ZUSCHRIFTEN

Um die fDNA von dem fDNA/DNA-Hybrid zu trennen, wurde eine
Hybridisierungslosung aus 8 pmol Primer und 24 pmol biotinyliertem
Templat vorbereitet. Die Reaktionen wurden wie oben beschrieben unter
Verwendung von 0.2 pL 7th-DNA-Polymerase (5 UpL™!) und 1 uL ther-
mostabiler anorganischer Pyrophosphatase (0.2 UpuL™") in einem Gesamt-
volumen von 40 pL durchgefiihrt. Als Negativkontrolle diente biotinylier-
tes Templat in Reaktionspuffer ohne Primer und Nucleotide. Jeder Ansatz
wurde fiir 10 min bei 72°C inkubiert und anschlieend auf 4 °C abgekiihlt.
Alle Reaktionslgsungen wurden mit 10 L. Puffer (750 mm NaCl, 0.5 mm
EDTA, 250 mm HEPES (2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansul-
fonsdure), pH 7.0) versetzt und bei 4°C an 50 puL Streptavidin-Agarose,
die vorher mit fiinf Sdulenvolumina Waschpuffer (150 mm NaCl, 0.1 mm
EDTA, 50 mm HEPES, pH 7.0) dquilibriert worden war, immobilisiert und
mit 15 Sdulenvolumina Waschpuffer bei 25 °C gewaschen. Die gewiinschten
Oligonucleotide wurden zweimal mit 40 uL. Elutionspuffer (0.1m NaOH,
150 mm NaCl) eluiert und mit 6 pL. 5-proz. Essigsdure neutralisiert.
Aliquote von 10 pL dienten als Templat fiir die PCR.

Die PCR (100°C-1 min, 50°C-1 min, 72°C-2 min, 8 Zyklen) wurde in
50 uL. Reaktionsvolumen mit 200 pm dNTPs, 40 pmol der Primer 5'-GTG
GTG CGA AAT TTC TGA C-3' und 5-Biotin-CAC TCA CGT CAG
TGA CAT GC-3' und 0.5 pL Pwo-DNA-Polymerase (Roche Molecular
Biochemicals, 5 UpL ") durchgetiihrt und durch Ethidiumbromidfirbung
auf einem 2.5-proz. Agarosegel analysiert. Die PCR-Produkte wurden auf
einem préiparativen Agarosegel gereinigt, auf einer G-25 Ionenaustau-
schersdule entsalzt und zur Sequenzierung verwendet
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Photofixierung von Stickstoff an
nanostrukturierten Eisentitanatfilmen®**
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Professor Giinter Hauska zum 60. Geburtstag gewidmet

Neben der Photosynthese ist die Stickstoff-Fixierung der
zweitwichtigste chemische Prozess der Biosphére. Die milden
Bedingungen der enzymatischen Reaktion im Vergleich zur
denen der Haber-Bosch-Synthese regten viele Untersuchun-
gen zur Bildung und Reaktivitit von N,-Ubergangsmetall-
komplexen unter thermischen Bedingungen an. Vergleichs-
weise wenige Arbeiten gibt es dagegen zur Photofixierung,
insbesondere im Hinblick auf eine Sonnenlicht-induzierte
nichtenzymatische Stickstoff-Fixierung an einem einfachen
anorganischen Katalysator.

Schrauzer und Guth haben erstmalig berichtet, dass die
durch Lichtabsorption eines Halbleiterpulvers gebildeten
Elektron-Loch-Paare elementaren Stickstoff zu Ammoniak
reduzieren konnen. Als Reduktionsmittel diente Wasser-
dampf, der dabei zu Sauerstoff oxidiert wurde. Die Photore-
duktion gelang nur, wenn rutilhaltiges Titandioxidpulver mit
0.2% Fe,O; dotiert war und mit gasformigem Stickstoff in
Kontakt stand. Wurde Stickstoff in eine wéssrige Suspension
des Pulvers eingeleitet, entstand kein Ammoniak. GroBere
Eisengehalte gaben inaktive Materialien.'! Nachfolgende
Arbeiten bestdtigten diese Ergebnisse, allerdings war die
Natur des Reduktionsmittels meist unbekannt, da Sauerstoff
nur in den seltensten Fillen nachgewiesen wurde.’'¥l Die
Konzentrationen an Ammoniak lagen im Bereich von 1 bis
10 umol LY, und in der Regel war der Einsatz von UV-Licht
notig. Vor kurzem wurde berichtet, dass die auf einer
Titanplatte durch elektrochemische Oxidation erzeugte Ti-
tandioxidschicht auch ohne Eisendotierung aktiv ist.l'”] Diese
sich teilweise widersprechenden Befunde wurden kontrovers
diskutiert, insbesondere von Edwards et al., welche zu dem
Schluss kamen, dass alle bis dahin publizierten Werte auf
Spuren von ubiquitirem Ammoniak zuriickzufiihren sind.['¢]
Da allerdings bekannt ist, dass die photokatalytischen Eigen-
schaften von Halbleitern durch Verunreinigungen stark
beeinflusst werden, konnten die widerspriichlichen Ergebnis-
se auf Schwierigkeiten bei der Katalysatorherstellung beru-
hen.

[*] Prof. Dr. H. Kisch, Dipl.-Chem. O. Rusina
Institut fir Anorganische Chemie der Universitit Erlangen-Niirnberg
91058 Erlangen (Deutschland)
Fax: (+49)9131-8527363
E-mail: kisch@chemie.uni-erlangen.de

Prof. Dr. A. Eremenko
Institute of Surface Chemistry
National Ukrainian Academy of Sciences
Prospect Nauki 31, 252022 Kiev (Ukraine)
Dr. G. Frank, Prof. Dr. H. P. Strunk
Institut fiir Werkstoffwissenschaften der Universitét
Erlangen-Niirnberg
CauerstraBe 6, 91058 Erlangen (Deutschland)
[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und
vom Fonds der Chemischen Industrie gefordert. Wir danken Herrn
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Zur Klirung dieser Diskrepanzen haben wir nach einem
einfachen und gut reproduzierbaren Sol-Gel-Verfahren ge-
mischte Eisentitanoxide hergestellt und zur Photofixierung
von Stickstoff eingesetzt. Diese liegen in Form nanostruktier-
ter Filme vor, weisen im Unterschied zu den bisher bekannten
Titandioxid-Photokatalysatoren Eisengehalte bis zu 50 % auf
und photokatalysieren die Bildung von Ammoniak und Nitrat
auch mit sichtbarem Licht.

Zur Herstellung der Filme wurde ein Glasplittchen zu-
nichst in eine alkoholische Loésung von Eisen(in)-chlorid und
Titantetraisopropylat (1/1) getaucht und nach Hydrolyse an
feuchter Luft anschlieBend auf 600°C erhitzt; bei 500°C
bildete sich lediglich ein inaktiver Film. Der eisenfreie
Titandioxidfilm wurde analog erhalten. Elektronenmikro-
skopische Aufnahmen des Eisentitanatfilms zeigten die An-
wesenheit einer nanoskaligen Matrix von etwa 300 nm Dicke,
welche zu 15-20 Vol.-% kubische Kristalle von etwa 150 nm
Durchmesser enthilt (Abbildung 1). Sowohl fiir die Matrix

100 nm
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Abbildung 1. Elektronenmikroskopische Aufnahme des Eisentitanatfilms.

als auch fiir die Kristalle wurde mittels energiedispersiver
Rontgenbeugung (EDAX) ein Fe:Ti:O-Verhiltnis von 1:1:3.5
ermittelt. Dies deutet darauf hin, dass die Verbindung
Fe,Ti,O, vorliegt, welche bisher nur als intermedidre Phase
beim Erhitzen von Ilmenitmineralien (FeTiO;) auf 700°C im
Sauerstoffstrom erhalten wurde.'”? Die gute Ubereinstim-
mung der Rontgenbeugungs(XRD)-Spektren bestitigt diese
Annahme. Im MoBbauer-Spektrum deutet das Dublett bei
0=0462 mms! (bezogen auf a-Fe; AE,=0.910 mms-},
Linienbreite 0.294 mms~")["® auf sechsfach koordiniertes Fe
hin. Im UV/Vis-Spektrum erstreckt sich die Absorption bis
800 nm (Abbildung 2).

Belichtung (4 > 320 nm) des Fe,Ti,O;-Films in stickstoffge-
spiiltem 75-proz. wissrigem EtOH fiihrte zur Bildung von
Ammoniak in Konzentrationen von 3—17 um (Abbildung 3).
Diese erniedrigten sich auf den Blindwert von 2 um, wenn
Kohlenmonoxid anwesend war oder Stickstoff durch Argon
ersetzt wurde. Verwendete man Luft statt Stickstoff, sank die
Ammoniakkonzentration um 60 % . Alkoholgehalte oberhalb
und unterhalb von 75 Vol.-% fiihrten zu einer teilweisen
Inhibierung, die in reinem Wasser oder reinem Alkohol
vollstandig wurde. Der Film ist auch bei Anregung mit
sichtbarem Licht (1 >455) noch ein effizienter Photokataly-
sator (Abbildung 2).
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Abbildung 2. UV/Vis-Spektrum des Eisentitanatfilms und Wellenldngen-
abhingigkeit der Ammoniakbildung; die Balken kennzeichnen die Durch-
lassigkeit des verwendeten Kantfilters (4 >335 bzw. 455 nm); in 75 Vol.-%
EtOH; 90 min Belichtungszeit.
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Abbildung 3. Ammoniakkonzentration in Abhingkeit von Alkoholgehalt
und dem bei der Filmherstellung eingestellten Fe/Ti-Verhéltnis; 1>
320 nm, 90 min Belichtungszeit.

Ein FEisentitanatfilm mit einem Fe:Ti-Verhéltnis von 1:2
war deutlich weniger reaktiv (Abbildung 3). Der eisenfreie
Titandioxidfilm induzierte eine Ammoniakkonzentration von
5 uMm (Abbildung 3).["]

Die zeitliche Abhéngigkeit der Ammoniakkonzentration
durchlduft bei 90 min ein Maximum und sinkt nach 180 min
auf den Blindwert ab (Abbildung 4). Dies beruht nicht auf
einer Desaktivierung des Films, denn nach Waschen mit
Wasser und neuerlicher Belichtung erniedrigte sich die
Ammoniakausbeute nur um 15%. Da bekannt ist, dass
Ammoniak an Titandioxid photooxidiert wird,?” wurden
Losung und Film auf die Anwesenheit von Nitrat/Nitrit
gepriift. Wihrend nur Spuren von Nitrit nachweisbar waren,
erreichte die Nitratkonzentration im Film 45 pm und in der
Losung 7 um (Abbildung 4). Wurde Stickstoff durch Luft
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Abbildung 4. Konzentrationen an Ammoniak (a) und Nitrat (b: in
Losung, c: im Film) in Abhingigkeit von der Belichtungszeit; 75 Vol.-%
EtOH; 1> 320 nm.
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ersetzt, betrug die Gesamtkonzentration 30 pM. Nitrat ent-
steht in nennenswerter Menge erst, wenn die Ammoniakkon-
zentration das Maximum erreicht hat. Dies deutet darauf hin,
dass es nicht durch eine direkte Oxidation von Stickstoff,
sondern iiber Ammoniak als Zwischenstufe gebildet wird.
Damit im Einklang steht, dass ohne Ethanol kein Nitrat/Nitrit
gebildet wurde. Dagegen entstand Nitrat in dhnlich hoher
Konzentration (4 um in der Losung nach 90 min), wenn die
Reaktion unter O, oder Luft in Gegenwart von Ammo-
niumchlorid (50 um) in 75-proz. EtOH durchgefiihrt wurde.

Erste photoelektrochemische Experimente mit einer Fe,-
Ti,O,-Diinnfilmelektrode aus leitfdhigem Glas zeigten, dass
der anodische Photostrom durch Zugabe von Methanol
verstdarkt wird, wenn eine bei 600°C getemperte Elektrode
verwendet wurde; mit dem bei 200°C erhaltenen Film,
welcher in der Photofixierung inaktiv war, trat diese Strom-
verdoppelung nicht auf.?!l Der Effekt beruht auf der Injektion
von Elektronen des durch primire Lochoxidation entstande-
nen Hydroxymethylradikals in das Leitungsband des Halb-
leiters.

Aufgrund dieser photoelektrochemischen Eigenschaften
des Eisentitanatfilms postulieren wir, dass die Photofixierung
nach dem Schema einer Halbleiterphotokatalyse ablauft.
Photochemisch gebildete Leitungsbandelektronen reduzieren
im reduktiven Teilschritt zunidchst Wasser zu adsorbierten
Wasserstoffatomen, ! 52 8:10. 221 welche anschlieBend Stickstoff
reduzieren. Gleichzeitig gebildete Locher im Valenzband
oxidieren Ethanol zum Hydroxyethylradikal. Je schneller
diese Teilreaktionen ablaufen, desto stirker wird die uner-
wiinschte Rekombination der Ladungstréger zuriickgedréngt.
Damit im FEinklang steht die Steigerung der katalytischen
Aktivitdt, wenn die Alkoholkonzentration auf bis zu
75 Vol.-% erhoht wird, entsprechend einer Beschleunigung
des oxidativen Teilprozesses. Die Erniedrigung der Aktivitét
bei noch grofleren Alkoholkonzentrationen diirfte darauf
zuriickzufiihren sein, dass aufgrund der jetzt sehr niedrigen
Wasserkonzentration der reduktive Teilschritt zu langsam
wird, um mit der Ladungstriagerrekombination erfolgreich zu
konkurrieren. Das entstandene Ammoniak wird in einer
Sekundirreaktion durch Spuren von Sauerstoff photoche-
misch zu Nitrat oxidiert.

Wissrige Losungen von Natriumformiat und Huminsduren
fungieren in geeigneten Konzentrationen ebenfalls als Re-
duktionsmittel. Da letztere in der Natur fast ubiquitédr sind
und Fe,Ti,O,-Phasen durch oxidative Verwitterung von
Ilmenit durch Sonnenlicht entstehen konnten, ist dieses
System ein potentielles Beispiel einer lichtgetriebenen, nicht-
enzymatischen Stickstoff-Fixierung unter natiirlichen Bedin-
gungen.?l

Experimentelles

Eine Glasplatte (26 x 76 mm) wurde nach kurzem Eintauchen in eine
Losung von Ti(OiPr), und FeCl; (Fe:Ti=1:1 bzw. 2:1) in Ethanol mit einer
Geschwindigkeit von 6 cmmin~! herausgezogen und 15 min an Luft stehen
gelassen. AnschlieBend wurde der gebildete Film 20 min bei 600°C
getempert. Die Belichtungen wurden auf einer optischen Bank mit einer
Hg-Hochdrucklampe HBO?200 durchgefiihrt; die Kiivette (4 >320 nm,
80 x 40 x 10 mm), welche die in die Losung eintauchende Glasplatte
enthielt, befand sich im Abstand von 35 cm. Wenn nicht anders vermerkt,
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wurde stets der Film mit dem Fe:Ti-Verhiltnis von 1:1 verwendet und
ungereinigter Stickstoff wiahrend der gesamten Reaktionszeit durch die
Losung geleitet. NH,* wurde nach Kruse und Mellon®! kolorimetrisch
bestimmt; die Absorbanzen des gebildeten Farbstoffs betrugen bei 450 nm
0.01-2.10. Blindexperimente in Abwesenheit der beschichteten Glasplatte
ergaben keine signifikanten Mengen an Ammoniak. Die Reproduzierbar-
keit der Filmherstellung ist sehr gut, da die entsprechenden Ammoniak-
konzentrationen innerhalb +10% iibereinstimmten. Nitrat und Nitrit
wurden ionenchromatographisch bestimmt (Dionex-120, IonPac-AS14-
Séule, NaHCO5/Na,COj5 (0.001 bzw. 0.0035 mol L") als Laufmittel, Leit-
fahigkeitsdetektor).
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