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S Die Industrie stellt H2 aus Erdöl 
und Erdgas her. Eine Alternative ist 
die biologische Wasserstoffproduk-
tion, etwa durch Bakterien1) oder 
photosynthetische Mikroalgen.2) 

Dass Grünalgen Wasserstoff pro-
duzieren, beschrieb erstmals Hans 
Gaffron in den frühen 1940er Jah-
ren.3) Zusammen mit Tim Stuart 
wies Gaffron 30 Jahre später nach, 
dass Photosynthese und Wasser-
stoffmetabolismus direkt gekoppelt 
sind.3) Ihre Arbeit prägte den Be-
griff photobiologische Wasserstoff-
produktion. In den 1990er Jahren 
erschloss das Team von Tasios Melis 
das volle Potenzial der Grünalgen 
wie Chlamydomonas reinhardtii für 
die Wasserstoffproduktion, indem 
sie die Anzuchtbedingungen verän-
derten.3) 

Auf molekularer Ebene sind die 
für den Wasserstoffmetabolismus 
verantwortlichen Enzyme, die 
 Hydrogenasen, seit den 1930er Jah-
ren bekannt,3) die ersten Kristall-
strukturen veröffentlichten Inoku-
chi und Kollegen jedoch erst Ende 
der 1980er Jahre.4) Abhängig von 
der Metallzusammensetzung des 
aktiven Zentrums werden [NiFe]- 
und [FeFe]-Hydrogenasen unter-
schieden. In Grünalgen fanden Wis-
senschaftler bisher ausschließlich 
[FeFe]-Hydrogenasen.3) 

[FeFe]-Hydrogenasen

S Typischerweise bildet nur eine 
einzige Aminosäurekette die was-
serlöslichen [FeFe]-Hydrogenasen. 
Das Enzym kann in zwei funktio-

nale Domänen gegliedert werden: 
einen akzessorischen Teil, der bis 
zu vier Eisen-Schwefel-Zentren 
bindet, und die Kopfdomäne mit 
dem katalytischen Kofaktor (Abbil-
dung 1).5) Über die akzessorische 
Domäne tauschen Kofaktor und 
Redoxpartner Elektronen aus; in 
vivo ist der Redoxpartner meistens 
das photosynthetische Ferredo-
xin.6) 

Die [FeFe]-Hydrogenase aus C. 
reinhardtii gilt als Minimaleinheit 
zur Wasserstoffproduktion, da dem 
Enzym die akzessorische Domäne 
fehlt und Elektronen direkt in den 
katalytischen Kofaktor injiziert 
werden.3) Über eine Serie konser-
vierter Aminosäurereste reagieren 
zwei Protonen aus dem umgeben-
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Hydrogenasen in Grünalgen katalysieren die Abgabe von Wasserstoff. Wie läuft das auf molekularer 
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Abb. 1. Kristallstruktur der [FeFe]-Hydrogenase aus 

C. pasteurianum.5) Das Enzym hat vier Eisen-Schwe-

fel-Zentren in der akzessorischen Domäne. Der na-

mensgebende Eisen-Eisen-Kofaktor der katalytischen 

Domäne bindet drei CO- und zwei CN-Liganden, de-

ren Schwingungsfrequenzen sich per Infrarotspektro-

skopie untersuchen lassen.

VV Wasserstofferzeugende Enzyme werden in [Fe]-, 

[NiFe]- und [FeFe]-Hydrogenasen eingeteilt. In 

Grünalgen gibt es ausschließlich [FeFe]-Hydro-

genasen.

VV Im [FeFe]-Zentrum haben beide Eisenionen 

 einen CO- und einen CN-Liganden, ein weiteres 

CO verbrückt die Metallionen. Die Masse der 

Atome beeinflusst Frequenz und Kopplung, 

 weshalb FT-IR-Spektroskopie sich zur Unter -

suchung eignet.

VV Damit der Wasserstoff schnell entsteht, braucht 

es das verbrückende CO, und ein Hydrid darf 

ausschließlich terminal binden.
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den Wasser über Hydrolyse mit 
zwei Elektronen zu molekularem 
Wasserstoff: 

2 H+ + 2 e- S [H+ + H-] S H2 

(Gleichung 1)
Für [FeFe]-Hydrogenasen hängt 
die Richtung der Reaktion vom 
Verhältnis aus Produkt- und 
Edukt-Konzentration ab, während 
[NiFe]- und [Fe]-Hydrogenase un-
ter ähnlichen Bedingungen eher 
die Oxidation von H2 katalysie-
ren.7) Ob sich ein hydridischer 
Übergangszustand bildet, untersu-
chen wir momentan in Zusammen-
arbeit mit der Universität Bochum 
und dem Max-Planck-Institut für 
chemische Energiekonversion in 
Mülheim.4) 

Das katalytische Zentrum der 
[FeFe]-Hydrogenasen, der H-Clus-
ter, besteht aus einem [4Fe 4S]-
 Zen trum, koordiniert von vier Cy-
stein-Seitengruppen. Das Schwe fel -
atom eines der Cysteine bindet zu-
sätzlich an das eigentliche [Fe-
Fe]-Zentrum (Abbildung 1). Beide 

Eisenionen tragen einen Kohlen-
monoxid- und einen Cyanid-Li-
ganden (CO/CN–), und ein dritter 
CO-Ligand verbrückt die beiden 
Eisenionen (μCO). Eine Aminodit-
hiolat-Gruppe (ADT) verbindet die 
oktaedrisch koordinierten Eisenio-
nen auf der Oberseite, sodass das 
näher am [4Fe4S]-Zentrum gelege-
ne (proximale) Eisenion abgesät-
tigt ist, das weiter entfernte (dista-
le) Eisenion aber eine freie Binde-
stelle behält.

Mit Kohlenmonoxid hemmen

S Die freie Position am distalen 
Eisenion interpretieren viele Auto-
ren als Bindestelle für eine hydridi-

sche Spezies bei der Wasserstoffka-
talyse.4) Passend dazu bindet in Ge-
genwart gasförmigen Kohlenmono-
xids ein zusätzlicher CO-Ligand 
am distalen Eisenion (d2CO) und 
inhibiert so die katalytische Aktivi-
tät.8) Diese Kohlenmonoxidvergif-
tung ist nahezu vollständig reversi-
bel.9) 

Die Sensibilität der [FeFe]-Hy-
drogenase gegebenüber Kohlenmo-
noxid lässt sich nutzen, um isoto-
penmarkiertes 13CO über das dista-
le Eisenion einzuführen. Gleichzei-
tig erlauben die Absorptionseigen-
schaften des H-Clusters im sichtba-
ren Spektralbereich, durch Ein-
strahlen von Licht unterschiedli-
cher Wellenlängen selektiv alle Ei-

Abb. 2. In Gegenwart von 12CO- oder 13CO-Gas lassen sich mit rotem oder blauem Licht die 

CO-Liganden des katalytischen Kofaktors selektiv austauschen. Wird die Atmosphäre über 

dem Proteinfilm mit N2 gespült (gestrichelte Pfeile), so kommt es zu einer Reaktivierung der 

Enzyme, und der oxidierte Zustand Hox reichert sich an. 

Hox-CO pCO μCO d1CO d2CO Behandlung
1 12 12 12 12 12CO
2 12 12 12 13 13CO
3 12 12 13 13 13CO + rot
3* 12 12 13 12 12CO 

4 12 13 13 13 13CO + blau
5 12 13 13 12 12CO
6 12 13 12 12 12CO + rot
6* 12 13 12 13 13CO 

7 13 13 13 13 13CO
8 13 13 13 12 12CO
9 13 13 12 12 12CO + rot
9* 13 13 12 13 13CO 

10 13 12 12 12 12CO + blau
11 13 12 12 13 13CO
12 13 12 13 13 13CO + rot
12* 13 12 13 12 12CO 

Tab. 1. Alle Isotopomere, die im CO-inhibierten Zustand, Hox-CO, 

vorliegen können.

Hox pCO μCO d1CO d2CO Hox-CO
1 12 12 12  1, 2 
2 12 12 13  3, 3*
3 12 13 13  4, 5 
4 12 13 12  6, 6*
5 13 13 13  7, 8 
6 13 13 12  9, 9*
7 13 12 12  10, 11
8 13 12 13  12, 12*

Tab. 2. Alle Isotopomere, die den aktiven Zustand, Hox, einneh-

men können.
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sencarbonylbindungen zu schwä-
chen. Aus der Literatur ist dieser 
Prozess als Kannibalismus be-
kannt: Unter dem Einfluss weißen 
Lichts setzt der H-Cluster Kohlen-
monoxid frei und zerfällt dabei. 
Dieses Kohlenmonoxid reagiert mit 
einer Teilfraktion der Probe und 
bildet den CO-inhibierten Zu-
stand.10) 

Findet die Reaktion in einer 
13CO-Atmosphäre statt, ersetzt 13CO 
schrittweise die natürlichen Carbo-
nylliganden.11) So ergeben sich alle 
theoretisch möglichen 12CO-13CO-
Kombinationen (24 = 16) (Tabelle 
1). Werden die isotopenmarkierten 
Proben unter N2 reaktiviert, reichert 
sich der aktive Zustand an, der in 
acht 12CO-13CO-Kombinationen (23 
= 8) vorliegen kann (Tabelle 2). Ab-
bildung 2 zeigt in zwei zyklischen 
Diagrammen, wie die unterschiedli-
chen Isotopomere ineinander über-
führt werden können. Dabei spielt 
neben der Beleuchtung mit rotem 
(640 nm) oder blauem Licht 
(460 nm) auch die Hydratisierung 
der Probe eine Rolle.11)

Proben analysieren mit 
 ATR/FT-IR-Spektroskopie

S Fourier-transformierte Infrarot-
Spektroskopie (FT-IR) ist eine 
Schlüsseltechnik, um Hydrogena-
sen zu analysieren. Die natürlichen 
CO- und CN-Liganden absorbieren 
in einem Bereich des mittleren In-
frarot, den weder Protein- noch 
Wasserbanden überlagern. Die 
Streckschwingungsfrequenz der 
CO- und CN-Liganden reagiert 
sensibel auf Änderungen in der 
Elektronendichteverteilung des 

H-Clusters, und im Gegensatz zur 
Elektronenspinresonanz-Spektro-
skopie sind alle Redoxzustände in-
frarotaktiv. 

Die FT-IR-Spektroskopie liefert 
direkte Informationen über die 
Energie und Charakteristik einer 
Molekülschwingung, wobei sich 
die Kopplungsmuster komplexer 
Schwingungssysteme mit Dichte-
funktionaltheorie (DFT) berech-
nen lassen.11) Alle Berechnungen 
führen wir in Kooperation mit Ste-
fan Mebs und Michael Hauman 

(FU Berlin) durch. Ändert sich die 
Masse eines Atoms im Molekülver-
band, beeinflusst das stark Fre-
quenz und Kopplung. Die Erhö-
hung der Kohlenstoffmasse von 12C 
auf 13C in den CO-Liganden verrin-
gert sich die Frequenz rein rechne-
risch um 44 cm–1. 

Um diese Änderungen im Expe-
riment zu beobachten, sollte die 
Hydrogenaseprobe nur wenig Was-
ser enthalten, also hoch konzen-
triert vorliegen. Der Dampfraum 
über der Probe muss austauschbar 
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Abb. 3. Experimenteller Aufbau. Der Proteinfilm auf der Oberfläche des ATR-Kristalls wird mit angefeuchteten 

Gasen behandelt und selektiv beleuchtet. Die ATR-Optik befindet sich dabei in einem handelsüblichen FT-IR-Spek-

trometer. Digitale Strömungswächter erlauben es, die Aerosol-Titrationen quantitativ auszuwerten.



sein, ohne dass dabei das Protein 
eintrocknet. Daher müssen die Ga-
se angefeuchtet werden (Abbildung 
3). Wird ein bestimmter Feuchtig-
keitsgehalt unterschritten, reagiert 
die Probe nicht mehr auf angebote-
ne Gase (caking), Kohlenmonoxid-
vergiftung und Reaktivierung 
durch N2 finden nur noch sehr 
langsam statt. Letztlich sollte das 
Experiment so aufgebaut sein, dass 
sich die Probe mit Kaltlichtlampen, 
LED oder Laser beleuchten lässt. 
Die Proteinprobe wird hier mit ab-
geschwächter Totalreflexion (ATR, 
siehe Einschub in Abbildung 3) 
vermessen. Da das Aerosol im mitt-
leren Infrarot absorbiert, erlaubt es 
die Messmethode, die Gasphase 
oberhalb des Probenfilms auszu-
tauschen, ohne dass sie mit dem 
IR-Messlicht interagiert.

Dichtefunktionaltheorie erklärt 
die Frequenzmuster

S Abbildung 4 zeigt das Beispiel 
des aktiven, oxidierten Zustands 
Hox. Das Spektrum der unbehan-
delten Probe (a) weist auf drei CO-
Liganden hin, die sich direkt der 
proximalen (magenta), distalen 
(blau) beziehungsweise der verbrü-

ckenden Position (grün) zuordnen 
lassen (siehe auch Abbildung 1). 

Aufgrund der niedrigeren 
Schwingungsfrequenz des verbrü-
ckenden Liganden beeinflusst die 
Isotopenmarkierung von μCO 
nicht die terminalen Liganden. Er-
setzt 13CO den distalen CO-Ligan-
den (Spektrum b), verringert sich 
die entsprechende Schwingungs-
frequenz um 35 cm–1. Da der dista-
le CO-Ligand geringfügig mit dem 
proximalen koppelt, verschiebt 
sich dieser um 9 cm–1. Bei zusätzli-
cher Isotopenmarkierung des pro-
ximalen CO-Liganden (Spek-
trum c) verschiebt sich die Fre-
quenz stark für den proximalen Li-
ganden und schwach für den dista-
len. Im Vergleich zu Spektrum (a) 
sind nun beide terminalen Ligan-
den um 44 cm–1 verschoben. 

In Spektrum (d) ist ausschließ-
lich der proximale CO-Ligand 
markiert. Theoretisch sollten nun 
beide Liganden, proximaler und 
distaler, mit derselben Frequenz 
schwingen (etwa 1930 cm–1). Tat-
sächlich beobachtet man aber eine 
Aufspaltung in zwei Banden. 

Obwohl die Frequenzen den Sig-
nalen in Spektrum (b) gleichen, 
zeigen die Banden in Spektrum (d) 

unterschiedliche Amplitudenver-
hältnisse. DFT-Simulationen des 
H-Clusters sagen für diesen Fall ei-
ne starke Kopplung der terminalen 
CO-Liganden voraus,11) sodass sich 
die Frequenzbänder nicht mehr ei-
ner konkreten Position im H-Clus-
ter zuordnen lassen, sondern die 
symmetrische und asymmetrische 
CO-Streckschwingung des Gesamt-
systems repräsentieren. Wie in al-
len gezeigten Spektren ist die Fre-
quenz des verbrückenden μCO da-
von weitgehend unbeeinflusst.

Ausblick

S Wie die Liganden im aktiven, 
oxidierten Zustand koppeln, ist re-
lativ übersichtlich. Bindet ein wei-
terer CO-Ligand an den Kofaktor, 
wird es schwieriger, die Kopplungs-
muster zu analysieren. Jedoch lässt 
sich dadurch auch die Struktur des 
H-Clusters charakterisieren. CO- 
und CN-Liganden sind durch Pro-
teinröntgenkristallographie kaum 
unterscheidbar, die Berechnung der 
Frequenzen per Dichtefunktional-
theorie erlaubt es aber, unterschied-
liche Struktur- und Isotopomere 
durchzuspielen.11) Der Vergleich 
experimenteller und simulierter 
Spektren dient dann als Qualitäts-
kriterium: je geringer die Abwei-
chung, desto realistischer das Mo-
dell (Abbildung 5). So zeigten wir, 
dass die Liganden am distalen Eise-
nion eine Teilrotation vornehmen, 
wenn externes CO gebunden wird. 
Der distale CN-Ligand nimmt dann 
die apikale Position ein. 

Mit dieser Herangehensweise las-
sen sich auch die reduzierten Zu-
stände des H-Clusters beschreiben. 
Für die Wasserstoffproduktion kann 
der Kofaktor mit bis zu zwei Elektro-
nen beladen werden (Gleichung 1). 
Dabei driften die Eisenionen des [Fe-
Fe]-Zentrums auseinander,12) und 
der verbrückende CO-Ligand wird 
nur noch durch das distale Eisenion 
koordiniert. Ohne μCO könnte ein 
Hydrid die beiden Eisenionen ver-
brücken.13) Simulationen sagen für 
diesen Fall nur geringe katalytische 
Umsatzraten voraus.14) Die schnelle 
Wasserstoffkatalyse – mit Geschwin-
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Abb. 4. FT-IR-Spektren des Carbonylbereichs der [FeFe]-Hydrogenase aus C. reinhardtii (ma-

genta: pCO; grün: �CO; blau: dCO). Isotopenmuster in der Reihenfolge p/�/d: 12/12/12 in 

(a), 12/12/13 in (b), 13/12/13 in (c) und 13/12/12 in (d). Gepunktete Spektren zeigen den 

jeweiligen Austausch von �12CO nach �13CO.



Abb. 5. Vergleich der gemessenen mit den gerechneten Frequenzen. Die Diagonale zeigt 

 eine hypothetische Übereinstimmung von 100 %. DFT-Modelle, die mit einem apikalen CN-

Liganden am distalen Eisenion gerechnet worden sind, stimmen besser mit den experimen-

tellen Frequenzen überein als die mit einem äquatorialen CN-Liganden.
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Bisher gibt es nur wenig experi-
mentelle Hinweise, die eindeutige 
Interpretationen der Struktur zu-
lassen. Die Isotopenmarkierung 
der reduzierten Zustände kann hel-
fen, das aufzuklären, und damit 
zum Verständnis des molekularen 
Mechanismus der Wasserstoffpro-
duktion beitragen.
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