
171 1: C,,H,,Li,N,,O,P,, M = 161.8, monoklin, P2,/n, a = 18.427(1), b = 
14.036(1), c = 19.130(1) A, B = 115.683(4)", V = 4459.1 A', 2 = 4, 
el.. . = 1.135 g ~ m - ~ ,  F(000) = 1648, Stoe-Siemens-Diffraktometer, Cu,. 
Strahlung, 1 = 1.54184 A, p = 1.56 mm-'. 3639 unabhangige Reflexe be- 
obachtet. Strukturlosung: Direkte Methoden. Anisotrope Verfeinerung 
der Nichtwasserstoffatome, die Wasserstoffatome wurden isotrop in be- 
rechneten Positionen verfeinert. R = 0.063, R,  = 0.049, 461 Parameter. 
Weitere Einzelheiten zur Kristallstrukturuntersuchung konnen beim Di- 
rektor des Cambridge Crystallographic Data Centre, University Chemical 
Laboratory, Lensfield Road, GB-Cambridge CB2 1EW (UK), unter An- 
gabe des vollstandigen Literaturzitats angefordert werden. 
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Kontinuierliche Erzeugung von NADH 
aus NAD@ und Formiat 
mit einem molekulargewichtsvergrokrten 
Homogenkatalysator in einem Membranreaktor ** 
Von Eberhard Steckhan *, Sabine Herrmann, 
Romain Ruppert. Jorg Thommes und Christian Wandrey 

Homogenkatalysatoren, die oft schon bei niedrigen Reak- 
tionstemperaturen hohe Wirksamkeit und groDe Selektivitat 
aufweisen, sind bisher meist nur im diskontinuierlichen Be- 
trieb technisch einsetzbar. Auf der anderen Seite la& sich rnit 
den fiir den kontinuierlichen Betrieb geeigneten Heterogen- 
katalysatoren oft nur geringe Selektivitat erreichen. Versu- 
che, die prinzipiell vorteilhaften Homogenkatalysatoren 
durch Anbindung an Polymere zu heterogenisieren, waren 
bisher nur mal3ig erfolgreich. Viele Probleme wie uneinheit- 
liche und zum Teil unbekannte Strukturen der heterogeni- 
sierten Katalysatoren, gehinderte Diffusion durch zu starke 
Vernetzung der Polymermatrix, geringe katalytische Aktivi- 
tat, Metallverluste und Selbstvergiftung der aktiven Zentren 
konnten noch nicht iiberwunden werden"]. Kiirzlich haben 
wir den kationischen Rh"'-Komplex 1 als effektiven Homo- 
genkatalysator fur die Regeneration der Enzym-Cosubstrate 
Nicotinamidadenindinucleotid (NADH) und Nicotinamid- 
adenindinucleotidphosphat (NADPH) vorgestellt, die rnit 
Formiat als Hydrid-Donor ['I oder elektrochemisch ablauft. 
Der Rhodiumkatalysator setzt NAD(P)@ rnit sehr vie1 hohe- 
rer Geschwindigkeit um als Carbonylverbindungen und er- 
moglicht daher bei geeigneten Konzentrationsverhaltnissen 
die selektive Reduktion der CofaktorenI3]. Nach 100 kataly- 
tischen Cyclen fur 1 konnte enzymatisch keine Bildung von 
1,6-NADH nachgewiesen werden. 

Ein effektives System zur in-situ-Regeneration der kost- 
spieligen Cosubstrate bei enzymatischen Reduktionen ist 

['I Prof. Dr. E. Steckhan, Dr. S .  Hemnann, Dr. R. Ruppert [ + I  
Institut fiir Organische Chemie und Biochemie der Universitat 
Gerhard-Domagk-StraBe 1, D-5300 Bonn 1 
DipLChem. J. Thommes, Prof. Dr. C. Wandrey 
Kemforschungsanlage Jiilich, Institut fur Biotechnologie 
D-5170 Jiilich 

['I Neue Adresse: 
ENSCL, Laboratoire de Chimie Organique Appliquee 
U.A.C.N.R.S. 402, Cite Scientifique 
F-59652 Villeneuve d'Ascq (Frankreich) 

["I Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen Industrie und von der 
BASF AG gefordert. Frau Prof. Dr. M. R. Kula danken wir fur PEG- 
NADH. 

Voraussetzung fur die Anwendung von Oxidoreduktasen als 
aukrordentlich aktive Katalysatoren in der stereospezifi- 
schen Organischen Synthese. Die iibliche enzymatische Re- 
generation ist nicht unpr~blematisch[~~. Ein System mit For- 
miat-Dehydrogenase (FDH) als Regenerationsenzym und 
Formiat als Hydrid-Donor wurde bis zur technischen Reife 
entwickelt ['I. Zur kontinuierlichen Produktion von enantio- 
merenreinen Aminosauren halt man die Aminosaure-Dehy - 
drogenase, FDH und molekulargewichtsvergrol3ertes 
NADH (PEG-NADH) ['I in einem Enzymmembranreaktor 
(EMR) hinter einer UltrafiItrationsmembran zuruck. 

l , R  = 

2,R = 

3 , R  = 

H 

CH20PEG 
CH20Et 

1 kann die Funktion der FDH prinzipiell iibernehmen ['I. 
Diese nicht-enzymatische NADH-Erzeugung hat gegeniiber 
derjenigen mit FDH einige wesentliche Vorteile: 1) Die Re- 
aktion ist nullter Ordnung in NAD@; 1 zeigt im Gegensatz 
zur FDH keine Produkthemmung. 2)  NADPH kann unter 
den gleichen Bedingungen erzeugt werden. 3) 1 ist stabiler als 
ein Enzym und unempfindlich gegeniiber Sauerstoff. 

Wir haben nun durch Anbindung von 1 an Polyethylen- 
glycol (PEG, MG 20 000) erstmals einen Homogenkatalysa- 
tor (2) erzeugt, der sich durch eine Ultrafiltrationsmembran 
zuriickhalten la& aber nicht die rnit einer Heterogenisierung 
verbundenen Probleme hervorruft, da er wasserloslich 
bleibt. Auf diese Weise bleiben die Eigenschaften von 1 weit- 
gehend erhalten. Somit konnen wir die FDH im Ultrafiltra- 
tionsdurchflul3reaktor ersetzen und kontinuierlich in einer 
homogenkatalytischen Reaktion NADH erzeugen. Durch 
die bessere Loslichkeit des PEG-gebundenen Komplexes 
sind groBere stationare Katalysatorkonzentrationen mog- 
lich als bei Verwendung von FDH. Die Reaktionsparameter 
konnen in weiten Bereichen variiert werden. 

Um den Erhalt der Katalysatoreigenschaften des moleku- 
largewichtsvergrokrten Rhodiumkomplexes 2"' im Ultra- 
filtrationsdurchfluBreaktor nachzuweisen, mufiten die kine- 
tischen Werte der durch 2 katalysierten Reduktion von 
NAD@, NADP@ und PEG-NAD@[']mit Formiat bestimmt 
und mit den Werten fur den analogen niedermolekularen 
Komplex 3[81 verglichen werden. Die Wechselzahlenr9] der 
Reduktion von (PEG-)NAD(P)@ (MG 20000) werden 
durch die Molekulargewichtsvergrokrung des Rhodium- 
komplexes nur auf den 0.56- bis 0.46fachen Wert erniedrigt 
(Tabelle 1). Die Molekulargewichtsvergrokrung nimmt 

Tabelle 1. Wechselzahlen [h-'1 der Komplexc 2 und 3 fiir die Katalyse der 
Reduktion von NAD", NADP" und PEG-NAD" (0.5 M HCOONa, 3.8 x 

M 2 b m .  3 in entgastem, thermostatiertem 0.1 M 
Natriumphosphatpuffer pH 7.0; Verfolgung der UV-Absorption bei 340 nm in 
Abhangigkeit von der Zeit). 

M Cosubstrat, 2.5 x 

NAD" NADP" PEG-NAD" 
T WI 3 2 3 2 3 2 

25 20.3 13.3 20.7 12.3 16.6 9.9 
38 67.5 43.3 67.5 39.5 56.4 31.8 

aber keinen EinfluD auf die nach der Arrhenius-Beziehung 
bestimmten Aktivierungsenergien der Reaktionen [l 'I. Die 
Reaktionsordnung in NAD@ betragt auch bei Katalyse 
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durch 2 null. Dies laBt sich durch einfache Variation der 
NAD@-Anfangskonzentration ermittelnl' * I .  Der Reak- 
tionsmecbanismus wird folgendermaben formuliert: 

[Cp*Rh(bpy-5-CH,0PEG)(HzO)]z@ + HCOOe 
=[Cp*Rh(bpy-5-CH,OPEG)(HCOO)]' + H,O 

[Cp*Rh(bpy-5-CH2OPEG)(HCO0)]' 
S [Cp*Rh(bpy-5-CH,OPEG)H]' + CO, 

[Cp*Rh(bpy-5-CH20PEG)H]@ + NAD@ + H 2 0  
~[Cp*Rh(bpy-5-CHz0PEG)(H2O)]" + NADH 

Der Erhalt der Katalysatoreigenschaften von 2 auch ge- 
geniiber PEG-NAD@ ist deshalb von groBer Bedeutung, 
weil er den Einsatz von 2 in einem Enzymmembranreaktor 
entsprechend Abbildung 1 ermoglicht. O b  sich der moleku- 

Berdem sind keine chemischen Storungen durch das Reak- 
tormaterial zu erwarten. Ferner kann der Reaktor fur ver- 
schiedenste Zwecke eingesetzt werden, z. B. konnte man 
ohne Schwierigkeiten Elektroden fur eine kontinuierliche 
elektrochemische NADH-Erzeugung einfiihren. Die Durch- 
fuhrung von Reaktionen mit gasformigen Reaktanten ist 
ebenfalls unproblematisch. Abbildung 3 gibt vereinfacht den 
Versuchsaufbau zur kontinuierlichen NADH-Erzeugung 
wieder. 

/ Z''aufpumpe 

Helium 

R 
HCOOe 

Enzymmernbranreaktor 
I 1  

Dosierreqeleinheit 

t 
CO2 

f 
R/(R' 
H OH 

Abb. I .  Konzept zum Einsatz von 2 im Enzymmembranreaktor (ADH: Alko- 
hol-Dehydrogenase). 

largewichtsvergrolkrte Komplex 2 fur die Verwendung in 
einem DurchfluDreaktor eignet, wurde anhand der NADH- 
Erzeugung uberpriift. Hierzu wurde ein neuartiger drucksta- 
biler (bis 3 bar) Glas-DurchfluDreaktor vom Riihrkesseltyp 
verwendet (Abb. 2). Der Reaktionsraum befindet sich an- 

__ 

Abb. 2. DurchfluBmembranreaktor zur kontinuierlichen NADH-Erzeugung. 

ders als beim EMR iiber der Ultrafiltrationsmembran. Die- 
ser Reaktor hat einige prinzipielle Vorteile: Da er aus Glas 
angefertigt ist, kann man Reaktionen visuell verfolgen; au- 

I 
Koto lysator  

Abb. 3. Versuchsaufbau zur kontinuierlichen NADH-Erzeugung. 

Im Hinblick auf eine einfache Isolierung von NADH setz- 
ten wir beim ersten Dauerversuch zunachst eine ungepufferte 
Ammoniumformiat/NAD@-Substrat-Losung (PH 5.6) ein. 
Nach Zugabe von 2 steigt der NAD@-Umsatz schnell auf 
70% an, wobei 2 eine Wechselzahl von 26.3 h- '  erreicht 
(Abb. 4 A). Der anschlieknde Umsatzriickgang la& sich 
durch eine langere Verweilzeit m a r  verlangsamen (Abb. 4B), 
aber erst durch den Austausch von Ammoniumformiat 
durch Natriumformiat nach 30 h Dauerbetrieb (Abb. 4C) 
steigt der Umsatz von 30 auf 45% an, und es stellt sich 
anschlieknd ein stationarer Zustand ein. Der starke Um- 
satzruckgang in Gegenwart von Ammoniumformiat kann 
auf den Einbau von NH, in die Ligandensphare des Rh- 
Atoms zuruckgefuhrt werden. Dieser Ligand wird langsamer 
als H,O und Cle gegen Formiat ausgetauscht. Man sollte 
also auf stark koordinierende Liganden wie NH, im Reak- 
tionsmedium verzichten. In einem zweiten Versuch mit einer 
durch Phosphat (0.1 M) auf pH 8 gepufferte NAD@/Na- 
triumformiat-Substratlosung (4.1 m ~ / 0 . 5  M) steigt der Um- 

20 40 
I l h l  - 

Abb. 4. Auftragung des NAD"-Urnsatzes AWAD") gegen die Zeit 1 bei der 
kontinuierlichen NADH-Erzeugung (5 mM NAD", 0.13 mM 2; A,B: 0.5 M 
HCOONH,, C:  0.5 M HCOONa; Venveilzeit: A, C: 1 h. B: 2 h; Membranvor- 
belegung mit 300 mg PEG 35 OOO). 
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satz bei 25°C und doppelter Konzentration von 2 wieder 
zunachst auf 70% an und fallt erneut, jedoch langsamer als 
im ersten Versuch, innerhalb von 20 Verweilzeiten bis auf 
einen dann stationaren Umsatz von 50 % ab. Vor der Einstel- 
lung des stationaren Zustandes wurde durch eine Verdoppe- 
lung des Reaktionsvolumens die Verweilzeit verdoppelt. Der 
Umsatz lag zwischenzeitlich bei 80 %. Die Quantifizierung 
von NAD@ in Substrat- und Produktlosung zeigt, daD die 
Stoffbilanz wahrend der gesamten Versuchszeit ausgeglichen 
ist. Die Ursache des Umsatzriickgangs ist noch ungeklart. 
Auszuschliekn sind aber Verluste von Komplexendgruppen 
durch Hydrolyse sowie Ausspiilen von 2["]. Die Erhohung 
des Umsatzes durch voriibergehende Verdoppelung des Re- 
aktionsvolumens im zweiten Versuch zeigt, daD eine irrever- 
sible Desaktivierung von 2 nicht zur Erklarung des Umsatz- 
riickgangs in Frage kommt. 

Die Versuche ergeben, daD der molekulargewichtsver- 
groDerte Redoxkatalysator 2 gleiche Eigenschaften wie das 
niedermolekulare Modell aufweist. Im DurchfluDreaktor 
kann nach der Einstellung eines stationaren Zustandes ein 
kontinuierlicher Umsatz von 45 - 50 YO aufrecht erhalten 
werden. Dabei erreicht der Redoxkatalysator die Wechsel- 
zahl 16.9 h-'. Er durchlief in der gesamten Versuchszeit 
mehr als 1000 Reaktionscyclen. Die Raum-Zeit-Ausbeute 
betragt 44.4 mmol L- ' d-'. Bei 2.2facher Konzentration 
von 2 berechnet man unter Beriicksichtigung der kinetischen 
Reaktionsdaten bei analogem Versuchsverlauf fur den sta- 
tionaren Zustand vollstandigen Umsatz. Dies entsprache ei- 
ner Raum-Zeit-Ausbeute von 98.4 mmol L- ' d -  '. Folglich 
ist der molekulargewichtsvergroDerte Rhodiumkomplex 2 
zur Katalyse der kontinuierlichen Regeneration von NADH 
und NADPH sowie ihrer molekulargewichtsvergrokrten 
Formen fiir angekoppelte enzymatische Umsetzungen sehr 
gut geeignet. Mit dem hier beschriebenen Verfahren steht 
eine variabel einsetzbare Alternative zur enzymatischen 
NAD(P)H-Regeneration zur Verfiigung. 

Eingegangen am 8. November 1989 [Z 36261 

CAS-Registry-Nummern : 
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din, 98007-15-9. 
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Gefriertrocknung erhalt man 4.1 g schwach orangefarbenes Produkt; W 
(H,O; pH 7.5; 25°C): A,,,[nm] (E[L. mol-' . cm-'I) = 233 (12700), 308 
(6150), 318 (6300). 
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stellung von 5-Ethoxymethyl-2,T-bipyridin aus 5-Brommethyl-2,2'-bipyri- 
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(1987) 644) durch Umsetzung mit EtOe. 'H-NMR (60 MHz, CDCI,, 
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Elementaranalyse (C,H,N). 

[9] Wechselzahl = (PEG-)NAD(P)H-Konzentration/(Katalysatorkonzentra- 
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[lo] Die Aktivierungsenergien fur die Reaktion von NAD" und (PEG-)NAD" 
(ie 3.8 x M) in Natriumformiat (0.5 M) in Gegenwart von 2 bzw. 3 (ie 
2.6 x lo-' M) wurden bei 17.3.25.7.32.1 und 40.0 "C in Natriumphosphat- 
Puffer von pH 7.0 bestimmt. F i r  die Reduktion von NAD" erhalt man 
E. = 64.0 und 68.2 kJmol-' fiir 2 bzw. 3; f i r  die Reduktion von (PEG-) 
NAD" erhalt man E, = 70.3 und 68.6 kJ mol-' fiir 2 bzw. 3. 
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Metallorganische Makrocyclen: 
Synthese und Molekulstruktur von trimeren 
Tartrato-Diruthenium-Komplexen * * 
Von Georg Suss-Fink *, Jean-Luc Wolfender. Frank Neumann 
und Helen Stoeckli-Evans 

Seit 1969 ist bekannt, daD Dodecacarbonyl-triruthenium 
mit Carbonsauren zu Carboxylatokomplexen mit dem 
Ru,(CO),(p-OOCR),-Strukturelement reagiert ['I. Im Fest- 
korper bilden diese Komplexe polymere Ketten, in denen die 
zweikernigen Bausteine iiber Ru-0-Bindungen miteinander 
verkniipft sind ['* 'I; in Losung depolymerisieren die Ketten 
unter Aufnahme von Zweielektronen-Liganden['I. Die 
Rontgenstrukturanalyse des Bis(tri-tert-buty1phosphan)- 
Derivats 1 zeigt ein Molekiil mit charakteristischer ,,Sage- 
bock"-Struktur 141. Von Dicarbonsaurederivaten sind die als 
polymer beschriebenen Komplexe 2 15] sowie der Zweikern- 
komplex 3 bekannt16]. Die rontgenographische Untersu- 
chung einer Glutarato-Tributylphosphan-Verbindung der 
Zusammensetzung 4 ergab, daD zwei Ru,(CO),-Einheiten 
intramolekular iiber Glutaratoliganden verkniipft sind"]. 

~ R u z ~ C O ~ ~ ~ ~ ~ O O C P r ~ z ~ p ~ B u ~ ~ z ~  
[Ru~(CO),{p-OOC(CHz),COO}],, n = 0-4 2 
[Ruz(CO),{p-OOC(CHz)4COO}(3,5-MeC,HN,),1 3 
R~,(CO),{C(-~~C(CH~)~C~~}~(PB~,), 4 

Wir haben jetzt gefunden, daD mit Weinsaure trimere Tar- 
trato-Diruthenium-Komplexe zuganglich sind, die als metall- 
organische Makrocyclen angesehen werden konnen. Die 
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