Priibiotische Ammoniaksynthese

Eine mogliche pribiotische Bildung von
Ammoniak aus molekularem Stickstoff auf
Eisensulfidoberflichen**

Mark Dorr, Johannes Kif3bohrer, Renate Grunert,
Giinter Kreisel,* Willi A. Brand, Roland A. Werner,
Heike Geilmann, Christina Apfel, Christian Robl und
Wolfgang Weigand*

Professor Wolfgang Beck und Professor Wolfgang Seidel
gewidmet

Die Bildung von Ammoniak aus Distickstoff ist in der
Theorie des chemoautotrophen Ursprungs des Lebens eine
noch ungeklarte Frage. Man nimmt an, dass die Bildung von
Ammoniak aus Distickstoff, die in der belebten Natur durch
eisen- und schwefelhaltige Enzyme katalysiert wird, in pra-
biotischer Zeit auf das Reduktionspotential von Eisensulfid
zuriickgefiithrt werden kann, das zu Pyrit umgesetzt wird.["
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Stickstoff-fixierende Bakterien produzieren aus moleku-
larem Luftstickstoff etwa 1.7 x 10°t Ammoniak pro Jahr.?!
Diese Reaktion wird von Nitrogenase-Enzymen katalysiert
und lduft unter milden Bedingungen bei Atmosphirendruck
(10°Pa) und Umgebungstemperatur (273-323 K) ab. Die
Einzelheiten des Reaktionsmechanismus sind noch weitge-
hend unbekannt und Gegenstand intensiver Diskussion in der
Wissenschaft.®! Kiirzlich wurde eine hochauflésende Ront-
gen-Einkristallstrukturanalyse des Nitrogenase-FeMo-Pro-
teins aus Azotobacter vinelandii beschrieben.! Das FeMo-
Protein enthidlt den FeMo-Cofaktor, der aus zwei
Cuban-dhnlichen Eisen-Schwefel-Einheiten [4Fe:3S] und
[Mo:3Fe:3S] aufgebaut ist, die durch Sulfidliganden ver-
briickt sind. In dem von ihnen umschlossenen Hohlraum ist
ein leichtes Atom — wahrscheinlich Stickstoff — koordiniert.
Die weit verbreiteten und héufig auftretenden Elemente
Eisen und Schwefel spielen also eine wichtige Rolle bei der
Stickstoff-Fixierung und in der lebhaft diskutierten Theorie
des chemautotrophen Ursprungs des Lebens in einer urzeit-
lichen Eisen-Schwefel-Welt.[!:]

Hier beschreiben wir eine Methode, NH; aus N, unter
Verwendung von H,S als Reduktionsmittel in Anwesenheit
von frisch gefilltem Eisensulfid herzustellen. Diese Reaktion
konnte ein prabiotischer Vorldufer der Nitrogenase-Enzyme
sein. Sowohl das Reduktionsmittel als auch die Reaktions-
bedingungen (Atmosphirendruck des Stickstoffs und Tem-
peraturen zwischen 70 und 80°C) &hneln denen in bio-
logischen Prozessen und sind damit sehr mild. Die treibende
Kraft der Gesamtreaktion ist die Oxidation des Eisensulfids
zu Eisendisulfid und die Bildung von Wasserstoff aus H,S.[!

Hazen et al. berichten iiber die Reduktion von elemen-
tarem Stickstoff zwischen 300 und 800°C und 0.1 bis
0.4 GPa.l”! Der molekulare Wasserstoff, der fiir die Reaktion
benotigt wurde, wurde aus Wasser erzeugt: Hierzu verwen-
deten die Autoren ein System aus Magnetit/ Ameisensédure
oder elementares Eisen als Reduktionsmittel. Unter den
beschriebenen Reaktionsbedingungen konnte nach Ansicht
von Hazen et al. diese Reaktion auf der urzeitlichen Erde
abgelaufen sein.

Neben wichtigen molekularbiologischen und mikrobio-
logischen Untersuchungen® wurden viele Modellverbindun-
gen entwickelt, um die Funktionsweise der Nitrogenase
untersuchen und verstehen zu konnen. Diese Modelle
beruhen oft auf niedermolekularen Metallkomplexen oder
Metallhydroxiden. Beachtenswerte Untersuchungen zur
Fixierung von molekularem Stickstoff an Modellverbindun-
gen wurden von Shilov und Bazhenova durchgefiihrt:®!
Wissrige Suspensionen von Mo'l-, Till-) VI Mn!- und
Ta'"-hydroxiden sind in der Lage, N, bei ca. 10’ Pa zu
reduzieren. Nennenswerte Ausbeuten konnten mit Mischun-
gen aus V- und Mg!-hydroxiden erzielt werden. Eisenhy-
droxide reduzierten N, jedoch unter den gewihlten Bedin-
gungen nicht. Die hochsten Umsétze wurden von Folkesson
und Larsson beschrieben, die einen Catecholat-VI-Komplex
— in Methanol bei ca. 1.5 x 10° Pa — verwendeten.['"]

Zahlreiche Experimente zur N,-Reduktion in nichtwés-
serigem Milieu wurden seit den ersten Arbeiten von Chatt
et al. unternommen.!""'?l Eine schrittweise Reduktion von
End-on-koordiniertem Distickstoff iiber Diazenido- und
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Hydrazido-Zwischenstufen wurde beschrieben.'¥] Sellmann
et al. synthetisierten einen Dieisendiazen-Komplex mit zwei
fiinfzahnigen [NS,]-Liganden und charakterisierten ihn durch
Rontgenstrukturanalyse.'*'7] Diazen gilt als mogliche Zwi-
schenstufe bei der Stickstoff-Fixierung. So konnte ein alter-
natives Modell zur Ammoniakbildung aus N, und H, in der
Koordinationssphire von Metall-Schwefel-Komplexen ent-
wickelt werden.['>l Coucouvanis et al. berichteten iiber Struk-
turanaloga der MoFe;S;-Untereinheit des Nitrogenase-
Cofaktors und diskutierten die Insertion von Distickstoff in
eine Fe-Fe-Bindung.['*!

Bei unseren Arbeiten wird das moderate, aber geniigend
hohe Reduktionspotenzial des Eisensulfids gemif3 Reak-
tion (1) genutzt, um Ammoniak nach der Gesamtreaktion (2)
herzustellen (Schema 1).1') Thermodynamischen Berechnun-

FeS) + HaS(aqg)

FeSz() + Hagg (1)
AG® = —38.6 kJ/mol, E°= —600mV, pH = 6.5

Ng(g) +3FeS+3 st(aq) 3 FeSg(s) +2 NH3(g) (2)

Schema 1. Synthese von Ammoniak unter Verwendung von Eisensulfid
und Schwefelwasserstoff.

gen zufolge ist das Redoxsystem FeS-H,S/FeS, geeignet,
gelosten molekularen Stickstoff zu Ammoniak zu reduzie-
ren.?]

Unseres Wissens wurden bisher noch keine erfolgreichen
Versuche unternommen, molekularen Stickstoff in wissriger
Losung bei Normaldruck und Temperaturen unter 90°C in
Gegenwart von Eisensulfid zu Ammoniak zu reduzieren.)

Die Aktivierungsenergie des molekularen Stickstoffs ist
hoch, kann jedoch durch Bindung des N, an eine katalytisch

aktive Oberfliche merklich gesenkt werden. Deshalb
betrachten wir die spezifischen Oberflicheneigenschaften
des frisch gefillten Eisensulfides als ausschlaggebend fiir die
N,-Fixierung. Mit handelsiiblichem oder gealtertem Eisen-
sulfid erfolgte keine Ammoniakbildung. Die Oberfldche des
frisch gefillten Eisensulfids kann als eine grof3e Bibliothek
verschiedener Fe-S-Einheiten angesehen werden, von denen
einige N, fixieren und reduzieren konnen. Wir nehmen an,
dass der molekulare Stickstoff auf der Eisensulfidoberfldche
chemisorbiert und anschliefend schrittweise unter sauren
Bedingungen protoniert wird. Um hinreichende Mengen
Ammoniak zur Analyse zu erhalten, wurde die Reaktion in
groBerem MaBstab durchgefiihrt (Abbildung 1).

Eine Eisensulfidsuspension wurde durch Fillung von
FeSO, mit Na,S in Wasser bei Raumtemperatur unter
Argonatmosphire hergestellt. Das frisch gefillte Eisensulfid
zeigte unter dem Rasterelektronenmikroskop eine zerkliif-
tete Oberfliche. Durch Zusatz einer verdiinnten H,SO,-
Losung wurde der pH-Wert auf 3 bis 4 eingestellt; dabei
entwickelte sich H,S. AnschlieBend wurde hoch gereinigter
Stickstoff etwa zwei Wochen lang durch die Suspension mit
einer Flussrate von 0.5 Lh! geleitet.

Um alle storenden stickstoffhaltigen Verbindungen (z. B.
NO, NO,, N,O und NH;) weitgehend zu entfernen, wurde der
eingesetzte Stickstoff zunéchst einer vierstufigen Reinigungs-
prozedur unterzogen (Abbildung 1): 1. N,-Gasreiniger, 2.
KMnO,H,SO,-Losung, 3. 10m KOH, 4. 0.1n H,SO,. Das
gebildete Ammoniak wurde anschlieend durch Zusatz von
NaOH freigesetzt und im Argonstrom (5Lh7') in eine
hochreine verdiinnte H,SO,-Losung tiiberfithrt. Auch das
Argon wurde vor der Verwendung durch die vierstufige
Reinigungskaskade geleitet. Die Bestimmung des Ammo-
niaks erfolgte durch einen handelsiiblichen quantitativen Test
(Merck). Die Bildung von Ammoniak war gut reproduzier-
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Abbildung 1. Flussschema der Ammoniak-Versuchsapparatur. 1) Gasflaschen, 2) Druckregler, 3) Durchflussregler, 4) N,-Gasreiniger (Valco Instr.
Inc.), 5) Sicherheitswaschflaschen, 6) oxidierendes Waschen: saure KMnO,-Lésung, 7) alkalisches Waschen: KOH, 8) saures Waschen: 0.001 N
H,SO,, 9) 15-L-Reaktionsgefif, 10) Rihrer, 11) Temperaturregler, 12) H,S-Sensor, 13) Sicherheitsventil, 14) NH,*-Kontrolle.
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bar. Die Oxidation von Sulfid zu Disulfid fithrte zur Bildung
von Eisendisulfid, welches durch Rontgenpulverdiffraktomet-
rie nachgewiesen wurde.

Zahlreiche Blindversuche zeigten, dass es ohne FEisen-
sulfid zu keiner nennenswerten Ammoniakbildung kommt.
Nur sehr geringe Spuren von Ammoniak konnten nachge-
wiesen werden, wenn in Anwesenheit von Eisensulfid Argon
anstelle von Stickstoff eingesetzt wurde. Diese Mengen waren
jedoch betréchtlich kleiner (< 10 %) als bei der Reaktion mit
N,.

Ein sicherer Nachweis zur Bildung von Ammoniak aus
Distickstoff konnte durch die Verwendung von '"N-markier-
tem Distickstoff erbracht werden (6N =138%.).? Die
Isotopen-Massenspektrometrie (IRMS) zeigte eine signifi-
kante Anreicherung der PN-Isotope in dem gebildeten
(NH,),SO,.?>?"l Das durch die Anreicherung erhshte Isoto-
penverhiltnis lag bis zu 61%. iiber dem natiirlichen N/"N-
Verhiltnis. Die gemessene Anreicherung war niedriger als
erwartet. Dies kann durch allgegenwirtige Spuren von
Ammoniak in den Edukten erklart werden. Unser Ergebnis
iibersteigt die mogliche natiirliche Schwankung in der N/
14N-Isotopenverteilung um den Faktor 10.

Bezogen auf 3 mol Eisensulfid betrigt die Ammoniakaus-
beute 0.1 % (3 mmol). Die Ammoniakausbeute beziiglich des
eingesetzten Stickstoffs abzuschétzen scheint nicht sinnvoll,
da die Reaktion mit Distickstoff aus experimentellen Griin-
den nicht in einem geschlossenen System durchgefiihrt
werden konnte. Untersuchungen zur zeitabhingigen Ande-
rung der Reaktivitit sind im Gange. Unter Beriicksichtigung
der langen Reaktionszeiten und der grofen auf der urzeit-
lichen Erde vorhandenen Mengen an Eisensulfid und Schwe-
felwasserstoff konnte eine Synthese von Ammoniak, dhnlich
der von uns hier beschriebenen, in deutlichem MafBle zum
Ammoniakhaushalt beigetragen haben. Der von uns vorge-
stellte Syntheseweg fiigt sich ohne weiteres in die Theorie des
chemautotrophen Ursprungs des Lebens ein und konnte als
Modell fiir ein prébiotisches, Stickstoff-fixierendes System
herangezogen werden.

Experimentelles

Eisen(tr)-sulfat-heptahydrat (834.1 g, 3 mol) und Natriumsulfid-nona-
hydrat (720.6 g, 3 mol) werden jeweils in 3 L sauerstofffreiem Wasser
bei Umgebungstemperatur gelost. Dieses wird dadurch erhalten, dass
hoch reines Argon 24 h bei 80°C durch entionisiertes Wasser stromt.
Die beiden Losungen werden bei Umgebungstemperatur gemischt
und anschlieBend auf 80°C erhitzt. Um alle stickstoffhaltigen
Verbindungen zu entfernen, wird mit NaOH (10M) der pH-Wert
der schwarzen Eisensulfidsuspension auf 13 erhoht und diese
anschlieBend acht Tage unter konstantem Argonstrom (5 Lh™!) auf
80°C erhitzt. AnschlieSend wird der pH-Wert mit verdiinnter H,SO,-
Losung auf 4 gesenkt. Hochreiner molekularer Stickstoff wird sieben
Tage durch die Suspension geleitet (0.5 Lh™!). Der wihrend der
Reaktion ausgetriebene Schwefelwasserstoff wird durch Neubildung
aus dem Eisensulfidniederschlag im sauren Milieu ersetzt; der pH-
Wert wird wihrend der ganzen Reaktionszeit zwischen 3 und 4
konstant gehalten. AbschlieBend wird der pH-Wert mit einer
wisserigen NaOH-Losung auf 13 erhoht. Das entstehende Ammo-
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niak wird im Argonstrom aus der Suspension entfernt und in einer
verdiinnten H,SO,-Losung (0.001N) aufgefangen. Das Wasser wird
verdampft, und das so zuriickbleibende Ammoniumsulfat kann direkt
fir die IRMS-Experimente eingesetzt werden. Diese wurden mit
einem  Delta-Plus-XL-Massenspektrometer  (Finnigan =~ MAT,
Bremen) durchgefiihrt. Die Rontgenpulverdiffraktogramme wurden
mit FeK,-Strahlung aufgenommen, um Rontgenfluoreszenzeffekte zu
minimieren.

Eingegangen am 16. Oktober 2002,
verdnderte Fassung am 31. Januar 2003 [Z50371]
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