica:
{Pt(NH3)2 c1,Y y IPt(NH3)4][PtCl4I

ACTIVIDAD CATALITICA,-

Todos los elementos de transicién tienen actividad ca-
talf{tica ya sea como elementos libres o como compuestoé.

El poder catalf{tico de los metales por si mismos sur-
ge, probablemente, del uso de sus orbitales d o de la formacidn
de compuestos intersticiales que adsorben y activan las sustan-
cias reaccionantes. La catdlisis por compuestos metédlicos resul
ta de su capacidad para proveer rutas de baja energfa para las
reacciones ya sea pof\el fé4cil cambio de oxidacidén o por la for
macién de intermediarios apropiados.

La catdlisis es un fendmeno complicado y es peligroso
generalizar. Es suficiente decir que los catalizadiores deriva—-
dos de los elementos de transicién son de suma importancia en -

sistemas biolégicos y en la industria gquimica.

ENERGIA DE IONIZACION,-

La energfa de ionigacidén en los elementos de la primg
ra serie de transicién aumenta conforme aumenta el némero atémi
co, pero esta progresién no es uniforme como lo muestra la figu
ra I-2. La cafda en la curva se debe a la estabilidad especial
del conjunto de orbitales d semillenos y a las interacciones de
repulsién acumulativas de los pares electrénicos a partir del -

menganeso al cinc,
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FIGURA I-2.- Energfas de ionizacién de los metales de 1la prime-
ra serie de transicién. Se incluyen Ca, Cu, Zn.

La energfa de hidratacién de los cationes divalentes
mostrada en la figura I-3 no aumenta regularmente como se espe-
ra en un modelo electrostético simple. Unicamente el calecio, -—-
manganeso y cinc siguen este comportamiento debido a que sus —-

configuraciones se aproximan a la simetrfa esférica.

k.

|

g

i
i

Ca ST V Cr Mnfa 0K CoZn

FIGURA I-3.- Calores de hidratacién de los cationes divalentes
de la primera serie de transicién. La 1lfnea punteada es la - -

conducta de un modelo electrostético simple.



La porcidén que va del manganeso al cinc es de gran importancia
sobre todo en este estudio bioinorgénico y se ha reconocido que
para muchas reacciones orgénicas no-redox, catalizadas por metg
loencimas, el orden de efectividad catalitica esté también dado
por la serie de Irving- Williams:

Mn2+< Fe2+ < 002+< N12*< Cu.2+) Zn2+

CONCEPTOS DE ENLACES QUIMICOS.-

Todas las reacciones qufmicas y bioquimicas involu--—-
cran la formacién y, o ruptura de una unidén quimica.

Una unién quimica, segin Lewis, es la comparticién de
un par electrénico por los dos 4tomos que estdn unidos. Sin em-
bargo, Segin Lewis, se pueden clasificar diferentes tipos de --
unién de acuerdo al orfgen de los electrones empleados para for
marla y a su distribucién después de formada.

Enlacé covalente.- Es la comparticién simétrica del -
par electrénico cuando cada 4tomo aporta un electrén para la ——
unién,

Enlace iénico.- Es la comparticidén as{métrica del par
electrénico que forma la unibn, es decir, gue uno de los dos &-
tomos retiene para sf méds tiempo el par electrénico.

Enlace covalente coordinado.- Es la unién de un Atomo
que aporta el par electrénico con un 4tomo que acepta los elec-
trones.

Otro concepto importante para definir tipos de unién
es el concepto 4cido - base de Lewis.

Segin Lewis una base es el compuesto o radical capaz
de donar un par electrénico para la formacién de una unién qui-
mica y un 4cido es aquella especie capaz de aceptar un par elec
trénico para formar un enlace covalente.

Electronegatividad.- Segin Pauling es la capacidad de



un 4tomo en una molécula para atraer para si electrones. Este -
término es importante porque explica la existencia de la polari

dad de los enlaces.

TEORIAS DE UNION QUIMICA.-

En los primeros grupos de la tabla periddica de los -
elementos, la unién es la comparticién de pares electrénicos ——
para que de esta manera los 4tomos alcancen una estructura es--
table parecida a la de un gas noble. Esto no ocurre en los ele-
mentos de transicién pues alcanzarfan estados de oxidacién muy
altos. La unidén coordinada estd formada por la comparticién de
los pares electrénicos del ligando con el metal. Dando el ndimero
correcto de ligandos, el metal tiende a alcanzar una configura-
cién de gas noble, inclusive sin cambiar su estado de oxidacién,

Las principales teorfas que se han usado para expli--
car la unién coordinada son:

Teorfa de Unién Valencia.- Supone que el enlace es —-
covalente,

Teorfa del Campo Cristalino.-— Supone que la unidn es

puramente electrostatica,
Teorfa del Campo Ligando.- Es bésicamente Teorfa del

Campo Cristalino pero con alguna tolerancia para una contribu-~
cién covalente, y

Teorfa de Orbitales Moleculares.- Permite algunas va-
riables en las contribuciones idénicas y covalentes, pero tiene
la desventaja de ser diffcil de aplicarla rigurosamente.

TEORIA DE UNION - VALENCIA,-

Un enlace coordinado se considera el formado por la -

donacién de un par de electrones disponibles del dtomo donador

del ligando a un orbitgl vacio apropiado del metal.



Hibridaeidén de orbitales aiémicos segin la teoria de
Unién - Valencia.- Para explicar los éngulos de unién en una —-
molécula poliatémica se emplea el concepto de hibridacién de or
bitales atémicos.

La hibridacién es la combinacién de las funciones de
onda de n orbitales atémicos independientes para generar n orbi
tales hfbridos, que tienen la energfa y la orientacién promedio
de los orbitales atdémicos puros.

En la figura I-4 se muestran las hibridaciones de los

orbitales atbémicos S y p.

B> Py, P Yorbitales s9°
i gmme/r/a # )edv‘ca

FIGURA I-4

P Py Sonbitghs P
jemjnb 7‘:'//_'};'”/

? Z otbifolls sp,
e yeomeﬁ/q Vinea

e G T



Los pasos para formar un idn complejo pueden conside-
rarse hipotéticamente como:

1l,- La pérdida de electrones por el metal de acuerdo
2 su numero de oxidacidn.

2.- La hibridacién de los orbitales metdlicos apro—--—
piados, que definirdn la estereoquimica del complejo.

3.,- La ocupacién de los orbitales hibridos por los --
pares electrdénicos libres de los ligandos para formar uniones -
sigma.

Las desventajas de la Teorfa de Unidén- Valencia pueden
gser resumidas como sigue:

a) describe qué ocurre, pero no explica por qué.

Gl

b) en el caso de las configuraciones d
(cuando los orbitales d internos son usados para la unién) se -
requiere la promocidén de electrones a orbitales grandemente - -
inespecificos.

c) mientras explica las propiedades magnéticas de un
complejo, no explica suspropiedades espectroscdpicas.

TEORIA DEL CAMPO CRISTALINO, -

El campo electrostdtico de los ligandos desdobla los
cinco orbitales d degenerados del idn metdlico gaseoso libre en
diferentes conjuntos de energfa que se muestra en la figura I-5.

La magnitud de & ( Ao o At) puede calcularse exami-
nando el complejo y dependerd del metal y el ligando involucra-
dos y también del estado de oxidacidén del metal.

La lista de los ligandos de acuerdo al incremento de
{ se conoce como la serie de Fajans - Tsuchida o serie Espec--—
troquimica:

I <Br <{(+3CN) " ~C1 < No3' {F < urea ~0H ~ (+0NO) ~v HCO, - -
<02042’ <H,0 & («NCs)~ < Eprat™ <py~Ni;<en <bipy <phen <(-—N02)_
<K CN"~UNOT ACO

- 21 -
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FIGURA I-5
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TEORIA DE ORBITALES WMOLECULARES,-

De acuerdo a esta teoria, y exclusivamente para unién
7 entre el catidén y los ligandos, los nueve orbitales atémicos
del metal, o sea, 5d 45 y 3p se combinan con los séis orbitales
de los pares electrdénicos del grupo de ligandos para dar quince
nuevos orbitales, los cuales son comunes a todo el ndcleo, Es—-—
tos orbitales se combinan y se ordenan con respecto al conteni-

do energético sefin la figura I-6.

FIGURA I- 6

del me‘hll K 'q de f.‘gandos
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CAPITULO II

FACTORES QUE GOBIERNAN LA REACTIVIDAD Y ESTABILIDAD DE LOS
COMPLEJ 0S.

MECANISMOS DE INTERCAMBIO DE LIGANDOS.-

Hay una gran similitud entre los mecanismos de inter-
cambio de ligandos en complejos y las reacciones de sustitucidn
en moléculas orgdnicas. Los mecanismos de ambos procesos se pue
den agrupar en: 1) procesos asociativos (SN2) donde en el es—
tado de transicién se forma un enlace méds fuerte con el ligando
entrante y se rompe el enlace con el ligando saliente y 2) pro-
cesos disociativos (SNl) donde la cinética depende Unicamente -
de la formacién de un ién, o sea, el atague nucleofflico no in-
fluye en la velocidad de la reaccién. ‘

Las reacciones homoliticas orgénicas son andlogas --

con las reacciones metdlicas redox.

COMPLEJOS METALICOS DE TRANSICION LABILES.~

Es importante diferenciar los términos termodinédmicos
estable e inestable de los términos cinéticos 14bil e inerte. -
Los primeros términos se refieren a una situacién de equilibrio
que involucra reactantes particulares participantes bajo condi-
ciones especi{ficas y los dltimos se refieren a la tendencia ci-
nética de un complejo para intercambiar ligandos. Los mecanis—-
mos disociativos son generalmente més comunes para los metales
de la primera serie, o sea los complejos séis-coordinados y con
dieciocho electrones.

Los mecanismos asociativos o SN2 son més comunes para

= 14 =



los metales mds grandes de la segunda y tercera serie, los que
pueden expander sus esferas de coordinacién para complejos cua-
drados planares y para complejos de metales con pocos electro--
nes como Ti(III) y V(III).

La configuracién electrénica del centro metdlico (por
s{ misma) tiene un efecto sobre la velocidad de disociacién del
ligando. Complejos con niveles t2g llenos o medio llenos, - - -
Cr(III) y V(II), al igual que las formas de bajo spin de - - -
Go(III) y Ru(II) tienden a ser extremadamente inertes. La labi-
lidad se observa en aquellos iones que tienen menos de tres e--
lectrones d o que tienen suficientes electrones para ocupar los
orbitales de antiunién eg*’.

La extrema labilidad de los sistemas de alto spin d4
y d9, en Cr(II) y Cu(II) resulta de los efectos de distorsién -
de Jahn Teller los cuales se distribuyen equitativamente en las
séis posiciones de los ligandos por las formas vibracionales de
ensanchamiento metal- ligando.

Algunas técnicas modernas han hecho posible la medi--
cién de los procesos asociativos y disociativos de los ligandos.
Con respecto a los iones metdlicos divalentes de la primera se-
rie se encontré una completa similitud entre las velocidades de
intercambio con el disolvente y las velocidades de formacién —-
del complejo y un patrén caracteristico en sus reactividades -
relativas como se muestra en la figura II-1, donde se observa -
que la dltima tendencia refleja los efectos de la energfa de es
tabilidad del campo cristalino sobre la disociacidén del grupo -
coordinado.

Con los iones trivalentes de la primera serie el des-

doblamiento del campo cristalino es més grande, como lo es la -

razén carge - tamafio, por lo que iones como Co(III) y Cr(III) -

=15 =



pueden ser extremadamente inertes hacia la disociacién e inter-

cambio de ligandos.

40

A [ Tas S By ook |
Jar ot .2>4

dl‘l

O P R T
5678910

FIGURA II-1,- Velocidades aproximadas de intercambio
de agua para los iones divalentes de metales de tran-
sicidn de la primera serie. Se incluyen 5&2+, Cu2+, -

>,

COMPLEJOS METALICOS DE TRANSICION INERTES, -

Efecto de los grupos:entrante y saliente.- Una etapa
disociativa limitante de la velocidad en el proceso de intercag
bio de ligandos implica que los efectos de variacidén del grupo
entrante deben ser pequeflos en comparacibén con los efectos que

produce el grupo saliente,

- 16 =



Los efectos del grupo entrante son mis notables para -
los metales de transicién de la segunda y tercera serie, los que
son mucho menos lébiles que los de la primera serie. Los metales
de 1la segunda y tercera serie son mis suaves que los de la pri--
mera serie y sus velocidades de sustitucidén son sensibles a la -

suavidad del ligando entrante.

INTERCAMBIO DE LIGANDOS EN COMPLEJOS NO OCTAEDRICOS, -
Los complejos cuadrados planares intercambian ligandos
via un mecanismo asociativo que involucra un estado de transiciéh
0 intermediario cince- coordinado. Consecuentemente, la ley de -
velocidad para el intercambio de ligandos tiene la forma:
-d(complejo)/dt = (k, + szY]) [complejol
donde Y es el ligando entrante. La constante de velocidad k1 es

generalmente mucho menor que k Y es una constante de velocidad

2’
de pseudo primer orden para una via en la cual el grupo saliente

es reemplazado por una molécula de disolvente, la que es despla-
zada por Y.
} k |

- M- X ;iL_____y —_—> - M- 5
! - X lento + D |

- M~-Y

D = disolvente

kl indica que esta via es un proceso asociativo. Se -
deduce que el intermediario cinco- coordinado tiene geometria —-

trigonal bipiramidal en lugar de pirédmide cuadrada, ya que la —-

primera involucra menos repulsiones estéricas entre los ligandos

AT =



(ul
y favorece la unién !l metal - ligando, ademés las entropfas de

activacién para sustitucién cuadrada planar (k2) son negativas ¥

grandes.
AR K, L o
T-M-X ———» T-.a:;_’mg —ge Mo M ¥
NN + Y Ny = Xt ot 2

Los efectos de un ligando sobre el intercambio o sus--
titucién de otro son particularmente pronunciados en algunos com
plejos cuadrados planares y este fenémeno se conoce como Efecto
Trans.

Algunos ligandos T pueden enlistarse de acuerdo a su -
efecto labilizante sobre un ligando trans X :

C,H, ~ NO~CO~ ON ) RP~ Htiourea > ~CH, > CgHg > SCN

> N0, >I > Br >cC1l > NH, > ou')&zo

El gran efecto trans de ligandos como -H .y -CH3 se
debe en gran parte a sus extremas suavidades y a la fuerza de —
sus enlaces 0 con metales d8 suaves como el Pt(II) el cual en -
cierta forma debilita la unidén del ligando trans . El gran efec-
to de la mayoria de los otros ligandos, puede atribuirse a la'eg
tabilizacién del enlace 7 del intermediario cinco- coordinado.
Al final de la lista estdn los ligandos duros pequeiios los cua--
les son los més lébiles, en los centros metdlicos suaves.

Para la sustitucién de ligandos en complejos tetraé--

dricos se sugiere un intermediario cinco - coowdinado debido a -

la entropia de activacién negativa y a la cinética de segundo --

orden observada. En aquellos ligandos que tienen menos de dieci-

ocho electrones en su capa de valencia y que son cuatro- coordi-
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nados se favorece la via asociativa. Pesra complejos cinco - coor
dinados con dieciocho electrones el mecanismo més adecuado es -

el disociativo.

SUSTITUCION EN COMPLEJOS OCTAEDRICOS.-
La mayor{a de los complejos octadédricos no exhiben un
efecto trans pronunciado. Esto se debe aparentemente a que las -

reacciones de sustitucién en un centro octaddrico ocurren via un

mecanismo disociativo SNl.

HIDROLISIS BAJO CONDICIONES ACIDAS,-

En los centros metdlicos las bases conjugadas de &ci--—
dos fuertes como el Cl , SO4= o p-toluensulfonato son buenos —---
grupos salientes. Las bases conjugadas de 4cidos débiles tales -
como OH , F~, N02- N3-, CN T, 0032-, CH300 no son buenos grupos
salientes de dichos centros metédlicos, pero su reactividad se =-
puede mejorar considerablemente con un catalizador 4cido.

Esto se puede demostrar por medio de la siguiente ecua
cidn:

-d(complejo)/at = (k_+ k [H']) [complejo]
que indica la presencia de las vias, ya sea catalizada por un —-
dcido o independiente del 4cido.

Debido a que 2l final de la reaccidén de hidrélisis éci
da hay una retencidén de la configuracidn, se sugiere que la reac
cién procede via un intermediario cinco - coordinado cuadrado -:

piramidal:

— “— e L L]

ISy codil —* k" Co i | >col |
i ok 2Ll L ey
e i 1
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HIDROLISIS BAJO CONDICIONES BASICAS.-
El mecanismo estequiométrico méds adecuado para el caso

del pentamino cloro cobalto (III)es:

NH. 2+ +
1 k
NH3\ 0103/01 kl \3“3/(; » lento
NE.— L >~NH ! \ NH, >
3 NH3 3 @/ - 01-
+ oir‘ + H20
NH es 2+
NH 3 + HO H3N NF3 OH
&o — NH3 ) Co L
@ I PP | >NNH,
. 3 : pido NH3 3

En este mecanismo se nota la formacién de una base con
jugada del ligando amino. La labilizacién del grupo saliente re-
fleja un enlace debilitado debido al caracter fuerte de los en--

laces O ¥y 77del donador del grupo trans amido.

FACTORES QUE AFECTAN LA ESTABILIDAD DE LOS COMPLEJOS
" METALICOS,-

Para nuestros propésitos usaremos como una medida de -
estabilidad 1la constante de equilibrio para la formacién de un
complejo dado = K,

Sin embargo los equilibrios de complejacién metédlica -

suceden en serie y las constantes de equilibrio pueden ser:
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[nr 1

M + Lg— ML K =
1 w1l
[MLz] IMLZ‘I
ML LT—* ML K = =
+ == 2 I AREN K, [MI ):L12

- [ML3‘1 [ML3]

ML L ML K, = =
5 * ST 3 [ur,1 {11 KK, [MifLn]3

Para tales equilibrios es comin usar constantes de ——-

equilibrio acumulativas /3 :

a7 [, T
= o e = o ———a
AT

Bn=EEya K = [MLnYn
= R Iulls}

Debido a que M y L sueles ser especies cargadas, K es -

sensible a la fuerza ibnica del medio. Para mantener una fuerza
iénica constante se usa un electrolito inocuo como una sal.

Los valores sucesivos de K decrecen generalmente con—-
forme aumenta n, especialmente para ligandos con carga negativa,

los cuales no son buenos enlazantes 27.

PROPIEDADES DEL ION METALICO,=-

En cierto grado, la estabilidad del complejo también -
estd determinada por el ién metdlico en particular. Esto suele -
explicarse en términos de los efectos carga - radio y las compa-
tibilidades duro - suave de las combinaciones especificas metal

- ligando.

Se debe recordar que los valores de energfa de estabi-
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lizacién del campo cristalino son un poco m4s pequeiflos que las -
entalpias de complejacidén observadas para muchos iones de la —--
primera serie, que el caracter covalente parcial es importante -
en muchos enlaces, que la geometrf{a preferida de algunos metales
no siempre es octaddrica y que la entalpfa y entropfa de la sol-
vatacién flel ligando puede jugar un papel significativo en los e

quilibrios de complejaciébn.

PROPIEDADES DE LOS LIGANDOS.-

Una de las propiedades més importantes de los ligandos
es su capacidad de complejamiento metdlico (su pKa), 0 sea su —-
capacidad de complejamiento protémico. Para un ién metélico dado
puede establecerse una buena correlacién del K con el pKa del 1i
gando:

log K = a (pKa) + b

La cantidad actual del metal complejado esté determing
da por las concentraciones relativas de los iones metdlicos e —--
hidrégeno que compiten por el ligando. La efectividad relativa -
del ién metdlico y del idén hidrégeno en esta competencia se mide
por medio de a, y sus valores estédn comprendidos entre: 0.5.§ a

5;1.5. Para ligandos como hidruros, alquilo y monéxido de car--
bono esta correlacién es poco importante y el enlace 7 y la ===

suavidad metdlice son factores més significativos.

EL EFECTO QUELATO, -

En muchos complejos hay uno o més ligandos que se unen
a una o mds posiciones de coordinacién, o sea son ligandos que--
lantes. Los complejos de ligandos quelantes son en general ter--
modindmicamente mAs estables que aquellos con un nimero equiva--
lente de ligandos monodentados, este efecto especial se denomi-

na efecto quelato.



Normalmente el efecto quelato esproducido por el auwe=
mento en la entropfa de un sistema, es decir, existe la forma—-
cién de un sistema quelatado,al aumentar el mimero de particulas

» la entropia favorece la formacidén, ejemplo:

3+
Lo (Ngy) ¢ ] + 3 en 5==[Co (en), T S NE,

36
Puede haber factores secundarios que favorezcan la es-
tabilizacién de un sistema quelatado, como lo es una ligadura —-
sencilla sobre una rigida (doble o triple) o la deslocalizacién
electrénica,
El efecto quelato es amplificado en el caso de ligan—-

dos polidentados formando anillos con un 4tomo de metal sencilla

EFECTOS MUTUOS METAL - LIGANDO EN LA ESTABILIDAD DE —-
LOS COMPLEJOQOS.-

Para determinar la fuerza de una interaccién dada metdl
- ligando, es importante considerar su compatibilidadmutua en --
términos: suavidad y dureza. Este pardmetro estd relacionado —-—-—
cualitativamente con la razén carga — tamafio del ién, en la que
los iones grandes de baja carga iénica tienen campos electrostd-
ticos alrededor de ellos f4cilmente polarizables o deformables —
(suaves), mientras que los iones altamente cargados con campos -

electrostdticos relativamente intensos son duros.
De acuerdo a la regla los iones metdlicos duros tien--

den a unirse a los ligandos duros y viceversa; algunas fases de
la conducta de sistemas met4licos en quimica y biologfa han sido

explicados.
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DUROS

INTERMEDIOS

SUAVES

g, 1i*, na*, x*

Be’r Mg®! Ca’l sr°"

2t 113t 53t ot

I3t 123t cadt 1

crot codt pedt sitt

114t sa*t wott wo?t

3+

5,0, OH , F, o1

— = o
CH,CO,", Poi » S0,
o
3 ?
ROH, R,0, NH,

co 0104‘, NO,™

3

BNH,, N,H,

IONES

2+

Gt

2+

Sn -,

n3’,

METALICOS

2+ 2+

Fe“] Co°] Ni

n®? pp2*

o3t id*

LIGANDOS

Glhr

Br , NO,

+ +

o', agt, ', M

2 2 2 2+
He,', He", Pa°, Pt
t4+ 3+

Pt T, T

st, RS , I
B O
SCN ™, 5203
R3P, (30)39, R3As
CN, RCN, CO

E, R, C,H,

TABLA II - l.- Clasificacién de iones metdlicos y ligandos por

el criterio duro - suave
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METAL

SITIO DE DONACION

Na

2+

Ca2+

2+

Fe2+

Fe3*

2+

Zn2+

-donadores de ox{igeno neutro, éteres —--
terminales, carhonilos pept{dicos, po-
siblemente una pequefia carga negativa

en el sitio.

-8itios grandes de donadores neutros, -
posiblemente una carga negativa en el
sitio.

~donadores de nitrdégeno bdsico (duros)

> oxianiones duros (carboxilato, fos-

fato, fenoles y catécoles)

—-oxianiones duros > donadores de nitré-

geno.

-similar al Mg2+ aunque el Mn2+ suele -

tener geometrfia octaddrica.
= =BH) ~-BE, > —-SCHy > carboxilatos

- =OH de serina, fosfato, hidroxamato,
hidréxido
—-donadores suaves, -SH > —NH2>> otros

-imidazol y aminas, péptidos

-imidazol, -SH > carboxilatos

TABLA II - 2.- Sitios de unién preferidos por algunos metales -

biolégicamente importantes.
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MECANISMOS DE TRANSFERENCIA ELECTRONICA PARA METALES, -

Bdsicamente hay dos tipos de mecanismos de transferen-—
cia electrénica,: mecanismos de esfera externa y mecanismos de
esfera interma. En base a esta clasificacidén, las reacciones re-
dox son divididas para su estudio en reacciones de autointercam-
bio entre dos diferentes estados de oxidacidén del mismo metal y

reacciones redox entre complejos con centros metdlicos distintos

REACCIONES EN LA ESFERA EXTERNA,-

‘ El tipo més simple de reacciones redox es la reaccién
de autointercambio de la esfera externa, la cual ﬁuede Ser re—-—-
presentada en términos de contacto entre nubes electrénicas ex—-
ternas de los complejos reaccionantes. Cuando ocurre el contacto
» el electrén "brinca" de un orbital de un complejo reductor a -
un orbital de un complejo oxidante.

Las etapas elementales involucradas en el mecanismo de
la esfera externa son: .
a) Formacién de un complejo precursor:
0x + Red g Ox//Red

b) Activacién quimica del precursor, transferencia e--
electrénica y relajacidn del complejo sucesors
0x//Red 3= ~0x//Red’

¢) Disociacién de los productos formados:

T0x//Red > 0x + Rea'
Cualquier cambio en el estado de oxidacién debe acompa
flarse con un cambio apropiado en la esfera de coordinacién. Si -
la esfera de coordinacidn no se ajusta siguiendo un cambio redox

s el complejo resultante no estarf{ en la forma més estable.

REACCIONES EN LA ESFERA INTERNA.-

En mecanismo de esfera interna es aquel en elcual un -
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reductor y un oxidante distribuyen un ligando en su esfera de —-
coordinacién primaris o interna, el electrén es transferido a -
través de un grupo puenteante.

Las etapas elementales de un mecanismo de esfera inter
na generalizado (en solucién acuosa), puede ser representado --
por:

a) Formacién de un complejo precursor:

Ox— X + Red(H20) <~ Ox=— X- - -Red + H29

b) Activacién del complejo precursor y transferencia
electrénica:
OX— X- - ~Red T—>" Ox- - -X—Red"

¢) Separacibm de los productos formados:
“o0x- -X-Red* + H ,0 === 0x(H,0)" + Red— X'

Varios aniones y grupos puentean con eficiencia Qige——

tinta, generalmente en el siguiente orden:
OH > F- >C” >Br >I > N3‘ D> NC5™ > CN” ) H,0 > cn3eoﬁ“

INTERACCIONES METAL-PROTEINA, -

Las interacciones protefna - idén metdlico difieren ne-
cesariamente de aquellas con amino4cidos y péptidos chicos, por-
que la conformacién’de la cadena peptfdica puede bloquear las —-
reacciones en los sitios potenciales de unién 2l metal o puede
colocar cadenas laterales de aminodcidos que estén distantes de
una posicién adecuada para formar quelatos.

Las interacciones que son asimétricas con relacién a -
la estructura protefnica total, pueden desarrollar sitios hidro-

f{licos sobre la proteina Yy sustancias externas. El sitio redox,

SO



usualmente el centro metdlico, o centros metdlicos, puede loca--
lizarse asimétricamente en la proteina.

La posible influencia de los efectos alostéricos sobre
la reactividad de la metaloproteina y sus mecanismos, pueden ser
vistas en la variedad de ppciones las cuales deben ser incorpo—-
radas selectivamente en una encima para el control y regulacién
de los procesos metabdlicos (activadores y moderadores).

~Algunas catdlisis enciméticas pueden requerir la pre--
sencia del sustrato y cofactores para una actividad méxima.

La ecuacién de Michaelis - Menten es la ecuacién de --
velocidad para las reacciones catalizadas por encimas que sblo -

actdan sobre un sustrato:

k+1 k+2
E + 5 &=—> ES " E + P
L5 ko

EFECTO DEL:.pH Y DE LA TEMPERATURA.-

La mayorfa de las encimas poseen un pH caracter{stico
en el que su actividad es médxima.

El pH 6ptimo de una encima no es necesariamente idén~
tico 21 pH de su entorno intracelular normal.Este hecho sugiere
que la relacién pH - actividad de una encima puede constituir un
factor en el control intracelular de su actividad.

La velocidad de las reacciones catalizadas por enci---
mas se incrementa en general con la temperatura, dentro del in--
tervalo en el que la encima es estable y permanece totalmente --
activa.

Le. aparente temperatura 6ptima es la resultante de dos
procesos:

1) el incremento habitual de la velocidad de reaccién

= DR S



con la temperatura Yy
2) el incremento en la velocidad de desnaturalizacién

térmica de la encima al sobrepasar una temperatura critica, 55 -
60°C.

INHIBICION DE LAS ENCIMAS,-

Es la anulacibén de la actividad de una encima o del —-

complejo encima - sustrato por un metabolito especifico.

T e
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CAPITULO III

EF—MOLIBDENO EN LA NITROGENASA

INTRODUCCION, -

"Como es bien sabido, el nitrdgeno es necesario para =—----

la vida.

Probablemente el ambiente inadecuado para asimilar ni
trégeno, “2’ motivé la evolucién de los sistemas encimiticos -
para efectuar la reduccién del nitrégeno atmosférico y obtener
amonfaco para la nutricién de las plantas.

El proceso es complejo y se realiza en algunas bacte-
rias, algas azules, levaduras (20) y en asociaciones simbiéti--
cas leguminosas - bacterias (21) en condiciones ambientales. El
nitrégeno resiste totalmente un ataque quimico ordinario, a me-
nos que se uéen condiciones severas de temperatura y presién.

En la fijacién bioldgica, una encima que contiene mo-
libdeno y fierro, la nitrogenasa, reduce el nitrégeno a amonia-
co. Este sistema bioldgico sobrepasa cualquier sistema sintéti-
co en eficiencia catalitica,

En este capftulo se presentan: el mecanismo de accién
de la fijacién biolégica del nitrégeno, utilizando las caracte-
risticas naturales de la nitrogenasa, la qufmica del nitrdégeno
y del molibdeno y las caracter{sticas y mecanismos de la fija—-

cién abiolégica del nitrégeno.
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EL CICLO DEL NITROGENO,-

ﬁa fijacibn bioldgica del nitrégeno es de central im-
porportancla en la manutencién de un balance positivo de n1tr6—
;;;E‘;Ziie la Tierra. La figura III-1 muestra un ciclo de ni--
trogeno simplificado e indlca que los agente fijadores de nitré
geno simbidticos o asimbiéticos lo reducen del aire para mante-
ner el crecimiento de los organismos en los medios terrestre y
acudtico.

ILa fijacién bioldégica del nitrégeno regresa el nitré-
geno fijado al ciclo terrestre para reemplazar el perdido al —-
abonar las tierras, por desnitrificacién, lixiviacién y erosién.

Las bacterias son los organismos dominantes, enfre -
los auténomos fijadores de nitrdgeno, en el suelo; mientras —--
que las algas azul - verdosas parecen tener el papel fundamen-—-

tal en el medio acudtico (1).

'qf,/OSFEf(ﬁ

Ay
7
= /— lg'{:m{:a
A e UELO
1]MI:’E% == o 7 avion
d‘ ‘// = /_197“/0" é’
S/aélﬂ- /smvé/o -
tiea / Hiero-  Freq 4
Plantas MAR oga- 1y
é nkmm‘dﬁyr

FIGURA ITI-1
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A.-Agentes nitrégenoefijadores simbidticos.
1l.- Plantas leguminosas + bacterias de los ndédulos de raices
(cacahuate, soya, trébol, etc.)
2.- Plantas no-leguminosas, angiospermas (Aliso, cambrén, —-—-

ceanothus, etec.)

B.- Agentes nitr6geno-fijadores no-simbidticos.
1l.- Algas azul-verdosas (nostoc, anabaena, calothrix, etc.)
2.~ Levaduras (rhodotorula sp)
3.~ Bacterias
a.- Aerébicas (azotobacter, beijerinckia, etc)
b.- Pacultativas (bacillus, klebsiella, etc.)
c.- Anaerébicas
No-fotosintéticas (clostridium, desulfovibrio, me--
thanobacterium )
Fotosintéticas (rhodospirillum, chromatum, chloro--
bium)

TABLA III - 1l.- Agentes bioldgicos que fijan nitrbgeno.(1).

PROPIEDADES DEL NITROGENO, -~

La quimica del dinitrégeno estd dominada por su ex—-——
traordinaria estabilidad cinética y termodindmica (2), de donde
que es el més inerté de las moléculas diatédmicas comunes. La —-—
razén de ésto radica en su estructura electrénica. Esté claro -

gue el triple enlace nitrégeno-nitrégeno es excesivamente fuer-

te (225 kcal/mol). La energia de ionfzacién del dinitrégeno tam

bién es elevada (15.58 eV, 367 kcal/mol). Esto sugiere que la
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energfa de activacién para una oxidacién simple es prohibitiva,
La longitud de enlzce (1.098 X) es muy corta y refleja la fuer-
za de la unién. La frecuencia de alargamiento nitrégeno-nitrégg

no, es més alta que la de cualquier otra molécula diatémica(3).

2
2p "——“///T =¥ ﬁ\\\\_____ 2p
X~
2p -17.1leV
r—x
g =
23 18.7eY
25 25
25
7o 57 Fal

-39.5eV
FIGURA III-2 (3)
En la figura III-2, los catorceé electrones de la molé
cula quedan acomodados asi: cuatro electrones en los orbitales
”&S y Gils* . Los siguientes cuatro en d;s v Ogs: que —-—-

tamposo contribuyen al enlace neto. Los restantes séis electro-

nes forman un enlace ' y dos enlaces 7/ :

2 *2 2 o 4
Moo= i Ués Jés oépx 5

2p

PROPIEDADES DEL MOLIBDENO, -

El molibdeno es el uUnico entre los elementos de la —-
segunda y tercera serie de transicidn que juega un papel impor-
tante en algunas reacciones bioqufmicas (4). Sus estados de ——-—
oxidacién formales van de -2 a +6 con una quimica muy amplia den

tro de los estados 0, 2, 3, 4, 5 y 6.
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Los nlmeros de coordinacién abarcan de 4 a 8 y vir——--
tualmente se conocen compuestos mononucleares y polinucleares o
en todos los estados de oxidacién.

El Mo(VI) es el unico estado de oxidacién que es es—-
table a la oxidacién del aire en solucidén acuosa, sin embargo,
en ausencia de aire, los estados de oxidacidn de Mo(III) a - ——==
Mo(V) pueden estabilizarse en medio acuoso, combindndolos con -
ligandos adecuados como ‘[MOCl6]3_ v [MO(CN)67'4, . Los com—-
plejos de Mo(V) y Mo(VI) son complejos de los oxocationes — —-
MoO
complicado debido a su gran facilidad para hidrolizarse,

El ién M002+ es un tipico catién duro y un cambio a

3+ Yy M002+ respectivamente. E1 estudio de estos iones es —-=

MoO3+ implica un cambio a cardcter suave ya que el MoO3+ forma
complejos m&s estables con ligandos con azufre as{ como ligan--
dos con oxigenos aniénicos. )

Los compuestos de Mo(V) tienden a la dimerizacién, és
to se debe a que los electrones d y los orbitales con pocos ——-—
electrones d parecen estar fuertemente expuestos a los ligandos.
El equilibrio entre los mondmeros paramagnéticos y el dfmero —-
diamagnético puede controlar el balance entre los estados de —-
oxidacién. Tal control es esencial si las encimas de molibdeno
funcionan como agentes que transfieren electrones ya que las ru
tas de baja activacidén energética parg transferir electrones —-
entre las moléculas se llevan a cabo Unicamente cuando los po--
tenciales redox de los componentes del proceso estdn balancea--—
dos correctamente. Tal equilibrio depende en gran medida del --
disolvente. Esto se puede ilustrar con la estabilizacién espe--
cifica del Mo(IV) por el ién cianuf;; la estabilidad del MNo(VI)
con relacién al Mo(III) con el hidréxido como ligando y las es-
tabilidades similares del Mo(III) y Mo(V) con cloruro y tiocia-

nato(5).
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Los potenciales de oxidacién estimados para Mo(V)/Mo
(III) a pH neutro (de -0.6 a =1.0 V) los colocan entre 108 po--
tenciales de los sistemas bioldgicos. La habilidad del &cido —-
mercaptoacético (E%v -0.30 V) para reducir elMo(V) a Mo(III) —-
ilustra como el potencial redox de un par de molibdeno lo intro
troduce en el rango bioldégico por la estabilizacién preferen---
cial de un estado de oxidacidén més bajo, pues los estados de —-
oxidacién mis bajos se estabilizarén preferentemente con ligan-
dos con éarécter W/-aceptor, y los ligandos tiol resultan ser
los ligandos m&s adecuados de este tipo.

La extrema sensibilidad de la nitrogenasa hacia el —-
oxigeno, el efecto inhibitorio del monéxido de carbono y la ne-
cesidad de llevar a cabo la transferencia de séis electrones a
la molécula de nitrbégeno hacen suponer que el molibdeno, en la
encima reducida, estd en un estado de oxidacién bajo, probable-
mente Mo(III) (4) y (6).

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA NITROGENASA.-

La nitrogenasa est4 formada por dos protefnas: una -
Fe-Sprote{na y nna Mo-Fe-protefna. La primera es una proteina -
de bajo peso molecular (45 000 - 65 000), consiste en dos sub--
unidades aparentemente idénticas y conteniendo cuatro dtomos de
fierro y cuatro sulfuros dcido-l4biles por mol. La Mo-Fe protei
na tiene dos 4tomos de molibdeno por mol asficomo entre diecio--
cho y treinta y séis 4tomos de fierro y una cantidad comparable
de azufre 4cido-14bil. Su peso molecular es aproximadamente de
210 000 y se han reportado cuatro subunidades idénticas o de —-
dos tipos distintos (con dos de cada tipo), (4),(22).

La extremada sensibilidad de la Fe- proteina es un —-

gran obstéculo en su purificacién. Las Fe- proteinas de A. vi--
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nelzndii y de C. pasteurianum son 1dbiles al frio y pierden su
actividad rédpidamente a temperaturas abajo de 5°¢.

La Fe- protefna contiene una alta proporcidén (aproxi-
madamente el 20%) de residuos de aminoAcidos 4cidos y son dos -
veces mis abundantes que los residuos bédsicos. Las formas oxi--
dadas de estas proteinas no tienen serial EPR., Cuando se le adi-
cionan Mg2+ y ATP a las protefinas reducidas, la simetrfa cambia
de una rdémbica a una de tipo axial y, presumiblemente, se alte-
ra la simetria del croméforo Fe-S a una configuracidén forzada -
(7).

La Pe-protefna pierde su actividad completamente en -
cinco minutos cuando se expone al aire a temperatura ambiente
(8)an

La actividad especifica de las Fe-proteinas de azoto-
bacter es de 460 y 530 nmoles de nitrégeno reducido/min.mg pro-
tefna (2).

Las actividades especf{ficas de las Mo-Fe-protefnas de
azotobacter y clostridial son similares, aproximadamente 350 —-—
nmoles de nitrégeno reducido/min. mg de protefna, indicando un
nimero de recambio de 50 nmoles de nitrdgeno reducido/min.mol -
de molibdeno. Se sugiere que la Mo-Fe-proteina es dimera en ba-
se a su contenido de molibdeno y es de cardter &cido (2).

El espectro EPR sugiere un sistema S = 3/2 y el Mo —--
(III) es un candidato adecuado para este sistema (4).

Ninguna de las dos protefnas de la nitrogenasa separa
das muestran actividad, pero las Mo-Fe-protefnas y Fe-proteinas
de distintos organismos se pueden combinar para reducir sistemas
que fijen nitrégeno en presencia de ATP y un reductor. También -

se ha observado que la nitrogenasa del @lostridium pasteurianum
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es inhibida por la presencia de la Mo-Fe-protefna de A. vinelan-
dii pero no se ve afectada por la Fe-protefna de A: vinelandii,

y la Fe-protefna de C. pasteurianum inhibe a la nitrogenasa de -
A. vinelandii. Ambas inhibiciones resultan de la formacibn del -
complejo inactivo nitrogenasa- A, vinelandii- Mo-Fe-protefna y -
dos moléculas de Fe-proteina de C. pasteurianum,

El resultado sugiere que la Fe-proteina de cada orga—-
nismo compite por el mismo o mismos sitios sobre la No-Fe-pro---
tefna de A. vinelandii (9),(23).

Recientemente (10) se ha reportado el aislamiento de -
una sustancia que contiene fierro y molibdeno a partir de la —-—-
Mo-Fe-protefna de la nitrogenasa. Los espectros EPR y Nossbauer
de esta sustancia llamada fierro-molibdeno-cofactor (FeMoCo) in-
dican que contiene ocho dtomos de fierro y séis iones sulfuro --
dcido-14biles por 4tomo de molibdeno. El componente I de C. pas-
teurianum no se acopla completamente al componente II de A, vi--
nelandii., Sim embzrgo, el FeMoCo del componente I de C. pasteu—-
rianum activa al componente I inactivo de A. vinelandii; al pa--
recer, la incapacidad de los componentes de A, vinelsndii.y C. -
pasteurianum para complementarse entre s{ no se debe a diferen—-
cias en sus respectivos FeloCos.

El FeNoCo es extremadamente sensible al oxigeno. pa -
minima exposicién al aire lo inactiva.: Otra propiedad del FeNoCo
es la de reducir al acetileno (37).

Hay dos posibilidades para la distribucién de los dos-
4tomos de molibdeno en el componente I:

a) una molécula de FeMoCo contiene dos Atomos de molib
deno y una molécula de FeMoCo estd presente en cada componente I

activo o
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b) una molécula de FeMoCo contiene un 4tomo de molib--
deno y dos moléculas de FeMoCo esfén presentes por cada componen
te I activo (11).

Se sugiere que no todo el fierro del componente I se -
encuentra en la forma de centros Fe-S, sino que algunos #4tomos -
de fierro estdn presentes en una forma distinta y que estos étg
mos de fierro forman parte del FeloCos

_La caracterizacién y estructura del FelioCo ayudari a -
entender el mecanismo catalftico de la fijacidén del nitrdgeno, -
la importancia del molibdeno en el sitio acgivo de la nitrogena-
sa y el papel de los ligandos unidos al molibdeno en la transfe-
rencia de electrones y protones.

La nitrogenasa es catal{ticamente activa cuando estédn
pre sentes las dos protefnas, un agente reductor, ATP y Mg2+. -
Bajo estas condiciones el dinitrdgeno, el acetileno y otros sus-—

tratos son reducidos, figura III-3:

nATP 1 ADP
Reactantes m2+ *n {pi
obligatorios Reductorl gt
Aceptor électrénico_———e*—— s Productos
reducidos
Endégenas‘{HBO+ > H2
<= oo
3 \ 2" 3
N20 AfO N2, H20
e L e
\ 2 4% =2 4 —onE
RCCH RCHCH

figura III-3
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En ausencia de nitrdégeno o cuando la concentracién de
de éste disminuye, se libera hidrégeno. La reduccién de acetile-—
no, depende del ATP, al igual que la fijacibén del nitrégeno, es-
ta reaccidén es completamente espereoespecdfica dando dnicamente
cis- C_H, D, (4), por lo que se le considera como una medida v4--

27272
lida de la fijacién del nitrégeno.

REQUERIMIENTO DE ATP,-

E1l ATP es un requerimiento absoluto para la fijacién -
biolégica del nitrégeno, los otros nucledtido fosfatos son ine—-—
fectivos.

La nitrogenasa actdia como ATPasa durante la fijacién -
del nitrdgeno y segin Hageman y Burris (12), la transferencia —-—
electrénica de la Fe-protefna hacia la lio-Fe-protefna va acompa-
fiada por la hidr6lisis del ATP y por lo tanto, dicha hidrélisis
no estd involucrada directamente con la reduccién de sustratos.

En trabajos experimentales es comin usar fosfato crea-
tina y quinasa creatina para convertir el ADP formado otra vez -
en ATP para que no se acumulen niveles inhibitorios de ADP (1).

Hay desacuerdo en el requerimiento de ATP, pero la ma-
yorfa de los investigadores aceptan un valor de cuatro moldculas
de ATP por cada par electrénico transferido. Se han reportado —-
valores més altos y mis bajos, dependiendo del pH, la temperatu-
ra y la razén de las proteinas componentes de la nitrogenasa ——-
(un exceso de Mo-Fe-protefna incrementa el requerimiento de ATP)
(13). Los valores observados también dependen de 1a pureza y ——-
preparacién de la nitrogenasa (1).

La reaccidn global es la siguiente:

Ny + 6H + 6e + 12 ATP +12 H)0_42 NH, + 12 ADP =

3
12 Pi

o Al



Se ha observado quegl complejo Ng-ATP se une especf{—-—
ficamente a la Fe-protefna (14), esta unién no est4 influencia-
da por la Mo-Fe-proteina.

El complejo Fe-protefna reducida-Mg-ATP, adquiere un
potencial muy bajo, - 490 mV y la capacidad dnica de reducir a
la Mo-Fe-proteina.

El mecanismo por el cual se utiliza esta energfa " in
vivo" no es claro debido a la prrsencia de hidrogenasas que re-
gulan el consumo o desarrollo de hidrdégeno en presencia de ni-—-
trégeno.

La pérdida de energfa en forma de ATP y poder reductor
» en consecuencia, atribuido al desprendimiento de hidrdgeno pue
de ser tan alta como del 40 al 60% del flujo energético total a

través de la nitrogenasa.

DONADCRES ELECTRONICOS, -

Los reductores naturales de la nitrogénasa son las fe-
rredoxinas y/o las flavodoxinas (24), (25).

Las ferredoxinas de las bacterias nitrégeno-fijadoras
tienen potenciales redox abajo de -390 mV. La ferredoxina de un
organismo mostrard generalmente actividad frente a la nitrogeng
sa de otro organismo.(15).

Las flavodoxinas tienen tres estados de oxidacibn; el
par hidroguinona-semiquinona de la flavodoxina de A. Chroococ—-—
cum es la especie activa donadora de electrones para su nitrogg
nasa. En organismos anaerdébicos, el piruvato metabolizado por el
sistema fosforoclédstico suministra ferredoxina reducida y ATP,

"In vitro", pueden usarse los cloroplastos que han si-
do tratados con calentamiento para inactivar el fotosistema II

como reductores para la nitrogenasa, via una ferredoxina o fla-
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flavodoxina,
Los colorantes de violdgeno reducidos o N325204 redu--
cen a la nitrogenasa directa y ampliapente cuando se usan "in --

vitro" (7), (26).

INHIBIDORES, -

Hay muchos compuestos que bloquean la fijacién de ni--
trégeno al bloquear el metabolismo energético del organismo, pe-
ro pocos de éstos son de interés en el estudio del mecanismo de
la fijacién del nitrégeno (1).

Los sustratos de 1la nitrogenasa, distintos del nitré-—-
geno, son inhibidores ya que compiten con el nitrégeno por los -

electrones.

TABLA III-2.~ Inhibicidén de las reacciones de la nitrogenasa en

Azotobacter vinelandii (14).

INHIBIDOR
SUSTRATO N, N7 C,H, HCN N0 H, CO CHNC
N, - NC NC NC ¢ ¢ NC NG
N, - NC c - NI NC C
C,H, ¢ N - NC NC NI NC @ -
HCN I ¢ E - E E N -
gt T it I I I NI NI I

Simbolos.~ C.- inhibicién competitiva; NC.- inhibicién no compe
titiva; NI.- no inhibe; I.- inhibe; E.- eleva 1a produccidn.

El hidrégeno es un inhibidor competitivo, especifico &
la fijacién del nitrégeno. Aparentemente, el hidrégeno y el ni--
trégeno se acoplan en el mismo sitio de la nitrogenasa. El hi---

drégeno no exhibe inhibicién contra la reduccién, por la nitro--
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genasa, de la azida, acetileno, cianuro o protones y no inhibe -
la hidrélisis del ATP,

El efecto del hidrdgeno es cumpletamente reversible y
su constante de inhibicidn (Kis) para la fijacién de nitrégeno -
en A, vinelandii es 0.112 atm.

No obstante el hecho de que el acetileno, la azida, el
cianuro, y el metilisocianuro son reducidos por la nitrogenasa y
utilizan electrones de la misma fuente para la reduccibén del ni-
trégeno son inhibidores no competitivos. E1 monéxido de carbono
y el 6xido nitroso no son reducidos por la nitrogenasa pero son-
potentes inhibidores de la nitrogenasajla Kis para el monéxido -
de carbono 1.14 X 10'_4

dor no compatitivo y el oxido nitroso parece ser competitivo con

atm. El mondéxido de carbonoc es un inhibi -

respecto a’nitroéeno.

Eg evidente que existan diferencias sutiles en la u---
nién de los distintos sustratos de la nitrogenasa, esto sucede -
poroue hay sitios miltiples o porque los sustratos, por si mis -
mos alteran el sitio activo. Parecen haber sitios distintos o -
modificados para :(a)= nitrdégeno, hidrégeno, éxido de dinitré-
geno, 6xido nitroso; (b)= monéxido de carbono; (c)acetileno;(d)-
cianuro, metilisocianuro, azida; y (e) desprendimiento de hidrd-
geno. (29).

El oxfgeno es un inhibidor no competitivo de la re —-—
duccién de nitrégeno y de la hidrdlisis de ATP. Tal inhibicidén -

es reversible. (1), (2), (3), (7), (14).

El mecanismo de 1la Fijacidén del nitrégeno .-

Adn se conoce muy poco acerca del mecanismo de reac -
cién y de 12 naturaleza del sitio activo pero, sin embargo, han-
surgido ciertas fases cue hacen interesarte estudiszr la ruta me-

canistica que la Naturaleza ha desarrollado para la reaccidn.
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Con las mediciones en los cambios en los espectros EPR, relacio-
nados con la unidén con el ATP,lza oxidacidén-reduccién de la nitro-
genasa y sus componentes y la interaccidn de los mismos se apor-
tan evidencias experimentales de la secuencia mas probable de —-
dicho mecanismo (28).

De acuerdo con la informacibén de la literatura, la ruta
méds probable obedece la siguiente secuencia:

(1) ©1 ATP - Mg se une a la Fe-protefna reducida (no -
hay datos que juzguen si la Fe-proteina oxidada se une al ATP).-
Este enlace va acompafiado de una seiial marcada en el espectro —-—
EPR, la que implica un potencial de activacién muy bajo (1), (7)
y (27).

(2).- La Fe-protefna transfiere los electrones a la —-
Mo-Fe-proteina y al mismo tiempo ocurre la hidrélisis del ATP.

(3).- La Fé-proteina se disocia de la Mo-Fe-protefina -
después de cada electrén transferido.

(4).- E1 sustrato se une a la forma activa EPR de la -
Mo-Fe-proteina.

Basados en estos tres dltimos puntos, Hageman y Burris
(1978) proponen un cambio en la nomenclatura de los componentes
de la nitrogenasa, denominando nitrogenasa a la Mo-Fe-proteina,-
pues ésta es responsable Unicamente de la reduccién de los sustm
tos y nitrogenasa reductasa a la Fe-protefna, ya que ésta sirve
Unicamente para transferir electrones a la nitrogenasa.

(5).- En el estado basal, el espectro EPR de las No-Fe-
proteina desciende en un 90% con respecto a la especie totelmen-
te reducida indicando que el complejo Mg-ATP- Fe-proteina redu--

cida transfiere electrones a la Mo-Fe-proteina,
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ADP + P

Fe-proteina + NH
oxidad o4
Ferredoxina reducida, Ng
Na_S_,0, u otro dona-

doxz'.2 4

3

Mo-Fe-protefna (semi-
oxidada EPR activa).

Complejo activo:
N_-Mo-Fe-protei-
na reducida

Mg-ATP-Fe-protel
na oxidada. >

Fe-protefna reducida

EPR activa
N
2
ATP /V
N2t Mg-ATP-Fe-pro- Mo-Fe-prote{-
€ teina (reduci- na-N
da: EPR activa) (semIoxidada;

EPR activa)

Figura III-4.- Representacién esquemédtica de la reduccidén del —-
nitrégeno por la nitrogenasa., Las flechas miltiples antes del —-
amonfaco indican que los séis electrones se transfieres por eta-

pas antes de que se forma el producto (7).

El mecanismo méds simple requeriria tres adiciones su--
cesivas de dos equivalentes reductores para que se produzéa pri-
meramente una di-imina (NH = NH), después hidrazina (HZN-NHz) ¥y
finalmente amonfaco. Estos productos estarfan presentes durante

la reaccidén encimdtica en forma neutra, protonada o anidbnica, --

- 46 -



libres o coordinados a uno o dos metales iénicos. El amonfaco y
la hidrazina son compuestos estables, sin embargo la di-imina es
muy inestable.

Termodinimicamente la reduccién total de nitrdgeno a -
amonfiaco por el hidrégeno es favorable; la formacién de hidrazi-

na libre es desfavorable y la de la di-imina es extremadamente -

desfavorable (2), figura III-5.

>§ g0

1-153 vis.

~§=§ 0
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Figura III-5

El problema real en la fijacibén reductiva del nitrdge-
no por los microorganismos es rodear o evitar la adicidén alta--
mente endotérmica de los dos primeros electrones.

La naturaleza tuvo que escoger entre:

~"1,- usar una ruta mecanfsticamente simple que involu-—-

crarfa a la di-imina pero tendria una termodindmica desfavorable

0
2.- idear una ruta mis complicada que evitara la for--

macién de intermediarios parecidos a la di-imina en estructura
electrénica y con propiedades termodindmicas favorables,

Schrauzer y cclaboradores, (16) al (19), han observado
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por medio de sus modelos de estudio de la nitrogenasa, que e€s —-
probable 1la formacién de la di-imina, Pero ésta no es un sustra-
to para su modelo de estudio, La di-imina se descompone en nitré

geno e hidrazina la cual s{ es reducida cataliticamente, figura

III-6.
o + Mo zed
=y
N2 + 2H i N2 + H2
- Mo
HN = NH\\
H H
N/’ N red +
1" 0 ey & Mo + 2HJ'_,2 NH
N /N - N2 274 ot 3
H H - Mo
FIGURA III-6

Se han propuesto otros mecanismos, uno de ellos propo-

ne nitruros metdlicos como intermediarios (3):

= 2 H.0
M o+ Nz—sNI-NEN.je__. NH, + M=N——2—> N, + J-C-H
T ™ |
3¢~ + 3H
e}
4H,0 9
28 + Ny—»M-N=N-M__»2 N=N—» 2 NH, + 2 f0-H
T 6e~ + 6H' ‘

FIGURA III-7
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Sin embargo necesitan un potencial reductor muy bajo.
Otros mecanismos proponen rutas evitando la formacibn -
de la di-imina y la hidrazina, estabilizando al diazeno por me--

dio de un metal y un enlace de hidrégeno (2):

(o C ()
Fe F N [EFe=N-—N =Fe
Nitrogenasa —e Nitrogenasa

+ NHj3 5 lz
. ,
C 5 C C-H H-C
&e-NHZ-NHZ—Fe [[Fe:N -N =Fe
Nitrogenasa Nitrogenasa

23\ c I'{ f{ c /
[[F‘e-H-N -Fe

Nitrogenas
FIGURA III-8
o
Ml Ml L] i' gﬁ
Nitrogehaaa’ i . ﬁitrogenasa’
4e 2H
+ " +
NE N
25 2
4 H T 2e T l
H H H N=N H
~ 7 N > N -
N-N . ‘ M' M
/ N B | )
v ¥ Nitrcgenasa
Nitrogenasa .
FIGURA III-9
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En este dltimo se evita la formacién del diazeno como
intermediario por medio de la adicién de cuatro electrones de un
hidruro dinuclear a un complejo de dinitrégeno dinuclear, sin em
bargo, no se ha detectado a la hidrazina como un producto de la
fijacién biblogica del nitrégeno (2), (16) al (19).

Otra teorfa propone (30) que la fijacién del nitrdgeno
ocurre en un sitio Mo-S-Fe después de la reduccién ATP-inducida:

2¢~ P0,3"

4
Fe _Mo-CH + ATP%:__..ADPB— o Moopo3HT Fe _Mo-CH
S

FIGURA III-10

En este sitio el fierro es preparado para la entrada
del nitrégeno debido a su reduccién a Fe',

Se sugiere un sitio como en la figura III-10 para la
coordinacién del nitrégeno al fierro. En seguida puede ocurrir
la adicién del Mo-H al sistema %7 de N N-Fe. Se sugieren dos re--

ducciones subsecuentes que resultan en unahidragina puente (2),

(32):

FIGURA TIII-11

= 50 =



MODELOS DE ESTUDIO EN LA FIJACION DEL NITRCGENO.-

Tanto el molibdeno, el fierro no hemo y el azufre dci-
do-14bil se han reconocido como los componentes esenciales de la
nitrogenasa (32), (33). En base a lo anterior se ha intentado —-
producir modelos quimicos que reproduzcan las funciones de la —-
nitrogenasa y que al mismo tiempo aclaren el mecanismo que la —-
misma sigue en la reduccibn biolbgica del nitrdgeno.

-Ya que el acetileno es un inhibidor competitivo de la
fijacibn del nitrbgeno y se supone que también se une al sitio -
activo‘(29)y se ha escogido como un sustrato adecuado para valo-
rar la actividad encimdtica de la nitrogenasa tanto de las pre—-
paraciones naturales como de los modelos quimicos.

Los modelos de la Mo-Fe-proteina se han centrado en —-
complejos de molibdeno con ligandos con azufre y Na25204 o NaBH4
como agentes reductores (34).

El mejor modelo de estudio reduce el acetileno en un -
0.3% en compéracién con la velocidad encimitica (4).

Los compuestos de molibdeno probados incluyen Na MOO4,
MoOCl,, MoCl

3 5
con agufre, los que han mostrado mayor actividad son el ditioeri

¥y heteropolimolibdatos. De los distintos ligandos

tritol, l-tioglicerol, 2-mercapetanol, cistefna y glutation, asi
como isonitrilos (16) a1 (20), (35). La act1v1dad méxima obser—-
vada sucede con la razén 1:1, metal :ligando.

Los modelos que contienen cisteina como ligando, - - -
NaZMozoz(Cis) s el cual es méds activo que el complejo con histi-
dina, en presencia de NaBH4 producen especies mondémeras, catali-
ticamente activas de Mo(V) (36). La formacién de dichas especies
se incrementa con el aumento del pH y se ha propuesto que se debe
al ataque nucleofilico sobre el ox{geno puenteante que enlaza al

molibdeno. FIGURA III-12«
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FIGURA III-12

Los mondémeros formados inicialmente sufren una reduc--
cién posterior ¥y al perder los ligandos OH producen especies mo-

némeras insaturadas de Mo(IV), los cuales se coordinan al sustra-
to (38):

/O
A =0t OH -
red | .- Ly 9= /
Mo = NH— HO~ ——— NH Mo
s}/ 0 s/ !)

E1l mecanismo de reduccién del nitrégeno se puede esque

matizar asi:
red

N Mo
p + 2 Bt N, + H,
~lo /
ox
HN=NH
H H
N + MoTed | gt
Il | —x=NH + 2 NH
N, k N, 7274 - Mo°X 3
)
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donde Mo°x= forma oxidada del catalizador (Mo6+ o Mo

e

Se observa que el amonico formado es una consecuencia
de 1a descomposicién de la di-imida en nitrdgeno y amonixco (16).

En la fijacidén bioldgica del nitrégeno la primera eta-
pa, sustrato-dependiente puede describirse como la reaccién del
nitrégeno con el sitio activo de molibdeno reducido formando un
nitruro cuya hidrélisis producirfa una di-imida. Presumiblemente
13 di-imida permanece en la vecindad del sitio activo ¥y puede —-
ser reducida a hidrazina, sin embargo este Ultimo intermediario
no es compatible con las pruebas encimolbgicas, pues no se ha —-
observado que los cultivos fijadores de nitrégeno la asimilen —-
(3). En este sistema, el molibdeno reducido es estimulado por —-
ATP y otros nuclebsido-fosfatos.

En base a datos analfticos y polarogrificos (36) se ha
observado que el complejo M0204(cy5)22- desproporciona en Mo(VI)
y Mo(III) en lugar de formar Mg(V)—cys. Tal desproporcionacibn -
es m4s rdpida conforme se eleva el pH, pues el complejo - - — -

M0204(cys)22- es inestable a pH 9. La reaccibn total es:

3 ).'Mo204(cys)2]2' + 16 OH—»4 [Moof' + 4 cysa‘ +

2/m [M002(cys)jm3m— + 8 HQO

A pH 8.2 el complejo no se descompone y al agregarle -
NaBH4 se rgduce en Mo(III). A pH 9.3 el complejo se descompone -
lentamente. A pH 9.9 1a descomposicién es rédpida y la conversidén
del acetileno es total en tres horas.

La reduccién de L'Moo4]2_ , Mo(VI) por NaBH, en presen
cia de cistefna d4 una actividad inferior a la precedente. De —-

estos resultados se deduce que el estado de oxidacién de la es—-
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pecie activa es +3.

' Este modelo muestra que la combinacién de molibdeno —--
con un ligando tiol forma un catalizador homogéneo altamente efi
ciente. '

También se ha incluido al fierro como un factor impor-
tante del sitio activo, en donde el fiqrro transportarfia los ——-
electrones al componente activador de la nitrogenasa. Se desco--
noce el mecanismo de este proceso; una posibilidad es que los —-
puentes metal-azufre-metal proporcionan una ruta de baja energia
para el transporte de los electrones, La figura III-14 muestra -

la estructura de Mo-S5-Fe que sirve como modelo a lo anterior.

ﬂ;,,,s.i{

FIGURA III-14

Ye desconocen las propiedades redox de esta molécula,

COMPLEJOS DE METALES DE TRANSICION CON NITROGENC MOLE-
CULAR. - '

Las investigaciones para producir un modelo adecuado -
del sitio activo de la nitrogenasa se han complementado con el -
estudio de la interaccibén del nitrdgeno molecular con sales de «
metales de transicién. E1 nitrégeno molecular esté considerado,
tradicionalmente, como una molécula inerte. Sin embargo se ha =

demostrado gque bajo condiciones similares a las del sistema en-—
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cimdtico, el nitrégeno molecular forma complejos con los iones -
de metales de transicién (5). La formacién del idén complejo bi--
nuclear [(NHB)SRu(Nz)Ru(NH3)éﬁ+ a partir del ién [Ru(NH3)5H20]2+
(40), establecié la habilidad de la molécula de nitrégeno para -
competir con el agua por un sitio de coordinacién metdlica y -—-
probd que debe existir un sitio metédlico en la nitrogenasa en don
de pueda ocurrir una sustitucién de agua por nitrdgeno molecular.
Si la fijacién de nitrégeno encimética ocurre en un sitio meté--
lico, la molécula de nitrégeno debe ser capaz de desplazar al —-
amonfaco formado para mantener el ciclo. La figura III-15 demues
tra que el amoniaco puede ser desplazado del sitio nitrégeno-en-

lazante (41).
CoH,(NH3)(PPh3)3 + Nz_,CoH(Nz)(PPhS):i + NH3
FIGURA III-15

E1l Molibdeno y el fierro, constituyentes esenciales de
la nitrogenasa forman cpmplejos estables con el nitrégeno mole—-—
cular, desafortunadamente, los complejos formados con molibdeno,
parecen tener muy poca relacidén con los sistemas biolbgicos ya-«
que se refieren al molibdeno en su estado de oxidacidén 0 o +1 y
a ligandos no biolégicos, principalmente fosfinas terciarias ———
(45)(46). Tales combinaciones, evidentemente, satisfacen la de—-
manda, por parte del nitrégeno molecular, de orbitales metdlicos
vac{os de baja energia, ﬂJ-aceptores y orbitales llenos de alta
energf{a (¢'-donadores.

Los estudios de los complejos de metales de transicién
con nitrégeno molecular han revelado ura interaccidén interesante
bimetal-nitrdgeno, pues cuando el nitrégeno molecular se une a -

ciertas combinaciones metal-ligando, retiene la capacidad de mo-
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léculas como Al(CH3)3, PF5, TiCl3.3THF, CrCl3.3THF, MoCl4.2THF -
v Pt2014(PE1;3)2 como donadores (5).

En estos aductos binucleares, el valor de Y (N-N) es —-
arriba de 650 cm-l, m4s bajo que en la molécula de nitrégeno li-
bre, indicando un efecto de debilitamiento del enlace (42), por
ejemplo:

-1
trans—(Ph M93P)4 Cl Re(Nz) MoCl4(Et20), VY (N=N) = 1795 cm

(diphoé)ZCl MO(N2) MoCl4.THF ;s VY (N=-N) = 1770,1720 cm—l.

Los complejos de nitrdgeno molecular han proporcionado
modelos, para algunas etapas en la fijacién del nitrégeno, pero
no para la reduccién al amonfaco en condiciones similares a la -
fijacién encimética. Evidentemente, el enlace N-N no es debili--
tado suficientemente en ningin complejo, como para romperlo bajo
condiciones suaves reductbras en medio acuoso.

Chatt y colaboradores (43) han discutido los enlaces -
en los sistemas lineales M-N-N-M' en términos de combinaciones
lineales de orbitales metdlicos 4@ y p del nitrbgeno molecular, -
En la figura III-16 se muestra un esquema simplificado de orbi--
tales molecularequ'para un sistema c4v M-N-N-M*,

Los orbitales le y 4e son principalmente orbitales -
77 de unién y 'ﬁ?&e antiunién del nitrégeno con muy poco carélc-
ter metélico, dependiendo ésto de la afinidad electrénica ae-los
orbitales metdlicos con relacién a los del nitrégeno. Los orbita
les 2e y 3e son de cardcter metédlico dxz y dyz principalmente; -
lb2 y 2b2 son de carégter dxy y su contribucibén al enlace es in-
significantte. La fuerza de el enlace N-N estd gobernada por el -
mimero de lectrones en los erbitales e; la molécula de nitrbgeno
proporciona cuatro electrones para llenar el nivel le y el ca---

rdcter metdlico parcial de este oebital resulta sn un debilita--
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miento ligero del enlace N-N. Todos los complejos conocidos - —-—
M~N-N-N' tienen por lo menos un ién metélico a° (n = 4 o 6); por
lo que tienen suficientes electrones para llenar los orbitales -
moleculsres 2e y lb2. Ya que el orbital 2e es de antiunién para

el nitrégeno, el enlace N-N se veria debilitado considerablemen-
te. Sin embargo, este debilitamiento se verd contrarrestado si -
hay electrones disponibles para ocﬁpar los orbitales moleculares

1

2b2 y 3e.

Si el nimero total de elctrones d de no-unién aporta--—
dos por los dos metales en el sistema W-N-N-M' es no menos dé -
cuatro y no més de ocho, entonces los orbitales le y 2e y muy ——

probablemente el 1lb, estardn ocupados y el debilitamiento del -

2
enlace N-N serd méximo. E1 molibdeno en sus estados de oxidacidn

més bajos, Mo(II) y Mo(III), puede satisfacer este criterio. En

base a estas ideas se propone un esquema especulativo para la —-
reduccién del nitrégeno molecular; figura III-17, en donde el —-
molibdeno es capaz de un cambio en el estado de oxidacidén formal
de tres electrones y la fijacidn catalftica del nitrégeno involg
crarfa un ciclo entre Mo(III) y Mo(VI) o Mo(II) y Mo(II) y Mo(V).
De estas dos posibilidades es mis factible la Wltima pues se des

conoceal Mo(II) en solucién acuosa,

W
A
%Mﬂ
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FIGURA III-16
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2 Llo™ H,
+10e”
+10H" -2NH, N,
LBMOI-—YN-N=M'JL5 L5MOHNEN—oMgL5
N,
2 L5Mo££;N5N—oMoIIIL5

FIGURA III-17

Bulen y colaboradores (44) proponen que la encima en -
su estado basal posee una conformacibn proteinica tal que los —-
centros metdlicos no estédn a la distancia adecuada para unirse -
al nitrégeno, pero puede ocurrir un cambio en la conformacién —-
debido al ATP o a los iones H'. Otra posibilidad es que los cam-
bios en las distancias metal-ligando que acompaiian a la reduccidn
del metal, antes de la unién con el nitrégeno, puedan ser acom—-
pafiados por el cambio conformacional deseado. Una vez que el si-
tio metdlico adquieres la posicién correcta, el sistema binuclear
se une al nitrégeno y puede ocurrir la transferencia electrénica
de los iones metdlicos reducidos; el resultado del ciclo seria -
la produccién de amoniaco. La figura III-18 se puede aplicar al
molibdeno y al fierro como el sitio de unién y el componente del

sistema de transferencia electrénica.
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CONCLUSIONES

La nitrogenasa es el sistema engimitico responsable de
la fijacibn del nitrdégeno atmosférico en diversos microorganis—-—
mos cuya caracter{stica comin es ser procariotes.

La reduccién totzl de nitrdégeno a amonfaco es fuvorzble
termodinémicamente, pero la adicién de los dos primeros electro-
nes para la formacién de la di-imina es muy desfavorable, sin --
embargo, se ha sugerido que al usar un agente reductor m&s pode-
roso se favorece la termodindmica de la primera etapa. El desa——
rrollo irreversible de hidrdégeno demuestra que se genera un agen
te reductor, més poderoso que el mismo hidrégeno (pero de poten-
cial desconocido) debido a la accién del ATP. Por otro lado, 1la
analogfa con el acetileno demuestra que el primer producto seria
cis-di-imina. Ye donde, la encima cataliza nominalmente dos reac
ciones distintas: 1).- la conversién de equivelentes reductores
(2H), suministrados a un potencial equivalente al del hidrégeno,
en un agente reductor mé4s poderoso (ZH*) a expensas de la hidré--
lisis del ATP, o sea

2H + n ATP—>»2 H*"+ n ADP + n Pi 1=
donde el valor mis comin de n es cuatro, y 2).~- la reduccidn del
nitrégenos
*
N2 + 2H ——» N2H2 2o~

seguida de reducciones posteriores hasta amonfaco.

La encima requiere, por lo menos, de dos sitios acti-
vos para la primera etapa de la reduccidén del nitrégeno. Un si-—-
tio compleja al nitrégeno y contiene como metales de transicién
al molibdeno y al fierro. E1l otro sitio suministra equivalentes

reductores de bajo potencial, conteniendo como metal de transi-- -
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cibén al fierro. En efecto, la nitrogenasa estd formada de dos —-
componentes encimdticos.

Con el fin de aclarar el mecanismo de la fijacidén del
nitrégeno, se ha logrado aislar su cofactor. “ste cofactor satis
face el requisito de fijar nitrdgeno y de reducir al acetileno.
Un estudio m4s profundo de sus funciones ayudard a elucidar el -
enigma que todavia sifnifica la nitrogenasa.

E1l hombre ha tratado de sintetizar un complejo capaz &
fijar nitrfgeno, dero las sustancias sintetizadas no reinen to--
dos los requisitos necesarios para obtener un rendimiento éptimo
de amoniaco, similar al de la nitrogenasa y de una manera econé-
micamente accesible, pues observamos que los fertilizantes ni-—-
trogenados se basan en el amonfaco y todos los métodos actuales
para obtener este dltimo requieren de grandes cantidades de ener
gf{a, que consecuentemente redundan en el costo de estos fertili-
zantes.

El problema radica principalmente en decubrirel estado
de oxidacidén del molibdeno y se han propuesto desde Mo(0) hasta
Mo(VI). Con la cistefna como ligando se ha tratado de acercarse
més a la estructura encimitica.

En consecuencia, el mecanismo de la reduccién de ni-—-
trégeno ha estado sujeto a la especulacién. Ahora, sin embargo,
las mediciones de los cambios en los espectros EPR que acompa--
flan al enlace con el ATP, la oxidacibén-reduccidén de la nitroge-- -
nasa y sus componentes van dando datos experimentales que acla--
rén lss etapas especificas del mecanismo de fijacién del nitré—-
geno y la estructura del sistema encimdtico que constituyé a la

nitrogenasa con respecto al estado de oxidacién del molibdeno,
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