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Modellierung einer Nitrogenase-
Schlüsselreaktion: die N2-abhängige
HD-Bildung durch D2/H�-Austausch**
Dieter Sellmann* und Anja Fürsattel

Professor Helmut Werner zum 65. Geburtstag gewidmet

Die biologische N2-Fixierung ist einer der grundlegenden
natürlichen Syntheseprozesse und wird durch FeMo-, FeV-
und FeFe-Nitrogenasen katalysiert.[1] Die molekulare Struk-
tur der FeMo-Nitrogenase und ihrer aktiven Zentren, insbe-
sondere der FeMo-Cofaktoren (FeMoco), wurde durch Rönt-
genstrukturanalysen aufgeklärt.[2] Dennoch ist der detaillierte
molekulare Mechanismus der N2-Reduktion und der gleich-
zeitig stattfindenden ¹obligatorischen H2-Entwicklungª
(OHE) ein Rätsel geblieben. Die OHE ist untrennbar mit
der N2-Reduktion verknüpft und wird auch durch hohen N2-
Druck nicht unterdrückt.[1, 2] Gleichung (1) gibt die (wahr-
scheinliche) Grenzstöchiometrie der OHE für FeMo-Nitro-
genasen an. Die charakteristische Eigenschaft der OHE ist
die N2-abhängige HD-Bildung in Gegenwart von D2 [Gl. (2)].

N2� 8 H�� 8 eÿ ÿ! 2 NH3�H2 (1)

N2� 8 H�� 8 eÿ ÿ!D2 2 NH3� (H2, HD) (2)

Sie wurde erstmals bereits 1960 beobachtet.[3] Das resultie-
rende HD muû aus D2 und Protonen des Wassers gebildet
werden. Die N2-Abhängigkeit ist streng: N2 läût sich nicht
durch irgendein anderes Nitrogenasesubstrat, z.B. C2H2, N3

ÿ

oder N2O, ersetzen. Aus der experimentell ermittelten Elek-
tronenbilanz folgt, daû pro zu bildendem HD-Molekül ein
Elektron erforderlich ist.[4] Die strenge N2-Abhängigkeit der
HD-Bildung beweist die enge Kopplung von OHE und N2-
Reduktion und erfordert zwingend das Auftreten einer
Reduktionszwischenstufe, die sich nur mit N2 bilden kann.
Die mechanistische Aufklärung dieser HD-Bildung läût daher
Einblicke auch in mechanistische Details der N2-Reduktion
und der Wirkungsweise der FeMo-Cofaktoren erwarten.

Es existieren zwei Mechanismusvorschläge, um die N2-
abhängige HD-Bildung zu erklären. Sowohl beim ¹Trihy-
dridª- wie beim ¹Diazenª-Mechanismus wird angenommen,
daû die Nitrogenase erst reduziert werden muû, bevor die
HD-Bildung eintreten kann, weil die Bildung von HD ebenso
wie die von NH3 und H2 Elektronen erfordert.

Der Trihydrid-Mechanismus (Schema 1) beruht auf dem
Kinetikschema von Lowe und Thorneley für die Nitrogenase
und auf Modellreaktionen von Distickstoff(phosphan)molyb-
dän-Komplexen wie [Mo(N2)2(PR3)4]:[5] Mehrfache Elektro-
nenübertragungen und Protonierungen überführen die Nitro-

Schema 1. Trihydrid-Mechanismus der N2-abhängigen HD-Bildung.

genase in einen Zustand, in dem das Mo-Zentrum des
FeMoco N2- und Hydridliganden bindet. Austausch der
Hydridliganden gegen D2, Abspaltung von N2 und Protonie-
rung der resultierenden freien Koordinationsstelle (&) erge-
ben eine [Mo(H)(D)2]-Spezies, die HD freisetzt. Eine direkte
Wechselwirkung zwischen N2- und H/D-Liganden tritt dabei
auf keiner Stufe auf. N2 ist im entscheidenden Schritt der HD-
Bildung nicht an das Mo-Zentrum gebunden und fungiert im
wesentlichen nur als Platzhalterligand. Dies wirft die Frage
auf, warum N2 für diese HD-Bildung unerläûlich und nicht
durch andere Nitrogenasesubstrate zu ersetzen ist, die ebenso
als Zwei-Elektronen-Liganden fungieren können, z. B. N3

ÿ

oder N2O.
Der Diazen-Mechanismus vermeidet dieses Problem durch

den Vorschlag, daû N2H2 als enzymgebundene spezifische
Schlüsselzwischenstufe der N2-Reduktion auftritt, die sich
nach Gleichung (3) bildet.[3, 4] Für die Bildung von HD wird
nach Gleichung (4) ein Angriff von D2 auf diese N2H2-
Zwischenstufe postuliert, wobei sich enzymgebundenes N2

(zurück-)bildet. Gleichung (4) läût sich als ¹D2-katalysierte

N2� 2 H�� 2 eÿ!N2H2 (3)

Enzym(N2H2)�D2!Enzym(N2)� 2HD (4)

N2H2-Zersetzungª zusammenfassen.[4] Dieser Mechanismus
stützt sich auf die Elektronenbilanz (1eÿ pro HD), wirft aber
die Frage auf, warum N2 erst reduziert werden soll, um
anschlieûend durch D2(!) wieder oxidiert zu werden. Der
detaillierte molekulare Mechanismus muûte daher spekulativ
bleiben. Es lieû sich nie eine chemische Substanz finden, die
den H/D-Austausch zwischen D2 und N2H2 katalysiert, wenn
dabei die erforderlichen Protonen letztendlich aus Wasser
stammen können müssen. Hier beschreiben wir die erste
derartige Reaktion.

Der Rutheniumkomplex [(m-N2H2){Ru(PCy3)(�S4�)}2] 1 a
wurde nach der Methode synthetisiert, die den homologen
Eisenkomplex [(m-N2H2){Fe(PPr3)(�S4�)}2] ergeben hatte
(H2�S4�� 1,2-Bis(2-sulfanylphenylthio)ethan):[6] N2H2 wurde
aus K2N2(CO2)2 und Essigsäure erzeugt und mit [Ru(dmso)-
(PCy3)(�S4�)] in THF abgefangen. Acetolyse von K2N2(CO2)2

mit CH3COOD ergab das Deuteriumderivat [(m-N2D2){Ru-
(PCy3)(�S4�)}2] 1b.[7] Die spek-
troskopischen Eigenschaften
von 1 a,b (siehe Abbil-
dung 2 a und 3 a) und Rönt-
genstrukturanalysen analo-
ger [(m-N2H2){Ru(PR3)-
(�S4�)}2]-Komplexe (R�Ph,
iPr)[8] stützen den Struktur-
vorschlag für 1 a in Abbil-
dung 1. Ein trans-Diazenli-
gand verbrückt zwei enantio-
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Abbildung 1. Schematische Struk-
tur von 1 a ; es ist nur eines der zwei
bei Raumtemperatur in Lösung
existierenden Diastereomere ge-
zeigt.
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mere [Ru(PCy3)(�S4�)]-Fragmente
und führt zu zwei gegabelten
NÿH ´´´ (S)2-Brücken. Von 1 a lie-
gen in Lösung bei Raumtempera-
tur wie von den meisten Komple-
xen dieses Typs zwei Diastereo-
mere vor. Beide sind zentrosym-
metrisch und ergeben jeweils ein
1H-NMR-Signal für den Diazen-
liganden (Abbildung 2 a); sie un-
terscheiden sich nur in der Anord-
nung der NÿH ´´´ (S)2-Brücken be-
züglich der [Ru(PR3)(�S4�)]-
Fragmente (¹Wasserstoffbrücken-
Diastereomereª).[8b]

Die Umsetzung von 1 a mit D2

ergab bereits bei Normaldruck 1 b
und HD [Gl. (5 a)]. Bei höheren

D2-Drücken war der Umsatz entsprechend schneller. Glei-
chermaûen reagierte 1 b mit H2 zu 1 a und HD [Gl. (5 b)].
(Dabei wurde peinlich auf Feuchtigkeitsausschluû geachtet,
um jegliche Störung durch Reaktionen nach Gleichung (6)
(siehe unten) auszuschlieûen.) Die Bildung von 1 a/b wurde

1a� 2 D2
ÿ!CH2Cl2

1b� 2HD (5a)

1b� 2H2
ÿ!CD2Cl2

1a� 2HD (5b)

anhand der charakteristischen 1H/2H-NMR-Signale des Dia-
zenliganden im Bereich von 14 ± 15 ppm verfolgt (in Ab-
bildung 2 b, c für Reaktion (5b) gezeigt). Die Bildung von
HD wurde massenspektrometrisch und 1H-NMR-spektrosko-
pisch bewiesen. Bei der Umsetzung von 1 b mit H2 (35 bar) in
einem NMR-Druckrohr lieû sich zusätzlich zum Signal von 1 a
bei d� 4.57 das 1:1:1-Triplett (1J(H,D)� 42.51 Hz) des ge-
bildeten HD nachweisen (Abbildung 3 b). Weil nach den

Abbildung 3. a) 2H-NMR-Spektrum von 1b in CH2Cl2. b) H2/HD-Bereich
des 1H-NMR-Spektrums der Umsetzung von 1b mit H2 (35 bar) in CD2Cl2.

Gleichungen (1), (2) bzw. (3) die Protonen des reduktiv
gebildeten N2H2 aus H2O stammen müssen, wurde auch der
H�/D�-Austausch von 1 a,b nach Gleichung (6) untersucht.

1a�D2O ) *
CD2Cl2

1b�H2O (6)

Wie beim isoelektronischen Fe-Komplex [(m-N2H2)-
{Fe(PPr3)(�S4�)}2] lieû sich ein reversibler H�/D�-Austausch
beobachten.[9] Bemerkenswert ist, daû dieser H�/D�-Aus-

tausch etwa siebenmal langsamer erfolgt als der D2/H�-
Austausch nach Gleichung (5 a). Die Zusammenfassung der
Gleichungen (5) und (6) beweist somit, daû sich HD durch
Austausch von D2 mit N2H2 bilden kann, dessen Protonen aus
Wasser stammen.

Einblick in den D2/H�-Austauschmechanismus von Reak-
tion (5 a) ergibt sich aus früher erzielten Ergebnissen: 1) Die
Komplexe [Rh(H2O)(PCy3)(�S4�)]BF4 und [Ru(dmso)(PCy3)-
(�S4�)] enthalten labile H2O- und dmso-Liganden, sind eng mit
1 verwandt und katalysieren die heterolytische Spaltung von
H2 (oder D2) über [M(h2-H2)]- und [M(H)(SH)]-Komplexe.
Sie katalysieren auch den Platztausch von Hydridliganden
und Thiolprotonen.[10] 2) Die PCy3-Liganden im N2H2-Kom-
plex 1 a werden unter Retention der [(m-N2H2){Ru(�S4�)}2]-
Einheit gegen PiPr3-Liganden ausgetauscht. Dieser Befund
legt nahe, daû in 1 a durch PCy3-Abspaltung auch freie Ru-
Koordinationsstellen für die Anlagerung und heterolytische
Spaltung von H2(D2) gebildet weden können.[7b, 10]

Anwendung dieser Ergebnisse auf die Reaktionen (5) legt
für den D2/NH- bzw. H2/ND-Austausch von 1 den Mecha-
nismus nach Schema 2 nahe: Essentielle Gerüstatome von 1

Schema 2. D2/NH-Austausch von 1 a. Die Pfeile in der rechten unteren
Formel sollen nur den intramolekularen H/D-Austausch andeuten, der
nach vorheriger D2-Heterolyse möglich ist; sie sollen keine simultane H/D-
Wanderung implizieren.

sind die Ru-Zentren, die Thiolat-Donor- und die Diazen-
Atome. Abspaltung von PCy3 (Schritt a) ergibt freie Koor-
dinationsstellen (&), an die sich D2 anlagern kann (Schritt b),
das durch den konzertierten Angriff der Lewis-sauren Ru-
Zentren und der Brùnsted-basischen Thiolat-Donoratome
heterolytisch in Dÿ und D� gespalten wird (Schritt c).
Intramolekularer Platztausch der aciden Diazen-Protonen
und Thiol-Deuteronen (Schritte d und e) ergibt den N2D2-
Komplex, der HD freisetzt (Schritt f). Anlagerung von PCy3

liefert 1 b (Schritt g).
Diese Ergebnisse stützen somit den Diazen-Mechanismus,

der die N2-Abhängigkeit der nitrogenasekatalysierten HD-

Abbildung 2. Diazenbe-
reich der 1H-NMR-Spek-
tren (CD2Cl2) von a) 1 a,
b) 1 b und c) 1b nach voll-
ständiger Umsetzung mit
H2.
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Bildung erklärt. Sie erfordern trotz-
dem eine weitergehende Diskussion,
weil die Gleichungen (5) offensicht-
lich im Gegensatz zu Gleichung (4)
stehen. Die Gleichungen (5) zeigen,
daû H2- oder D2-Angriffe gebundenes
N2H2 nicht zu N2 zersetzen, sondern
legen nahe, daû die N2-abhängige
HD-Bildung auf der Diazen-Ebene
erfolgt. Mit anderen Worten: Die
Diazen-Reduktionsstufe bleibt im
Verlauf der HD-Bildung erhalten
und geht nicht zurück auf die N2-
Stufe. Dies erzwingt eine wichtige
Schluûfolgerung für den Gesamtme-
chanismus der N2-abhängigen HD-Bildung: Die Reaktion
(5 a), umformuliert als Gleichung (7), verwertet nur eine
Hälfte des D2 für die HD-Bildung, bindet die andere
Hälfte im Diazenliganden, und sie benötigt keine Elek-
tronen. Um auch das diazengebundene Deuterium zu ver-
werten und die HD-Bildung katalytisch werden zu lassen,
muû eine Reaktion nach Gleichung (8) ablaufen. Addition
der Gleichungen (7) und (8) ergibt Gleichung (9), die die
biochemisch experimentell ermittelte Stöchiometrie der ni-
trogenasekatalysierten N2-abhängigen HD-Bildung (1eÿ pro
HD) wiedergibt.

N2H2[M]2� 2D2 ÿ! N2D2[M]2� 2HD (7)

N2D2[M]2� 4H�� 4eÿ ÿ! N2H2[M]2� 2HD (8)

4H�� 4eÿ� 2D2
ÿ!N2H2 �M�2

4 HD (9)

Diese Überlegungen zeigen, daû sogar auf der Diazen-
Ebene zwei unterscheidbare HD-Bildungswege berücksich-
tigt werden müssen. Es kann aber vorausgesetzt werden, daû
der H�/eÿ-Fluû in der Nitrogenase auch nach Erreichen der
Diazen-Stufe erhalten bleibt. Um Reaktion (8) zu erzielen,
kann dann ein Schema vorgeschlagen werden, das Schema 2
sehr ähnlich ist. Es enthält als zusätzlichen Elementarschritt
eine H�-Reduktion, für die ein chemischer Präzedenzfall an
Eisen-Schwefel-Zentren bekannt ist.[11]

Im Hinblick auf die FeMo-Cofaktoren sind die hier be-
richteten Resultate zwanglos mit dem kürzlich vorgeschlage-
nen Konzept für die FeMoco-Funktionsweise zu vereinbaren
und stützen dieses.[12] Dieses Konzept schlägt vor, daû die für
die Aktivierung der Nitrogenase erforderliche Reduktion
eine Öffnung des FeMoco-Cluster bewirkt. Eine Fe-S-Fe-
Brücke dissoziiert, und benachbarte Aminosäure-Donoren
(von Gln a191 und His a195) sowie H2O-Moleküle werden
zusätzlich koordiniert, so daû zwei (von den anderen Fe-
Zentren herausgehobene) fünffach-koordinierte Low-spin-
FeII-Zentren entstehen. Der (variable) Raum zwischen diesen
beiden Fe-Zentren kann N2 ebenso wie dessen Reduktions-
produkte N2H2, N2H4 und 2 NH3 aufnehmen. Schema 3
verdeutlicht die N2H2-Stufe. Analog zur PCy3-Abspaltung
aus 1 kann hier die Abspaltung der H2O-Liganden freie
Koordinationsstellen an den beiden herausgehobenen Fe-
Zentren erzeugen, um die nachfolgende D2-Anlagerung und
den D2/H�-Austausch zu ermöglichen. Es sei auch darauf

hingewiesen, daû die anderen labilen H2O-Liganden eine
zusätzliche Addition von CO oder anderen nichtkompetitiven
N2-Reduktionsinhibitoren gestatten.

Experimentelles

Wenn nicht anders vermerkt, wurden die Reaktionen in absoluten
Lösungsmitteln unter Stickstoff bei Raumtemperatur durchgeführt. Die
Reaktionsgase wurden mit Na/K-Legierung getrocknet, die Reaktions-
geschwindigkeiten anhand des NH/CH-Intensitätsverhältnisses der Dia-
zenprotonen und der aromatischen Protonen des �S4�-Liganden abge-
schätzt. 1H-NMR-Spektren sind dafür wegen der geringeren Linienbreite
und gröûeren Empfindlichkeit besser geeignet als 2H-NMR-Spektren,
letztere wurden aber zur Kontrolle ebenfalls aufgenommen.

1a, b : Essigsäure (14 mL, 2.80 mmol, 0.2m in H2O) wurde in eine gelbgrüne
Suspension von K2N2(CO2)2 (560 mg, 2.88 mmol) und [Ru(dmso)-
(PCy3)(�S4�)] (552 mg, 0.72 mmol) in THF (20 mL) getropft. Die Suspen-
sion wandelte sich unter Gasentwicklung in eine dunkelgrüne Lösung um,
aus der dunkelgrüne Mikrokristalle ausfielen. Abtrennung der wäûrigen
Phase und tropfenweise Zugabe von MeOH (10 mL) zur THF-Phase
vervollständigten die Kristallisation. Die ausgefallenen Mikrokristalle
wurden nach 1 h abfiltriert, mit MeOH (10 mL) gewaschen und aus
CH2Cl2/MeOH (ÿ30 8C) umkristallisiert. 1a (455 mg, 88% Ausbeute)
kristallisiert bei dieser Temperatur diastereomerenrein. Korrekte Elemen-
taranalyse; 1H-NMR (269.6 MHz, CD2Cl2, ÿ30 8C): d� 14.15 (s, 1H,
N2H2), 7.55 ± 6.75 (m, 8H, C6H4), 2.85 ± 2.60 (m, 2H, C2H4), 2.10 ± 0.85 (m,
35H, C2H4, P(C6H11)3); 13C{1H}-NMR (67.7 MHz, CD2Cl2, ÿ30 8C): d�
158.80 (d), 158.00, 134.20, 134.00, 132.80, 131.60, 130.80, 130.30, 128.50,
128.20, 122.30, 121.10 (C6H4), 44.80 (d), 38.30 (C2H4), 37.60, 30.00, 28.30 (d),
26.70 [P(C6H11)3]; 31P{1H}-NMR (109.38 MHz, CD2Cl2, ÿ30 8C): d� 28.00
(s); UV/Vis (CH2Cl2): lmax (nm) (e� 10ÿ4)� 500 (0.67), 630 (0.40). ± 1b :
Verwendung von CH3COOD/D2O und CH3OD sowie Umkristallisation
aus CH2Cl2/MeOD (ÿ30 8C) lieferte in analoger Weise 1b.

D2/NH-Austausch von 1a bei Normaldruck: Eine CH2Cl2-Lösung von 1a
wurde unter D2 gerührt und NMR-spektroskopisch vermessen. Die N2D2-
Signale von 1 b waren nach 48 h zu beobachten. ± H2/ND-Austausch von
1b : Gesättigte CD2Cl2-Lösungen von 1b wurden mit H2 unter 1, 35 und
120 bar umgesetzt und 1H-NMR-spektroskopisch vermessen. Die Umset-
zung bei 35 bar wurde in einem Hochdruck-NMR-Rohr der Firma Wilmad
(528-PV-1, Innendurchmesser 2.2 mm) durchgeführt. ± H�/D�-Austausch-
experiment mit 1b : Eine gesättigte CD2Cl2-Lösung von 1b wurde mit H2O
in ca. 70fachem Überschuû versetzt, und nach 25 h wurde die Probe NMR-
spektroskopisch vermessen.

Eingegangen am 12. Februar 1999 [Z 13026]
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Stichwörter: Homogene Katalyse ´ Nitrogenasen ´ Reak-
tionsmechanismen ´ S-Liganden ´ Stickstoff-Fixierung

Schema 3. Öffnung des FeMo-Cofaktors vom Ruhezustand I in den aktiven Zustand II und Katalyse des
D2/H�-Austausches (III).
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Erste Bestimmung von Eu-H-Abständen durch
Neutronenbeugung an den neuartigen
Hydriden EuMg2H6 und EuMgH4**
Holger Kohlmann,* Franz Gingl, Thomas Hansen und
Klaus Yvon

Für die vollständige Strukturaufklärung von Metallhydri-
den sind in der Regel Neutronenstreuexperimente unerläû-
lich. Einige Elemente weisen jedoch derart hohe Absorp-
tionsquerschnitte sa auf, daû diese Technik von vornherein
aussichtslos erscheint. Natürliches Europium (natEu), das zu
etwa gleichen Teilen aus den Isotopen 151Eu und 153Eu besteht,

absorbiert mit sa� 4530 barns bei l� 179.8 pm stärker als das
Abschirmmaterial Cadmium.[1] Reines 153Eu hat zwar einen
geringeren sa-Wert, ist aber sehr teuer. Daher sind noch keine
vollständigen, verfeinerten Kristallstrukturdaten von Euro-
piumhydriden bekannt und damit auch kein verläûlicher Wert
für den Eu-H-Abstand.[2]

Der Absorptionsquerschnitt von natürlichem Europium für
Neutronen ist jedoch stark wellenlängenabhängig und zeigt
ein Minimum bei l� 72 pm (Abbildung 1). Wir haben daher

Abbildung 1. Absorptionsquerschnitt von natürlichem Europium für Neu-
tronen in Abhängigkeit der Wellenlänge berechnet nach sa� 4p/kbc'' (k�
Wellenvektorbetrag der Neutronenstrahlung; bc''� Imaginärteil der kohä-
renten Streulänge; Daten für bc'' nach Lynn[3]). Der Pfeil markiert die bei
der Neutronenbeugung verwendete Wellenlänge von 80.45 pm.

den Versuch unternommen, bei dieser Wellenlänge an natEu
enthaltenden Hydriden erstmalig Neutronenstreuexperimen-
te durchzuführen. Dazu boten sich das intensiv karminrote
EuMg2H6 und das braune EuMgH4 an, welche die ersten
bekannten ternären Eu-Mg-Hydride sind (siehe Experimen-
telles). Da keine Einkristalle verfügbar waren, wurde die
Struktur aus Pulverdaten bestimmt. Das Röntgenbeugungs-
diagramm von EuMg2H6 wurde tetragonal indiziert[4] und die
EuMg2-Teilstruktur ab initio gelöst. Die Diagramme von
EuMgH4 lieûen auf Isotypie mit orthorhombischem SrMgH4

(nicht-zentrosymmetrisch) oder BaMgH4 (zentrosymme-
trisch) schlieûen,[4, 5] wobei zwischen den beiden Struktur-
modellen nicht unterschieden werden konnte. Die Neutro-
nenbeugungsdaten wurden an zwei deuterierten, mehrphasi-
gen Proben an dem mit einem ortsempfindlichen Detektor
ausgerüsteten Diffraktometer D20 des Hochfluûreaktors am
Institut Laue-Langevin (Grenoble) bei l� 80.45 pm gesam-
melt (Abbildung 2). Alle Deuteriumpositionen konnten iden-
tifiziert und verfeinert werden, wobei die Präzision für
EuMg2D6 aufgrund der höheren Transmission deutlich besser
war als jene für EuMgD4 (berechnet: T� eÿmx� 0.45 bzw.
0.08; Tabelle 1 und 2).

EuMg2H6 kristallisiert in einem neuen AB2X6-Strukturtyp,
der als Auffüllungsvariante des ReO3-Typs (BX3) oder als
geordnete Fehlstellenvariante des kubischen Perowskit-Typs
(ABX3) beschrieben werden kann. Wasserstoff besetzt die X-,
Magnesium die B- und Europium die Hälfte der A-Plätze. Die
Verwandtschaft zum kubischen Perowskit läût sich anhand
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