CICLO DEL NITROGENO

FIJACION BIOLOGICA DEL
NITROGENO

El nitrégeno es un elemento increiblemente versatil que existe en forma
inorganica y organica, y a la vez en muchos y diferentes estados de
oxidacion.

Profesora: Dra. Nora Indn



Tabla 1- Estados de oxidacion de los compuestos clave de nitrdgeno

Compuesto Estado de oxidacidon
N organico (R-NH,) -3

Amoniaco (NH,) -3

Nitrégeno gaseoso (N,) 0

Oxido nitroso (N,0) +1 (promedio por N)
Oxido de nitrégeno (NO) +2

Nitrito (NO,) +3

Bioxido de nitrogeno (NO,) |+4

Nitrato (NOy) +5




- Todas las formas de vida dependen del nitrogeno. Es el componente
esencial de proteinas, acidos nucleicos y otras macromoléculas
fundamentales del metabolismo.

- El principal reservorio es la atmosfera. El 78% de la atmdsfera es N,
gaseoso. El triple enlace es dificil de romper y se requieren condiciones
especiales. La mayoria de los ecosistemas contienen cantidades escasas
de N. El nitrogeno es soluble en agua y circula a través del aire, el agua y
los tejidos vivos (en estado reducido).

- Son pocos los organismos capaces de asimilarlo, entre ellos los
procariotas como las cianobacterias y las azotobacterias.

- No se conoce ningun eucariota que fije nitrogeno. Los organismos
fotoautotrofos (plantas o algas) requieren por lo general de nitrato (NOy)
como forma de ingresar su nitrogeno; los heterotrofos (p.ej. los animales)
necesitan el nitrogeno ya reducido, en forma de radicales amino, que es
como principalmente se presenta en la materia viva.



CICLO DEL NITROGENO

Proceso por el cual el nitrdgeno circula y
recircula a través del mundo.

Las tres etapas principales de este ciclo
son;

1- Amonificacion
2- Nitrificacion
3- Asimilacion




Amonificacion

« Es el proceso por el cual los compuestos
nitrogenados encontrados en el suelo,
productos de la descomposicion de materiales
organicos complejos tales como proteinas,
aminoacidos, acidos nucleicos y nucledtidos
son degradados a compuestos simples por
organismos gue habitan el suelo, principalmente
bacterias y hongos. EStos microorganismos
metabolizan estos compuestos y liberan el
exceso de nitrdgeno en forma de amoniaco o
I0On amonio.



AMONIFICACION

Materia organica

|

Suelo
Se descomponen Proceso de amonificacion
Compuestos
nitrogenados . g
organicos Bacterias y hongos T El exceso

Constituyen sus propias proteinas

NH;

NH,*

La amonificacidon es la conversidon del nitrogeno que en la materia viva
aparece principalmente como grupos amino (-NH,) o imino (-NH-) a ion

amonio .




Nitrificacion

* La nitrificacion es el proceso por el cual
varias especies de bacterias comunes en
los suelos son capaces de oxidar el
amoniaco o el ibn amonio. Es un proceso
generador de energia, y la energia
liberada es utilizada por estas bacterias
como fuente de energia primaria. Un
grupo de bacterias oxida el amoniaco o
IOn amonio a nitrito y luego otro grupo lo
oxida a nitrato.



‘No se conoce ningun quimiolitotrofo que lleve a cabo la
oxidacion completa de amonio a nitrato; por ello, la nitrificacion
en la naturaleza resulta de la accidon secuencial de dos grupos
separados de organismos, las bacterias oxidantes de amoniaco
o nitrosificantes y las bacterias oxidantes de nitritos, las
verdaderas bacterias nitrificantes.

Historicamente las bacterias nitrificantes fueron los primeros
organismos en los que se demostro la quimiolitotrofia
(capacidad de un organismo de oxidar una sustancia inorganica
como fuente de energia); Winogradsky demostro que eran
capaces de producir materia organica y masa celular cuando se
les suplementaba con CO, como Unica fuente de carbono. En
las membranas de las bacterias nitrificantes se ubica la enzima
clave de la oxidacion del amoniaco, amoniaco monooxigenasa,
que oxida el NH; hasta hidroxilamina (NH,OH); este ultimo es
oxidado a nitrito mediante la accion de otra enzima, la
hidroxilamina oxidoreductasa presente en el periplasma de las
bacterias nitrosificantes. Las bacterias oxidantes de nitritos
emplean la enzima nitrito oxidoreductasa para oxidar el nitrito a
nitrato.



Primera reaccion Segunda reaccion

N H3’ oxidacion R NOZ- oxidacion , NO3'
+

NH4

Bacterias comunes del
suelo

Primera reaccion

Bacterias del género
Nitrosomonas

2NH, + 30, » 2NO, + 2H,0 + 2H*
}

Es toxico para muchas plantas, no se acumula

Segunda reaccion

Nitrobacter

v

2NO; — suelo — Raices plantas

2NO, + O,

Nitrosomonas y Nitrobacter juegan un papel central en el reciclado del nitrégeno

La combinacion de amonificacion y nitrificacion devuelve a una forma asimilable por las plantas, el
nitrégeno que ellas tomaron del suelo y pusieron en circulacion por la cadena tréfica.



Bacterias nitrosificantes
; NH3 +02 +2€~+2 HY — NH2OH + HQO
2. NH,OH + Hy0 + 5 Op = NOy™ + 2 HyO + H*
Sum: NH3 + 15 O, == NO,™ + Ho0
AGY = =275 kJ/reaccién

Bacterias nitrificantes
NO,™ + 3 O, == NO3~
AGY = -74,1 kJ/reaccion

: - ”:l Reacciones que intervienen en la oxidacion de com-
puestos de nitrégeno inorganico por bacterias nitrificantes quimiolito-
trofas, (véanse también Figuras 17.32 y 17.33).

La enzima de membrana amoniaco monooxigenasa, oxida el NH; hasta
hidroxilamina; la hidroxilamina oxidoreductasa presente en el perlplasma de las
bacterias nitrosificantes oxida la hidroxilamina a nitrito. Las bacterias gue oxidan
nitritos emplean la enzima nitrito oxidoreductasa para oxidar el nitrito a nitrato.



NO,

Asimilacion

consumo de E amino ac
— . proteinas
célula vegetal transferencia a ac.nucleicos
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El ciclo se completa

uuoq
mostérico (u,) -'" -

\\m "ﬁ.
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Plantas

plantas — animales

l mueren l mueren
suelo
Compuestos Procesados por los microorganismos del suelo

v

n|trogenados Adsorbidos por las raices de las plantas

Reconvertidos a compuestos organicos

v

Se vuelve a completar el ciclo.

Los microorganismos son clave en el ciclo del nitrogeno en la naturaleza



Ciclo del nitrégeno

Los organismos autotrofos requieren tipicamente

m:g:r'gg:c?w N un suminist_ro de nitrégeno en forma de nitrato

\ h// ;}”“. (NO5), mientras que los heterotrofos lo
Nz “ ' necesitan en forma de grupos amino (-NH.), y lo
"%"kﬁ toman en sus alimentos formando parte de la
composicion de distintas biomoléculas. Los
autoétrofos reducen el nitrégeno oxidado que
reciben como nitrato (NOj) a grupos amino,
reducidos (asimilacion). Para volver a contar
con nitrato hace falta que los descomponedores
lo extraigan de la biomasa dejandolo en la forma

Descomponedores
(bacterias, hongos)

O— Wi reducida de i6n amonio (NH,*), proceso llamado
¢ % amonificacion; y que luego el amonio sea
oxidado a nitrato, proceso llamado nitrificacion.
fljadoras nitrificantes )
SIS St St El ciclo se completa con los procesos de

fijacion de nitrogeno, que origina compuestos
solubles a partir del N,, y la desnitrificacion que
es una forma de respiracion anaerobia que
devuelve N, a la atmosfera completando el ciclo.
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Amonlificacion

de N2 del suelo

Las plantas pueden tomar el amonio y el nitrato a través de las raices y pueden usarlos para la
sintesis de sus proteinas y los acidos nucleicos. Los animales obtienen su nitrogeno al comer
las plantas o a otros animales. En el metabolismo de los compuestos nitrogenados en los
animales acaba formandose i6n amonio que es muy toxico y debe ser eliminado. Esta
eliminaciéon se hace en forma de amoniaco (algunos peces y organismos acuaticos), o en
forma de urea (el hombre y otros mamiferos) o en forma de acido Urico (aves y otros animales
de zonas secas). Estos compuestos van a la tierra o al agua de donde pueden tomarlos de
nuevo las plantas o ser metabolizados por diferentes organismos.



Los animales, que no oxidan el nitrogeno, se deshacen del que tienen en
exceso en forma de distintos compuestos. Los acuaticos producen
directamente amoniaco (NH;), que en disolucidn se convierte en ion
amonio. Los terrestres producen urea, (NH,),CO, que es muy solubley
se concentra facilmente en la orina; o compuestos nitrogenados
insolubles como la guaninay el acido Urico, que son purinas, y ésta es
la forma comun en aves 0 en insectos y, en general, en animales que no
disponen de un suministro garantizado de agua. El nitrégeno bioldgico,
en la mayor parte en ecosistemas continentales, es convertido a amonio
por la accion de microorganismos descomponedores.

(NH,),CO
urea

OH
(I: oK 5.4
= \ | /C -OH —
HO—Cx . C~N
N
H
Uric acid
(Enol form)



Perdida de nitrogeno del suelo

Remocion de plantas del suelo

Desaparicion de la capa superior del suelo
DOr erosion o por destruccion por el fuego.

_ixiviacion por el agua que se filtra a
través del suelo y arrastra los iones
nitrogenados.

Proceso de desnitrificacion en suelos poco
drenados por el metabolismo bacteriano.




Recuperacion del nitrdgeno del suelo

* Por fijacion simbidtica ( a traves de la
simbiosis rhizobium-leguminosa).

 Por fijacion quimica ( descargas
eléctricas).

 Por fijacion industrial ( agregado de
fertilizantes nitrogenados).



Los procesos principales que componen el ciclo del nitrégeno que pasa por
la biosfera, la atmosfera y la geosfera son cinco:

1- La fijacion del nitrogeno

2- la toma del nitrégeno (crecimiento de organismos)
3- la mineralizacion del nitrégeno (desintegracion)

4- la nitrificacion

5- la denitrificacion.

Los microorganismos, particularmente las bacterias, juegan un importante
papel en todas las principales transformaciones del nitrogeno. Como
procesos de mediacion microbiana, ocurren mas rapidamente que los
procesos geologicos, tales como los movimientos de placas, que es un
proceso puramente fisico.

La velocidad de las transformaciones Illevadas a cabo por los
microorganismos se ven afectadas por factores ambientales como la
temperatura, la humedad y la disponibilidad de recursos que influyen en la
actividad microbiana.



1- La fijacion del nitrégeno

Proceso por el cual el N, se convierte
en amonio. Este proceso es esencial
porque es la Unica manera en la que
los organismos pueden obtener
nitrogeno directamente de la
atmosfera.

N, ->NH,*
Algunas bacterias, por ej. las del
género Rhizobium, son unos de los Parte del sistema de la raiz de una
pocos organismos que fijan nitrégeno planta de trebol nodulada por
a través de procesos metabdlicos. Rhizobium.

Esta simbiosis ocurre con la familia de

las leguminosas. En esta relacion, la Existen tambieén bacterias que fijan

bacteria que fija el nitrdgeno habita los nitrogeno sin plantas anfitrionas.
nodulos de las raices de las Estas son conocidas como fijadores
legumbres y reciben carbohidratos y libres de nitrégeno. Es el caso de las
un ambiente favorable de su planta algas azul verdosas o cianobacterias
anfitriona a cambio de parte del que constituyen un importante fijador

nitrogeno que ellas fijan. de nitrégeno en ambientes acuaticos



Ademas del nitrégeno que fija la bacteria hay eventos naturales que pueden

causar la fijacion de pequefias, pero significativas cantidades de nitrégeno.
Fijacion biolégica (microorganismos)

Fijacion de N, relampagos

\ Fijacion por eventos naturales /

h¥

flujos de lava
guemado de combustible fosil

Fijacion antropogénica — fertilizantes nitrogenados sintéticos

cultivo de legumbres que fijan N,

A traves de diversas actividades como el guemado de combustible fésil, la
incorporacion de fertilizantes sintéticos y el cultivo de legumbres, los
seres humanos han duplicado en el curso del siglo XX la cantidad de
nitrogeno que se dispersa en la biosfera cada afo.



Aumento de la fijacion antropogénica de nitrogeno
en relacion a la fijacion natural.
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2- Latoma del Nitrogeno
NH,* "~ N organico

El amonio producido por el nitrégeno que fija la bacteria es usualmente
incorporado rapidamente en la proteina y otros compuestos de nitrégeno
organico, ya sea por la planta anfitriona, por la misma bacteria, o por otro
organismo del suelo. Cuando los organismos mas cercanos a lo alto de la
cadena alimenticia (como nosotros) comen, incorporan el nitrdogeno que ha
sido inicialmente fijado a través del nitrégeno que fija la bacteria.

3- La Mineralizacion del Nitrégeno

El N organico—— NH,*

Luego que el nitrégeno se incorpora en la materia organica, frecuentemente se
vuelve a convertir en nitrégeno inorganico a traves de un proceso llamado
mineralizacion del nitrdgeno, también conocido como desintegracion. Cuando los
organismos mueren, los organismos descomponedores (como las bacterias y los
hongos) consumen la materia organica y llevan al proceso de descomposicion.
Durante este proceso, una cantidad significativa del nitrogeno contenido dentro
del organismo muerto se convierte en amonio. Una vez que el nitrdgeno esta en
forma de amonio, esta también disponible para ser usado por las plantas o para
transformaciones posteriores transformandolo en nitrato (NOy") a través del
proceso llamado nitrificacion.
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4- La nitrificacion

NH,* — NO;

Parte del amonio producido por la descomposicion se convierte en nitrato a
traves de un proceso llamado nitrificacion. Las bacterias que llevan a cabo
esta reaccion obtienen energia de la misma. La nitrificacion requiere la
presencia del oxigeno. Por consiguiente, la nitrificacion puede suceder
solamente en ambientes ricos de oxigeno, como las aguas que circulan o
gue fluyen y las capas de la superficie de los suelos y sedimentos. El proceso
de nitrificacion tiene algunas importantes consecuencias. Los iones de
amonio tienen carga positiva y por consiguiente se pegan a particulas y
materias organicas del suelo que tienen carga negativa. La carga positiva
previene que el nitrogeno del amonio sea barrido (o lixiviado) del suelo por
las lluvias. Por otro lado, el ion de nitrato con carga negativa no se mantiene
en las particulas del suelo y puede ser barrido del perfil de suelo. Esto lleva a
una disminucion de la fertilidad del suelo y a un enriquecimiento de nitrato de
las aguas corrientes de la superficie y del subsuelo (contaminacion).


http://www.visionlearning.com/library/pop_glossary_term.php?oid=889&l=s','Glossary

5- La denitrificacion

NO; —— N,+ N,O

A través de la denitrificacion, las formas oxidadas de nitrdgeno como el nitrato
y el nitrito (NO,") se convierten en dinitrégeno (N,) y, en menor medida, en gas
oxido nitroso (N,O). La denitrificacion es un proceso anaerobico llevado a cabo
por bacterias que utilizan compuestos nitrogenados como aceptores de
electrones en la respiracion anaerobica y que pueden convertir el nitrato en
formas mas reducidas de nitrégeno (NO, N,O, N,) que se van a la atmosfera
dando lugar al proceso de desnitrificacion a través de la siguiente secuencia
de reacciones:

NO; — NO,” —NO — N,O — N..

El 6xido nitrico y el 6xido nitroso son gases importantes para el ambiente. El
oxido nitrico (NO) contribuye a formar smog, y el 6xido nitroso (N,O) es un gas
de invernadero importante, por lo que contribuye a los cambios globales
climatologicos.

Una vez que se convierte en dinitrégeno, el nitrégeno tiene pocas
posibilidades de reconvertirse en una forma biologica disponible, ya que es un
gas y se pierde rapidamente en la atmoésfera. La denitrificacion es la Unica
trasformacion del nitrdgeno que remueve el nitrégeno del ecosistema (que es
esencialmente irreversible), y aproximadamente balancea la cantidad de
nitrogeno fijado por los microorganismos fijadores de nitrégeno.



http://www.visionlearning.com/library/pop_glossary_term.php?oid=2189&l=s','Glossary
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Reduccion de nitratos y desnitrificacion.

Las formas de nitrogeno inorganico mas comunes en la naturaleza son
el amoniaco y el nitrato, que se pueden originar ambas en la atmoésfera
por procesos quimicos inorganicos, y el gas N,, un gas también
atmosférico, que es la forma mas estable del nitrégeno en la
naturaleza.

El proceso de desnitrificacion, el cual es estrictamente anaerdbico, es
un proceso perjudicial para la agricultura; sin embargo para el
tratamiento de aguas residuales es beneficioso ya que convierte el
NO; en N,, disminuyendo significativamente la cantidad de nitrégeno
gue puede estimular el crecimiento de algas (eutrofizacion).

La desnitrificacion es empleada, en los procesos técnicos de
depuracion controlada de aguas residuales, para eliminar el nitrato,
cuya presencia favorece la eutrofizacion y reduce la potabilidad del
agua, porque se reduce a nitrito por la flora intestinal, y este es
cancerigeno.



http://es.wikipedia.org/wiki/Flora_sapr%C3%B3fita

Reduccion desasimiladora de nitrato

Nitrato (NO;")

! ! Nitrato reductasa

Nitrito (NO,")
Nitrito reductasa NH3

Oxido nitrico (NO) e

Oxido nitnco reductasa

Oxido nitroso (N,O) ———— A la atmosfera

! ! Oxido nitrose reductasa

Dihidrogeno (Ng)/

 gwe . ae B RS ae o ! x 2
E ;gﬁ?;&éf&@ Pasos en la reduccion desasimiladora de nitrato. Al-

gunos organismos, por ejemplo, Escherichia coli, solo pueden realizar

el primer paso. Todas las enzimas que intervienen son desreprimidas
por las condiciones anoxicas. También se sabe que algunos procario-
tas reducen NO,; a NH, en el metabolismo desasimilador.

Todas las enzimas que intervienen
son dereprimidas por las
condiciones anodxicas. Algunos
organismos como Escherichia coli
solo pueden realizar el primer
paso. Algunos procariotas pueden
reducir el NOg a NH,* en el
metabolismo desasimilador.



Reduccion de nitratos




a) Reduccion asimilativa (plantas, hongos,
NO, bacterias).

b) Reduccion desasimilativa (bacterias).

a) Nitrato reductasa, enzima soluble, contiene molibdeno, se inhibe por NH,.

NOg_ l > NOZ-
luego [INO," » INH,OH »| NH, »| N organico (R-NH.)
I hidroxilamina < TN\
Nitrito reductasa, se inhibe por NH, amino acidos, proteinas, nucleotidos

b) Nitrato reductasa, enzima particulada, su sintesis es reprimida por el O,.

NO3- l > NOZ-
Luego [NO, » |NO » |N,O > N,
l \oxido nitrico oxido nitroso
0 NH3 atmosfera




Ciclo del nitrégeno

El ciclo del nitrdgeno consiste en varios bancos o bolsas de almacenamiento de
nitrégeno y de procesos por los cuales las bolsas intercambian nitrogeno (flechas)

Las flechas amarillas indican las de nitrogeno para el ambiente. Las flechas
rojas indican las transformaciones microbianas del nitrégeno. Las flechas azules indican las
fuerzas fisicas que actuan sobre el nitrogeno. Y las flechas verdes indican los procesos
naturales y no microbianas que afectan la forma y el destino del nitrégeno.



FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO



Hay dos procesos fundamentales que aseguran la disponibilidad de
carbono y de nitrégeno por los seres vivos. Estos son la fotosintesis y la
fijacion biologica de N,.

vegetales

Fotosintesis

Algunos
procariotas

Fijacion biolégicade N, (FBN) ———  Solamente algunos procariotas

La fijacion de nitrogeno funciona en bacterias adaptadas a distintos ambientes
ecoldgicos y distintos estilos de vida. Todas poseen el sistema enzimatico
responsable de la reduccion llamado nitrogenasa. El proceso de FN por los
organismos se llama fijacion biolégica de nitrégeno (FBN). Se estima que
actualmente la FBN es de 200 millones de toneladas por ano.

La atmdsfera contiene 10° toneladas de N,.

El ciclo del nitrégeno involucra 3x10° toneladas de N,/afio.



Fijacion del Nitrogeno

» La utilizacion del N, como fuente de
nitrégeno se llama fijacion de nitrégeno.

* Solo unos pocos microorganismos pueden
fijar N,
N, + 66"+ 6H* — 2 NH; — forma orgénica



Fljacion bioldgica del nitrogeno

NH3

Glutamato

El nitrégeno es un componente clave de los aminoacidos. La
atmodsfera es rica en nitrogeno gaseoso (N,), una molécula muy
poco reactiva. Ciertos organismos como las bacterias que viven en
los nodulos radiculares del trébol amarillo (Trifolium aureum) (foto de
la izquierda) pueden convertir el nitrdgeno gaseoso en amoniaco.

Posteriormente, el amoniaco se puede utilizar para la sintesis,
primero de glutamato y después de otros aminoacidos. [(lzquierda)

Tomado de Runk/Schoenberger, de Grant Heilman]

El nitrégeno en forma de amoniaco es la fuente de nitrébgeno para todos los
aminoacidos. Los aminoacidos son las piezas con las que se construyen las
proteinas y la fuente de nitrégeno para muchas otras moléculas importantes como
las purinas, pirimidinas, grupos prostéticos, etc.



Los esqueletos carbonados de los aminoacidos provienen de la
via glicolitica, la via de las pentosas o el ciclo del acido citrico.

N En azul se muestran los productos
biosintéticos derivados de precursores

metabodlicos intermediarios

a0y



Los microorganismos utilizan ATP y un potente reductor
para reducir el nitrogeno atmosférico a amoniaco.

- Este proceso recibe el nombre de fijacion del nitrogeno. Los
organismos superiores son incapaces de fijar N,. Solamente algunas
bacterias y arqueobacterias son capaces de fljal’ nitrogeno.

« Las bacterias simbidticas Rhizobium forman nédulos en las raices de
las plantas leguminosas en donde fijan el N,.

 Los organismos diazotrofos fijan aproximadamente el 60% de todo el
N, que se fija en la Tierra. Los rayos y la radiacion UV fijan un 15% y el
25% restante se fija por procesos industriales.

Método de Fritz Haber en 1910.

Se realiza a partir de H, gaseoso en presencia de un catalizador de hierro
a unos 500°Cy a una presion de 300 atmoésferas.

N, + 3H, =——= 2NH,

El triple enlace entre los dos atomos de nltrogeno tiene una energia de
225 kcal-mol- y es muy resistente al ataque quimico.



El complejo nitrogenasa

» El proceso de fijacion biologica del N, requiere de un
complejo enzimatico con multiples centros redox. El
complejo nitrogenasa esta formado por dos proteinas:
una reductasa, que aporta los electrones con elevado
poder reductor y una nitrogenasa que utiliza estos
electrones para reducir el N, a NH;. La transferencia de
electrones desde el componente reductasa al
componente nitrogenasa esta acoplada a la hidrolisis de
ATP por parte de la reductasa. EI complejo nitrogenasa
es sumamente sensible a la inactivacion por O, el cual
la iInhibe en forma irreversible.

En los nodulos la concentracion de O, se mantiene baja
gracias a la leghemoglobina, una proteina homologa a la
hemoglobina.



Debido a la gran estabilidad del triple enlace entre los dos atomos de N, el
N, es muy inerte, y su activacion es un proceso que requiere mucha
energia. Se deben transferir 6 electrones para reducir el N, a 2 NH; a
través de una serie de pasos intermediarios. Se cree que los tres pasos
sucesivos de reduccion se producen directamente en la nitrogenasa, sin
acumulacion de intermediarios libres.

Enzyme

| = N

EnZyme o\
ﬂ_;»-Qe“, 2H*

En?yme oHN=NH diimina
| =2e7, 2H"

y hidrazina
Enzyme eH,N NH

,;.""28_| 2H"

|
‘ s ONH-
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La fijacion de nitrogeno en la naturaleza es muy reductora y el oxigeno
inhibe el proceso porque la dinitrogenasa reductasa es inactivada
rapida e irreversiblemente por O, (incluso cuando se aisla de fijadores
de nitrogeno aerobicos). En bacterias fijadoras de N, aerdbicas, la
fijacion de N, se realiza en presencia de O, en células enteras pero no
en preparaciones purificadas de la enzima. En estos organismos, la
nitrogenasa es protegida de la inactivacion por el O,, bien sea
eliminando rapidamente el O, por respiracion, bien produciendo capas
mucosas que retardan el O,, o bien mediante la compartimentacion de
la nitrogenasa en un tipo especial de célula (el heterocisto). Ademas,
aunque la fijacion de N, no tiene lugar en extractos celulares oxicos, en
fijadores aerobicos de nitrogeno como Azotobacter la nitrogenasa se
protege de la inactivacion por el oxigeno mediante formacion de
complejos con una proteina especifica. Este proceso se conoce como
proteccion conformacional.

Proteccion de la actividad nitrogenasa frente al O,
1- Consumo rapido del O,

2- capas mucosas

3- Compartimentalizacion

4- Proteccion conformacional



Microorganismos fijadores de N,

Wael Sabra

(@)

Wael Sabra

(b)

Induccién de capas mucosas por el O, en células
del fijador de nitrégeno Azotobacter vinelandii. (a) Micrografia electro-
nica de transmision de células cultivadas en condiciones microdxicas
de 2,5% O,; se observa poca mucosidad. (b) Células cultivadas en aire
(21% O,). Obsérvese la extensa capa de mucosidad tefida de oscuro
(flecha). La mucosidad retrasa la difusion del O, hacia el interior de la
célula, impidiendo asi la inactivacion de la nitrogenasa por el oxigeno.

Heterocistos

Heterocistos

Células vegetativas Células vegetativas
) |

SLNER PRI Heterocistos. (a) Heterocistos de la cianoba
Anabaena. Los heterocistos sirven para la fijacion de nitrégeno

cianobacterias. (b) Modelo de funcion de los heterocistos. El h
carece de la capacidad de producir oxigeno (Fotosistema I, S
17.5) y obtiene el poder reductor necesario para la fijacion del n
no de la materia organica producida por las células vegetativas
centes. La glutamina es la forma en que se transporta el nitrdc
fijado de los heterocistos a las células vegetativas. '
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La fijacion de nitrégeno por la simbiosis leguminosa Rhizobium
tiene una gran importancia en la agricultura porgue causa un
aumento significativo del nitrégeno combinado en el suelo. Una
de las simbiosis mas efectivas se establece entre
Bradyrhizobium japonicum y soja, donde el 70% de FN por la
bacteria es asimilada por la planta.

En condiciones normales, ni las leguminosas ni Rhizobium
pueden fijar nitrogeno. En cultivo axénico, Rhizobium puede
fijar N, solo si se cultiva en condiciones microaerofilicas
estrictamente controladas. Aparentemente, Rhizobium necesita
algo de O, para generar energia para la fijacion de N,; sin
embargo la nitrogenasa es inactivada por el O,. En el nodulo
las concentraciones exactas de O, estan controladas por la
leghemoglobina, que es una proteina que se une al O,. Es una
proteina que contiene hierro. Su formacion es inducida por la
interaccion de ambos organismos. La leghemoglobina funciona
como “tampon de oxigeno” manteniendo una concentracion de
O, dentro del nédulo baja pero constante. En el interior del
nédulo la relacion entre el O, ligado a la leghemoglobina y el
O, libre es del orden de 10.000:1.



Complejo nitrogenasa

Electrones procedentes
de la ferredoxina

ADP

reducida ATP

Reductasa Nitrogenasa
(Fe-proteina) (MoFe-proteina)

FIGURA 24.2 Fijacion del nitrégeno. Para reducir el nitrogeno a
amoniaco, los electrones fluyen desde la ferredoxina a la reductasa
(ferroproteina, o Fe-proteina) y a la nitrogenasa (molibdeno-ferro-
proteina, o MoFe-proteina). La hidrélisis de ATP en el seno de la
reductasa da lugar a los cambios de conformacién necesarios para
que los electrones se transfieran de forma eficiente.



Esquema de la reaccion

« En principio, la reduccion de N, a NH; es un proceso en
el que intervienen seis electrones.
N, + 6e” + 6H* 2NH,
La reaccion bioldgica genera al menos un mol de H,,
ademas de dos moles de NH; por cada mol de N..
N, + 8e” + 8H"* 2NH; + H,
Los 8 e- de elevado potencial proceden de la ferredoxina
reducida, generada durante la fotosintesis o procesos

oxidativos. Por cada molécula de N, reducida se
hidrolizan al menos 16 moléculas de ATP.

N,+8e+8H*+16ATP 7 2NH,+H,+16 ADP+16 Pi




Fljacion de nitrogeno

Flujo de e-
Ferredoxina — nitrogenasa reductasa — nitrogenasa — N, — NH,

La ruptura del piruvato a acetil -CoA + CO, da el potencial reductor
necesario para reducir la ferredoxina. La union y ruptura de ATP en
ADP + Pi es requerida tambiéen para bajar el potencial de reduccion
de la nitrogenasa (E°"de - 0.25 V a - 0.40 V) y hacer posible la
ruptura del enlace covalente triple entre los dos atomos de N.

/nitrogenasa reductasa (Fe) dimero 60 kDa

Complejo nitrogenasa
N nitrogenasa (Fe-Mo-Co) tetramero ao,f3,,240 kDa



Fe-proteina

El componente reductasa y nitrogenasa del
complejo nitrogenasa son proteinas ferro-
sulfuradas, en las cuales el hierro se
encuentra entrelazado con un atomo de
azufre de un residuo de cisteina y con sulfuro
inorganico. La reductasa o ferro-proteina , es
un dimero de subunidades idénticas de 30 kd
conectadas mediante una agrupacion 4Fe-4S.
La funcién de la reductasa es la transferencia
de e- desde un donante apropiado, como la
ferredoxina  reducida, al componente

nitrogenasa. La unién e hidrélisis de ATP RN
desencadena un cambio conformacional que T® ricura 243 Feproteina. Esta
acerca el componente reductasa al e
componente nitrogenasa, para asi poder i R

transferir su electron hasta el centro donde se e s Py s en g
reduce el nitrégeno.



El componente nitrogenasa es un tetramero o232
(240 kd). Los electrones se incorporan a las
agrupaciones P, localizadas en la interfase ao-.
Estas agrupaciones estan formadas por 7 atomos
de hierro y 8 iones sulfuro. Cada agrupacion se
une a la proteina mediante 6 residuos de cisteina.
Los electrones se desplazan desde la agrupacion
P hacia el cofactor FeMo. El cofactor FeMo de la
nitrogenasa, también llamada molibdeno-ferro-
proteina, es el lugar donde se fija el nitrégeno.
Cada uno de los 6 atomos centrales de hierro
esta unido solamente a 3 atomos, lo que deja
abierta la posibilidad de que se una el N..
Probablemente el N, se une a la cavidad central
de este cofactor. La formacion de multiples
interacciones Fe-N en este complejo debilita el
triple enlace en el N,, y por lo tanto disminuye la
barrera de activacion para la reduccion.

Cofactor FeMo

. v

- -
3. Fo—a W
2 O @



Estructura del cofactor FeMo, molibdeno-ferro-proteina (MoFe-proteina).

En el cofactor con hierro y molibdeno de la
nitrogenasa el cubo Fe,S, se une al molibdeno, y §

esta estructura se une a los atomos de oxigeno del
homocitrato (todos los atomos de oxigeno se
muestran en verde) y a los atomos N y S de la
nitrogenasa. Por cada molécula de nitrogenasa
hay dos moléculas de FeMo-co.




Complejo nitrogenasa

\?/ 4Fe-4S Cluster

s ‘W «———P-Cluster

0 3
3 and

¥ “——— FeMo-Cluster

Esta constituido por dos metaloproteinas
y contiene tres tipos de grupos
prostéticos.

2 unidades de dinitrogenasa

{a)

2 unidades de dinitrogenasa reductasa

El complejo nitrogenasa (MR 300000;
4Fe-S; 2 Mo; 30 Fe/30 S)



Funcion de la nitrogenasa.

a) Pasos de la fijacion de N,
empezando por el piruvato. Los
electrones son aportados desde
la dinitrogenasa reductasa a la
dinitrogenasa, de uno en uno, y
cada electron se asocia con la
hidrélisis de 2-3 ATPs. b) Pasos
hipotéticos en la reduccion de N,
y liberacion de H, y resumen de
la actividad nitrogenasa.

3. Asimilacion del nitréogeno inorganico

3.3. Fijacion del nitrogeno atmosférico

Fe-Mo-P

~ Mecanismo de reduccion del N
N-N+—~!|-N =N-H +—* FHLN-NH, +——>2NH
(diimina) , o (hidrazina) 7 &

4 ADP 4P,
4 ADP 4ATP4ATP : ,.4ATP 4 ADP
A«_.L ina 2 Ni {,*
4P

G Fd,,,, s Fd,y

ASA Y EL PROCESO DE FIJACION DE NITROGENO ¥ 599

[Piruvato] - coa [ Acetil-CoA + CO, |

o R A

Piruvato flavodoxina
oxidorreductasa

(Oxidada) v (Reducida)

Complejo
enzimatico
nitrogenasa

(Oxi&adéj =

2 NHg N5
C2H4 02H2
CHy g
Productos Sustratos de la
nitrogenasa

N=N
4 H

HN=NH g
2H

HoN—NH»
lzu

HaN ' NH3

Reaccion global
8H*+8e + N — 2NH3+H2
16-24 ATP — 16-24 ADP + 16-24 Pj



Genetica y regulacion de la fijacion de N,

El proceso de fijacibn de N, tiene una elevada demanda energética. En
Klepsiella neumoniae los genes de la nitrogenasa y de la nitrogenasa reductasa
son parte del regulon nif que ocupa 24 kb de DNA y contiene 20 genes
(estructurales, regulatorios y que intervienen en el transporte de electrones)
dispuestos en varias unidades transcripcionales. En K. neumoniae la fijacion de
N, sélo tiene lugar en condiciones anaerdbicas.

Sintesis Sintesis
FeMo-co > FeMo-co > -
Procesado de |
dinitrogenasa ||Sintesis de Sintesis Transporte
reductasa homocitratol | FeMo-co p o de electrones
A A
Procesado ' Regulildores' Biosintesis Insercion Fe -f':l’:\:lgggina
deMo  [positivo  Negativo del centro | || Mo-co en la Uit
Flavodoxina metalico nitrogenasa
f t L . L reductasa
DNA
<< J > < | < | << | [

Unidades de transcripcion



Nitrogenasa —subunidad o —nifD

N\

Nitrogenasa reductasa (dimero) — |nifH

subunidad 3 —{nifK

nifN

nif\V

z

FeMo-co T—

nifZ

N

nifw

NifB

nifQ

regulador positivo ——hifA

regulador negativo —nifL




La nitrogenasa es una proteina altamente conservada. En todos los
fijadores de N, examinados, genes similares a nifHDK estan presentes, lo
gue sugiere que los requerimientos genéticos para la nitrogenasa son
bastante especificos. La nitrogenasa esta sometida a controles
regulatorios muy estrictos. La fijacion de nitrégeno se bloquea por O, y
por nitrogeno fijado, incluyendo NH;, NO; y algunos aminoéacidos. La
mayor parte de esta regulacion es a nivel transcripcional. EI NH; reprime la
fijacion de N, mediante la proteina NtrC, cuya actividad esta regulada por
el estado de nitrégeno de la célula. Cuando hay limitacibn de amoniaco
NtrC activa y promueve la transcripcion de nifA, el gen que da lugar a la
produccion de NifA, la proteina activadora de la fijacion de nitrégeno, y se
inicia la transcripcion de nif.



El amoniaco producido por la nitrogenasa no reprime la enzima porque,
tan pronto como se forma, se incorpora a forma organica y se usa en la
biosintesis. Pero cuando hay altos niveles de NH; en el medio, la enzima
se reprime rapidamente para evitar malgastar ATP en la elaboracion de un
producto que ya esta en gran cantidad en el medio. En algunas bacterias
fijadoras de N,, la actividad de la nitrogenasa esta también regulada por
NH;, un fendmeno llamado efecto “interruptor” del amoniaco o efecto
“switch off”. En este caso, el exceso de amoniaco se une covalentemente
a la nitrogenasa reductasa y ésta pierde la actividad enzimatica. Cuando la
concentracion de amoniaco vuelve a ser factor limitante, esta proteina
modificada se convierte en la forma activa y se reinicia la fijacion del N..
La regulacion por amoniaco es un método rapido y reversible de control
del consumo de ATP por la nitrogenasa.



Algunos sustratos artificiales que son estructuralmente similares al N,, como el acetileno y
el cianuro, son también reducidos por la nitrogenasa. En el laboratorio la actividad
nitrogenasa se mide facilmente por cromatografia gaseosa midiendo la reduccion del
acetileno a etileno ya que la nitrogenasa puede llevar a cabo esta reaccion.

Registro del cromatagrafo
de gases

—Atmaosfera, 10% C,H, en el aire (aerobios) \
o 10% C,H, en N, o Ar (anaerobios) ?
CoHy
Tiempo 0
Muestreo periodico C.H
EEmm———— (ncubacitn (S 0@ |2 atmosfera 0
e inyeccion en
un cromatografo CzH,
2H de gases 1h
HC=CH-=H,C=CH,
Acetileno I Etileno C.H
2ty
Vial con tapon %
hermético Nitrogenasa —
conteniendo ( CsHs
una suspension 5 h‘» =

celular

Cuando comienza el experimento (a tiempo 0), los resultados no muestran C,H,, pero, a
medida que pasa el tiempo la produccion de C,H, aumenta. Cuando se produce etileno, se
consume el acetileno. Si el vial contuviera un extracto enzimatico, las condiciones deberian
ser anoxicas, aunque la nitrogenasa procediera de una bacteria aerdbica. La prueba
directa de la fijacion de N, se obtiene con un isétopo no radioactivo de nitrégeno, N,
como trazador y por espectrometria de masa.



Algunas bacterias fijadoras de nitrbgeno sintetizan nitrogenasas sin
molibdeno en ciertas condiciones de crecimiento; son las denominadas
nitrogenasas alternativas, que carecen de molibdeno y en su lugar
contienen vanadio (y hierro) o solamente hierro. Estas nitrogenasas aseguran
gue se produzca la fijacion de nitrogeno cuando hay deficiencia de molibdeno
en el habitat.

Se ha descubierto una nitrogenasa con molibdeno funcional vy
estructuralmente novedosa en el estreptomiceto termofilo Streptomyces
thermoautotrophicus que es un procariota termofilo filamentoso. Este
organismo fija nitrégeno pero su nitrogenasa no es reprimida por amoniaco y
no reduce el acetileno. Aunque la nitrogenasa contiene molibdeno, es
completamente insensible al O,. El componente dinitrogenasa de la
nitrogenasa de S. thermoautotrophicus , denomonado Strl, contiene 3
polipéptidos diferentes que muestran algunas semejanzas estructurales con
los polipéptidos dinitrogenasa de otros fijadores de nitrdgeno; pero el
componente dinitrogenasa reductasa, conocido como Str2, no muestra
ningun parecido con otras dinitrogenasa reductasa.



Sin embargo, Str2 muestra una semejanza de secuencia muy elevada con las
superoxido dismutasas, que contienen manganeso. De hecho Str2 es una
superdxido dismutasa cuya funcion en la célula es consumir superéxido (O,-),
formando O, en el proceso, e impidiendo asi el dafno oxidativo a los
componentes celulares. Se ha demostrado que Str2 suministra electrones a
Strl. La fuente de estos electrones es O,-, que forma parte de la reduccion de
O, por una molibdeno CO deshidrogenasa.

Flujo de e en la fijacion de nitrégeno clasica

piruvato — flavodoxina— dinitrogenasa reductasa— dinitrogenasa

Flujo de e en la fijacibn de nitrogeno en Streptomyces
thermoautotrophicus

CO - O, —> Str2 » Strl.

Sorprendentemente, el oxigeno, en vez de inhibir la nitrogenasa, como sucede
con todas las nitrogenasas que han sido examinadas, en S.
thermoautotrophicus es necesario en el mecanismo de reaccion de la enzima.



Claramente el sistema nitrogenasa de Streptomyces thermoautotrophicus es un sistema
fijador de nitrégeno unico, tanto estructural como funcionalmente. Se desconoce si su
verdadera funcion en la célula es la fijacion de nitrogeno pero este hallazgo ha renovado
la esperanza de obtener por ingenieria genética un sistema nitrogenasa aplicable a la
produccidon agricola, por ejemplo, del maiz. El hecho de que los componentes de esta
nitrogenasa sean expresados constitutivamante, no sea labil al oxigeno y su
requerimiento energético sea mucho menor (emplea solo 25 a 50% del ATP que utilizan
las nitrogenasas clasicas), podria llegar a convertir en realidad el suefio de disponer
algun dia de cosechas fijadoras de nitdogeno.

"\Wé,/< > TS \\<
“-.Ji"‘ o Oy | Str2

Stri | 2 NH,4
CO dehidrogenasa Nitrog;enasa

CO

CO,

Figura2 Reaccion de la fijacién de nitrégeno en S. thermoautotrophicus.
Aunque son proteinas bastante diferentes de la dinitrogenasa reductasa y la di-
nitrogenasa, Str2 y Str1 tienen, respectivamente, funciones equivalentes a estas
dos proteinas.



Figura1 Dos pilas de carb6n en com-
bustion en un bosque bavaro (Alemania),
con la bacteria fijadora de N, Streptomyces
thermoautotrophicus. El investigador esta
midiendo la temperatura en varios puntos
de las pilas. Estas emiten gases de CO,,
CO, CH, y C,H,, y la temperatura varia con
la profundidad. Desde la superficie hasta
unos 15 cm hacia el interior es de menos
de 100°C, pero, al profundizar en las pilas,
la temperatura puede superar los 300°C. S.
thermoautotrophicus esta activo hasta
aproximadamente 75°C, y oxida CO tanto
durante su metabolismo energético como
durante la fijacion de N, (véase Figura 2).

! Ribbe, M., D. Gadkari, y O. Meyer, 1997. J. Biol.
Chem. 272: 26627-26633.



Asimilacion de nitrégeno

* La mayoria de los organismos lo asimilan
a partir de amonio o de nitrato. Pocos
microorganismos pueden asimilarlo a
partir de N..



Incorporacion de amonio

« La incorporacion de nitrogeno en materiales
organicos a partir de amonio es relativamente
facil porque esta en una forma mas reducida
gue otras formas de nitrogeno inorganico.

« El'amonio es incorporado inicialmente en el
esqueleto de la cadena carbonada por uno de
los dos mecanismos que siguen: 1) aminacion
reductiva; 2) sistema glutamina sintetasa-
glutamato sintasa.

 Una vez incorporado, el nitrégeno puede ser
transferido a otros esqueletos carbonados por
las enzimas llamadas transaminasas.



La principal aminacion reductiva es la formacion de glutamato a partir de

o- cetoglutarato.
En muchas bacterias y en hongos esta reaccion es catalizada por la
glutamato deshidrogenasa, cuando la concentracion de amonio es

elevada.

a-cetoglutarato + NH,* + NADPH (NADH) + H*
<> Glutamato + NADP*(NAD*) + H,O

Una vez sintetizado el glutamato, el grupo amino puede ser transferido a
otros esqueletos carbonados por transaminasas especificas que poseen

la coenzima piridoxal fosfato (PLP), la cual es responsable de la
transferencia del grupo amino.



Pathway asimilatorio de amonio

\ / a-Ketoglutarate —'\
NADPH—_\ / \\\ .
i

|GoH |
\ \

/K / \
) < > Glutamate

Figure 10.16 The Ammonia Assimilation Pathway.
Ammonia assimilation by use of glutamate dehydrogenase (GDH)
and transaminases. Either NADP- or NAD-dependent glutamate
dehydrogenases may be involved. This route is most active at high

ammonia concentrations.

«-Keto acid




El ion amonio se incorpora alos aminoacidos através
de glutamato y de glutamina

El glutamato y la glutamina desempenan un papel crucial en la etapa de
incorporacion de nitrégeno a las biomoléculas a partir del ion NH,*. El grupo a-
amino de la mayoria de los aminoacidos proviene del a-amino grupo del
glutamato por una “reaccion de transaminacion”. La glutamina, otro dador
importante de nitrogeno aporta el nitrdgeno de su cadena lateral a la biosintesis
de una amplia gama de compuestos biologicos.

El glutamato se sintetiza a partir de NH,* y a-cetoglutarato, un intermediario del
ciclo del acido tricarboxilico por accion de la glutamato deshidrogenasa.

1) NH,* + a-cetoglutarato + NADPH + H—_—— L-glutamato + NADP* + H,O

La enzima glutamina sintetasa incorpora un segundo i6n amonio al glutamato
para dar la glutamina. Esta amidacion esta dirigida por la hidrolisis del ATP.

2) Glutamato + NH,* + ATP

glutamina + ADP + Pi + H*

La regulacion de la glutamina sintetasa juega un rol crucial en el metabolismo del
nitrégeno.

Todos los organismos tienen glutamato deshidrogenasa y glutamino sintetasa.



La mayoria de los procariotas tienen también una enzima que no esta
emparentada evolutivamente con las anteriores, la glutamato sintasa, que
cataliza la aminacion reductiva del a-cetoglutarato. El dador de nitrogeno en esta
reaccion es la glutamina. Se forman dos moléculas de glutamato.

3) a-cetoglutarato + glutamina + NADPH + H'_—" 2 glutamato + NADP*

Cuando el NH,* es el factor limitante, la mayor parte del glutamato se produce
por la accion secuencial de la glutamina sintetasa y la glutamato sintasa.

La suma de estas reacciones (2 + 3) es:
NH,* + a-cetoglutarato + NADPH + ATP — glutamato + NADP* + ADP + Pi

Esta via es mas costosa porque usa ATP. Sin embargo a veces los procariotas
utilizan esta via porque el valor del Km de la glutamato deshidrogenasa para el
NH,* es elevado (aproximadamente 1mM) y, por lo tanto esta enzima no esta
saturada cuando el NH,* escasea. Por el contrario la afinidad de la glutamina
sintetasa hacia el NH,* es muy elevada. Por lo tanto, para captar el amoniaco
cuando éste escasea, es necesaria la hidrolisis del ATP.

El resto de los aminoacidos se sintetizan a partir de intermediarios del ciclo del
acido tricarboxilico y de otros importantes intermediarios metabdlicos.



Si bien las vias para la biosintesis de aminoacidos son muy variadas, los
esqueletos carbonados provienen de intermediarios de la glicélisis, de la via de
las pentosas fosfato o del ciclo del 4cido citrico. En base a estas
consideraciones de partida, los aminoacidos se pueden agrupar en seis familias
biosintéticas.

FIGURA 24.7 Familias biosintéticas de [ Qxalacetato
aminoacidos en bacterias y plantas.
S principales precursores metabolicos s \
muestran sombreados en azul. Los (upaiate
iminoacidos que dan lugar a otros 7z | " \
aminoacidos se muestran sombreados er i
linoacido wwestran sombreado ) P N aabioniics Trocrion Usina G Aiboss Sfoatals
amarillo. Los aminoacidos esenciales estan
resentados en negrita 2 o ‘ \ ‘
Isolevucina Alanina Valina Loucina Histidina
Fostosnolplavitn
.
Eritrasa 4-fosfato a-Cotoglutarato 3-Fosfoghcerate
g
o & b ¢ v
Fenilalanina Nrosina Triptéfano Glutamato Senna
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Los seres humanos pueden sintetizar algunos aminoacidos pero deben

obtener el resto a partir de la dieta

TABLA 24.1 Conjunto basico de

20 aminoacidos

No esenciales Esenciales
Alanina Histidina
Arginina [soleucina
Asparragina Leucina
Aspartato Lisina
Cisteina Metionina
Glutamato Fenilalanina
Glutamina Treonina
Glicina Tript6fano
Prolina Valina
Serina

Tirosina

La denominaciones esenciales o no esenciales hacen
referencia a las necesidades de un organismo bajo

una serie de condiciones concretas.

B No esencial
B Esencial

Ndmero de aminoacidos

1234567 8910111213141516
Numero de etapas de la via

FIGURA 24.8 Aminoacidos esenciales y
no esenciales. En los seres humanos,
algunos aminoacidos son no esenciales
porque se pueden sintetizar en un numero
reducido de etapas. Aquellos aminoacidos
cuya sintesis requiere un gran numero de
etapas son esenciales en la dieta porque
algunos de los enzimas necesarios para
esas etapas se han perdido en el
transcurso de la evolucion.



Las deficiencia de tan solo un aminoacido da lugar a un balance de nitrégeno
negativo. En estas condiciones se degrada mas proteina de la que se sintetiza y,
por lo tanto, se excreta mas nitrogeno del que se ingiere.

Los aminoacidos no esenciales se sintetizan mediante reacciones bastante
sencillas, mientras que las vias para la formacion de aminoacidos esenciales son
bastante complejas. Por ej. los aminoacidos alanina y aspartato se sintetizan en
un unico paso a partir de piruvato y de oxalacetato respectivamente. Por el
contrario las vias de los aminoacidos esenciales requieren entre 5 y 16 pasos.
La Unica excepcion a este patron es la sintesis de novo de arginina que requiere
10 etapas, aungue habitualmente se sintetiza en soOlo 3 pasos a partir de la
ornitina como parte del ciclo de la urea. La tirosina, clasificada como
aminoacido no esencial, porque se puede sintetizar en un solo paso a partir de la
fenilalanina, necesita 10 etapas para sintetizarse a partir de cero y resulta
esencial cuando la fenilalanina escasea.

Oxalacetato + glutamato —— aspartato + a-cetoglutarato

Piruvato + glutamato ———= alanina + a-cetoglutarato



Bibliografia

Bioguimica. Lubert Stryer, Jeremy M. Berg, John L. Tymoczko. 5ta Ed.

Biologia de los Microorganismos . Brock. Michael T. Madigan, John M.
Martinko, Jack Parker. 10 Ed.

Microbiology. Prescot, Harley, Klein's, 7a Ed. Willey, Sherwood, Woolverton.

Fijacion biologica de nitrégeno. Baca, Soto Urzua, Pardo Ruiz, Beatriz Eugenia
Lucia Ma. Patricia A. Elementos 38, 2000,pp43-49.

Ciclo del nitrogeno. De Microbios y de Hombres por John Arthur Harrison, Ph.D.

Mecanismos de proteccion de la nitrogenasa a la inactivacién por oxigeno.
Lucia Soto-Urzua y Beatriz E. Baca. Revista Latinoamericana de Microbiologia
(2001) 43:37-49.

N2 Fixation by Streptomycesc thermoautotrophicus Involves a Molybdenum-
Dinitrogenase and a Manganese- Superoxide oxidoreductase that couple N2
reduction to the oxidation of superoxide produced from O2 by molybdenum-CO
dehydrogenase. Ribbet M. et al. J. Biol. Chem, 1997, Vol.272, pp. 26627-26633.

Life in grasses: diazotrophic endophytes. Barbara Reinhold-Hurek and Thomas
Hurek. Trends in Microbiology 139. Vol.6 No.4 April 1998. Review.



FIN



El proceso de Haber-Bosch

Una de las principales caracteristicas del nitrdgeno gaseoso elemental, que es el que esta en el
aire, es su relativa inactividad, lo que hace dificil convertirlo en compuestos nitrogenados.

La molécula de nitrégeno N, tiene una energia de unién 946 kJ/mol

El nitrogeno molecular tiene sus orbitales externos totalmente llenos; es muy estable y poco
reactivo.

Se compara su reactividad quimica a la de los gases nobles Ne y Ar.
No(9) + 3H,(9) —— 2 NH;(9)

Los problemas quimicos de la sintesis de amoniaco son:
La reaccion es muy lenta a temperatura ambiente y requiere temperaturas altas para velocidades
utiles.
La reaccion es exotérmica y el aumento de la temperatura desplaza el equilibrio hacia los
reactivos.
La reaccion implica una disminucion del numero de moléculas en la fase gaseosa y la presion
desplaza el equilibrio hacia los productos

La solucion dada por F. Haber y C. Bosch, 1918) fue alta temperatura (400-450 °C), alta

presion (200 atm), catalizadores metalicos (Fe/Mo), y condensacion del NH; (35 °C a 14 atm; PE
a 1 atm, -33 °C) con desplazamiento del equilibrio en la fase gaseosa.



Fabricacidon industrial moderna de amoniaco

hitrogen
from the air
400 - 450°C
¥ nitogen and hydrogen -Eﬂﬂ atm
) 1:3 by volume T *' iron catalyst
unreacted
ases
hydrogen rgcy'ded
from natural gas
gases are cooled
and amrmaonia ums
to liguidd
Produccion de NH; (pe: - 33 °C) i

Industrial: 1 x 10! kg/afo liquid ammonia

Bioldgica (fijacion del nitrégeno):10% kg/afio



Planta industrial




El aparato de laboratorio de Fritz Haber para sintetizar amoniaco.
Premio Nobel de Quimica 1918. Profesor en la Universidad de Berlin 'y
Director del Instituto de Fisica de Berlin (1904-1934).




Viaje de Fritz Haber a Buenos Aires (1925)






