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elektrochemischer NADH-Regenerierung**
Frank Hollmann, Andreas Schmid* und
Eberhard Steckhan²

In memoriam Eberhard Steckhan

Eine der groûen Herausforderungen bei der Einbindung
von Monooxygenasen in In-vitro-Produktionsverfahren ist
die effektive Regenerierung der benötigten Coenzyme
(NAD(P)H). Die etablierten In-vitro-Verfahren zur Regene-
rierung von Nicotinamid-Coenzymen für den Einsatz von
Monooxygenasen als Produktionsenzyme beruhen fast aus-
schlieûlich auf der enzymgekoppelten Coenzymregenerie-
rung unter Verwendung der Formiat-Dehydrogenase[1, 4c] (für
NADH bzw. NADPH) sowie der Glucose-6-phosphat-Dehy-
drogenase[2] (für NADPH). Darüber hinaus wurden protein-
freie Redoxmediatoren entwickelt und erfolgreich mit
NAD(P)H-abhängigen Dehydrogenasen[3] in sauerstofffreien
Medien angewandt. Der Vorteil besteht darin, dass lediglich
das Produktionsenzym und ein Mediator benötigt werden,
während die Elektrode als reagensfreier Lieferant von
Redoxäquivalenten dient.

Wir berichten hier erstmalig über die Anwendung einer
isolierten Monooxygenase, gekoppelt mit dem von uns
entwickelten enzymfreien, selektiven und effektiven Verfah-
ren der indirekten elektrochemischen NAD(P)H-Regenerie-
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rung. Als Testenzym benutzten wir, stellvertretend für die
Klasse flavinabhängiger Monooxygenasen, die 2-Hydroxybi-
phenyl-3-monooxygenase (HbpA, E.C. 1.14.13.44) aus P. aze-
laica, die NADH als Coenzym benötigt.[4] Das Homotetramer
mit einer Gesamtmasse von 256 kDa katalysiert entsprechend
Schema 1 die selektive ortho-Hydroxylierung einer Reihe a-
substituierter Phenolderivate. Unseres Wissens ist kein che-
misches Pendant mit ähnlicher Selektivität bekannt.

Schema 1. Selektive ortho-Hydroxylierung a-substituierter Phenole durch
die 2-Hydroxybiphenyl-3-monooxygenase. R�Alkyl (Et, Pr, iPr), Aryl
(Ph, 2-HOC6H4), Hal (F, Cl, Br).

Zur Regenerierung des Coenzyms NADH verwendeten wir
die von uns entwickelten [Cp*Rh(bpy)Cl]Cl-Komplexe
(Cp*�C5Me5; bpy� 2,2'-Bipyridin). Die nach elektrochemi-
scher Reduktion bei ÿ750 mV (vs. Ag/AgClges.) oder aber
auch chemisch mit Formiat gebildeten Hydridorhodiumkom-
plexe überführen NAD(P)� schnell und quantitativ in die
enzymatisch aktive 1,4-NAD(P)H-Form[3, 5] (Schema 2). Ein
Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten (Tabelle 1) mit
reduziertem Coenzym und mit chemischer Regenerierung
(Schema 2 B) belegt die Effizienz des vorgeschlagenen Re-
generationssystems. In den von uns durchgeführten elek-
troenzymatischen Prozessen wird kathodisch der Hydrido-
rhodiumkomplex gebildet und regeneriert (Schema 2 A).

Die indirekte elektrochemische NADH-Regenerierung
wurde cyclovoltammetrisch untersucht. Bereits bei Protonen-
konzentrationen kleiner 10ÿ8m (pH 8) ist aufgrund der
Bildung des Hydridorhodiumkomplexes kein Oxidationspeak
mehr festzustellen. In Gegenwart von NAD� lassen sich auch
bei hohen Potentialvorschubgeschwindigkeiten starke Peak-
stromerhöhungen (katalytische Effekte) feststellen (Abbil-
dung 1). Das Reduktionspeakpotential der verwendeten

Abbildung 1. Katalytische Effekte von [Cp*Rh(bpy)Cl]Cl (5� 10ÿ4m in
0.1 TRIS/HCl-Puffer, pH 7.5; TRIS�Tris(hydroxymethyl)aminomethan)
in Gegenwart von NAD� in verschiedenen Konzentrationen (0 (ÐÐ), 5�
10ÿ4 (±± ±) und 1� 10ÿ3m (- - - -)); Vorschubgeschwindigkeit v� 81 mV sÿ1;
entgaste Lösungen.

Rhodiumkomplexe liegt mit ÿ750 mV (vs. Ag/AgClges.)
deutlich positiver als das erste Reduktionspotential von
NAD� (ÿ920 mV vs. gesättigte Kalomelelektrode (SCE)),[6]

sodass die Inaktivierung aufgrund direkten Elektronentrans-
fers auf NAD� vernachlässigbar ist.

Schema 2. Indirekte elektrochemische (A) und chemische NADH-Regenerierung (B).

Tabelle 1. Vergleich der Geschwindigkeiten dc/dt der Bildung von 2,3-
Dihydroxybiphenyl mit reduziertem Coenzym (NADH) und unter chemi-
scher sowie elektrochemischer NADH-Regenerierung.[a]

Regenerationsart HbpA dc/dt rel. Aktivität[b]

[U] [mmol minÿ1] [%]

keine[c] 2.24 2.09 93.3
chemisch[d] 2.60 2.33 89.6
elektrochemisch[e] 19[f] 1.83 9.65[f]

[a] Bedingungen: Kaliumphosphatpuffer (50 mm, pH 7.5, gesättigt mit O2);
T� 25 8C; [Cp*Rh(bpy)]� 0.5 mm ; [2-Hydroxybiphenyl]� 0.8 mm.
[b] Produktivität relativ zur eingesetzten HbpA-Menge. [c] [NADH]�
1.0 mm. [d] [NAD�]� 1.09 mm ; [HCOONa]� 150 mm. [e] [NAD�]�
1.0 mm ; Drucklufteintrag 10 cm3minÿ1 ; [2-Hydroxybiphenyl]� 2 mm ;
[FAD]� 20 mm ; U�ÿ750 mV (vs. Ag/AgClges.). [f] Aufgrund der schnellen
HbpA-Inaktivierung (siehe Text) wurden hohe Enzymmengen eingesetzt;
geschwindigkeitslimitierend ist der Drucklufteintrag.
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Der Einfluss molekularen Sauerstoffs auf die einzelnen
Komponenten des Systems wurde intensiv untersucht. Dabei
zeigte sich, dass Sauerstoff die NADH-Bildung sowohl durch
den chemisch als auch durch den elektrochemisch gebildeten
Hydridorhodiumkomplex inhibiert. Wie aus Abbildung 2
deutlich wird, geht bei einem Sauerstoffeintrag von bei-
spielsweise 10 cm3minÿ1 die NADH-Bildungsgeschwindigkeit
von 1.1 auf 0.27 mmol Lÿ1hÿ1 zurück. Bei einem Eintrag von
15 cm3minÿ1 entsteht kein NADH mehr. Die Inhibierung ist
allerdings reversibel, nach Unterbrechung des Sauerstoffstro-
mes erreichen NADH-Bildungsgeschwindigkeit und NADH-
Konzentration ihre Maximalwerte.

Abbildung 2. Einfluss von O2 auf die NADH-Bildung unter indirekter
elektrochemischer Regenerierung mit [Cp*Rh(bpy)Cl]Cl (0.1 mm in
50 mm Kaliumphosphatpuffer, pH 7.5) (& ohne Drucklufteintrag; * Druck-
lufteintrag 10 cm3minÿ1 bis t� 25 min).

Als Produkt der Reaktion des Hydridorhodiumkomplexes
mit molekularem Sauerstoff konnten wir Wasserstoffperoxid
nachweisen, dessen Bildung wir wie in Schema 3 angegeben
postulieren.[7] Darüber hinaus wird Wasserstoffperoxid bei
dem anliegenden Potential auch durch direkte kathodische
Sauerstoffreduktion gebildet. Während der enzymatischen
Umsetzungen disproportioniert es bei Zusatz von Catalase in
O2 und H2O.

Schema 3. Postulierter Mechanismus der Reaktion zwischen molekularem
Sauerstoff und dem Hydridorhodiumkomplex.

Bei enzymatischen Umsetzungen ohne externe Sauerstoff-
zufuhr stagniert der Umsatz infolge einer Verarmung des
Mediums an gelöstem Sauerstoff bereits nach kurzer Zeit
(typischerweise bei Produktkonzentrationen zwischen 0.2 und

0.4 mm). Mit erneuter Sauerstoffzufuhr setzt die Produkt-
bildung wieder ein. Dabei werden Produktivitäten von bis zu
1.1 mmol Lÿ1hÿ1 (204 mgLÿ1hÿ1) erreicht. Die vom Mediator
erreichten Wechselzahlen liegen hierbei bei 11 hÿ1.

Wie Vergleichsexperimente unter homogener chemischer
Bildung des Hydridorhodiumkomplexes zeigen, ist die Reak-
tionsgeschwindigkeit nicht durch den heterogenen Ladungs-
transfer an der Kathode limitiert, sondern durch die kom-
petitive Hemmung des Redoxkatalysators aufgrund der Kon-
kurrenzreaktion mit molekularem Sauerstoff. Unter analogen
Umsatzbedingungen werden jeweils ähnliche Umsatzge-
schwindigkeiten erzielt (z. B. 0.673 und 0.668 mmol Lÿ1hÿ1

beim elektrochemischen bzw. chemischen Verfahren, einem
Drucklufteintrag von ca. 8 cm3minÿ1 und einem Gesamtum-
satz von 100 bzw. 95 %).

Die geringe Langzeitstabilität der bisherigen elektroenzy-
matischen Umsetzungen kann auf die Verfahrensweise zu-
rückgeführt werden. Durch den heterogenen Sauerstoffein-
trag wird das Enzym mittelfristig inaktiviert. Darüber hinaus
adsorbiert HbpA an der Elektrode und ist dort lokal hohen
H2O2-Konzentrationen ausgesetzt. So liegen die Halbwerts-
zeiten von gelöster HbpA in Phospatpuffer und unter den
Bedingungen der indirekten chemischen Regenerierung im
Bereich von 30 ± 40 h (je nach Drucklufteintragsgeschwindig-
keit), während unter Elektrolysebedingungen (in Abhängig-
keit von Enzymmenge und Elektrodenmasse) nach etwa 2 h
keine Aktivität mehr nachweisbar ist.

In dem von uns angestrebten kontinuierlichen elektroen-
zymatischen Verfahren wird das Gesamtsystem durch Immo-
bilisierung des Produktionsenzyms in einen elektrochemi-
schen und einen enzymatischen Teil kompartimentiert. Eine
Sauerstoffdosierung unmittelbar vor der enzymatischen Re-
aktion trägt auch der ambivalenten Rolle des molekularen
Sauerstoffs Rechnung, der einerseits Substrat der Monooxy-
genasenreaktion ist und sich andererseits negativ auf die
Regenerierungsreaktion auswirkt. In Vorversuchen konnte
die Produktbildungsdauer unter indirekter elektrochemischer
NADH-Regenerierung auf über 8 Stunden und damit um den
Faktor >2.5 gesteigert werden.

Wir konnten somit erstmalig eine durch eine flavinabhän-
gige Monooxygenase katalysierte Umsetzung unter indirekter
elektrochemischer NADH-Regenerierung durchführen. Die
erreichten Produktivitäten liegen bereits unter nichtoptimier-
ten Umsatzbedingungen mit 204 mgLÿ1hÿ1 bei ca. 50 % der
des bereits optimierten fermentativen (390 mg Lÿ1hÿ1)[8] so-
wie der des In-vitro-Verfahrens unter enzymatischer NADH-
Regenerierung (405 mgLÿ1hÿ1).[4c]

Experimentelles

Die Rhodiumkomplexe wurden nach der Methode von Kölle und Grätzel
hergestellt.[9]

Als Enzymquelle werden Zellen des rekombinanten Bakteriums E. coli
JM101 [pHBP461] verwendet.[8] Aus dem Rohextrakt wird das Enzym
durch Expanded-Bed-Chromatographie aufgereinigt und angereichert.[4c]

Die enzymatische Aktivität wird UV-spektroskopisch anhand der NADH-
Absorptionsbande bei 340 nm bestimmt.[4a]

Cyclovoltammogramme werden mit einem BAS-100B/W-Analyser (Bio-
analytical Systems) in einer ungeteilten Zelle mit einer Glaskohlenstoff-
arbeitselektrode (Æ� 3 mm) und einer Pt-Gegenelektrode aufgenommen.
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Die ungewöhnliche Photochemie von
Dendrimeren mit Anthracen als Kern**
Derong Cao und Herbert Meier*

Monodisperse Dendrimere bilden ein Brückenglied zwi-
schen nieder- und hochmolekularen Verbindungen und zeich-
nen sich daher durch eine Reihe von besonderen Eigen-
schaften aus.[1] Ziel dieser Arbeit war, die Photochemie und
Photophysik von Anthracen als Kern einer dendritischen
Struktur zu studieren. Dazu wurden in 9- und 10-Position von
Anthracen Dendrone vom FreÂchet-Typ[2] fixiert. Die nucleo-
phile Substitution der Halogenatome in 9,10-Bis(chlorme-
thyl)- oder 9,10-Bis(brommethyl)anthracen 2 gelingt mit den
3,5-dialkoxysubstituierten Benzylalkoholen 1 a ± c im alkali-
schen Medium unter Phasentransferbedingungen in Reinaus-
beuten zwischen 66 und 30 % (Schema 1). Mit zunehmendem
Verzweigungsgrad wird die Reaktion weniger ergiebig.[3] Zum
Vergleich mit den Dendrimeren 3 a ± c haben wir die metho-
xysubstituierte Verbindung 3 d analog hergestellt.

Die 1H- und 13C-NMR-Daten der Dendrimere 3 a ± c sind in
Tabelle 1 aufgelistet; sie unterscheiden sich, abgesehen von
denen der Methoxygruppen, wenig von den Werten der
Modellverbindung 3 d. Besonders charakteristisch sind die
chemischen Verschiebungen der Oxymethylengruppen (a bis
e, Schema 1 und Tabelle 1). Für ihre chemischen Verschie-
bungen d(1H) gilt : a> e> d> g> b ; beim d(13C)-Wert dage-
gen ist der der b-OCH2-Gruppe der gröûte und der der a-
OCH2-Gruppe der kleinste: b> e� d� g>a.

Dendrone vom FreÂchet-Typ wurden gewählt, um den
¹Antenneneffektª[4, 5] zu studieren. In erster Näherung kann
man die Elektronenübergänge in den Dendrimeren 3 a ± c in
räumlich getrennten Bereichen lokalisieren: im Anthracen-
kern A, in den mittleren, Alkoxygruppen tragenden Benzol-
ringen Bm und in den peripheren Benzolringen Bp. Die
entsprechenden Anregungsenergien [E(S1)ÿE(S0)] nehmen
von auûen nach innen ab, daher sollte ein effizienter
Singulett-Energietransfer Bp!Bm!A möglich sein. Der
Beweis dieser Hypothese gelang durch Messung der Fluores-
zenzquantenausbeuten FF: Bei der Anregungswellenlänge
l� 260 nm und Raumtemperatur ist in Dichlormethan FF

von 3 a um den Faktor 2.24 und von 3 b sogar um den Faktor
2.57 gröûer als von unsubstituiertem Anthracen.[6] Lösungen,
die sowohl Anthracen als auch den ¹Armª 1 a oder 1 b jeweils
in gleicher Stoffmengenkonzentration enthalten wie die
Messlösungen von 3 a bzw. 3 b, zeigen dagegen keinerlei
Verstärkungseffekt. Ein intermolekularer Energietransfer

Als Referenzelektrode dient eine Ag/AgClges.-Schlauchelektrode (Cypress
Systems). Die elektroenzymatischen Umsetzungen werden in einer ther-
mostatisierten Elektrolysezelle durchgeführt. Als Kathode dient hierbei
eine zylindrische Kohlefilzelektrode (Volumen ca. 27 cm3). Durch Um-
mantelung der Platingegenelektrode mit einem Dialyseschlauch (Aus-
schlussgewicht 10 kDa) werden Bedingungen einer geteilten Zelle erreicht.
Das Kathodenpotential von ÿ750 mV wird gegen eine Ag/AgClges.-
Schlauchelektrode eingestellt. In 100 mL Kaliumphosphatpuffer (50 mm,
pH 7.5) sind das oxidierte Coenzym NAD� (0.2 mm), [Cp*Rh(bpy)Cl]Cl
(0.1 mm), FAD (20 mm), Catalase (250 000 U), HbpA (19 U) sowie
2-Hydroxybiphenyl (2 mm) gelöst. Sauerstoff wird als Druckluft einge-
tragen; dabei wird vor jeder Umsetzung der Drucklufteintrag so eingestellt,
dass die NAD�-Reduktionsgeschwindigkeit maximal wird.

Die Reaktion wird HPLC-chromatographisch (RP-18-Säule, Methanol/
Wasser (0.1 %H3PO4) (60/40)) verfolgt. Es werden keine Nebenprodukte
gefunden. Das Produkt wird nach Sublimation durch NMR sowie MS
identifiziert.
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