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Abb. 3. Oxidation von Cycloocten mit 30proz. H,O,, katalysiert durch getragertes 
Q,PO,[W(O)(O,)],. Reaktionsbedingungen: 1 mmol Cycloocten, 2 mmol 30proz. 
H,O,, 0.005 mmol Q,PO,[W(O)(O,)], (100 mg Q3PO,[W(O)(O,)],-20%~ PEO/ 
PPO-SO,) bei 23 "C. Cyclooctenoxid war das einzige Produkt C = Umsatz. 

ergab die dagegen optimale Katalysatorspezies. Das Gleichge- 
wicht zwischen Hydrophilie und Hydrophobie der Katalysator- 
spezies muD also so eingestellt werden, daD sowohl die Loslich- 
keit von Cycloocten als auch von Wasserstoffperoxid in der 
Phase mit gebundenem Polyether optimal ist. Der Katalysator 
und 20% PPO-SiO, waren nahezu gleich effektiv, aber eine 
weitere Erhohung des Anteils an PPO reduzierte die Aktivitat. 
Die Katalysatorpartikel wurden funfmal ohne Verlust der kata- 
lytischen Aktivitat recycelt. Im Filtrat des Reaktionsgemisches 
wurden keine katalytisch aktiven Spezies nachgewiesen; es war 
katalytisch nicht aktiv. 

Wir haben das Konzept der Losungsmittel-angebundenen 
SLP-Katalyse entwickelt und anhand von Polyoxometallat-ka- 
talysierten Oxidationen vorgestellt. Diese neuen Katalysatorsy- 
steme sind aktiver und selektiver als analoge nicht-getragerte 
Systeme. Nach dem Recycling bleibt die katalytische Aktivitat 
erhalten. Die Losungsmittel-angebundene SLP-Katalyse wird 
auch in weiteren Reaktionen und rnit anderen Katalysatoren 
Anwendung finden. 

Experimentelles 
Die Monomere 1 wurden durch Reaktion von 25 mmol (CH,O),SiPhCH,CI rnit 
25 mmol CH,(OCH,CH,)OH (MG = 350) oder CH,(OCH(CH,)CH,)OH 
(MG = 200) in 100 mL Aceton in Gegenwart von 125 mmol festem K,CO, unter 
RuckfluB uber 18 h hergestellt. Die festen Salze wurden durch Zentrifugieren abfil- 
triert und das Losungsmittel entfernt. An dieser Stelle wurde nicht weiter gereinigt. 
Die funktionalisierten Xerogele wurden durch Losen der entsprechenden Menge 
von 1 und Si(OEt), (insgesamt 5 mmol) in 20 mL Aceton dargestellt. Zehn Aquiva- 
lente Wasser und 0.01 Aquivalente Dibutylzinndilaureat wurden zugegeben, um die 
Polymerisation zu initiieren. Das Reaktionsgemisch wurde drei Stunden bei 60 "C 
gehalten und zum langsamen Verdampfen des Losungsmittels zwei Tage bei Raum- 
temperatur stehengelassen. Die funktionalisierten Silicatpartikel wurden zweimal 
mit Wasser und Ethanol gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die Katalysatoren 
wurden durch Impragnieren der Silicate mit Polyoxometallaten wie folgt erhalten: 
Fur die Reaktion in Gleichung (a) wurden 400 mg H,PV,Mo,,O,, . xH,O 
(0.2 mmol) in 10 mL Aceton gelost und zu 1.5 g 20 % PEO-SiO, zugegeben, und das 
Losungsmittel wurde entfernt. Das Silicat wurde dann ca. 12 h bei Raumtemperatur 
im Vakuum getrocknet. Fur die Reaktion in Gleichung (b) war die Vorgehensweise 
dieselbe mit der Ausnahme, daB 164 mg H,PV,Mo,,O,, . xH,O (0.075 mmol) ein- 
gesetzt wurden. Fur die Reaktion in Gleichung (c) wurden 1.04 g (0.5 mmol) 
[(C,H,,),N],PO,[W(O) (O,)]& in 20 mL CHCI, gelost und zu 20% PEOIPPO-SiO, 
zugegeben. Das Gemisch wurde dann wie zuvor behandelt. 
Typische Oxidationen wurden in magnetisch geruhrten 5 mL-Probenglaschen 
durchgefuhrt. Die Materialmengen und Reaktionsbedingungen werden im Text 
angegeben. Die Reaktionsgemische wurden rnit GLC (HP 5890) analysiert unter 
Venvendung einer 30 m, 0.32 mm ID, 0.25 pm Methylsilicon-beschichteten (RTX- 
1) Saule. Katalysatorrecycling durch Filtration des Katalysators, gefolgt von Wa- 
schen, um Reaktionsriickstande zu entfernen, und Trocknen. 
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NADH-induzierte Einflusse auf die Koordination 
des Nickels im aktiven Zentrum der loslichen 
Hydrogenase aus Alcaligenes eutrophus: XAFS- 
Untersuchungen an drei ESR-spektroskopisch 
unterscheidbaren Zustanden ** 
Arnd Miiller, Andreas Erkens, Klaus Schneider, 
Achim Muller, Hans-Friedrich Nolting, 
Vicente Arrnando Sol& und  Gerald Henkel* 

Professor Giinter Schmid zum 60. Geburtstag gewidmet 

Hydrogenasen sind Enzyme, die in vielen aeroben und anaero- 
ben Mikroorganismen die reversible Aktivierung von mole- 
kularem Wasserstoff katalysieren.['I Diese Fahigkeit macht sie 
zu interessanten Untersuchungsobjekten, insbesondere wegen 
moglicher Anwendungen des zugrundeliegenden katalytischen 
Prinzips in industriellen Prozessen oder als Quelle fur ,,bio- 
logischen Wasserstoff'.['] 
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Die meisten der heute bekannten Hydrogenasen sind Metal- 

loenzyme, die als essentielle Bestandteile Nickel und Eisen ent- 
halten (NiFe-Hydrogenasen) und sich damit von den weniger 
verbreiteten ,,Iron-only"-Hydrogenasen unterscheiden.['] Die 
Nickel-Bindungsstelle dieser Enzyme ist durch spezifische ESR- 
Signale charakterisiert, deren Abfolge wahrend des katalyti- 
schen Cyclus auf eine ungewohnliche Redoxchemie hinweist. 
Sie wird unter anderem auch deshalb als Ort der Wasserstoff- 
aktivierung angesehen. Besondere Aufmerksamkeit erregte im 
letzten Jahr die NiFe-Hydrogenase aus Desulfovibrio gigas, die 
nach den Ergebnissen einer Rontgenstrukturanalyse ein ge- 
mischtes zweikerniges Ni/Fe-Zentrum mit Cystein-Brucken ent- 
halt.[31 Die losliche NAD+-reduzierende NiFe-Hydrogenase 
aus dem aeroben, H,-oxidierenden Bakterium Alcaligenes eu- 
trophus H 16 (E.C. 1.12.1.2) hat als heterotetrameres Enzym, 
zusammengesetzt aus je zwei heterodimeren Proteinen unter- 
schiedlicher Funktion (PS und a?), eine hohere Komplexitat als 
die ,,typischen" heterodimeren Hydrogena~en.[~I Das 0,-un- 
empfindliche Holoenzym enthalt neben dem Nickelzentrum un- 
terschiedliche Eisen-Schwefel-Cluster (2Fe-2S, 3Fe-4S, 4Fe-4s) 
sowie ein Flavin (FMN) als redoxaktive prosthetische Gruppen. 

Wir waren nun daran interessiert, zu erfahren, ob und wie sich 
die Koordination des Nickels bei reduktiver Aktivierung des 
Enzyms verandert und wollten gleichzeitig der Frage nachge- 
hen, ob es eine strukturelle Verwandtschaft zwischen den 
Nickelzentren der Hydrogenasen von Alcaligenes eutrophus und 
von Desulfovibrio gigas gibt. Als maogeschneiderte Unter- 
suchungsmethode bietet sich hier die hochauflosende Rontgen- 
absorptionsspektroskopie (XAFS) an. Dabei handelt es sich um 
eine Technik zur Strukturbestimmung im Nahordnungsbereich 
angeregter Atome, die im Gegensatz zur Rontgenstrukturanaly- 
se auch zur Charakterisierung nichtkristalliner Systeme heran- 
gezogen werden kann. Zu diesem Zweck haben wir die losliche 
Hydrogenase aus Alcaligenes eutrophus in drei ESR-spektrosko- 
pisch unterscheidbaren Zustanden rnit der XAFS-Analyse cha- 
rakteri~iert.[~I Im folgenden berichten wir uber die Auswertung 
der XANES- und EXAFS-Regionen (XANES = kantennahe, 
EXAFS = kantenferne Rontgenabsorptions-Feinstruktur) der 
Nickel-K-Kante und zeigen erstmals, daB sich die einzelnen 
Zustande insbesondere beziiglich der Zahl der am Nickel gebun- 
denen Schwefelatome und damit auch chemisch voneinander 
unterscheiden. 

Ausgangspunkt der Untersuchungen ist das aerob isolierte 
Enzym (Form l), das kein ESR-Signal des Nickel-Zentrums 
aufweist. Die Behandlung rnit NADH fiihrt zu einer reduzierten 
Form (Form 2), die das fur das aktive Enzym charakteristische 
ESR-Signal zeigt (,,Ni-C"). Im Gegensatz dazu entsteht durch 
Reduktion des Enzyms rnit Natriumdithionit ein Zustand 
(Form 3), der zwar ESR-Signale von reduzierten Fe-S-Clustern, 
jedoch wie die oxidierte Form kein Ni-Signal a~fweist .[~] Die 
normierten Rontgenabsorptionsspektren im Bereich der Ni-K- 
Kante sind in Abbildung 1 dargestellt, und in Tabelle 1 sind die 
Ergebnisse der XANES-Analyse zusammengefaBt. Abbildung 2 
gibt die experimentell bestimmten EXAFS-Funktionen wieder. 

Tabelle 1. Parameter der normierten Rontgenabsorptionsspektren im Bereich der 
Ni-K-Kante (XANES). 

Luft-oxidiert 8340.7 1.30 0.029 
NADH-reduziert 8339.6 1.07 0.035 
Dithionit-reduziert 8341.1 1.38 0.025 

[a] Siehe Text. [b] Energie der Kante bei einer normierten Hohe yon 0.5. [c] Maxi- 
male Kantenintensitat. [d] Flache des Vorkantenpeaks. 
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Abb. 1 .  Normierte Rontgenabsorptionsspektren im Bereich der Ni-K-Kante 
(durchgezogen: Luft-oxidiert; gestrichelt: NADH-reduziert; gepunktet: Dithionit- 
reduziert) 
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Abb. 2. Experimentelles Nickel-EXAFS (k3-Wichtung, links) und zugehorige 
Fourier-Transformierte (rechts); oben: Luft-oxidiert; Mitte: NADH-reduziert; 
unten: Dithionit-reduziert. 

In allen drei untersuchten Formen des Enzyms treten Vorkan- 
tenpeaks auf, deren Flachen erste Hinweise auf verzerrt oktaed- 
risch koordiniertes Nickel geben.[61 Die Kantenstrukturen aller 
drei Hydrogenasespektren deuten ebenfalls auf eine oktaedri- 
sche Koordination des Nickels hin. Weiterhin la& sich aus ihnen 
schlieBen, da13 Nickel nach der Reduktion rnit NADH (Form 2) 
iiberwiegend von Schwefelliganden umgeben ist, wahrend die 
erste Koordinationssphare des Nickels in den iibrigen Zustan- 
den (Form 1 und Form 3) uberwiegend von leichteren Atomen 
wie Stickstoff oder Sauerstoff gebildet wird. 

Im ersten Schritt der Kurvenanpassungsanalysen auf der 
Basis Fourier-gefilterter EXAFS-Funktionen (Abb. 3, r' = 
0.9-3.1 A) wurden die Ligandenspharen durch Kombinationen 
aus Sauerstoff- und Schwefel-Donorfunktionen unter Beriick- 
sichtigung integraler Besetzungszahlen rnit Koordinationszah- 
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Tabelle 2. Ergebnisse der Kurvenanpassungsanalysen auf der Basis Fourier-gefilter- 
ter EXAFS-Funktionen (r'=0.9-3.1 A). 
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Ahh. 3. Links: Fourier-gefiltertes Nickel-EXAFS (dnrchgezogen) mit theoretisch 
angepaBter Kurve (gestrichelt) ; rechts : zugehorige Fourier-Transforrnierte (durch- 
gezogen: Experiment; gestrichelt: Modell); oben: Luft-oxidiert; Mitte: NADH-re- 
duziert; unten: Dithionit-reduziert. 

len von vier bis sechs modelliert. Dabei wurden die aus den 
XANES-Spektren abgeleiteten charakteristischen Unterschiede 
in der Koordination des Nickels sehr gut bestatigt : wahrend in 
den Formen 1 und 3 neben vier Sauerstoffatomen nur zwei 
Schwefelatome an der Bindung des Nickels beteiligt sind, ergibt 
sich fur Form 2 eine Koordinationssphare aus vier Schwefel- 
und zwei Sauerstoff-Donorfunktionen. 

Im weiteren Verlauf der Strukturbestimmung haben wir zu- 
satzliche Koordinationsschalen in die Kurvenanpassungsana- 
lysen einbezogen. Bei der NADH-behandelten Hydrogenase 
(Form 2, Abb. 3 c, d) 1aBt sich eine signifikante Verbesserung der 
Anpassung erreichen, wenn die direkt gebundenen Schwefel- 
atome auf zwei Schalen rnit Abstanden von 2.20 und 2.38 8, im 
Verhlltnis 3 : 1 verteilt werden (Fit-Index 0.45; die Anpassung 
ausschlieI3lich rnit Schwefelatomen fuhrt zu einem Fit-Index 
von 0.64). Das Modell 1aBt sich durch Einfiihrung eines Streuers 
aus der Reihe der elektronenreichen 3 d-Metalle, vermutlich 
Eisen (siehe unten) im Abstand von 3.07 8, weiter verbessern 
(Fit-Index 0.29). Die Ergebnisse der Strukturverfeinerung sind 
in Tabelle 2 a~fgef i ihr t .~~]  

Die EXAFS-Funktion der aerob isolierten Hydrogenase 
(Form 1 ,  Abb. 3 a) weist dagegen erheblich komplexere Merk- 
male auf. Die starke Dampfung deutet auf mehrere Schalen 
unterschiedlicher Ruckstreuatome hin, die im relativ grooen 
Peak der Fourier-Transformierten bei ca. 3 8, zusammengefaot 
sind (Abb. 3 b). Die beste Anpassung dieser Beitrage erhalten 
wir rnit zwei weiteren Schwefelatomen im Abstand von 3.02 8, 
sowie einem zusatzlichen Metallatom bei 2.71 8, (Fit-Index 
0.41) .['I Die qualitative Verbesserung des Strukturmodells geht 
hier eindeutig aus der Entwicklung des Fit-Indexes hervor, der 
vor der Erweiterung des Strukturmodells 2.04 und nach Einfiih- 
rung der weiteren Schwefelatome 0.86 betragt. Die Ergebnisse 
der endgultigen Kurvenanpassungsanalyse sind in Tabelle 2 zu- 
sammengefaot .['I 

Enzymform [a] N [b] Schale Ahstand [A] [c] 2u2 [A2] [d] Fit-Index 

Luft- 4 Ni-0  2.03 0.014 0.41 
oxidiert 2 Ni-S 2.33 0.016 

1 Ni-Fe 2.71 0.013 
2 Ni-S 3.02 0.008 

NADH- 2 Ni-0 2.06 0.007 0.29 
reduziert 3 Ni-S 2.20 0.013 

1 Ni-S 2.38 0.010 
1 Ni-Fe 3.07 0.021 

Dithionit- 4 Ni-0 2.05 0.01 1 0.51 
reduziert 2 Ni-S 2.39 0.029 

1 Ni-Fe 2.88 0.020 

[a] Siehe Text. [h] Koordinationszahl. [c] Geschatzter Fehler 0.03 A. [d] Dehye- 
Waller-Parameter. 

Die EXAFS-Funktion der Dithionit-reduzierten Hydro- 
genase (Form 3, Abb. 3e) hat Ahnlichkeiten mit der des aerob 
isolierten Enzyms (Form 1, Abb. 3a). Das urspriingliche Zwei- 
Schalen-Model1 (Fit-Index 0.89) laDt sich auch hier mit einem 
Metallatom im Abstand von 2.88 8, (Fit-Index 0.51) sinnvoll 
erweitern. Allerdings fuhrt die Berucksichtigung einer weiteren 
Schwefelschale, wie sie in Form 1 beobachtet wurde, zu physi- 
kalisch nicht sinnvollen Resultaten. Die Ergebnisse der ab- 
schlieflenden Strukturverfeinerung gehen aus Tabelle 2 her- 

Aus den Ergebnissen der Kurvenanpassungsanalysen lassen 
sich bestimmte Grundaussagen zur Koordination des Nickel- 
atoms der Hydrogenase in allen drei untersuchten Enzymfor- 
men herleiten, die schematisch in Abbildung 4 dargestellt sind. 

V O ~ . [ ~ ]  

NazSz04 
___) 

Ahh. 4. Modelle fur das Nickel-Zentrurn der Hydrogenase aus Akaligenes eutro- 
phus in schematischer Darstellung: (a) Luft-oxidiert; (h) NADH-reduziert; (c) Di- 
thionit-reduziert ; die hier gezeigten Zuordnungen der 0-Donorfunktionen sind 
willkurlich gewahlt (siehe Text). 

In allen drei Enzymformen liegen rnit groBer Wahrscheinlichkeit 
sechs Ligandatome in verzerrt oktaedrischer Anordnung um 
das Nickelatom vor. 

Wir beginnen die Interpretation unserer Ergebnisse rnit dem 
Strukturmodell fur das NADH-behandelte Enzym (Form 2, 
Abb. 4b). Das Nickelatom ist hier von vier Schwefelatomen 
umgebea, von denen drei etwas kiirzere Bindungen zum Nickel 
bilden als das vierte. Es handelt sich bei ihnen um die Thiolat- 
funktionen der vier konservierten Cysteinreste der /l-Unterein- 
heit des Enyzms.['] Die restlichen Positionen des Koordinations- 
oktaeders sind mit leichteren Atomen besetzt, bei denen es 
sich um Sauerstoffatome gebundener Wassermolekiile handeln 
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konnte. Das benachbarte Metallatom sollte wegen des Abstan- 
des von 3.07 8, uber zwei verbriickende Thiolatfunktionen rnit 
dem Nickel verknupft sein. Es handelt sich dabei vermutlich um 
Eisen, denn die Hydrogenase aus Alcaligenes eutrophus enthalt 
nach den Ergebnissen von Metallgehaltsanalysen aul3er Nickel 
und Eisen keine anderen 3d-Metalle.r41 Unser Strukturvor- 
schlag (Abb. 4b) zeigt in bezug auf die Anzahl verbriickender 
und terminal gebundener Schwefelatome gute Ubereinstim- 
mung rnit der Koordination des Nickels in der kristallisierten 
Hydrogenase aus Desulfovibrio gigas. Dieser Befund iiberrascht 
deshalb, weil es sich bei der kristallographisch untersuchten Hy- 
drogenase um ein aerob isoliertes, enzymatisch inaktives Enzym 
handelt,L3I das gegeniiber der rnit NADH reduktiv aktivierten 
Alcaligenes eutrophus-Hydrogenase stark abweichende elektro- 
chemische und spektroskopische Eigenschaften zeigt.". 41 

In der aerob isolierten Hydrogenase (Form 1, Abb. 4a) sind 
ebenso wie in der rnit Natriumdithionit behandelten Prapara- 
tion (Form 3, Abb. 4c) nur zwei Schwefelatome an der Bindung 
des Nickels beteiligt. Die iibrigen Liganden sind vermutlich 
Stickstoff- oder Sauerstoffatome. Hier kommen neben Wasser- 
molekiilen und/oder funktionellen Aminosaureresten auch die 
Amidgruppen der Proteinketten in Frage. In beiden Zustan- 
den ist das Eisen 2.71 (Form 1, Abb. 4a) bzw. 2.88 8, (Form 3, 
Abb. 4c) vom Nickel entfernt. Die hier im Vergleich zu Form 2 
(Abb. 4 b) gefundene deutliche Verkiirzung des Nickel-Eisen- 
Abstandes spricht stark fur eine zusatzliche dritte Brucke im 
Heterodimetall-Zentrum des Enzyms. 

Bei allen drei Enzymformen ist die Beteiligung eines Wasser- 
stoffatoms an der Koordination des Nickels moglich, da ent- 
sprechende Strukturmodelle, bei denen der Wasserstoff durch 
eine nicht besetzte Koordinationsstelle modelliert wird, physi- 
kalisch noch sinnvoll sind. Eine solche Beteiligung erfullt die 
Anpassungskriterien jedoch schlechter als die von uns vorge- 
schlagenen Bindungssituationen. Gleiches gilt auch fur eine tat- 
sachlich unbesetzte Koordinationsstelle. 

Die Frage nach der Herkunft der beiden zusatzlichen Cystein- 
schwefelatome, die im ESR-aktiven Zustand (Form 2, Abb. 4 b) 
an der direkten Bindung des Nickels beteiligt sind, ist natiirlich 
von besonderem Interesse. Im Fall der aerob isolierten Hydro- 
genase (Form 1, Abb. 4a) finden wir zwei Schwefelatome, die 
3.02 8, vom Nickel entfernt sind. Sie konnten zu ehem Cystin- 
rest gehoren. Als mogliche Ursache fur den Wechsel in der Ko- 
ordination des Nickels nach der Behandlung des Enzyms rnit 
NADH kame dann eine Generierung von zwei weiteren Cystein- 
funktionen durch reduktive Spaltung dieses Cystinrestes in Fra- 
ge (Form 2, Abb. 4b; siehe dazu auch [4d]). 

Nach unseren Ergebnissen findet die durch NADH iduzierte 
Reorganisation des Nickelzentrums bei der Behandlung rnit Di- 
thionit nicht statt. Dies konnte auf die fehlenden Substrateigen- 
schaften des Dithionits zuriickzufiihren sein, das nicht rnit der 
NAD+/NADH-spezifischen Bindungsstelle des Enzyms aus 
Alcaligenes eutrophus. kompatibel ist. 

Wir konnten den Nachweis erbringen, dalj das aktive Zen- 
trum der NAD-reduzierenden Hydrogenase - ebenso wie das 
der Hydrogenase aus Desulfovibrio gigas - ein heterodinuklearer 
Komplex ist. Dariiber hinaus ist es erstmals gelungen, eine sub- 
stantielle Anderung der Koordination des Nickels nach redukti- 
ver Aktivierung einer NiFe-Hydrogenase nachzuweisen. Ob 
dieses fur Alcaligenes eutrophus charakteristische Merkmal auch 
bei Hydrogenasen anderer Herkunft zu beobachten ist, miissen 
weiterfiihrende Untersuchungen zeigen. In vorangegangenen 
Arbeiten wurde fur die Alcaligenes-eutrophus-Hydrogenase ein 
Mechanismus zur spezifisch durch NADH ausgelosten reduk- 
tiven Aktivierung vorgeschlagen, der sich von dem anderer 
Hydrogenasen signifikant unter~cheidet.~~. 

Experimentelles 
Zellen von Alicaligenes eutrophus H16 (ATCC 17699; DSM 428) wurden hetero- 
troph kultiviert und die losliche Hydrogenase (Form 1) wie beschrieben isoliert [4]. 
Die Proteinkonzentration wurde nach der von Lowry beschriebenen Methode 
bestimmt und der Metallgehalt durch ICP-MS analysiert. Zur Uberfiihrung in 
Form 2 wurden zwei unabhangig prdparierte Proben der aerob isolierten Hydro- 
genase unter Argon rnit NADH versetzt (Endkonzentration 15 und 3 0 m ~ )  
und nach 10 Minuten schockgefroren. Form 3 wurde durch analoge Behand- 
lung rnit Na,S,O, (5 mM) erhalten. Diese Enzymproben wurden vor den XAFS- 
Messungen durch ihre unterscheidbaren ESR-Spektren voneinander differenziert 
(experimentelle Einzelheiten siehe Lit. [4 b]). 
Die fur die Rontgenabsorptionsspektroskopie verwendeten Enzymlosungen wur- 
den durch Ultrafiltration in Amicon-Diaflo-Zellen (YM 100-Membran) auf eine 
Konzentration von ca. 1 mM gebracht. Eine Uberpriifung der spezifischen Aktivitat 
(Ausgangsaktivitat: 80 pMol reduziertes NAD pro Minute und mg Enrym; dies 
entspricht dem 20fachen Wert der In-vivo-Aktivitit) nach dern Aufkonzentrieren 
zeigte, daD das Enzym dabei keinen Aktivitatsverlust erlitten hat. Die Proben wur- 
den schockgefroren [lo] und wahrend der Messungen rnit einem Helium-Kryostat 
auf 20 K gekiihlt. Die Rontgenabsorptionsspektren im Bereich der Nickel-K-Kante 
wurden gemaI3 Lit. [lo] rnit dem EXAFS-Spektrometer [ I l ,  121 des EMBL (HASY- 
LAB am DESY, Hamburg; Speicherring DORIS II,4.5 GeV, mittlerer Strahlstrom 
80 mA, Si(1 1 1)-Doppelkristall-Monochromator, fokussierender Toroidspiegel, ab- 
solute Kalibrierung der Energieachse mit simultan gemessenen Bragg-Reflexen ei- 
nes Siliciumkristalls) aufgenommen. 
Die Spektren wurden durch Messung der Fluoreszenzstrahlung rnit einem 13-Ele- 
ment-Festkorperdetektor (Canberra) in einem Bereich von 8210 bis 9100 eV rnit 
eine MeDzeit von 1-2 s/Punkt bei ca. 1400 MeDpunkten aufgenommen. Es wurde 
iiber 41 (Form l ) ,  27 (Form 2) bzw. 28 (Form 3) Einzelscans nach individueller 
Energiekalibrierung gemittelt. Da sich die einzelnen Spektren wahrend der jeweili- 
gen MeDreihen nicht veranderten, konnen wir ausschlieDen, daD die Ergebnisse 
durch Strahlenschaden beeinfluat wurden. Die EXAFS-Funktionen wurden aus 
den gemittelten Spektren nach bekannten Verfahren isoliert, wobei der Untergrund 
mit einer Spline-Funktion bestimmt wurde.[l3] Zur Auswertung der Daten wurden 
die Programmpakete EXPROG (Energiekalibrierung und Datenreduktion) [14] 
und EXCURV88 (Kurvenanpassungsanalysen unter Verwendung theoretischer 
Amplituden- und Phasenfunktionen) [15] verwendet. 
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Die Unterscheidung von Enantiomeren chiraler 
Molekule in der Gasphase: Nachweis der chiralen 
Erkennung bei der Bildung von 
l-Phenyl-l-propanol/2-Butanol-Clustern mit 
resonant erhohter Multiphotonen-Ionisierungs- 
Spek troskopie" * 
Susanna Piccirillo, Cesare Bosman, Daniela Toja, 
Anna Giardini-Guidoni, Marco  Pierini, Anna  Troiani 
und Maurizio Speranza* 

Die enantioselektive Komplexierung ist eine Standardmetho- 
de in der molekularen Erkennung. In kondensierter Phase kon- 
nen chirale Molekule (M) rnit chiralen Partnern (C) diastereo- 
mere Komplexe (MC) bilden, die auf elektrostatischen Wechsel- 
wirkungen kurzer Reichweite oder Orbital- oder auch sterischen 
Effekten basieren und die in ihren physikalischen und chemi- 
schen Eigenschaften differieren. Diastereomere MC-Kristalle 
lassen sich durch Messungen des Schmelzpunktes, der Loslich- 
keit und des Dampfdruckes als auch durch Rontgenstruktur- 
analyse unterscheiden."] In Losung konnen zur Unterscheidung 
der MC kalorimetrische, kolorimetrische,[21 spektroskopische 
und Transportgeschwindigkeitsmessungen durchgefiihrt werden, 
auch wenn die Bestimmung durch die Gegenwart des Losungs- 
mittels erschwert und gelegentlich sogar unmoglich sein kann.[2- 31 

Ein Weg, um diese unerwiinschten Losungsmitteleffekte zu 
umgehen und die intrinsischen Wechselwirkungen in diaste- 
reomeren MCs zu untersuchen, ist die keinesfalls einfache 
Untersuchung in der Gasphase. Die Massenspektrometrie wur- 
de bereits zur Enantiomerentrennung chiraler Ionen durch 
Komplexierung rnit chiralen Wirten eingeset~t.[~] Die inharente 
Einschrankung der Massenspektrometrie, Diastereomere oder 
Enantiomere nur anhand des Massenunterschiedes unterschei- 
den zu konnen, erfordert haufig den Einsatz von Isotopenmar- 
kern, die mitunter die relative Stabilitlt der diastereomeren 
Ionen-Neutralteilchen-Komplexe verandern konnen. 
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Enantiomere neutraler chiraler Molekiile in der Gasphase 
konnen durch hochauflosende Molekulspektroskopie ihrer 
MC-Komplexe mit chiralen Partnern unterschieden werden. 
Bisher gibt es jedoch nur eine einzige Arbeit iiber das laserindu- 
zierte Fluoreszenz(L1F)-Anregungsspektrum eines einzelnen, 
strahlgekiihlten van-der-Waals-MC-Diastere~merenpaares.[~~ 
Wir berichten hier uber die erste Anwendung der resonant er- 
hohten Multiphotonen-Ionisierungs-Spektroskopie (REMPI) in 
Kombination mit der Flugzeitmassenspektrometrie (TOF),[63 71 

zur Unterscheidung von diastereomeren van-der-Waals-MC- 
Komplexen aus einer Uberschallexpansion. Damit liegt die erste 
Untersuchung der fundamentalen Eigenschaften derartiger Kom- 
plexe auf mikroskopischem Niveau vor. Die Komplexe wurden 
durch Kombination eines geeigneten Chromophors, in diesem 
Fall (R)-( +)-1-Phenyl-1-propanol (P,), rnit den Enantiomeren 
von 2-Butanol (B, oder B,) hergestellt. Ihre MC-Komplexe 
(PRBR und P,B,) zeigen erwartungsgemaI3 eine unterschiedliche 
spektrale Struktur, ausgepragt im elektronischen Banden- 
ursprung, ihrem Erscheinungspotential und jenen vibronischen 
Banden, die intermolekularen Schwingungen von PR rnit dem 
jeweiligen Partner (B, oder B,) zugeordnet werden konnen.['I 

Die PRBR- und P,B,-Cluster wurden rnit resonant erhohten 
Multiphotonen-Ionisierungs-Einfarbenexperimenten (1 cREMPI) 
unterschieden, in denen der Komplex durch Absorption eines 
Photons der Frequenz v, in einen diskreten angeregten Zu- 
stand S, und nachfolgend durch die Absorption mehrerer ande- 
rer Photonen derselben Frequenz v, in das Kontinuum angeregt 
wird. Die IcREMPI-Spektren wurden erhalten, indem die TOF- 
Massenspektren von PRBR (oder P,B,) als Funktion der iiberstri- 
chenen Frequenz v 1  gemessen wurden. Das Erscheinungspoten- 
tial von reinem PR wurde in einem resonant erhohten Zwei- 
Photonen-Ionisierungs-Zweifarbenexperiment (2cR2PI) gemes- 
sen. Darin wurde das Molekul rnit einem Photon der konstanten 
Wellenlange v ,  in einen diskreten Zustand S, angeregt und an- 
schlieDend von einem zweiten Photon variabler Frequenz v 2  
ionisiert. Es wurde fur die reine Substanz PR ein Wert von 
9.01 & 0.01 eV erhalten, der rnit dem bei Raumtemperatur ge- 
messenen Ionisierungspotential von Benzylalkohol (8.9 eV) 
iibereinstimmt .['I 

Das 1cREMPI-Anregungsspektrum von reinem PR wird 
durch das Bandenzentrum des elektronischen S, + So-Uber- 
gangs des Molekuls bei 37 577 cm- ' und zwei intensive, um 41 
und 47 cm- ' verschobene Peaks charakterisiert. Weitere inten- 
sive vibronische Ubergange wurden bei Verschiebungen um 530, 
575,581,629,772 und 976 cm-' relativzum Ursprung beobach- 
tet. Die Moden tiefer Frequenz wurden den Torsionsschwingun- 
gen des Ringsubstituenten zugeordnet. Die anderen intensiven 
Banden erscheinen bei Frequenzen, die typisch sind fur Schwin- 
gungen des aromatischen Ringgeriistes und der Ethyl- und OH- 
Gruppen; sie konnten noch nicht vollstandig zugeordnet wer- 
den.[''] 

Abbildung 1 zeigt die IcREMPI-Anregungsspektren der dia- 
stereomeren Paare PRBR und P,Bs um ihre elektronischen Ban- 
denzentren. Beide Cluster zeigen ein komplexes vibronisches 
Spektrum, das von zahlreichen Kopplungen der van-der-waals- 
Schwingungen rnit den tieffrequenten Moden der Partner her- 
riihrt.[". 12] Die Spektren sind relativ zum s, cS,-Zentrum des 
isolierten Molekuls PR rotverschoben, was eine Erhohung der 
Bindungsenergie des Clusters im S,-Zustand relativ zu der im 
So-Zustand anzeigt. Der Unterschied in der Verschiebung der 
intensivsten, den elektronischen Bandenzentren der entspre- 
chenden Clustern zugeordneten Banden betragt 13 cm- wobei 
die Bandenverschiebung von PRBR -79 cm-' und die von 
P,Bs - 92 cm-' betragt. Dieser Unterschied spiegelt eine fur 
P,Bs kleinere S, +- So-Energieliicke als fur PRBR wider. Das 
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