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Konformationsgesteuerte Lewis-Aciditat von 
Amidinium-Ionen und ihre Bedeutung fur die 
Redoxreaktionen der Thauerschen metallfreien 
Hydrogenase - eine theoretische Studie** 
Jerzy Cioslowski* und Gernot  Boche* 

Professor Waldemar Adam zum 60. Geburtstag gewidmet 

Die erste metallfreie Hydrogenase - ein iiberraschender Be- 
fund - wurde von Thauer et al. entdeckt."] Da alle anderen 
bekannten Hydrogenasen Wasserstoff metallkatalysiert iiber 
einen M-H,-Komplex rnit M = Ni oder Fe/S aktivieren,['I muB 
dieser neuartige RedoxprozeB einen vollig anderen Verlauf neh- 
men. Der von Berkessel und Thauer vorgeschlagene Mechanis- 
musL3] ist in Schema 1 dargestellt. In der Riickreaktion, die 

+ H, + Base 

Konformationsanderung reduziert die Delokalisierung der 
freien Elektronenpaare an den N-Atomen in das leere p,-Orbital 
des kationischen C-Atoms. Dadurch miiBte sich das enzymge- 
bundene 1 + eher wie ,,normale" Carbokationen verhalten, die 
bekanntermaDen mit H, r e a g i e r e ~ [ ~ ]  Analoge Reaktionen aus 
der Carbokation-Chemie gibt es auch fur den Protonenaus- 
tausch des enzymgebundenen 2 rnit dem Losungsmittel 
H,0.[43 So fiihrt die Protonierung und Deuterierung von C-H- 
Bindungen mit starken Sauren zu H + -  bzw. D+-Austausch. 
Diese Reaktion kann (muB aber nicht) iiber Kationen verlau- 

Der Berkessel-Thauer-Mechanismus hangt also von der rich- 
tigen Balance zwischen der Lewis-Aciditat von 1+ und der Aci- 
ditat von H +  (bzw. des an eine Base gebundenen Protons Base- 
H + )  ab. Bei einer Enzymreaktion in Wasser kann dieses als Base 
wirken und H,O+ bilden. Wenn man die Struktur von 1+ be- 

91 

H,-bildende 
Methylentetrahydrornelhanopterin- 

Dehydrogenase 

AGO = -5.5 kJ mol-' 

- - 

zweifellos von der Resonanzstabilisierung des planaren Amidi- 
nium-Ions 1' profitiert, wird H, von 2 als Hydrid H i  auf 
H +  iibertragen.[,. 51 Diese Reaktion verlluft analog zur Proto- 
nierung (mit HCl oder HBF,, 11O"C, 23 h) eines verwandten 

Orthoamids zum Guanidinium-Ion 
3+,[61 

Die Reaktion des Guanidinium-Ions 
3+ rnit H, zum Orthoamid und H +  fin- 
det allerdings nicht statt. Amidinium- 
Ionen reagieren ebenfalls nicht rnit H, . 
Somit mu13 das enzymgebundene 1' 

destabilisiert werden, so dal3 seine Lewis-Aciditat erhoht wird 
und es rnit H, reagieren kann. Berkessel und Thauer schlugen 
vor, daB dies durch ein Herausbiegen von C-14a aus der Ebene 
der anderen vier Atome des Funfringes erzielt ~ i r d . [ ~ ]  Diese 

3+ 

Methenyl-H4MPT 1+ Methylen-H4MPT 2 

Schema 1. Die reversible Redoxreaktion der Thauerschen metallfreien Hydrogenase (fur die vollstandigen Strukturen siehe Lit. [4]). 
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+ Base-H+ 

trachtet, konnte aber auch die (primare) Protonierung des 
Stickstoffatoms eines Amins (R3N als allgemeine Formel) zu 
R,NH+ bedeutsam sein. Wir berichten hier, wie rnit theoreti- 
schen Methoden["] anhand der Modellverbindungen 4+, 5 ,6+  
und 7 sowie der Modellreaktionen (1) bis (6) (Tabelle 1) iiber- 
priift wurde, ob der Berkessel-Thauer-Mechanismus fur die me- 
tallfreie Hydrogenase energetisch plausibel ist. 

Bei den Reaktionen (1) und (2) wird das entstehende Proton 
- wie urspriinglich form~l ie r t [~]  - nicht von einer Base abgefan- 
gen. Der Einflulj von H,O als Base und als Solvens'"' auf die 
Energetik der Modellreaktionen kann anhand von (3) und (4) 

Y- 
[b N 

\ 
Me 

4+ 5 

H 

6+ 7 
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ZUSCHRIFTEN 
Tdheile 1 .  Modellreaktionen [10-12] der Amidinium-Ionen 4' (6') mit H,: (1) 
und (2): ohne Base: (3) und (4): mit H,O; ( 5 )  und (6): mil NH,. 

AE [kcalmol-'1 Reaktion 

4 +  + H, + 5 + H t  244 (1) 
6 +  + H, + 7 + H +  149 (2) 
4' + H , + H , O  --* 5 + H , O +  33 (3) 
6 t  + H , + H , O  + 7 + H , 0 t  ~ 57 (4) 
4 + H , + N H ,  + 5 + N H :  4 ( 5 )  
6 + + H , + N H ,  + 7 + N H ;  ~ 87 (6) 

studiert werden, der Effekt von NH, (solvatisiert in H,O)[' als 
Modell fur Amin-Basen anhand von (5) und (6). 

Das Modell-Amidinium-Ion 4+ ist wie das enzymfreie 1' 
planar. Dagegen ist im bicyclischen Amidinium-Ion 6' eine 
parallele Anordnung der freien Elektronenpaare an den beiden 
N-Atomen rnit dem leeren p,-Orbital des kationischen C-Atoms 
nicht moglich, so daB hiermit ein Modell fur die Konforma- 
tionsiinderung des enzymgebundenen 1 + zur Verfugung steht. 
Das Kation 6' weist C,- und nicht C,,-Symmetrie auf. Diese 
Symmetrieerniedrigung ergibt sich aus der Optimierung einer- 
seits von Elektronendelokalisierung, fur die eine koplanare An- 
ordnung der Ebenen A (N-CH+-N) und B (C) (eine der beiden 
N-CH,-CH,-N-Ketten) gunstiger ist, und andererseits von 
sterischen Effekten, die am geringsten sind, wenn die Neigungs- 
winkel zwischen den Ebenen in den Funfringen (pas und qAc) 
gleich groI3 sind. Das Energieminimum von 6' wird bei 
qAs = 30.2" und qAC = 67.7" erreicht. Das bicyclische Aminal7 
weist C,,-Symmetrie auf, weil Elektronendelokalisierung hier 
keine Rolle spielt. Im Modell-Aminal 5 fuhren konformative 
Effekte (Ringdeformation und Rotation der CH,-Gruppen) zu 
einer Twist-Konformation rnit C,-Symmetrie. 

Wie man Tabelle 1 entnehmen kann, sind die basenfreien Re- 
aktionen (1) und (2) mit 244 bzw. 149 kcalmol-' sehr stark 
endotherm,[I2] so daI3 weder von 6' rnit ,,Envelope"-Konfor- 
mation, geschweige denn vom planaren 4+ eine Reaktion allein 
rnit H, erwartet werden kann. Wird allerdings das Proton von 
einer Base (H,O) abgefangen,[l3I verlauft die Reaktion zwi- 
schen dem planaren 4' und H, mit 33 kcalmol-' zwar noch 
endotherm [Reaktion ( 3 ) ] ,  die analoge Reaktion des Amidi- 
nium-Ions 6+ ist rnit 57 kcalmol-' dagegen deutlich exotherm 
[Reaktion (4)]. Somit ist zu erwarten, daI3 bei der Reaktion eines 
Amidinium-Ions rnit H, und H,O zu einem Aminal und H,O+ 
eine Thermoneutralitat durch Konformationsiinderung der 
Funfringe des Amidinium-Ions sowie des Aminals erreicht wer- 
den kann. Anhand der beschriebenen Daten llI3t sich abschiit- 
zen,[l4I daI3 dies bei der Redoxreaktion 1' + H, + H , O g  
2 + H,O+ dann der Fall ist, wenn die Ebenen N-CH+-N (N- 
CH,-N) und N-CH,-CH,-N in den Funfringen von 1+ und 2 
einen Neigungswinkel von 18" aufweisen. 

Mit der Modell-Base NH, ist die Reaktion des planaren 4+ 
nur um 4 kcalmol-' endotherm [Reaktion (S)], wiihrend die 
analoge Reaktion von 6' [Reaktion (6)] rnit 87 kcalmol-' deut- 
lich exotherm ist. Eine Abs~hi i tzung[ '~~  ergibt hier, da13 die Re- 
doxreaktion 1' + H, + N H , S 2  + N H I  thermoneutral wird, 
wenn der Neigungswinkel in 1' und 2 6" betrigt.["] 

Nach diesen Modellrechnungen sind die thermodynamischen 
Voraussetzungen fur den Berkessel-Thauer-Mechanismus[31 so- 
mit dann gegeben, wenn eine Base das Proton aufnimmt und die 
Lewis-Aciditiit von 1 + sowie die Basizitiit der H+-Acceptoren 
H,O oder NH, aufeinander abgestimmt sind: Die beidcn N- 
Atome in 1 + bewirken, da13 die Lewis-Aciditat von 1 + in der 
richtigen Grofienordnung liegt (vgl. die Lewis-Aciditiiten von 
6' und CH:[''- ' 'I) ,  wahrend durch Anderung des Neigungs- 

winkels im Funfring die Feinabstimmung stattfindet. Die kon- 
formative Anderung um 6", wie sie sich fur l i  und 2 in der 
Redoxreaktion 1+ + H, + NH,$2 + NH: abschatzen IaBt, 
sollte auch in einer enzymatischen Reaktion moglich sein. 

AbschlieBend sei darauf hingewiesen, da13 die vorliegenden 
Rechnungen keine Aussage uber die Reaktionsgeschwindigkei- 
ten, d. h. die Aktivierungsenergien liefern. Diese sollten in be- 
sonderem MaBe von der Struktur des Enzyms abhangen. Mo- 
dellreaktionen hierzu konnen derzeit nicht durchgefuhrt 
werden, weil die Enzymstruktur noch unbekannt ist. 

Eingegangen am 10. Juni 1996 [Z9207] 

Stichworte: Carbokationen - Enzyme * Hydrogenasen * Thermo- 
d ynamik 
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[14] Die Lewis-Aciditat von 1' und damit die Energie AE der Reaktion 
1 + + H, + H,O - 2 + H,Oi hangt in erster Niherung vom Neigungswinkel 
cp des Funfrings ah. Unter der Annahme, dalj alle anderen Faktoren gleich 
bleiben, kann die Abhangigkeit der Energie AE von cp aus den Energien der 
Reaktionen, an denen 4' und 6' beteiligt sind, abgeleitet werden. Fur die 
AE-Abhingigkeit von cp lautet die Interpolationsfunktion AE(cp) % A  + B 
(1 ~ costp) mit A = 33 und B = - 671 kcdlmol-'. Aus AE(q) = 0 erhalt man 
den angegebenen Wert. 

[15 ]  Die Ergebnisse von Rechnungen fur H,O und NH, als Basen sind in Einklang 
mit den experimentellen Befunden, wonach die Enzymreaktion 1' + H, -+ 

2 + H +  exergonischer ist, wenn die H+-Konzentration gesenkt wird (hoherer 
pH-Wert), R. K. Thauer, private Mitteilung, 21. August 1996. Der unter- 
schiedliche Einflulj der Basen H,O und NH, konnte auch bei Uberlegungen 
zum Ubergangszustand dieser Hydrogenase-Reaktionen von Bedeutung sein. 

Laserchemie in Suspensionen : 
neue Produkte und ungewohnliche 
Reaktionsbedingungen der 
Kohlenstoff-Wasserdampf-Reaktion ** 
Huxiong Chen, Thomas Mc Grath und Gerald Diebold * 

Kleine Teilchen konnen Querschnitte der optischen Absorp- 
tion aufweisen, die so groD sind, daI3 bei Bestrahlung einer 
Suspension mit einem Laserpuls einer Energie von einigen Hun- 
dert mJ extrem hohe Temperaturen erzeugt werden, ungeachtet 
des starken Einflusses der Warmeleitfahigkeit der umgebenden 
Fliissigkeit. Hier beschreiben wir die chemischen Reaktio- 
nen in RUB-Wasser-Suspensionen bei Bestrahlung rnit einem 
giitemodulierten Laser sowie die Morphologieanderungen in 
den Teilchen bei dieser Umsetzung. 

Das vielleicht eindrucksvollste Merkmal der laserinduzierten 
Reaktion von RUB mit Wasser ist die Veranderung der optischen 
Absorption der Suspension nach einigen Minuten Bestrahlung : 
Einige mL einer RuD-Wasser-Suspension, die anfangs fur das 
Auge vollstandig trub erscheint, wird nach dem Bestrahlen rnit 
6000 Blitzen einer Strahlung der Wellenlange 1.06 pm aus einem 
giitemodulierten Nd: YAG-Laser nahezu vollstandig transpa- 
rent. Die Herstellung der Suspensionen erfolgt durch Einbrin- 
gen trockener RuD-Partikel von 25 nm Durchme~ser[~I in ein 
Becherglas rnit destilliertem Wasser in einer Konzentration von 
200 mg L- ; zur Dispergierung der Teilchen wird dieses an- 
schlieljend ungefahr 30 s in ein Ultraschallbad gestellt. Ein Teil 
der Suspension, 7.5 mL, wird dann in eine Injektionsspritze auf- 
gezogen, die am Ende rnit einem Gummiseptum versehen ist. 
Der Laser, der in einem 22 ns langen Puls 700 mJ erzeugt und 
mit 10 Hz betrieben wird, bestrahlt auf der Seite der Spritze 
einen Fleck mit ungefahr 1 cm Durchmesser. Nach einigen La- 
serblitzen sieht man Hunderte luberst kleiner Blaschen an die 
Fliissigkeitsoberflache aufsteigen;[41 nach 10 min Bestrahlung 
erscheint die Suspension nahezu vollstandig transparent, rnit 
einem leichten Stich ins Graue, und oben in der Spritze befindet 
sich ungefahr 1 cm3 Gas; nach einigen Tagen bildet sich in der 
Suspension langsam ein Niederschlag.['] 
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Messungen der dynamischen Lichtstreuung zeigten, daI3 die 
Teilchen rnit 25 nm Durchmesser vor der Bestrahlung zu groDen 
GruppenL6I mit einem mittleren Durchmesser von 500 nm 
agglomeriert sind. Nach der Bestrahlung ergaben die Messun- 
gen der Lichtstreuung der Suspension einen hydrodynamischen 
Durchmesser von 100 nm. Obwohl in der Losung etwas Kohlen- 
stoff verbraucht wird, ist die GroDenabnahme der Teilchen 
durch die Einwirkung des Laserlichts nach der Mie-Theorie". 21 

der vorherrschende Faktor bei der Anderung der optischen Ab- 
sorption. 

Das durch das Septum entnommene Gas iiber der Suspension 
wurde durch Gaschromatographie rnit Flammenionisations- 
und Warmeleitfahigkeitsdetektion analysiert. Die in den Chro- 
matographen detektierten Gase wurden als CO (630 mLg- I ) ,  

H, (260 mLg-'), C,H, (20 mLg-'), CH, (8.9 mLg-') und 
C,H, (2.8 mLg- ') identifiziert; In Klammern ist das Volumen 
pro Masseneinheit Kohlenstoff in der Suspension aufgefuhrt. 
Ebenso wurden 0,, N, sowie kleine Mengen CO, und C,H, 
gefunden. Die Erzeugung von CO, H, und CO, kann der gut 
bekannten Reaktionen (a) und (b) zugeschrieben werden, die 

C + H,O -----f H, + CO 

CO + H,O --t H ,  + CO, 

(a) 

(b) 

die Primlrreaktionen der Kohlevergasung dar~tellen.[~] Es ist 
bekannt, daD in Reaktoren, die Kohlenstoff und Wasserdampf 
bei hohem Druck enthalten, geringe Mengen an CH, erzeugt 
werden;r7I C,H, und C,H, wurden als Reaktionsprodukte 
nicht erwahnt.[*] 

Der in den Experimenten verwendete RuD war nicht rein ge- 
nug, um die Moglichkeit auszuschlieDen, daD die nachge- 
wiesenen Kohlenwasserstoffe als Folge der durch Absorption 
der Laserstrahlung erzeugten hohen Temperaturen einfach aus 
dem Inneren der Teilchen desorbiert wurden. Eine chemische 
Standardanalyse['] des RuBes ergab fur die ursprungliche Probe 
die in Klammern aufgefuhrten Gewichtsanteile an H (0.30%), 
N (0.39 YO) und 0 (2.20 %), womit die im RUB enthaltene Was- 
serstoffmenge ausreichen wiirde, um alle chromatographisch 
nachgewiesenen Kohlenwasserstoffe zu bilden. Um die Mog- 
lichkeit der einfachen Desorption von Kohlenwasserstoffen von 
dem RuD zu untersuchen, wurde der RuD in deuteriertem Was- 
ser prapariert und die Gasprodukte durch Gaschromatogra- 
phie-Massenspektrometrie (GC-MS) analysiert. Das gesamte 
im Massenspektr~meter[~l detektierte Acetylen trat als C,D, 
auf, was stark gegen eine einfache Desorption als Mechanismus 
der Acetylenerzeugung spricht : dennoch erweist sich die Inter- 
pretation dieses Ergebnisses in Bezug auf eine chemische Reak- 
tion als Acetylenquelle aufgrund der Moglichkeit eines H-D- 
Austauschs im AnschluD an eine Desorption bei hohen 
Temperaturen als fragwiirdig. Schlieljlich wurde aus einer Gra- 
phitpulverprobe rnit 1 pm Teilchendurchmesser, deren Analy- 
serlol 0.0038 Gew.-% H ergab, eine etwas instabile Suspension 
hergestellt und wie oben beschrieben bestrahlt. Die chromato- 
graphische Analyse ergab, daB der H-Gehalt der Kohlenwasser- 
stoffe iiber der Suspension denjenigen im Graphitpulver um 
einen Faktor 200 uberstieg, was eine chemische Reaktion als 
Kohlenwasserstoffquelle bestltigt. 

Bei Experimenten mit unterschiedlichen TeilchengroBen wur- 
de festgestellt, daD sich die Bildung von Kohlenwasserstoffen 
rnit dem Teilchendurchmesser andert. Die Daten in den Abbil- 
dungen 1 und 2 zeigen, daB die Erzeugung aller Gase, bei Nor- 
mierung auf die Masse von C in der Suspension, rnit zunehmen- 
dem Teilchendurchmesser ansteigt. Die optische Absorption der 
Suspensionen nach der Bestrahlung nimmt mit zunehmendem 
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