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Praise of Denitrification. Denitrification is 
one of the main pathways in the nitrogen 
biogeochemical cycle, allowing nitrates and 
nitrites to be used as final acceptors for anaerobic 
respiration. This pathway comprises four 
consecutive oxygen abstraction reactions that 
are catalyzed by four different metalloenzymes, 
which have catalytic centers containing Mo, 
Cu and Fe. This metabolic pathway has been 
extensively studied by biochemists from a 
structural and functional point of view, with 
emphasis on the metal active centers of these 
enzymes, as well as by bioinorganic chemists 
who have synthesized model compounds of these 
active centers. The structures of these enzymes 
have been solved, and unique metal centers have 
been revealed, such as the “CuZ” center. The 
application of spectroscopic, bioelectrochemical 
and biophysical techniques, and kinetic studies 
have enabled the identification of some of 
the catalytic intermediates, and to obtain 
structural information on the electron transfer 
complexes and the stability of these enzymes. 
Despite these advances, some questions remain 
unanswered, and the study of this pathway 
continues to be fundamental for controlling both 
greenhouse gas emissions and excess nitrates in 
the soil, water, and air.

A desnitrificação é uma das principais vias do 
ciclo biogeoquímico do nitrogénio, permitindo a 
utilização de nitratos e nitritos como aceitadores 
finais da respiração anaeróbia. Esta via é 
composta por quatro reações consecutivas, 
de abstração de átomos de oxigénio, que são 
catalisadas por quatro metaloenzimas diferentes, 
que apresentam centros catalíticos contendo 
Mo, Cu e Fe. Esta via metabólica tem sido 
amplamente estudada por bioquímicos do ponto 
de vista estrutural e funcional, com destaque 
para os centros ativos metálicos das enzimas, 
bem como por químicos bioinorgânicos que 
sintetizaram diversos compostos modelo destes 
centros ativos. As estruturas destas enzimas 
foram sendo resolvidas, e centros metálicos 
únicos foram sendo revelados, como o centro 
“CuZ”. A aplicação de técnicas espectroscópicas, 
bioeletroquímicas, biofísicas e estudos cinéticos 
permitiram identificar alguns dos intermediários 
catalíticos, e obter informação estrutural sobre 
os complexos de transferência eletrónica e a 
estabilidade destas enzimas. Apesar dos avanços, 
algumas questões mantêm-se sem resposta, e 
o estudo desta via continua a ser fundamental 
quer para o controlo da emissão de gases com 
efeito de estufa quer para controlar o excesso de 
nitratos no solo, na água e no ar.

1. Introdução
Este artigo está inserido num número especial do 
QUÍMICA - Boletim da SPQ, que recolhe artigos dedicados 
à memória do Professor J. J. R. Fraústo da Silva, em 
complemento à sessão que ocorreu no Encontro Anual 
da SPQ, Aveiro 2023, à criação do Prémio Fraústo da Silva 
(SPQ) atribuído pela primeira vez este ano ao Professor 
Carlos F. G. C. Geraldes. No “Elogio à Desnitrificação” 
procurámos enaltecer os aspetos do papel dos metais em 
reações que conduzem às quatro etapas de transformação 
sucessiva de nitrato a nitrogénio molecular e à fundação 
da Química Bioinorgânica que muito deve ao espírito 
científico inovador do Professor Fraústo da Silva.

A desnitrificação é uma das vias metabólicas do ciclo 
do nitrogénio em que os nitratos no solo ou na água são 
convertidos por microrganismos em nitrogénio molecular 

(N2) (Figura 1A). Este processo é relevante para o ciclo 
do nitrogénio, pois remove o excesso de nitrogénio do 
meio ambiente que é devolvido à atmosfera.

A desnitrificação é um processo biológico sequencial 
no qual os óxidos de nitrogénio (NOx) são reduzidos a 
N2 na ausência de oxigénio, num processo energético 
em que se gera um gradiente eletroquímico de protões 
através da membrana interna, que está associado à 
síntese de ATP (Figura 1B). As enzimas envolvidas 
neste processo são a redutase do nitrato, a redutase 
do nitrito, a redutase do óxido nítrico e, finalmente, a 
redutase do óxido nitroso. Essas enzimas trabalham 
em conjunto e sequencialmente reduzindo o nitrato 
(NO3

-) a nitrito (NO2
-), depois a óxido nítrico (NO), a N2O 

e, finalmente, a N2 (Figura 1B) [1].
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a bactéria marinha Marinobacter nauticus, anteriormen-
te designada de Marinobacter hydrocarbonoclasticus, 
contribuindo para a identificação e caracterização dos 
centros metálicos e ciclos catalíticos destas enzimas.

2. Redutase do nitrato
O primeiro passo na conversão do nitrato em nitrogénio 
molecular é a sua redução a nitrito (Eq. 1), o qual é 
catalisado por uma enzima oligomérica ancorada à 
membrana citoplasmática, que acopla a redução do 
nitrato no citoplasma com a oxidação de quinol na 
membrana (Figura 2A) [3,4]. Este sistema, ao promover 
o consumo de protões no citoplasma e a sua libertação 
no espaço periplasmático, contribui para a formação do 
gradiente de protões através da membrana, necessário 
à síntese de ATP. Do ponto de vista químico, neste 
primeiro passo, ocorre a abstração do primeiro dos 
três átomos de oxigénio do ião nitrato e esta reação é 
(tanto quanto se sabe) catalisada exclusivamente por 
enzimas dependentes de molibdénio [5,6].

A redutase do nitrato é um dímero de heterotrímeros 
((αβγ)2), designada de NaRGHI e codificada pelos genes 
narG, narH e narI [3,4]. A subunidade NaRG, citoplas-
mática, contém, além de um centro de ferro e enxofre 
do tipo [4Fe-4S], o centro ativo de molibdénio, onde o 
nitrato é reduzido a nitrito (Figura 2A). Neste, o molibdénio 
encontra-se coordenado por duas moléculas do cofator 
de piranopterina (uma piranopterina modificada com 
um grupo cis-ditioleno (–S–CR=CR–S–), Figura 2B [7]. O 
molibdénio é ainda coordenado por um átomo de oxigénio 
terminal (grupo oxido) e outro proveniente da cadeia 

Esta via tem um papel importante na redução do 
excesso de nitratos no solo, na água e no ar, diminuindo 
assim os problemas como a eutrofização, a contamina-
ção das águas subterrâneas e a poluição do ar. Assim, ao 
remover o excesso de nitratos, a desnitrificação ajuda a 
proteger o meio ambiente e a promover a sustentabi-
lidade. Por outro lado, esta via tem também um papel 
muito importante na diminuição do N2O, que é não só 
um potente gás de estufa como também reage com o 
ozono, levando à diminuição da camada de ozono [2].

Todas as enzimas desta via são metaloproteínas 
contendo centros metálicos de molibdénio, de ferro 
(hémico e não hémico) e de cobre, fazendo com que seja 
uma excelente plataforma de estudo tanto para químicos 
inorgânicos, como para bioquímicos ou microbiólogos.

No presente, existe informação muito completa 
das enzimas envolvidas nesta via metabólica, tanto do 
ponto de vista estrutural, dos seus centros metálicos, 
assim como dos seus mecanismos catalíticos. Podemos 
afirmar que a desnitrificação já não é uma “black box” 
metabólica, mas sim um processo bem explorado 
cientificamente, possibilitando o desenvolvimento 
de estratégias para a mitigação do óxido nitroso ou a 
otimização da remoção de nitratos e nitritos, através da 
sua regulação, assim como a identificação de condições 
ambientais que inibem esta via metabólica.

Estudos desenvolvidos na bactéria redutora de 
sulfato Desulfovibrio desulfuricans ATCC2774, que por 
um processo adaptativo pode usar uma via respiratória 
não desnitrificante, reduzindo NO3

- a NO2
- e até NH4

+, foi 
determinante no estudo inicial da redutase do nitrato. Os 
nossos grupos de investigação dedicaram-se nos últimos 
30 anos ao estudo destas enzimas usando como modelo 

 Figura 1 - Representação esquemática da 
desnitrificação em Marinobacter nauticus. A) 
Reações consecutivas da desnitrificação, em 
que estão indicados os genes que codificam 
as subunidades catalíticas de cada uma das 
metaloenzimas desta via. B) Esquema da 
desnitrificação em que estão representadas as várias 
enzimas desta via metabólica e a sua localização 
celular. O painel B foi reproduzido de acordo com a 
licença CC BY, DOI: 10.7717/peerj.5603/fig-1.

NO3
- + 2e- + 2H+ (citoplasma) → NO2

- + H2O     Eo = +0,420 V   (1)

https://peerj.com/articles/5603/
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lateral de um resíduo de aspartato (Figura 2B). Os eletrões 
necessários à redução do nitrato (Eq. 1) são transferidos, 
intramolecularmente, do quinol localizado na membrana 
citoplasmática, através dos três centros [4Fe-4S] e um 
[3Fe-4S] presentes na subunidade citoplasmática NaRH 
e de dois hemos do tipo-b presentes na subunidade 
transmembranar NaRI (Figura 2A).

De um modo muito simplificado, a catálise da redução 
de nitrato a nitrito inicia-se com o centro ativo de molib-
dénio reduzido (Figura 2C) [6]. Neste estado, de Mo4+, o 
grupo oxido coordenado ao metal encontra-se protonado 
(Mo4+–OH) e pode ser facilmente convertido num bom 
grupo de saída (uma molécula de água) após uma segunda 
protonação. A ligação do nitrato ao molibdénio desloca a 
molécula de água, formando-se o intermediário covalente 
Mo4+–O–NO2. A subsequente lise da ligação O–N liberta o 
produto, nitrito, e resulta na oxidação do metal (Mo6+=O). 
O centro ativo é posteriormente regenerado através da 
redução do molibdénio por dois eletrões provenientes da 
oxidação do parceiro fisiológico da enzima; neste caso, a 
fonte de eletrões é o quinol membranar.

3. Redutase do nitrito
As redutases do nitrito (NiRs) são enzimas contendo 
centros de cobre ou centros hémicos que catalisam o 
segundo passo da desnitrificação, a redução de nitrito 

(NO2
-) a óxido nítrico (NO) [8], de acordo com a Eq. (2):

As enzimas contendo centros hémicos, designadas de 
cd1NiRs e codificadas pelo gene nirS, são homodímeros 
periplasmáticos, em que cada monómero liga um hemo 
do tipo-d1 e um hemo do tipo-c em dois domínios 
estruturalmente diferentes (Figura 3A) [9,10], sendo o 
primeiro o local catalítico e o segundo responsável pela 
aceitação de eletrões de pequenas proteínas redox, 
tais como citocromos c ou cupredoxinas, e pela sua 
transferência para o centro ativo [11,12].

As cd1NiRs são isoladas na sua forma inativa, uma 
vez que a esfera de coordenação do ferro do hemo d1 está 
completamente ocupada, tendo como ligandos axiais as 
cadeias laterais de uma histidina e de uma tirosina [13,14]. 
No entanto, após a ativação, que consiste na redução do 
hemo do tipo-c, ocorrem modificações conformacionais 
que alteram a sua esfera de coordenação, passando de 
uma coordenação bis-His hexacoordenada para Met/
His, e concomitantemente o ião ferro do hemo do tipo-d1 
perde a coordenação axial da tirosina, ficando com um 
local de coordenação vago para o substrato se ligar (Figura 
3B) [9,13,14]. Estudos mecanísticos mostraram que a 
atividade ótima desta enzima ocorre a pH 6,5, e que a 
libertação de NO do hemo d1 reduzido é muito rápida, 
não permitindo a formação do aduto Fe2+-NO [9,15,16].

As redutases do nitrito dependentes de cobre, 
designadas de CuNiRs e codificadas pelo gene nirK, 
têm dois centros de cobre com funções semelhantes 
ao hemo c e d1 [17]. Assim, os eletrões doados por 
pequenas proteínas redox são transferidos para o centro 
de cobre do tipo 1 (CuT1) e depois para o centro de cobre 
do tipo 2 (CuT2), que é o centro ativo da enzima [18], 
onde o nitrito é reduzido a NO [19-22]. Nos últimos 
anos, com os avanços na sequenciação de genomas, foi 
demonstrado que o domínio conservado das CuNiRs está 
associado a domínios adicionais no N- ou C-terminal. 

 Figura 2 - Redutase do nitrato. A) Redutase do nitrato 
NaRGHI. Apenas um heterotrímero da unidade (αβγ)2) está 
representado; na representação da esquerda, mostra-se 
a organização estrutural das subunidades NaRG, NaRH e 
NaRI, representadas a verde, violeta e azul, respetivamente; 
na representação da direita destacam-se o arranjo dos 
cofatores e o fluxo de eletrões e protões, estando o 
carbono, o nitrogénio, o oxigénio, o fosfato, o enxofre, 
o ferro e o molibdénio representados a cinzento, azul, 
vermelho, laranja, dourado, azul escuro e azul esverdeado, 
respetivamente (coordenadas usadas PDB 1R27 da NaRGHI 
de Escherichia coli). B) Estrutura do cofator de piranopterina 
(em cima) e do centro da NaRGHI nas formas oxidada (Mo6+) 
e reduzida (Mo4+). Nestes dois últimos, está representado 
apenas o pseudo-anel ditioleno que coordena o molibdénio; 
R representa monofosfato de guanosina. C) Mecanismo 
reacional de redução de nitrato a nitrito. O átomo de oxigénio 
abstraído da molécula de nitrato está destacado a vermelho.

NO2
- + e- + 2H+ → NO + H2O     Eo = +0,375 V   (2)
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Estes domínios adicionais ligam hemos do tipo-c ou 
centros CuT1 e medeiam a transferência de eletrões para 
o domínio conservado [23].

O domínio conservado nas várias famílias de CuNiR 
tem uma estrutura homotrimérica (Figura 3C), com cada 
subunidade contendo os dois centros mononucleares 
de cobre [17,24]. O centro CuT1 é coordenado por dois 
resíduos de histidina, uma metionina e uma cisteína, 
da mesma subunidade. Por sua vez, o centro CuT2 
está localizado na interface entre dois monómeros e é 
coordenado por três cadeias laterais de histidina, uma 
das quais é do monómero adjacente (Figura 3D) [25]. 
Estes dois centros estão ligados entre si por uma ponte 
de cisteína-histidina conservada que consiste na cisteína 
que coordena o centro CuT1 e na histidina que coordena 
o centro CuT2 [17,23,24].

O Asp97 e a His240, dois resíduos conservados 
presentes no centro catalítico (numeração de acordo 
com a estrutura da CuNiR de Alcaligenes faecalis, Figura 
3D), foram identificados como sendo importantes para 
a catálise [26-28]. Estes resíduos, ligados por pontes de 
hidrogénio a uma molécula de água, estão envolvidos 
na formação da espécie intermediária T2Cu+-NO2

-, 
desencadeando a transferência de eletrões através da 
ponte cisteína-histidina, e atuando assim como uma 
“via de deteção do substrato” [29-31].

 Figura 3 - Redutase do nitrito. Estrutura da 
cd1NiR de Paracoccus denitrificans no estado ativo 
(A), em que se observa que o hemo c está Met/
His-coordenado, enquanto o hemo d1 é coordenado 
por uma histidina, e pelo nitrito. Estrutura da CuNiR 
de Alcaligenes faecalis mostrando a sua estrutura 
homotrimérica, e a coordenação dos seus centros 
de cobre (D). As figuras foram preparadas com o 

da ligação N−N, fundamental para chegar à última 
espécie do ciclo, o gás N2.

De entre as redutases do óxido nítrico que se podem 
encontrar em bactérias e arqueias, existem três tipos de 
enzimas que diferem no tipo de centros e subunidades, 
nomeadamente a cNOR, a qNOR e a qCuNOR [32,33].

A cNOR é uma proteína membranar composta por 
duas subunidades, designadas por NorC (17 kDa) e 
NorB (54 kDa), contendo, respetivamente, um hemo do 
tipo-c, e dois outros centros metálicos, nomeadamente 
um hemo do tipo-b e um centro bimetálico, em que 
um outro hemo do tipo-b (hemo b3) está acoplado, 
através de uma ligação do tipo ponte oxo, a um ferro 
não-hémico (FeB), Fe—O—FeB. Este centro bimetálico 
composto pelo hemo b3-FeB é o centro ativo desta enzima 
[34], possuindo grande homologia com o centro da 
superfamília das oxidases de cobre-hémicas (HCuO), 
à qual a NOR pertence. Contudo, na cNOR, o centro 
catalítico bimetálico é composto por dois iões ferro em 
vez do centro misto de Fe/Cu das HCuO.

Uma propriedade particular da cNOR, demonstrada 
in vitro, é a sua capacidade de catalisar, para além da 
redução do NO, também a redução do oxigénio, tal 
como as suas homólogas da superfamília HCuO [35]. 
Os dadores de eletrões são pequenas proteínas redox, 
citocromos do tipo-c ou cupredoxinas. No caso de M. 
nauticus foi possível identificar o provável doador de 
eletrões fisiológico como sendo o citocromo c552 [36]. 
Os eletrões são transferidos para a enzima através da 
subunidade NorC (subunidade responsável pela aceitação 
de eletrões), sendo depois transferidos para a subunidade 
NorB onde ocorrem as reações de redução dos substratos 
(subunidade catalítica). Através da comparação entre a in-
teração entre o citocromo c552 e a cNOR versus citocromo 
c552 e a subunidade NorC (expressa individualmente) foi 
possível verificar que apenas quando a subunidade NorB 
está presente, ou seja, com a enzima cNOR completa, a 
transferência de eletrões ocorre (do citocromo c552 para a 
enzima cNOR), provando a elevada especificidade desta 
interação e o papel modelador da subunidade NorB [37].

De entre as enzimas da via da desnitrificação, a 
NOR foi a última para a qual a estrutura cristalográfica 
foi resolvida. Em 2010, a estrutura de uma cNOR foi 
resolvida por Hino et al. [38], e dois anos mais tarde foi 
obtida a estrutura da qNOR por Y. Shiro [39].

A qNOR possui uma sequência primária semelhan-
te à cNOR, mas não tem subunidades. Contém dois 
centros metálicos semelhantes à subunidade NorB da 
cNOR, incluindo o centro catalítico bimetálico, mas não 
possui a subunidade NorC, recebendo eletrões através 
de hidroquinonas no meio. Esta enzima encontra-se 
muitas vezes expressa em organismos patogénicos, e por 
vezes sem estar acompanhada pelas restantes enzimas 

2NO + 2e- + 2H+ → N2O + H2O     Eo = +1,175 V   (3)

4. Redutase do óxido nítrico 
A redutase do óxido nítrico (NOR) é a enzima que, 
no processo da desnitrificação, catalisa a redução de 
óxido nítrico a óxido nitroso. A reação (Eq. 3) envolve 
dois eletrões e dois protões, e promove a formação 

Biovia Discovery Studio com as coordenadas 
1AOF e 1AOM (painel A e B, respetivamente) 
e 1AS7 (painel C e D), usando o seguinte 
esquema de cores: Cu (azul), Fe (vermelho), 
hemo (preto), resíduos que coordenam os 
centros CuT1, CuT2 e o ferro hémico (rosa), 
residuos Asp e His do centro ativo (verde).
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da via da desnitrificação.
A qCuNOR assemelha-se à cNOR por possuir também 

duas subunidades, sendo uma delas semelhante à NorB 
da cNOR. Na subunidade menor, em vez de um hemo 
do tipo-c, encontra-se um centro de cobre do tipo CuA 
(semelhante ao presente na oxidase do citocromo c 
e na redutase do óxido nitroso), constituído por uma 
ligação bimetálica entre dois iões cobre, que tipicamente 
é descrito como sendo um centro de transferência 
eletrónica (ver Figura 5C) [32,40]. Os dadores de eletrões 
desta enzima são citocromos do tipo-c e menaquinona.

O mecanismo catalítico da redução do NO tem sido 
continuamente debatido, com o foco na ligação do NO 
ao centro bimetálico Fe hémico–FeB. Dois mecanismos 
principais têm sido discutidos, o denominado “cis” em 
que duas moléculas de NO se ligam ao FeB ou ao ferro do 
hemo b3, e o mecanismo “trans”, em que uma molécula 
de NO se liga ao FeB e outra ao Fe hémico [32,36,37]. 
Todos os mecanismos concordam, contudo, com a 
formação do ião hiponitrito como um intermediário da 
reação. A caracterização eletroquímica dos centros e 
da atividade catalítica foi importante, não só para abrir 
perspetivas da utilização destas enzimas em aplicações 
reais (como por exemplo sensores [41]) mas também para 
clarificar alguns aspetos do seu mecanismo catalítico. 
Os dados eletroquímicos obtidos sob várias condições 
apontam o mecanismo cis-FeB como sendo o mais 
provável [35,36,42]. Contudo, a discussão mecanística 
permanece, pois estudos computacionais mais recentes 
favorecem, pelo menos teoricamente, uma via semelhan-
te à cis-hemo b3 em que o NO se liga ao Fe hémico seguido 
de uma série de passos em que a segunda molécula de 
NO se liga no mesmo centro a um intermediário Fe-NO-O, 
estabilizado pela ligação dos dois oxigénios ao FeB [43]. 
Os estudos eletroquímicos efetuados revelaram também 
ser possível controlar a atividade catalítica através da 
imposição de potencial [35,36,42].

5. Redutase do óxido nitroso
A redutase do óxido nitroso (N2OR) catalisa a redução 
do N2O a nitrogénio molecular de acordo com a Eq. 4.

Esta reação é a última etapa da desnitrificação [10]. 
A energia livre global para esta reação é favorável (∆Go’ = 
-339,5 kJ/mol) [2,10], mas tem uma energia de ativação 
elevada (~ 250 kJ/mol) [44]. A elevada energia de ativação 
é ultrapassada pelo facto da catálise ocorrer num centro 
metálico especial, o centro “CuZ”, um centro tetranuclear 
de cobre e enxofre único na natureza.

A N2OR é codificada no genoma pelo gene nosZ. 
A análise comparativa das sequências genómicas que 
codificam a N2OR levou à divisão destes organismos 
em duas classes de acordo com a composição genética 
do operão nosZ. As N2ORs pertencentes à classe I têm 

sido isoladas de diferentes proteobactérias [45], que 
também apresentam genes que codificam para outras 
enzimas da via da desnitrificação. Estas enzimas têm sido 
extensivamente estudadas por uma série de técnicas 
espectroscópicas, cinéticas, estruturais e mecanísticas 
[46-49]. A N2OR da classe II foi isolada de Wolinella suc-
cinogenes [50,51] e foi demonstrado que esta enzima liga 
um hemo do tipo-c num domínio adicional no C-terminal. 
Esta característica é única para a enzima isolada desta 
bactéria, não tendo sido observado nas outras enzimas 
desta classe. Contrariamente à classe I, ainda não se 
conhece a estrutura de nenhuma das enzimas da classe II.

As N2ORs mais estudadas são as isoladas de Paracoc-
cus denitrificans, Pseudomonas stutzeri e M. nauticus. 
Estas enzimas são homodiméricas (com monómeros 
com disposição antiparalela, Figura 5A), periplasmáticas 
(Figura 1B) e ligam seis átomos de cobre por monómero, 
dispostos em dois centros: um centro binuclear, CuA, 
que é o centro de transferência eletrónica e um centro 
tetranuclear de cobre, e “CuZ”, o centro ativo, onde a 
molécula de N2O se liga e onde ocorre a sua redução.

A análise da estrutura primária em conjunto com a 
estrutura resolvida por difração de raios-X de P. denitri-
ficans mostra que os dois centros se encontram em dois 
domínios diferentes da enzima: (i) o domínio N-terminal 
com uma estrutura em ‘β-propeller’ formada por sete 
lâminas de folhas-β dispostas simetricamente, no centro 
da qual o centro “CuZ” está inserido (Figura 5A e 5B); e 
(ii) o domínio C-terminal com uma estrutura em barril-β, 
que liga o centro CuA na região entre as folhas  β8 e 
β9 do barril (Figura 5A e 5B) [47]. Os dois centros num 
monómero estão a uma distância de 40 Å, mas a 10 Å 
se considerarmos os dois monómeros na sua disposição 
antiparalela. Este arranjo estrutural da N2OR faz com 
que o dímero seja um dímero funcional, uma vez que 
a transferência eletrónica tem de ocorrer entre os dois 
centros de diferentes monómeros (Figura 5A).

N2O + 2e- + 2H+ → N2 + H2O     Eo = +1,355 V   (4)

 Figura 4 - 
Redutase do óxido 
nítrico. Representação 
da estrutura da cNOR 
de Pseudomonas 
aeruginosa (PDB 3WFC). 
A cinzento e amarelo 
estão representadas as 
subunidades NorC e NorB, 
respetivamente. MI – 
membrana interna.
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O centro CuA, como referido anteriormente, é muito 
semelhante ao centro de cobre presente na oxidase do 
citocromo c [52] e na qCuNOR [53]. O CuA é um centro 
binuclear de cobre com duas cisteínas em ponte que ligam 
os dois átomos de cobre através do Sγ, sendo os outros 
ligandos, dois átomos de Nε2 do anel imidazol de duas 
histidinas, o átomo Sδ de uma metionina e o carbonilo 
de um grupo triptofano (Figura 5C).

O centro catalítico “CuZ” foi identificado pela primeira 
vez como sendo um centro tetranuclear de cobre na 
enzima de M. nauticus e de P. denitrificans [46-48]. A 
sua nuclearidade levaria a prever cinco possíveis estados 
de oxidação para este centro, mas só foram observados 
três deles: [2Cu2+:2Cu1+], [1Cu2+:3Cu1+] e [4Cu1+]. Os dois 
primeiros estados de oxidação foram identificados em 
N2OR purificadas, enquanto o último só pode ser atin-
gido in vitro através de uma incubação prolongada com 
viologéneos reduzidos. Para além disso, o centro “CuZ” 
foi observado em duas formas diferentes, CuZ*(4Cu1S) e 
CuZ(4Cu2S) (Figura 5D e 5E), que têm diferentes esferas 
de coordenação, assim como diferentes propriedades 
espectroscópicas, redox e cinéticas [2]. É importante 
mencionar que não foi ainda possível isolar a N2OR a 100% 
com o centro CuZ(4Cu2S), sendo a conversão entre as duas 
formas objeto de discussão e de estudo no nosso grupo.

O CuZ*(4Cu1S) é um centro tetranuclear com o enxofre 
em ponte entre os quatro átomos de cobre (ligação µ4 
com os átomos de cobre), adotando uma geometria 
tetraédrica distorcida. O Cu1, Cu2 e Cu3 são coordenados 
por duas histidinas, enquanto o Cu4 é coordenado por 
uma só histidina. Estes átomos de cobre são coordenados 
quer pelo Nε2 ou Nδ1 do anel de imidazol e há também um 
átomo de oxigénio que faz uma ligação em ponte entre o 
Cu1 e o Cu4 [46-49] (Figura 5D). A estrutura do CuZ(4Cu2S) 
no estado de oxidação [2Cu2+:2Cu1+] foi obtida para a N2OR 
de P. stutzeri [49], e mostrou que existe um outro átomo 
de enxofre fazendo a ponte entre o Cu1 e o Cu4 na posição 
ocupada pelo átomo de oxigénio no CuZ*(4Cu1S) [49] 
(Figura 5E). Pensa-se que o local de ligação do substrato 
será entre o Cu1 e o Cu2, necessitando a enzima de estar 
na sua forma completamente reduzida [54].

Estudos realizados por eletroquímica demonstraram 
que há um mecanismo concertado protão-eletrão que 
controla o potencial de redução do CuA [55]. O potencial de 
redução do CuA em amostras de enzima com CuZ*(4Cu1S) 
é controlado pela protonação da histidina coordenante 
num processo que envolve dois protões acoplados à 
transferência eletrónica.

O grupo de investigação liderado por O. Einsle desen-
volveu um sistema de produção heterólogo em Escherichia 
coli, que inclui os genes acessórios nosRDFYL, permitindo 
a produção de N2OR funcional [56]. Este sistema permitiu 
gerar várias variantes desta enzima, alterando os ligandos 
do centro “CuZ” [57] e também variantes alterando a 
His583 que coordena o centro CuA [58]. Nas variantes 

da N2OR em que o resíduo His583 foi alterado para Ala, 
Asp, Asn, Glu, Gln, Lys, Phe, Tyr e Trp observou-se que 
somente aqueles com cadeias laterais protonáveis, como 
por exemplo His, Asp e Glu, mantinham a capacidade de 
realizar transferência eletrónica a pH fisiológico.

Relativamente ao ciclo catalítico desta enzima, um 
dos intermediários foi identificado e caracterizado espec-
troscopicamente, o CuZ0, propondo-se que apresente 
um grupo hidroxilo ligado ao Cu4. Este intermediário 
tem atividade catalítica idêntica à enzima com o “CuZ” 
completamente reduzido [59,60], e somente este valor 
de atividade catalítica explica a capacidade das células 
conseguirem reduzir o N2O in situ [61].

Microrganismos que se desenvolvam num meio ácido 
mostram uma clara diminuição da sua capacidade na 
redução do N2O [62], explicando o impacto do decréscimo 
do pH dos solos e águas, no aumento da concentração 
atmosférica de N2O e nas alterações climáticas.

 Figura 5 - A redutase do 
óxido nitroso. A) Estrutura do 
homodímero funcional da N2OR 
de Paracoccus denitrificans 
(PDB ID 1FWX).  B) Estrutura 
do monómero onde se podem 
observar os dois centros de 
Cu, CuZ e CuA da N2OR. C) 
Coordenação do centro CuA 
em Pseudomonas stutzeri. D) 
Coordenação de CuZ*(4Cu1S) 
da N2OR de P. denitrificans. 
E) Coordenação do centro 
CuZ(4Cu2S) da N2OR de P. 
stutzeri (PDB ID 3SBP). As 
figuras foram preparadas com 
o Biovia Discovery Studio o 
seguinte esquema de cores para 
os átomos: Cu em azul, S em 
amarelo. A cor de rosa estão 
representados os resíduos que 
coordenam os centros CuZ e CuA.
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6. Conclusões
O elogio da desnitrificação é uma revisão concisa dos 
aspetos bioinorgânicos da desnitrificação, com ênfase 
nas estruturas e mecanismos de metaloenzimas 
envolvidas nesta via complexa. A desnitrificação é um 
processo anaeróbico usado por alguns microrganismos 
para gerar energia através da redução sucessiva de 
nitrato a nitrogénio molecular (um tipo de “respira-
ção” anaeróbia). Para isso, diferentes metaloenzimas, 
dependentes de molibdénio, ferro e cobre, catalisam, 
em sequência, quatro etapas simples: o nitrato é 
reduzido a nitrito, depois a óxido nítrico, seguido 
pela redução a óxido nitroso, e por uma redução 
final a nitrogénio molecular. Um dos aspetos mais 
interessantes é que, no estado atual de conhecimento, 
as estruturas destas enzimas são conhecidas com 
elevada resolução, permitindo considerações meca-
nísticas detalhadas, e por consequência, um possível 
controle das etapas envolvidas.

O processo global tem implicações ambientais 
de particular relevância. A acumulação de nitratos e 
a libertação de óxido nitroso na atmosfera devido ao 
uso excessivo de fertilizantes na agricultura são dois 
exemplos de problemas ambientais onde a desnitrifi-
cação desempenha um papel central.
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