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Abstract: Fîr die Nachahmung des natîrlichen Prozesses der
durch Nukleophile aktivierten Formaldehyddehydrierung
haben sich luftstabile Rutheniumkomplexe als exzellente Ka-
talysatoren hervorgetan, welche bereits bei Beladungen von
0.5 Mol-% sowohl die Dehydrierung von Formaldehydhydrat
als auch die Transferhydrierung auf unges�ttigte organische
Substrate effizient unterhalten. Durch die Verknîpfung der
chemischen Wasserstofffixierung mit einer oxidasevermittelten
Methanolaktivierung gelang der Aufbau eines kînstlichen
methylotrophen In-vitro-Stoffwechsels, bei dem die aus Me-
thanol gewonnen Reduktions�quivalente fîr synthetische
Prozesse genutzt werden kçnnen. Darîber hinaus wurde auf
Grundlage dieses enzymgekoppelten Dehydriersystems erst-
malig w�ssrige Methanollçsung bei Raumtemperatur im Sinne
einer Reformierung zu Wasserstoffgas zersetzt.

Vor dem Hintergrund der anthropogenen Klimaerw�rmung
und der zunehmenden Verknappung çkologisch und çkono-
misch tragbarer, fossiler Rohstoffquellen haben in den ver-
gangenen Jahren C1-Molekîle als hoch attraktive, erneuer-
bare Wasserstofftr�gersysteme allgemeines Interesse ge-
weckt.[1–11] Aufgrund von Schwierigkeiten bei der selektiven
Aktivierung von Methan bei niedrigen Temperaturen und der
eher mageren Energieausbeute bei Verwendung von Amei-
sens�ure wird Methanol derzeit als vielversprechendstes C1-
Speichermolekîl diskutiert.[12] Auf dem Weg zu einer koh-
lenstoffneutralen Methanolwirtschaft hat angesichts eines
hohen Wasserstoffgehalts (12.5 Gew.-%) und der offensicht-
lichen Vorteile eines flîssigen Kraftstoffs die Entwicklung

katalytischer Methoden zur Methanoldehydrierung als auch
zur Hydrierung von CO2 jîngst zunehmend an Fahrt gewon-
nen.[13] Trotz erfolgreicher Beispiele zur Umsetzung von
Methanol zu Wasserstoff erscheinen aber insbesondere in
Bezug auf diesen Prozess weiterfîhrende Untersuchungen
von Nçten zu sein. Nachfolgend pr�sentieren wir einen kon-
zeptionell neuartigen Ansatz fîr die Wasserstoffproduktion
aus w�ssrigen Methanollçsungen auf Grundlage eines multi-
katalytischen Ansatzes, welcher sich erstmalig auch die Vor-
teile der enzymatischen Katalyse zu Nutze macht.[14] Das
Zusammenspiel eines Biokatalysators zur Methanolaktivie-
rung und eines Metallkatalysators zu Wasserstofffreisetzung
erçffnet neue Mçglichkeiten auf dem Weg zur Wasserstoff-
produktion bei moderater Temperatur oder aber auch zum
Aufbau enzymgetriebener Brennstoffzellen.

Im Gegensatz zu der noch sehr jungen Geschichte der Ex-
vivo-Ans�tze zur Nutzung von C1-Kçrpern hat die Evolution
îber Millionen von Jahren Lçsungen hervorgebracht, die es
Organismen erlaubt, Methanol oder Methan bei Raumtem-
peratur zu aktivieren.[15,16] Interessanterweise spielt im Ge-
gensatz zu der chemischen Zielsetzung, bei welcher die voll-
st�ndige Dehydrierung unter Freisetzung von drei øquiva-
lenten H2 angestrebt wird, bei aeroben methylotrophen
Hefen und Bakterien vor allem Formaldehyd eine zentrale
Rolle in deren Stoffwechsel. Das durch formale Oxygenie-
rung von Methanol mittels Oxidasen und Katalasen bereit-
gestellte Formaldehydhydrat dient sowohl als Quelle fîr
Reduktions�quivalente wie NAD(P)H als auch als eigentli-
cher Ausgangsstoff fîr die Kohlenhydratsynthese.[17] Die
Dehydrierung verl�uft im Allgemeinen îber die nukleophile
Aktivierung von Formaldehyd durch Kofaktoren wie Pterine
(z. B. Tetrahydrofols�ure) oder Mercaptame (z. B. Glutathion
(GSH)).[18] Insbesondere die GSH-abh�ngige Formaldehyd-
dehydrierung stellt ein konserviertes Motiv dar, welches auch
in hçheren Eukaryoten zu finden ist und dort eine wichtige
Rolle in Entgiftungsprozessen spielt.[19,20] Hierbei bildet GSH
mit Formaldehyd reversibel S-(Hydroxymethyl)gluta-
thion.[21, 22] Der Bindung des Hemithioacetal-GSH-Konjugats
an die Zink-abh�ngige Dehydrogenase schließt sich eine
Meerwein-Ponndorf-Verley-artige Transferhydrierung an, bei
welcher NADH und S-Formylglutathion gebildet werden
(Schema 1a). Letzteres setzt anschließend Ameisens�ure frei,
welche als zweites Reduktions�quivalent zur Verfîgung
steht.[23, 24] W�hrend biologische Formaldehyd-Transferhy-
drierungen komplexe Cofaktoren bençtigen, um NAD(P)+ zu
reduzieren, sind in abiotischen Ans�tzen deutlich einfachere
Systeme denkbar, welche sehr einfache Nukleophile wie z. B.
Wasser in der Formaldehyd-Aktivierung nutzen. In w�ssriger
Lçsung liegt Formaldehyd mit einer Gleichgewichtskonstan-
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ten von K = 2 × 103 fast vollst�ndig hydratisiert vor.[25] Durch
die Entwicklung von geeigneten, luft- und wasservertr�gli-
chen �bergangsmetallkomplexen sollte dieses hochenergeti-
sche, bislang jedoch kaum beachtete Molekîl zu einem
wichtigen Vertreter aus der Familie der kleinen organischen
Wasserstoff�quivalente werden kçnnen. Jîngst haben wir
gezeigt, dass Methandiol (Formalin) in der Tat als hochpo-
tente H2-Quelle dienen kann. So liefert die Dehydrierung in
Anwesenheit von [{Ru(p-Cymol)Cl2}2] (1) als Pr�katalysator
zwei øquivalente Wasserstoff sowie ein øquivalent CO2

(Schema 1b).[25] In diesem von der Natur inspirierten Ansatz
ermçglicht Formaldehyd die Wasserspaltung îber das Inter-
mediat Methandiol, bei dem der gewonnene Wasserstoff
sowohl aus H2O als auch aus H2CO stammt. Ein großer
Vorteil von Formalin im Vergleich zu Ameisens�ure und
Isopropylalkohol ist der hçhere Wasserstoffgehalt von
8.4 Gew.-% gegenîber 4.4 Gew.-% (HCOOH) bzw. 3.3 Gew.-
% (iPrOH) aufgrund der Mçglichkeit, zwei øquivalente
Wasserstoff aus einem C1-Molekîl abzuspalten.

In Analogie zum natîrlichen Vorbild, in dem durch
Formaldehyd gebildetes NAD(P)H als vielf�ltiges Redukti-
onsmittel im Stoffwechsel dient, vermuteten wir, dass in
Anwesenheit eines geeigneten organischen Akzeptors ein
direkter oder indirekter Wasserstofftransfer mçglich sein
sollte. In unseren vorangegangenen mechanistischen Unter-
suchungen zur Zusammensetzung von Gas- und Flîssigphase
in der Ruthenium-vermittelten Formalinreformierung konnte
gezeigt werden, dass [{Ru(p-Cymol)Cl2}2] (1) in Anwesenheit
von Formalin oder Ameisens�ure rasch zu [(Ru(p-Cymol))2-
m-H(m-HCO2)m-Cl]Cl (2-Cl) reagiert. Beide Komplexe weisen
Aktivit�t in der dehydrierenden Zersetzung von Methandiol
zu H2 und CO2 auf, wobei 2-Cl sehr wahrscheinlich eine
Schlîsselrolle im Katalysezyklus der (De)hydrierung ein-
nimmt.[25] In unseren Studien zur Methandiolzersetzung mit
den Komplexen 1 und 2-X (X = Cl oder BF4) fanden wir
heraus, dass dieser Ansatz auf eine Vielzahl von Transferhy-
drierungen anwendbar ist. In Anlehnung an unser Protokoll
zur Wasserstoffgenerierung ausgehend von Methandiol kann
mit demselben Katalysator aus Formalin gewonnener Was-
serstoff reibungslos auf z. B. Acetophenon îbertragen
werden. Besonders hervorzuheben ist die Tatsache dass 1-

Phenylethanol hierbei schon bei Raumtemperatur sowohl in
konzentrierten als auch in verdînnten Formalin-Lçsungen
gebildet wird (Hintergrundinformationen, Tabelle S1). Um
die zugrundeliegenden Prozesse aufzukl�ren, wurden kineti-
sche Studien zu den Dehydrier- und Hydrierschritten ge-
trennt voneinander in seperaten Reaktionsgef�ßen durchge-
fîhrt (Abbildung 1a). Unter der Annahme, dass die Zerset-
zung anfangs bei Normaldruck abl�uft, wurde die H2-Bildung
durch Messungen des Gasflusses in Abwesenheit eines Ak-
zeptors bestimmt, wobei Dehydriergeschwindigkeiten mit
einer Wechselzahl von 31.5 min¢1 ermittelt wurden. Zus�tz-
lich wurden Reaktionsgeschwindigkeiten fîr die Hydrierung
bestimmt, indem Acetophenon bei 12 bar H2 (angelehnt an
den Partialdruck in gekoppelten Experimenten) in Abwe-
senheit von Formalin hydriert wurde. Die niedrigere Wech-
selzahl von 2.6 min¢1 fîr diesen Prozess spiegelt sich auch
sehr gut im Druckprofil der Transferhydrierungen wider.
(Abbildung 1b). Sowohl mit dem neutralen Komplex 1 als
auch mit der kationischen Spezies 2-BF4 wurde durch die
schnelle Zersetzung von Formalin zu CO2 und H2 ein steiler
Druckanstieg auf 20 bar beobachtet. Von diesem Punkt an
sinkt der Druck in einer seichten Kurve, bis nach 18 h ein
Plateau bei 17 bar erreicht ist. Diese Ergebnisse deuten

Schema 1. Nukleophil-aktivierte Formaldehyddehydrierung: a) natírli-
che methylotrophe NADH-Produktion und b) abiotische Ruthenium-
katalysierte H2-Generierung aus tetraedrischen Formaldehydkonjuga-
ten.[25]

Abbildung 1. Gasphasen-Analytik: a) entkoppelte Kinetiken von Was-
serstoffbildung und -verbrauch in Anwesenheit von Pr�katalysator
1 und b) Druckkurvenprofile von Transferhydrierungen von Acetophe-
non durch 1 bzw. 2.
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darauf hin, dass es sich bei der Dehydrierung und der Hy-
drierung eher um zwei unabh�ngige Vorg�nge handelt als
denn um eine Noyori-artige direkte Transferhydrierung.[26]

Der konstante Druckanstieg durch die CO2- und H2-Bildung
selbst bei Raumtemperatur unterstreicht deutlich das große
Potential dieses einfachen katalytischen Systems, insbeson-
dere fîr dehydrierende Prozesse im Zusammenhang mit C1-
zu-H2-Reformierungen.

Obwohl die homogen katalysierte, direkte Methanolre-
formierung nicht mehr g�nzlich unerreichbar scheint, haben
aktuelle Systeme immer noch mit operativen Problemen wie
îberm�ßiger Basenbeladung oder hohen Temperaturen zu
k�mpfen.[6–9] Die Natur andererseits lehrt uns nicht nur,
Hîrden und Probleme in der C1-Dehydrierung unter phy-
siologischen Bedingungen zu umgehen; dank der enormen
Fortschritten auf dem Gebiet der Biotechnologie werden
natîrliche Werkzeuge in zunehmendem Maße zug�nglich und
erweitern somit auch das Repertoire des Chemikers.[27,28]

Angesichts der fehlenden Reaktivit�t von 1 und 2 gegenîber
Methanol bei Raumtemperatur erschien es uns reizvoll, die
Mçglichkeit eines chemoenzymatischen Ansatzes zu unter-
suchen, bei welchem eine biokatalytische Methanolaktivie-
rung mit der anschließenden metallkatalysierten Methan-
diolzersetzung kombiniert werden sollte. Hierbei wîrden
Alkohol-Oxidasen aus methylotrophen Organismen fîr die
nçtige Aktivit�t sorgen und in Kombination mit einer Kata-
lase so unter Verbrauch eines Sauerstoffatoms aus der Luft
Methanol direkt zu Formaldehydhydrat umsetzen. Nach der
erfolgreichen Methandiolsynthese stînden vier Wasserstoff-
atome zur Verfîgung, um a) in Transferhydrierungen auf or-
ganische Substrate îbertragen zu werden, wodurch ein
kînstlicher Methanolstoffwechsel entstînde, oder b) in einer
akzeptorfreien Dehydrierung H2 zu generieren, was formal
einer Methanolreformierung auf Basis einer Enzym-Metall-
gekoppelten Kaskade entspr�che (Schema 2).[29]

Um effektive Biokatalysatoren fîr die Aktivierung von
Methanol zu identifizieren, wurden vier kommerziell erh�lt-
liche Oxidasen mit Blick auf ihre Aktivit�t in der Methan-
diolsynthese evaluiert. Mit dem Ziel, einen praktikablen
Gesamtprozess zu entwerfen, wurde eine hohe Methanol-
konzentration als kritischer Parameter gew�hlt, um die
Leistungsf�higkeit der Enzyme zu validieren (Abbildung 2).
Die beiden getesteten Zucker-Oxidasen entpuppten sich als
ungeeignet, wobei Galactose-Oxidase (Dactylium dentroides)
nur eine marginale Aktivit�t von vmax = 2.3 nmolmin¢1 mg¢1

zeigte, w�hrend sich Glucose-Oxidase (Aspergillus niger) als

g�nzlich inaktiv erwies. Oxidasen mit kurzkettigen Alkoholen
als native Substrate hingegen setzten Methanol mit um Grç-
ßenordnungen hçherer Geschwindigkeit um.[30] Die gute
Aktivit�t der Oxidase von Candida boidinii (vmax = 1.7 mmol
min¢1 mg¢1) wurde zwar durch jene von Pichia pastoris mit
29.1 mmolmin¢1 mg¢1 deutlich îberboten, jedoch zeigte sich,
dass in pr�parativen Maßst�ben und in Verbindung mit der
Katalase aus Corynebacterium glutamicum (zur Dispropor-
tionierung des entstandenen Wasserstoffperoxids) das Enzym
von Candida boidinii wesentlich robuster und zuverl�ssiger
ist. So wurden mit C. boidinii-Oxidase nach 24 h ein Me-
thandiolgehalt von 0.53m (� 0.04m) erreicht, w�hrend mit
Oxidase von der P. pastoris der Umsatz bei einer Konzen-
tration von 0.08m stagnierte.

Erfreulicherweise konnte das biokatalytisch generierte
Formalin ebenfalls als Reduktionsmittel in Ruthenium-kata-
lysierten Transferhydrierungen von Acetophenon genutzt
werden. Die Verwendung von nicht weiter behandelten en-
zymhaltigen Reaktionslçsungen fîhrte jedoch zu niedrigen
Ums�tzen (18% nach 48 h) durch die Katalysatordesakti-
vierung in Anwesenheit der Proteine bei hçheren Tempera-
turen (95 88C). W�hrend die Entwicklung von robusteren
(De)hydrierkatalysatoren langfristig zwar unverzichtbar ist,
erlaubt das mechanische Abtrennen der Proteine schon jetzt
die Herstellung von katalysatorfreundlicherem, biogenem
Methandiol. Durch Inkubieren des zuvor identifizierten bio-
katalytischen Cocktails gefolgt von einer Ultrafiltration
(MWCO = 10 kDa) wurde eine einfach zu verarbeitende, mit
Formaldehyd angereicherte Lçsung erhalten. Der anschlie-
ßende Wasserstofftransfer durch das Rutheniumdimer
1 (5 Mol-%) bei 95 88C war hierbei nicht nur im Falle des
Acetophenons erfolgreich (72 % Umsatz); auch in der Hy-
drierung von Cycloocten wurde quantitativer Umsatz er-
reicht. (Hintergrundinformationen, Schema S1).

Zum gegenw�rtigen Zeitpunkt liegt die schwerwiegendste
Limitierung der bioinduzierten Transferhydrierung ohne
Zweifel in der relativ schlechten Hydrierleistung des Pr�ka-
talysators 1 und den damit verbundenen hohen Reaktions-
temperaturen. Wir mutmaßten, dass die akzeptorlose Dehy-

Schema 2. Chemoenzymatische Interpretation des Methanolstoffwech-
sels methylotropher Mikroorganismen.

Abbildung 2. Aktivit�tstest kommerziell erh�ltlicher Oxidasen unter
Substratstress-Bedingungen: Anfangsgeschwindigkeiten des Methanol-
Umsatzes bei hohen Konzentrationen (2.0m MeOH) wurden photo-
spektrometrisch mittels Meerrettich-Peroxidase/ABTS als Reportersys-
tem bestimmt. ABTS=2,2’-Azino-bis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfons�u-
re).
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drierung selbst bei niedrigerem Energieeintrag leichter von-
statten gehen sollte und damit ein Weg fîr eine Art kataly-
tische Methanolreformierung bei Raumtemperatur ermçg-
licht wîrde. In einem ersten Experiment, bei dem eine nicht
zuvor inkubierte Methanollçsung mit Komplex 1 (5 Mol-%)
fîr 24 h bei 25 88C in einem Autoklaven gerîhrt wurde, konnte
keine Ver�nderung bezîglich Gaszusammensetzung oder
Druck wahrgenommen werden (Abbildung 3a). Im Gegen-
satz dazu wurde bei Verwendung einer mit dem Oxidase/

Katalase-System vorbehandelten Methanollçsung eine so-
fortige Gasentwicklung und ein stetiger Druckanstieg beob-
achtet. Die Analyse der Gasphase mittels Headspace-GC-
WLD best�tigte die Erzeugung von Wasserstoff in erhebli-
chen Mengen (Abbildung 3b). Erfreulicher noch erschien der
Fakt, dass nicht nur die Zersetzung von membranfiltriertem
Formalin eine wasserstoffangereicherte Gasphase erzeugte
(15.3 mmolmL¢1 H2), sondern auch die Behandlung von un-
filtrierten, enzymhaltigen Lçsungen mit Pr�katalysator 1 zu
einer effizienten Dehydrierung fîhrte (8.7 mmolmL¢1 H2)
(Abbildung 3c). Bemerkenswerterweise wurde H2 selbst
durch Konkubation der Methanollçsung mit Oxidase, Kata-
lase und [{Ru(p-Cymol)Cl2}2] in deutlich messbaren Mengen
generiert (3.2 mmolmL¢1 H2), was unzweifelhaft beweist, dass
eine chemoenzymatische Methanolreformierung bei Raum-
temperatur grunds�tzlich auch im Eintopfverfahren mçglich
ist. Die zeitaufgelçste Analyse der Gaszusammensetzung in
einem geschlossenen Gef�ß zeigte, wie fîr die oxidasekata-
lysierte Methanoloxygenierung erwartet, den schnellen Ver-
brauch des vorhandenen Sauerstoffs. Eine leicht verminderte
Umsatzrate wurde in der metallvermittelten Wasserstofffrei-
setzung verzeichnet, und auch selbst wenn das Katalysator-
system mit einer Lebenszeit von îber 24 h eine gewisse Ro-
bustheit bewies (Abbildung 3c), stehen inhibierende Effekte
vollst�ndigen Ums�tzen momentan noch im Weg (siehe auch
Hintergrundinformationen, Abbildung S16). Um die offen-
sichtlichen Kompatibilt�tsprobleme zu îberwinden, sollen in
zukînftigen Studien sowohl moderne Immobilisierungsme-
thoden als auch Protein-Hybrid-Techniken genutzt und so die
Effizienz dieses Enzym-Metall-gekoppelten Systems weiter
verbessert werden.[31, 32]

Durch die Kombination von Enzym- und Metallkatalyse
waren wir in der Lage, ein erstes effektives System zur Me-
thanoldehydrierung in w�ssriger Lçsung bei Raumtempera-
tur zu gestalten. Die Identifizierung von geeigneten Bioka-
talysatoren zur Methanolaktivierung im Zusammenspiel mit
einem neuen, bioinspirierten Protokoll zur Ruthenium-ver-
mittelten Dehydrierung des in situ gebildeten Methandiols
waren dabei der Schlîssel, die bei rein metallkatalysierten
Ans�tzen bençtigten hçheren Reaktionstemperaturen zu
îberwinden. Diese konzeptionelle Machbarkeitsstudie wird
als Grundlage fîr die weitere Entwicklung von effizienteren
chemoenzymatischen Systemen zur H2-Erzeugung dienen,
bei denen auch andere Formen der Kopplung von Metall- und
Biokatalysatoren angestrebt werden, um den aktuellen Li-
mitierungen zu begegnen.

Stichwçrter: Bioinspirierte Reaktionen · Biokatalyse ·
Chemoenzymatische Reaktionen · Ruthenium · Wasserstoff
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