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Eines der wesentlichen Ziele der biomimetischen Katalyse ist
die Entwicklung niedermolekularer synthetischer Verbin-
dungen, die die Funktion eines Enzyms als Katalysator
nachahmen k�nnen.[1a] Biomimetische Redoxenzyme sollten
dabei einerseits als Katalysatoren in Wasser fungieren
k�nnen und andererseits Cofaktoren, insbesondere NADH
und NADPH (NAD(P) = Nicotinamidadenindinucleotid-
(phosphat)) oder deren oxidierte Formen NAD+ bzw.
NADP+, als Substrate akzeptieren. Die bislang zumeist mit-
hilfe von Biotransformationen erfolgende In-situ-Regene-
rierung dieser teuren Cofaktoren gilt als Schl�sseltechnik, um
enzymatische Redoxreaktionen in effizienter Weise durch-
f�hren zu k�nnen.[1b] F�r die reduktive Richtung der Cofak-
torregenerierung (zur Regenerierung der reduzierten Formen
NADH und NADPH) wurde von Steckhan et al. mit einem
geeigneten Rhodiumkomplex bereits eine „biomimetische
Formiatdehydrogenase“ zur Regenerierung von NAD(P)H
durch Oxidation von Ameisens�ure zu Kohlendioxid entwi-
ckelt.[2] F�r die oxidative Richtung der Cofaktorregenerie-
rung konnten außer NAD(P)H-Oxidasen[3] als nat�rlichen
Katalysatoren auch chemoenzymatische,[4] elektrochemi-
sche[5] und auch biomimetische[6] Katalysatorsysteme ange-
wendet werden. Allerdings liefern die bislang entwickelten
biomimetischen Katalysatoren als Nebenprodukt das unge-
w�nschte Wasserstoffperoxid anstelle von (vorzugsweise)
Wasser.[6] Bis dato ist nach unserem Kenntnisstand noch kein
biomimetischer Katalysator f�r die Regenerierung von
NAD(P)+ aus NAD(P)H durch Aktivierung und Reduktion
von molekularem Sauerstoff zu Wasser entsprechend der
Wirkungsweise einer NAD(P)H-Oxidase bekannt. Die Wir-

kungsweise einer solchen Wasser produzierenden NAD(P)H-
Oxidase ist in Schema 1 gezeigt. Zudem sind bisher nur
wenige pr�parativ geeignete NAD(P)H-Oxidasen – als ent-
scheidende Hilfsmittel f�r die „oxidative Cofaktorregenerie-

rung“ – bekannt, wobei diese teilweise noch dazu durch ge-
ringe Stabilit�ten unter Prozessbedingungen, unterschiedli-
che Pr�ferenz f�r die beiden Cofaktoren NADH und
NAD(P)H sowie die Generierung des unerw�nschten Ne-
benprodukts Wasserstoffperoxid (statt Wasser) gekennzeich-
net sind.[1b, 3] Auch aus dieser Perspektive w�re die Verf�g-
barkeit von „k�nstlichen“, biomimetischen, Wasser bilden-
den NAD(P)H-Oxidasen w�nschenswert und eine wertvolle
Alternative zu NAD(P)H-Oxidase-Enzymen in der Synthese.

Hier berichten wir �ber die Verwendung eines syntheti-
schen, wasserl�slichen Eisen(III)-porphyrins als „k�nstliche“,
biomimetische, Wasser generierende NAD(P)H-Oxidase;
dieses Metalloporphyrin ist in gleicher Weise wie diese
Enzyme sowohl f�r die In-situ-Regenerierung der beiden
Cofaktoren NAD+ und NADP+ durch Aktivierung und Re-
duktion von molekularem Sauerstoff geeignet als auch kom-
patibel mit verschiedenen pr�parativen enzymatischen
Oxidationsreaktionen. Zudem gelingt damit nach unserem
Kenntnisstand erstmals die Anwendung eines synthetischen
Metalloporphyrins als Katalysator f�r die Aktivierung und
Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser mithilfe
eines nat�rlichen Cofaktors in w�ssriger L�sung. Dar�ber
hinaus steht damit eine neuartige M�glichkeit zur Verf�gung,
enzymatische Oxidationsreaktionen unter In-situ-Regene-
rierung des oxidierten Cofaktors NAD(P)+ mithilfe von
einem nichtenzymatischen, synthetischen Katalysator als
„k�nstlichem Enzymmimetikum“ durchzuf�hren.

Schema 1. Konzept der NAD(P)H-Oxidase-katalysierten oder biomime-
tischen In-situ-Cofaktorregenerierung von NAD(P)+.
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Am Beginn unserer Arbeiten stand die Suche nach einem
niedermolekularen und wasserl�slichen Metallkomplex, der
den nat�rlichen Cofaktor NAD(P)H als Hydriddonor zur
Aktivierung von molekularem Sauerstoff akzeptiert und da-
durch zugleich die Reduktion von Sauerstoff zu Wasser er-
m�glicht, wobei er als Katalysator regeneriert wird. Da die im
aktiven Zentrum der Monooxygenasen integrierte FeIII-Por-
phyrin-Untereinheit in den einleitenden Schritten der Mo-
nohydroxylierung vergleichbare Eigenschaften aufweist
(wobei hier ein Ein-Elektronen-Transfer unter Beteiligung
von einem weiteren Cofaktor stattfindet),[7] konzentrierten
wir uns beim einleitenden Screening auf niedermolekulare
Eisen(III)-Komplexe mit einem wasserl�slichen Porphyrinli-
ganden.[8, 9] Eine Reihe von hoch wasserl�slichen Porphyrinli-
ganden wurde k�rzlich von Jux et al. entwickelt.[10] Die FeIII-
Komplexe 1–3, die auf diesen Porphyrinderivaten mit ent-
weder vierfach/achtfach positiv oder achtfach negativ gela-
denem Substitutionsmuster basieren, wurden spektrophoto-
metrisch auf ihre Eignung als Katalysatoren f�r die Oxidation
des Cofaktors NADH in Gegenwart von molekularem Sau-
erstoff unter Generierung der oxidierten Form NAD+ (und
Wasser oder Wasserstoffperoxid als Koppelprodukt) unter-
sucht. Allerdings erwies sich keiner davon im w�ssrigen Re-
aktionsmedium als geeignet f�r die oxidative Umsetzung des
Cofaktors NADH zu NAD+ (Abbildung 1). Eine m�gliche
Ursache k�nnte darin bestehen, dass der Zugang des eben-
falls geladenen Cofaktors zum Eisenzentrum erschwert ist, da
dieses durch die sterisch anspruchsvollen (geladenen) Sub-
stituenten in den Eisen-Porphyrin-Komplexen 1–3 abge-
schirmt wird.

Als Alternative verwendeten wir daher den strukturell
vereinfachten Eisen(III)-Komplex 4,[11] der das ebenfalls
wasserl�sliche meso-Tetrakis(p-sulfonatophenyl)porphyrin
(TSPP) als Ligand enth�lt. Zun�chst untersuchten wir spek-
trophotometrisch die Eignung dieses Eisen-TSPP-Komplexes
4 als Katalysator f�r die Oxidation des Cofaktors NADH in
Gegenwart von molekularem Sauerstoff unter Bildung der
oxidierten Form NAD+ (und Wasser oder Wasserstoffperoxid
als Koppelprodukt). Hierbei wurde der Cofaktor NADH im
w�ssrigen Reaktionsmedium als Substrat akzeptiert und
durch Oxidation in NAD+ umgewandelt (Abbildung 1). F�r
die auf die Katalysatormenge (in mg) bezogene Aktivit�t von
4 wurde ein Wert von 6.3 Umg�1 ermittelt. Diese „biomime-
tische spezifische Aktivit�t“ liegt damit in einem pr�parativ
interessanten Aktivit�tsbereich. 4 eignet sich auch f�r die
Regenerierung des Cofaktors NADP+ durch Oxidation von
NADPH, wobei hier eine verminderte, aber immer noch
pr�parativ n�tzliche spezifische Aktivit�t von 3.7 Umg�1

(59 % im Vergleich zur Aktivit�t bei Nutzung von NADH)
erhalten wurde. Umgerechnet in die f�r Chemokatalysatoren
gebr�uchlicheren Umsatzfrequenzen (TOFs) werden Werte
von 0.11 bzw. 0.06 s�1 f�r die Oxidation von NADH bzw.
NADPH erhalten. Unseres Wissens ist dies das erste Beispiel
f�r die Eignung eines metallhaltigen Porphyrinkomplexes als
Katalysator zur Oxidation der Cofaktoren NADH sowie
NADPH mit molekularem Sauerstoff in w�ssrigem Reakti-
onsmedium.[12]

Die guten Ergebnisse der Aktivit�tsuntersuchungen des
Eisen-TSPP-Komplexes 4 veranlassten uns, mit 4 eine kata-

lytische biomimetische Cofaktoroxidation zur In-situ-Cofak-
torregenerierung in Kombination mit einer Biotransforma-
tion in w�ssrigem Reaktionsmedium durchzuf�hren. Der
Cofaktor wurde entsprechend in katalytischen Mengen ein-
gesetzt und dadurch die Voraussetzung f�r eine „biomimeti-
sche NAD(P)H-Oxidase“ (entsprechend dem in Schema 1
dargestellten Synthesekonzept) erf�llt. Als gekoppelte Bio-
transformation wurde die enzymatische Oxidation von d-
Glucose (5a) zu d-Gluconolacton (6a) in Gegenwart einer
Glucose-Dehydrogenase ausgew�hlt, bei der die oxidierte
Cofaktorform NAD(P)+ ben�tigt und in die reduzierte Form
umgewandelt wird. Anschließend wird das in situ gebildete d-
Gluconolacton (6a) zur d-Glucons�ure hydrolysiert, die
durch Zugabe von Natronlauge unter Bildung des Natrium-
salzes der d-Glucons�ure[13] (7a) neutralisiert wird, wodurch
der pH-Wert auf pH 7.0 konstant gehalten werden kann.

Abbildung 1. Aktivit�ten der Eisen(III)-porphyrine 1–4 f�r die Oxidati-
on von NAD(P)H; die mit 4 als Katalysator erhaltenen Aktivit�ten von
6.3 und 3.7 U mg�1 entsprechen Umsatzfrequenzen (TOFs) von 0.11
bzw. 0.06 s�1.
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Dieses Syntheseprinzip unter Einsatz des Metalloporphyrins
4 als „biomimetischer NAD(P)H-Oxidase“ ist in Tabelle 1
gezeigt.

In Gegenwart von 2 Mol-% 4 und 2 Mol-% des Cofaktors
NADH konnte der Cofaktor regeneriert und in Gegenwart
einer Glucose-Dehydrogenase aus Bacillus sp. das ge-
w�nschte Natriumsalz der d-Glucons�ure (7a) mit > 95%
(produktbezogenem) Umsatz erhalten werden (Tabelle 1,
Nr. 1). Auch bei Einsatz der oxidierten Cofaktorform NAD+

wurde ein Umsatz von > 95% erzielt (Tabelle 1, Nr. 2),
ebenso wie bei der Verwendung des Cofaktors NADP+ (Ta-
belle 1, Nr. 3). Die Wechselzahlen (TONs) f�r die Versuche
1–3 liegen jeweils im Bereich von 48–50. Anschließend
wurden noch weitere Biotransformationen unter Verwen-
dung anderer Monosaccharide durchgef�hrt, um die Eignung
der entwickelten Methode zur In-situ-Cofaktorregenerierung
von NAD(P)+ auch f�r diese Reaktionen zu untersuchen.
Tats�chlich gelang ganz analog die Herstellung von d-Man-
nons�ure (7b) sowie d-Xylons�ure (7c) mit guten bzw. ex-
zellenten (produktbezogenen) Ums�tzen von 73 bzw. > 95 %,
entsprechend TON-Werten von 37 bzw. 48–50 (Tabelle 1, Nr.
4 bzw. 5).

Die Notwendigkeit, dass alle beteiligten Komponenten
(molekularer Sauerstoff, Glucose-Dehydrogenase und 4) f�r
den Katalyseprozess vorliegen m�ssen, wurde zus�tzlich
durch negativ verlaufende Kontrollversuche best�tigt, bei
denen jeweils eine dieser Komponenten fehlte.[14] Eine in-
teressante Frage ist die nach der Art des Koppelprodukts, das
bei der Reduktion von molekularem Sauerstoff gebildet wird.
Bei der fr�heren biomimetischen Synthese[6] wie auch teil-
weise beim Einsatz von NAD(P)H-Oxidasen entsteht als
Koppelprodukt das nachteilige Wasserstoffperoxid, das zur

Desaktivierung von beteiligten Enzymen und Cofaktoren
f�hrt. Dementsprechend erfordern solche Reaktionen den
Einsatz von Katalase zur Zersetzung von Wasserstoffper-
oxid.[6] Eine solche Entstehung von Wasserstoffperoxid als
Koppelprodukt w�re grunds�tzlich auch bei unseren Reak-
tionen denkbar – da allerdings sowohl Testreaktionen auf
Wasserstoffperoxid negativ ausfielen (siehe Hintergrundin-
formationen) als auch f�r das Gelingen der Biotransforma-
tionen kein Einsatz von Katalase erforderlich ist, kann man
davon ausgehen, dass bei unserem Synthesekonzept ein Vier-
Elektronen-Transfer auf molekularen Sauerstoff stattfindet,
wobei das vorteilhafte Koppelprodukt Wasser entsteht.

Das als biomimetische NADH-Oxidase identifizierte
Metalloporphyrin 4 erwies sich dar�ber hinaus auch als ge-
eignet f�r die Cofaktorregenerierung bei anderen Oxida-
tionsreaktionen. Dies sei am Beispiel der oxidativen, Alko-
hol-Dehydrogenase-katalysierten Modellumsetzung von Cy-
clooctanol (8) zum Keton verdeutlicht (Schema 2).[15] In Ge-

genwart eines solchen Enzyms wird ausgehend von 8 unter
Einsatz von 2 Mol-% des Katalysators 4 und 2 Mol-% des
Cofaktors NAD+ ein exzellenter Umsatz von > 95% f�r die
Oxidation zu Cyclooctanon (9) erzielt, das letztlich nach
einfacher Isolierung durch Extraktion in 93 % Ausbeute er-
halten wird.

Der Katalysemechanismus des Eisen(III)-porphyrins 4
wird wie folgt vorgeschlagen (Schema 3): Ausgehend von 4
und der reduzierten Cofaktorform NAD(P)H bildet sich zu-

Tabelle 1: Eisen(III)-porphyrin-katalysierte In-situ-Cofaktorregenerierung
bei der enzymatischen Oxidation von Monosacchariden 5.

Nr.[a] Substrat R1 R2 R3 Cofaktor t
[h]

Umsatz
[%][b]

1 d-Glucose
(5a)

OH H CH2OH NADH 24 >95

2 d-Glucose
(5a)

OH H CH2OH NAD+ 24 >95

3 d-Glucose
(5a)

OH H CH2OH NADP+ 24 >95

4 d-Mannose
(5b)

H OH CH2OH NADP+ 113 73

5 d-Xylose (5c) OH H H NADP+ 66 >95

[a] Versuchsvorschrift siehe Hintergrundinformationen. [b] Der Umsatz
ist bezogen auf die Bildung von 7 (produktbezogener Umsatz), wobei
keine Bildung von Nebenprodukten bei der enzymatischen Oxidation
von 5 beobachtet wird und die Hydrolyse von 6 zu 7 quantitativ verl�uft.

Schema 2. Eisen(III)-porphyrin-katalysierte In-situ-Cofaktorregenerie-
rung bei der enzymatischen Oxidation von Cyclooctanol (8).

Schema 3. Postulierter Reaktionsmechanismus der Eisen(III)-porphy-
rin-katalysierten In-situ-Cofaktorregenerierung von NAD(P)+.
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n�chst ein Eisen(III)-Hydrid-Komplex 10,[16] der anschlie-
ßend unter Koordination und Reduktion von molekularem
Sauerstoff in den Eisen-Hydroperoxo-Komplex 12 �berf�hrt
wird. Dieser Schritt k�nnte �ber eine homolytische Fe-H-
Bindungsspaltung unter Bildung eines Komplexes 11, beste-
hend aus einer Eisen(II)-Spezies und einem Hydroperoxyl-
radikal, verlaufen. 12 wird nach Protonierung und Abspal-
tung von Wasser (analog dem Mechanismus der P450-Mo-
nooxygenasen) in eine Eisen(IV)-Oxo-Spezies 14 �ber-
f�hrt.[17] Der abschließende Schritt besteht in der Regene-
rierung des Eisen(III)-porphyrins 4 unter gleichzeitiger
Bildung von Wasser als Koppelprodukt.

Zusammenfassend ist es uns mit dem Komplex 4 erstmals
gelungen, ein synthetisches Metalloporphyrin als Katalysator
f�r die Aktivierung und Reduktion von molekularem Sauer-
stoff zu Wasser mithilfe des nat�rlichen Cofaktors NAD(P)H
in w�ssriger L�sung zu verwenden. Dar�ber hinaus erwies
sich das synthetische, wasserl�sliche Eisen(III)-porphyrin 4
als „k�nstliche“, biomimetische NAD(P)H-Oxidase, die
kompatibel mit verschiedenen pr�parativen enzymatischen
Oxidationsreaktionen ist. Damit steht nunmehr eine neuar-
tige M�glichkeit zur Verf�gung, in pr�parativen enzymati-
schen Oxidationsreaktionen die In-situ-Regenerierung des
oxidierten Cofaktors NAD(P)+ ausschließlich mithilfe von
nichtenzymatischen, synthetischen Katalysatoren durchzu-
f�hren. Aufgrund der katalytischen Effizienz und einfachen
Verf�gbarkeit von 4 kann diese biomimetische Regenerie-
rung der Cofaktoren NAD+ und NADP+ in Wasser dar�ber
hinaus als Alternative zu enzymatischen Cofaktorregenerie-
rungen mit NAD(P)H-Oxidasen angesehen werden.

Eingegangen am 5. Juli 2010,
ver�nderte Fassung am 1. Oktober 2010
Online ver�ffentlicht am 8. Februar 2011
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