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FIXACAO DE NITROGENIO: ESTRUTURA, FUNCAO E MODELAGEM BIOINORGANICA DAS
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NITROGEN FIXATION: STRUCTURE, FUNCTION AND BIOINORGANIC MODELING OF THE NITROGENASES. Biological
nitrogen fixation, catalyzed by nitrogenases, contributes about half of the nitrogen needed to global agriculture. For forty years
synthetic chemists and theoreticians have tried to understand and model the structure and function of this important metalloenzyme.
Ten years after the first report on the crystal structure of the MoFe protein, scientists still have not been able to synthesize a
chemical equivalent of the FeMo cofactor nor the structure knowledge revealed the key to its catalytic activity. This paper with
104 references presents a review of the most relevant advances in chemical nitrogen fixation and their relation with the nitrogenases.
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INTRODUCAO

Dinitrogénio (N,) € o composto mais abundante que contém ni-
trogénio e, a0 mesmo tempo, é o menos reativo deles. E uma fonte
atrativa para a obtengdo de compostos nitrogenados necessdrios na
inddstria, como a amdnia, empregada na produgdo industrial de fer-
tilizantes, explosivos, pldsticos e vernizes.

Em 1886' provou-se empiricamente a fixacdo bioldgica de nitro-
génio, ou seja, a conversdo de nitrogénio gasoso em outras espécies
quimicas nitrogenadas promovida por alguns organismos denomina-
dos diazétrofos, que empregam o nitrogénio fixado na biossintese de
protefnas e dcidos nucléicos®. Em 1913, Haber e Bosch implantaram
um processo industrial capaz de converter o N, gasoso em amdnia.
Este processo de fixacio quimica de nitrogénio emprega ferro metali-
co como catalisador e depende de altas temperaturas (= 500 °C) e pres-
soes (200-600 atm) para combinar N, e H, produzindo amoénia em
grande escala’. As condicdes drdsticas e a necessidade de um catalisador
no processo Haber-Bosch sdo exigidas devido a alta estabilidade da
molécula de N, em condigdes ambientes. Apesar da reagdo envolvida
ser exotérmica e termodinamicamente favorecida, a quebra da ligacdo
N=N requer uma energia de ativa¢do bastante alta (1035 kJ/mol)*.
O mecanismo de formacdo da amonia no processo de Haber-Bosch
ainda ¢é desconhecido, embora seja evidente que a etapa limitante
do processo seja a quebra da tripla ligacdo, N=N, formando {ons
nitretos, N*.

As condi¢des amenas presentes na fixagdo bioldgica (20 °C,
0,8 atm, potencial redox de ~ 500 mV)* em contraste aquelas empre-
gadas no processo Haber-Bosch estimularam a busca do agente bio-
16gico responsével pela catélise da ativacdo e fixa¢do do nitrogénio®.
No periodo de 1930-1936, Bortels® descreveu que o molibdénio e,
numa menor extensdo, o vanadio eram necessdrios para a fixagdo
bioldgica de dinitrogénio atmosférico por bactérias do solo. O con-
junto de enzimas responsdvel pela fixagdo de N, em meio biolégico
foi denominado nitrogenase.

As descobertas que se seguiram revelaram que, independente do
tipo de organismo fixador de nitrogénio do qual sdo isoladas, as
nitrogenases sio enzimas compostas por duas metaloproteinas, as quais
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possuem propriedades e requerimentos similares para atividade, como
a auséncia de dioxigénio, uma fonte de redutores de baixo potencial
redox e a hidrélise de MgATP (ATP = adenosina 5’-trifosfato).

Uma pesquisa detalhada sobre os mecanismos da fixag@o de N,
comecou no inicio da década de 60 com a primeira preparagdo
reprodutivel de extratos ativos de células na catélise da reducéo de
N,'7.Ja em 1964, os quimicos interessaram-se pelo problema, im-
pulsionados pela descoberta de Vol’pin de que a hidrdlise de alguns
complexos organometdlicos em baixo estado de oxidag¢@o produzi-
am quantidades significativas de amdnia®. Em 1965, Allen e Senoff®
publicaram a descoberta do primeiro complexo sintético de
dinitrogénio, [Ru(NH,).N, J**.

Hoje, a pesquisa sobre a fixacdo de nitrogénio acumula 40 anos
e a busca pela fonte de fertilizantes de baixo custo continua. Conhe-
cemos a estrutura da nitrogenase de molibdénio com grande deta-
lhe*, mas o mecanismo a nivel molecular da fixagao de N, estd longe
de ser completamente compreendido.

A ESTRUTURA E O MODO DE ACAO DA NITROGENASE
DE MOLIBDENIO

A nitrogenase de molibdénio consiste de uma ferro-proteina (Fe-
proteina) e de uma molibdénio-ferro-proteina (MoFe-proteina). A
Fe-proteina funciona como doadora de elétrons para a MoFe-protei-
na (que contém o cofator da enzima, FeMoco), num processo depen-
dente de hidrdlise de MgATP.

Em 1992, a primeira estrutura de raios-X (com resolugdo de
2,8 A) foi descrita por Kim e Rees?, com sucessivos melhoramentos
na resolucdo em 1997 (2,0 A)? e em 1999 (1,6 A)%. A determinagdo
da estrutura cristalografica da MoFe-proteina permitiu uma visao
mais detalhada da constitui¢do da enzima e de seu provavel sitio
ativo*'°. A Fe-proteina é um dimero de subunidades idénticas, com
uma massa molar total de ~60 kDa. As duas subunidades estdo
conectadas covalentemente por um agregado [4Fe-4S], e contém,
cada uma, um sitio de ligac@o de nucleotideos (MgATP e MgADP).
Aparentemente, existe uma modulag¢do alostérica no acoplamento
do nucleotideo e o comportamento redox do agregado metdlico, en-
volvendo dois (ou mais) estados conformacionais da Fe-proteina.

A MoFe-protefna existe como um tetrimero o3, com massa
molar total de ~240 kDa e possui quatro centros redox: dois cofatores
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FeMoco (Figura 1a) localizados nas subunidades o (alojados a ~ 10 A
sob a superficie da proteina) e dois clusters P de composicdo [8Fe:7S],
cada um constituido por dois cubanos [4Fe-3S] ligados em ponte
por um atomo de enxofre hexacoordenado. Os clusters P estdo situ-
ados na interface das subunidades o e 3, também a cerca de 10 A
abaixo da superficie da proteina* e, ligados & cadeia protéica através
de residuos de cisteina.

Duas possiveis valéncias foram propostas para os fons metdlicos
no cofator FeMoco para a enzima no seu “resting state”: Mo'V6Fe"
FeIII e MOIV4Fe[I3FeIII ll.

A geometria ndo usual (trigonal prismdtica) dos seis 4tomos cen-
trais de ferro é, talvez, a caracteristica mais marcante do cofator.
Estes 4tomos estdo na superficie de uma esfera de raio de 2,0 A do
centro do cofator e estdo ligados individualmente a trés dtomos de
enxofre. Por sua vez, os nove dtomos de enxofre estdo equidistantes
do centro de uma segunda esfera, de raio igual a 3,3 An,

Dez anos ap6s a primeira determinag@o estrutural da nitrogenase,
uma andlise cristalografica de alta resolugado (1,16 /0\) revelou segre-
dos ainda desconhecidos sobre o cofator FeMoco'?. Os resultados
mostraram a existéncia de um ligante coordenado a seis dtomos de
ferro no centro do cofator (Figura 1b). A densidade eletronica deste
ligante é mascarada em estruturas com resolucéo maior que 1,55 A.
O refinamento cristalografico a 1,16 A ¢ consistente com um ligante
contendo um dtomo doador leve, possivelmente nitrogénio. A
biossintese do cofator ¢ complexa e ndo completamente conhecida,
mas acredita-se que o papel deste nitrogénio intersticial possa estar
relacionado com sua estabiliza¢do'>. Com esta recente descoberta,
pode-se afirmar que a geometria em torno dos dtomos de ferro é,
portanto, tetraédrica e ndo trigonal prismatica como indicado pelas
estruturas anteriores.

A formagdo do complexo entre a Fe-proteina e a MoFe-proteina é
uma etapa essencial a catélise de reagdes realizadas pela nitrogenase'*.
Acredita-se que a redugdo biolégica de N, processa-se em trés etapas*:
1) a reducdo da Fe-proteina por ferredoxinas ou flavodoxinas, 2) a
transferéncia multieletronica da Fe-proteina para a Mo-Fe proteina,
(em que um elétron € transferido de cada vez) acoplada a hidrdlise de
até duas moléculas de MgATP por elétron transferido*'>'¢ e 3) a redu-
¢do propriamente dita do substrato no sitio ativo da MoFe-proteina.

Sob condigdes 6timas, a redugdo de N, catalisada pela nitrogenase
de molibdénio pode ser representada pela equacdo’:

N, + 8e" + 8H" + 16MgATP — 2NH, + H, + 16MgADP + 16P,

Homocitrato Homocitrato

e Fe
(25
\Fg/
Cis 0275 Cis 0275
a b

Figura 1. Representagcdo esquemdtica do modelo do cofator FeMoco da
nitrogenase: (a) com resolu¢do maior que 1.55 A e (b) com resolugdo de
1.16 A, revelando a presenca de um dtomo intersticial leve, possivelmente
nitrogénio
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AS NITROGENASES ALTERNATIVAS

Contrariando as consideragdes histdricas sobre a importancia
essencial do molibdénio para o funcionamento das nitrogenases'’,
ainda na década de 80 descobriu-se que vdrias classes de bactérias
sdo capazes de fixar nitrogénio em condi¢des de deficiéncia de
molibdénio, utilizando sistemas enzimaticos alternativos, como a
nitrogenase de vanadio e ferro (nitrogenase VFe)'*!, ou a que con-
tém apenas ferro'® como metal de transi¢@o (nitrogenase Fe). Um
quarto tipo de nitrogenase foi recentemente caracterizado na bacté-
ria termofilica Streptomyces thermoautotrophicus, cuja propriedade
mais notdvel é a dependéncia de oxigénio e do radical superdxido -
ambos nocivos para a maioria das nitrogenases. O nitrogénio é fixa-
do segundo a equagdo: N, + 8¢ + 8H" + 4-12MgATP — 2NH, + H,
+ 4-12MgADP + 4-12 PO,*. A reacdo é acoplada a oxidacdo de
mondéxido de carbono realizada por uma enzima do tipo desidrogenase,
que contém molibdénio. Esta enzima usa os elétrons da oxidacao do
CO para reduzir oxigénio até radicais superéxidos que, por sua vez,
sdo reoxidados a O, por uma enzima superéxido 6xidoredutase, que
contém manganés. Os elétrons sdo finalmente transferidos para uma
MoFe-nitrogenase, que reduz nitrogénio até amonia'’.

Antes da determinag@o da estrutura cristalina da nitrogenase de
molibdénio, estudos de EXAFS forneceram importantes detalhes
sobre 0 ambiente quimico do molibdénio na Mo-proteina®. As atri-
buicdes baseadas nesta técnica foram confirmadas pela estrutura de
raios-X de cristal.

Os centros redox presentes na nitrogenase de vanddio foram in-
vestigados por EPR, MCD (Dicroismo Circular Magnético),
Maossbauer e espectroscopias de absor¢ao de raios-X, como EXAFS,
mas nao se dispde ainda de estruturas de raios-X de cristal desta e da
nitrogenase contendo apenas ferro'’.

Na nitrogenase de vanddio observa-se um terceiro tipo de
subunidade além da o e ; a subunidade & é componente essencial
para estabilizar a estrutura quaterndria hexamérica o.8,5,. Dados
espectroscépicos indicam V" ou V!V numa geometria octaédrica
distorcida no cofator FeVco'®'82!, Na realidade, foi possivel extrair
o cofator ferro-vanadio das VFe-proteinas, na forma de um agregado
de dtomos contendo V, Fe e S numa estequiometria aproximadamen-
te igual a VFe__S, '

Sob condigdes 6timas a 30 °C e em presenga de quantidade
saturante de N, a vanddio-nitrogenase catalisa a redug@o de N, se-
gundo a equag@o’®:

N, + 12 e + 12H" + 24MgATP — 2NH.+ 3H, + 24MgADP + 24P,

Os estudos espectroscopicos da proteina que contém apenas fer-
ro estdo limitados a espectroscopia de EPR, que tem sido usada para
identificar os tipos de centro redox®.

Nas trés classes de enzima (Mo, V ou Fe) observa-se a conserva-
¢do dos residuos de aminodcidos, aos quais se ligam os centros me-
talicos, sugerindo a presenga de centros redox homélogos'.

A FORMACAO DE H, E A EFICIENCIA DAS NITROGENASES

Prétons competem com N, como substrato passivel de redugio
pelas nitrogenases. Esta competi¢do diminui a eficiéncia das enzimas.
No caso da Mo-nitrogenase, um méaximo de 25% dos elétrons que
fluem pelo sistema sdo utilizados para a producdo de H,, contra até
50% no que diz respeito a vanddio-nitrogenase'”'3?2. A evolucdo de
hidrogénio € espontanea e ndo depende da ligacdo de qualquer outro
substrato para acontecer.

A formacdo de HD pela nitrogenase de molibdénio quando da
reducdo de N, na presenga de D,, € um dos fendmenos mais interes-
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santes e ainda ndo completamente compreendido, associado a fixacao
bioldgica de nitrogénio. O fendmeno estd associado exclusivamente a
redugdo de N,. A formagdo de HD requer que a molécula de D, sofra
redug@o no sitio ativo da enzima, de acordo com a equagdo: D, + 2H*
+ 2e- — 2HD. Nio existem evidéncias da insercdo de deutério nas
moléculas de amonia, sugerindo que a formacgao de HD e a redug@o de
N, ocorrem em sitios diferentes no cofator FeMoco®. Uma racionali-
zagdo possivel € a ligagdo de N, ao dtomo de molibdénio, por exem-
plo, ativando o sitio de ferro para a coordenagdo de D,, que reagiria
com um fluxo de elétrons dos clusters P e com prétons do solvente
para formar HD. Em uma segunda explicac¢io, acredita-se que o sitio
de ligagao de N, no FeMoco seja formado por triidretos. Com a libera-
¢do de H, acoplada a reducio de N, até NH, o sitio ativo teria D,
na presenga de hidretos, favorecendo a formagdo de HD?. Reatividade
semelhante foi observada em modelos bioinorganicos como o
[CoH,(PPh,),]*. Neste contexto, € sabido que triidreto-complexos
de ferro como [FeH,(dmpe),]* (dmpe = Me,PCH,CH PMe,) reagem
com doadores, como MeCN, liberando H, e formando
[FeH(MeCN)(dmpe)]* =.

0 MODO DE LIGACAO DO N,NO SITIO ATIVO DAS
NITROGENASES

Apesar do grande avango apds a caracterizac¢do estrutural da
nitrogenase de molibdénio, ainda existem muitas dividas sobre o
seu mecanismo de acdo. O modo eficiente com que a enzima contro-
la o fluxo de fons hidrogénio e de elétrons de forma catalitica ainda
¢ alvo de vdrias especulacdes e hip6teses. Outra questio situa-se no
modo como o N, se liga ao cofator da nitrogenase. Nao hd resposta
definitiva para esta questdo, mas praticamente todos os modelos da
nitrogenase assumem a manutengo da estrutura fechada do cofator
FeMoco, determinada para o “resting state” da enzima. Acredita-se
que a ativagao da molécula de N, ocorra, por exemplo, a) via ligagdo
a seis dtomos de ferro, dentro da gaiola do cofator; b) do lado de fora
da gaiola, através da coordenagdo a quatro centros de ferro; ou c)
através da ligacdo ao dtomo de molibdénio, apds a labilizagdo do
ligante homocitrato (Figura 2).
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Figura 2. Representagdo esquemdtica dos modos de ligagdo do N, no cofator
FeMoco

A ligacido aos seis dtomos de ferro nos faz pensar se o nitrogénio
intersticial, descoberto por Rees ndo estaria associado ao processo
de fixag@o ou seria ele parte de um residuo de aminodcido? A liga-
cdo via atomo de ferro ¢ justificada pelo fato deste metal encontrar-
se presente em todos os tipos de nitrogenases. Além disso, a geome-
tria trigonal néo usual apresentada pelos seis sitios de ferro centrais
no cofator FeMoco induz a idéia de que esta insaturacio na esfera de
coordenacdo poderia ser relevante para a ligacdo de substratos e ou-
tros ligantes**'. Acredita-se ser pouco provivel que diferentes
substratos satisfagam igualmente os requisitos estéreos do sitio ativo
da nitrogenase. A liga¢do a multiplos centros de ferro no cofator
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eliminaria este problema. As propriedades espectrais da nitrogenase
da Klebsiella pneumoniae indicam que ligantes como fenilselenol,
tiofenol e 2-bromotiofenol se ligam a dtomos de ferro do cofator
FeMoco?!. Por outro lado, a rica quimica de compostos modelo da
nitrogenase que utilizam molibdénio ou metais correlatos como
vanddio, aponta fortemente para a participacdo destes metais na li-
gagdo e no mecanismo de redugdo de N>,

A MODELAGEM DAS NITROGENASES

A formag@o de amodnia a partir de H, e N, € termodinamicamente
favordvel (AG® =-31,8 kJ/mol a 25 °C e 1 atm)*. O processo torna-se
ndo espontaneo a aproximadamente 190 °C, enquanto a quebra da
ligagdo tripla N-N ocorre a temperaturas muito mais elevadas
(~3200 °C). As altas temperaturas sdo minimizadas com o uso de
altas pressdes e catalisadores. O processo industrial estd tdo bem
otimizado que ndo hd interesse no desenvolvimento de condic¢des
alternativas mais brandas. Apesar do apelo econdmico relacionado a
grande disponibilidade de N, atmosférico e a importancia industrial
da amonia, o interesse em compreender o funcionamento da
nitrogenase tem sido exclusivamente académico.

A fixagdo bioldgica de nitrogénio corresponde, hoje, a cerca da
metade de toda a fonte de nitrogénio para a agricultura mundial, o
restante vem de fertilizantes produzidos quimicamente através da amo-
nia do processo Haber-Bosch'®. A produgé@o de amonia é a segunda no
mundo, perdendo apenas para o H,SO,. A redugdo da molécula de N,
até amOnia requer seis elétrons. Embora este processo seja
termodinamicamente favordvel (AG® = -62,7 kJ/mol, 25 °C, pH = 7),
ele € complicado devido a estabilidade cinética da molécula de N,
Existe uma grande barreira energética associada a quebra da ligacio
tripla. Comparando-se as energias das ligacdes tripla, dupla e simples
na molécula de N, 929, 413 e 161 kJ/mol, respectivamente, observa-
se que a energia necessdria para a quebra da ligagdo tripla corresponde
a mais de 50% da energia total de ligacdo da molécula®. Outra dificul-
dade estd na quebra da ligacdo M-N de um nitreto-, hidrazido- ou amideto-
complexo, justificando o uso comum de agentes redutores muito for-
tes (como sais do grupo principal®? ou amdlgama de s6dio®) na mode-
lagem da fung¢do da enzima. O litio € o tinico elemento do grupo prin-
cipal capaz de reduzir N, em condi¢Ges ambientes.

Metais de transicdo em baixo estado de oxidagdo com menor
poder redutor, freqiientemente, demonstram capacidade para interagir
com dinitrogénio®**?’?, Embora o potencial de reducéo néo seja
compardavel ao do metal alcalino, a retrodoagdo torna a molécula de
N, mais susceptivel a dissociagdo, mostrando que a coordenagdo de
N, € pré-requisito essencial para as transformagdes subseqiientes.

A eficiéncia do sistema bioldgico tem inspirado quimicos sinté-
ticos a preparar e caracterizar complexos metdlicos com estruturas
moleculares muito préximas aquela do cofator da nitrogenase®. En-
tretanto, apesar da grande semelhanga estrutural, até hoje, nenhum
dos modelos estruturais mostrou atividade para a redugio de N (g)
ou para estabilizar um complexo de dinitrogénio.

Passados dez anos desde a resolucdo da estrutura de raios-X da
nitrogenase de molibdénio, ficou evidente que o dominio estrutural
nao garantiu o conhecimento da fun¢do da enzima, nem tdo pouco
revelou o procedimento para a sintese de catalisadores competitivos.
A complexidade estrutural da nitrogenase®, associada ao fato de que
a atividade catalitica da enzima é suportada pela parte protéica
(cofatores isolados ndo catalisam a redugdo de N,), faz com que a
grande maioria dos estudos concentrem-se em modelos funcionais
(e nado estruturais) da metaloproteina, basicamente complexos de
metais de transi¢do de baixa massa molar.

A necessidade de fons de metais de transi¢do na fixacéio de nitro-
génio sugeriu que complexos metdlicos contendo dinitrogénio, andlo-
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gos aos complexos carbonilo jd conhecidos (CO e N, sdo
isoeletronicos), fossem bons modelos. Grande parte dos compostos-
modelo descritos ao longo dos anos compde basicamente trés clas-
ses:” a maior delas € constituida por complexos que contém N, ligado
ao metal na forma terminal (M-N,), em que o comprimento da ligagdo
N-N ndo € muito maior que o da molécula livre e hd pequena evidén-
cia de ativagdo®. A segunda classe contém N, terminal, mas ligando
dois dtomos metdlicos em ponte, com distancias N-N muito préximas
as do N, livre (M-N=N-M)*. A terceira classe também contém N,
ligado em ponte mas, neste caso, a distancia N-N é consideravelmente
maior que a da forma livie (M=N-N=M)*. O objetivo final ¢ ativar a
molécula de nitrogénio. O trabalho pioneiro de Chatt> sobre a prepa-
ragdo de complexos de molibdénio e tungsténio contendo N, repre-
senta bem os esforcos nesta drea. Chatt descreveu, pela primeira vez, a
redugo de N, em meio prético por complexos do tipo [M(N,)(PR,),]
(M = Mo ou W) em uma relacdo N /M de 1:1* (Figura 3). Apesar da
possibilidade de sintese de compostos contendo N, coordenado, ha
uma enorme dificuldade em garantir uma natureza catalitica ao pro-
cesso de redugdo. Numa seqiiéncia de protonagdes do tipo M-N,, M-
N=N-H, M=N-NH,, MEN-NHJ, o principal obstidculo é manter um
fluxo continuo de seis elétrons originados do metal, provocando a sua
oxidagdo, acoplado ao fornecimento de fons H* e, a0 mesmo tempo,
assegurar a integridade da ligagdo M-N,, a estabilidade das espécies
intermedidrias e a regeneracdo do metal a sua forma reduzida no final
do processo!!. Apesar de se poder manter um suprimento de fons hi-
drogénio através de um 4cido mineral, sdo raros os sistemas-modelo
descritos até hoje que apresentam este tipo de propriedade de forma
catalitica. Pelo contrdrio, a grande maioria dos sistemas-modelo age
de forma estequiométrica e nao ciclica.

N
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cl.. ‘C iMgi2pioN, P | P el
SML + gCl,
Cl/ ‘ \Cl tetraidrofurano P/ ]‘VI\N
N\
P 3-18h P \N
M =Mo, W H;/CHaoH
P =PMe,Ph

2NH; + N, + M(VI) + 4[PR{H]HSO,4

Figura 3. Redugdo de dinitrogénio coordenado a complexos-modelo de Chatt
em meio protico

0S MODELOS QUIMICOS PARA A FUNCAO DAS
NITROGENASES

A polinuclearidade e o baixo estado de oxida¢do dos metais no
sitio ativo da nitrogenase parecem ser fatores importantes no proces-
so de ativacdo e redugdo do dinitrogénio®. O cofator FeMoco funcio-
na, aparentemente, como uma fonte de elétrons onde os metais
interagem através de ligacdes em ponte.

Virios complexos-modelo de molibdénio®2336, vanddio?2"374,
ferro?334043-47 titnio™, niébio*-’, zircdnio™*! e outros metais, como
tungsténio®, ruténio®>%, Gsmio?, cobalto®, ouro®>* e samario®
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foram sintetizados e caracterizados. Em alguns destes estudos, a ati-
vidade ¢ catalitica®¥"*!*® para produg¢do de amdnia. Um dos mode-
los mais eficientes é aquele de molibdénio(II1)*22. Os complexos de
Mo catalisam a reducdo de N, apenas na presenca de redutores
fortes, como uma mistura de hidréxidos de Ti(OH), e Mg(OH), ou
de amdlgama de sddio. Para entender melhor o papel tnico do
molibdénio(IIl) nestes sistemas, recorremos ao recente trabalho de
Cummins* que descreveu a sintese do complexo {Mo[NBu!
(C,H,Me,)],} e a quebra, passo a passo, da tripla ligagdo do N,,, for-
mando o nitreto complexo, {N=Mo[NBu'(C.H,Me,)],}. Para este
sistema, supde-se que a quebra da ligacdo tripla se dé pela formacao
de uma ligagdo em ponte (“end on”) do N, a dois centros de
molibdénio (Figura 4). A reacdo é movida termodinamicamente pela
estabilidade elevada da ligagdo Mo=N, enquanto que a configuracio
eletronica d* permite a transferéncia de seis elétrons para o N, coor-
denado. Resultados semelhantes também foram descritos por
Gambarotta para vanddio* e niébio®.
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Figura 4. Seqiiéncia de reagcoes proposta por Cummins para a quebra da
tripla ligagdo do N, no amideto-complexo [Mo(NBu'Ar),] (Bu' = -C(CD,),CH,
e Ar = 3,5-C .H Me,) formando o nitreto-complexo N=Mo(NBu'Ar),

Os trabalhos do grupo de Shilov?>?4! sdo bons exemplos da quimi-
ca da fixacdo de N,. O aspecto tnico do trabalho de Shilov foi o desen-
volvimento de sistemas que fixam N, em dgua/metanol (2-10% de dgua).
Hidréxidos de Mo™, V!, Ti", Nb™ e Ta™ apresentam uma intensa ativi-
dade catalitica quando recém preparados na mistura de solventes. Este
constitui um dos modelos funcionais mais simples e mais eficientes da
nitrogenase, reduzindo N, até€ amdnia, produzindo hidrazina intermedia-
riamente. A reacdo € rapida a temperatura ambiente ¢ também a baixas
temperaturas, apresentando rendimentos de até 65%. Estes sdo sistemas
heterogéneos e combinam potenciais de redugio negativos com confi-
guragdes d* ou d?, e alguns sdo genuinamente cataliticos, embora os
mecanismos definitivos nunca tenham sido determinados.

Shilov sugere que a condi¢a@o importante para a redugdo do N, €
a formacdo de um complexo polinuclear com vérios centros doado-
res, capazes de transferir pelo menos quatro elétrons em meio protico.
A estrutura exata do complexo polinuclear de V" na mistura V(OH),/
Mg(OH), € desconhecida. Postula-se que os fons de vanddio sdo
unidos por pontes O-Mg-O, formando complexos binucleares do tipo
VNNV como intermedidrios de rea¢do*' (Figura 5).

‘I* H
"IN IH/(I)\VHI/ 3H,0
SN0~ '~ Zom> N 7= NH
(@] [e) | rendimento 65%
Mg H

Figura 5. Espécies polinucleares propostas por Shilov na fixagdo de N, por géis de hidroxido de vanddio(Il)
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A necessidade do desenvolvimento de um sistema de catélise
homogénea levou Shilov a descoberta de que complexos de V! com
catecdis sdo capazes de reduzir N, em dgua e em solugdes alcodli-
cas, com um rendimento de até 75% (em metanol), tendo amdnia
como dnico produto®. Estudos de EPR de solugdes contendo V! e
catecol em metanol, na presenca de diferentes concentragdes de
LiOCH, e NaOCH,, indicaram a presenca de complexos trinuclares
com uma estrutura flexivel o suficiente para permitir a formacdo de
uma ponte N-N entre dois dtomos de vanddio (Figura 6). A etapa
determinante do mecanismo de redugdo do N, coordenado envolve-
ria a intera¢@o de dois complexos trinucleares, formando um com-
plexo tetranuclear V,N_, e um dimero de V", que seria responsavel
pela produgao de H,”.

-
Gronnl

NH;

rendimento = 75%

Figura 6. Intermedidrios polinucleares de catecdis de vanddio(Il) formados
na redugdo de N, e propostos por Shilov

O trabalho de Shilov impulsionou fortemente a quimica de com-
plexos trinucleares de vanddio. Os relatos sdo relativamente recen-
tes, e dados sobre sua reatividade sdo praticamente inexistentes. Os
complexos mais conhecidos contém a unidade central {V,0} rodeada
por seis carboxilatos bidentados e em ponte, como os originalmente
descritos por Glowiak™. Leigh descreveu a preparagdo de [M,(u-
CD),(u,-Cl),(tmeda),]*, onde M = Ti, V, Fe, Co e Ni, e tmeda =
N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina®, sendo a estrutura cristalina®
e as propriedades espectrais® do complexo [V Cl (tmeda),] (BPh,)
conhecidas. Mais recentemente, a sintese e a caracteriza¢do estrutu-
ral do primeiro complexo trinuclear heterobimetélico contendo
vanddio(Il) e ferro(IT) do tipo [V Fe, (u-Cl),(u,-Cl),(tmeda),]* fo-
ram descritas*. Nenhum destes compostos, no entanto, apresenta-
ram capacidade de coordenagdo ou de redugdo de N,.

Gambarotta® isolou o primeiro composto homobimetalico de
vanadio contendo N, coordenado, [{(2-Me,NCH,C H,),VPy},(u-N
(Figura 7) através dareagdo entre [VCL(tmeda)] (tmeda = N,N,N’,N’-
tetrametiletilenodiamina) e 2-Li(CH,NCH,),C.H, na presenca de
piridina, confirmando que V(II) é suficientemente reativo para
interagir com N,. Em complexos trinucleares de saméario(Ill) com o

N
2 ( Ny ‘ /N . T N e
N/ \N
Cl
-LiCl | T Na ~
-tmeda| + piridina (py) N N= tmeda

Figura 7. Primeiro complexo isolado de vanddio(Il) contendo dinitrogénio
coordenado: [{2-Me,NCH,C H,),VPy},(u-N,)]

Quim. Nova

ligante tetraaza calix-tetrapirrol, Gambarotta® descreveu a redugiao
por quatro elétrons da molécula de Nzocoordenado, observando-se
distancias N-N de 1,502(5) e 1,525(4) A.

A importancia da polinuclearidade para a ativacio da molécula
de N, também foi demonstrada por Ferguson®, na produgio de
hidrazina e amonia a partir da protona¢do do complexo binuclear de
vanadio(I) [(Mes),V(u-N,)V(Mes), ], Mes = 2,4,6-Me,C H,.

O desenvolvimento de complexos como [H,Fe(CO),] e
[ZrHCI(n*-C,H,)1* capazes de agir como fontes de hidrogénio para
protonar o N, ao invés de um dcido mineral, € uma estratégia bas-
tante interessante e relativamente recente®. As dificuldades nas sin-
teses destes tipos de compostos foram significativamente superadas
quando Hidai**** descobriu que o complexo [RuCl(Ph,PCH,
CH_PPh,),]* reage reversivelmente com H,, produzindo o complexo
[RuCI(m*-H,)(Ph,PCH,CH,PPh,), |*. Hidai* investigou a reatividade
do N, coordenado a metais em complexos do tipo [M(N,),(L),] (M =
Mo ou W e L = fosfina tercidria). O tratamento de cis-[W(N,),
(PMe,Ph) ] com excesso de trans-[RuCl(nz-Hz)(difosfina)z]* sob
atmosfera de H, (1 atm) e condigdes controladas de temperatura (55 °C)
chega a rendimentos totais acima de 70% de amonia, e tracos de
hidrazina, dependendo da difosfina utilizada e do contra-ion do com-
plexo de diidrogénio® (Figura 8). Nestes sistemas, apenas um fon
hidrogénio, formado pela clivagem heterolitica da molécula de H,
coordenada ao ruténio, € utilizado para formar a ligacdo N-H, de
forma que sdo necessarios pelo menos trés equivalentes do comple-
xo de diidrogénio para formar um equivalente de amonia. O hidreto
remanescente ndo ¢é utilizado para formar uma nova ligacdo N-H.
Além disso, todos os elétrons requeridos para a formagdo de NH,
sdo fornecidos pelo tungsténio, que ndo € regenerado apds sua oxi-
dacdo a WY,

X
(p
6 /\R‘ufcl X =PFg, BF4, OTf

L}\) N e

P P
+Hy
1 atm

Z

Il
H

>70%

2NH; + 6 <P/R‘u P> +oww
p ‘ NP N
a

P,
o

1 atm

<N+6</R“\P> 55 9C

nio caracterizado
benzeno/dicloroetano

14{—2

P = PMe,Ph

Figura 8. Sintese de amonia por reagdo entre os compostos-modelo de Hidai.
A fonte de protons é o diidrogénio-complexo de ruténio(ll) e ndo o solvente

Leigh? também realizou estudos cinéticos com complexos deste
tipo contendo Fe, Ru e Os. Foram estudadas reagdes de substitui¢do
de diidrogénio e dinitrogénio em complexos do tipo [FeH(L)
(difosfina),]* (L = H, ou N) (difosfina = R,PCH,CH,PR, (R = Et ou
Me) ou P(CH,CH,PR’)), (R” = Me ou Ph) por ligantes L’ (MeCN,
PhCN ou CI'), em acetona ou thf. A determinac@o dos parametros de
ativacdo levaram a uma proposta mecanistica para estas reagdes, em
que a perda de H /N, pelo diidrogénio/dinitrogénio complexo ¢é
determinante na velocidade do processo, seguida pela rapida coor-
denagdo de L.

Estes estudos levantam a questdo se ndo seria o H, a fonte de
elétrons para a redug@o de N, no meio bioldgico, a0 mesmo tempo
em que aproximam a quimica dos complexos de dinitrogénio da
catdlise Haber-Bosch.

Pickett*® descreveu a redugio de N, em meio alcodlico (metanol,
etanol ou isopropanol) sob condi¢des brandas e controladas, geran-
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do amoénia e um nitreto-complexo a partir do complexo trans-
[W(N,),(Ph,PCH,CH,PPh,),]. Neste caso, o ciclo catalitico foi com-
pletado através de uma reducio eletroquimica. Mais recentemente, o
autor propds*® mecanismos de reducdo de N, no sitio ativo da
nitrogenase com base na redugao, também eletroquimica, do diazeno-
complexo [Mo,Cp,(u-SMe),(u-n*-H-N=N-R)]*.

Em contraste com a inabilidade de redutores mais fortes como
Na, K ou Cs, estes resultados demonstram definitivamente a capaci-
dade de complexos metédlicos em ligar N, quebrar a tripla ligagdo e
promover a hidrogendlise da ligacio M-N.

REACOES DE INSERCAO DE DINITROGENIO E A
QUIMICA ORGANOMETALICA DAS NITROGENASES

Complexos de dinitrogénio podem sofrer reacdes de alquilacido
ou protonag¢do de um dtomo de nitrogénio terminal, permitindo a
sintese de moléculas organicas sofisticadas. Excelentes resultados
neste sentido tém sido descritos pelo grupo de Hidai*>® e por Mori®!,
observando-se varias transformacdes tteis em sintese organica (Fi-
gura 9). Estas descobertas sdo muito importantes porque demons-
tram que € realmente possivel usar N, como material de partida. A
conversdo destes processos em ciclos cataliticos é o grande desafio
para tornd-los comercialmente vidveis.

H* R,C=0
LW-N, —> L[ ,W=NNH, ———» L,W=N-N-CR,
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0” “ocH @(

CH,Cl, / HBF4

thf/HCl
0
/
—
N N=W —N W
\
thflumm HBr |CH,Cl
' {
—_—
NH
Q ©\/N_NH2
81% 69%
0

Figura 9. Exemplos de reacoes de organofuncionalizagdo de dinitrogénio-
complexos

Na busca por modelos competitivos para a nitrogenase, encon-
tram-se descritas reagdes com outros substratos além do N %%, As
nitrogenases podem, por exemplo, reduzir acetileno a etileno e
ciclopropeno a ciclopropano e propeno. Os modelos para explicar
esta atividade da enzima baseiam-se na complexagdo do hidro-
carboneto seguida de protonacio. Os modelos cldssicos sdo hidreto-
complexos de molibdénio(0), [MoH,(Ph,PCH,CH,PPh,), |,
[MoH,(PMePh,),]* e de ferro(Il), [FeH(H,)(dmpe), ]* %%4%, cuja
quimica foi revista por Henderson® e Leigh®. Em geral, os produtos
da protonag¢do de ciclopropeno na presenga de complexos de metais
de transicdo sdo diversos e dependem ndo apenas do tipo de metal,
mas também do 4cido e do solvente usados. Isto torna a interpreta-
¢do da atividade da nitrogenase ainda mais dificil. As evidéncias su-
gerem que a reducdo ocorre através da complexacido do substrato
seguida do fluxo de prétons e elétrons, tal que a protonacdo do metal
precede a transferéncia para o hidrocarboneto.

COMPLEXOS-MODELO PARA A LIGACAO DO N, NAS
NITROGENASES

Um bom exemplo da capacidade de coordenagdo de N, a com-
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plexos metélicos é encontrado nos trabalhos de Fryzuk®>'. Comple-
xos de zirconio(Il) com ligantes amideto-fosfinas tri- e tetradentados
(gerados in situ) reagem com N, formando complexos binucleares
com ligagdes “side on”, como mostrado na Figura 10. Um destes
complexos possui a maior distdncia N-N jamais medida [1,548(7) A
versus 1,098(1) A do N, livre], indicando uma redugéo de quatro
elétrons. Estes compostos reagem com H,(g), resultando em uma
hidrogenag@o parcial.
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N—N = 1,548(7) A

Figura 10. Complexos de zirconio(Il) e dinitrogénio com ligantes amideto-

fosfinas com a maior distancia N-N medida

Sharp™ recentemente demonstrou a auto-montagem do cluster
[(LAu),(N,)I**, L = PPh_Me dentre outras, a partir da reacio de duas
subunidades trinucleares de ouro com hidrazina. O produto contém
N, atuando como ponte entre os seis dtomos de ouro, em uma estru-
tura semelhante a uma gaiola (Figura 11). O cluster decompde-se
em meio dcido com protonagdo completa ou parcial e rendimentos
de 13 a 100% de NH,, dependendo da natureza do ligante auxiliar
(fosfina), demonstrando que a ligagdo de N, a seis dtomos de ouro
pode facilitar a clivagem da ligacdo N-N. A distancia de ligacdo N-N
no cluster ¢ de 1,457(14) A, indicando uma ligagdo simples. A sepa-
racdo entre os dois 4tomos de ouro é muito grande, maior que 3,6 A,
mostrando claramente que a estrutura do cluster hexanuclear é
mantida gragas a molécula de N, em ponte.

Au P = PPhiPr
P }
\Ali N—N \A contra-ion = BFy
LI\P
Au A N—N = 1,475(14) A
/ 1\ AT5(14)

Figura 11. Cluster obtido pela reagdo: 2[(PPh,/PrAu) (u-O)]* + NH,NH,
— [(PPh,PrAu)(N,),I** + 2H,0, demonstrando que a ligagdo de N, a seis
dtomos de ouro pode facilitar a clivagem da ligagdo N-N

Serd esta a forma como o N, se liga nas nitrogenases? Esta pro-
posta esta de acordo com a recente descoberta do nitrogénio
intersticial no cofator da nitrogenase de molibdénio. A grande dis-
tancia de separagdo entre dois d&tomos de molibdénio no sito ativo da
FeMo nitrogenase ¢ desfavordvel, no entanto, a esta hipétese. O
mesmo argumento aplica-se se considerarmos a participacdo de um
sistema heterobimetdlico, Mo-N -Fe A proposta mais aceita atual-
mente € a de que o N, se liga ao heterodtomo (Mo ou V) e que os
elétrons para a redugao sdo transferidos para o N, através dos clusters
P, os prétons tendo origem no solvente, HZO7.
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Intimeros trabalhos sobre a modelagem da nitrogenase através
da realizacdo de cdlculos tedricos estio descritos''. Os modelos des-
crevem provaveis “turn-over states” para o cofator FeMoco e o modo
de ligacdo com os substratos, bem como possiveis mecanismos de
redugdo centrados tanto no ferro, como no molibdénio.

Os modelos de ligacdo existentes, no entanto, ndo permitem ra-
cionalizar o fato de que o interior do cofator FeMoco ¢é grande o
bastante para acomodar o N, mas ndo os intermedidrios de redugdo,
como N,H, ou duas moléculas de amonia.
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Figura 12. Ciclo catalitico hipotético para a fixa¢do de N, pelo fragmento
[Fe('N,S,’)]

Sellmann e Sutter*® apresentaram uma nova alternativa baseada
na quebra de uma das ligacdes Fe-S-Fe do sitio ativo da enzima. Este
modelo surgiu apds a investigacdo de complexos-modelo contendo
ligantes organosulfurados'**. Os resultados mais significativos fo-
ram obtidos com complexos de ferro. Os autores prepararam o
diazeno-complexo [W-N,H {Fe(‘N,S,’)},] e propuseram um ciclo
catalitico hipotético para a fixagdo de N, (Figura 12)%. No ciclo, N,
liga-se ao fragmento [Fe(‘N,S,”)] e o complexo resultante € reduzi-
do até o amim-complexo, passando pelos complexos contendo os
intermedidrios da reducdo, N,H, e N H,. Ndo ha evidéncias experi-
mentais para a existéncia do complexo de dinitrogénio, no entanto,
os complexos de NH,, N H, e N,H, foram sintetizados e completa-
mente caracterizados, em particular, o diazeno-complexo®®’. O es-
tado de baixo spin do ferro(Il) ¢ imposto por restri¢des estéreas do
ligante ‘N_S,’, uma caracteristica possivelmente garantida pela ca-
deia protéica da nitrogenase. A labilidade da ligacdo Fe-S e a
basicidade de Bronsted também foi observada no modelo sintético,
conferindo reversibilidade para as reagdes de dissociagdo, bem como
um fluxo de prétons e elétrons®. Estas observagdes permitiram vis-
lumbrar um estado ativado (“turn-over state”) para o cofator FeMoco,
onde uma ponte Fe-S-Fe é aberta permitindo a coordenacdo de
aminodcidos e moléculas de dgua vizinhas aos centros de ferro. Isto
daria origem a dois centros de ferro(II) pentacoordenados, como ilus-
trado na Figura 13, que poderiam ligar N, com a subseqiiente redu-
¢do acoplada ao fluxo de prétons. Este modelo prevé ainda que os
heterodtomos, Mo ou V, agiriam apenas como moduladores do po-
tencial redox da enzima.

Quim. Nova
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Figura 13. Proposta de abertura do cofator FeMoco apos redugdo de dois
elétrons e formagdo de dois centros de ferro(Il) baixo-spin pentacoordenados

CONSIDERACOES FINAIS

Sintetizando os avancos mais relevantes sob o ponto de vista da
modelagem da nitrogenase, destacamos os trabalhos de Shilov,
Gambarotta, Fryzuk, Cummins, Sharp, Sellmann e Hidai que apon-
tam para a necessidade da interagcdo cooperativa de varios metais para
a obteng@o de complexos robustos de N, e redugdes significativas de
N,. A redugio catalitica da amonia € possivel em condigdes brandas.
Quanto mais extensa a ativacdo e a funcionalizagdo da molécula de
N,, mais a ligagdo M-N se aproxima de uma fun¢do M-amideto ou
nitreto. Com metais de transi¢do do inicio da série e lantanideos, estas
unidades M-amideto s@o particularmente estdveis e quebradas apenas
sob condicdes hidroliticas. Estes resultados sao pouco atrativos para a
construgdo de ciclos cataliticos. A questdo principal é balancear a es-
tabilidade das ligacdes M-H e M-C com a M-N. Um processo catalitico
necessariamente requer a labilizaco da molécula funcionalizada re-
sultante da ativagdo do N,, para permitir a regeneragdo do complexo
em baixo estado de oxidac@o. Neste sentido, hd pouca esperanga para
os metais do inicio da série. Além disso, observa-se que a inércia da
ligagdo M-N, aumenta com a capacidade de retrodoagdo do metal. Em
geral, complexos de N, mais estdveis sdo obtidos com metais ricos em
elétrons e em baixo estado de oxidacdo. Complexos de dinitrogénio
com metais do inicio da série de transi¢@o sdo tipicamente ldbeis, e a
labilidade aumenta com o aumento do ntimero de oxidagdo. Portanto,
a quimica dos metais de transicdo do meio para a direita da tabela
periddica deve ser mais promissora.

Descobertas importantes relacionadas ao uso de N, como mate-
rial de partida vidvel e a elaboracdio de estruturas moleculares com-
plexas, como nos trabalhos de Hidai, foram obtidas em poucos casos.

A recente descoberta do grupo de Rees sobre o 4tomo de nitro-
génio intersticial no cofator FeMoco proporcionard uma nova era de
possibilidades, para os quimicos sintéticos, para a ativagdo de N,. Os
resultados obtidos até o momento sdo muito interessantes porque
provam a viabilidade do uso de dinitrogénio como material de parti-
da mas, na sua maioria, sem catdlise. Por outro lado, a criagdo de
ciclos cataliticos vidveis requer a inser¢do direta de N, em ligagdes
reativas como M-H ou M-C.

As tentativas de modelagem da estrutura e da reatividade do
cofator através de métodos tedricos deverdo ser reconsideradas face
a presenca do nitrogénio intersticial e dos seus efeitos sobre a estru-
tura e o estado de oxidagdo dos dtomos de ferro. O desafio continua.
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