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1.1 Chirale Alkohole als wertvolle Synthesebausteine

Chirale Alkohole sind Verbindungen, bei denen eine Hydroxylgruppe an ein Kohlenstoffatom mit vier
verschiedenen Substituenten gebunden ist. Dieser Kohlenstoff stellt ein Stereozentrum dar, das heiBt
die Substituenten kénnen auf zwei zueinander spiegelbildliche Weisen angeordnet sein. Diese
spiegelbildlichen Molekile, die sich bis auf die optische Drehung in allen physikalischen
Eigenschaften gleichen, nennt man Enantiomere einer Substanz (siehe Abbildung 1).

Chirale Alkohole stellen zentrale Grundbausteine fur die synthetische organische Chemie dar, weil sie
als Strukturelement in einer Vielzahl von pharmazeutisch oder agrochemisch wichtigen Verbindungen
vorkommen (Ager 1999; Daussmann 2006; Hummel und Kula 1989; Rosen und Daussmann 2004).
Dartiber hinaus kénnen sie leicht in andere chirale Substanzen U(berfihrt werden. Durch die
unterschiedliche Wechselwirkung mit chiralen Komponenten in Lebewesen, etwa den Geruchsnerven,
bewirken die Enantiomere in vielen Fallen verschiedene sensorische, pharmakologische oder
toxikologische Effekte (Ariens 1986). Deshalb besteht ein groBes Interesse daran, diese Enantiomere

einzeln handhaben zu kénnen.

Es existieren unterschiedliche Methoden und Reaktionen, um die enantiomerenreinen Verbindungen
zu isolieren oder zu synthetisieren. Diese sollen im Folgenden kurz beschrieben werden.

Limonen

Orangenduft

HO.
]/\
Propranolol

Zitronenduft

/\*EOH
SOBT

.
[ N

f3-Blocker : : keine Wirkung
SH o HS
NCOZH bl HOQC% Penicillamin
NH; P NH,
antiarthritisch > toxisch

Spiegelachse

Abbildung 1: Enantiomere chiraler Substanzen mit unterschiedlichen physiologischen Wirkungen;

* bezeichnet das Stereozentrum
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1.2 Klassische chemische Methoden

1.2.1 Racematspaltung und Chromatographie

Bei der Racematspaltung wird das racemische Gemisch in die beiden Enantiomere aufgetrennt.
Seinen Ursprung hat die Racematspaltung 1844 in der Enantiomerentrennung der Natrium-
Ammoniumsalze von Traubensdure durch Pasteur, der beobachtete, dass sich unter bestimmten
Bedingungen enantiomerenreine Kristalle bildeten, die manuell voneinander getrennt werden konnten
und optische Aktivitat zeigten (Coquerel 2007; Wang und Chen 2008).

Heutzutage werden die Enantiomere bevorzugt zu Diastereomeren derivatisiert. Diese Diastereomere
zeigen immer noch verschiedene Konfigurationen, verhalten sich aber nicht mehr wie Objekt und
Spiegelbild, was eine Differenzierung ihrer physikalischen Eigenschaften bewirkt. Dies kann dazu
genutzt werden, die derivatisierten Enantiomere leichter selektiv auszukristallisieren oder das
Gemisch chromatographisch aufzutrennen. Eine Vielzahl an Derivatisierungsreagenzien ist entwickelt
worden, die den Einsatz von Gaschromatographie oder Flissigkeitschromatographie ermdglichen
(siehe Abbildung 2).

Durch die Entwicklung chiraler Saulen ist es aber auch mdglich, das Racemat ohne vorherige
Derivatisierung aufzutrennen. Als chirale Saulenreagenzien werden beispielsweise modifizierte
Cyclodextrine verwendet (zum Beispiel Lipodex™). Die Auftrennung erfolgt hier Gber die
verschiedenen Wechselwirkungen der chiralen Substanzen mit den chiralen Strukturen auf der
Séaulenoberflache.

on'

T

HaCQO

cocl E>< ; “,0
a) N COClI o] B »
OR
Y COCI CF3 /Eo
PN FsC R0
R0 ©,
&0 oR? %on'

H on
b
) H CH a~Cyclodextrin = Cyclohexaamylose

OCN s OR’, OR® und OR* = OH
HaN OH Lipodex™
OR’ und OR® = O-Pentyl
Helmchen Pirkle OR’ = O-Pentyl oder O-Acyl

Abbildung 2: chirale Derivatisierungsreagenzien fiir a) Gaschromatographie und b) Fliissigchromatographie;
modifizierte Cyclodextrine fiir chirale GC-Saulen (nach (Carell 2008))
Die selektive chemische Reaktion eines Enantiomers mit einem chiralen Reagenz wird kinetische
Racematspaltung genannt. Dabei macht man sich die unterschiedlichen Reaktionsgeschwindigkeiten
der beiden Enantiomere mit dem chiralen Reaktionspartner zunutze, wodurch ein Enantiomer
unverandert zurlickbleibt, wahrend das andere in eine neue chirale Verbindung Gberfihrt wird und

leicht abgetrennt werden kann. Diese Methode kann sowohl durch den stdchiometrischen Einsatz
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eines chiralen Reagenzes erfolgen, als auch durch die Verwendung eines Katalysators. Besonders
bewahrt haben sich in diesem Zusammenhang Enzyme, die durch ihre hervorragende Selektivitat
hohe Enantiomereniiberschiisse ermdglichen (siehe 1.3). Ein Nachteil dieser Methode ist die
Tatsache, dass nur ein Enantiomer gewonnen wird, wahrend das andere durch einen weiteren
Reaktionsschritt wiedergewonnen werden muss. Gelingt die fortwdhrende Racemisierung des
ungewlinschten Enantiomers, wéhrend das andere kontinuierlich abreagiert, so ist die vollstdndige
Umwandlung in ein Enatiomer mdglich. Diesen Fall nennt man dynamische kinetische
Racematspaltung.

1.2.2 Chiral Pool und chirale Auxiliare

In der Natur kommt eine Vielzahl von chiralen Substanzen in groBen Mengen vor, etwa
Kohlenhydrate, Aminosduren oder Terpene. Da oft nur ein Enantiomer biologisch produziert wird,
etwa die in der Natur fast ausschlieBlich vorkommenden L-Formen der Aminosauren, kénnen viele
chirale Substanzen kostenglinstig als enantiomerenreine Produkte aus Naturstoffen gewonnen
werden ("chiral pool")(Blaser 1992). Diese Tatsache bedeutet aber auf der anderen Seite auch, dass

oft nur ein Enantiomer zuganglich ist.

In vielen Fallen werden diese Substanzen direkt zur Synthese chiraler Bausteine genutzt. Als Beispiel
kann hier die Synthese eines chiralen Tetraols aus kostenginstigem Mannit genannt werden
(Atkinson 1995). Durch selektives Einfiihren von Schutzgruppen an den &uBeren vier Hydroxygruppen
kann das entstandene Diacetonid durch Eliminierung des Mesylats in das entsprechende Alken
Uberfihrt werden. AnschlieBende Hydrierung und Entschiitzung ergibt das chirale Tetraol (Boz6 et al.
1999; Holz et al. 1999; Holz et al. 2001; Marzi und Misiti 1989)

OH OH OH o—/
1. MeSO,Cl, pyr. 1. Pd/C
2. Eliminierung /\O 2. HOAc, H,O OH
—_— O —_— HO
\)\/\(\O \/k/\‘/\OH
o~/ OH

Abbildung 3: chirale Bausteine aus dem chiral pool, Synthese eines Tetraols aus Mannit

Zusatzlich zu der direkten Verwendung der Naturstoffe als Reaktionsedukte liegt es aber auch nahe,
diese Verfugbarkeit an chiraler Information fiir stereoselektive Synthesen zu nutzen, in dem durch die
Anwesenheit von chiralen Substanzen diese Information auf das Produkt Gbertragen wird (Job et al.
2002). Man spricht hier von chiralen Auxiliaren. Ein prominentes Beispiel zur stereoselektiven
Alkylierung ist SAMP ((S)-(-)-1-Amino-2-Methoxymethylpyrrolidin), das 1976 von Enders an der




1 Einleitung

RWTH Aachen entwickelt wurde und sich von (L)-Prolin ableitet (Eichenauer et al. 1978; Enders und
Eichenauer 1976). Durch die Anbindung des sterisch anspruchsvollen Auxiliar findet eine
Diskriminierung der enantiotopen Seiten des Ketons statt und der Angriff von einer Seite wird
begtinstigt, was zu einer vermehrten Bildung eines Enantiomers flihrt. Abbildung 5 zeigt im rechten

Teil den Ubergangszustand einer solchen Reaktion.

H LiAH, O\H EON O\H NaH, Mel O\H LiAH, O\H
(—)\COZH " cHoH 7 CHOH N~ CHOMe > N~ “CHOMe

N
H H | ' '
NO NO NHy SAMP

Abbildung 4: Synthese von SAMP aus (L)-Prolin

Auch das (R)-Enantiomer RAMP ist in zwei zusatzlichen Schritten durch Ringschluss aus
Glutaminsaure zugénglich.

Stellt die C-C-Bindungsknlpfung eine Aldol-Reaktion dar, ist die Verwendung von SAMP als chiralem
Auxiliar auch eine elegante Methode zur Synthese chiraler Alkohole (McGlacken und Breeden 2005).

2) LDA, RCHO
3)Amberlyst

e
1) NN 4
¢ 77 “or g
0 O OH Y
Jo s 1
R
anti-selektiv
ee bis zu 84 %

Abbildung 5: Aldol-Reaktion mit RAMP-Derivat als chiralem Auxiliar (nach (McGlacken und Breeden 2005))
Neben Aminosauren spielen auch Terpene eine bedeutende Rolle als chirale Auxiliare. Fir die
enantioselektive Reduktion von prochiralen Ketonen sind vor allem Bor-Verbindungen von (+)-a-Pinen
von Bedeutung, insbesondere Alpine-Boran® und Browns Chlorboran. Durch den sterisch sehr
anspruchsvollen Rest wird dabei der elektrophile Angriff des Boratoms von einer Seite des Ketons

beglinstigt, sodass es vermehrt zur Bildung eines Alkohol-Enantiomers kommt. Das Pinen kann nach

der Reaktion wiedergewonnen werden.

@ BClI

\
@;\B @:

2
(+)-Alpine-Boran Browns Chlorboran
Abbildung 6: Struktur von Bor-Reagenzien

Ebenfalls aus (L)-Prolin ist das CBS-Reagenz zugénglich, benannt nach Corey, Bakshi und Shibata.
Dabei handelt es sich ebenfalls um ein Bor-Reagenz zur Reduktion prochiraler Ketone, das aber im
Unterschied zu dem gerade beschriebenen Syntheseweg nur in katalytischen Mengen eingesetzt

werden muss. Das CBS-Reagenz wirkt dabei reaktionsbeschleunigend, indem es sich an das Keton
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anlagert und seine Nucleophilie erhdéht. Zuséatzlich generiert es eine chirale Umgebung und bewirkt so

die Selektivitat der Reaktion.

Rklein BH3 HO,,I I:{klein
o= —
RgroB Ph O\?/ RgroB
PR N

Abbildung 7: Corey-ltsuno-Reduktion mit dem S-CBS-Reagenz

1.2.3 Stereoselektive Synthese durch Metall-Katalyse

Eine weitere Méglichkeit der Gewinnung enantiomerenreiner Alkohole ist die asymmetrische Katalyse
durch Metallkomplexe. Fir die Synthese chiraler Alkohole haben dabei zwei Verfahren groBe

Bedeutung, die enantioselektive Hydrierung und die Dihydroxylierung.

Ein fir die Ubergangsmetallkatalyse entscheidender Ligand ist BINAP, ein peraryliertes C,-
symmetrisches Bisphosphin, das 1980 von Noyori beschrieben wurde (Miyashita et al. 1980; Noyori
und Takaya 1990). Dieser Ligand hat aufgrund seiner hohen Selektivitdt eine Vielzahl an
Anwendungen gefunden (Burk 1991; Miyashita et al. 1980; Noyori 2002; Wolfe und Buchwald 2000).
Der Einsatz als Ligand fir Ruthenium-Komplexe erméglicht die Hydrierung von Ketonen und

Ketoestern mit Enantiomerentiberschiissen tber 99 %.

+ +
(0] (0] OH O _I —I
)J\/U\ [RuCl>(BINAP)S,] )\)]\ ?| (]:|
R X > R X OH/RT\\ o/RLr*\ H
H2 /H\& u
X =0R, NR,, SR hoher ee R OR' R'O R

L\
UZg (begunstigt) UZs (benachteiligt)

Abbildung 8: Hydrierung mit BINAP (nach (Muniz 2006))

Eine bemerkenswerte Kombination aus Metallkatalyse und kinetischer Racematspaltung ergibt sich,
falls die Ketoester in 2-Position substituiert sind. Ergdbe eine konventionelle Hydrierung unter
Metallkatalyse nur ein Gemisch beider Diastereomeren, so kann durch geschickte Reaktionsfiihrung
selektiv. nur eines der Diastereomere gebildet werden. Durch ihre unterschiedlichen
Ubergangszustande ist die Bildung der Diastereomere mit unterschiedlichen Aktivierungsenthalpien
verknupft. Wahlt man die Reaktionsbedingungen derart, dass das Edukt schnell racemisieren kann,
wird im Sinne einer dynamischen kinetischen Racematspaltung selektiv dasjenige Enantiomer

gebildet, das liber den energiearmeren Ubergangszustand verlauft (Noyori et al. 1995).
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o Ho o §
)\&/O RUHCI((R)-BINAP) )\&/O
>

schnelle syn/anti 98/2
Racemisierung ee 94 %

o) O

Abbildung 9: dynamische kinetische Racematspaltung bei metallkatalysierter Hydrierung

Komplementar zur Hydrierung kann auch die metallkatalysierte Dihydroxylierung von
Doppelbindungen zu chiralen Alkoholen fiihren. In Erweiterung der Sharpless-Epoxidierung, die
weitestgehend auf Allylalkohole beschrankt ist, wurden Osmiumtetroxid-Komplexe entwickelt, die trotz
der héheren Kosten zu den wichtigsten Oxidationskatalysatoren geworden sind (Bolm et al. 2000;
Kolb et al. 1994)(vergleiche auch 6.6). So kann etwa die Verwendung der Alkaloide Chinidin und
Chinin als chirale Liganden fir den Osmiumkatalysator die Dihydroxylierung von Stilben mit fast

vollstdndiger Enantioselektivitat ermdglichen (Mandoli et al. 2005).

1 mol% Ky(OsOx(OH),) OH
Q \ 5 mol% (DHQD),PHAL
W, = W,
HO 99% ee

PHAL-(OR,) Dihydrochinidin Dihydrochinin
(DHQD-H) (DHQ-H)

Abbildung 10: Metall-katalysierte Dihydroxylierung von Stilben
Einen weiteren eindrucksvollen Beweis flir die hohe Stereoselektivitdt dieser Osmiumkatalysatoren
zeigt Abbildung 11 mit der Dihydroxylierung von Squalen. Durch die sechsfache Reaktion waren bei

fehlender Selektivitdt 36 Stereoisomere denkbar, durch die Metallkatalyse kann jedoch das

angegebene Produkt mit 100 % ee und in 79 % Ausbeute erlangt werden (Crispino et al. 1993).




1 Einleitung

X X X X X X
2 Mol Ky(OsO,(OH),4
5 mol% (DHQ),PHAL
H OH OH OH OH OH
OH
OH OH OH OH OH

Abbildung 11: Per-Dihydroxylierung von Squalen

1.3 Biokatalytische Synthesen

Es gibt drei verschiedene Enzymklassen, durch die chirale Alkohole dargestellt werden kénnen. Aus
der Gruppe der Oxidoreduktasen, die Elektronentransferreaktionen katalysieren, kann der Einsatz von
Alkoholdehydrogenasen die Reduktion von Ketonen zu Alkoholen ermdglichen (Bradshaw 1992; Fang
et al. 1995; Goldberg et al. 2007; Groger et al. 2004; Keinan et al. 1987). Dies wird in 1.4 detailliert
erlautert. AuBerdem kénnen Monooxygenasen eingesetzt werden, die die Oxidation von C-H-
Bindungen katalysieren (Andrade et al. 2004; Hollmann 2003; Hollmann et al. 2001).
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Abbildung 12: Synthese chiraler Alkohole durch verschiedene Enzymklassen (nach (Goldberg et al. 2007))

Lipasen aus der Gruppe der Hydrolasen kénnen dazu eingesetzt werden, Ester hydrolytisch zu
spalten, wodurch ein Alkohol und eine freie Sdure entstehen. Durch die Selektivitat der Enzyme wird
nur ein Enantiomer umgesetzt und es kommt zur kinetischen Racematspaltung (Jaeger und Eggert
2002; Jaeger et al. 1997; Kazlauskas et al. 1991; Santaniello et al. 1993). Die Spaltung von Phosphat-

und Sulfatestern hat nur eine geringe Bedeutung fir die Synthese chiraler Alkohole.
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Abbildung 13 zeigt beispielhaft die Synthese von enantiomerenreinem (R)-1-Phenylprop-2-en-1-ol aus
1-Phenylallylacetat durch kinetische Racematspaltung mit Lipase aus Candida antarctica (CALB)
(Kadnikova und Thakor 2008).

CALB
—_—
. X
H,O in CHzCN
(0] OH
\[( ee 99 %

(0]
Abbildung 13: Synthese chiraler Alkohole durch kinetische Racematspaltung von Estern

Als dritte Enzymgruppe kdnnen Lyasen dazu eingesetzt werden, durch Kondensation zweier Aldehyde
die Bildung von Hydroxyketonen =zu Kkatalysieren. Prominente Beispiele sind hier die
Thiamindiphosphat-abhangigen Enzyme Pyruvatdecarboxylase (PDC) und Benzaldehydlyase (BAL),
die durch die Kondensation von Acetaldehyd und Benzaldehyd die Hydroxyketone
Phenylacetylcarbinol (Leksawasdi et al. 2003; Leksawasdi et al. 2004) beziehungsweise
Hydroxyphenylpropanon (de Maria et al. 2007; Hildebrand et al. 2007; Kihumbu et al. 2002; Kihl et al.
2007; Stillger et al. 2006) ergeben.

OH
PDC

—O
Y

0 PAC
.
(@)

BAL HPP
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Abbildung 14: Synthese chiraler Hydroxyketone durch Pyruvatdecarboxylase (PDC) und Benzaldehydlyase (BAL)
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1.4 Alkoholdehydrogenasen und Cofaktorregenerierung

Alkoholdehydrogenasen (ADHs) sind die Enzyme der Wahl, wenn es um die Synthese chiraler
Alkohole geht. Sie ermdglichen im Unterschied zu Racematspaltungen hohe Ausbeuten und ein
breites Substratspektrum an prochiralen Ketonen oder Aldehyden. Allerdings benétigen Alkohol-
dehydrogenasen fur ihre katalytische Wirkung die Nicotinamid-Cofaktoren [-1,4-Nikotinamid-
adenindinucleotid (NADH) oder [-1,4-Nikotinamid-adenindinucleotid-phosphat (NADPH), die als
Redox&quivalente fungieren und wahrend der Reaktion in stéchiometrischen Mengen verbraucht

werden.

Abbildung 15 verdeutlicht die von Alkoholdehydrogenasen katalysierte Reduktion am Beispiel von
Acetophenon. Aus der ebenfalls angegebenen Struktur des Cofaktors wird deutlich, dass es sich
dabei um komplexe Molekile handelt und somit um einen wichtigen Kostenfaktor der Reaktion (Kragl
et al. 1996).

OH NH,
ADH "™ NN
> N <\ »

N N

HOH Q Q
0-P-0-P-0—
o) OH OH o
NADPH NADP* Sro-B-o
NADPH OH

Abbildung 15: Synthese chiraler Alkohole durch Alkoholdehydrogenasen; Struktur von NADPH

Um eine ausreichende Verfligbarkeit an Cofaktor bereitzustellen und die eingesetzte Cofaktormenge
gering zu halten, werden diese Cofaktoren in situ regeneriert (Chenault und Whitesides 1987;
Eckstein et al. 2004a; Kragl et al. 1996; van der Donk 2003; Wichmann 2005; Zhao und van der Donk
2003). Eine Vielzahl an Methoden zur Cofaktorregenerierung ist entwickelt worden; die wichtigsten
sollen im Folgenden kurz beschrieben werden.
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1.4.1 Enzym-gekoppelte Cofaktorregenerierung

OH
ADH
NADPH NADP*
CO; - HCO,
FDH
Gluconolacton <% Glukose
GDH

Abbildung 16: Enzym-gekoppelte Cofaktorregenerierung

In der in Abbildung 16 beschriebenen Reaktion wird die Alkoholdehydrogenase zur enantioselektiven
Reduktion eines prochiralen Ketons eingesetzt. Um hohe Umsatze zu erzielen, muss nun der

verbrauchte Cofaktor NAD(P)" erneut in die reduzierte Form Uberfiihrt werden.

Bei der enzym-gekoppelten Regenerierung wird der oxidierte Cofaktor durch Katalyse einer
Oxidationsreaktion mittels eines weiteren Enzyms wieder in seine reduzierte Form NADPH Uberfiihrt.
Fir diese Anwendung haben sich Formiatdehydrogenasen (FDH) bewéhrt, durch die Formiat zu
Kohlendioxid oxidiert wird, das aus der Lésung ausgast oder zu Kohlenséaure abreagiert (Ansorge-
Schumacher et al. 2006; Bolivar et al. 2006; Groger et al. 2003; Kihumbu et al. 2002; Manjon et al.
2002; Obon et al. 1997; Seelbach et al. 1996). Durch diese Entfernung des Coproduktes wird das
thermodynamische Gleichgewicht zur Produkiseite verschoben, wodurch hohe Umsétze erzielt
werden. Ein vergleichbarer Ansatz verwendet Glukosedehydrogenase (GDH) als zweites Enzym, das
Glukose zu Gluconolacton umsetzt, welches durch Ringéffnung ebenfalls der Rickreaktion entzogen
wird (Manjon et al. 2002; Obon et al. 1997). Titration der entstehenden Saure kann das Gleichgewicht

ebenfalls zur Produktseite verschieben.

Vorteilhaft ist bei diesem Regenerationsansatz die thermodynamische Triebkraft, die hohe Umsétze
erlaubt; allerdings gewinnt das System durch die Verwendung eines zweiten Enzyms deutlich an

Komplexitat.

1.4.2 Substrat-gekoppelte Cofaktorregenerierung

Bei der substrat-gekoppelten Cofaktorregenerierung wird dem Reaktionssystem ein Cosubstrat
zugefiigt, das von der Alkoholdehydrogenase in einer oxidativen Reaktion umgesetzt wird und so
NAD(P)H generiert. Bei diesem Cosubstrat handelt es sich um einen kostengiinstigen Alkohol, der

vom Enzym zur entsprechenden Carbonylverbindung umgesetzt wird, in der Praxis meist Ethanol oder

10
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iso-Propanol (Schubert et al. 2001; Stillger et al. 2002; Wolberg et al. 2001) Damit das
thermodynamische Gleichgewicht der Reaktion zur Produktseite getrieben wird, wird das Cosubstrat
in groBem Uberschuss eingesetzt. Dabei ist zu beachten, dass sowohl die hohe Konzentration des
Cosubstrates als auch das entstehende Coprodukt, zum Beispiel Aceton, einen schadigenden
Einfluss auf das Enzym haben oder die Reaktion inhibieren kann. Es sind deshalb Ansatze zur
Entfernung dieses Coproduktes entwickelt worden, etwa das Austreiben von Aceton durch einen
Inertgasstrom oder der Einsatz von Membranen bei einer Pervaporation (Goldberg et al. 2006;
Schroer et al. 2007; Stillger et al. 2002)(siehe dazu auch 11.2.2).

0 OH
ADH

-
-

7

NADPH NADP~*

0 U OH
1= X

Abbildung 17: Substrat-gekoppelte Cofaktorregenerierung, am Beispiel von iso-Propanol

ADH

Durch die Regenerierung des Cofaktors durch das selbe Enzym kdnnen die Kosten reduziert werden,
weiterhin kann das Cosubstrat bei hydrophoben Substraten als Lésungsvermittler dienen und so
héhere Substratkonzentrationen erlauben. Ohne zusatzliche reaktionstechnische MaBnahmen fehlt

aber eine thermodynamische Triebkraft, die die Reaktion zu vollem Umsatz treibt.

1.4.3 Elektrochemische Cofaktorregenerierung

Die elektrochemische Cofaktorregenerierung nutzt elektrischen Strom als Redoxaquivalent. Diese
Methode ist Thema dieser Arbeit und wird in den Kapiteln 2 und 3 eingehend beschrieben.

1.4.4 Weitere Methoden der Cofaktorregenerierung

Weitere Methoden der Cofaktorregenerierung wurden entwickelt, denen bisher aber weniger
Aufmerksamkeit beschieden war. So ist es méglich, den Cofaktor durch chemische Redoxaquivalente
zu reduzieren, etwa durch Dithionit (Jones et al. 1972) oder Ubergangsmetallkatalysierte Reduktion
mit Wasserstoff (Wagenknecht et al. 2003). Auch photochemische Methoden wurden berichtet (Rickus
et al. 2004; Willner et al. 1989).

1.4.5 ADH aus Lactobacillus brevis

Der GroBteil der in dieser Arbeit beschrieben Experimente wurde mit der Alkoholdehydrogenase aus
Lactobacillus brevis (Lb-ADH) durchgefuhrt. Die erstmals von Hummel beschriebene Lb-ADH (Liese

11
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et al. 2005) ist eine NADPH- und Mg?*-abhangige Alkoholdehydrogenase mit (R)-spezifischer Aktivitit
(Niefind et al. 2003; Niefind et al. 2000). Sie zeichnet sich durch hohe Selektivitat (meist >99 %) und
hohe Stabilitit gegentber thermischer Inaktivierung und organischen Ldésemitteln aus. lhr

Substratspektrum umfasst aliphatische und aromatische Ketone sowie [B-Ketoester (Daussmann

2006).

Abbildung 18: Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus brevis (Niefind et al. 2000)

Die herausragenden katalytischen Eigenschaften dieses Enzyms und die kommerzielle Verfligbarkeit
fihrten bereits zur Entwicklung industrieller Prozesse zur Produktion von chiralen Alkoholen, Diolen
und Hydroxyestern (Daussmann et al. 2006). Stellvertretend fiir diese Prozesse soll hier die
Produktion von (R)-3-Hydroxy-Buttersdure-methylester ((R)-MHB) beschrieben werden, die von

Wacker Fine Chemicals im GroBmaBstab betrieben wird (Daussmann et al. 2006))

OH O
/ﬁ\/ﬁ\ Lb-ADH
/
)\)J\O/

© Substratkonzentration 430 g L' 3-Oxo-butterséduremethylester

R-MHB
/—\ o oH e
30°C

99,8 % ee Temperatur

NADPH NADP Cosolvens / Cosubstrat 40 % iso-Propanol

U Cofaktor 40 mg L
Py

Lb-ADH

Abbildung 19: groBtechnische Produktion von (R)-MHB; ausgewahlite Reaktionsbedingungen (Daussmann 2006)
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1.5 Elektroenzymatische Synthesen

FOr den Bau von Sensoren hat sich die Kopplung einer Enzymreaktion an eine elektrochemische
Reaktion langst etabliert. Sie stellt eine gelungene Kombination aus der hervorragenden Selektivitat
von Enzymen mit der einfachen und empfindlichen Messtechnik einer Elektrodenreaktion dar.
Prominentestes Beispiel ist der Glucosesensor, bei dem immobilisierte Glucoseoxidase Glucose unter
Verbrauch von Sauerstoff zu Gluconolacton oxidiert. Als Nebenprodukt entsteht Wasserstoffperoxid,
das an der Platinanode erneut zu Sauerstoff oxidiert wird. Der gemessene Strom ist dabei proportional

zur Glucosekonzentration.

Im Gegensatz dazu gibt es erst wenige Prozesse, bei denen eine enzymkatalysierte Synthesereaktion
durch Elektrochemie ergénzt wird (Kohlmann et al. 2007; Vuorilehto 2008). Bei allen Redoxreaktionen
findet neben der Synthesereaktion eine weitere Redoxreaktion in umgekehrter Richtung statt, die die
Redoxaquivalente bereitstellt und so die Redoxbilanz schlieBt. Elektroenzymatik kann dazu genutzt
werden, diese Redoxaquivalente bereitzustellen. Dies ist vorteilhaft, weil durch die Nutzung von
elektrischem Strom als kostengunstiger Quelle oder Senke fiir Elektronen zusatzliche Enzyme oder
Cosubstrate obsolet werden. Weiterhin bleibt die Reaktionsmischung durch die massefreien
Elektronen in ihrem Volumen unveradndert. Oxidoreduktasen verwenden Cofaktoren als
Redoxaquivalente, entweder frei dissoziierbare Molekiile wie Nicotinamid-Cofaktoren (NAD(P)(H))

oder Cofaktoren, die kovalent an das Enzym gebunden sind wie Flavin-adenin-dinucleotid (FAD).

In allen diesen Fallen kénnen die Cofaktoren durch eine elektrochemische Reaktion regeneriert
werden. Die jeweiligen Anforderungen an einen elektroenzymatischen Prozess sollen anhand einiger
Beispiele erlautert werden. Dabei sind die Beispiele nach reduktiver und oxidativer Regenerierung und
nach frei dissoziierten und kovalent gebundenen Cofaktoren unterteilt. Weiterhin gibt es auch die
Mdglichkeit, labile oder fir das Enzym schadliche Substrate elektrochemisch in situ herzustellen.

1.5.1 Oxidationsreaktionen mit NAD(P)*

Die elektrochemische Regeneration von NAD(P)* kann auf verschiedene Weise erfolgen (siehe
Abbildung 20). Direkte Oxidation des Cofaktors an der Elektrode erfordert hohe Uberpotentiale und ist
deshalb nur fiir ansonsten oxidationsstabile Reaktionssysteme geeignet (Bonnefoy et al. 1988;
Steckhan 1994).

Zur Absenkung des benétigten Potentials kann ein Mediator eingesetzt werden (Abbildung 20; b)), der
den Elektronentransfer zwischen Cofaktor und Elektrode vermittelt. Fir die Oxidation von NAD(P)H
sind dies etwa Phenanthrolin-Komplexe (Hilt et al. 1997; Hilt und Steckhan 1993; Steckhan et al.
2001).
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Abbildung 20: elektrochemische Regeneration von NAD(P)*

So berichten Hilt und Steckhan von der durch Alkoholdehydrogenase aus Pferdeleber (HLADH)
katalysierten Synthese von Cyclohexanon, bei der der verbrauchte Cofaktor NADP* durch einen

Ruthenium-Phenanthrolin-Komplex elektrochemisch regeneriert wird (Hilt und Steckhan 1993).
Mediator,, NADPH \ / <:>:o

< >< HLADH
ffj Mediator, o NADP* N QOH

Abbildung 21: Synthese von Cyclohexanon unter elektrochemischer Cofaktorregenerierung mit Phenantrolin-

Anode

Mediator

Komplexen

Ein weiterer Mediator zur Oxidation von NADPH ist 2,2'-Azinobis(3-ethylbenzothiazolin)-6-sulfonat

(ABTS) (Schréder et al. 2003), das zur Cofaktorregenerierung bei der Synthese von chiralen Lactonen

durch HLADH verwendet wurde.
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Anode

ABTS NAD* @COH
N/ on
< >< HLADH
ABTS' NADH/ N mo
O
Abbildung 22: Synthese von chiralen Lactonen durch Pferdeleber-ADH unter elektrochemischer Cofaktorregenerierung
mit ABTS
Die dritte Moglichkeit zur Regenerierung von NADP™ (Abbildung 20; c)) ist die Verwendung eines
Mediators, der ein Enzym regeneriert, das den Cofaktor oxidiert (enzym-gekoppelte elektrochemische
Cofaktorregenerierung). Hier kann die Synthese von Ribulose-5-Phosphat aus 6-Phosphogluconat
durch 6-Phosphogluconatdehydrogenase (6-PGD) genannt werden, bei der als Mediator
Carboxamidomethyl-viologen (CAV) eingesetzt wurde. Enzyme, die diesen Mediator als

Redox&quivalent akzeptieren, nennt man AMAPOR ("artificial mediator accepting pyridine ncleotide
oxidoreductase"). Nach Abgabe der Elektronen an den Mediator wird AMAPOR durch Oxidation des

Cofaktors regeneriert (Schulz et al. 1995).
OH
CAV AMAPOR (’ o OJ\/E\/OH
ox red NADP H203P/ Y
| < > < \ / OH
6-PGD
HQ, H
. o
y_ CAV g AMAPOROox NADPH / \ /o)_&

Z

Ho03P HO  ©OH

Anode

Abbildung 23: Synthese von Ribulose-5-Phosphat aus 6-Phosphogluconat durch 6-Phosphogluconatdehydrogenase

1.5.2 Reduktionsreaktionen mit NAD(P)H

Auch far die in situ Regenerierung von NADPH gibt es drei unterschiedliche Anséatze, die

weitestgehend analog zu den in Abbildung 20 vorgestellten sind.

Die direkte Reduktion von NADP* an der Elektrodenoberflache ist zwar mdglich, aber es werden nicht
nur sehr hohe Potentiale benétigt, sondern durch die Ubertragung einzelner Elektronen kommt es zur
Ausbildung radikalischer Zwischenstufen, welche dimerisieren kénnen und so dem System entzogen
werden (Steckhan 1994). Auch die an die Reduktion anschlieBende Protonierung verlauft unselektiv
und ergibt auBer dem enzymatisch aktiven 1,4-NADPH auch das enzymatisch nicht verwertbare 1,6-
NADPH. Versuche, den Einfluss der Dimerisierung durch stark verdinnte Lésungen zu vermindern,

waren nur von geringem Erfolg (Baik et al. 1999; Siu et al. 2007).
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Durch mediatorvermittelte Reduktion des Cofaktors ist eine selektive Regenerierung maoglich, wenn

der Mediator vier Kriterien erfillt (Steckhan 1994):

- Um Radikalbildung zu verhindern, missen die zwei Elektronen in einem Schritt Gbertragen

werden, etwa als Hydridion.

- Die Aktivierung des Mediators muss bei einem Potential erfolgen, das unter dem der direkten
Reduktion von NAD(P)" liegt (-900 mV vs. Ag|AgCl).

- Die Redoxaquivalente missen selektiv auf den Cofaktor, nicht auf das Substrat der

Enzymreaktion, Ubertragen werden.
- Die Reduktion muss enzymatisch aktives 1,4-NADPH ergeben.

Diese Anforderungen erfillt der Komplex ((2,2-bipyridyl)(pentamethylcyclopentadienyl)-rhodium
(Rh(bpy))(Steckhan 1987) und es wurde schon Uber praparative Anwendungen berichtet. Da dieser
Komplex ein zentraler Aspekt dieser Arbeit ist, soll er an anderer Stelle beschrieben werden

(Kapitel 3.2, 3.3.2 und 5).

Es ist ebenso méglich, den Cofaktor durch eine Kombination aus Mediator und zweitem Enzym zu
regenerieren. Obwohl dies den Einsatz eines zweiten Enzyms nétig macht, wie es auch in der enzym-
gekoppelten Cofaktorregenerierung der Fall ist (siehe 1.4.1), wurde dieser Ansatz bereits in einigen
Synthesen eingesetzt (Delecouls-Servat et al. 2002a; Dicosimo et al. 1981; Kang et al. 2001; Kim und
Yun 2004; Schulz et al. 1995).

Beispielhaft fir diesen Reaktionsansatz wird die Synthese von (R)-Mandelat aus Benzoylformiat durch
Benzoylformiatreduktase (BFR) gezeigt (Kim und Yun 2004). Als Mediator wird Methylviologen (MV)

(0]
o
2 M DPase o NAD* \ /» 3

OH
OH
2 MV DPase,, NADH / \ M
(0]

Abbildung 24: Synthese von (R)-Mandelat auf Benzoylformiat durch Benzoylformiatreduktase

eingesetzt, als zweites Enzym Diaphorase (DPase).

Kathode

1.5.3 Flavin-abhangige Oxidationen: oxidative Regenerierung

Im Gegensatz zu NAD(P)(H)-abhangigen Enzymen, bei denen der Cofaktor als eigenes Molekdl
vorliegt, ist bei Flavoenzymen der Cofaktor als prosthetische Gruppe fest an das Molekil gebunden.
Dies hat den Vorteil, dass der Cofaktor immer in der Nahe des aktiven Zentrums vorliegt und er
beispielsweise in kontinuierlichen Synthesen nicht aus der Reaktionslésung ausgewaschen wird.
Andererseits kann es sein, dass tief in der Proteinhiille liegende Cofaktoren nur schwer von

Redoxaquivalenten zu erreichen sind und dass Enzyme mit inaktiviertem Cofaktor nicht wieder durch
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Zugabe neuen Cofaktors aktiviert werden kénnen. Weiterhin im Gegensatz zu NAD(P)(H)-abhangigen
Enzymen kann der Cofaktor fir oxidative Reaktionen durch molekularen Sauerstoff regeneriert
werden. Dies hat allerdings den Nachteil einer gleichzeitigen Bildung von Wasserstoffperoxid, das sich
negativ auf die Enzymstabilitdt auswirken kann. In der Praxis wird meist das Enzym Katalase
hinzugegeben, welches das H,O, zu Wasser und Sauerstoff disproportioniert. (Pollegioni et al. 1994;
Trost und Fischer 2002). Auf Katalase kann verzichtet werden, wenn statt Sauerstoff ein
elektrochemischer Ansatz verwendet wird. Wie bereits erwahnt, liegt das aktive Zentrum des Enzyms
aber oft so tief in der Proteinhille, dass der direkte Kontakt mit der Elektrodenoberflache unmdéglich
ist. Hier bietet sich ein Mediator an, der als Elektronentréager zwischen Enzym und Elektrode fungiert.

Eine MolekulargewichtsvergdBerung durch Polymeranbindung dieser Mediatoren ermdglicht sogar
kontinuierliche Prozesse. So wurden zum Beispiel polymerangebundene Ferrocenderivate zur
Regenerierung von p-Cresol-Methylenhydroxylase (CHM) aus Pseudomonas putida eingesetzt, die
die Bildung von p-Hydroxybenzaldehyd aus p-Methylphenol katalysiert (Brielbeck et al. 1994).

| Fe Cp, CMH OOH

e < . X X

J Fe Cp, * CMH; g 7 OH
(0]

Abbildung 25: p-Hydroxybenzaldehyd aus p-Methylphenol (Brielbeck et al. 1994)

Anode

1.5.4 Flavin-abhangige Oxidationen: reduktive Regenerierung

Monooxygenasen sind Flavin-abhdngige Eznzyme, die eine Vielzahl synthetisch interessanter
Oxidationsreaktionen, darunter Hydroxylierungen, Baeyer-Villiger Oxidationen und Epoxidierungen,
katalysieren. Wie der Name andeutet, Ubertragen Monooxygenasen ein Sauerstoffatom auf das
Substrat. Da als Cosubstrat molekularer Sauerstoff verwendet wird, reagiert das zweite
Sauerstoffatom mit dem Cofaktor des Enzyms durch Reduktion zu Wasser. Eine elektrochemische
Regenerierung des an das Enzym gebundenen Cofaktors kann auch hier Gber drei mdgliche Wege
ablaufen, direkte Reduktion an der Elekirode, mediatorvermittelte Reduktion und enzym-gekoppelte
elektrochemische Regenerierung. Im dritten Fall wird durch den Mediator ein frei dissoziierter Cofaktor

wie NAD(P)H reduziert, der mit dem Enzym reagiert (vergleiche 1.5.2).

Ein Beispiel fir den direkten Elektronentransfer zu FAD wird von Hollmann et al. berichtet (Hollmann
et al. 2005). Dabei konnte durch den elektroenzymatischen Ansatz die Komplexitat des
Reaktionssystems  einer  stereospezifischen  Epoxidierung von  Styrenen durch eine
Styrenmonooxygenase (StyA) deutlich verringert werden. Die Produktivitdten blieben aber bisher
gering, vermutlich durch die Tatsache, dass der enzymgebundene Cofaktor durch sterische

Abschirmung nur schwer die Elektrodenoberflache erreichen kann.
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Abbildung 26: stereoselektive Epoxidierung von Styren unter direkter elektrochemischer Regenerierung

Bei der ortho-Hydroxylierung von Phenolen durch 2-Hydroxybiphenyl-3-monooxygenase (HbpA) aus
P. azelaica wurde das Enzym durch NADH regeneriert, das wiederum elektrochemisch durch den in

1.5.2 vorgestellten Mediator Rh(bpy) reduziert wurde (Hollmann et al. 2001).

O,
OH

h(bpy)ox NADH\/ @J

HopA o oH

” e
:j h(bPY)red NAD* s

H,O

Kathode

Abbildung 27: Ortho-Hydroxylierung von Phenolen unter enzym-gekoppelter elektrochemischer Regenerierung

1.5.5 Elektrochemische Herstellung von Cosubstraten

Ein elekirochemischer Ansatz kann auch sinnvoll sein, um Enzymsubstrate in situ zu erzeugen, die
andernfalls in zu hohen Konzentrationen auftreten wirden oder unter Prozessbedingungen von
geringer Stabilitht wéaren. Prominentestes Beispiel ist die elektrochemische Produktion von
Wasserstoffperoxid. Die Gruppe der Peroxidasen verwendet anstelle von NADP(H) oder FAD
prosthetische Gruppen wie Vanadat oder H&m. Obwohl diese Gruppen zur Aktivierung
Wasserstoffperoxid bendtigen, stellt dieses Cosubstrat gleichzeitig auch eine Méglichkeit zur
Inaktivierung des Enzyms dar, etwa Uber die oxidationslabile Porphyrin-Einheit des Hams (Kohlmann
und Litz 2006). Im Vergleich zu reaktionstechnischen Ansatzen, in denen die Zugabe des
Wasserstoffperoxids optimiert wird, um hohe Konzentrationen zu vermeiden, ist der elektrochemische
Ansatz effizienter und eleganter. Durch die Regelung des Potentials kann die Bildungsrate an
Wasserstoffperoxid exakt dosiert und eine maximale Enzymeffizienz erzielt werden. Ein
eindrucksvolles Beispiel fir eine solche Reaktion ist die Produktion von chiralen Sulfoxiden wie (R)-

Methylphenylsulfoxid durch Chloroperoxidase aus Caldariomyces fumago (CPOQO), bei denen
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Produktivitdten von bis zu 104 g L' d" und hervorragende Enzymeffizienzen erzielt werden konnten
(Kohlmann und L0tz 2006; Lutz et al. 2007).

(o /@
e
2 @

Kathode

2¢e

Abbildung 28: Synthese von chiralen Sulfoxiden mit elektrochemischer Cosubstrat-Generierung
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1.6 Immobilisierung

Bei vielen Enzymen wird die synthetische Bedeutung durch eine geringe Stabilitdt unter
Prozessbedingungen oder sehr hohe Kosten des Enzyms begrenzt. Durch eine geeignete Methode
der Immobilisierung kénnen eine Reihe von Vorteilen erzielt werden. Immobilisierte Enzyme sind
dabei definiert als "Enzyme, die physikalisch abgegrenzt oder an einem bestimmten Ort lokalisiert
sind, wobei sie ihre katalytische Aktivitdt behalten und wiederholt oder kontinuierlich genutzt werden
kénnen" (Katchalski-Katsir, E. 1971 First enzyme engineering conference, Henniker, New Hampshire,
USA).

Durch die Immobilisierung wird ein Enzym in seiner Verformbarkeit eingeschrankt, was oft zu einer
deutlich gesteigerten Stabilitdt fuhrt (Bolivar et al. 2006; Mozhaev 1993). Weiterhin kann ein
immobilisiertes Enzym leichter von der Reaktionsmischung abgetrennt werden, was auf der einen
Seite ein Katalysatorrecycling ermdglicht und auf der anderen Seite ein proteinfreies Produkt ergibt.
Eine Immobilisierung kann auch eine kontinuierliche Arbeitsweise beispielsweise im Strémungsrohr
ermdglichen, ohne dabei auf Membranen zurlickgreifen zu miissen (Hildebrand und Ltz 2006). In der
Sensortechnik hat sich der Einsatz von immobilisierten Enzymen auf Grund der hohen Lagerstabilitat
langst etabliert. Ein Beispiel daflir ist die Verwendung von Glucoseoxidase zur Messung von

Blutzucker.

Eine Vielzahl von Immobilisierungstechniken ist entwickelt worden, die in vier Kategorien eingeteilt

werden kann:
- Adsorption oder Deposition des Enzyms auf einem Tragermaterial
- kovalente Anbindung des Enzyms an ein Tragermaterial

- Einkapselung des Enzyms in ein Polymergel oder in eine Membran

Quervernetzung des Enzyms ohne Tragermaterial (CLEC, CLEA)

Die spezifischen Vor- und Nachteile der einzelnen Methoden sollen im Folgenden kurz besprochen
werden. Abgesehen von den genannten Vorteilen muss generell auch beachtet werden, dass es bei
der Immobilisierung teilweise zu drastischen AktivitdtseinbuBen kommen kann. Das liegt zum einen
daran, dass das Enzym durch die Immobilisierung in seiner rdumlichen Struktur veréndert wird, zum
anderen findet durch den Einsatz eines Tragermaterials, das bis zu 99 % des Immobilisats darstellt,
eine "Verdinnung" der katalytischen Dichte statt. Auch die Prozesskosten steigen durch die zuséatzlich

notwendigen Reagenzien.

1.6.1 Adsorption und Deposition

Das Enzym kann auf verschiedene Art und Weise mit dem Tragermaterial wechselwirken, ohne
kovalente Bindungen auszubilden. Dazu gehéren elektrostatische Wechselwirkungen zwischen
geladenen Gruppen des Enzyms (Mateo et al. 2000) und des Tragers ebenso wie Saure-Base-

Wechselwirkungen (Macario et al. 2007) (siehe Abbildung 29). Fir eine adsorptive Immobilisierung
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sind Materialien mit groBer Oberflache, etwa Silicagele und modifizierte Dextrane, glinstig. Weiterhin
kann es besonders bei Lipasen zu einer Adsorption auf Materialien mit hydrophober Oberflache
kommen, was teils sogar zu einer zusétzlichen Aktivierung des Enzyms fiihrt (Wilson et al. 2006).

| Electrostatic Binding | | Acid-Base Binding |
H
H +
0 2T | o == NH, |
=5 si ] NI T — TN -
- =~ ) 3 Si C — Enzyme
|: d °F ™ ¢ — Enzyme S \\H . | e
| T ooc
00C
(a) (b)

Abbildung 29: elektrostatische und Saure-Base Wechselwirkungen zwischen Aminoséuren des Proteins und
funktionellen Gruppen auf der Oberflache des Tragermaterials (aus (Macario et al. 2007))
Manchmal kann aber auch eine einfache Deposition des Enzyms auf ein Tragermaterial fiir eine
Anwendung ausreichend sein. So kdnnen Enzymldsungen durch Verdunstung des Wasser auf
Glaskugeln aufgetragen und in Prozessen verwendet werden, bei denen keine wassrige Phase
existiert, etwa in einem Gasphasenreaktor bei der Umsetzung leichtfliichtiger Substrate (Trivedi et al.
2005).

Diese Methode der Immobilisierung ermdglicht hohe Restaktivitaten, weil durch die vergleichsweise
schwachen Wechselwirkungen die Tertiarstruktur des Enzyms wenig beeinflusst wird. Andererseits
stellt diese Tatsache aber auch nur einen geringen Stabilisierungsfaktor dar und beschrankt die

Retention des Enzyms unter kontinuierlichen, wassrigen Bedingungen.

1.6.2 Kovalente Anbindung

Durch kovalente Anbindung des Enzyms an ein TrAgermaterial ist eine maximale Retention des
Enzyms mdglich; im Fall einer Anbindung durch mehrere Bindungen ("multi-point covalent
attachment") kann die eingeschrankte Beweglichkeit des Enzyms weiterhin zu einer deutlich erhéhten
Stabilitdt fahren. Allerdings kdnnen kovalente Bindungen durch ihren groBen Einfluss auf die

raumliche Struktur des Enzyms zu drastischen AktivitdtseinbuBen fiihren.

Generell kann das Enzym (ber verschiedene Bindungsarten an den Trager gebunden werden,
allerdings sollten solche Aminos&uren von der Reaktion ausgenommen sein, die fir die katalytische

Aktivitat verantwortlich sind.
Die wichtigsten Anbindungsreaktionen sind die folgenden (Kennedy und Cabral 1987):

- Bei der Diazo-Kupplung wird das Enzym Uber die Imidazol-Seitenkette des Histidins oder die
Phenol-Gruppe des Tyrosins an die Aryldiazonium-Gruppe des Tragers gebunden. Die
Aktivierung des Tragermaterials geschieht gewéhnlich Uiber die Reaktion von Amino-Gruppen
mit Nitrit in saurem Milieu (Xi et al. 2005).

- Bei einer Peptid-Bindung findet eine Reaktion zwischen einer nucleophilen Gruppe des

Enzyms, wie Amino-, Hydroxy-, oder Thiol-Gruppen, und der aktivierten funktionellen Gruppe
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des Tragermaterials statt. Dabei kann entweder eine Saure-Funktion auf dem Trager in eine
reaktive Form Uberfiihrt werden (Saurechloride, Sdureanhydride, Isocyanate u.a.), die mit dem
Protein reagiert. Es ist aber auch mdglich, die Amidbindung durch ein zusétzliches Reagenz

wie Carbodiimid zu kniipfen.

- Eine weitere Methode zur Ausbildung von kovalenten Bindungen ist die Alkylierung
beziehungsweise Arylierung. Amino-Gruppen, Phenol- oder Thiol-Gruppen des Enzyms
kénnen mit Halogenen, Epoxid-Gruppen oder Vinylsulfonyl-Gruppen reagieren, Hydroxy-
Gruppen auf dem Trager kénnen durch Behandlung mit Zyanurchlorid aktiviert werden.

- Andere Mdglichkeiten der Anbindung beinhalten Schiff-Basen, Ugi-Reaktionen (Ugi 1962;
Vrbova und Marek 1990) und Thiol-Disulfid-Reaktionen.

1.6.3 Einkapselung

Bei der Einkapselung wird das Enzym in eine polymere Matrix eingehdllt und so vor schadigenden
Einflissen wie Kontakt mit Phasengrenzflachen und mechanischer Belastung geschitzt (Lozinsky et
al. 2001).

Ein System aus Polymer und immobilisiertem Lésemittel bezeichnet man als Gel. Das Vorhandensein
von Ld&semittelmolekilen ist entscheidend fir die Ausbildung einer porésen dreidimensionalen
Struktur anstelle eines kompakten Polymers. Das Polymer umschliet den Biokatalysator, sodass sich
Kompartimente ausbilden, in denen einzelne Enzyme oder kleine Agglomerate lokalisiert sind. Die
Porositat des restlichen Polymernetzwerkes ist deutlich feinmaschiger, sodass zwar Substrate und
Produkte durch das Gel diffundieren kdénnen, das Enzym aber durch seine GroBe fest lokalisiert
vorliegt. Weitere Wechselwirkungen adsorptiver oder ionischer Natur kénnen das Enzym
beeinflussen, werden aber fir die Retention nicht benétigt. Durch die hydrophile Umgebung in der
Polymermatrix befindet sich das Enzym unter geeigneten Bedingungen fiir maximale Stabilitdt und
Aktivitat. Diese eingekapselten Enzyme kdnnen deshalb oft auch unter nicht-wéssrigen Bedingungen,
etwa organischen Ldsemitteln, eingesetzt werden, die ansonsten einen stark inaktivierenden Effekt
auf das Enzym haben kénnten. Dies ermdglicht auch den Einsatz von Enzymen in industriellen,
mehrstufigen Synthesen, fir die ein Wechsel von organischem Losemittel auf Puffer und zurlick einen
zu groBen Prozessaufwand bedeuten wirde (Hischer et al. 2006).

Man unterscheidet eine Reihe von Polymergelen nach der Art ihrer Herstellung (Lozinsky et al. 2003).
Bekannte Beispiele sind etwa chemotrope Gele aus Polyacrylamid oder quervernetzten Dextranen
(zum Beispiel Sephadex), die bereits viele Anwendungen in der Biotechnologie gefunden haben
(Ansorge-Schumacher et al. 2006; Khare et al. 1991; Lee und Akoh 1998; Nilsson und Mosbach 1980;
Torchilin et al. 1985; Tumturk et al. 2007). Calcium-Alginat-Gele bilden sich durch Ausbildung
mehrerer Bindungen an ein stark koordinierendes Metallion, sie werden oft fir Zellimmobilisierungen
verwendet (de Alteriis et al. 2004; Kawaguti und Sato 2007; Laca et al. 2000; Scott et al. 1989). Auch
cryotrope Gele sind vielversprechende Materialien flr die Immobilisierung von Biokatalysatoren, hier
wird die Gelbildung durch einen Prozess des Einfrierens und Auftauens induziert (Bacheva et al.
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2005; Busto et al. 2007; Hischer et al. 2006; Lozinsky und Plieva 1998; Lysogorskaya et al. 2008;

Szczesna et al. 2001).

1.6.4 Quervernetzung

Den drei bisher beschriebenen Immobilisierungsansatzen ist gemein, dass das Enzym an ein
Tragermaterial gebunden oder darin eingeschlossen wird. Dadurch findet eine Verdiinnung der
katalytischen Aktivitat statt, da bis zu 99 Prozent des Immobilisats aus unreaktivem Trager bestehen

kénnen.

Es ist aber auch mdglich, Enzyme ohne Verwendung eines Tragermaterials zu immobilisieren. Dabei
nutzt man bifunktionelle Materialien wie etwa Glutardialdehyd, um reaktive Aminosaureseitenketten
auf der Oberflache der Enzyme intermolekular miteinander zu verkniipfen. Dadurch kann in vielen
Fallen eine erhdhte Stabilitat gegen Hitze, organische Lésemittel und Proteolyse erreicht werden (Cao
et al. 2003; Sheldon et al. 2005).

Man unterscheidet die quervernetzten Enzyme nach der Art ihrer Herstellung in vier Klassen (siehe
Abbildung 30). Wird das Enzym aus der Lésung quervernetzt, spricht man von "cross-linked enzymes"
oder CLEs. Diese zeigen aber nur moderate Aktivitidten und geringe mechanische Stabilitat. Dies
fihrte zur Entwicklung von "cross-linked enzyme crystals" oder CLECs, bei denen eine deutliche
Stabilisierung durch die Quervernetzung von kristallisierten Enzymen erzielt werden kann.
Vergleichbare Ergebnisse, aber ohne die aufwendige Prozedur des Kristallisierens, konnten durch die
Quervernetzung von Enzymen erzielt werden, die als Aggregate aus der Lésung ausgeféllt wurden
("cross-linked enzyme aggregates"; CLEAs). Die Quervernetzung von spriihgetrockneten Enzymen
("cross-linked spray-dried enzymes"; CSDE) ist nur von untergeordneter Bedeutung, da hier groBe

Aktivitatsverluste auftreten.

Dissolved erzyme

e

Cross-linker

CLE

Cument Cipinian in Bickachnology

Abbildung 30: verschiedene Arten der Quervernetzung von Enzymen (aus(Cao et al. 2003))
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2 Ziel der Arbeit

Die indirekte elektrochemische Cofaktorregenerierung stellt eine elegante und kostenglinstige
Alternative zu den etablierten Methoden der Cofaktorregenerierung dar (Kohlmann et al. 2007;
Steckhan 1994). Dennoch ist ihre Anwendung bisher auf wenige literaturbekannte Beispiele
beschrankt geblieben (siehe Tabelle 1). Diesen Anwendungen ist gemein, dass die erzielten Umsatze
und Produktivitaten weit hinter den Mdglichkeiten zuriickbleiben, die mit einer substrat- oder enzym-
gekoppelten Cofaktorregenerierung maéglich sind (Goldberg et al. 2007).

H* OH
Mediator, 4 ( 2/'\
2¢ < >

NADP* ~ 1

RZ” "R
< ADH

Mediator, NADPH /(\ sz\R1
H+

Abbildung 31: Reaktionssystem der indirekten elektrochemischen Cofaktorregenerierung

Kathode

Weiterhin wird bei Betrachtung dieser Kennzahlen deutlich, dass die Katalysatoreffizienz des
Rhodium-Mediators Rh(bpy) sehr gering ist, was eine hdufige Nachdosierung von Mediator und damit
héhere Kosten bewirkt. Als MaB fir die Effizienz des Mediators gibt man die maximale Wechselzahl
an (ttn, vom Englischen total turnover number), sie ist definiert als das Stoffmengenverhaltnis
zwischen gebildetem Produkt und verbrauchtem Katalysator. Fir einen Okonomisch sinnvollen
Prozess musste diese Effizienz deutlich héher liegen, um die eingesetzte Katalysatormenge gering
halten zu kénnen (Vuorilehto et al. 2004). Auch die Produktaufarbeitung wirde von einer geringeren

Katalysatorladung profitieren.

In bisherigen Untersuchungen ist zwar der elektrochemische Reaktionsmechanismus des Mediators
an der Elektrodenoberflache detailliert untersucht worden (Steckhan et al. 1991), fir die
Gesamtreaktion fehlt aber bisher ein solch genaues Verstédndnis. Auch die Reaktionsparameter

wurden bisher nur phdnomenologisch optimiert (Hollmann et al. 2002; Spika 1994).

Ziel dieser Arbeit soll die detaillierte Charakterisierung des gesamten Reaktionssystems aus
elektrochemischer Cofaktorregenerierung und enzymatischer Produktionsreaktion sein. Dabei sollen
die Limitierungen des Prozesses identifiziert und Verbesserungen entwickelt werden. In
elektroenzymatischen Prozessen ist es daflir erforderlich, die Gesamtreaktion sowohl unter
biokatalytischen als auch elektrochemischen Aspekten zu betrachten und die Prozessparameter den
Erfordernissen beider Teilreaktionen anzupassen (Kohlmann und Lutz 2006; Litz 2004). Deshalb ist
es fir eine vollstindige Charakterisierung von entscheidender Bedeutung, auf elektrochemische

Analyseverfahren ebenso zuzugreifen wie auf die Methoden der Biokatalyse.
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Tabelle 1: bisherige elektroenzymatische Synthesen mit Rh(bpy) (Kohimann et al. 2007)

Enzym Produkt Umsatz ttn (Rh(bpy)) Referenz
D-Laktat-dehydrogenase D-Laktat 70 % (3 h) 14 (Ruppert et al. 1987)
ADH aus Pferdeleber (S)-4-Phenyl-2-butanol 70 % (5 h) 14 (Steckhan 1994)

ADH aus Rhodococcus sp. (S)-4-Phenyl-2-butanol 76 % (5 h) 15 (Steckhan 1994)
ADH aus Pferdeleber Cyclohexanol 100 % (70 h) n. b. (Delecouls-Servat et
al. 2002b)
ADH aus Thermus sp. (18,35)-3-methylcyclohexanol 8 % (10 h) 51 (Hallrigl et al. 2007)

Zur Stabilisierung des Enzyms und somit besseren Effizienz unter Prozessbedingungen sollen zwei
Methoden zur Immobilisierung untersucht werden, einerseits die kovalente Anbindung an ein pordses
Tragermaterial und andererseits die Einkapselung in ein Polyvinylalkoholgel. Weiterhin sollte die
Immobilisierung zur besseren Handhabbarkeit des Enzyms und zur Vereinfachung des
Reaktoraufbaus beitragen.

Mit dem tieferen Verstandnis der elektroenzymatischen Reaktion und nach Uberwindung der
Limitierungen soll ein unter verfahrenstechnischen Aspekten optimiertes Reaktormodell entwickelt
werden, bei dem die elektrochemische Cofaktorregenerierung mit der enzymkatalysierten Synthese
chiraler Alkohole verknUpft wird.

Vorrangiges Ziel ist dabei die Stabilisierung von Enzym und Mediator, sodass hohe Effizienzen
erreicht werden kénnen. Dies sollte darliber hinaus lange Reaktorlaufzeiten und hohe Umsétze
ermdglichen. Zum Abschluss soll diskutiert werden, welche M®&glichkeiten zur Steigerung der

Produktivitdt das neu entwickelte Reaktorkonzept bietet.
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3 Charakterisierung des Reaktionssystems

3.1 Reaktionssystem

Wie bereits in Abschnitt 1.5 beschrieben, stellen elektroenzymatische Synthesen eine Kopplung aus

einer enzymatischen Reaktion und einer elektrochemischen Reaktion dar.

In dieser Arbeit soll das Reaktionssystem der indirekten elektrochemischen Cofaktorregenerierung
untersucht werden. Cofaktoren sind organische Molekiille oder funktionelle Gruppen, die fir die
katalytische Aktivitdt des Enzyms notwendig sind (Chenault und Whitesides 1987; Wichmann 2005;
Zhao und van der Donk 2003). Bei der Verwendung von Alkoholdehydrogenasen zur Synthese
chiraler Alkohole wird der Cofaktor Nicotinadenin-dinucleotid (NADH), beziehungsweise seine
phosphorylierte Form NADPH, zur Ubertragung der Redoxaquivalente benétigt. Wie bereits in Kapitel
1.1 beschrieben, kénnen verschiedene Cosubstrate zur Regeneration des Cofaktors eingesetzt
werden, die haufigsten darunter iso-Propanol und Formiat. Die Verwendung von elektrischem Strom
als Redoxaquivalent stellt eine elegante Alternative zu den herkdmmlichen chemischen Cosubstraten
dar, bei der kostenglinstige und massefreie Elekironen zur Regeneration des Cofaktors genutzt

werden.

Bei direkter Reduktion des Cofaktors an der Kathodenoberflaiche kommt es allerdings zu unselektiven
Nebenreaktionen, da durch die Ubertragung eines Elektrons radikalische Zwischenstufen entstehen,
die dimerisieren und so fir die Reaktion nicht mehr zur Verfligung stehen (Damian et al. 2007;
Steckhan 1994). Der Einsatz eines Rhodium-Komplexes als sogenanntem Mediator ermdglicht die
selektive und paarweise Ubertragung von Elektronen auf den Cofaktor, und zwar bei einem
niedrigeren Potential als fir die direkte Reduktion nétig ist. Abbildung 32 fasst das
elektroenzymatische Reaktionssystem aus mediatorvermittelter Cofaktorreduktion und enzymatischer

Reaktion zusammen.
H* OH
Mediator .4 ( NADP* \ /r /'\
R2 R
< >< I\
0
2e / \
J Mediator,, NADPH sz\w

Abbildung 32: Reaktionssystem indirekte elektrochemische Cofaktorregenerierung

Kathode

Wie bereits in Kapitel 2 beschrieben, ist die Effizienz dieses Regenerationsansatzes bisher recht
gering. Im Folgenden sollen mdgliche Limitierungen untersucht und L&sungsansédtze entwickelt

werden.
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3.2 Beschleunigung des elektrochemischen Schritts’

Ein Reaktionssystem aus mehreren Reaktionsschritten wird in seiner Gesamtgeschwindigkeit durch
den langsamsten Einzelschritt limitiert. Bei elektroenzymatischen Prozessen ist dies in der Regel die
elektrochemische Reaktion. Wahrend fir Alkoholdehydrogenasen Wechselzahlen in der
GréBenordnung von Tausenden berichtet werden (Carbonylreduktase aus Candida parapsilosis
(CPCR) 2300 h'; (Rissom et al. 1999)), liegen die Wechselzahlen fir den Mediator Rh(bpy) in einem
elektroenzymatischen Prozess im unteren zweistelligen Bereich (41 h™', Ankopplung an eine S-ADH:;
(Spika 1994); 11 h', Ankopplung an eine Monooxygenase (Hollmann et al. 2001)). Dies hat seine
Ursache in dem heterogenen Ladungstransfer zwischen der Elektrodenoberflache und der Lésung,
der langsamer ablauft als die Enzymreaktion innerhalb der wassrigen Phase. Um dennoch hohe
Produktivitaiten zu erzielen, muss also besonderes Augenmerk auf die Beschleunigung der
Elektrodenreaktion gelegt werden. Aus reaktionstechnischer Sicht fihren etwa die VergrdBerung der
Elektrodenoberflache und die Vermeidung von Totrdumen zu héheren Reaktionsraten (Tamminen et
al. 1996; Vuorilehto et al. 2004). Alternativ dazu kann die Reaktion aber auch durch eine chemische
Optimierung des Katalysators beschleunigt werden, wenn dadurch die Elektronenaufnahme oder der
Hydridtransfer verbessert werden.

In diesem Kapitel wird deshalb die Darstellung und elektrochemische Charakterisierung einer Reihe
modifizierter Komplexe beschrieben. Diese Komplexe werden mit Hinblick auf ihr Reduktionspotential
und ihre katalytische Aktivitdt bewertet und diese Eigenschaften unter Reaktionsbedingungen
Uberpraft.

3.2.1 Synthese neuer Rhodiumkomplexe

Ein eleganter Weg, neue Mediatoren zu entwickeln, ist die Modifikation des 2,2'-Bipyridin-Liganden.
2,2'-Bipyridin ist ein wichtiger Ligand in der Komplexchemie von Ubergangsmetallen und wurde schon
mit einer Vielzahl von funktionellen Gruppen modifiziert (Anderson et al. 1985; Komoschinski und
Steckhan 1988; Sprecher et al. 1994). Um eine reibungslose Komplexbildung zu ermdéglichen, wurden
hauptséchlich Liganden mit funktionellen Gruppen in der 4-Position untersucht, in der die sterischen
Wechselwirkungen mit den anderen Liganden, insbesondere dem Pentamethyl-cyclopentadienyl-

Liganden (Cp*) am geringsten sind.

' Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden verbffentlicht als:

Hildebrand F., Kohimann C., Franz A., LGtz S. "Synthesis, Characterization and Application of New
Rhodium Complexes for Indirect Electrochemical Cofactor Regeneration”, Advanced Synthesis &
Catalysis 2008; 350(6); 909-918.
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Zusétzlich zu einer Vielzahl von kommerziell erhaltlichen Liganden (12a-16a) wurden Liganden selbst
synthetisiert, die meisten davon ausgehend von 2,2'-Bipyridin 1a. Oxidation mit Peressigsaure ergab
2,2'-Bipyridin-N,N'-dixoid 2a, das anschlieBend durch ein Gemisch aus Oleum und Salpetersaure in
4-Position nitriert wurde (3a) (ten Brink et al. 2003). 3a war Ausgangsstoff flr Bipyridine mit
Nitrogruppen 4a (ten Brink et al. 2003), Aminogruppen 5a (Kavanagh und Leech 2004) und
Chlorgruppen 6a (Cook et al. 1984). Das mono-substituierte 4-Amino-bipyridin konnte analog zu 5a
aus dem einfach nitrierten 10a dargestellt werden (Sprecher et al. 1994).

Das in 5-Position sulfonierte 7a war ebenfalls direkt aus 1a zugéanglich (Herrmann et al. 1990).
2,2"-Bipyridin mit Alkoholgruppen in der 4-Position (9a) wurde durch Etherspaltung aus dem Methoxy-
Derivat 8a gewonnen (Hong und Gorman 2003).
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7/ \ - +Pere33|gsaure +HSOy; + +PCl —
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Abbildung 33: Ubersicht iiber die Synthese von Liganden und kommerziell erhiltliche Liganden

Die entsprechenden Rhodium-Komplexe wurden durch Umsetzung mit dem Rhodium-Vorkomplex
(RCp*Cl,). gewonnen und mit b gekennzeichnet (siehe Abbildung 34 (Kélle und Gratzel 1987)). Bei
den meisten dieser Komplexe handelt es sich um bisher unbekannte Verbindungen, lediglich 13b und
15b wurden schon im Zusammenhang mit Cofaktorregenerierung untersucht (Steckhan et al. 1991).
Andere Komplexe spielten eine Rolle bei Hydrierung von Carbonat (9b (Himeda et al. 2007)), der
Photoreduktion von Protonen zu Wasserstoff (12b (Kdlle et al. 1989)) und der Koordination an Cluster
(14b (Marx et al. 2001)).
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Abbildung 34: Komplexierung des Liganden mit dem Rhodium-Vorkomplex

Insgesamt wurden neben dem Standardmediator 1b zwdlf weitere Mediatoren eingehend

elektrochemisch untersucht.
3.2.2 Elektrochemische Untersuchungen

3.2.21 Reaktionsmechanismus Rh(bpy)

Weil die elektrochemische Aktivierung von Rh(bpy) aus mehreren Elementarschritten besteht, ist zum
Verstandnis der Untersuchungen eine genaue Kenntnis des Reaktionsmechanismus vonnéten. Das
Reaktionssystem wurde erstmalig von Steckhan detailliert beschrieben (Steckhan ef al. 1991).

Damit der Mediator ein Hydridion auf den oxidierten Cofaktor Ubertragen kann, muss er an der
Elektrode aktiviert werden, das heiBt von einer Rhodium(lll)-Spezies zu einer Rhodium(l)-Spezies
reduziert werden. Dies geschieht in mehreren Elementarreaktionen. Im ersten Schritt wird ein Elektron
an der Kathode aufgenommen und es bildet sich eine Rh(ll)-Spezies (3-1). Nach dieser ersten
Reduktion verlasst nun ein Ligand L, meist ein Wassermolekl, die Ligandensphére des Komplexes
(3-2). Alternativ dazu kann auch bereits ein zweites Elektron aufgenommen und gleichzeitig der
Ligand abgespalten werden (3-3). Im Falle der vorherigen Ligandenabspaltung wird nun ein zweites
Elektron aufgenommen (3-4) und es entsteht der Rh(l)-Komplex. Die Unterscheidung zwischen den
Reaktionen (3-3) beziehungsweise (3-2) und (3-4) ist aufgrund einer Nebenreaktion von Bedeutung.
Die beiden unterschiedlichen Rh(Il)-Komplexe [Cp*Rhll(bpy)L]" und [Cp*Rhll(bpy)]* kénnen statt der
Aufnahme eines weiteren Elekirons auch miteinander unter Disproportionierung reagieren, wobei sich
ein Rh(l)- und ein Rh(lll)-Komplex bilden (3-5).

[Cp*RhIII(bpy)L]2 +e - [Cp*Rhll(bpy)L]" (3-1)
[Cp*Rh"(bpy)L]* === [Cp'Rh'(bpy)]" +L (3-2)
[Cp*Rh"(bpy)L]" + € — Cp*Rh'(bpy) + L (3-3)
[Cp*Rh'(bpy)L]" + & === Cp'Rh'(bpy) (3-4)
[Cp*Rh"(bpy)L]" + [Cp*Rh'(bpy)]" === Cp"Rh'(bpy) + [Cp*Rn"(bpy)L]** (3-5)
Cp*Rh'(bpy) + H* === [CpRh'(bpy)H]’ (3-6)
[Cp*Rh'(bpy)H]" + NAD(P)* + L —_— [Cp*Rh"(bpy)L]** + NAD(P)H (3-7)
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Die Rh(l)-Spezies bildet nun unter Aufnahme eines Protons aus der Lésung den aktivierten Komplex,
der die zwei Elektronen als Hydridion auf den Cofaktor Ubertragt (3-6 und 3-7). Durch Aufnahme eines
Liganden ergibt sich wieder der Rh(lll)-Komplex, der als Katalysator unverandert aus der Reaktion
hervorgeht.

Die elektrochemischen Untersuchungen an den Komplexen wurden mit Hilfe der Zyklischen
Voltammetrie durchgefihrt. Bei dieser Analysenmethode wird ein Potential an einer Arbeitselekirode
zeitlich variiert und die entstehenden Stréme gemessen. Dabei entsprechen negative Stréme
definitionsgemaB Reduktionsreaktionen und positive Strdéme Oxidationsreaktionen (Speiser 1981). In
Abbildung 35 ist beispielhaft das Zyklische Voltammogramm (CV vom Englischen "cyclic
voltammogramm") von Rh(bpy) dargestellt. In der schwarzen Kurve erkennt man deutlich, dass bei

-700 mV ein Reduktionsstrom auftritt, welcher der Reaktion von Rh(lll) zu Rh(ll) entspricht.

0
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< ]
==
E -3__ 1 mmol L" Rh(bpy)
S 4 .
3 ™ —— 0,0 mmol L NADP"
5 —— 0,5 mmol L NADP"
] —— 1,0 mmol L NADP*
_6__ —— 1,5 mmol L NADP'
7

T T T T T T T T T T T
-1000 -800 -600 -400 -200 0
Potential / mV

Abbildung 35: Zyklisches Voltammogramm Rh(bpy) in Gegenwart von NADP*;

Reaktionsbedingungen: 15 mL 50 mmol L™ Phosphatpuffer pH = 7; 1 mmol L™ Rh(bpy); 0 — 1,5 mmol L' NADP*; WE:
glassy carbon CE: Platindraht RE: Ag|AgCl; Potential -1000 - 0 mV; Vorschubgeschwindigkeit 100 mV s™
An der Form des CVs ist auch bereits zu erkennen, dass es sich bei der untersuchten Reaktion um
ein  vergleichsweise komplexes Reaktionssystem handelt. Bei einfachen reversiblen
Elektrodenprozessen kann bei der Umkehrung der Stromrichtung ein Oxidationsstrom gemessen
werden, der der Riickreaktion entspricht. Dieser Strom ist bei Rh(bpy) nur sehr schwach zu erkennen,
da die elektrochemisch aktive Spezies durch Aufnahme eines Protons aus dem Gleichgewicht entfernt
wird. Diese anschlieBende chemische Reaktion verhindert also eine Reversibilitat des Systems (3-6).
Weiterhin  kommt es nicht wie erwartet zu zwei getrennten Peaks fir die zwei
Elektronenibertragungen, sondern die Peaks verschmelzen durch die geringen Potentialunterschiede

zu einem breiten Peak.
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Auch die Geschwindigkeit, mit der das Potential variiert wird, hat einen Einfluss auf die Messung
(verschiedene Vorschubgeschwindigkeiten). Findet eine schnelle Variation des Potentials statt,
verschiebt sich das Maximum des Reduktionspeaks zu negativeren Potentialen. Dies ist bedingt durch
das kleinere Zeitfenster, das fir die Disproportionierung bleibt. Da durch die Disproportionierung
erneut die Rh(l)-Spezies entsteht, gewinnt der erste Reduktionspeak mit zunehmender
Disproportionierung an Bedeutung, wahrend der zweite Schritt durch das gleichzeitig bereits
entstandene Rh(l) verringert wird. Findet durch ein kurzes Zeitfenster kaum Disproportionierung statt,
verschiebt sich das Maximum hin zur zweiten Reduktion (siehe Abbildung 36).
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Abbildung 36: Zyklische Voltammogramme von 5b mit verschiedenen Vorschubgeschwindigkeiten; Peaks bei -600 mV
resultieren aus Sauerstoffverunreinigungen

Reaktionsbedingungen: 15 mL 50 mmol L™ Phosphatpuffer pH = 7; 0,5 mmol L™ 5b; WE: glassy carbon CE: Platindraht
RE: Ag|AgCl; Vorschubgeschwindigkeiten von 16 bis 100 mV s
Gibt man zu der Mediatorlésung oxidierten Cofaktor, so ist ein Anstieg des Reduktionsstromes zu
beobachten. Dieses Phanomen wird katalytischer Effekt genannt und ist durch die angeschlossene
Reduktion des Cofaktors begriindet. Dadurch steht der oxidierte Komplex erneut fur die Reduktion zur
Verflgung. Die Anwesenheit von Cofaktor erlaubt also jedem Mediator mehrere Zyklen wahrend einer
Messung. Das Resultat ist ein héherer gemessener Strom, der die Mediatorkonzentration gréBer
erscheinen lasst. Unter der Annahme vergleichbar hoher Diffusionskoeffizienten kann sich der
Reduktionsstrom bei einem Aquivalent an Cofaktor maximal um den Faktor 2 erhdhen, bei zwei
Aquivalenten um den Faktor 3. Abhangig von der Qualitit des Katalysators sind diese
Peakstromerhéhungen in der Praxis oft geringer und kénnen so als Vergleichswert fir die katalytische

Aktivitat mehrerer Katalysatoren dienen (siehe auch 3.2.2.3).
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3.2.2.2 Reduktionspotentiale

Die dargestellten Komplexe wurden zunachst in Hinblick auf ihre Reduktionspotentiale
elektrochemisch charakterisiert. Da die beiden Reduktionspeaks nicht aufgetrennt werden konnten,
wurden die Reduktionspotentiale bei einer Vorschubgeschwindigkeit von 25 mV s” bestimmt und

zusétzlich das Potential bestimmt, bei dem der halbe Maximalstrom gemessen wurde.

Weiterhin wurde durch Zugabe von Cofaktor bestimmt, mit welcher Geschwindigkeit die Komplexe die
aufgenommenen Elektronen auf den Cofaktor Ubertragen. Komplexe mit Peakstromerhéhungen von
mehr als Faktor 1,5 wurden mit "+" gekennzeichnet, bei geringeren Stromerhéhungen mit "0". Bei den
mit "-" gekennzeichneten Komplexen fand keine Peakstromerhdhung statt, sie sind als Mediatoren
unbrauchbar.

Tabelle 2: Reduktionspotentiale der dargestellten Komplexes und AusmaB des katalytischen Effekts

Komplex Ligand E,/ mV Eyo / mV AE / mV Katalytischer Effekt
1b bpy -688 -649 39 +
4b 4,4'-NO, kein Reduktionspeak -
5b 4,4'-NH, -871 -798 73 +
6b 4,4'-Cl kein Reduktionspeak -
7b 5-SO3H -861 -801 60 0
8b 4,4'-CH30 -757 -728 29 +
9b 4,4'-OH -878 -799 79 -

11b 4-NH, -913 -878 35 o]
12b 3,3'-CO:H -799 -752 47 o}
13b 4,4'-CHz -721 -676 45 +
14b 4,4'-C4Hqg -770 -704 66 +
15b 4,4'-CO.H -683 -645 38 +
16b 5,5'-CHj -756 -714 42 +

Generell ist das Reduktionspotential eine Funktion der Elektronendichte am Rhodium-Zentrum.
Je weniger Elektronendichte am Zentralatom vorliegt, desto leichter kann der Komplex reduziert
werden. Dabei sind Komplexe mit niedrigen Potentialen zu bevorzugen, da durch ein geringeres

Arbeitspotential Nebenreaktionen effektiver unterdriickt werden kénnen.

Die Messungen reflektieren diesen Trend. Komplexe mit elektronenziehenden Substituenten wie
Carbonsauren in 4-Position (15b) zeigen sehr niedrige Reduktionspotentiale, Komplexe mit
Hydroxygruppen (9b) oder Aminogruppen (5b und 11b) als elektronenspendenden Substituenten
haben sehr hohe Reduktionspotentiale. Bei Alkylsubstituenten und Methoxygruppen ist der Einfluss
geringer. Fur die Nitro- und Chloro-Komplexe 4b und 6b konnte kein Reduktionspotential bestimmt
werden. Damit konnte mit 15b nur ein Komplex gefunden werden, dessen Reduktionspotential
niedriger liegt als beim Standard 1b.
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Auch die Geschwindigkeit, mit der NADPH regeneriert wird, ist mitentscheidend fir die Auswahl des
besten Mediators. Von den untersuchten Komplexen zeigen sechs eine hohe katalytische Aktivitat.
Die Carbonsédure 15b (-683 mV) hat das anodischste Reduktionspotential und hohe katalytische
Aktivitat. Auch der 4,4'-Methyl-Komplex 13b (-721 mV), der 4,4'-Methoxy-Komplex 8b (-757 mV) und
der 5,5'-Methyl-Komplex 16b (-756 mV) zeigen gute katalytische Aktivitat.

Diese vier Mediatoren sollen nun eingehender untersucht werden, um ihren katalytischen Nutzen
genauer abschatzen zu kdnnen. Trotz ihrer katalytischen Aktivitdt werden der 4,4'-di-tert.-butyl-
Komplex 14b (-770 mV) und der 4,4'-di-Amino-Komplex 5b (-871 mV) nicht ndher untersucht. Die sehr
hohen Reduktionspotentiale sind bereits nah am Potential der direkten elektrochemischen Reduktion
von NADP™ (-900 mV vs. Ag|AgCl (Steckhan 1994)), sodass ihr katalytischer Nutzen fraglich ist.

3.2.23 Katalytische Aktvitaten

Durch die zyklovoltammetrischen Untersuchungen mit einer Vorschubgeschwindigkeit von 25 mV s
konnte bereits eine Aussage getroffen werden, ob der jeweilige Mediator katalytische Aktivitat zeigt.
Durch detailliertere Messungen sollen die aktiven Komplexe in ihrer Aktivitdt miteinander verglichen
werden. Dazu werden die Reduktionsstréome bei verschiedenen Vorschubgeschwindigkeiten und
verschiedenen  Cofaktorkonzentrationen  gemessen  und gegen die  Wurzel  der
Vorschubgeschwindigkeit aufgetragen. Nach der Randles-Sevcik-Gleichung (3-8) ist der Peakstrom iy
proportional abhangig von der Wurzel der Vorschubgeschwindigkeit v (Dalrymple-Alford et al. 1977;
Randles 1948; Sevcik 1948):

nF )"
i, :O’4S(ﬁJ nFAD" cy"? (3-8)

Dabei ist F die Faradaykonstante, n die Anzahl der Ubertragenen Elektronen, R die allgemeine
Gaskonstante, T die Temperatur, A die Elektrodenoberflaiche, D der Diffusionskoeffizient und c die
Konzentration der elektroaktiven Spezies (Einheiten und Konstanten sind im Symbolverzeichnis
angegeben).

Tragt man die gemessenen Reduktionsstréme gegen die Wurzel der Vorschubgeschwindigkeiten auf,
so ergeben sich durch die direkte Proportionalitdt im idealen Fall Geraden, deren Steigung abhéngig
von der Konzentration der elektroaktiven Spezies ist. In Anwesenheit von Cofaktor ist die Steigung
durch die scheinbar héhere Konzentration an Mediator steiler (katalytischer Effekt). Durch die gleiche
Konzentration an Cofaktor und Mediator kann der Strom unter Annahme vergleichbarer
Diffusionskoeffizienten maximal auf das Doppelte ansteigen. In diesem idealen Fall wird die gesamte
Mediatormenge, die im Zeitrahmen der Messung an die Elektrodenoberflache diffundieren kann,
reduziert. AnschlieBend transferiert jedes Mediatormolekll die zwei Elektronen auf das verfligbare
Aquivalent NADP* und nimmt ein weiteres Mal Elektronen auf, sodass eine scheinbar doppelt so hohe
Mediatorkonzentration gemessen wird. In der Praxis liegen die Stromerhéhungen aber meist etwas

darunter.
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Abbildung 37 zeigt die Abhangigkeit der Peakstréme von der Vorschubgeschwindigkeit. Bei der
Messung der Peakstrome in Abwesenheit von NADP* wird deutlich, dass die Mediatormodifikationen
keinen Einfluss auf die Geschwindigkeit der Elektronenaufnahme haben. Fir alle Mediatoren werden
ahnliche Stréme gemessen. Dies steht im Einklang mit der Randles-Sevcik-Gleichung, nach der die
Peakstrome fir Substanzen mit vergleichbaren Diffusionskonstanten und identischen

Versuchsbedingungen einzig von der Vorschubgeschwindigkeit abhangen.
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Abbildung 37: Peak-Reduktionsstrome der Mediatoren 1b, 8b, 13b, 15b und 16b bei verschiedenen
Vorschubgeschwindigkeiten und in An- und Abwesenheit von einem Aquivalent NADP*

Reaktionsbedingungen: 15 mL 50 mmol L Phosphatpuffer pH = 7; 0,5 mmol L' Rh(bpy); 0,5 mmol L' NADP*;
WE: glassy carbon CE: Platindraht RE: Ag|AgCl; Potential -1000 - 0 mV; Vorschubgeschwindigkeit 4 - 729 mV s’
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Ein anderes Bild ergibt sich in Anwesenheit von oxidiertem Cofaktor. Hier ist flr den 4,4'-di-Methyl-
Komplex 13b und den 4,4'-di-Carboxy-Komplex 15b keine lineare Stromzunahme mehr zu
beobachten. Mit zunehmender Vorschubgeschwindigkeit findet also nur noch eine geringere
Hydridibertragung statt, bis bei hohen Vorschubgeschwindigkeiten fast keine Stromerhdhung mehr
gemessen wird. In diesen Fallen wird die Reaktion durch die Hydridibertragung limitiert. Im
Gegensatz dazu kénnen beim Standard 1b, dem 4,4'-Methoxy-Komplex 8b und dem 5,5-Methyl-
Komplex 16b auch noch fiir Vorschubgeschwindigkeiten bis 729 mV s lineare Zusammenhinge
beobachtet werden. Vergleicht man die Steigung der Ausgleichsgeraden in Ab- und Anwesenheit von
NADP, so ergeben sich Quotienten, die einen direkten Vergleich der katalytischen Aktivitdt mdglich
machen. Fir den Standardmediator kann eine Peakstromerhéhung um den Faktor 1,3 beobachtet
werden. Die beiden neuen Mediatoren zeigen sogar hdhere Aktivitaten, der 5-Methyl-Komplex 16b
bewirkt eine Stromerhéhung um den Faktor 1,5, der Methoxy-Komplex 8b sogar um den Faktor 1,6.
Diese beiden Mediatoren zeigen also die gleiche Reaktionsrate bei der Aufnahme von Elektronen an
der Elektrode, transferieren das Hydridion aber signifikant schneller auf den Cofaktor und sollten so
auch insgesamt eine héhere Reaktionsgeschwindigkeit erzielen.

Fir das Reduktionspotential der Komplexe ist eine geringe Elektronendichte am Rhodium-Zentrum
gunstig, weil sie die Elektronenaufnahme erleichtert und so das benétigte Potential absenkt. Im
Gegensatz dazu sorgt eine hohe Elektronendichte aber fir eine schnellere Protonenaufnahme und
auch die Hydridibertragung wird durch héhere Elektronendichte beschleunigt, da sie die Bindung des
elektronenreichen Hydrids lockert. Wagt man beide Effekte gegeneinander ab, so wird deutlich, dass
Substituenten mit elektronenspendenden Substituenten insgesamt zu bevorzugen sind. Die
verringerte Elektronendichte durch elektronenziehende Substituenten fihrt in den seltensten Fallen zu
einem verbesserten Reduktionspotential und nach der Randles-Sevcik-Gleichung ist die
Geschwindigkeit der Elektronenaufnahme bei dem jeweiligen Reduktionspotential unverandert, wie
auch Abbildung 37 links oben zeigt. Im Gegensatz dazu fihrt die Verwendung von
elektronenspendenden Substituenten wie Methoxy-Gruppen zwar zu einer Erhéhung des

Reduktionspotentials, dies wird aber kompensiert durch eine deutlich héhere Hydridlibertragungsrate.

3.2.3 Untersuchungen unter Reaktionsbedingungen

Die auf der Basis analytischer Messungen getroffene Bewertung der neuen Mediatoren soll nun unter
Reaktionsbedingungen verifiziert werden. Dazu werden Elektrolysen unter identischen Bedingungen
durchgeflihrt, bei denen die verschiedenen Mediatoren zum Einsatz kommen. Um aussagekréftige
und reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen, wird auf eine Ankopplung an die Enzymreaktion
verzichtet und lediglich die Bildung von NADPH aus NADP" untersucht. Dadurch wird eine Stérung

durch vorhandenes Protein vermieden und der Reaktionsverlauf kann photometrisch verfolgt werden.

Die Elektrolysen wurden in einem elektrochemischen Satzreaktor durchgefihrt, wie er in Abbildung 38
gezeigt ist. Es handelt sich dabei um thermostatisierbare HohimantelgefaBe mit Volumina zwischen
60 und 200 mL, bei dem die Elektroden durch den Deckel kontaktiert werden. Als Arbeitselektrode

dient ein auf ein Stahlgerlst aufgezogener Kohlefilz, als Gegenelektrode wird ein Platinnetz in einem
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Dialysesack verwendet. Das Potential wird durch eine Silber-Silberchlorid-Referenzelektrode
(Ag|AgCl) kontrolliert (Kohlmann und Ltz 2006; Litz 2004).

Abbildung 38: elektrochemischer Satzreaktor

Wie in Abbildung 39 dargestellt, konnte mit allen untersuchten Mediatoren innerhalb von 40 min voller
Umsatz erzielt werden. AuBerdem ist allen Versuchen gemein, dass es eine Phase linearer
Produktbildung gibt, bei der die Bildungsrate von NADPH einem Geschwindigkeitsgesetz erster
Ordnung folgt, bedingt durch die heterogene Elektrodenreaktion. Dabei unterscheiden sich die
Mediatoren erheblich in ihrer Aktivitdt. Die Mediatoren 13b und 15b, die unter analytischen
Bedingungen eine geringere Aktivitdt als der Standard 1b hatten, haben auch im Satzreaktor eine
vergleichbare NADPH-Bildungsgeschwindigkeit (siehe Tabelle 3).

NADPH / mmol L™

Zeit / min

Abbildung 39: Elektrolysen zur Bildung von NADPH mit verschiedenen Mediatoren

Reaktionsbedingungen: 200 mL 50 mmol L™ Phosphatpuffer pH = 7; 0,05 mmol L Rh(bpy); 1 mmol L™ NADP*; WE:
Kohlefilz CE: Platinnetz RE: Ag|AgCl; Potentiale entsprechend den Reduktionspotentialen (siehe Tabelle 2)
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Auf der anderen Seite konnten bei der Verwendung der 4,4'-Methoxy- und 5,5'-Methyl-Komplexe 8b
und 16b erheblich héhere Reaktionsgeschwindigkeiten erzielt werden, wie es in der analytischen
Charakterisierung bereits angedeutet wurde. Die Produktbildungsrate wahrend der linearen Phase
wurde von 40 mmol L' d”" auf 136 (8b) beziehungsweise 116 mmol L' d™' (16b) verdreifacht. Analog
dazu steigt die Wechselzahl von 33 h™ auf 113 beziehungsweise 97 h”. Spika berichtet in ihrer
Dissertation von Wechselzahlen bis zu 22 h™ bei 25 °C (Spika 1994). Beide Werte werden von den
neuen optimierten Mediatoren deutlich lbertroffen und stellen damit die héchsten bisher berichteten
Wechselzahlen dar.

Tabelle 3: Reaktionsgeschwindigkeiten und Wechselzahlen der entwickelten Komplexe unter Satzreaktorbedingungen

Volummetrische <
Komplex Ligand Ep [mV] . 4 .4 | Wechselzahl / h
Produktivitat / mmol L™ d

1b - -688 40 33
8b 4,4'-CH3;0 -757 136 113
13b 4,4'-CH; -721 48 40
15b 4,4'-CO-H -683 53 44
16b 5,5'-CH; -756 116 97

Der Einfluss der Substituenten folgt dem durch die Analytik vorhergesagten Trend. Substitution durch
Methyl-Gruppen in 4-Position hat keinen groBen Einfluss auf das Reduktionspotential und die
katalytische Aktivitdt. Saurefunktionen an gleicher Stelle senken zwar geringfligig das
Reduktionspotential, bewirken aber ebenfalls keine Erhéhung der katalytischen Aktivitat. Im
Gegensatz dazu bewirkt die Substitution mit Methoxy-Gruppen in 4-Position oder Methyl-Gruppen in
5-Position zwar eine Erhéhung des Reduktionspotentials um etwa 70 mV, dies wird aber durch eine
Steigerung der katalytischen Aktivitdt um 300 % mehr als kompensiert. Im Falle der Methylgruppen,
deren elektronischer Effekt eher gering ausfallen sollte, spielt eventuell auch ein dirigierender Effekt
der sterisch anspruchsvolleren 5-Position eine Rolle, welcher die Ubertragung des Hydridions

erleichtern kénnte.
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3.3 Erste Elektrolysen®

Nach Optimierung des Mediators durch chemische Modifikation wird nun die Ankopplung an die
Enzymreaktion untersucht. Im Gegensatz zu der elektrochemischen Bildung von NADPH kommt es
bei angekoppelter Enzymreaktion schon bei geringen Umsatzen zu einer stetigen Verminderung der
Reaktionsgeschwindigkeit. Dies ist unerwartet, da auch bei der mehrstufigen Reaktion weiterhin die
Elektrodenreaktion limitierend sein mulsste und damit wieder ein linearer Anstieg der
Produktkonzentration zu erwarten ist. AuBerdem wird vermehrt die Bildung des ungewinschten
(S)-Enantiomers beobachtet, was eine Verminderung des Enantiomereniiberschusses zur Folge hat.
Diese Phanomene kénnen flr alle eingesetzten Mediatorderivate beobachtet werden.

100 = Acetophenon
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E 5. 2 ¢ Enzymaktivitat
E . 160 g
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Abbildung 40: elektrochemischer Satzreaktor zur Produktion von (R)-Phenylethanol
Reaktionsbedingungen: 200 mL 100 mmol L™ Phosphatpuffer pH = 7; 1 mmol L MgCl,; 100 mmol L™ Na,SO,;
20 mmol L™ Acetophenon; 0,5 mmol L Rh(bpy); 0,5 mmol L NADP*; 5 U mL™" Lb-ADH; -700 mV vs. Ag|AgCI
Abbildung 40 zeigt beispielhaft die Konzentrationsverlaufe in einem derartigen Satzreaktor. Nach etwa

einer Stunde wurden beide Enantiomere gebildet, anschlieBend verlief ihre Zunahme parallel, das
heiBt der Prozess verlief ohne Enantioselektivitat.

% Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden veréffentlicht als:

Hildebrand F., LGtz S. "Electroenzymatic synthesis of chiral alcohols in an aqueous-organic two-phase
system", Tetrahedron-Asymmetry 2007, 18(10), 1187-1193.
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Da diese Phanomene unabhangig vom eingesetzten Mediator auftreten, wurden die folgenden
Untersuchungen mit dem Standardmediator durchgeflihrt, um eine Vergleichbarkeit mit den in der

Literatur gefundenen Hinweisen zu ermdglichen.

3.3.1 Enzymstabilitat

Abbildung 40 stellt die relative Enzymaktivitdt wahrend der Elektrolyse dar. Es wird deutlich, dass
nach zwei Stunden Reaktionszeit die gesamte Enzymmenge inaktiviert worden ist, obwohl fir Lb-ADH
sehr viel héhere Stabilitdten berichtet werden (Eckstein et al. 2004b; Hildebrand und LGtz 2006;
Schumacher 2006). Kontrollexperimente zeigen, dass dies seinen Grund in der geringen Stabilitat des
Enzyms in Gegenwart des Rhodium-Mediators hat.
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Abbildung 41: Enzymstabilitat in Gegenwart von Mediator

Reaktionsbedingungen: 2 mL 50 mmol L™ Phosphatpuffer pH = 7; 3 mmol L™ MgCl,; 0,2 mmol L™ Rh(bpy);
1 UmL" Enzym
Dabei fallt die relative Enzymstabilitdt auf etwa 10 % der Lagerung in reiner Pufferlésung. Dies
entspricht Halbwertszeiten von etwa einer Stunde. Diese geringe Stabilitdt wird auch fir andere
Alkoholdehydrogenasen gefunden, etwa die ADH aus einem thermophilen Organismus (ADH-T).

Eine mogliche Erklarung fir die Inaktivierung des Enzyms ist die Reaktion von nucleophilen
Aminosaureseitenketten auf der Enzymoberfldche mit dem Rhodiumkomplex, wodurch das Enzym in

seiner Tertiarstruktur verandert und so inaktiviert wird (Hollmann et al. 2006).

3.3.2 Nebenreaktion

Die unselektive Bildung von Produkt ist nicht auf einen Verlust an Enzymselektivitat zurtckzufihren,
da sie auch bei vollstdndigem Verlust an Enzymaktivitat weiter voranschreitet. Durch Experimente in
Abwesenheit von Enzym konnte gezeigt werden, dass auch eine Elekironenlbertragung vom
Mediator auf das Substrat mdglich ist. Da der Mediator keine chirale Information beinhaltet, wird das

Substrat unselektiv zum Enantiomerengemisch reduziert. Der Mediator erfillt also strenggenommen
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nicht die dritte Anforderung an einen Mediator zur Regenerierung von NADPH nach Steckhan
(siehe 1.5.2).
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Abbildung 42: Elektrochemischer Satzreaktor ohne Enzym

Reaktionsbedingungen: 180 mL 100 mmol L™ Phosphatpuffer pH = 7; 100 mmol L™ Na,SO4; 1 mmol L™ MgCl,;
9 mmol L™ Acetophenon; 1 mmol L™ Rh(bpy); -700 mV vs. Ag|AgCI

Diese direkte Reduktion wird aber in Anwesenheit von Enzymaktivitéat nicht beobachtet, hier liegt der
ee bei Uber 99,9 %. Zieht man weiterhin in Betracht, dass etwa zehnmal soviel Substrat wie oxidierter
Cofaktor im  Reaktionssystem  vorliegt, kann man davon ausgehen, dass die
Geschwindigkeitskonstante der direkten Reduktion mehrere GréBenordnungen kleiner als die der
Reduktion von NADP* sein muss, andernfalls wirde man eine Verringerung des

Enantiomerenlberschusses auch schon in Anwesenheit von Enzymaktivitadt beobachten.

Abbildung 43 verdeutlicht das erweiterte Reaktionssystem. Solange Enzymaktivitat vorliegt, findet
ausschlieBlich die enzymkatalysierte Reaktion statt und ergibt vollstdndige Enantioselektivitat. Mit
zunehmender Inaktivierung des Enzyms und einer Verarmung der Losung an NADP* kommt es zu
einer Reaktion zwischen dem reduzierten Mediator und dem Substrat, die unselektiv verlauft und so

den gesamten Enantiomerenlberschuss verringert.

40



3 Charakterisierung des Reaktionssystems
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Abbildung 43: Reaktionsschema unter Beriicksichtigung der Nebenreaktion

3.4 Zusammenfassung

o
£X4

Ein optimierter Mediator bewirkt eine Beschleunigung der Gesamtreaktion, da der
elektrochemische Reaktionsschritt als langsamster Teilschritt beschleunigt wird. Zwélf neue
Mediatoren mit unterschiedlich funktionalisierten 2,2’-Bipyridinen wurden dargestellt und mit
Hilfe der Zyklischen Voltammetrie auf ihre katalytische Aktivitat untersucht. Zwei Rhodium-
Komplexe mit den Liganden 5,5-CHs-2,2’-Bipyridin und 4,4’-CH3;0-2,2’-Bipyridin ergaben
unter Satzreaktorbedingungen zur Reduktion von NADP™ katalytische Aktivitaten, die jene des
Standardmediators um das Dreifache (bertrafen. Wechselzahlen von bis zu 113 h™ und
Produktivitaten von 136 mmol L' d”" NADPH konnten erzielt werden.

In den ersten Satzreaktoren mit angekoppelter Enzymreaktion zeigte das Enzym nur eine
geringe Stabilitat. Diese beschleunigte Inaktivierung geschieht durch Reaktion des Enzyms
mit dem Mediator; die genaue Art der Reaktion ist aber noch unbekannt.

Bei verminderter Enzymaktivitdt kommt es zu unselektiver Produktbildung durch direkte
Reaktion des Mediators mit dem Substrat. Diese Nebenreaktion verringert den

Enantiomereniberschuss.

41



4 Erhdéhung der Enzymstabilitat

4 Erhohung der Enzymstabilitat

Im vorherigen Kapitel wurden die Limitierungen des Reaktionssystems eingehend untersucht. Vor
allem der rapide Verlust an Enzymaktivitét stellt ein Problem dar, da die Inaktivierung kurze Laufzeiten
und hohen Enzymverbrauch bewirkt. Bereits unter Laborbedingungen ist der bisherige
Reaktionsansatz nicht praktikabel, eine Anwendung in gréBerem MaBstab verbietet sich aufgrund der

hohen Kosten fiir den Biokatalysator.

Die Stabilisierung von Enzymen unter Reaktionsbedingungen ist ein zentrales Feld der Biotechnologie
und von hohem kommerziellem Interesse. Im Folgenden sollen drei klassische Anséatze zur
Enzymstabilisierung untersucht werden. Erstens kdnnen die Versuchsbedingungen einen groBen
Einfluss auf das Enzym haben, sodass der Einfluss von Parametern wie Temperatur, pH-Wert und
Pufferzusammensetzung untersucht wird (siehe 4.1). Zweitens kann auch der Zusatz von Additiven
einen stabilisierenden Effekt haben (siehe 4.2). Drittens kann auch eine Immobilisierung das Enzym

vor schadigenden Einflissen aus der Reaktionsmischung schitzen (siehe 4.3)

Im Folgenden wird die Stabilitdt der Enzyme durch Inkubation unter bestimmten Bedingungen und
periodische Aktivitdtsbestimmung ermittelt. Sie wird als Halbwertszeit angegeben, der Zeit, nach der
die Enzymaktivitat unter Annahme exponentiellen Zerfalls auf die Halfte gefallen ist. Weiterhin muss
deutlich zwischen der Lagerstabilitdt und der Prozessstabilitdt eines Enzyms unterschieden werden.
Unter Lagerbedingungen verliert das Enzym hauptsachlich durch thermische Inaktivierung und
Proteolyse an Aktivitat, unter Prozessbedingungen kommt es dagegen durch die katalytische Aktivitat
des Enzyms zu einer Vielzahl weiterer Wechselwirkungen mit Substraten, Cofaktoren und anderen
Bestandteilen der Reaktionslésung. Eine hohe Lagerstabilitdt unter bestimmten Bedingungen
garantiert daher nicht, dass die Enzymreaktion unter den gleichen Bedingungen ebenfalls stabil

verlauft.
4.1 Variation der Reaktionsbedingungen

4.1.1 Temperatur

Katalysatoren setzen die Aktivierungsenergie von Reaktionen herab. Liegen in einem
Reaktionssystem zwei konkurrierende Reaktionen vor, von denen eine katalysiert ablduft und eine
unkatalysiert, so sollte sich das Verhéltinis ihrer Reaktionsgeschwindigkeiten durch eine Absenkung
der Reaktionstemperatur zugunsten der katalysierten Reaktion verandern. Im vorliegenden Fall sollte
eine niedrigere Reaktionstemperatur die inaktivierende Reaktion zwischen Enzym und Mediator

starker hemmen als die Enzymreaktion.
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Abbildung 44: Enzymstabilitit von Lb-ADH mit 0,05 mmol L™ Rh(bpy) bei verschiedenen Temperaturen

Reaktionsbedingungen: 2 mL 50 mmol L™ Phosphatpuffer pH = 7; 3 mmol L™ MgCl,; 0,05 mmol L™ Rh(bpy); 1 U mL"
Enzym; 4 -20 °C
Weiterhin haben Voruntersuchungen gezeigt, dass der Mediator bei einer Absenkung der Temperatur
von 20 °C auf 4 °C etwa 60 Prozent seiner Aktivitat behalt. Die Aufnahme von Elektronen und der
Transfer auf den Cofaktor sollten also weiterhin mit genligender Geschwindigkeit ablaufen. Abbildung
44 verdeutlicht die zunehmende Stabilitat mit abnehmender Temperatur in Gegenwart von Mediator.
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Abbildung 45: Satzreaktor mit elektrochemischer Cofaktorregenerierung bei 4 °C

Reaktionsbedingungen: 70 mL 100 mmol L™ Phosphatpuffer pH = 7; 3 mmol L™ MgCl; 15 mmol L™ Acetophenon;
0,1 mmol L™ Rh(bpy); 0,5 mmol L™ NADP*; 2 U mL™ Lb-ADH; -750 mV vs. Ag|AgCl
Zur Uberpriifung der gestiegenen Enzymstabilitdt wurde ein elektrochemischer Satzreaktor zur
Lb-ADH-katalysierten Synthese von (R)-Phenylethanol bei 4 °C betrieben. Wie Abbildung 45
verdeutlicht, tritt allerdings trotz niedrigerer Temperatur nach etwa 1 h eine Verminderung der
Reaktionsgeschwindigkeit ein, nach drei Stunden kommt die Reaktion zum Erliegen.
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4 Erhdéhung der Enzymstabilitat

Der Grund fur diesen Reaktionsabbruch ist noch unbekannt. Die Absenkung der Reaktionstemperatur

ermdglicht somit nicht das Arbeiten Uber langere Zeitrdume.

4.1.2 pH-Wert

Aus der Literatur sind Vermutungen bekannt, dass die Inaktivierung des Enzyms unter
Prozessbedingungen auf nucleophile Aminosaureseitenketten zurlickgefiihrt werden kann (Hollmann
et al. 2006). Da diese Nucleophilie der basischen Aminosdurenketten abhangig vom pH-Wert der
Lésung ist, kdnnte eine gezielte Absenkung des pH-Wertes eine erhéhte Prozessstabilitat bewirken.
Abbildung 46 verdeutlicht die Tatsache, dass bei pH-Werten, die um mehr als eine pH-Einheit unter
dem pK-Wert der Seitenkette liegen, die Seitenkette vollstdndig protoniert vorliegt und so ihre
Nucleophilie verliert.
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R NH,
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Abbildung 46: Protonierungsgrad basischer Aminosauren in Abhéngigkeit vom pH-Wert

Natdrlich muss bei dieser Annahme beachtet werden, dass die pK-Werte der Aminosduren in einem
Protein von denen der freien Aminosauren abweichen kénnen. AuBerdem ist die Wahl des pH-Wertes

auf den Bereich beschrankt, in dem das Enzym noch eine ausreichende Stabilitat und Aktivitat besitzt.

Wie in Abbildung 47 deutlich wird, hat das Absenken des pH-Wertes durchaus einen positiven
Einfluss auf die Enzymstabilitét in Anwesenheit des Mediators. Die Halbwertszeit des Enzyms erhdht
sichvon 7 =1 h bei pH = 7 auf 22 + 3 h bei einem pH-Wert von 4,6. Diese Stabilisierung wirde wohl
noch deutlicher ausfallen, wirde nicht der Verlust an Stabilitét in reinem Puffer darauf hindeuten, dass
die generelle Enzymstabilitdt bei pH=5 bereits stark reduziert wird. Wahrend die Stabilitat in reiner
Pufferlésung ein Maximum bei einem pH von 6 durchlauft, steigt die Stabilitdt in Anwesenheit von
Mediator kontinuierlich mit sinkendem pH-Wert an. Eine Absenkung des pH-Werts bewirkt also eine
deutliche Stabilisierung, die sogar die generell abnehmende Stabilitdt des Enzyms (berkompensiert
und so zu hdheren Halbwertszeiten fihrt. Dennoch liegt selbst bei einem pH-Wert von 4,6 die
Stabilitait des Mediators in Anwesenheit von Mediator unter der in reiner Pufferlésung. Der

inaktivierende Effekt kann also nicht vollstandig vermieden werden.
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Abbildung 47: Enzymstabilitaten bei verschiedenen pH-Werten und in An- und Abwesenheit von Rh(bpy)

Reaktionsbedingungen: 2 mL 50 mmol L™ Phosphatpuffer; 3 mmol L™ MgCl,; 0,2 mmol L™ Rh(bpy); 1 U mL™" Enzym;
20 °C
Unter Reaktionsbedingungen wird allerdings deutlich, dass auch die Absenkung des pH-Werts keine
nennenswerte Stabilisierung bewirkt (siehe Abbildung 48). Nach etwa 70 min brach die
Produktbildung dramatisch ein und auch die zunehmende Racemisierung des Produktes konnte
beobachtet werden.

Es besteht also anscheinend ein deutlicher Unterschied zwischen der Stabilitdét des Enzyms unter
Lagerbedingungen und unter Prozessbedingungen. Wahrend das Enzym bei pH = 4,6 auch in
Anwesenheit von Mediator eine Halbwertszeit von 22 h zeigt, wird es wahrend der Elektrolyse bereits
nach wenigen Stunden weitestgehend inaktiviert. Die Enzymstabilitdt unter Prozessbedingungen ist
also eine weitere GrdBenordnung kleiner als unter Lagerbedingungen.

Zwei Erklarungen fir diese verminderte Stabilitdt sind denkbar. Einerseits besteht die Méglichkeit,
dass das Enzym durch die wéhrend der katalytischen Reaktion auftretenden Anderungen in der
Konformation oder elektronischen Situation leichter vom Mediator angegriffen und inaktiviert werden
kann. Andererseits ist es auch denkbar, dass die aktivierte Form des Mediators sich noch schéadlicher
auf das Enzym auswirkt. Dem widersprache allerdings die Hypothese, dass insbesondere nucleophile
Aminosauren mit dem Mediator reagieren. Diese sollten geringere Wechselwirkungen mit der

reduzierten Form des Mediators austiben.
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Abbildung 48: elektrochemischer Satzreaktor bei pH = 4,6

Reaktionsbedingungen: 60 mL 100 mmol L™ Phosphatpuffer pH = 4,6; 3 mmol L™ Mg*; 15 mmol L™ Acetophenon;
0,2 mmol L Rh(bpy); 0,2 mmol L™ NADP*; 2 U mL™ Lb-ADH; -700 mV vs. Ag|AgCl

4.1.3 Puffer

Héllrigl et al. berichten, dass die Verwendung von Bis-Tris-Puffer die Wechselwirkungen zwischen
Rh(bpy) und dem Produktionsenzym, einer thermophilen ADH aus Thermus sp., verhindert und Uber
mindestens 7 h kein Verlust an Enzymaktivitat zu beobachten ist (Hollrigl et al. 2007). Fur Lb-ADH
konnte allerdings keine Stabilisierung gefunden werden.
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Abbildung 49: Enzymstabilitat von Lb-ADH in Bis-Tris-Puffer in An- und Abwesenheit von Mediator

Reaktionsbedingungen: 2 mL 50 mmol L™ Bis-Tris-Puffer; 3 mmol L' MgCly; 0,1 mmol L™ Rh(bpy); 1 U mL" Enzym;
20 °C
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4 Erhdéhung der Enzymstabilitat

4.2 lonische Fliissigkeiten als Additive

lonische Flissigkeiten (ILs) sind Salze, die bei unter 100 °C flissig vorliegen. Durch sterisch
anspruchsvolle organische Kationen und anorganische oder organische Anionen ist die Kristallbildung
derart erschwert, dass sie als Schmelze vorliegen. Ihr Einsatz in der Biokatalyse findet zunehmendes
Interesse (Kragl et al. 2002; Kragl 2002; Sheldon et al. 2002; van Rantwijk und Sheldon 2007). Aus
den Arbeiten von Kohlmann ist bekannt, dass einige lonische Flissigkeiten zur Stabilisierung von
Oxidoreduktasen genutzt werden kénnen (Kohlmann und LGtz 2007). Bestimmte lonische
Flissigkeiten, besonders mit Ethylmethylimidazolium-Kationen (EMIM), konnten als Cosolvens
verwendet eine Stabilisierung von Alkoholdehydrogenasen erzielen (Kohlmann und Ltz 2007).
Maoglicherweise kann diese Stabilisierung auch zum Schutz des Enzyms vor dem Mediator verwendet
werden. Nachdem von Kohlmann die EMIM-ILs mit Ethylsulfat (EtSO4), 2(2-Methoxyethoxy)ethylsulfat
(MDEGSO4) und Diethylsulfat (Et,PO4) untersucht wurden, wurde in dieser Arbeit der Effekt von
EMIM Chlorid untersucht. Durch das Halogenid als einfaches anorganisches Anion sollte ein
stabilisierender Effekt, wenn vorhanden, klar dem Kation zugeschrieben werden kénnen.

Es wurden jeweils die Lagerstabilititen des Enzyms in An- und Abwesenheit von Mediator bei
verschiedenen Konzentrationen an lonischer Flissigkeit untersucht. Abbildung 50 verdeutlicht die
Stabilitditen als Halbwertszeiten. Es ist offensichtlich, dass der Zusatz von IL einen drastischen
Stabilitatsgewinn zur Folge hat. Dies gilt sowohl fir reine Pufferlésung, wo der Zusatz von
170 mmol L' IL eine Stabilitatssteigerung von 24 +4h auf 165+24h hat, als auch fir die
Mediatorlésung, wo die Halbwertszeit von 1,2 + 0,2 h auf 96 + 7 h steigt. Der Zusatz von 170 mmol L™
lonischer Flussigkeit bewirkt also eine derart groBe Stabilisierung, dass das Enzym trotz Anwesenheit
von Mediator viermal so stabil ist wie in reiner Pufferldsung. Auch kann der stabilisierende Effekt der
lonischen Flissigkeit eindeutig dem Kation zugeordnet werden.

Allerdings konnte die unter Lagerbedingungen gefundene Stabilisierung nur bedingt in den
praparativen Ansatz Ubertragen werden. Die Enzymstabilitdt verringerte sich deutlich langsamer,
dennoch kam die Reaktion bei unvollstindigem Umsatz zum Erliegen (siehe Abbildung 51).
Bemerkenswert ist dabei die Tatsache, dass der Enantiomereniberschuss bis zuletzt sehr hoch war
(ee > 99 %), die Nebenreaktion also keine Rolle spielte. Auch nach 1300 min war noch eine geringe

Restmenge Enzymaktivitét zu beobachten.

Der Einsatz der lonischen Flussigkeit EMIM CI wirkt sich also positiv auf die Enzymstabilitat aus, unter
Prozessbedingungen ist dieser Effekt aber zu gering ausgepragt, um hohe Umsé&tze oder sogar

kontinuierliches Arbeiten zu ermdglichen.
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Abbildung 50: Enzymstabilitat unter Zusatz von Rh(bpy) und EMIM CI

Reaktionsbedingungen: 2 mL 50 mmol L Phosphatpuffer; 3 mmol L™ MgCl; 0 - 0,2 mmol L™ Rh(bpy); 1 U mL" Enzym;
0 - 170 mmol L™ EMIM CI; 20 °C,

= Acetophenon
B e (R)-Phenylethanol
100 A (S)-Phenylethanol
] .o ¢ Enzymaktivitat
124 . ¢ ee
o1 180 o
E 10 8
£ | {60 o3
~ 8_ ::§
S ] . s
= 6 =
g —140 <
c ] €
g 4 9
S 120 1
4 2|
0- Aottt R P, - . //// r A 0
0 100 200 300 1200 1400

Zeit / min

Abbildung 51: Satzreaktor mit elektrochemischer Cofaktorregenerierung unter Zusatz von EMIM CI

Reaktionsbedingungen: 60 mL 100 mmol L™ Phosphatpuffer pH = 7; 3 mmol L™ Mg®*; 15 mmol L™ Acetophenon;
0,2 mmol L™ Rh(bpy); 0,2 mmol L™ NADP*; 170 mmol L™ EMIM CI; 2 U mL" Lb-ADH; -700 mV vs. Ag|AgClI
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4.3 Immobilisierung

Um nucleophile Gruppen des Enzyms an der Reaktion mit dem Mediator zu hindern, kénnte eine
Immobilisierung hilfreich sein. Einerseits kdnnte die Anbindung des Enzyms an ein Tragermaterial von
Vorteil sein, wenn diese Anbindung Uber die nucleophilen Gruppen geschieht und sie dadurch an der
Reaktion mit dem Mediator hindert. Andererseits kénnte auch eine Einkapselung des Enzyms den
direkten Kontakt zwischen Enzym und Mediator verhindern.

4.3.1 Kovalente Anbindung®

In 1.6.2 wurden bereits die am haufigsten verwendeten Reaktionen beschrieben, mit denen man
Enzyme Uber die Seitenketten der Aminosauren an ein funktionalisiertes Tragermaterial binden kann.
Fir Alkoholdehydrogenasen sind nur zwei Beispiele literaturbekannt, in denen das Enzym kovalent an
ein Tragermaterial angebunden wurde (Pithawala und Bahadur 2002; Soni 2001). Die Immobilisierung
soll fir die in dieser Arbeit untersuchte ADH aus Lactobacillus brevis entwickelt werden. Obwohl es
sich dabei um ein industriell wichtiges Enzym handelt, ist bisher nur eine Immobilisierung durch
Deposition auf Glaskugeln bekannt (Trivedi et al. 2005), die fir die Gasphasenreaktion entwickelt

wurde.

4311 Voruntersuchungen

Die kovalente Anbindung an ein funktionalisiertes Tragermaterial wurde an Sepabeads® der Firma
Resindion untersucht. Es besteht aus einem hochporésen Silikatgerist, das sich dennoch durch eine
hohe mechanische Stabilitdt auszeichnet. Oberflache und Poren des Tragers sind mit organischen
Seitenketten funktionalisiert, deren Struktur sich je nach Anwendung unterscheidet. Durch diese
Seitenketten kann das Enzym an mehreren Punkten gebunden und so in seiner Struktur stabilisiert

werden (multi-point covalent attachment).

Zur Immobilisierung der Lb-ADH wurden drei verschieden funktionalisierte Trager untersucht (siehe
Tabelle 4). Allen Funktionalisierungen ist gemein, dass sie mit nucleophilen Gruppen des Enzyms
reagieren kénnen. Fir eine reine Epoxy-Funktionalisierung (a) konnte so gut wie keine Restaktivitat
gefunden werden. Anders ist dies bei den Epoxy-Gruppen in der Amino-Epoxy-Species (b), bei der
eine langere, hydrophile Seitenkette die vorgelagerte Adsorption des Proteins erleichtern soll (siehe
unten). Hier konnte eine Restaktivitdt von 15 % erreicht werden. Die Amino-Funktionalisierungen

Ethyl-Amino (c) und Hexamethyl-Amino (d) muissen vor der Reaktion mit Glutardialdehyd aktiviert

® Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden veréffentlicht als:

Hildebrand, F., Litz, S. "Immobilisation of alcohol dehydrogenase from Lactobacillus brevis and its

application in a plug-flow reactor" Tetrahedron-Asymmetry 2006, 17, 3219-3225.
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4 Erhdéhung der Enzymstabilitat

werden. Obwohl dieses Tragermaterial bei anderen Enzymen zu hohen Restaktivitdten flhrte
(Kubitzki et al. 2008), war es zur Immobilisierung von Lb-ADH kaum geeignet.

Tabelle 4: verschieden funktionalisierte Sepabeads® und erzielte Restaktivititen bei der Inmobilisierung von Lb-ADH

Erzielte
Restaktivitat

Name Struktur der Seitenketten

a) EC-EP
1%
0
(Epoxy) O ]
b) EC-HFA H \L
AN O™ 15 %
(Amino-Epoxy) O/\OC\H O/\<(|) °

c) EC-EA
- NH: 4 %
( ’f 0 N
(Ethyl-Amino) /\OG\H

d) EC-HA 2

NN NH: 4%
o N
(Hexamethyl-Amino O)J\ /\Q\H

Die Voruntersuchungen ergaben die hdchsten Restaktivitaten fir die Amino-Epoxy-Funktionalisierung

(b), sodass sich die weiteren Untersuchungen auf dieses Material beschrankten.

Die Anbindung des Enzyms an die Oberflache erfolgt liber einen Zwei-Schritt-Mechanismus. Durch
die hohe Konzentration an Amino-Gruppen auf der Oberflache erfolgt selbst bei niedrigen
Pufferkonzentrationen eine Adsorption des Enzyms an die Oberflache. Durch die rdumliche Nahe
kann anschlieBend die Reaktion zwischen Epoxy-Gruppen des Tragermaterials und nucleophilen
Gruppen (Amino-Gruppen, Thiol-Gruppen) des Enzyms stattfinden.

Diese Reaktion ist pH-abhangig, da die Amino-Gruppen bei basischen pH-Werten als NH,-Gruppen
vorliegen und ihre Nucleophilie hdher ist (siehe auch 4.1.2). Es stellte sich aber heraus, dass die
Inaktivierung des Enzyms bei basischen pH-Werten derart beschleunigt wurde, dass die zusatzliche
Reaktivitét dies nicht kompensieren konnte. Stattdessen wurden die Proben Uber Nacht bei neutralem

pH inkubiert, um ausreichend Zeit fir die Reaktion zu erméglichen.

Um die Lagerstabilitdt des immobilisierten Enzyms abzuschéatzen, wurden die Immobilisate bei 30 °C
inkubiert. Dabei betrug die Halbwertszeit 20 £2 h, die des gelésten Enzyms unter gleichen
Bedingungen 20 £ 1 h. Es wird also deutlich, dass das Enzym sich zwar an der Oberflache des

Tragermaterials befindet, aber keine Stabilisierung stattgefunden hat
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Um diese Stabilisierung zu erreichen, wurden zwei Anséatze gepriift, einerseits die Absattigung der

Ubrigen funktionellen Gruppen und andererseits die Quervernetzung des adsorbierten Enzyms durch
Glutardialdehyd (GDA).

4.3.1.2 Absittigung der librigen funktionellen Gruppen

Es wurde berichtet, dass die Restaktivitdt und die Anbindung von Enzymen beglnstigt werden, wenn
die Ubrigen funktionellen Gruppen des Tragermaterials mit niedermolekularen Verbindungen
abgesattigt wurden (Fernandez-Lafuente et al. 1999a; Fernandez-Lafuente et al. 1999b). Die
mikroskopische Umgebung der Enzyme wird dadurch hydrophiler, was eine Stabilisierung des
Enzyms mit sich bringen kann. Als Absattigungs-Reagenzien bieten sich niedermolekulare
Nucleophile an wie Aminosauren oder Thiole. Im konkreten Fall wurde das Tragermaterial mit dem
adsorbierten Enzym in Ldsungen von 1 mol L Glycin oder 5% Mercaptoethanol inkubiert,
anschlieBend gewaschen und erneut Aktivitat und Stabilitat bestimmt.
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Abbildung 52: Enzymstabilitat und Restaktivitdt nach Absattigung der librigen funktionellen Gruppen

Bestimmung der Restaktivitat und der Stabilitat siehe 10.2.1

Wie in Abbildung 52 dargestellt, vervierfacht sich die Halbwertszeit nach einer Stunde Inkubation in
1 M Glycin auf 83 = 6 h, fiir Mercaptoethanol steigt sie auf 73 £ 24 h. Langere Inkubationen ergaben
keinen weiteren Stabilitatsgewinn. Die Absattigung der Ubrigen funktionellen Gruppen hat zwar keinen
signifikanten Einfluss auf die Restaktivitat, durch die hydrophilere Mikro-Umgebung des Enzyms kann
aber eine héhere Enzymstabilitat erzielt werden.

4.3.1.3 Quervernetzung mit Glutardialdehyd

Weitere Untersuchungen ergaben, dass das immobilisierte Enzym durch den Abséttigungsprozess
zwar stabilisiert wurde, aber immer noch nur adsorptiv an den Tréger gebunden war. Um kovalente
Bindungen auszubilden, wurde nun untersucht, ob das Enzym auf dem Trager quervernetzt werden

kann. Durch das bifunktionelle Glutardialdehyd (GDA) kénnen nucleophile Gruppen des Enzyms mit
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der Oberflache des Tragers sowie der Enzyme untereinander vernetzt werden. Die Anbindung des
Proteins an den Tréger sollte dadurch fester werden und ein Abldésen des Enzyms vom Tréger
verhindert werden. Abbildung 53 zeigt sowohl die Stabilitdten als auch die Restaktivitdten der
immobilisierten Enzyme, die fir 30 min in GDA-L&sungen verschiedener Konzentration inkubiert

wurden.
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Abbildung 53: Enzymstabilitat und Restaktivitat nach Quervernetzung

Bestimmung der Restaktivitat und der Stabilitat siehe 10.2.1

Es wird deutlich, dass alle Quervernetzungen einen Verlust an Restaktivitat zur Folge haben. Dies ist
wohl auf Reaktionen zwischen Glutardialdehyd und den Aminosauren des katalytischen Zentrums
zurlckzufiihren, was in einer verminderten oder aufgehobenen Enzymaktivitat resultiert. Allerdings
kann durch sehr verdiinnte Lésungen (0,2 %) ein dramatischer Stabilitditsgewinn erreicht werden, der
die Halbwertszeit von 20 + 2 h auf 1260 £ 390 h erhéht. Durch die geringe Konzentration von GDA
wird also der optimale Kompromiss aus Reaktivitat zur Quervernetzung und schédlichem Einfluss des
Glutardialdehyds erreicht. Die Halbwertszeit des Enzyms wird um den Faktor 60 gesteigert.

4.31.4 Absattigung und Quervernetzung

Nach den positiven Ergebnissen sowohl bei der Absattigung als auch bei der Quervernetzung lag es
nahe, zu untersuchen, ob die Effekte kombiniert werden kdnnen. Das Immobilisat wurde erst mit
Glycin oder Mercaptoethanol abgesattigt und anschlieBend mit 0,2 % Glutardialdehyd quervernetzt.
Abbildung 54 zeigt die Ergebnisse. Es wird deutlich, dass auch hier ein stabilisierender Effekt auftritt,
der fir Glycin deutlich weniger ausgepragt ist. Dies wird verstandlich, wenn man in Betracht zieht,
dass auch Glycin ein schwaches Nucleophil ist, das mit GDA reagieren kann und so die effektive
Konzentration fir die Quervernetzung reduziert. Fiir die Kombination aus Mercaptoethanol und GDA
ergibt sich die héchste Stabilitat mit 560 + 67 h.
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Abbildung 54: Enzymstabilitdt und Restaktivitat nach Abséattigung und Quervernetzung

Bestimmung der Restaktivitat und der Stabilitat siehe 10.2.1

4315 Stabilitat des Immobilisats gegen Mediator

Es soll nun 0Oberprift werden, ob die hervorragende Lagerstabilitdt durch Abséattigung und
Quervernetzung sich auch auf die Anwesenheit von Mediator erstreckt. Falls die Anbindung und
Quervernetzung Uber diejenigen Aminosauren erfolgte, die auch die Inaktivierung bewirken, sollte das
immobilisierte Enzym deutlich stabiler gegeniiber dem Mediator sein. Abbildung 55 verdeutlicht aber,
dass die Immobilisierung keinen stabilisierenden Effekt in Gegenwart von Mediator hat. Die
Halbwertszeit bei Inkubation in 0,2 mmol L™ Rh(bpy) betragt lediglich 3 + 1 h. Bei den Aminosauren,
Uber die das Enzym angebunden wird, handelt es sich um die nucleophilen Aminosduren Lysin,
Histidin und Arginin und in geringerem MaBe Cystein. Diese Aminosduren kdnnen die Epoxidgruppe
nucleophil angreifen, beziehungsweise mit Glutardialdehyd reagieren. Die immer noch geringe
Stabilitait des Enzyms in Gegenwart von Mediator ist ein Anzeichen daflir, dass auch andere

Aminosauren bei der Inaktivierung eine Rolle spielen.

Auch wenn das Immobilisat nicht fir die elektrochemische Cofaktorregenerierung genutzt werden
kann, wird die herausragende Prozessstabilitat in 11.1 in Kombination mit einer substrat-gekoppelten
Cofaktorregenerierung unter Beweis gestellt.
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Abbildung 55: Stabilitat von Lb-ADH auf Sepabeads® in An- und Abwesenheit von Rh(bpy)

Reaktionsbedingungen: Sepabeads® nach 10.2.3.3 bei a) 50 mmol L Phosphatpuffer pH = 7; 3 mmol L™ MgCls; 30 °C
und b) 50 mmol L™ Phosphatpuffer pH = 7; 3 mmol L™ MgCl,; 0,2 mmol L™ Rh(bpy); 20 °C

4.3.2 Einkapselung

Die Einkapselung von Enzymen stellt eine hervorragende Mdglichkeit zur Immobilisierung dar.
Dadurch kann das Enzym vor schadlichen auBeren Einflissen wie mechanischem Stress oder
Phasengrenzen geschiitzt und so eine hdhere Prozessstabilitat erzielt werden. Setzt man dieses
Immobilisat in einem organischen Ldsemittel ein, kann auBerdem die Ld&slichkeit hydrophober
Substrate verbessert werden, ohne hohe und damit eventuell inhibierende Konzentrationen am Enzym

Zu bewirken.

In dieser Arbeit soll die Einkapselung des Enzyms in ein Gel aus Polyvinylalkohol untersucht werden.
Durch die Kompartimentierung besteht die Mdglichkeit, dass das Enzym unter Reaktionsbedingungen
eine hohere Stabilitdt zeigt, weil der direkte Kontakt mit der Elektrode verhindert wird und die
Geleinkapselung eventuell auch die Desaktivierung durch den Mediator reduziert. Dabei kénnte die
Phasengrenze zwischen Reaktionslésung und Gel als Diffusionsbarriere fir den Mediator wirken, was

zu einer geringeren Stationarkonzentration im Inneren der Kugeln fiihren kénnte.

Komplementar zur Immobilisierung von (R)-selektiver Lb-ADH auf Sepabeads® wird nun die
Immobilisierung einer (S)-selektiven ADH aus einem thermophilen Organismus (ADH-T) untersucht.

Die Geleinkapselung geschah durch das Eintropfen einer Mischung aus verseiftem Polyvinylalkohol,
Polyethylenglykol und Enzymldsung in -30 °C kaltes Silikondél. Durch die tiefe Temperatur bilden sich
gefrorene Kugeln aus, die durch langsames Auftauen auf Raumtemperatur eine Gelstruktur ausbilden,
sodass das Immobilisat eine hohe mechanische StabilitAit und Elastizitdt aufweist (Ansorge-
Schumacher 2006; Hischer et al. 2006).
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4 Erhdéhung der Enzymstabilitat

Bei der Untersuchung der Lagerstabilitat der gelstabilisierten Enzyme in Pufferlésung wurde nur eine
recht geringe Halbwertszeit von einigen Stunden gefunden (siehe Abbildung 56). Dies steht in
Kontrast zu den Berichten, nach denen der Einsatz dieser Immobilisate in organischen Lésemitteln
fast unveranderte Enzymstabilitat garantierte. Vermutlich kommt es beim Einsatz der Gelkugeln in
wassrigen Loésungen zu einem Auswaschen von wasserldslichen Gelbestandteilen, etwa
Polyethylenglykol. Polyethylenglykol wurde den Kugeln als strukturgebende Substanz zugesetzt,
sodass ein Ausspllen negative Einflisse auf die Struktur der Kugeln und damit des immobilisierten
Enzyms haben kann. Um auszuschlieBen, dass die Inaktivierung des co-immobilisierten Cofaktors
eine niedrige Enzymaktivitat vorspiegelt, wurden die Gelkugeln in einer weiteren Messreihe vor jeder
Aktivitatsbestimmung in einer Pufferlésung aus frischem Cofaktor inkubiert. Die Stabilitat blieb

unverandert niedrig.

Halbwertszeit / h

Abbildung 56: Stabilitat von gelstabilisierter ADH-T in Pufferlésung
Reaktionsbedingungen: 50 mmol L™ Phosphatpuffer pH = 7, 20 °C; 1 mmol L™ NADP*

Dieser Effekt tritt bei Verwendung von nicht-wéssrigen Lésemitteln naturgemaB nicht auf, da die
Bestandteile der Gelkugeln in der hydrophoben Phase nicht I16slich sind.

Diese mangelnde Stabilitat schlieBt die Immobilisierung in Gelkugeln als wirkungsvolle Methode zur
Enzymstabilisierung aus. Das Potential einer Immobilisierung von Enzymen in Polyvinylalkohol-Gelen

wird aber in 11.2 eindrucksvoll unter Beweis gestellt.
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4 Erhdéhung der Enzymstabilitat

4.4 Zusammenfassung

R/
0.0

7
*

Die Variation der Reaktionsparameter, insbesondere die Absenkung des pH-Werts, kann die
Wechselwirkungen zwischen Mediator und Enzym geringfligig verringern, macht aber

dennoch kein langerfristiges Arbeiten mdéglich.

Bei Zusatz von lonischen Flissigkeiten als Cosolventien kann eine deutlich erhéhte
Lagerstabilitdt des Enzyms in Gegenwart von Mediator gefunden werden. Allerdings ist dieser
Effekt unter Reaktionsbedingungen weniger ausgepragt und verzdgert die Inaktivierung nur
geringflgig.

Die Immobilisierung auf dem porésen Tragermaterial Sepabeads® bewirkt eine enorme
Steigerung der Lagerstabilitdt des Enzyms, allerdings erstreckt sich diese Stabilisierung nicht
auf die Anwesenheit von Mediator.

Die Immobilisierung durch Einkapselung des Enzyms in Gelkugeln aus Polyvinylalkohol ist
nicht fir die Anwendung in wassrigen Medien geeignet.

Die Anwendung der Immobilisate in Kombination mit der substrat-gekoppelten
Cofaktorregenerierung wird in Kapitel 11 beschrieben.
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5 Mechanistische Untersuchung der Inaktivierung

5 Mechanistische Untersuchung der Inaktivierung

5.1 Zyklovoltammetrische Untersuchungen

Durch die im vorigen Kapitel beschriebenen Ansatze konnte die Enzymstabilitdt unter
Reaktionsbedingungen nicht signifikant erhéht werden. Damit stellt die Enzyminaktivierung weiterhin
den limitierenden Faktor des Reaktionssystems dar, der langere Laufzeiten und héhere
Katalysatorausnutzung verhindert. Da konventionelle Ansatze zur Enzymstabilisierung nicht
erfolgreich waren, muss die Inaktivierungsreaktion zwischen Mediator und Enzym genauer untersucht
werden. Ein besseres Versténdnis der Inaktivierung soll dann eine gezielte und systematische
Stabilisierung ermdglichen. Unklar sind auch die Grinde fir die Tatsache, dass die Reaktion
scheinbar willkirlich entweder bei sehr hohen Enantiomereniiberschiissen abbricht oder aber der

Enantiomerenuberschuss langsam reduziert wird.

Eine langsame Abnahme des Enantiomerenlberschusses deutet auf das Vorhandensein der
Nebenreaktion hin, bei der das Substrat direkt von dem Mediator reduziert wird. Da der Mediator aber
eine sehr viel héhere Affinitdt zum Cofaktor als zum Substrat hat (Hildebrand und Litz 2007), deutet
dies auf ein Fehlen von oxidiertem Cofaktor hin. Der Cofaktor zeigt allerdings im Reaktionsgemisch
eine deutlich héhere Stabilitét als der Zeitrahmen, in dem die Experimente im Satzreaktor stattfinden.
Deshalb ist die einzige Erklarung fir das Fehlen von oxidiertem Cofaktor als Reaktionspartner fir den
aktivierten Mediator, dass der gesamte Cofaktor in reduzierter Form vorliegt und so keine Elektronen
mehr aufnehmen kann. Stichproben aus dem Reaktor belegen diese Vermutung. Die Nebenreaktion
der direkten Reduktion ist also nur in Abwesenheit von oxidiertem Cofaktor von Bedeutung und diese
Situation kann unter Reaktionsbedingungen nur bei fehlender Enzymaktivitat auftreten.

Unklar ist aber weiterhin, warum andere Elektrolysen bei sehr hohem ee zum Stillstand kommen,
wahrend immer noch Enzymaktivitdt vorhanden ist. Es muss also einen zweiten Effekt geben, der
ebenfalls zum Abbruch der Reaktion fuhrt. Da sowohl Cofaktor als auch Enzymaktivitdt noch
vorhanden sind, liegt der Schluss nahe, dass die elektrochemische Teilreaktion der
Mediatoraktivierung unterbrochen wird (sieche Abbildung 57). Bei fehlender Mediatoraktivitat wirde der
erste Reaktionsschritt nicht stattfinden, sodass keine Produktbildung mehr stattfindet und der bis

dahin erzielte Enantiomereniiberschuss erhalten bliebe.

H* OH
Mediator,qq ( NADP* \ / Rz/'\R1
< >< ADH
2¢e NADPH / \\ j\

Mediator

Kathode

Abbildung 57: Reaktionssystem der indirekten elektrochemischen Cofaktorregenerierung
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5 Mechanistische Untersuchung der Inaktivierung

In der Literatur ist der Einfluss der Reaktionsbedingungen auf den Mediator bisher unbericksichtigt

geblieben. Das Augenmerk richtete sich lediglich auf die vom Mediator ausgehende Inaktivierung des
Enzyms (Hollmann et al. 2002).

Um zu klaren, ob eine Mediatorinaktivierung stattfindet und auf welche Weise dies geschieht, wurde
der Effekt von Proteinen auf die Aktivitat des Mediators eingehender untersucht.

Mit Hilfe der Zyklischen Voltammetrie wurden Aktivitatsmessungen einer Mediatorlésung durchgefihrt.
Dabei korreliert der kathodische Peakstrom direkt mit der katalytischen Aktivitdt. Flr eine
experimentell einfache und reproduzierbare Messung wurde die Lésung nun nicht mit Proteinen
versetzt, sondern mit einzelnen Aminosauren. Diese Vorgehensweise ermdglicht es, eventuelle
Inaktivierungen zu beobachten und sie gleichzeitig bestimmten Aminosduren zuzuordnen. Nach
Inkubation mit einer Aminosdure wird erneut die Mediatoraktivitdt bestimmt und der Quotient der
Peakstrome als prozentuale Restaktivitdt ermittelt. In Abbildung 58 sind die verbleibenden
Mediatoraktivitadten dargestellt.

100

Restaktivitat / %

& 9 O RS - NS
? PSS T T SEIFLIILSES S

& D
v
K: ISEN

O L
TELL

%0

Abbildung 58: Mediatoraktivitat in Gegenwart von Aminoséauren

Reaktionsbedingungen: 20 mL 50 mmol L™ Phosphatpuffer pH = 7; 2 mmol L™ Rh(bpy); 5 mmol L' Aminosaure;
WE: glassy carbon; CE: Platindraht; RE: Ag|AgCl; Potential -1000 - 0 mV; Vorschubgeschwindigkeit 100 mV s™
Wie aus Abbildung 58 hervorgeht, haben die zugesetzten Aminosauren sehr verschiedene Einfliisse
auf die verbleibende Katalysatoraktivitdt. Fir Cystein, Histidin und Tryptophan kénnen nur noch
Restaktivitdten von weniger als 15 % gefunden werden. Fir die meisten Aminosauren bewegt sich die

Restaktivitdt zwischen 35 und 65 %, nur flr Prolin kann anndhernd die gesamte Restaktivitat
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5 Mechanistische Untersuchung der Inaktivierung

gefunden werden. Diese Messungen stellen den ersten experimentellen Beweis dafur dar, dass sich
die Wechselwirkungen zwischen Enzym und Mediator nicht nur schadigend auf das Enzym auswirken,
sondern auch den Mediator inaktivieren.

Im Fall von Cystein kommt es zu einer starken Wechselwirkung zwischen dem Rhodium-Zentralatom
und dem Schwefelatom der Seitenkette. Diese Reaktion kann sogar als Farbverédnderung der gelben
Lésung zu einem dunkel-orangen Farbton beobachtet werden. Es ist bekannt, dass Schwefel starke
Bindungen zu Ubergangsmetallen ausbilden kann, was einerseits zur Entfernung von
Schwermetallionen aus Abwassern genutzt werden kann (Kim et al. 2002), andererseits aber auch zur
Vergiftung heterogener Katalysatoren fUhrt (Bitsch-Larsen et al. 2008; Deng et al. 1993). Diese

inaktivierende Wirkung von Rhodium wurde bereits fir andere Enzyme beobachtet (Pohl 2007).

Weiterhin kénnen die Aminoséduren Histidin und Tryptophan mit ihren heterogen aromatischen
Seitenketten mit dem Mediator wechselwirken und ihn weitestgehend inaktivieren. Phenylalanin und
Tyrosin als weitere Aminosduren mit aromatischen Seitenketten hingegen haben keinen
auBergewohnlich stark inaktivierenden Einfluss auf den Mediator. Von Prolin abgesehen haben alle
verbleibenden Aminosauren einen maBig inaktivierenden Einfluss auf den Mediator. Dies kann auf die

Insertion der nucleophilen Amino-Funktion in den Komplex zuriickgefihrt werden.

Hierbei ist allerdings zu beachten, dass diese Aminosduren eine freie Aminogruppe tragen, die in
einem Protein Teil der Peptidbindung ware und nicht zur Reaktion bereitstiinde. lhr Einfluss als Teil
eines Proteins sollte also vergleichbar zu Prolin sein, welches durch das Fehlen einer freien
Aminogruppe keinen Einfluss auf die Mediatoraktivitdét hat. Geringfligige Verluste in der
GroéBenordnung einiger Prozente sind auch auf zunehmende Viskositat der Lésung zuriickzufihren
(Speiser 1981).

In Abbildung 59 sind die Zyklischen Voltammogramme der wichtigsten Aminosauren dargestellt. Im
Gegensatz zu Cystein, Histidin und Tryptophan, bei denen bereits 5 mmol L' Aminosaure
(2,5 Aquivalente) eine anndhernd vollstandige Inaktivierung des Mediators herbeifiihren, bewirkt die
Zugabe der anderen basischen Aminosduren Lysin und Arginin auch in héheren Konzentrationen nur
eine graduelle Verringerung der Restaktivitdt. Die Wechselwirkung der Amino-Gruppen mit dem
Mediator stellt also vermutlich eine Gleichgewichtsreaktion dar, bei der mit zunehmender

Aminosaurekonzentration das Gleichgewicht zum inaktivierten Mediator verschoben wird.
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Abbildung 59: Zyklische Voltammogramme Mediator in Gegenwart von ausgewéahlten Aminoséuren

Reaktionsbedingungen: 20 mL 50 mmol L Phosphatpuffer pH = 7; 2 mmol L™ Rh(bpy); 5 mmol L' Aminosaure;
WE: glassy carbon; CE: Platindraht; RE: Ag|AgCl; Potential -1000 - 0 mV; Vorschubgeschwindigkeit 100 mV s™
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5 Mechanistische Untersuchung der Inaktivierung

5.2 Mediatorinaktivierung durch hohe Proteinkonzentrationen

Die Wechselwirkung zwischen Mediator und Enzym inaktiviert also beide Reaktionspartner und kann
den Aminosauren Cystein, Histidin und Tryptophan zugeordnet werden. Mit dieser Erkenntnis ist es
nun auch méglich, die zwei verschiedenen Resultate der Elektrolysen zu verstehen. In Abh&ngigkeit
von der Stéchiometrie kann es entweder zu einer vollstandigen Inaktivierung des Enzyms oder des
Mediators kommen. Verbleibt aktiver Mediator in der Lo&sung, entsteht in der unselektiven
Nebenreaktion das racemische Produkt. Bei einem Uberschuss an Enzym kommt es zu einer
vollstdndigen Inaktivierung des Mediators, die Reaktion bricht ab und eine Restmenge an

Enzymaktivitat verbleibt. Das Produkt behalt seinen hohen Enantiomereniiberschuss.

Um diese Erkenntnis weiter zu belegen, wird die Inaktivierung des Mediators durch hohe
Proteinkonzentrationen noch deutlicher gezeigt.

Auf der einen Seite ist es mdglich, ein kostenglnstiges Protein ohne katalytische Wirkung
hinzuzugeben, wie beispielsweise Bovines Serum Albumin (BSA).
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Abbildung 60: elektrochemischer Satzreaktor mit BSA

Reaktionsbedingungen: 250 mL 100 mmol L Phosphatpuffer pH = 7; 100 mmol L™ Na,SO,; 1 mmol L™ MgCl.;
17 mmol L™ Acetophenon; 0,5 mmol L™ Rh(bpy); 0,5 mmol L™ NADP*; 5 U mL™ Lb-ADH; 5 mg mL™ BSA; -700 mV vs.
Ag|AgCl

Es wird deutlich, dass durch die Verwendung von BSA als zusétzlichem Protein die Inaktivierung des
Produktionsenzyms  verringert  wird, @ sodass hohe Umsédtze mit hervorragendem
Enantiomereniiberschuss mdglich sind. Durch die Reaktion zwischen BSA und dem Mediator sinkt
allerdings dennoch die Reaktionsgeschwindigkeit, wahrend man im Fall einer konstanten
Mediatoraktivitat eine lineare Produktbildung beobachten muisste.
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5 Mechanistische Untersuchung der Inaktivierung

Besteht der Proteinliberschuss nicht aus einem zuséatzlichen Protein, sondern verwendet man eine
Alkoholdehydrogenase mit sehr niedriger spezifischer Aktivitat (siehe Tabelle 5; U = pmol min™), so
kommt man zu ahnlichen Resultaten:
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Abbildung 61: elektrochemischer Satzreaktor mit ADH CDX010

Reaktionsbedingungen: 120 mL 100 mmol L™ Phosphatpuffer pH=7; 100 mmol L™ Na,SO,; 3 mmol L™ MgCl,; 4 mmol L
para-Chlor-Acetophenon; 0,2 mmol L Rh(bpy); 0,2 mmol L' NAD*; 2,5 U mL™ CDX010; -700 mV vs. Ag|AgCl

Tabelle 5: Vergleich der Eigenschaften von Lb-ADH und CDX010

Aktivitat pro Proteinmasse
Name Substrat Cofaktor
mg Protein / U pro U/ pg
Lb-ADH Acetophenon NADPH 89,1 11,2
CDXo10 para-Cl-Acetophenon NADH 10,0 100,0

Man erkennt bereits vor dem Anlegen des Potentials eine rapide Enzyminaktivierung. Nach dem Start
der Reaktion kann Produktbildung beobachtet werden, allerdings bricht die Reaktion nach etwa
200 min ein, obwohl noch etwa 30 % an Enzymaktivitdt vorhanden sind. Auch hier kommt die
Reaktion durch fehlende Mediatoraktivitdt zum Erliegen, wahrend die verbliebene Enzymaktivitat
konstant bleibt.
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5.3 Der Mechanismus der Inaktivierung

In den vorherigen Kapiteln wurde eine Vielzahl von Méglichkeiten untersucht, die Enzymstabilitat unter

Reaktionsbedingungen zu erhdhen. Leider waren diese Bemihungen nicht erfolgreich.

Dies bedeutet, dass eine Optimierung des Reaktionssystems nicht ohne eine genaue Kenntnis des
Inaktivierungsmechanismus madglich ist. In der Literatur wird bisher nur unspezifisch Uber diese
Inaktivierung berichtet. Obwohl auBer Frage steht, dass die geringe Enzymstabilitat auf eine
Wechselwirkung des Enzyms mit dem Mediator zurlckzufiihren ist, so war die genaue Art der
Wechselwirkung bisher nicht bekannt gewesen. In diesem Zusammenhang wurde zwar vermutet,
dass die Inaktivierung durch eine Wechselwirkung der basischen Aminoséauren Lysin, Arginin und
Histidin mit dem Rhodiumkomplex geschieht, etwa durch eine Insertion der nucleophilen Seitenketten
in die Koordinationssphare des Rhodiumkomplexes. Diese Vermutungen entbehrten aber einer
soliden experimentellen Grundlage (Hollmann et al. 2006; Hollrigl et al. 2007). Die
literaturbeschriebenen Ansatze zur Einschréankung dieser Wechselwirkung waren ebenso ohne ein
systematisches Versténdnis der Reaktion (siehe 4.1) und konnten nicht reproduziert werden.

Die Beobachtung, dass in manchen Synthesen die Reaktion ohne vollstandigen Verlust der
Enzymaktivitat abbrach, und die detaillierten elektrochemischen Analysen legten den Schluss nahe,
dass die Inaktivierung ein gegenseitiges Phdnomen darstellt, welches nicht nur die Enzymaktivitat,
sondern auch die Mediatoraktivitdt verringert. Diese These wird nicht nur durch die Zyklischen
Voltammogramme gestltzt; auch die Elektrolysen mit sehr hohen Proteinmengen an Enzym oder BSA
zeigten eindriicklich, dass selbst bei verbleibender Enzymaktivitdt die Reaktion abbricht, weil
samtlicher Mediator inaktiviert wurde. In Abhangigkeit von der Stéchiometrie zwischen Protein und
Mediator kommt die Reaktion also entweder durch fehlende Enzymaktivitédt oder durch inaktivierten
Mediator zum Erliegen. Dies wird in den Abbildungen 62 und 63 verdeutlicht.

Durch die elektroanalytischen Untersuchungen konnte auch gezeigt werden, dass die Inaktivierung
kein Resultat einer Reaktion der basischen Aminosaureseitenketten ist, sondern dass die
Aminosduren Cystein, Histidin und Tryptophan mit dem Mediator reagieren. Dies bedeutet, dass die
Verwendung eines nucleophilen Puffers zur Vermeidung von Wechselwirkungen zwischen Mediator
und basischen Seitenketten (Hollrigl et al. 2007) nicht funktionieren kann, da sie keinen Einfluss auf
Cystein und Tryptophan hat. Genauso kann eine Absenkung des pH-Werts offensichtlich zwar den
Einfluss von basischen Aminoséuren, im vorliegenden Fall vor allem Histidin vermeiden (vergleiche
4.1.2), auf den inaktivierenden Effekt von Cystein und Tryptophan hat dies aber keinen Einfluss.
Deshalb liegt die Enzymstabilitdt in Anwesenheit von Mediator auch bei sauren pH-Werten unter der

von reiner Pufferlésung des gleichen pH-Werts.
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Abbildung 62: Reaktionsabbruch der Elektrolysen durch (a) fehlende Enzymaktivitét, unselektive Nebenreaktion

(b) Keine Mediatoraktivitat
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Abbildung 63: Reaktionsabbruch der Elektrolysen durch (b) fehlende Mediatoraktivitat, vollstandiger

Reaktionsabbruch

250

64



5 Mechanistische Untersuchung der Inaktivierung

Dabei muss noch ein weiterer Aspekt beachtet werden: In Absatz 4.2 konnte die Lagerstabilitét von
Enzymen in Gegenwart von Mediator deutlich erhéht werden, vermutlich weil die nucleophilen
Kationen der IL sich an die freie Koordinationsstelle des Mediators anlagerten und so eine Reaktion
mit dem Enzym verhinderten. Dieser Schutzeffekt konnte aber unter Reaktionsbedingungen nicht
genutzt werden, weil der Mediator zur Regenerierung des Cofaktors die freie Koordinationsstelle zur
Anlagerung des Hydridions bendtigt. Wird diese Koordinationsstelle durch Diffusion des Kations frei,
ist aber ebenso die Inaktivierung des Enzyms mdoglich.

Da es sich um drei Aminos&uren handelt, die an der inaktivierenden Wechselwirkung beteiligt sein
kénnen, ist auch eine Modifikation des Enzyms schwierig. Es ist unwahrscheinlich, dass der gezielte
Austausch aller dieser Aminosauren immer noch ein katalytisch aktives Protein ergibt. Beispielsweise
wirde das fir Lb-ADH den Austausch von 8 Aminosauren bedeuten (Niefind et al. 2000). Auch die

chemische Modifikation dieser Aminosauren erscheint nicht erfolgversprechend.

Es ist offensichtlich, dass die Inaktivierung von Mediator und Enzym nicht verhindert werden kann,
sobald diese in Kontakt geraten. Weder die Variation der Reaktionsparameter noch die Verwendung
von Additiven resultierte in einer Vermeidung der Inaktivierung. Somit kann ein stabiles
Reaktionssystem nur aufrechterhalten werden, wenn der direkte Kontakt zwischen Mediator und
Enzym durch eine rdumliche Trennung unterbunden wird. Eine derartige Kompartimentierung sollte zu
deutlich gesteigerten Stabilitditen flhren, gestaltet sich aber schwierig, da sich der Cofaktor zur

Ubertragung der Redoxaquivalente frei zwischen Mediator und Enzym bewegen kénnen muss.

Eine Retention des Enzyms ist durch die etablierte Technik des Membranreaktors ohne weiteres
machbar, der Mediator allerdings ist dem Cofaktor sehr &hnlich in Hinblick auf Molekulargewicht und
Polaritdt, sodass eine selektive Riickhaltung des Mediators durch eine Membran oder eine
Phasengrenze nicht mdglich ist. Dies ware erst dann méglich, wenn die Eigenschaften des Mediators
deutlichere Unterschiede zu denen des Cofaktors aufwiesen. In der Literatur wurde schon von
Mediatoren berichtet, die durch Anbindung an ein Polyethylenglykol-Molektl (PEG) in ihrem
Molekulargewicht derart vergréBert wurden, dass eine Membranrickhaltung mdéglich wurde (Steckhan
et al. 1991). Diese Polymermediatoren zeigten aber stark verringerte Aktivitdten. Weiterhin wurden
Mediator und Enzym im gleichen Reaktorraum eingesetzt, was zwar die Retention beider Molekdle

ermdglichte, aber nicht die inaktivierende Wechselwirkung vermeiden konnte.

Die wasserldsliche Polymeranbindung des Mediators in Kombination mit rdumlicher Abtrennung vom
Enzym verspricht die groBten Aussichten auf Stabilisierung des Reaktionssystems. Aufbauend auf
diesen Ergebnissen soll nun eine Methode entwickelt werden, den Mediator in seinem
Molekulargewicht zu vergréBern, mit besonderem Augenmerk auf geeigneter Membranretention und
hoher Aktivitat.
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5.4 Zusammenfassung

Zyklovoltammetrische Untersuchungen zeigen, dass durch die Reaktion zwischen Enzym und
Mediator auch der Mediator inaktiviert wird. Fir diese Inaktivierung sind die Aminosauren

Cystein, Histidin und Tryptophan verantwortlich.

Alle Versuche zur Stabilisierung des Reaktionssystems durch Additive unter
Reaktionsbedingungen scheitern daran, dass die wahrend der Reaktion entstehende freie
Koordinationsstelle am Rhodium-Zentrum mit dem Enzym reagieren kann.

Enzym und Mediator missen raumlich getrennt werden. Den gréBten Erfolg verspricht dabei
eine Molekulargewichtserhéhung des Mediators durch Anbindung an ein wasserldsliches

Polymer.
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6 Polymermediatoren

6.1 Methoden der Polymerisation

Im Rahmen dieser Arbeit sollen zwei Methoden zur Synthese von polymergebundenem Mediator
untersucht werden. Auf der einen Seite ist es mdglich, ein bestehendes Polymer Uber reaktive
Seitenketten mit dem Katalysator zu funktionalisieren. Andererseits ist es moglich, aus Katalysatoren
mit zwei Anbindungsstellen und kleineren Polymereinheiten ein sogenanntes Block-Polymerisat
herzustellen, bei denen die Katalysatoreinheiten in das Rlckgrat des Polymers integriert sind (siehe
Abbildung 64).

In beiden Fallen ist es notwendig, modifizierte Mediatoren zu finden, die neben ihrer katalytischen
Funktion auch noch eine beziehungsweise zwei funktionelle Gruppen tragen, mit denen sie an das
Polymer angebunden werden kdnnen. Dabei ist zu beachten, dass dies erhebliche Auswirkungen auf
die katalytischen Eigenschaften des Katalysators haben kann (siehe 3.2.2.3). Eine
Seitenkettenmodifikation setzt auBerdem das generelle Vorhandensein von reaktiven Gruppen in der
Seitenkette voraus, beispielsweise Saure-Funktionen in Polyacrylsdure. Die bereits zu
Reaktionsbeginn hohe Molekularmasse des Polymers wirkt sich vorteilhaft auf die Membranretention
aus, da selbst eine unvollstandige Reaktion gute Retention ermdglicht.

Polymer W Modifikation

S
Katalysator ‘ ‘ ‘

Polymer ,M¢ ,M_( Block-Polymerisation A A A A
Katalysator —@)— @ I

Abbildung 64: Anbindungsstrategien fiir polymerangebundene Katalysatoren

Ein weiterer Vorteil der Seitenkettenmodifikation ist, dass die Belegung der reaktiven Seitenketten mit
Katalysator durch die Versuchsbedingungen variiert werden kann. Im Gegensatz dazu ist das
Verhaltnis von Polymer zu Katalysator bei der Block-Polymerisation durch den
Reaktionsmechanismus auf 1:1 festgelegt. Hier sind auBerdem hohe Umséatze nétig, um hohe
Molekularmassen zu erzielen. Auf der anderen Seite kann durch das Block-Polymerisat eine recht
hohe katalytische Dichte erzielt werden, da es im Gegensatz zum modifizierten Polymer nur kirzere
unreaktive Polymerketten gibt, die weniger verkndult vorliegen und so die reaktiven Zentren sterisch

weniger abschirmen (Spika 1994).

Zusatzlich zu einer sterischen Hinderung kann auch die elektronische Situation des Mediators durch

das Polymer beeinflusst werden. Dadurch kann es zu Verschiebungen des Reduktionspotentials und
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zu einer Anderung der katalytischen Aktivitit kommen, wie dies bereits in Kapitel 3.2.2.2 fiir die
niedermolekularen Mediatoren beschrieben wurde (Hildebrand et al. 2008).

Die Auswahl an mdglichen Polymeren beschrankt sich im Rahmen dieser Arbeit auf wasserlésliche
Spezies. Mit Hinblick auf die Vorarbeiten mit Polyethylenglykol (PEG) wurde fir die

Blockpolymerisation die Anbindung des Mediators an verschiedene kiirzere PEG-Molekile untersucht.

Als mogliches Polymer zur Seitenkettenmodifikation bietet sich Polyacrylsdure (PAA) an, da eine
Anbindung des bereits dargestellten Amino-Bipyridins 5a (siehe Abbildung 33) in Analogie zu einer

Peptidbindung méglich sein sollte (Malmstrdm und Andersson 2000; Malmstrém et al. 1995).

6.2 Polyacrylsaure

Als erste Moglichkeit zur Polymeranbindung des Mediators soll die Seitenkettenmodifikation von
Polyacrylsdure (PAA) untersucht werden. Durch die gute Wasserldslichkeit und die reaktiven
Séuregruppen ist dieses Polymer zur Anbindung von Bipyridin gut geeignet.

Die Sauregruppen kdnnen Uber verschiedene Reaktionstypen mit einem funktionalisierten Bipyridin
reagieren. Denkbar ist etwa die Ausbildung einer Esterbriicke mit einer Saure-Gruppe am Bipyridin. In
Hinblick auf die geringe katalytische Aktivitdt des Mediators 15b (siehe Abbildung 33) mit zwei freien
Saure-Gruppen und die Hydrolyseempfindlichkeit der Esterbindung wurde stattdessen aber die
Bildung einer Peptidbindung untersucht. Dazu muss ein amino-funktionalisiertes Bipyridin durch ein
Kupplungsreagenz an die Sauregruppe gebunden werden. Durch die enorme Bedeutung der
Peptidbindung ist eine Vielzahl von Kupplungsreagenzien bekannt. In der Literatur gibt es bereits
Beispiele (Malmstrém und Andersson 1997; Malmstrém und Andersson 1999; Malmstrém et al. 1999),
in denen Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) zur Kupplung eines Rhodium-Phosphin-Komplexes an
Polyacrylsaure verwendet wurde. Aus Kapitel 3.2 sind 4-Amino (11a) beziehungsweise 4,4'-di-Amino-
Bipyridin (5a) bekannt, deren Kopplung an Polyacrylsdure mdglich sein sollte. Die Darstellung von 5a
und 11a gelingt in einem Schritt aus 3a beziehungsweise 10a, alternativ kann 3a aber auch aus dem
deutlich kostengiinstigeren 1a in zwei Schritten synthetisiert werden. Es wurde aber hauptsachlich das
di-funktionalisierte 5a untersucht, da die doppelt funktionalisierten Bipyridine synthetisch leichter
zuganglich sind. Eine Verknlpfung der Polymerketten untereinander durch die zweite funktionelle
Gruppe wurde dabei als vernachlassigbar angesehen. Entgegen der Erwartung und der bereits
literaturbeschriebenen Synthesen erwies sich DCC nicht als geeignetes Kupplungsreagenz. Im
Gegensatz dazu gelang die Kupplung durch Zugabe von 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methyl-
morpholinium-chlorid (DMTMM) (Kunishima et al. 1999a; Kunishima et al. 1999b; Thompson und
Michielsen 2006).

Abbildung 65 verdeutlicht den Reaktionsmechanismus. Ausgehend von Polyacrylsdure, 2,2'-Bipyridin

und RhCl; belauft sich die gesamte Synthese auf sechs Syntheseschritte.
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Abbildung 65: Syntheseweg fiir die Anbindung des Mediators an Polyacrylsédure

Es wurde bereits erwahnt, dass bei einer Seitenkettenfunktionalisierung der Belegungsgrad an

Katalysator variiert werden kann. In diesem konkreten Fall wurden Polymere mit einer Belegung von
5, 10 und 20 % Mediator dargestellt. Die Belegung kann dabei leicht durch Absorptionsmessungen
bestimmt werden, da die Bipyridine ein ausgepragtes Absorptionsmaximum um 250 nm zeigen.
Abbildung 66 zeigt die unterschiedlichen Absorptionen in Abhangigkeit von der Belegungsrate.
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Abbildung 66: Absorptionsspektra verschieden stark belegter Polyacrylsduren

Reaktionsbedingungen: 50 pmol L™ Polymer in Wasser

Die Charakterisierung des Polyacrylsduremediators erfolgt in den Abschnitten 6.4 und 6.5.
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6.3 Polyethylenglykol

6.3.1.1 Bisherige Arbeiten

In der Literatur sind bereits zwei Methoden bekannt, wie der Mediator Rh(bpy) durch
Polymeranbindung in seinem Molekulargewicht vergroBert werden kann (Spika 1994). Bei beiden
Reaktionen handelt es sich um Veretherungen, bei denen eine Etherbindung zwischen dem PEG-
Molekil und einem modifizierten Bipridin ausgebildet wird.

Der erste Weg zu polymergebundenem Bipyridin fihrt Giber eine Veretherung nach Williamson. Dabei
wird das PEG-Molekdl in einer Natriumsuspension deprotoniert und dann mit einem Brom-Derivat von
2,2"-Bipyridin umgesetzt (siehe Abbildung 67). Dabei ist sowohl die Endgruppenmodifikation durch ein
mono-funktionalisiertes Bipyridin als auch die Blockpolymerisation mit einem di-funktionalisierten
Biypridin mdglich. Die Brom-Derivate von 2,2'-Bipyridin kdnnen in drei beziehungsweise vier Stufen
dargestellt werden, sodass die gesamte Reaktion inklusive Komplexierung sechs beziehungsweise
sieben Stufen betragt (vergleiche Abbildung 34).

Williamson-Ethersynthese
Br,

N O—PEG
o > N+ PEGypgy —> M m
. \ / = '20.000 \ N/ = _ }\‘ /

N

Br Br,

(6] O—PEG O—PEG
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— \ N/ = 3.400 \ N/ = — }\l /

PEG-Schmelze

HQ,
— O@
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\ N/ - 20.000 \ N/ = — }\l //

Abbildung 67: frithere Arbeiten zur Polymeranbindung von Rh(bpy) (Spika 1994)

Es ist auch mdoglich, Polyethylenglykol in einer Schmelze Iésungsmittelfrei mit Bortrioxid zu
deprotonieren und dann mit einem hydroxylierten 2,2'-Bipyridin umzusetzen. Die Synthese
hydroxylierter Bipyridine umfasst drei Schritte, wodurch der Umfang der Gesamtreaktion sechs

Reaktionsschritte umfasst.

Diese polymervergroBerten Komplexe wurden mit dem Ziel synthetisiert, den Mediator durch eine
Membran zuriickzuhalten und so die Effizienz zu steigern. Allerdings geschah dies noch ohne die
Erkenntnisse aus Kapitel 5, denn die Retention von Enzym und Mediator im selben Reaktionsraum
fihrte rasch zu der beschriebenen Inaktivierung. Weiterhin waren diese Synthesen mit erheblichen

Problemen verbunden. Die Synthesewege beinhalten sechs bis sieben Syntheseschritte, einige davon
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unter Einsatz aggressiver Chemikalien und mit geringen Ausbeuten. AuBerdem zeigen die
endgruppenmodifizierten Polymere nur eine maBige Belegung mit Bipyridinen. Im besten Fall lag die
Belegung der Uber die 4-Position veretherten Bipyridine bei 30 %, das heiBt von drei PEGy o0-
Molekilen wurden nur 2 Bipyridin-Einheiten bereitgestellt. Dies bedeutet eine enorme Verdinnung der
katalytischen Aktivitdt, da ein GroBteil des Polymers unfunktionalisiert bleibt. Im Fall der
Williamson'schen Ethersynthese ist dies wahrscheinlich auf eine unvollstdndige Deprotonierung des
PEGs zurlickzufiihren, auch Spuren von Wasser kdnnten hier hdhere Belegungen verhindern. Bei der
PEG-Schmelze ist das stéchiometrische Verhéltnis zwischen PEG und Bipyridin schwer zu
kontrollieren, da die hohe Viskositat der Reaktionsschmelze experimentelle Schwierigkeiten mit sich
bringt. Die Belegung im Block-Polymerisat wurde nicht bestimmt, allerdings ist davon auszugehen,
dass sie bei ausreichendem Polymerisierungsgrad bei einem Verhéltnis der Polymereinheiten zu
Bipyridinen von 1:1 liegt. Damit sollte das Block-Polymerisat die hdchste katalytische Dichte haben. In
CV-Untersuchungen konnte allerdings nur fiir das in 4-Position veretherte Polymer (30 % Belegung)
Uberhaupt ein eindeutiger Reduktionsstrom gemessen werden, der etwa 5 % des Stroms von Rh(bpy)
entsprach.

6.3.1.2 Entwicklung einer neuen Syntheseroute

Eine neue Syntheseroute wurde entwickelt, bei der besonderes Augenmerk auf eine geringe Anzahl
an Reaktionsschritten und hohe Ausbeuten gelegt wurde. Dabei soll die Bildung eines Block-
Polymerisats erreicht werden, um eine akzeptable katalytische Dichte zu erhalten. Um die
experimentell schwierige Deprotonierung von PEG zu vermeiden, wurde von einem funktionalisierten
PEG-Molekiil ausgegangen. Es sind einige PEG-Spezies kommerziell erhéltlich, deren Endgruppen
modifiziert wurden, fir unsere Zwecke bot sich das o,w-aminierte Polyethylenglykol an, deren
endstandige Amino-Gruppen erheblich leichter zur Reaktion gebracht werden kénnen als die Hydroxy-
Gruppen im konventionellen PEG. Eine elegante Methode zur Bildung einer C-N-Bindung ist die
Ausbildung von Schiff-Basen zwischen Aldehyden und Amino-Gruppen. Da es sich hierbei um eine
Gleichgewichtsreaktion handelt, bei der Wasser abgespalten wird, kann man durch wasserfreie
Reaktionsfihrung die Produktbildung beglnstigen. Fir eine hydrolysestabile Bindung wird die
entstandene Doppelbindung anschlieBend durch komplexe Hydride reduziert.

Abbildung 68 zeigt den Syntheseweg. Da beide Edukte kommerziell erhéltlich sind, reduziert sich die
Zahl der Syntheseschritte inklusive der Herstellung des Rhodium-Vorkomplexes auf vier, im Vergleich
zu zwei fUr den niedermolekularen Mediator Rh(bpy). Ein weiterer Vorteil ist die Tatsache, dass vor
allem die Reduktion mit NaBH, und die Komplexierung bekanntermaBen mit hohen Ausbeuten

ablaufen.
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Abbildung 68: Syntheseroute der Mediatoranbindung an Polyethylenglykol

NH,

Da schwer abzuschéatzen ist, welche Molekularmassen auf diese Weise erreicht werden kdnnen,

sollen drei funktionalisierte PEG-Moleklile mit verschiedenen Molmassen von 3400, 6000 und

10.000 g mol™" untersucht werden. Dabei kann davon ausgegangen werden, dass Mediatoren mit

gréBeren Polymerbldocken zwar eine héhere Membranretention bei gleichem Polymerisierungsgrad

zeigen, vermutlich aber an Aktivitat einbliBen, da die katalytischen Zentren sterisch mehr gehindert

werden.
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6.4 Aktivitat

6.4.1 Elektrochemische Aktivitat

Es wurden analog zu 3.2.2 zyklovoltammetrische Untersuchungen durchgefiihrt, um das katalytische
Potential der neuen Polymermediatoren einzuschatzen. Dazu wurden die Reduktionsstrome von
Mediatorlésungen gemessen und mit dem des niedermolekularen Mediators Rh(bpy) verglichen. Da
es sich bei den Polymermediatoren um groBe Molekile mit entsprechend geringen
Diffusionskonstanten handelt, wurde eine Vorschubgeschwindigkeit von 16 mV s gewahlt, um mehr
Mediatormolekilen die Diffusion zur Elektrode zu ermdglichen und so héhere Stréme zu messen.

Abbildung 69 stellt die gemessenen Voltammogramme dar. Es wird deutlich, dass alle
Polymermediatoren deutlich verringerte Strdme aufweisen. Dies hat drei Grinde. Durch die
Polymeranbindung werden einerseits die Diffusionskonstanten deutlich erhéht, sodass die Mediatoren
langsamer an die Elektrodenoberflache gelangen kdnnen. Andererseits werden die Rhodium-Zentren
durch den unreaktiven Polymeranteil sterisch abgeschirmt, sodass es flr sie schwieriger wird, die
Elektrodenoberflache zu erreichen und aktiviert zu werden. Da Zyklische Voltammetrie eine
Analysemethode ist, die diffusionslimitiert ablauft (Speiser 1981), hat auch die zunehmende Viskositat
der Losung eine Reduzierung der Strome zur Folge.
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Abbildung 69: Zyklische Voltammogramme der Polymermediatoren im Vergleich zu Rh(bpy)
Reaktionsbedingungen siehe Abbildung 70
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Weiterhin ist kein definierter Reduktionspeak mehr zu erkennen, stattdessen beginnt oberhalb von
-700 mV ein stetig zunehmender Reduktionsstrom. Dieses Phanomen macht es unmdéglich, ein
genaues Reduktionspotential zu definieren. Um dennoch die katalytischen Aktivitdten miteinander zu
vergleichen, wurden die Strome bei -800 mV vs. Ag|AgCl bestimmt und mit dem des
niedermolekularen Mediators verglichen. Dieses Potential stellt das duBerste Potential dar, bei dem
unter Elektrolysebedingungen gearbeitet werden kann, ohne eine direkte Reduktion des Cofaktors zu

riskieren.
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Abbildung 70: elektrochemische Aktivitat der Polymermediatoren im Vergleich zu Rh(bpy)

Reaktionsbedingungen: 10 mL 50 mmol L™ Phosphatpuffer pH = 7; 0,5 mmol L™ Mediator; Vergleich der
Reduktionsstrome bei -800 mV vs. Ag|AgCl und 16 mV s™

Aus dem Vergleich der Reduktionsstréme wird deutlich, dass die Anbindung des Mediators an
Polyacrylsdure nur sehr geringe elektrochemische Aktivitaten erzielt (siehe Abbildung 70). Der
Reduktionsstrom liegt dabei unter 10 % des niedermolekularen Mediators Rh(bpy), wahrend die an
Polyethylenglykol gebundenen Mediatoren deutlich bessere Aktivitdten aufweisen. In Abhangigkeit
von der GroBe des Polymerblocks kénnen Aktivitaten von 18 % (3400 g mol™), 26 % (6000 g mol™)
und 24 % (10.000 ¢ mol") erreicht werden. Erstaunlich ist dabei die deutlich héhere Aktivitat der
beiden gréBeren Polymerbldcke. Denkbar wére, dass die verschiedenen Polymerketten verschiedene
Faltungen bewirken und so bei gréBeren Polymeren die Mediatoreinheiten exponierter liegen.

Die neuen Mediatoren weisen also elekirochemische Aktivititen von bis zu einem Viertel des
niedermolekularen Mediators auf. Sie stellen damit eine deutliche Verbesserung der bisherigen
Arbeiten dar (Spika 1994). Weil die Mediatoren durch Retention von der Verweilzeit entkoppelt werden

kdnnen, sollte es mdglich sein, die reduzierte Aktivitdt durch hdhere Mediatorladung zu kompensieren.
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6.4.2 Aktivitat mit Formiat

AuBer der elektrochemischen Aktivierung des Mediators ist auch die Reaktion mit Formiat mdéglich,
wobei ein Hydrid abstrahiert wird und Kohlenstoffdioxid entsteht (Ruppert et al. 1988; Steckhan et al.
1991). Diese Methode der Aktivierung hat ebenfalls schon Anwendungen gefunden (Steckhan et al.
1990; Westerhausen et al. 1992), auch wenn Uber eine Inaktivierung des Mediators durch Formiat
berichtet wurde (Uhlenbrock 1994). Auch wenn im Rahmen dieser Arbeit die elektrochemische
Variante untersucht werden soll, ist diese Reaktion dennoch von Interesse, da die sterische Hinderung

durch das Polymer fir Formiat-lonen eine geringere Rolle spielen sollte.
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Abbildung 71: Mediatoraktivierung und Cofaktorreduktion durch Formiat

Far den PEG-Mediator mit dem kleinsten Polymerbaustein wird eine Aktivitdt von 67% in Bezug auf
Rh(bpy) beobachtet. Fir die gréBeren Polymerblécke finden sich Aktivititen von 18 %
(Rh(PEGio00bpy)) beziehungsweise 31 % (Rh(PEGio.000bpY)). Der Polyacrylsduremediator zeigt auch
hier eine sehr geringe Aktivitdt von weniger als einem Prozent. Hier spielt eventuell auch die
elektronische Umgebung der Mediatoreinheiten in Form der freien Sauregruppen eine Rolle. Da die
Mediatoren auch mit Formiat Aktivitdt zeigen, kann diese Reaktion eingesetzt werden, um wahrend
einer Elektrolyse durch Probenahme die Mediatoraktivitat im Reaktor zu bestimmen.
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Abbildung 72: Aktivitaten der Polymermediatoren im Vergleich zu Rh(bpy) bei der Aktivierung durch Formiat

Reaktionsbedingungen: 0,8 mL 50 mmol L' Phosphatpuffer pH = 7; 500 mmol L™ Natriumformiat; 0,2 mmol L' NADP*;
0,2mL 1 mmol L™ Mediatorlésung; Bestimmung der Absorptionsanderung bei A = 340 nm
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6.5 Retentionsverhalten und maximale Loslichkeit

Neben einer hohen katalytischen Aktivitat ist bei den Polymermediatoren auch die Membranretention
von entscheidender Bedeutung. Gelingt keine annahernd vollstandige Retention des Mediators, so
fohrt dies zu unerwlinschtem Kontakt zwischen Mediator und Enzym und damit zu der Inaktivierung,
die durch die MolekulargewichtsvergréBerung verhindert werden sollte. Wird das Polymer unter
kontinuierlich betriebenen Bedingungen eingesetzt, kommt es auBerdem zu einem Auswaschen des
Mediators und so zum Verlust an katalytischer Aktivitat.

Generell gibt es zwei Methoden zur Bestimmung der Retention an einer Membran. Bei der ersten
Methode wird der Membranreaktor mit Polymer beladen und als Umlaufreaktor betrieben, das
Permeat wird also wieder in den Reaktor eingespult. Nach Einstellung eines Gleichgewichts bestimmt
man die Konzentration des Polymers vor und hinter der Membran. Danach ergibt sich der
Retentionsfaktor geman:

R=1- CPermeat

CRe tentat

Es ist aber auch mdéglich, den Reaktor kontinuierlich mit frischem L&semittel durchstrémen zu lassen
und das ausgewaschene Polymer gravimetrisch zu bestimmen. Fiir diese Methode wird deutlich mehr
Lésemittel bendtigt, daflr erhalt man zusatzlich die zeitliche Entwicklung der Retention, falls kleinere
Bestandteile ausgewaschen werden. Hier ergibt sich die Retention aus:

1 m

R=1+—In—-

T m,

mit Xt als Anzahl der zusammengefassten Verweilzeiten, my als Ausgangsmasse des Polymers zu

Beginn dieser Fraktion und m, als Masse zum Ende dieser Fraktion.

Aufgrund der Vermutung, dass auch niedermolekulare Bestandteile im Polymermediator enthalten
sind und mit Wasser als kostenglinstigem Lésemittel wurde die zweite Methode zur Bestimmung der
Retentionen verwendet. Es wurden 300 mg Substanz in den Reaktor eingespult, das hundertfache
Reaktorvolumen hindurchgepumpt und jeweils die ausgespllte Polymermasse in Zehnerfraktionen
bestimmt.

‘ \ 20 mL h-?

Abbildung 73: Retentionsmessung im Membranreaktor
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Tabelle 6: Retentionsfaktoren der Polymermediatoren

Polymermediator | Retention YM3 Membran | Retention YM10 Membran

Rh(PAAbpy(10:1)) 0,999 n. b.
Rh(PEGs400bpY) 0,997 n. b.
Rh(PEGsa00bpy) 0,999 0,997
Rh(PEGi0.0000pPY) 0,999 0,998

Es wird deutlich, dass alle Polymermediatoren hervorragende Retentionen an einer Membran mit
einem cut-off von 3 kDa zeigen. Fir die Polyacrylsdurederivate ist naturgemaB eine sehr hohe
Retention zu erwarten, da hier von einem Polymer mit einem Molekulargewicht von 100 kDa
ausgegangen wird. Aber auch die PEG-Mediatoren kénnen sehr gut zuriickgehalten werden. Fiir die
Polymere mit einem PEG-Baustein von 6000 gmol"1 oder 10.000 gmol'1 kann ebenfalls ein
Retentionsfaktor von 0,999 erzielt werden. Sogar flir eine gréBerporige Membran mit einem cut-off
von 10 kDa werden noch sehr gute Werte gefunden. Die Verwendung einer grdBerporigen Membran
wirde héhere Permeatflisse und damit héhere Produktivitdten erlauben. Im Folgenden soll aber die
Betonung besonders auf der Erhaltung von Mediator- und Enzymaktivitdt liegen, sodass in den
weiteren Reaktorldufen die kleinerporige Membran verwendet wird.

Um abschéatzen zu kénnen, wie hoch die maximale Mediatorladung sein kann, wurde die Léslichkeit
der Polymermediatoren in Wasser bestimmt (siehe Abbildung 74).

Léslichkeit / mmol L™

Abbildung 74: maximale Loslichkeit der Polymermediatoren in Wasser
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Die Léslichkeit ist weitgehend unabhangig von der GroBe des PEG-Bausteins und liegt generell bei
Werten von etwa 2 mmol L. Zieht man in Betracht, dass die Polymermediatoren etwa ein Viertel der
elektrochemischen Aktivitédt des niedermolekularen Mediators Rh(bpy) zeigen und dieser gewdéhnlich
in Konzentrationen von 0,05 bis 0,2 mmol L™ eingesetzt wird (Hildebrand und Litz 2007; Hollrigl et al.
2007; Vuorilehto et al. 2004), sollte diese maximale Léslichkeit keine Hinderung des

Gesamtprozesses darstellen.

6.6 Aktivitatsverlust durch Aussplilen von Rhodium

Die bisher bestimmten Retentionen bezogen sich immer auf die Gesamtmenge an Polymer, die aus
dem Reaktor gespilt wurde. Dies &uBert sich auch in der Tatsache, dass gréBere Polymerblécke zu
besseren Retentionen fiihren. Ein anderer Aspekt, der beachtet werden muss, ist das Ausbluten des
Katalysators, das heiBt die Spaltung der Bindung zwischen Ligand und Edelmetall. Dieser
Bindungsbruch fiihrt zur Inaktivierung des Katalysators. Ist es in einem diskontinuierlichen Reaktor
noch méglich, dass Ligand und Metall diese Bindung erneut ausbilden, so flhrt eine kontinuierliche
Betriebsweise durch die Entkopplung der Katalysatorkonzentration von der Verweilzeit dazu, dass das
Metall-lon aus dem Reaktor ausgewaschen wird und so katalytische Aktivitdt verloren geht. Dieser
Prozess stellt oft den limitierenden Faktor eines Islichen Polymerkatalysators dar, da durch die nétige
Nachdosierung an Edelmetall zusatzliche Kosten entstehen. Als Beispiel fir diese Limitierung kann
die enantioselektive Hydrierung von 2-N-Acetyl-acetamidozimtsaure durch einen
polymerangebundenen PyrPhos-Katalysator (siehe Abbildung 75) genannt werden, wie sie Greiner in
seiner Dissertation beschreibt (Greiner 2002).

o}
—_—
NHAc Rh-Kat NHAc 89 PPh,
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< ‘PPhy J
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Abbildung 75: Hydrierung von N-Acetylacetamido-zimtsaure zu N-Acetyl-Phenylalanin durch polymergebundenen
Rhodium-Katalysator
Die schwache Bindung des Liganden zum zentralen Rhodium und die damit verbundene geringe
Retention machten die kontinuierliche Betriebsweise unmdglich. Das Auftreten von metallischem

Rhodium war ein weiteres Indiz fir den Bindungsbruch.

Auch bei einer kontinuierlichen Sharpless-Dihydroxylierung durch polymergebundenen Osmium-
Katalysator wurde ein Ausspilen des Edelmetalls berichtet (Wéltinger et al. 2001). Um konstant hohe
Umsatze zu erreichen, war eine kontinuierliche Nachdosierung von 23 % der Katalysatorkonzentration

pro Verweilzeit nétig (siehe Abbildung 76).
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Abbildung 76: Sharpless-Dihydroxylierung durch polymerangebundenen Katalysator

Um die Retention des Rhodiums fir den polymerangebundenen Rh(bpy)-Mediator zu bestimmen,
wurde die Restaktivitat einer Mediatorlésung in einem Membranreaktor nach unterschiedlichen
Verweilzeiten bestimmt. Im Vergleich zu einer Rhodium-Bestimmung im Auslauf hat dieser Ansatz den
Vorteil, dass direkte Aussagen Uber den Verlauf der katalytischen Aktivitat getroffen werden kénnen.
Der Einsatz des Rhodium-Polymers mit einem PEG-Baustein von 10.000 g mol”" garantiert dabei,
dass die Messung nicht durch das Ausspulen ganzer kleinerer Mediatoren verfalscht wird.
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Abbildung 77: Ausspiilen von Rhodium; Verlauf der Restaktivitat im kontinuierlich betriebenen Membranreaktor

Reaktionsbedingungen: 1,5 mmol L' Rh(PEG10.000bpy), Flussgeschwindigkeit 10-20 mL h™'; Membran: YM3

Es wird deutlich, dass im Gegensatz zu den vorher beschriebenen literaturbekannten Beispielen die
Metall-Ligand-Bindung extrem stark ist. Wie Abbildung 77 verdeutlicht, kénnen nach Uber 80
Verweilzeiten immer noch mehr als 90 Prozent der Aktivitdt gefunden werden. Anpassung der
Messwerte durch nicht-lineare Regression ergab einen durchschnittlichen Aktivitatsverlust von 0,08 %
pro Verweilzeit. Der Bindungsbruch zwischen Rhodium und Biypridin-Ligand und die damit

einhergehende Inaktivierung des Mediators kdnnen also weitestgehend vernachlassigt werden.
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6.7 Zusammenfassung
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Um die raumliche Trennung von Mediator und Enzym zu ermdglichen, wurde eine
Polymeranbindung des Mediators Uber den Bipyridinliganden untersucht. Dabei wurde
einerseits die Seitenkettenmodifizierung von Polyacrylsdure untersucht, andererseits die
Blockpolymerisation von Mediator und Polyethylenglykol-Bausteinen.

Polyacrylsaure wurde durch 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methyl-morpholinium chlorid
(DMTMM) mit 4,4-Amino-Bipyridin modifiziert. Diese Methode erlaubte verschiedene
Belegungsraten, die Aktivitdten des Polymermediators waren aber sowohl elektrochemisch als
auch mit Formiat als Hydrid-Donor sehr gering. Die Retention an Membranen mit einem
cut-off von 3 kDa war naturgeman sehr hoch (99,9 %).

Bipyridin-4,4'-di-aldehyd wurde durch Ausbildung von Schiff-Basen an modifizierte Amino-
Polyethylenglykole mit Molekularmassen von 3400, 6000 und 10.000 g mol' gebunden.
Reduktion mit komplexen Hydriden und anschlieBende Komplexierung ergab Mediatoren, die
bis zu 26 % elektrochemische Aktivitat zeigten (verglichen mit Rh(bpy)) und unter Aktivierung
mit Formiat bis zu 67 %. Auch hier konnten an einer Membran mit einem cut-off von 3 kDa

hervorragende Retentionen von bis zu 99,9 % gefunden werden.

Im Vergleich der Polymermediatoren wird deutlich, dass die Polyethylenglykol-Mediatoren
deutlich Uberlegene katalytische Eigenschaften bei gleicher Retention zeigen, sodass sich

weitere Untersuchungen auf sie beschranken.

Ein Verlust an Aktivitdt durch "Ausbluten” des Rhodiummetalls kann weitestgehend

vernachléssigt werden, die Inaktivierung liegt bei unter einem Promille pro Verweilzeit.

80



7 Reaktoren

7 Reaktoren

Im Folgenden sollen die neu entwickelten Polymermediatoren unter Reaktionsbedingungen untersucht
werden. Nachdem bewiesen wurde, dass die Polymermediatoren erfolgreich zur Reduktion von
NADP* unter Reaktorbedingungen eingesetzt werden konnen, erfolgt die Ankopplung der

enzymatischen Reaktion.

7.1 3D-Zelle

Fir die folgenden Reaktorlaufe wurde eine optimierte elektrochemische Zelle eingesetzt, die von
Vuorilehto entwickelt wurde (Vuorilehto et al. 2004). Dabei handelt es sich um eine sogenannte
3D-Zelle mit einer Reihe von aneinander geschraubten Plexiglasblocken, deren Hohlraum mit
sphéarischen Kohlepartikeln gefillt ist (sieche Abbildung 78). Diese Kohlepartikel kdénnen Uber
Silberdrahte elektrisch kontaktiert werden und dienen so als dreidimensionale Arbeitselektrode. Die
Reaktionslésung kann ohne Druckabfall durch das Bett aus Kohlepartikeln gepumpt werden, wobei
ein hervorragendes Verhdlinis aus Elektrodenoberflache und Reaktorvolumen erzielt werden kann.
Ladungsausgleich erfolgt Uber eine lonentauschermembran, die die Gegenelektrode aus Platin
abtrennt, das Potential wird Giber eine Ag|AgCl-Referenzelektrode kontrolliert.

Die Verwendung dieser optimierten Zelle bietet eine Reihe von Vorteilen. Da die limitierende Reaktion
an der Arbeitselektrode stattfindet, kann durch die groBe Elektrodenflache eine hohe Produktivitat
erzielt werden. Weiterhin kann durch den geschlossenen Aufbau leichter Sauerstoff von der Lésung
ferngehalten werden, der viele elektrochemische Reaktionen inhibiert. AuBerdem kann diese 3D-Zelle
durch die Tatsache, dass unter geringem Uberdruck gearbeitet werden kann, leichter in einen
groBeren Reaktor integriert werden. Durch die offene Bauweise des herkdmmlichen Satzreaktors
wirde fir die Zuleitung und Abfiihrung von Reaktionslésung je eine Pumpe benétigt. Auch eine
MaBstabsvergréBerung (scale-up) ist bei der Verwendung der 3D-Zelle durch Aneinanderschaltung
mehrerer Zellen sehr viel leichter mdglich als bei dem bisherigen Satzreaktor. Tabelle 7 fasst die
Parameter beider Reaktortypen zusammen.

Abbildung 78: 3D-Zelle (nach (Vuorilehto et al. 2004))
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Tabelle 7: Parametervergleich Satzreaktor / 3D-Zelle

Parameter Satzreaktor | 3D-Zelle
Volumen 60-200 mL 45 mL
Reproduzierbarkeit Gut Sehr gut
Sauerstoffausschluss Nein Ja
Verhéltnis Elektrodenoberflache zu Volumen Mittel Sehr hoch

Um die Funktionsweise der 3D-Zelle zu Uberpriifen und um einen Eindruck von der Effizienz der
dreidimensionalen Elektrodenoberflache zu gewinnen, wurde die Zelle als Flussbettreaktor zur
kontinuierlichen Reduktion von NADP" eingesetzt. Um diesen ersten Versuch so einfach wie mdglich
zu halten, wurde kontinuierlich niedermolekulares Rh(bpy) mit dem Substratstrom zugegeben. In den

weiteren Versuchen sollen dann die polymervergréBerten Derivate zum Einsatz kommen.
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Abbildung 79: Flussbettreaktor zur kontinuierlichen Reduktion von NADP

Reaktionsbedingungen: 100 mmol L™ Phosphatpuffer pH = 7; 45 mL Zelleninhalt; 0,1 mmol L™ Rh(bpy);
1 mmol L' NADP*; -750 mV vs. Ag|AgClI
Wie aus Abbildung 79 deutlich wird, ist das Konzept der dreidimensionalen Elektrodenoberflache
erfolgreich. In Abhé&ngigkeit von der eingestellten Verweilzeit konnten verschieden hohe Umsatze
erzielt werden. Zwei Aspekte sind besonders zu betonen; zum einen bewirkt die in Anschluss an eine
Verweilzeit von zwanzig Minuten vorgenommene Absenkung der Verweilzeit auf finf Minuten einen
héheren Umsatz als zu Beginn bei einer Verweilzeit von zehn Minuten. Dies resultiert aus der
Tendenz des Mediators, auf der Oberflache der Kohlepartikel zu adsorbieren (Vuorilehto et al. 2004).

Dadurch kam es wéahrend der ersten zehn Verweilzeiten zu einer Akkumulation von Mediator im
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Reaktorraum, die selbst die kurze Verweilzeit von funf Minuten Uberkompensierte und einen Umsatz

von 80 Prozent erméglichte.

Zum anderen ist es mdglich, diese Adsorption indirekt zu beweisen. Gab man keinen Mediator mehr
zur Substratldsung, konnte dennoch fir finf Verweilzeiten eine Produktbildung beobachtet werden.
Dies ist ein eindeutiges Zeichen dafiir, dass auf den Kohlepartikeln noch Mediator adsorbiert war, der
weiter die Reduktion von NADP* katalysierte. Zum Beweis, dass es sich dabei nicht lediglich um eine
Auswaschung von Gbrigem Produkt handelte, kann Verweilzeit 20 aufgefiihrt werden. Legte man kein
Potential an, unterbrach man also die Reaktion, konnte innerhalb einer Verweilzeit kein Produkt mehr
detektiert werden. Die langsam abnehmende Produktkonzentration am Ende des Versuches ist also
definitiv auf durch Adsorption verbliebenen Mediator zurlickzufiihren, nicht auf einen Auswascheffekt.

Der Einsatz der 3D-Zelle ermdglicht auf eine apparativ einfache Art und Weise hohe Produktivitéten.

Im beschriebenen Flussbettreaktor konnten Produktivitaten bis zu 190 g L' d”' NADPH erzielt werden.

7.2 NADPH-Bildung durch Polymermediator

Nach der erfolgreichen Etablierung der neuen elekirochemischen Zelle soll nun der Polymermediator
eingesetzt werden. Als erstes soll Oberprift werden, ob der Polymermediator unter
Prozessbedingungen aktiv ist, deshalb wird zuerst die Reduktion von NADP* untersucht. Der Mediator
wird dabei in einem Kreislauf aus Pumpe, 3D-Zelle, VorratsgefdB und Membranreaktor umgepumpt.
Wahrend in der 3D-Zelle der Cofaktor reduziert wird, ist es durch den Einsatz einer Membran mdglich,
den Mediator selektiv zuriickzuhalten und erneut zur 3D-Zelle zu pumpen. Der Membranreaktor wird
also im cross-flow-Modus betrieben, das heiBt, die Reaktionsldsung wird an der Membran
vorbeigefiihrt, wobei ein Teil der Lésung die Membran passiert. Dies ist nétig, da ansonsten der
Mediator gegen die Membran gespilt wiirde und so nicht mehr mit der Elektrode in Kontakt kommen
kénnte. Die Kombination von Membran und Elektroden in einem Bauteil wére apparativ schwierig, weil
die elektrochemische Reaktion wegen des an der Gegenelekirode entstehenden gasférmigen
Sauerstoffs drucklos erfolgen muss. Fir eine reibungslose Reaktion muss dieser Sauerstoff aus der
Lésung ausgasen. Die Membranabtrennung muss aber unter Druck geschehen, da sonst kaum

Permeat entsteht.

Wahrenddessen wird mit dem Permeatstrom reduzierter Cofaktor durch die Membran transportiert, wo
er bei Ankopplung der Enzymreaktion verbraucht wirde. In diesem Versuch soll allerdings der
Permeatstrom lediglich periodisch auf NADPH untersucht werden und dann in den Mediatorkreislauf
zuruckgefuhrt werden. Abbildung 80 macht deutlich, dass der Mediator unter Reaktorbedingungen
aktiv ist. Es ergibt sich eine lineare Produktbildungsphase, die nach etwa 70 min bei vollstandigem
Umsatz endet. Dieses Experiment verdeutlicht eindrucksvoll, dass der Mediator aktiv ist, allerdings
kann nicht ausgeschlossen werden, dass ein geringer Teil des Mediators durch die Membran gespult
wird und erneut ins System eingebracht wird. Diese These wird im néchsten Abschnitt untersucht.
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Abbildung 80: NADPH-Bildung mit Polymermediator im optimierten Reaktor

Reaktionsbedingungen: 70 mL 100 mmol L™ Phosphatpuffer pH = 7; 0,2 mmol L™ Rh(PEGgowbpy); 0,8 mmol L™ NADP®,
750 mV vs. Ag|AgCl; 1 g PEGio000; Umpumpgeschwindigkeit 400 mL h™

7.3 Kontinuierliche NADPH-Bildung durch Polymermediator

Um die Langzeitstabilitdt des neuen Polymermediators zu Uberprifen, wurde der Reaktor aus 7.2
erweitert, um ein kontinuierliches Reaktorkonzept zu ermdglichen. Wie Abbildung 81 verdeutlicht,
wurde der Reaktor um zwei Pumpen erganzt, die frische Substratldsung hinzupumpen,

beziehungsweise Produktldsung aus dem System entfernen.

In den Abschnitten 6.5 und 6.6 wurden die hervorragenden Retentionen der Polymermediatoren und
das geringe MafB an Rhodiumverlust durch Ausbluten beschrieben. Mit diesem Reaktoraufbau sollen

diese Ergebnisse untermauert werden.
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Abbildung 81: kontinuierliche Produktion von NADPH im modifizierten optimierten Reaktor
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Wie aus Abbildung 82 hervorgeht, zeigte der Mediator eine hervorragende Langzeitstabilitat.

Nachdem nach sechs Verweilzeiten ein Umsatzeinbruch beobachtet werden konnte und Mediator

nachdosiert wurde, war es moglich, den Reaktor Uber einen Zeitraum von 166 h oder 33 Verweilzeiten

zu betreiben. Dabei waren Umséatze von bis zu 70 Prozent méglich. Die Umsatzschwankungen

kénnen bisher nicht erklart werden, eventuell spielen hier Adsorptionseffekte des Mediators an der

Elektrode und der Membran eine Rolle, die wechselnde effektive Mediatorkonzentrationen bewirken.
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Abbildung 82: Konzentrationsverlauf bei der kontinuierlichen Produktion von NADPH

Reaktionsbedingungen: 70 mL 100 mmol L™ Phosphatpuffer pH = 7; 0,2 mmol L™ Rh(PEGeobpy); 1 mmol L™ NADP®,

-800 mV vs. Ag|AgCl; 1 g PEG1o.000; Umpumpgeschwindigkeit 400 mL h™

Um die Ergebnisse einzuschatzen, werden sie in Tabelle mit den Ergebnissen von Spika verglichen,

die in ihrer Dissertation vergleichbare Polymermediatoren beschreibt (vergleiche 6.3.1.1).

Tabelle 8: Vergleich der Reaktorkennzahlen von Kapitel 7.3 und (Spika 1994)

Kennzahl Spika Hildebrand
Umsatz / % 27 70
ttn ( Mediator) 7 59
Verweilzeiten 12 33
Reaktorlaufzeit / h 50 166
Produktivitat /g L' d” 2 10
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Es wird deutlich, dass die Kombination des optimierten Mediators mit der dreidimensionalen Zelle eine
deutliche Verbesserung der Reaktorkennzahlen gegenlber den bisher in der Literatur beschriebenen
Ergebnissen darstellt. Die Produktivitat konnte mit 10 g L' d” um das Fiinffache gesteigert werden.

Vor allem aber ist die Mediatoreffizienz mit ttn = 59 deutlich héher.

7.4 Enzymankopplung

Nach der eingehenden Charakterisierung des Polymermediators soll nun die Anbindung der
Cofaktorregenerierung an die Enzymreaktion erfolgen. Die bisherigen Experimente haben deutlich
gezeigt, dass der Polymermediator durch den Einsatz einer Membran hervorragend zurlickgehalten
werden kann. Es sollte also mdglich sein, den Kontakt zwischen Enzym und Mediator, welcher zur
Inaktivierung fuhrt, zu vermeiden. Um das Enzym zurlckzuhalten, kommen zwei Mdglichkeiten in
Frage. Entweder das Enzym wird ebenfalls durch eine Membran zurlickgehalten und so aus dem
Mediatorkreislauf ferngehalten, oder es wird auf einem Tréger immobilisiert, wie in 4.3.1 beschrieben.
Die Membranriickhaltung ist insofern vorteilhaft, weil sie generell fiir jedes Enzym einsetzbar ist und
die Nachdosierung von Enzym méglich ist. Allerdings ist hier eine weitere Pumpe nétig, die das
Permeat des Mediatorkreislaufs durch den zweiten Membranreaktor pumpt. Erste Experimente
zeigten, dass es experimentell anspruchsvoll ist, diese Pumpe derart zu regeln, dass Fluktuationen im
Permeatstrom nicht zu Druckspitzen vor der Membran und zur Verblockung mit Protein fihren. Weil
auBerdem davon auszugehen ist, dass Enzymnachdosierung unnétig ist, da das Immobilisat eine
hervorragende Stabilitdt zeigt, wurde stattdessen die auf Sepabeads® immobilisierte Lb-ADH
verwendet (siehe Abbildung 83). Damit kann auf die zweite Membran und die zweite Pumpe verzichtet
werden, auBerdem kann durch die S&ule aus Immobilisat das Reaktorvolumen kleiner gehalten
werden als durch einen zweiten Membranreaktor. Dies fuhrt zu héheren Produktivitaten, da fir die
Produktivitat das Verhaltnis aus Elektrodenraum zu Gesamtreaktor mdglichst groB3 sein muss.

\J@ Mediator

Abbildung 83: Reaktorschema des optimierten Reaktors mit Ankopplung der Enzymreaktion
(1) Pumpe; (2) Membranreaktor; (3) 3D-Zelle; (4) Enzym
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Das Immobilisat wird in einer Saule an die Permeatseite des Membranreaktors angeschlossen. Durch
die Beschaffenheit der Sepabeads® ist es mdglich, das Permeat ohne Druckverlust durch das Bett aus

Immobilisat zu leiten, ohne dass hier eine Pumpe notwendig wére.

Als Enzymreaktion wurde die Reduktion von para-Chlor-Acetophenon zu para-Chlor-(R)-
Phenylethanol untersucht.

Wie in Abbildung 84 gezeigt, ist die Kopplung der elektrochemischen Reaktion mit der Enzymreaktion
erfolgreich. Eine lineare Produktbildung kann beobachtet werden, ein klares Zeichen dafir, dass der
elektrochemische Schritt geschwindigkeitsbestimmend ist.
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Abbildung 84: Konzentrationsverlaufe im optimierten Reaktor zur Synthese von para-Chlor-(R)-Phenylethanol unter

elektrochemischer Cofaktorregenerierung

Reaktionsbedingungen: 100 mL 100 mmol L Phosphatpuffer pH = 7; 3 mmol L™ MgCl,; 4 mmol L™ para-Chlor-
Acetophenon; 0,1 mmol L™ Rh(PEGsobpy); 1 mmol L™ NADP*, -800 mV vs. Ag|AgCl; 0,5 g PEGio.000;
Umpumpgeschwindigkeit 400 mL h™

Es ist eindeutig, dass die Gesamtreaktion durch die rdumliche Trennung von Mediator und Enzym
erheblich an Stabilitat gewinnt. Der Reaktor konnte fiir etwa 10 Stunden betrieben werden, wahrend
die Verwendung von niedermolekularem Rh(bpy) bereits nach héchstens einer Stunde =zu
vollstdndigem Aktivitatsverlust von Mediator oder Enzym fiihrte. Flr etwa sechs Stunden fand eine
lineare Produktbildung statt, deren Geschwindigkeit 0,42 mmolL'h" (1,56 gL' d") betrug.
AnschlieBend konnte eine geringere Produktbildung beobachtet werden. Dies ist allerdings nicht auf
eine Inaktivierung zurlckzuflhren, da zu diesem Zeitpunkt noch Uber 80 % Mediatoraktivitat
vorhanden waren (Bestimmung mit Formiat). Stattdessen kann nun beobachtet werden, wie sich der

geschwindigkeitsbestimmende Schritt von der elekirochemischen Regenerierung hin zur
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Substratverfligbarkeit verschiebt. Im stationdren Zustand enthielt das Permeat etwa 0,6 mmol L
NADPH. Sobald die Substratkonzentration unter diesen Wert fiel, wie dies nach etwa 6 h der Fall war,
kann nicht mehr das gesamte NADPH durch das Enzym verbraucht werden, da zuwenig para-Chlor-
Acetophenon vorlag. Stattdessen kam es zu einer Akkumulation an NADPH und die
Gesamtreaktionsrate wurde durch die Geschwindigkeit bestimmt, mit der das verbliebene Substrat

zum Enzym transportiert wurde.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch die rdumliche Trennung und den Erhalt von Mediator-
und Enzymaktivitdt der Enantiomereniiberschuss auf hohem Niveau gehalten werden kann. Die

Produktlésung hatte einen ee von Uber 97,3 %.

Die Aktivitdt des Enzyms blieb im Laufe der Elektrolyse vollstdndig erhalten. Es konnte nach

Abschluss der Reaktion leicht wiedergewonnen und fiir weitere Anwendungen eingesetzt werden.

Auch die Mediatoreffizienz profitiert von der Membranrickhaltung. Basierend auf der Tatsache, dass
zu Versuchsende noch 86 % Mediatoraktivitdt vorhanden waren, wurde eine Mediatoreffizienz von
ttn (Mediator) = 214 erzielt. Zusétzlich zu der enormen Steigerung der Mediatoreffizienz hat die
Membranretention den weiteren Vorteil, dass im Permeatfluss Rhodium-freie Produktlésung vorliegt,
was die Aufarbeitung vereinfacht.

7.5 Abschétzung der maximalen Produktivitét

Die enzymatische Ketonreduktion unter elektrochemischer Cofaktorregenerierung ist ein komplexes
Reaktionssystem aus mehreren Teilreaktionen. Um bessere Aussagen Uber die idealen
Katalysatorkonzentrationen und die maximal méglichen Produktivitdten treffen zu kdnnen, ist eine
detaillierte kinetische Charakterisierung aller Teilreaktionen erforderlich. Da aber vor allem die
Aktivierung des Mediators aus einer Vielzahl von Teilschritten besteht (Ref Spika), geht diese
Charakterisierung weit iber den Rahmen dieser Arbeit hinaus.

Es soll aber dennoch gezeigt werden, dass eine Abschatzung der kinetischen Parameter unter
Bericksichtigung literaturbekannter Daten und den Erkenntnissen aus dieser Arbeit bereits Aussagen

Uber Limitierungen und maximale Produktivitdten erlaubt.

Wie bereits erwahnt, zeigen Enzyme Wechselzahlen im Bereich von Tausenden pro Stunde. Die
Michaeliskonstanten fir typische Substrate liegen dabei im Bereich von mmol pro Minute, fir
Cofaktoren sogar noch geringer (Ku(NADPH) = 30 umol L™). Einerseits kann also mit sehr geringen
Enzymkonzentrationen gearbeitet werden. Da fir die Hydridlbertragung auch ein sehr kleiner Ky-Wert
fir NADP* am Mediator berichtet wurde (Ky = 9 umol L" berichtet (Lit Hollmann), kann auch die
Cofaktorkonzentration auf Werte im mikromolaren Bereich reduziert werden, ohne die Produktivitat zu

beeinflussen.

Die elektrochemische Reaktion von der Mediatoraktivierung bis zur Elektronenlbertragung auf den

Cofaktor verlauft hingegen deutlich langsamer. Dabei gibt es drei mdglicherweise limitierende
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Reaktionsschritte, allerdings ist eine eindeutige Identifizierung des reaktionsbestimmenden Schrittes

nicht ohne weiteres moglich.
- die elektrochemische Aktivierung an der Elektrodenoberflache,
- die Aufnahme eines Protons zur Bildung des Hydridkomplexes,
- die Hydridibertragung auf den Cofaktor.

Die Untersuchungen zur katalytischen Aktivitat der neu entwickelten niedermolekularen Mediatoren in
Kapitel Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. deuten darauf hin, dass unter CV-
Bedingungen der heterogene Ladungstransfer nicht limitierend ist, denn alle Mediatoren zeigen
identische Geschwindigkeiten bei der Elektronenaufnahme an der Elektirodenoberflache (siehe
Abbildung 37). Steht also ein genugendes MafB3 an Elektrodenoberflache zur Verfligung, so ist dieser

Schritt vermutlich auch unter Reaktionsbedingungen nicht limitierend.

Unter den Bedingungen der Zyklischen Voltammetrie war entweder die Aufnahme des Protons oder
die Hydridubertragung geschwindigkeitsbestimmend. Eine genauere Unterscheidung ist aus den
vorhandenen Daten nicht mdglich, es bleibt aber festzustellen, dass der Schritt der
Cofaktorregenerierung die Gesamtreaktion limitiert.

Die héchste Wechselzahl, die unter Reaktionsbedingungen fir die Cofaktorregenerierung erzielt
wurde, betragt 113 h” (siehe Tabelle 3). Fiir den Standardmediator konnten 33 h™ erzielt werden.
Verwendet man nun den polymervergréBerten Mediator, so ist bekannt, dass die elektrochemische
Aktivierung durch sterische Hinderung auf etwa ein Viertel sinkt. Weiterhin soll angenommen werden,
dass die kinetischen Parameter der Protonenaufnahme und der Hydridibertragung weitgehend
unverandert bleiben. Da die Reaktionspartner H;O" und NADP” in ihrer GroBe unverandert bleiben,
scheint diese Annahme gerechtfertigt. Damit sollte fir den Polymermediator eine maximale
Wechselzahl von etwa 8 h™' erreicht werden kdénnen. Dieser Wert wird unter Reaktionsbedingungen
bereits fast erreicht, wie die Wechselzahl von 4h” bei der Synthese von NADPH unter
Satzreaktorbedingungen beweist (siehe Abbildung 80).

Unter der Annahme, dass die Elekirodenoberflache nicht limitierend ist, kann die
Gesamtreaktionsgeschwindigkeit also nur durch eine Erhéhung der Mediatorkonzentration erzielt
werden. Wahrend der niedermolekulare Mediator hervorragend wasserl@slich ist, konnte die
Léslichkeit des Polymermediators in Pufferldsung auf etwa 2 mmol L' bestimmt werden (siehe
Abbildung 74). Damit ist eine maximale Wechselzahl von 16 h™ und eine maximale Aktivitit von
0,27 U mL™" erreichbar. Die maximale Produktivitzt betragt also bei maximaler Mediatorkonzentration
16 mmol L™ h™.

Diese Abschatzung erscheint plausibel, wenn man die im optimierten Reaktor erzielte Produktivitat
von 0,42 mmol L h™" bei 0,1 mmol L' Mediator mit der berechneten maximalen Produktivitat von
0,8 mmol L' h” vergleicht. Dass dieser Wert nicht erreicht wird, liegt vermutlich an apparativen
Limitierungen, so kann etwa der Massentransfer Uber die Membran die Reaktionsgeschwindigkeit

vermindern.
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7.6 Zusammenfassung

Um die gegenseitige Inaktivierung von Mediator und Enzym zu verhindern, musste einerseits der

Mediator polymergebunden werden, andererseits musste aber auch ein angepasstes Reaktorkonzept

entwickelt werden, das die rdumliche Trennung der Katalysatoren ermdglicht. Die Entwicklung eines

solchen Konzepts wurde in diesem Kapitel beschrieben. Der Mediator wird in einem Kreislauf

zurlickgehalten und reduziert hier den verbrauchten Cofaktor. Der Cofaktor kann unter Retention des

Mediators Uber die Membran abgetrennt und durch ein Bett aus Enzymimmobilisat geleitet werden,

wo er in der Ketonreduktion verbraucht wird. Das optimierte Reaktorkonzept ist komplexer als der

bisher verwendete Satzreaktor. Aber sowohl die hdhere Ausnutzung der Katalysatoren als auch der

betrachtliche Zugewinn an Laufzeit und Stabilitat rechtfertigen diese Modifikationen.

o,
£ X4

Der Einsatz einer 3D-Zelle ermdglicht eine einfache Einbindung des elekirochemischen
Reaktionsschritts in den Reaktor. Die groBe Elektrodenoberflache ist dabei von
entscheidender Bedeutung fir die Produktivitat.

Die entwickelten Polymermediatoren sind unter Reaktorbedingungen aktiv.

Bei der kontinuierlichen Produktion von NADPH konnten Produktivitdten bis zu 10 g L' d?
erreicht werden, die Mediatoreffizienz erreichte ttn = 59.

Bei Ankopplung einer Enzymreaktion durch ein Immobilisat von Lb-ADH auf Sepabeads®
konnte der Beweis erbracht werden, dass das Reaktionssystem bei rumlicher Trennung von
Mediator und Enzym erheblich stabiler ist und sehr viel héhere Katalysatoreffizienzen erreicht
werden kénnen. Bei einer Produktivitit von 0,42 mmolL"h"' konnte eine maximale
Mediatoreffzienz von ttn = 214 erzielt werden. Es konnte kein Verlust an Enzymaktivitat

beobachtet werden und die Nebenreaktion wurde effektiv unterdriickt.

Eine Abschatzung der maximalen Produktivitat ergab 0,8 mmol L™ h™ fiir 0,1 mmol L™
Mediator und 16 mmol L™ h™' bei maximaler Mediatorkonzentration.
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8 Diskussion und Ausblick

Im Zuge dieser Arbeit wurde das Reaktionssystem der elektrochemischen Cofaktorregenerierung in
Verbindung mit einer enzymatischen Reaktion eingehend untersucht. In den bisherigen Anwendungen
konnte zwar die generelle Anwendbarkeit des Systems bewiesen werden, allerdings waren die
praparativen Elektrolysen gepragt von schwankendem und geringem Umsatz und hohem
Katalysatorbedarf. Um eine sinnvolle Alternative zu den etablierten Verfahren der
Cofaktorregenerierung darzustellen, mussten Fortschritte bei der Katalysatorausnutzung und der
Robustheit des Systems, also den Reaktorlaufzeiten und den erzielten Umsatzen, erreicht werden.

Dies war das Ziel dieser Arbeit. Das Reaktionssystem der praparativen Ketonreduktion unter
elektrochemischer Cofaktorregenerierung wurde eingehend charakterisiert und die limitierenden
Faktoren bestimmt. Dabei wurde deutlich, dass eine unerwiinschte Nebenreaktion zwischen dem
Enzym und dem Mediator auftritt, die beide Katalysatoren inaktiviert. Dieser Effekt war zwar schon
literaturbekannt, allerdings beschrankten sich bisherige Lésungsansatze lediglich auf eine Anpassung
der Reaktionsbedingungen. Durch eingehende Untersuchung der Inaktivierung konnte nun aber das
Inaktivierungsphdnomen  detailliert charakterisiert und ein gréBeres Verstédndnis des
Reaktionssystems erzielt werden. Die limitierende Wechselwirkung zwischen Mediator und Enzym ist
auf die Reaktion der drei Aminoséuren Cystein, Histidin und Tryptophan mit dem Rhodiumkomplex
zurtickzufiihren, wobei sowohl der Mediator inaktiviert wird als auch das Enzym seine katalytische
Aktivitat verliert (siehe 5.1 und Abbildung 85).
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Abbildung 85: geringe Enzymstabilitat in Gegenwart von Mediator (siehe 3.3.1) und Mediatorinaktivierung durch
Aminosauren (siehe 5.1)
Wie bereits in Kapitel 4.1 gezeigt wurde, kann zwar durch geeignete Variation der Versuchsparameter
die Lagerstabilitat des Enzyms in Gegenwart des Mediators erhdht werden. Dies geschieht
beispielsweise durch Abséttigung der Koordinationssphére des Mediators durch weitere Bestandteile
der Reaktionsmischung. Wahrend der Reaktion muss aber eine freie Koordinationsstelle am Mediator
vorhanden sein, damit das Hydridion gebildet werden kann (siehe 3.2.2.1). Wahrend der katalytischen
Wirkung ist also kein Schutz durch Additive méglich und somit die Verwendung von Additiven oder

bestimmten Puffern lediglich eine kaum hilfreiche Behandlung der Symptome.
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Die einzige Mdglichkeit zur Vermeidung der gegenseitigen Inaktivierung stellt die rdumliche Trennung
von Enzym und Mediator dar. Eine Immobilisierung des Mediators wird ausgeschlossen, da er
weiterhin in Kontakt mit der Elektrodenoberflache treten muss. Somit ist eine VergroBerung des

Molekulargewichts durch Anbindung an ein wasserlésliches Polymer nétig.

Nach Anbindung der Bipyridineinheit an Grundgertste aus Polyacrylsdure oder Polyethylenglykol und
anschlieBender Komplexierung (siehe Abbildung 86) wurden diese Polymermediatoren in ihrer
Aktivitdt und Membranretention charakterisiert. Dabei stellte sich heraus, dass die Anbindung an ein
Grundgerlst aus PEG hdhere Aktivitdten ergab und auBBerdem eine hervorragende Retention an einer
Ultrafiltrationsmembran mdglich war. Weiterhin war die Bindung zwischen Rhodium-Zentrum und
polymergebundenem Liganden sehr stark, sodass ein Aussplilen des Edelmetalls unter

kontinuierlichen Bedingungen nur von untergeordneter Bedeutung war.
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Abbildung 86: Synthese des PEG-angebundenen Mediators

Diese PEG-Mediatoren wurden dann in einem optimierten Reaktor eingesetzt. Hier gelang es, den
Mediator in einem Kreislauf zurlickzuhalten, in dem er in einer optimierten elektrochemischen Zelle
aktiviert wurde und in dem er im cross-flow-Modus an einer Membran vorbeigespult wurde. Der
reduzierte Cofaktor konnte durch die Membran treten und gemeinsam mit dem Substratketon mit dem
immobilisierten Enzym reagieren. Der nun oxidierte Cofaktor wurde gemeinsam mit dem
entstandenen Produkt fir einen weiteren Reaktionszyklus in den Mediatorkreislauf zurlckgeleitet
(siehe Abbildung 87).
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\/ @ Mediator

Abbildung 87: FlieBschema optimierter Reaktor

Diese erfolgreiche raumliche Trennung von polymervergréBertem Mediator und Enzym hatte einen
groBen Einfluss auf die Robustheit des Prozesses. Wahrend bei dem herkémmlichen Ansatz, bei dem
alle Reagenzien gemeinsam in einem Reaktorraum vorlagen, die Katalysatoren innerhalb einer
Stunde vollstédndig inaktiviert wurden, konnte der neue Reaktortyp fir deutlich langere Zeitrdume
betrieben werden, wobei anndhernd vollstandiger Umsatz mit hervorragender Enantioselektivitat
gelang. Wie Abbildung 88 verdeutlicht, konnte die Nebenreaktion durch die konstant hohen Aktivitaten
von Mediator und Enzym effektiv unterdriickt werden. Am Ende der Elektrolyse wurde das
immobilisierte Enzym ohne Aktivitatsverlust wiedergewonnen, die verbleibende Mediatoraktivitat lag
noch bei Uber 80 %.
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Abbildung 88: optimierter Reaktor

Die in Kapitel 5 aufgestellte Hypothese, dass die Inaktivierung und die kurzen Reaktorlaufzeiten durch
rdumliche Trennung von Enzym und Mediator vermieden werden konnen, ist also eindrucksvoll

bestatigt worden.

Nachdem nun die Inaktivierung als limitierender Faktor des Prozesses identifiziert und behoben
wurde, kdnnen in Zukunft andere Aspekte des Prozesses eingehender untersucht und optimiert
werden. Die hohen Stabilitdten von Mediator und Enzym ermdéglichen nun, in zukinftigen Arbeiten
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noch starker den Aspekt der Produktivitat zu behandeln (Ruinatscha et al. 2006). Es gibt bereits einige

Ansatze, wie eine weitere Steigerung der Produktivitdt mdglich ist.

Als erstes kann eine konsequente Weiterentwicklung der Polymermediatoren héhere katalytische
Aktivitdten ermdglichen. Denkbar ware beispielsweise der Einsatz modifizierter Stern-Polymere, bei
denen im Gegensatz zu den Blockpolymerisaten die katalytischen Einheiten nicht in die Kette
eingebaut sind, sondern exponiert an den Kettenenden liegen, wo sie leichter in Kontakt mit der
Elektrodenoberflache treten kdnnen. Die hohe Verzweigung wiirde dabei ein gunstigeres Verhaltnis

von Rhodiumzentren zu Molekulargewicht bieten als lineare Polymere.

Als einzig denkbare Alternative zur Polymeranbindung kénnte eine Anbindung des Mediators an die
Elektrodenoberflache mdglich sein. Dieser Prozess setzt aber bisher ein hohes MaB an
experimentellem Aufwand in der Préparation der Elektrode voraus, das in keinem Verhéltnis zu den
Uberaus geringen Aktivitdten steht, die bisher erzielt wurden. Auch die Langzeitstabilitdt derart
modifizierter Elektroden ist bisher gering (Geneste und Moinet 2006; Geneste et al. 2005; Geneste et
al. 2002). Deshalb ist der Ansatz der Elektrodenmodifikation bisher nur in der Sensortechnik hilfreich,
wo eine Miniaturisierung gewinscht ist und nur geringe Reaktionsraten auftreten. Fir einen
praparativen Ansatz mussten hier signifikante Zugewinne in Aktivitdt, Belegungsdichte und
Prozessstabilitat erreicht werden.

Als zweites kénnte das entwickelte Reaktormodell optimiert werden. Dabei muss in Hinblick auf hohe
Produktionsraten vor allem das Verhaltnis zwischen Elektrodenoberflache und Gesamtreaktor
maximiert werden. Eventuell wéare es denkbar, die Membranabtrennung direkt in die elektrochemische
Zelle zu integrieren. Dabei muss allerdings einerseits darauf geachtet werden, dass trotz hoher
Permeatfliisse der Mediator nicht gegen die Membran gespdlt wird, wo er katalytisch nicht mehr aktiv
sein kann. AuBerdem bleibt die Gasentwicklung an der Gegenelektrode, die ein Hindernis bei Arbeiten
unter Uberdruck darstellt. Auch die Erhdhung des Permeatflusses durch Einsatz einer groBerporigen
Membran sollte zu schnellerer Produktbildung fihren, da der reduzierte Cofaktor effizienter zum
Enzym transportiert werden kann. Die Retentionsmessungen in Kapitel 6.5 geben schon einen
Hinweis darauf, dass auch eine Ultrafiltrationsmembran mit einem cut-off von 10 kDa den Mediator

noch sehr gut zurlickhalt.

Fir die Umsetzung von hydrophoben Substraten wére es auBerdem von Vorteil, ein
Zweiphasensystem zu etablieren, bei dem die zweite Phase als Substratreservoir dient und Produkt
aus der Loésung extrahiert (Eckstein et al. 2004a; Eckstein et al. 2004b; Villela et al. 2003). Die
generelle Verwendbarkeit eines solchen Systems wurde bereits gezeigt (Hildebrand und Ltz 2007;
Hollrigl et al. 2007), aber bisher ohne die nun gewonnenen Erkenntnisse Uber die Inaktivierung. Als
zweite Phase kdmen entweder organische Lésemittel oder lonische Flussigkeiten in Betracht, wobei
letztere den Vorteil hatten, dass die anteilig in die wéssrige Phase Ubergehenden Lésemittelmolekile
zur Leitfahigkeit des Systems beitrugen, wahrend organische Lésemittel der Leitfahigkeit abtraglich
waren (L0tz 2004).
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Zusammenfassung

9.1 Charakterisierung des Reaktionssystems

« Das Reaktionssystem der untersuchten elektroenzymatischen Synthese besteht aus einer
Enzymreaktion, bei der unter Verbrauch des Cofaktors NADPH ein prochirales Keton zu
einem chiralen Alkohol umgesetzt wird, und einer elektrochemischen Reaktion, bei der ein
Rhodiummediator zwei Elektronen von der Elekirode als Hydrid auf den verbrauchten
Cofaktor tbertragt und ihn so regeneriert.

« Das System wird durch eine Inaktivierung limitiert, bei der Mediator und Enzym miteinander
unter Aktivitatsverlust reagieren, was unselektive Nebenreaktionen beglnstigt, die den
Enantiomereniiberschuss der Gesamtreaktion verringern. Durch zyklovoltammetrische
Untersuchungen konnte bewiesen werden, dass diese Inaktivierung durch Reaktion des

Mediators mit den Aminosauren Cystein, Histidin und Tryptophan des Enzyms geschieht.

« Weil die Inaktivierung an der freien Koordinationsstelle des Mediators stattfindet, kann sie
nicht durch Variation der Versuchsbedingungen oder Additive verhindert werden. Stattdessen
kann die Inaktivierung nur vermieden werden, wenn Enzym und Mediator rdumlich
voneinander getrennt reagieren. Zu diesem Zweck wurde der Mediator durch
Polymeranbindung in seinem Molekulargewicht derart vergrdBert, dass er durch eine

Ultrafiltrationsmembran zurlickgehalten werden kann.

9.2 Synthese und Charakterisierung eines Polymermediators

« Zur MolekulargewichtsvergréBerung des Mediators wurde ein Blockpolymerisat entwickelt, bei
dem Polymerblécke und Bipyridin-Einheiten kettenférmig aneinandergebunden sind, um so
hohe Katalysatordichten zu erzielen. Die Anbindung erfolgte Uber eine Polykondensation
eines amino-funktionalisierten PEG-Molekils und dem 4,4’-Aldehyd-Derivat von 2,2’-Bipyridin.

« Es konnten elektrochemische Aktivitdten von 26 % im Vergleich zum niedermolekularen

Mediator gefunden werden.

« Die Mediatoren zeigten Retentionen von bis 99,9 % an einer Ultrafiltrationsmembran mit
einem cut-off von 3 kDa.
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9.3 Optimiertes Reaktorkonzept

« Es wurde ein Reaktorkonzept entwickelt, das die Trennung von Enzym und Polymermediator
ermdglicht. Ein Umlaufreaktor aus elektrochemischer Zelle und Membranreaktor erlaubte die
Aktivierung und Retention des Mediators. Das im Permeatstrom enthaltene NADPH wurde

durch ein Bett aus Enzymimmobilisat geleitet, wo die Produktionsreaktion stattfand.

« Unter den optimierten Reaktorbedingungen zeigten Enzym und Mediator hervorragende
Stabilitaten. Bezogen auf die verbrauchte Aktivitét betrug die Mediatoreffizienz ttn = 214. Das
Enzym  konnte ohne Verlust an  Aktivitdt  wiedergewonnen  werden. Die
Bildungsgeschwindigkeit von para-Chlor-(R)-Phenylethanol aus para-Chlor-Acetophenon
betrug bis zu hohen Umsatzen konstant 0,42 mmol L' h™ (1,56 g L™ d™') und verlief mit sehr

guter Enantioselektivitat (ee > 97,3 %).
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10.1 Verwendete Gerédte und Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von Sigma, Minchen, bezogen.
Sepabeads® Resindion S.R.L., Mailand, Italien
Rhodium(l1l)-chlorid Umicore, Hanau

Ultrafiltrations-Membranen YM3 / YM10 Millipore, Schwalbach

BMIM BTA Solvent Innovations, KéIn

Photometer Shimadzu UV1601, Duisburg
Potentiostat 263 A, Princeton Applied Research, USA
Gaschromatograph Agilent 6890N

Wechselkolbenpumpen Pharmazia P500

3D-Zelle mechanische Werkstétten IBT-2

NADP* / NADPH Julich Chiral Solutions, Jiilich

CV-Anlage BAS, Kenilworth, Vereinigtes Kénigreich
Arbeitselektroden Cypress Systems, Chelmsford, MA, USA
Lb-ADH, AD-T, CDX010 Julich Chiral Solutions, Jilich

10.2 Arbeitsvorschriften

10.2.1 Aktivitatsassay

Die Enzymaktivitédt geléster Enzyme wird photometrisch bestimmt. Die Reaktionsmischung besteht
aus 970 pL 50 mmol L Pufferlésung pH = 7 mit 11 mmol L Acetophenon als Substrat, 20 pL
9,5 mmol L NADPH-L6ésung und 10 pL Enzymlésung. Die Differenz der Absorption bei 340 nm nach
einer Minute bei 20 °C wird bestimmt.

Die Enzymaktivitdt der immobilisierten Enzyme wird durch Zugabe einer definierten Menge
Immobilisat zu einer Mischung aus 980 puL 50 mmol L™ Pufferldsung mit 11 mmol L™ Acetophenon
und 20 pL 9,5 mmol L™ NADPH-L&sung bestimmt. Es wird mit 400 rpm geriihrt und nach bestimmten
Zeitintervallen Proben genommen und gaschromatographisch bestimmt. Die Anfangsreaktions-

geschwindigkeit wird durch lineare Regression aus der Produktbildung bestimmt.
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10.2.2 Proteinbestimmung

Der Proteingehalt von Lésungen wird nach Bradford bestimmt (Bradford 1976). Zur Kalibrierung wird

Rinderalbumin verwendet.
10.2.3 Immobilisierung auf Amino-Epoxy Sepabeads®

10.2.3.1 Adsorption

Das Tragermaterial wird mit Wasser gewaschen und 100 bis 1500 mg feuchtes Tragermaterial wird in
50 mmol L™ Phosphatpuffer suspendiert. Das Enzym wird ebenfalls in Puffer gelést und die Aktivitat
und Proteingehalt bestimmt. Die Enzymlésung wird zum Tragermaterial gegeben, 2h bei
Raumtemperatur geschittelt und dann Uber Nacht bei 4 °C gelagert. AnschlieBend wird das

Immobilisat sorgfaltig gewaschen und in Puffer aufbewahrt.

10.2.3.2 Abséttigung der funktionellen Gruppen

Das Immobilisat wird fiir eine Stunde in 1 mol L™ Glycinlésung oder 5%iger Mercaptoethanollésung
inkubiert und anschlieBend sorgféltig gewaschen.

10.2.3.3 Quervernetzung

Das Immobilisat wird fir 20 min in Glutardialdehydldsungen verschiedener Konzentrationen inkubiert

und anschlieBend sorgfaltig gewaschen.

10.2.4 Stabilitatsmessungen

Die Enzymlésungen werden unter bestimmten Bedingungen inkubiert und regelmé&Big werden Proben
entnommen und die Aktivitat wie oben beschrieben bestimmt. Die Stabilitdten werden unter Annahme
von exponentiellem Zerfall als Halbwertszeit angegeben, der Zeit, nach der die Anfangsaktivitat um

50 % gesunken ist.

10.2.5 Flussbettreaktor Sepabeads®

Als Substrat werden 16 mmol L' Acetophenon und 100-200 mmol L™ iso-Propanol verwendet.
Cofaktorkonzentrationen liegen zwischen 0,5 und 1,5 mmol L' NADP* oder NADPH, als Puffer wird
50 mmol L' Phosphatpuffer pH = 7 mit 1 mmol L' Magnesiumchlorid verwendet. Das Substrat wird
mit einer Wechselkolbenpumpe in das Flussbett gepumpt (1 mL, 5cm Fillhdhe), das Immobilisat wird
durch einen Minisart RC4 Filter zurlickgehalten. Die Produktlésung wird von einem Fraktionssammler

aufgefangen. 0,7 mg Lb-ADH werden auf 980 mg Trager immobilisiert.

10.2.6 Immobilisierung durch Einkapselung in ein Polyvinylalkohol-Gel

5g Polyvinylalkohol (Mowiol 10-98) 5g Polyethylenglykol 1000 werden in einem Erlenmeyerkolben in

45 mL bidestilliertem Wasser gelést. Der Kolben wird mit Alufolie isoliert und unter standigem Rihren
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eine Stunde auf 90 °C erhitzt. Man Iasst auf 30 °C abkihlen. 150 mg Natriumhydroxid werden
abgewogen und in 500 pL bidestilliertem Wasser geldst. Die NaOH-Lésung wird tropfenweise unter
schnellem RUhren langsam zugegeben. Die Lésung wird fiir 30 Minuten gerthrt. AnschlieBend wurde
der pH-Wert auf 7 eingestellt. Fir etwa 23 g Immobilisat werden 20 mL Lésung mit 750uL (150U/mL)
ADH-T, 2250uL Phosphatpuffer und 3,2mg (0,1 mmol L'1) NADP™ gemischt.

Die Lésung wird mit einer Multipipette in sténdig geriihrtes, -30 °C kaltes Silikondl eingetropft. Die
TropfengréBe betragt dabei 50 pL. Die Kugeln werden im Silikondl Gber Nacht bei 4 °C gelagert, am
nachsten Tag wird auf Raumtemperatur erwarmt und die Kugeln mit Hexan gewaschen.

10.3 Synthesen

10.3.1 Di-p-chloro-bis[(chloro)(pentymethylcyclopentadienyl)rhodium(lll)

10 g Hexamethylbicyclo[2.2.0]-hexa-2,5-dien (Hexamethyldewarbenzen) werden in 50 mL Methanol
gelést und mit 3,36 g Rhodiumchlorid-trinydrat versetzt. Es wird fiir 6 Stunden bei 60 °C gerlhrt. Nach
Abkuhlung wird der entstandene Feststoff abfiltriert und mit Diethylether gewaschen. Man erhélt 1,5 g
dunkelrote Nadeln (54%).

'H-NMR (CDCl,): & = 1,60 ppm S (Cp*)

10.3.2 Synthese der Rhodium-Komplexe

Der Rhodium-Vorkomplex di-p-chloro-bis[(chloro)(pentymethylcyclopentadienyl)rhodium(lll) wird in
Methanol suspendiert und mit zwei Aquivalenten des Bipyridin-Derivats versetzt. Im Fall der
niedermolekularen Biypridine wird fiir eine Stunde bei Raumtemperatur gerGhrt, die
Reaktionsmischung filtriert und das Lésemittel im Vakuum entfernt. Nach Wiederaufnahme in wenig
Methanol wird der Komplex durch Zutropfen von tert.-Butyl-methylether zur Kristallisation gebracht.

Fir die molekulargewichtsvergroBerten Komplexe wird die Reaktionsmischung fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur gerihrt, filtriert und das Lésemittel im Vakuum entfernt. Nach Aufnahme in Wasser

wird das Produkt in einer Filtrationseinheit gespdlt (Membran YM3). Es folgt Gefriertrocknung.
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10.3.3 Niedermolekulare 2,2’-Bipyridine

10.3.3.1 2,2'-Bipyridinyl-N,N'-dioxid (2a)

o
N* —
7N\ ™»
_ N
O

12 g 2,2'-Bipyridin werden in 14 mL Eisessig gelést und 72 mL Peressigsdure (32 mass%) langsam
hinzugetropft, sodass die Temperatur zwischen 70 und 80 °C bleibt. Es wird cirka 66 h bei 35 °C
geriihrt. Die (brige Peressigsaure wird vorsichtig mit einem Uberschuss Me,S zersetzt. Das
Lésemittel wird am Hochvakuum abdestilliert und der Rickstand fir 3 h in Aceton unter Siedehitze
erhitzt. Der entstehende Feststoff wird abfiltriert und am Hochvakuum getrocknet. Man erhalt 6,6 g
weiBes Pulver (97%).

'"H-NMR (D;0): 6 =8,44 ppm D J = 6,6 Hz, 2H, H6,6'; 5 = 7,83 ppm Dd J = 6,8, 1,1 Hz, 2H, H3,3";
0 =7,75ppm M 4H, H5,5", H4,4"'

BC-NMR(D20): & =143,4 ppm; 141,3 ppm; 133,3 ppm; 130,5 ppm; 130,1 ppm

10.3.3.2 4,4'-di-Nitro-[2,2']-Bipyridinyl-N,N'-dioxid (3a)

9 g [2,27-bipyridin-N,N'-dioxid werden in 4 mL Oleum und 26 mL 96%iger Schwefelsdure geldst und
mit einem Eisbad auf 0°C abgekdihlt. Es werden vorsichtig 10 mL rauchende Salpetersédure addiert.
Die Reaktionsmischung wird fiir vier Stunden bei 100 °C gerihrt. Es wird erneut auf 0 °C gekiihlt und
die Lésung vorsichtig auf 100 g Eiswasser gegossen. Aus dem entstehenden griinlichen Schlamm
wird ein gelber Feststoff abfiltriert und bis zur Neutralitdt gewaschen. Nach Trocknen am Hochvakuum
ergeben sich 4,4 g eines gelben Feststoffs (33%).

'H-NMR (DMSO-d6): 5 = 8,68 ppm D J = 3,4 Hz, 2H, H3,3'; 5 = 8,58 ppm D J = 7,3 Hz, 2H, H6,6';
5 = 8,36 ppm Dd J = 7,3 Hz, 3,4 Hz, 2H, H5,5

*C-NMR(DMSO-d6): 5 =142,0 ppm; 141,1 ppm; 140,4 ppm; 123,7 ppm; 121,8 ppm
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10.3.3.3 4,4'-di-Nitro-2,2'-Bipyridin (4a)
O,N NO,
\_ 7 _
N N
1,0 g 4,4'-Dinitro-2,2"-bipyridin-N,N'-dioxid (3,6 mmol) und 10 mL PCI3 werden als Suspension unter
Feuchtigkeitsausschluss 21 h unter Riickfluss erhitzt. Die Mischung wird abgekihlt und vorsichtig auf
90 g Eiswasser gegeben. Der pH-Wert wird mit konzentrierter Natronlauge auf pH = 13 gebracht; eine
braune Suspension ergibt sich. Die Suspension wird mehrere Male mit dem gleichen Volumen an
Chloroform extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte werden mit CaCO; getrocknet. Das

Lésemittel wird entfernt und ein braun-gelber Rickstand verbleibt. Umkristallisation aus
Dichlormethan und Petrolether (40-60 °C) ergibt 532 mg gelbbraune Plattchen (60 %).

'H-NMR (CDCI3): & = 9,21 ppm Dd J = 2,2, 0,6 Hz, 2H, H3,3"; 5 = 9,03 ppm Dd J = 5,3, 0,6 Hz, 2H,
H6,6'; & = 8,12 ppm Dd J = 5,3, 2,2 Hz 2H, H5,5'

®C-NMR(CDCI3): & =157,2 ppm; 155,2 ppm; 151,7 ppm; 117,1 ppm; 114,3 ppm

Rf-Wert: 0,46  (Chloroform/Methanol/25%NH; (100:10:1))
10.3.3.4 4,4'-di-Amino-2,2'-Bipyridin (5a)

HoN NH,
«® / _\
N N
1,11 g 4,4'-di-Nitro-2,2'-bipyridin-N,N'-dioxid und 1,0 g Pd/C (10%) werden in 120 mL Ethanol gegeben
und mit Stickstoff entgast. Die Suspension wird unter Stickstoff bis zur Siedehitze erhitzt. Nach
vollstandiger Lésung des Komplexes werden 8,6 mL Hydrazinhydrat in 30 mL Ethanol Gber einen
Zeitraum von einer Stunde tropfenweise hinzugefugt. AnschlieBend wird fir 15 h unter Rickfluss
erhitzt. Die Reaktionsmischung wird hei8 durch Celite filtriert. Der Rickstand wird viermal mit 30 mL
kochendem Ethanol gewaschen. Entfernen des Ldsemittels ergibt einen gelben Rlckstand, der
zermahlen in 80 mL Wasser gegeben wird und Gber Nacht bei 4 °C gelagert wird. Es ergibt sich ein
weiBer Feststoff, der abfiltriert, mit kaltem Wasser gewaschen und bei 50 °C getrocknet wird. Man
erhalt 0,63 g weiBes Pulver (85 %).

'H-NMR (DMSO-d6): & = 8,01 ppm D J =55 Hz, 2H, H6,6; &= 7,52 ppm D J = 2,3 Hz 2H, H3,3";
8 = 6,43 ppm Dd J = 5,5, 2,3 Hz 2H, H5,5"; & = 6,02 ppm S 4H, NH,

®C-NMR (CDCI3): 5 = 156,3 ppm; 154,8 ppm; 148,7 ppm; 108,6 ppm; 105,8 ppm

Rf-Wert: 0,84  (Chloroform/Methanol/25%NH; (100:10:1))
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10.3.3.5 4,4'-di-Chloro-2,2'-bipyridin (6a)

|
Cl |\C

N~

3,08 g 4,4'-dinitro-[2,2']-Bipyridinyl-N,N'-dioxid werden in 60 mL Acetylchlorid geldést und eine Stunde
unter Ruckfluss erhitzt. Es wird auf 0 °C abgekuhlt und 25 mL Phosphortrichlorid werden
hinzugetropft. Es wird erneut 2 h unter Rickfluss erhitzt, dann auf 0 °C abgekuhlt und vorsichtig auf
180 mL Eiswasser gegossen. Losung wird dreimal mit 300 mL Chloroform extrahiert, auf 500 mL
eingeengt und mit MgSO, getrocknet. Entfernen des Ldsemittels unter Vakuum ergibt 0,82 g blass-
gelbes Pulver (33 %).

'H-NMR (CDCI3): & = 8,48 ppm D J = 5,0 Hz, 2H; & = 8,35 ppm D J = 1,5 Hz, 2H; & = 7,25 ppm Dd
J=5,0,1,5Hz, 2H

*C-NMR (CDCI3): & = 156,7 ppm, 150,3 ppm, 145,7 ppm, 124,7 ppm, 122,1 ppm

Rf-Wert: 0,12 (Chloroform/Methanol/25%NH; (100:10:1))

10.3.3.6 2,2'-Bipyridin-5-sulfonséaure (7a)

B /\SOH
= T

20 g 2,2'-Bipyridin werden in einem 250 mL Rundkolben vorgelegt. Es werden vorsichtig 50 mL Oleum
und 0,8 g Quecksilbersulfat hinzugegeben. Es wird auf 220 °C erhitzt und anschlieBend die
Schwefelsdure am Hochvakuum abdestilliert. Der Riickstand wird in 100 mL Wasser gelést und 20 g
Aktivkohle werden hinzugefigt. Man erhitzt fir 30 min unter Rickfluss. Nach Abfiltrieren der
Aktivkohle wird die Lésung durch Ammoniakzugabe basisch gemacht, nicht umgesetztes Substrat fallt
aus und wird durch Extraktion mit Dichlormethan entfernt. Zur verbleibenden Lésung werden 24,6 g
Tetra(n-butyl)-ammoniumbromid gegeben. Es wird dreimal mit je 50 mL Dichlormethan extrahiert. Die
organischen Extrakte werden zweimal mit je 30 mL Wasser gewaschen, tGber Na,SO, getrocknet und
das Lésemittel im Vakuum entfernt. Man erhalt einen beigen Feststoff, der in 60 mL Dichlormethan
gelést wird und mit 50 mL 47%iger Bromwasserstoffsdure versetzt wird. Nach intensiver Vermischung
der Phasen wird die wéssrige Phase abgetrennt und zweimal mit 20 mL Dichlormethan gewaschen.
Man engt die Lésung auf 5 mL ein und gibt 25 mL kaltes iso-Propanol hinzu. Lagerung bei 4 °C Uber
Nacht ergibt weiBBen Niederschlag, der mit 50 mL Methanol und 50 mL Diethylether gewaschen wird.
Man erhélt 5,16 g helloraunes Pulver. Umkristallisation aus Chloroform/Petrolether ergab 4,76 ¢

weiBes Pulver (15 %).
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'H-NMR (D20): 5 = 8,94 ppm S 1H, H6; 5 = 8,68 ppm D J = 5,5 Hz, 1H, H6"; 5 = 8,53 ppm T J =
7,9 Hz, 1H, H4';5 = 8,47 ppm D J = 7,9 Hz, 1H, H3';5 = 8,23 ppm D J = 8,5 Hz, 1H, H4; 5 = 8,19 ppm
DJ=8,5Hz, 1H, H3; 5 = 7,94 ppm T J = 7,9, 5,5 Hz, 1H, H5'

BC-NMR (D20): 6 = 150,6 ppm; 150,0 ppm; 149,5 ppm; 149,5 ppm; 144,6 ppm; 143,5 ppm; 138,8
ppm; 130,1 ppm; 127,5 ppm; 125,4 ppm

Rf-Wert: 0,88  (Chloroform/Methanol/25%NH; (100:10:1))

10.3.3.7 4,4'-di-Hydroxy-2,2'-bipyridin (9a)
HQ OH
N\ 7 _
N N
3,59 4,4-di-Methoxy-bipyridin  werden in  200mL Eisessig gelést. 28 mL 48%ige
Bromwasserstoffsdure werden addiert und die Lésung Uber Nacht unter Rickfluss erhitzt. Man
entfernt das L&ésemittel und 16st den Rickstand in Wasser. Nach Neutralisation mit

Ammoniumhydroxid féllt ein weiBer Feststoff aus, der abfiltriert und am Hochvakuum getrocknet wird.
Es ergeben sich 2,08 g weiBes Pulver (67 %).

Rf-Wert: 0,79  (Chloroform/Methanol/25%NH; (100:10:1))

10.3.3.8 4-Amino-2,2'-bipyridin (11a)

® / _\
N N

1,1 g 4-Nitro-2,2'-bipyridin-N-oxid (5,1 mmol), 200 mL Methanol und 0,23 g 10% Pd/C werden in
einem Eisbad gekuihlt und unter Inertatmosphéare gerihrt. 2,5 g Natriumborhydrid (66 mmol) werden in
kleinen Portionen hinzugefiigt. Es wird gekihlt bis Gasentwicklung aufhért. Im Laufe der Reaktion
geht das Edukt in Lésung. Es wird abfiltriert und das Methanol im Vakuum entfernt. 60 mL Wasser
werden addiert und die wéssrige Phase finfmal mit 50 mL Methylenchlorid extrahiert. Die vereinigten
organischen Extrakte werden mit Natriumsulfat getrocknet und das Ldsemittel im Vakuum entfernt. Es
entsteht eine weiBe Masse, die am Hochvakuum getrocknet wird. Der Rickstand wird 45 min in
200 mL Cyclohexan gekocht. Es wird abfiltriert und der Rickstand mit weiteren 25 mL Cyclohexan bis
zur fast vollstdndigen Aufldsung gekocht. Es wird erneut abfiltriert und die organischen Extrakte
abgekuhlt, wobei ein volumindser Niederschlag entsteht. Abfiltrieren und Einengen der Flissigkeit
ergibt weiteres Produkt, das am Hochvakuum getrocknet wird. Alternativ dazu kann das Produkt auch
mit Chloroform/Methanol/25%NH; (100:10:1) durch S&ulenchromatographie aufgereinigt werden. Es
entstehen 0,83 g farblose Nadeln (95%).
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'H-NMR (CDCly): 5=8,64ppm D J=6,4Hz 1H; 5=8,35ppm D J=8,0Hz 1H; 5=8,27 ppm D
J=54Hz1H;5=7,80 ppm Ddd J = 8,0, 7,7, 1,8 Hz 1H; 6 = 7,66 ppm D J = 2,4 Hz 1H; 8 = 7,35 ppm
DddJ=7,7,4,8,1,2Hz 1H; 8 = 6,52 ppm Dd J = 5,4, 2,4 Hz 1H; & = 4,56 ppm br 2H

*C-NMR (CDCly): & = 157,0, 156,7, 153,9, 150,0, 149,0, 136,8, 123,5, 121,3, 109,7, 107,1 ppm

Rf-Wert: 0,56  (Chloroform/Methanol/25%NH; (100:10:1))

10.3.3.9 2,2'-Bipyridin-4,4'-di-aldehyd

4,6 g 4,4'-di-Methyl-2,2'-bipyridin werden in 80 mL Dioxan und 2 mL Wasser gelést und mit 11,1 g
Selendioxid versetzt. Man erhitzt 24 h unter Ruickfluss und filtriert dann hei. Man wéscht sukzessive
mit Dioxan und Wasser, entfernt das Dioxan im Vakuum und bringt die Lésung mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonatlésung auf pH 8. Man extrahiert dreimal mit Chloroform, trocknet die
Extrakte Gber mit Natriumsulfat und entfernt das Lésemittel im Vakuum. Man erhalt braune Kristalle,

die aus Ethylacetat umkristallisiert werden. Es ergeben sich 1,38 g hellbraune Kristalle (26%).

'H-NMR (CDCly): 5 = 10,19 ppm S, 2H, CHO; & = 8,94 ppm D J = 4,8 Hz 2H, H6,6'; 5 = 8,87 ppm S
2H, H3,3';6 =7,77 ppm D, J = 4,8 Hz, 2H, H5,5'
*C-NMR (CDClg): & = 192,4 ppm; 155,9 ppm; 150,5 ppm; 142,5 ppm; 122,3 ppm; 119,4 ppm

Rf-Wert: 0,78  (Chloroform/Methanol/25%NH; (100:10:1))
10.3.4 PolymervergroBerte Komplexe

10.3.4.1 Polyacrylséure-Derivate

Far ein Polymer mit einer Belegung von 10 % werden 1074 mg Polyacrylsdurelésung (35 wi% in
Wasser; MW ~ 100.000 g mol™; 10 Aquivalente) mit 100 mg 4,4"-di-Amino-2,2'-Bipyridin (1 Aquivalent)
in 40 mL Methanol gelést und mit 276 mg DMTMM (2 Aquivalente) versetzt. Es wird liber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt und anschlieBend mit 100 mL Wasser versetzt. AnschlieBend wird durch
Ultrafiltration aufgereinigt und lyophyllisiert. Umsetzung mit Rhodium-Vorkomplex in Methanol und

erneute Ultrafiltration mit anschlieBender Gefriertrocknung ergab orange-gelbe Flocken.

10.3.4.2 Polyethylenglykol-Derivate

Jeweils ein Aquivalent a,cm-aminiertes Polyethylenglykol und ein Aquivalent 2,2'-Bipyridin-4,4'-di-
aldehyd werden in 50 mL wasserfreiem Toluen bei 40 °C gerthrt und mit 1 g wasserfreiem

Natriumsulfat versetzt. Nach 24 h Reaktionszeit wird abfiltriert, das Losemittel unter vermindertem
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Druck entfernt und der Ruckstand in 50 mL absolutem Ethanol aufgenommen. Es werden zwei
Aquivalente Natriumborhydrid hinzugegeben und fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend werden 50 mL Wasser hinzugegeben und das Produkt an einer Ultrafiltrationsmembran
aufgereinigt. Das lyophyllisierte Produkt wird mit Rhodium-Vorkomplex in Methanol umgesetzt, erneut

ultrafiltriert und nach anschlieBender Gefriertrocknung erhalt man orange-gelbe Flocken.
10.4 Analytik

10.4.1 Gaschromatographie

Die Messungen von Phenylethanol und Acetophenon wurden auf einer Agilent 6890N Anlage mit
einer Cyclodex B-1/P Saule (25m x 250 um) und einem Wasserstofffluss von 0,2 mL min”
durchgefiihrt. Die Probelésung wurde bei 250 °C eingespritzt. Starttemperatur der Saule war 100 °C
(fir 11,5 min). AnschlieBend wurde die S&ule in 3 min auf 180 °C erhitzt. Acetophenon wurde nach
5,7 min detektiert, (R)-Phenylethanol nach 9,8 min und (S)-Phenylethanol nach 10,5 min.

10.4.2 NMR-Spektren der Komplexe
Cp*(Rh(4,4"-di-nitro-2,2'-bpy)) (4b)

'H-NMR (D;0): 5 =9,35 ppm D J =2 Hz 2H (H*); 5=9,28 ppm D J =6 Hz 2H (H*®); & = 8,57 ppm
Dd J = 6 Hz, 2 Hz 2H (H>®); & = 1,65 ppm S 15H (Cp*)

*C-NMR (D,0): & = 155,8 ppm, 155,6 ppm, 154,4 ppm C / CH (C*, C**, C%); 5 =122,2 ppom CH
(C*); 8 =118,3 ppm CH (C*); & = 99,4 ppm C (Cp*); & = 9,7 ppm CHs (Cp*)

Rf-Wert: 0,77  (Chloroform/Methanol/25%NH; (100:10:1))
Cp*(Rh(4,4'-di-amino-2,2'-bpy)) (5b)

"H-NMR (D,0): & = 8,20 ppm D J =6 Hz 2H (H*®); 8=7,14 ppm D J =2 Hz 2H (H*); 5 =6,79 ppm
Dd J = 6 Hz 2H (H*®); 8 = 1,52 ppm S 15H (Cp*)

“C-NMR (D;0): &=160,2ppm C (C*), 5=150,4ppm C (C*); &=1443ppm CH (C*);
5 =116,1 ppm CH (C*); 8 = 102,4 ppm CH (C*); 8 = 96,5 ppm C (Cp*); = 7,9 ppm CHj; (Cp*)

Rf-Wert: 0,36  (Chloroform/Methanol/25%NH; (100:10:1))
Cp*(Rh(4,4'-di-chloro-2,2'-bpy)) (6b)

"H-NMR (D,0): 8 = 9,35 ppm D J =2 Hz 2H (H*®); 8=9,28 ppm D J =6 Hz 2H (H*); & = 8,58 ppm
Dd J = 6 Hz, 2 Hz 2H (H*®); & = 1,64 ppm S 15H (Cp*)

*C-NMR (D,0): & = 155,8 ppm, 155,6 ppm CH, C (C**, C®®), & = 154,0 ppm C (C**); & = 122,2 ppm,
118,3 ppm CH (C**, C**); 8 = 99,4 ppm C (Cp*); d = 8,0 ppm CHjz (Cp*)

Rf-Wert: 0,58 (Chloroform/Methanol/25%NH; (100:10:1))

Cp*(Rh(2,2"-bpy-5-sulfonsaure)) (7b)
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'H-NMR (D,0): 5=28,98 ppm S 1H (H%); 5 =8,68 ppm S 1H (H?); & = 8,45 - 8,20 ppm M 4H (H*, H*,
H*, H®); 5 = 7,86 ppm M 1H (H°); 5 = 1,54 ppm S 15 H (Cp*)

®C-NMR (D,0): d8=152,0ppm C (C%, &=150,4ppm CH (C°%); &8=146,8ppm CH (C°;
5=1455ppm CH (C%; &=140,8ppm C (C%; d=136,2ppm CH (C*; &=127,0ppm C (C%)
5=1245ppm CH (C*; 8=122,8ppm CH (C°); 8=117,8 ppm CH (C%; & =983 ppm C (Cp*)
0 = 8,0 ppm CHj; (Cp*)

)
’

Rf-Wert: 0,69 (Chloroform/Methanol/25%NH; (100:10:1))
Cp*(Rh(4,4'-di-methoxy-2,2'-bpy)) (8b)

'H-NMR (D,0): 5 =8,63 ppm D J =6 Hz 2H (H*®); =7,73 ppm D J =2 Hz 2H (H®); & = 7,27 ppm
Dd J = 6 Hz, 2 Hz 2H (H>); & = 3,95 ppm S 6H (CH30-); & = 1,56 ppm S 15H (Cp*)

®C-NMR (D,0): & = 168,5 ppm, 155,6 ppm C (C*, C**), & = 152,4 ppm CH (C%*); & = 114,2 ppm,
110,2 ppm CH (C*, C**); 8 = 97,4 ppm C (Cp*); d = 56,6 ppm CH; (CH;0-); & = 8,0 ppm CHs (Cp*)

Rf-Wert: 0,33  (Chloroform/Methanol/25%NH; (100:10:1))
Cp*(Rh(4,4'-di-hydroxy-2,2'-bpy)) (9b)

'H-NMR (DMSO-d6): & = 12,1 ppm bs 2H; 5 =8,57 ppmd J =6,5Hz 2H; 5 =7,83 ppm d J = 2,7 Hz
2H;5=7,21 ppmdd J = 6,5, 2,7 Hz 2H; 6 = 1,62 ppm s 15H

C-NMR (D,O): d=165,3 ppm; &=153,5 ppm; d=150,8 ppm; &=113,7 ppm; d=109,1 ppm:;
0 =93,9 ppm; & = 6,45 ppm

Rf-Wert: 0,69 (Chloroform/Methanol/25%NH; (100:10:1))
Cp*(Rh(4-amino-2,2'-bpy)) (11b)

'H-NMR (D,0): 8 =8,82ppm D J =6 Hz 1H (H°); & = 8,22 ppm M 1H (H%); 5= 8,10 ppm D J = 7 Hz
1H (H%); 8 =8,06 ppm D J = 7 Hz 1H (H*); 5 = 7,68 ppm D J = 6 Hz 1H (H®); 8 = 7,37 ppm S 1H (H%);
0=6,84ppmDJ=6Hz1H (H5); 0 =1,55ppm S 15H (Cp*)

BC-NMR (D,O): & =156,7 ppm, 154,0 ppm C (C? C?); 8=151,4 ppm, 150,5 ppm CH (C°, C°);
5=140,2 ppm C (C*; 8=127,9 ppm CH (C*); 5 =122,9 ppm CH (C*); 8=112,8 ppm CH (C°);
5 =108,2 ppm CH (C%); & = 97,2 ppm CH (C°)

Cp*(Rh(3,3"-di-carboxy-2,2'-bpy)) (12b)

'H-NMR (D,0): & =8,97 ppm D J =5 Hz 2H (H*); 5 =8,43 ppm D J =8 Hz 2H (H*); & = 7,84 ppm
Dd J = 5 Hz, 7 Hz 2H (H*®); & = 1,55 ppm S 15H (Cp*)

"C-NMR (D,0): & =168,3 ppm C (C°°"°°"); 5= 152,7 ppm C (C**), & =140,6 ppm CH (C*);
5=135,4ppm CH (C*); 5=127,8 ppm C (C*); 5=113,2ppm C (C®*); 5=98,2 ppm CH (Cp*);
0 = 8,0 ppm CHj3 (Cp*)

Rf-Wert: 0,69 (Chloroform/Methanol/25%NH; (100:10:1))
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Cp*(Rh(4,4'-di-methyl-2,2'-bpy)) (13b)

'H-NMR (D,0): 5 =8,70 ppm d J =6 Hz 2H (H); 8=8,07 ppm d J =2 Hz 2H (H); 8 = 7,57 ppm dd
J=6,2Hz2H (H); 5 =2,47 ppm s 6H ()

Rf-Wert: 0,38  (Chloroform/Methanol/25%NH; (100:10:1))
Cp*(Rh(4,4'-di-tert.-butyl-2,2'-bpy)) (14b)

'H-NMR (D;0): 5 =8,72 ppm D J =6 Hz 2H (H*); 5=8,22 ppm D J =2 Hz 2H (H®); 5 = 7,75 ppm
Dd J = 6 Hz, 2 Hz 2H (H>); 8 = 1,56 ppm S 15H (Cp*); 8 = 1,32 ppm S 18H (Cp*)

BC-NMR (D,O): d5=165,7ppm C (C**); 8=154,3ppm CH (C*); &=151,1ppm CH (C®);
5=1258ppm, 120,8ppm CH (C¥, C*); 5=977ppm C (Cp*); 5=351ppm C (C®*);
5 = 29,4 ppm CHs (C®*™®"); & = 8,0 ppm CH; (Cp*)

Rf-Wert: 0,43  (Chloroform/Methanol/25%NH; (100:10:1))
Cp*(Rh(4,4'-di-carboxy-2,2'-bpy)) (15b)

'H-NMR (D,0): 5=9,00 ppm d J=6Hz 2H (H); 5=8,80 ppm d J=2Hz 2H (H); =8,15 ppm d
J=6Hz2H (H); = 1,55 ppm s 15H (H)

Rf-Wert: 0,63  (Chloroform/Methanol/25%NH; (100:10:1))
Cp*(Rh(5,5'-di-methyl-2,2'-bpy)) (16b)

"H-NMR (D,0): & = 8,62 ppm D J = 7 Hz 2H (H®); 8 = 7,74 ppm S 2H (H*®); 5 = 7,25 ppm D J = 7 Hz,
2 Hz 2H (H*); & = 3,30 ppm S 6H (CH5); & = 1,57 ppm S 15H (Cp*)

“C-NMR (D;0): §=151,2 ppm G (C*); 5=1410ppm CH (C**); 5=139,4ppm CH (C*;
5 = 122,7 ppm C (C*); 5 = 97,8 ppm CH (C*); & = 17,5 ppm CHs (CHj); & = 8,0 ppm CHj (Cp*)

Rf-Wert: 0,34  (Chloroform/Methanol/25%NH; (100:10:1))
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11 Anhang: Weitere Anwendungen der Immobilisate*

Im Zuge dieser Arbeit wurden zwei Immobilisierungstechniken beschrieben, durch die das
immobilisierte Enzym gegen die schadlichen Auswirkungen des Mediators stabilisiert werden sollte
(siehe 4.3.1 und 4.3.2). Diese Bemuhungen waren nicht erfolgreich. Allerdings konnten durch die
Immobilisierung deutlich hdhere Stabilitaten erzielt werden und im Fall der gel-stabilisierten Enzyme
ist die Auswahl des Reaktionsmediums auf hydrophobe Ldsemittel erweitert worden. In diesem
Anhang soll die Leistungsféhigkeit der Immobilisate unter Beweis gestellt werden. Als Alternative zur
elektrochemischen Cofaktorregenerierung wird der Cofaktor in diesem Fall substrat-gekoppelt
regeneriert (siehe Abbildung 89). Fir die auf Sepabeads® immobilisierte Lb-ADH soll die
hervorragende Langzeitstabilitdt in einem Flussbettreaktor unter Beweis gestellt werden; die breite
Anwendbarkeit von gel-stabilisierten Enzymen in verschiedenen Lésemitteln soll durch den Einsatz

von gel-stabilisierter ADH-T in lonischer Flussigkeit verdeutlicht werden.

0O

ullo
T

ADH-T

Cl
p-Cl-(S)-Phenylethanol

Cl
p-Cl-Acetophenon

)

NADPH NADP

i i
)]\
ADH-T

iso-Propanol Aceton

Abbildung 89: substrat-gekoppelte Cofaktorregenerierung mit iso-Propanol, am Beispiel ADH-T

* Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden veréffentlicht als:

Hildebrand, F., Litz, S. "Immobilisation of alcohol dehydrogenase from Lactobacillus brevis and its

application in a plug-flow reactor" Tetrahedron-Asymmetry 2006, 17, 3219-3225.
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11.1 Sepabeads®

Das auf Sepabeads® immobilisierte Enzym zeigt keine erhéhte Stabilitat gegenliber Mediator (siehe
4.3.1.5). Dennoch sollte bewiesen werden, dass sich der Stabilitatsgewinn durch die Immobilisierung
nicht nur auf die Lagerstabilitat beschrankt, sondern das Immobilisat auch unter Prozessbedingungen
an Stabilitdt gewonnen hat. Das Immobilisat wurde deshalb in einem Flussbettreaktor mit substrat-
gekoppelter Cofaktorregenerierung eingesetzt.

Dieser Reaktortyp verdeutlicht am besten die Vorteile des Immobilisats gegeniber dem gelésten
Enzym. Durch die Anbindung an das Tragermaterial kann auf eine anspruchsvolle Enzymriickhaltung
verzichtet werden, ein gewdhnlicher Filter reicht bereits aus, um das Tragermaterial zuriickzuhalten.
Dadurch kann der Reaktor ohne Druckabfall Uber den Reaktorraum kontinuierlich betrieben werden
(siehe Abbildung 90). Als Reaktion wurde die Reduktion von Acetophenon zu (R)-Phenylethanol
ausgewahilt.

5

Abbildung 90: Retention des Immobilisats durch einen Spritzenfilter, Schema des Flussbettreaktors

Abbildung 91 demonstriert, dass die hohe Enzymstabilitdt auch unter Prozessbedingungen Bestand
hat. Bei einer Verweilzeit von 60 min konnten dauerhaft 60 % Umsatz erzielt werden, was einer
Raum-Zeit-Ausbeute von 30 g L™ d” und einer Produktkonzentration von 10 mmol L™ entspricht. Ein
héherer Umsatz durch die Einstellung einer langeren Verweilzeit war aus apparativen Griinden nicht
moglich. Der Reaktor konnte Uber 70 Tage lang ohne Umsatzverluste betrieben werden, das
entspricht 1600 Verweilzeiten. Die Stabilisierung des Enzyms durch die Immobilisierung fuhrt zu einer
Enzymeffizienz von ttn = 2.500.000, dem hdchsten Wert, der flr dieses Enzym bisher berichtet wurde.
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Abbildung 91: Flussbettreaktor

Reaktionsbedingungen: 50 mmol L™ Phosphatpuffer; 1 mmol L™ MgCl,; 16 mmol L™ Acetophenon; 200 mmol L™
iso-Propanol; 0,5 — 1,5 mmol L' NADP’
Es wird deutlich, dass der Verlust an Aktivitdt durch Absattigung und Quervernetzung von der
hervorragenden  Prozessstabilitdt mehr als  kompensiert  wird. Die  beschriebene
Immobilisierungsmethode ermdglicht lange Reaktorlaufzeiten ohne Aktivitatsverlust und gute
Produktivitaten. Durch VergréBerung der Immobilisatmenge sollte auBerdem ohne weiteres ein
héherer Umsatz mdéglich sein.
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11.2 Gel-Einkapselung

In Kapitel 4.3.2 hat sich herausgestellt, dass die Verwendung von gel-stabilisierten Enzymen in einem
Polyvinylalkoholgel nicht fir die Anwendung in wéassrigen Medien geeignet ist. Um dennoch die
Vorteile einer solchen Einkapselung zu beweisen, wurde der Einsatz dieser Gelkugeln in einer nicht-
wassermischbaren lonischen Flissigkeit untersucht. Der Effekt der schnellen Inaktivierung durch
Auswaschung von Gel-Bestandteilen sollte durch die hydrophobe Natur der lonischen Flissigkeit nicht
zu beobachten sein. Dartber hinaus sollte die hydrophile Umgebung innerhalb der Kugeln das Enzym
weitgehend vor den inaktivierenden Einflissen eines nicht-wassrigen Mediums schitzen. Durch die
Gelstabilisierung wird der Kontakt des Enzyms mit der Phasengrenzflache des Ldsemittels ebenso

vermieden wie mechanischer Stress durch das Rihren der Ldsung.

Die Wahl des Lésemittels fiel auf die IL BMIM BTA (siehe Abbildung 92). Es wurde bereits Uber
Synthesen berichtet, bei denen Alkoholdehydrogenasen in einem Zweiphasensystem aus Puffer und
IL eingesetzt wurden (Eckstein et al. 2004a; Eckstein et al. 2004b). Diese lonische Flissigkeit
zeichnet sich durch eine akzeptable Enzymkompatibilitit und glinstige Verteilungskoeffizienten fiir
aromatische Ketone und Alkohole aus. Durch die Unléslichkeit von NADP(H) in der IL kann zwar der
Cofaktor in der Nahe des Enzyms gehalten werden, eine elektrochemische Cofaktorregenerierung

scheidet aber aus. Deshalb wurde erneut auf die substrat-gekoppelte Cofaktorregenerierung

zuruckgegriffen.
F
F
AL
F //S\N-
) o _I_
N\A~N 0=$=0
F F

1-Butyl-3-methyl-imidazolium bis-((trifluoromethyl)sulfonyl)amid

Abbildung 92: Struktur der lonischen Flissigkeit BMIM BTA

11.2.1 Stabilitat des gel-stabilisierten Enzyms

Die immobilisierte ADH-T wurde in wassergesattigter BMIM BTA inkubiert und ihre Stabilitat bestimmt.
Wie Abbildung 93 verdeutlicht, kann eine Halbwertszeit von 164 £7 h erzielt werden. Die
Geleinkapselung bietet also vorzlgliche Stabilisierung gegen die lonische Flissigkeit. Die
Verwendung eines Zweiphasensystems aus BMIMBTA und in Puffer geldsten
Alkoholdehydrogenasen ist zwar praktikabel (Eckstein et al. 2004b), allerdings zeigt ADH-T in diesem
Reaktionsgemisch durch den Kontakt mit der Phasengrenze eine deutlich geringere Stabilitat (53 + 8
h). Der Kontakt mit Gasblasen, wie er bei der Entfernung von Aceton durch Stripping auftreten kann
(Stillger et al. 2002), hat sogar einen noch starker inaktivierenden Effekt auf das Enzym. Hier betragt
die Halbwertszeit lediglich 28 + 12 h.
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Diese Messungen zeigen eindrucksvoll den Stabilititsgewinn, der erzielt werden kann, wenn das

Enzym durch Einkapselung vor Phasengrenzflachen geschitzt wird.

200

150

100

HWZ /h

50

Abbildung 93: Stabilitit ADH-T unter verschiedenen Bedingungen

Reaktionsbedingungen: a) 1 U mL" ADH-T in 5 mL 50 mmol L Phosphatpuffer pH = 8 und 5 mL BMIM BTA; b) 1 U mL"
ADH-T in 5 mL 50 mmol L™ Phosphatpuffer pH = 8 mit Argonbegasung; c) ADH-T-Gelkugeln in wassergesittigter BMIM
BTA

11.2.2 Einsatz des gel-stabilisierten Enzyms in einem Stripping-Reaktor

Es wurde bereits in Kapitel 1.4 darauf hingewiesen, dass das bei der substrat-gekoppelten
Cofaktorregenerierung stéchiometrisch entstehende Aceton sowohl einen inhibierenden Effekt auf das
Enzym ausiben als auch durch Begiinstigung der Rickreaktion vollstandigen Umsatz verhindern
kann. Es sind verschiedene Ansatze literaturbekannt, wie das Aceton aus der Lésung entfernt werden
kann. Einerseits kann eine Membran eingesetzt werden, die in Verbindung mit Unterdruck das Aceton
selektiv aus der Ldsung entfernt (Pervaporation). Wenn keine niedriger siedenden Reagenzien
vorliegen, kann das Aceton aber auch einfach durch einen Inertgasstrom aus der Ldsung entfernt
werden (Stripping). Das zweite Verfahren wurde bereits erfolgreich fir wassrige Anwendungen
eingesetzt, eine Ubertragung auf Reaktionen in einem dblichen organischen Lésemittel wie Methanol
oder Dichlormethan verbietet sich aber, da hierbei groBe Mengen an brennbarem Luft-Gas-Gemisch
entstehen wirden. Diese Tatsache ist ein wichtiges Argument fir den Einsatz von lonischen
Flissigkeiten als Reaktionsmedien, denn durch ihren vernachlassigbar geringen Dampfdruck bleibt

das Reaktionsvolumen auch bei Einleitung von Gas konstant.
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Die gelstabilisierte ADH-T soll nun in lonischer Flissigkeit eingesetzt werden. Zur Beschleunigung der
Reaktion wird ein mit iso-Propanol angereicherter Argonstrom durch die Lésung geleitet, der Aceton

aus der Lésung austreibt.

1500 -

®  Aceton
® p-Cl-Acetophenon
4 p-Cl-Phenylethanol

Konzentration / mmol L™

Zeit/h

Abbildung 94: Einsatz gel-stabilisierter ADH-T in einem Stripping-Reaktor mit BMIM BTA

Reaktionsbedingungen: 50 mL BMIM BTA, gesattigt mit Wasser; 1,3 M p-CI-ACP; 1 M iso-Propanol; 350 U ADH-T;

0,1 mg NADP*; Begasung: Argon, gesattigt mit Wasser und iso-Propanol
Abbildung 94 verdeutlicht die Konzentrationsverlaufe im Stripping-Reaktor mit lonischer Flissigkeit als
Reaktionsmedium. Die Substrate para-Chlor-Acetophenon und iso-Propanol sind unbegrenzt mit der
IL mischbar, sodass eine Substratkonzentration von 1,3 mol L eingesetzt werden konnte. Man
erkennt deutlich, dass anfangs die Konzentrationen der beiden Produkte Aceton und para-Chlor-(S)-
Phenylethanol in gleichem MaBe ansteigen, dann gewinnt aber das Stripping mit Argon an Bedeutung
und das Coprodukt kann aus der Ldsung ausgetrieben werden. Der gewinschte chirale Alkohol
akkumulierte weiter in der Lésung, bis eine enantiomerenreine Produktkonzentration von 0,87 mol L
erreicht wird. Dieser Wert liegt GréBenordnungen Uber der maximalen Konzentration in wassrigem
Medium. Nach finfzig Stunden konnte ein Umsatz von 85 % erreicht werden, das entspricht einer
volummetrischen Produktivitét von etwa 90 g L' d". Die Enzym- und Cofaktoreffizienzen belaufen sich
auf ttn (ADH-T) = 300.000 und ttn (NADP) = 440.

Diese Resultate stellen die erste Anwendung von Alkoholdehydrogenasen in einer
Reaktionsmischung aus IL und Immobilisat dar. Vor allem die hohe Produktivitdt und die hohen
Produktkonzentrationen geben einen ersten Eindruck, welche Perspektiven der Einsatz von gel-
stabilisierten Enzymen in lonischen FlUssigkeiten bietet. In diesem Zusammenhang ist es sowohl aus
theoretischer wie aus praparativer Sicht von groBem Interesse zu untersuchen, wie sich andere

lonische Flissigkeiten auf die Leistungsfahigkeit des Prozesses auswirken. Dabei spielen der Einfluss
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der in dem Gel gelésten Bestandteile der lonischen Flissigkeit auf die Enzyme ebenso eine Rolle wie
die Verteilungskoeffizienten. Auch flr inhibierende oder toxische Substrate sollte die Biokatalyse in
lonischen Flissigkeiten mit gel-stabilisierten Enzymen groBe Mdglichkeiten bieten.

11.3 Vergleich der Prozesse

Es wurden zwei verschiedene Arten der Immobilisierung von Enzymen vorgestellt, die kovalente
Anbindung an ein heterogenes Tragermaterial und die Gel-Stabilisierung durch Polyvinylalkohol.
Diese Immobilisate unterscheiden sich in ihren physikalischen und katalytischen Eigenschaften und es
wurde jeweils ein Prozess vorgestellt, der die jeweiligen Starken der Immobilisierung hervorhebt.

Die kovalente Anbindung besticht durch eine hervorragende Stabilisierung des Enzyms, die lange
Reaktorlaufzeiten ohne Verlust an Aktivitdt ermdglicht. Durch das heterogene Tragermaterial ist es
moglich, das Immobilisat in einem Flussbettreaktor einzusetzen und der vernachlassigbare
Druckabfall erleichtert dabei eine mogliche MaBstabsvergréBerung. Es konnten ausgezeichnete
Enzymausnutzungen erreicht werden. Nachteilig 1&sst sich erwdhnen, dass die Verwendung eines
wassrigen Reaktionssystems nur geringe Léslichkeiten an hydrophoben Substraten zulasst, was
einerseits die Produktivitat senkt, aber auch die Produktaufarbeitung erschwert. Hier kénnte sich der
Einsatz einer organischen Phase als Substrat- und Produktreservoir anbieten, da sich die
Enzymstabilisierung nach ersten Untersuchungen auch auf wéassrig-organische Zweiphasensysteme
erstreckt. Dies wirde auBerdem zu hdheren Cofaktoreffizienzen flhren, da dieser im jetzigen

Reaktormodell kontinuierlich nachdosiert werden muss.

Die Gel-Einkapselung durch Polyvinylalkohol bewirkt ebenfalls eine Stabilisierung, allerdings weniger
gegen thermische Inaktivierung, sondern vor allem gegen mechanischen Stress und Phasengrenzen.
Dies ermdglicht den Einsatz in nahezu allen Medien, die das Polymergeriist als solches nicht
angreifen. Der Einsatz in lonischer FlUssigkeit erlaubt hohe Substratkonzentrationen und damit
verbunden hohe Produktivitdten. Der Einsatz von Stripping kann auBerdem durch Verringerung der

Aceton-Konzentration als Coprodukt die Reaktion beschleunigen und hohe Umsétze erméglichen.
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Tabelle 9 fasst die Reaktormodelle zusammen.

Tabelle 9: Vergleich der Reaktormodelle fiir Sepabeads® und Gelkugeln

Parameter Sepabeads® Gel-Einkapselung
Medium wassrig / Tragermaterial gel-stabilisiert wassrig / IL
Reaktortyp Flussbettreaktor Satzreaktor
Substratkonzentration / mmol L 16 1300
Produktkonzentration / mmol L 10 870
Reaktorlaufzeit / h 1700 53
Umsatz / % 60 84
Enzymeffizienz 2.500.000 300.000
Cofaktoreffizienz 20 440
Produktivitat /g L™ d 30 90
Aufarbeitung Extraktion Destillation oder Extraktion
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