
Direkter Elektronentransfer zwischen Kohle- 
elektroden, daran immobilisierten Mediatoren 
und einer immobilisierten Viologen-acceptierenden 
Pyridinnucleotid-Oxidoreduktase ** 
Von Helmut Gunrher, Antonios S .  Paxinos. Michael Schulz, 
Cees van Duk und Helmut Simon* 

Professor Ivar Ugi zum 60. Geburtstag gewidmet 

Fiir Redoxreaktionen sind Elektronen einer Elektrode ein 
preiswertes, riickstandsloses Reagens, dessen Redoxpoten- 
tial in weiten Bereichen der gewiinschten Reaktion angepaDt 
werden kann. Besonders in Kombination rnit spezifischen 
Redoxenzymen konnten sie wertvoll sein. Fur praparative 
Umsetzungen ist jedoch der direkte Elektroneniibergang 
zwischen redoxaktiven prosthetischen Gruppen von Oxido- 
reduktasen und Elektroden vie1 zu langsam. Um den Elek- 
tronentransfer zu beschleunigen, miissen meist kiinstliche 
Redoxmediatoren, zum Beispiel Viologene oder Metallo- 
kafigkomplexe, eingesetzt werden. Praparative elektro- 
mikrobielle und elektroenzymatische Systeme rnit gelostem 
Mediator und gelostem Enzyml'l sind bekannt, ebenso sol- 
che, bei denen entweder der Mediator oder das Enzym auf 
der Elektrodenoberflache immobilisiert wurde12. 31. Fur ana- 
lytische Zwecke wurde ein Ferrocenderivat auf einer Graphit- 
elektrode abgeschieden und anschlieDend Glucoseoxidase 
kovalent gebundenI4l. Wir haben nun sowohl den Mediator 
als auch das Enzym kovalent auf einer funktionalisierten 
Kohlenstoffoberflache gebunden, um zu priifen, o b  Elek- 
tronen aus der Kathode iiber den als ,,molekularen Draht" 
wirkenden Mediator zu den prosthetischen Gruppen des 
Enzyms f l iekn.  Fur die Immobilisierung wurde ein von uns 
in thermophilen Bacillen entdecktes Enzym gewahlt, das 
Redoxaquivalente zwischen Viologenen [GI. (1); V = Vio- 
logen] oder Co-Kafigkomplexen [GI. (2); Co-diamsar vgl. 
Abb. 11 und Pyridinnucleotiden iibertragt ['I. Viologen- 
acceptierende Pyridinnucleotid-Oxidoreduktasen (VAPORS) 
sind in zahlreichen Zellen vorhanden. 

2V'@ + NAD(P)@ + H @  # NAD(P)H + 2V2@ (1) 

2Coz@-diamsar + NAD(P)@ + H @  # NAD(P)H + 2C03@-diamsar (2) 

Die VAPOR aus dem thermophilen Bacillus spec. 
DSM 466 wurde zusammen rnit Viologen immobilisiert; da- 
mit wurden die in Schema 1 gezeigten Reaktionen durchge- 

2 e e  2V2" Enz 

- 
a n  der Elektrode fixiert 

Schema I .  FluD von Elektronen iiber immobilisierte Viologene auf ein immobi- 
lisiertes Enzym. das Iosliches NAD reduziert. Eine NAD(P)H oder NAD(P) 
verbrauchende Reaktion kann angekoppelt werden. 
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fiihrt. Primar war nicht unsere Absicht, auf diese Weise 
NAD(P)H zu erzeugen, sondern den ElektronenfluD zu de- 
monstrieren. Die venvendeten Mediatoren zeigt Abbil- 
dung 1 .  

APCPV H2N - ( C H 2 ) 3 - 8 w $ - ( C H 2 J 3 - C O O H  

c Hj 

DCPV HOOC - ( C H 2 ) . , - 8 ~ & ( C H 2 J j - C 0 O H  

DECV H O O C - ( C H 2 J 2 - ~ ~ - ( C H 2 1 ~ C O O H  

Co - diamsar 

Abb. 1. Verwendete Viologene 

Zur Immobilisierung wurden zwei Wege beschntten : 
1) kovalente Bindung des Mediators an das Enzym und 
nachfolgende kovalente Bindung des modifizierten Enzyms 
an die funktionalisierte Kohleelektrode, 2) kovalente Bin- 
dung des Enzyms an eine rnit kovalent gebundenem, bifunk- 
tionellem Viologen modifizierte Elektrode. 

Mit der Carbodiimidmethode wurde DAPV unter ver- 
schiedenen Reaktionsbedingungen an VAPOR aus Bacillus 
spec. DSM 466 kovalent gebunden (Weg I),  und die so modi- 
fizierte VAPOR wurde im optischen Test auf ihre Aktivitat 
gepriift (Tabelle 1). Wird DAPV kovalent mit Carbodiimid 
an das Enzym gebunden, bleibt die Enzymaktivitat erhalten, 
und auch der K,-Wert fur die Bindung von N A D  andert sich 
gegenuber dem des unmodifizierten Enzyms nur unwesent- 
lich von 0.054 mM auf 0.07 mM (80 mol DAPV pro mol 
VAPOR). 

Tabelle 1.  Enzymaktivitat in Abhingigkeit von der Immobilisierungsmethode. 
EDC = N-Ethyl-K-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid . HCI. Losungen von 
DAPV in 10-100 pL 0.1 N NaOH und von EDC in 100-500 pL H,O wurden 
zu 5-8 mL VAPOR in TRISIHCI-Puffer [TRIS = Tris(hydroxymethy1)- 
aminomethan] (0.02 M, pH 7.0) gegeben und mit 0.1 N HCI auf den jeweiligen 
pH-Wert gebracht, der wihrcnd der Reaktionszeit von 6 min konstant gehalten 
wurde. Anschlieknd wurden durch wiederholte Ultrafiltration nicht gebun- 
denes DAPV und andere niedermolekulare Stoffe abgetrennt. 

VAPOR DAPV EDC pH-Wert spez. Akt. mol gebun- 
c l w l  c l m ~ l  c l m ~ l  [a] [%] denes DAPV 

pro mol 
VAPOR 

0.43 4.1 1 .o 4.6 107 10 
0.43 4.7 1 .o 4.6 71 [b] 6.1 
0.43 4.7 1 .o 5.5 135 11.1 
0.43 4.7 1 .o 6.2 108 15.9 
3.0 10.0 10.0 4.6 61 80 Icl 

[a] Spezifische Aktivitat der rnodiftzierten VAPOR im Vergleich zum nativen 
Enzym. [b] Mi! zusitzlich 8.6 pmol N-Hydroxysuccinimid. [c] Die Reaktions- 
zeit betrug hier 2.5 h. 
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Bei der Immobilisierung von VAPOR a n  einer mit Violo- 
genen modifizierten Kohleoberflache nach der Carbodiimid- 
methode (Weg 2) sind ahnliche Ergebnisse zu erwarten. Bei 
entsprechenden Versuchen wurde erst das jeweilige Viologen 
kovalent auf Kohlefilz gebunden und anschliel3end daran 
eine monomolekulare Schicht Enzym. Durch den Kohlefilz 
wurde eine Losung von N A D  und MV'@ (MV=N,N'-Di- 
methyl-4.4'-bipyridinium) gepumpt und das entstandene 
NADH in einem optischen Test mit L-Lactat-Dehydrogena- 
se (L-LDH, EC 1.1.1.27) und Pyruvat in Proben gemessen. 
Die Ergebnisse fur verschiedene Viologene sind in Abbil- 
dung 2 dargestellt. Die Nichtlinearitat der Reaktionsge- 
schwindigkeit beruht hauptsachlich auf dem fortschreiten- 
den Verbrauch der Edukte und der zunehmenden Kon- 
zentration der Produkte. Die Immobilisate sind, nach einem 
raschen Abfall aufca. 50% der Anfangsaktivitat, sehr stabil. 
Die Anfangsaktivitat betragt ca. 40% der Aktivitat des gelo- 
sten Enzyms. 

NADH 
Ipmoll 

12 2 i  36 
tlmtnl - 

Abb. 2. NADH-Bildung der immobilisierten VAPOR in Abhingigkeit von der 
Zeit. Auf 50mg Kohlefilz (ca. 12cm2, Typ RVG 4OO0, Carbone Lorraine) 
wurde DAPV-DCPV, APCPV oder APisoCPV kovalent gebunden und darauf 
eine monomolekulare Schicht VAPOR immobilisiert. Fur den Test wurden iiber 
den Filz in 5 mL Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, pH 7.0) 10 pmol NAD und 
25 pmol M Y "  im Kreislauf gepumpt (2.7 mL min-I). 

Die Funktionalisierung der Glaskohlenstoffelektroden 
und die kovalente Belegung der Elektrodenoberflache rnit 
einem bifunktionellen Viologen werden an anderer Stelle be- 
schrieben161. Durch Variation der Reihenfolge der Immobili- 
sierungschritte fur Viologene und VAPOR lassen sich defi- 
niert unterschiedlich belegte Elektrodenoberflachen her- 
stellen (Abb. 3). Die Elektroden wurden in potentiostatisch 
kontrollierten, elek trochemischen Zellen entsprechend Sche- 
ma 1 als Kathoden getestet. Alle Experimente wurden unter 
striktem AusschluB von Sauerstoff durchgefiihrt ; Anolyt 
und Katholyt waren deshalb durch ein Diaphragma ge- 
trennt. Die Initialgeschwindigkeit der NADH-Bildung wur- 
de nach der Biolumines~enzmethode~~~ unter Verwendung 
einer Eichkurve bestimmt (Abb. 4). Folgendes kann ge- 
schlossen werden: l )  Alle Elektroden ohne VAPOR (a, b) 
oder ohne Mediator (c, d) bewirken keine NADH-Bildung 
(MeDwerte im Bereich des Blindwerts). 2) Monomolekulare 
Schichten von VAPOR auf einer Kathode rnit Viologen- 
schicht reduzieren N A D  zu NADH (e-g). 3) Bei einer rnit 
DAPV modifizierten Elektrode, die dariiber eine Multien- 
zymschicht tragt (h), haben die a u k e n ,  vom Substrat er- 
reichbaren Enzymschichten keinen ausreichenden elek- 
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tronischen Kontakt rnit der Kathode. 4) Wird bei einer 
solchen Elektrode jedoch in die Enzymschicht DAPV kova- 
lent eingebaut, entsteht eine modifizierte Elektrode (i), die 
NAD zu biologisch aktivem NADH reduziert. 5) Ladungs- 
und Bindungsverhaltnisse beeinflussen die Reaktionsge- 
schwindigkeit (e-i). 

O V A P O R  0 DAPV 0 DECV 

Abb. 3. Schematische Darstellung der definiert praparierten Elektroden- 
oberflachen. Elektrode: Glaskohlenstoff (SIGRADUR G), FlHche 1 cm'. 
a) Funktionalisierte Oberflachen. b) DAPV-Schicht, iiber die Carboxygruppen 
von a) gebunden. c) Monomolekulare VAPOR-Schicht: Auf einer Elektrode 
des Typs a) wurden die Carboxygruppen durch 2 pmol N-Cyclohexyl-K-[2- 
(N-methylmorpholino)thyl]~rbodiimid . p-Toluolsulfonat(CMC) in 100 pL 
0.1 M Kaliumphosphatpuffer, pH 4.5, 2 h aktiviert, anschlieknd wurde 1 U 
VAPOR in 100 pL 0.05 M TRIS/HCl-Puffer. pH 7.0. aufgetragen. d) Multimo- 
lekulare Schicht von VAPOR: wie c).jedoch wurde I pmol CMC in 50 pL 0.1 M 

Kaliumphosphatpuffer. pH 5.5, gleichzeitig mit dem Enzym aufgetragen. 
e) Monomolekulare Schicht VAPOR, rnit DAPV dotiert: wie c). anschlieknd 
wurden die noch verfiigbaren Carboxygruppen der Elektrodenoberflache und 
des Enzyms erneut aktiviert und daran DAPV immobilisiert. f) Monomoleku- 
lare Schicht VAPOR, mil DECV dotiert : wie c). anschlieknd wurde DECV mil 
EDC im Molverhaltnis 1 : 1 .Z aktiviert und auf die Enzymschicht aufgebracht. 
Nach 7 min wurden zudieser Losung zusatzlich 2 pmol DAPV gegeben. g) Mo- 
nomolekulare Schicht von VAPOR, auf einer DAPV-DECV-Schicht immobili- 
siert: wie b), anschlieknd wurde DECV mi1 EDC analog zu 0 aufgebracbt und 
nach der erneuten Aktivierung der resultierenden DAPV-DECV-Schicht mit 
EDC VAPOR aufgetragen. h) Multimolekulare Schicht von VAPOR auf 
DAPV: wie b). anschlieknd wurden 1 U VAPOR in 100 pL 0.0s M TRISIHCI- 
Puffer, pH 7.0. und 1 pmol CMC in 50 pL 0.1 M Kaliumphosphatpuffer, pH 
5.5. gleichzeitig aufgetragen. i) Multimolekulare Schicht von VAPOR auf 
DAPV, durch DAPV quervernetzt: wie b), anschlieknd wurden 1 U VAPOR in 
100 pL 0.05 M TRISiHCI-Puffer. pH 7.0 , l  prnol und 1 pmol DAPV in je 50 pL 
0.1 M Kaliumphosphatpuffer, pH 5.5, gleichzeitig aufgetragen. 

Uber einen Zeitraum von 20 h verlangsamt sich die 
NADH-Zunahme deutlich. Die Ankopplung einer NADH 
rasch verbraucheoden Reaktion an eine solche NADH rege- 
nerierende Elektrodenreaktion (Schema 1) erhoht die Reak- 
tionsgeschwindigkeit und stabilisiert die Reaktion auch iiber 
eine groBere Zeitspanne. Angekoppelt wurde die Reduktion 
von Pyruvat zu L-Lactat (katalysiert durch L-LDH). 
Die Lactatbildung einer Elektrode vom Typ i) betrug 
148 nmol cm-' in 20 h gegeniiber 13.5 nmol m-' NADH 
in 19.5 h bei einer vergleichbaren Elektrode ohne Ankopp- 
lung einer NADH-verbrauchenden Reaktion. In Kontroll- 
versuchen wurde sichergestellt, daB das gesamte Lactat 
aus der NADH-abhangigen LDH-katalysierten Reaktion 
stammt. Ein weiteres Experiment sollte den EinfluB des 
NADH-Zerfalls wahrend der 19.5 h klaren. Zuerst wurde die 
NADH-Bildung nach 90 min nach der Biolumineszenzme- 
thode gemessen, dann wurde nach Zugabe von Pyruvat 
(20 pmol) und L-LDH (7 U) die Zunahme des Lactats nach 
weiteren 17 h bestimmt. Die NADH-Bildung verlangsamte 
sich in den ersten 30min von 3.6 nmolcm-2 h- '  auf 
1.2 nmol cm-* h -  I ,  die Lactatbildung betrug aber iiber 17 h 
9 nmol cm-' h -  *. In einem weiteren analogen Experiment 



rnit derselben Elektrode nach 2 Tagen betrug die Lactatbil- 
dung 8.4 nmol cm-' h - l .  

Die im Vergleich zur NADH-Bildung in Abwesenheit ei- 
ner NADH-verbrauchenden Reaktion hohe Lactatbildung 
kann dadurch erklart werden, daB Pyruvat/Lactat im Ver- 
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Abb. 4. Verlauf der Geschwindigkeit der NADH-Bildung von Kohleelektro- 
den. die, wie in Abbildung 3 beschriekn. modifiziert waren. Elektrodenflache: 
1 cm' (Glaskohlensto~, Potential: -407 mV vs. NHE. 6 mL sauerstomreier 
Katholyt (TRlS/HCl-Puffer. 0.1 M. pH 7.0); 18 pmol NAD (Indizierung mit 
a)-i) wie in Abb. 3). Biolumineszenz-NADH Test: 250 pL Kaliumphosphat- 
puffer (25 mM. pH 7.0) enthielt 25 nmol Dithiothreitol, 1.25 pg Luciferase EC 
1.14.14.3. 9.5 mU Flavinmononucleotid(FMN)-Oxidoreduktase EC 1 .6.8.1, 
0.6 nmol FMN, 10 pg TRITON X-100, 5 nmol Myristinaldehyd. 150 nmol 
NAD und 50 pL Probe. MeBgerat: BIOLUMAT LB 9500T. Berthold, D-7547 
Wildbad. 

gleich zu NAD/NADH rascher diffundieren und daB die 
Elektrode LDH adsorbiert"]. Auch wird durch die Dehy- 
drierung des NADH die NAD-Konzentration in der Reak- 
tionsschicht erhoht. 

Nach den vorstehenden Ergebnissen konnen bei der Ver- 
wendung von Kohlefilzen rnit groDer innerer Oberflache (be- 
zogen auf die makroskopische Oberflache) Stromdichten er- 
wartet werden, die im unteren Bereich der Stromdichten 
industrieller Verfahren liegen191. 

Nickel-katalysierte Cyclodimerisation von 
Hexapentaenen: (4lRadialene und [S]Radialenone 
mit cumulierten Doppelbindungen ** 
Von Masahiko Iyoda *, Yoshiyuki Kuwatani, Masaji Oda, 
Yasushi Kai*, Nobuko Kanehisa und Nobutami Kasai* 

Cumulene['] zeichnen sich durch eine Vielzahl reaktiver 
Zentren aus, die zur Synthese neuer cyclischer Dimere, Tri- 
mere und Oligomere genutzt werden konnen. Einem haufige- 
ren Einsatz dieser Verbindungen in der organischen Synthese 
steht die nur schwierig zu kontrollierende Reaktivitat im 
Wege. Wir haben kiirzlich iiber die Nickel-katalysierte 
Cyclooligomerisation von [3]Cumulenen (Butatrienen)"] 
und die Cyclodimerisation von [S]Cumulenen (Hexapen- 
taenen)''] berichtet. Diese Methode ist praparativ nutzbar 
und ermoglicht den Zugang zu den unterschiedlichsten Ra- 
dialen-Derivaten. Wir mochten nun von der Nickel- 
initiierten Synthese neuer [4]Radialene und [ S ] R a d i a l e n ~ n e ~ ~ ]  
berichten, die derselben Strategie folgt. 

Tetramethyl- und Tetra-ferr-butyl[S]cumulene dimerisie- 
ren thermisch zu Octamethylcyclododeca-1 ,3,7,9-tetrainf61 
bzw. Tetrakis(di-fert-butyl~inyliden)cyclobutan~~1. Die Nik- 
kel-katalysierte Cyclodimerisation von Tetraarylhexapen- 
taen liefert 1,2-Bis(diarylmethylen)-3,4- bis(diary1propadi- 
eny1iden)cyclobutan als K~pf-Kopf-Dimer'~'.  Demzufolge 
verlauft die bekannte thermische Nickel-katalysierte Dimeri- 
sation von IS]Cumulenen regioselektiv. Um Unterschiede in 
der Reaktivitat der einzelnen Doppelbindungen zu untersu- 
chen, haben wir die [S]Cumulene 5 in Gegenwart von Nickel- 
Katalysatoren umgesetzt. Die [S]Cumulene 5a-c wurden ge- 
mil3 Schema 1 synthetisiert. Ethinylierung der Ketone l a 
und 1 b mit Lithiumacetylid in T H F  ergab 2 a  und 2 b  in 91 
bzw. 89 % Ausbeute. Es folgte die oxidative Kupplung von 
2 a  und 2 b  rnit Cu(OAc), . H,O in Pyridin-Methanol bei 
55 "C zu den Diolen 3a (90% Ausbeute) bzw. 3bl8l. k h a n -  
delt man 3a mit konz. HBr in Essigsaure, so erhalt man das 
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Schema 1. a) LiC = CH, THE - 78 "C bis Raumtemperatur. b) Cu(OAc), . 
HIO. Pyridin-Methanol (1 :l), 55°C. c) HBr, AcOH. Raumtemperatur 
d) PBr,, Benzot, 50°C. e) Zn. THF, Ultraschall. 
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