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Abstract: In industriellem Mafstab wird Poly-e-caprolacton
(PCL) gegenwiirtig nur chemisch produziert, wobei mit Per-
essigsdure ein gefihrliches Reagens als Oxidationsmittel ge-
nutzt wird. Baeyer-Villiger-Monooxygenasen (BVMOs) er-
moglichen im Prinzip die enzymatische Synthese von -
Caprolacton (e-CL) direkt ausgehend von Cyclohexanon mit
molekularem Sauerstoff, doch gegenwidrtige Systeme leiden
unter niedriger Produktivitit sowie Substrat- und Produkt-
inhibierung. Wir iiberwanden wesentliche Limitationen eines
solchen biokatalytischen Wegs durch die Kombination einer
Alkoholdehydrogenase mit einer BVMO fiir die effiziente
Oxidation von Cyclohexanol zu e-CL. Entscheidend war die
direkte Ringoffnungs-Oligomerisierung des in situ gebildeten
e-CL in wassriger Phase unter Nutzung der Lipase A aus
Candida antarctica. So wurde das Problem der Produktinhi-
bierung gelost, und Oligo-e-CL wurde mit >20 gL ™" ausge-
hend von 200 mm Cyclohexanol erhalten. Dieses Oligomer
konnte chemisch leicht zu PCL polymerisiert werden.

Biokatalytische Prozesse unter Nutzung von natiirlichen
oder veranderten Enzymen sind heutzutage fiir die Synthese
von hochwertigen Feinchemikalien, vor allem aber fiir chirale
pharmazeutische Intermediate, sehr gut etabliert."! Dagegen
sind Beispiele fiir die enzymatische Synthese von Bulkche-
mikalien mit einigen Ausnahmen sehr selten.”!
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Eine sehr wichtige industrielle Chemikalie ist e-Capro-
lacton (e-CL, 3), das derzeit in einem MaBstab von mehreren
10000 Tonnen pro Jahr durch den UCC-Prozess hergestellt
und als Vorstufe fiir die Polymersynthese eingesetzt wird.”!
Dabei wird Cyclohexanon unter Nutzung von stéchiometri-
schen Mengen Peressigsdure oxidiert. Abgesehen von der nur
sehr moderaten Selektivitdt (85-90%) ergeben sich weitere
Nachteile aus der Perspektive der Toxizitit, Okologie und
Sicherheit. Eine offensichtliche enzymatische Alternative zur
Produktion von e-CL ist der Einsatz von Baeyer-Villiger-
Monooxygenasen (BVMOs)."! Diese Flavin-abhingigen
Enzyme bendtigen nur molekularen Sauerstoff als vorteil-
haftes Oxidationsmittel sowie den Kofaktor NADPH. In-
nerhalb dieser Enzymklasse ist die Cyclohexanon-Monooxy-
genase (CHMO) aus Acinetobacter calcoaceticus der bevor-
zugte Kandidat, da sie bereits vor 40 Jahren beschrieben
wurde.”! AuBerdem kann dieses Enzym rekombinant sowohl
in Hefe!” als auch in E. colil’! hergestellt werden. Trotzdem
wurde bis heute eine biokatalytische Produktion von e-CL in
groBem MafBstab aus mehreren Griinden nicht erzielt. Diese
schlieen sowohl die Stabilitdt des Enzyms ein, als auch die
Regeneration des Kofaktors sowie die Notwendigkeit eines
Kosubstrates in stochiometrischen Mengen. Die grofite Her-
ausforderung ist die Uberwindung der Substrat- und Pro-
duktinhibierung der CHMO. Um einen 6konomischen Pro-
zess zu ermoglichen, ist eine preiswerte und effiziente Rege-
nerierung des Kofaktors NADPH ohne die Notwendigkeit
eines externen Kosubstrates notig. Kiirzlich haben wir ein
solches System beschrieben, bei dem eine autarke Kofaktor-
Regenerierung ausgehend von der leicht zugédnglichen Bulk-
chemikalie Cyclohexanol durch die Kombination von CHMO
mit einer Alkoholdehydrogenase (ADH aus Lactobacillus
kefir oder eine entworfene Polyol-Dehydrogenase aus Rho-
dobacter spaeroides; Schemal, links) erreicht werden
konnte.l'”! In diesen Studien wurde gezeigt, dass schon Sub-
stratkonzentrationen von > 60 mMm eine starke Produktinhi-
bierung auslosen, im Unterschied zu einer nur schwachen
Inhibierung durch Cyclohexanol (1) und Cyclohexanon (2)."!

Substratinhibierung kann sehr leicht durch eine geeignete
Zufiitterung von Cyclohexanol umgangen werden. Wenn
beide Enzyme, ADH und CHMO, in ausreichender Menge
exprimiert werden, verbleibt die Konzentration von Cyclo-
hexanon als in situ gebildetes Intermediat sehr niedrig. Da-
gegen sind sowohl Produktinhibierung als auch Enzymdes-
aktivierung durch das Produkt e-CL vor allem bei héheren
Konzentrationen sehr grole Hindernisse. Mehrere Wege, um
dieses vollstindig mit Wasser mischbare Lacton unter Ver-
wendung von organischen Losungsmitteln in situ zu extra-
hieren oder mittels Adsorbern zu entfernen, resultieren in
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Schema 1. Synthese von Oligo-e-caprolacton (Oligo-e-CL, 4) durch eine
Enzymkaskade. Zuerst wird Cyclohexanol (1) durch die Alkoholdehy-
drogenase (ADH) zu Cyclohexanon (2) oxidiert, gefolgt von der Baeyer-
Villiger-Oxidation durch eine Cyclohexanon-Monooxygenase (CHMO),
um &-CL (3) zu erzeugen und gleichzeitig den Kofaktor NADPH zu re-
generieren. Die starke Produktinhibierung wird komplett verhindert
und eine signifikant héhere Produktivitit wird durch den Einsatz von
Lipase CAL-A dank ihrer Acyltransferase-Aktivitit in einem wissrigen
System erreicht. Dies fihrt ausschlieRlich zur Bildung von Oligo-e-CL,
aber nicht zur Bildung der 6-Hydroxycapronsaure.

geringen Produktivitdten, zusétzlichen Kosten und 6kologi-
schen Nachteilen.

Wir beschreiben hier eine elegante Losung, in der das
durch die enzymatische Eintopf-Zweischritt-Methode pro-
duzierte e-CL direkt einer In-situ-Ringoffnungsoligomerisie-
rung unter Nutzung der Lipase CAL-A aus Candida antarc-
tica” unterworfen wird (Schema 1). Solch ein Prozess 16st das
Problem der Enzyminhibierung und Desaktivierung durch e-
CL (3) bei hoheren Konzentrationen. Vorteilhafterweise ist
das gebildete Oligo-e-CL hydrophob und kann durch Ex-
traktion oder Fillung isoliert werden. Wihrend die enzyma-
tische Synthese von Polymeren, vor allem aber die enzyma-
tische Ringoffnungspolymerisation in der Literatur sehr gut
dokumentiert sind,' benotigt die Bildung von Polyestern
immer organische Losungsmittel in groBer Menge und ins-
besondere die Abwesenheit von Wasser, um eine uner-
wiinschte Hydrolyse zu vermeiden.'"! Lipase CAL-A verfiigt
iiber eine einzigartige Acyltransferase-Aktivitdt in Wasser,
welche die effiziente Bildung des Esters auch in Gegenwart
groBer Wassermengen erméglicht.!'? Tatsichlich konnten wir
keine Hydrolyse von 3 feststellen, als die hydrolytische Ak-
tivitit der CAL-A gegeniiber einer 1M wissrigen Losung
dieses Esters bestimmt wurde. Nach einigen Stunden der In-
kubation wurde die Bildung eines wei3en Niederschlags in
der wissrigen 1M Losung beobachtet (Abbildungen S1, S2 in
den Hintergrundinformationen). Nach Isolierung und Un-
tersuchung mittels Gelpermeationschromatographie (GPC)
zeigte sich, dass die CAL-A-Katalyse zu einem Oligomer von
Verbindung 3 mit einem maximalen Molekulargewicht von
1200 gmol™" fiihrt (Tabelle 1, Retentionsvolumen 16.4 mL;
Abbildung 1). Beide Endgruppen koénnen durch den ange-
nommenen Reaktionsmechanismus spezifiziert werden, der
identisch zu der Ringoffnungspolymerisation in organischem
Losungsmittel ist."™ Demzufolge handelt es sich um eine
Carboxyl- sowie eine Alkoholgruppe.

Dieses Oligomer (Oligo-e-CLa1 .4, Tabelle 1) kann che-
misch sehr leicht in ein Polymer mit hohem Molekulargewicht
(Oligo-e-CL¢yyq) umgewandelt werden, das identische Ei-
genschaften zu chemisch synthetisiertem Poly-e-caprolacton
(PCL ) aufweist. Eine 'H-NMR-spektroskopische Unter-
suchung bestitigte ebenfalls die Identitdt beider Polymere
(Abbildungen S3-S5).
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Tabelle 1: Charakterisierung von auf verschiedenen Wegen erhaltenem
Oligo- und Poly-g-caprolacton durch GPC-Analyse.

Produkt® Peak-Retentions- M, [Da] M, [Da] M,/M,
volumen [mL]

PClpem 12.0 35426 48248 1.4

Oligo-e-Clyqgade 18.4 160 375 23

Oligo-e-CLepa 16.4 615 1154 1.8

Oligo-&-Clygn, 12.2 21662 37773 1.7

[a] PCLpem: chemisch synthetisiert; Oligo-g-CLy,qaq.: €rhalten unter
Nutzung von allen drei Enzymen ausgehend von 1; Oligo-e-Clca : er-
halten unter Nutzung von Lipase A ausgehend von 1 m 3; Oligo-e-CLyq:
chemisch polymerisiertes Oligo-g-Clea -
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Abbildung 1. GP-Chromatogramm von Oligo-e-CL (4), synthetisiert
direkt durch CAL-A (nach Extraktion aus der Biokatalyse-Reaktion). Der
einzelne schmale Peak reprisentiert den internen Standard Toluol; die
Peaks zwischen den Retentionsvolumen 14.80 und 20.30 mL entspre-
chen dem Oligomer 4.

Daraufhin wurden ADH und CHMO als ein Gemisch
zweier E.-coli-Zellsuspensionen, welche diese rekombinanten
Enzyme enthielten, zur Untersuchung des Effektes von CAL-
A in einer biokatalytischen Eintopfreaktion mit verschiede-
nen Cyclohexanol-Konzentrationen eingesetzt. Dabei fiel die
Konzentration von 3 im Vergleich zur Biotransformation
ohne Zugabe von CAL-A stark ab (Abbildung 2). Die nied-
rigere Konzentration von e-CL resultiert offensichtlich aus
der Bildung von Oligo-e-CL katalysiert durch Lipase CAL-A.
Unter Einsatz von 1 gL ™" (pro Ansatz) lyophilisierter CAL-A
wihrend der Biotransformation konnten wesentlich geringere
Konzentrationen von e-CL im Vergleich zu den Reaktionen
ohne CAL-A, bei denen nur e-CL gebildet wurde, beobachtet
werden. Dies deutete stark auf die Bildung von Oligo-e-CL
hin, was daraufhin durch eine Analyse mittels '"H-NMR-
Spektroskopie bestitigt wurde (Abbildung S5). AuBerdem
war es mit diesem Experiment moglich, zu zeigen, dass
Ganzzellbiotransformationen mit allen drei Enzymen (ADH,
CHMO und CAL-A) in einer Eintopf-Reaktionskaskade
durchgefiihrt werden konnen.

Zusitzlich zur Inhibierung der CHMO durch 3 ist seine
Instabilitit ein weiterer Grund dafiir, dass eine Produktion
von 3 in grolem MafBstab bisher nicht erzielt werden konnte.
Zur Uberwindung dieses Problems wurde eine Zweifachmu-
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Abbildung 2. Vergleich der e-CL-Konzentrationen in Biokatalysen kata-
lysiert durch ADH und CHMO-Wildtyp mit (graue Balken) und ohne
(schwarze Balken) Zugabe von CAL-A. Demnach fiihrt die Zugabe von
CAL-A zu einer wesentlich geringeren Menge an &-CL infolge der Um-
setzung zu Oligo-e-CL.

tante der CHMO (C376L/M400I) eingesetzt. Diese wurde
bereits beschrieben!™” und fithrt sowohl zu einer hheren
Oxidationsbestidndigkeit als auch zu einer verbesserten
Langzeitstabilitit der CHMO. Im Vorfeld angefertigte Stu-
dien zeigten, dass die Nutzung von ADH und CHMO in se-
paraten E.-coli-Zellen bevorzugt ist gegeniiber ihrer Nutzung
in einem einzelnen Ganzzellsystem. Verschiedene Verhailt-
nisse ganzer Zellen, die rekombinant exprimierte ADH oder
die BVMO-Variante C376L/M4001 enthielten, wurden ge-
meinsam fiir die Biotransformation ausgehend von Cyclohe-
xanol zu e-CL eingesetzt (Abbildung S7). Das optimale Ver-
hiltnis von ADH und CHMO ist ein sehr wichtiger Faktor
aufgrund der unterschiedlichen Expressionsniveaus, der spe-
zifischen Aktivitdten sowie der Stabilitdt beider Enzyme. Mit
60 mm 1 wurde der hochste Umsatz bei einem ADH/CHMO-
Verhiltnis von 1:10 erzielt.

Obwohl das System im Prinzip unabhingig im Hinblick
auf die Kofaktor-Regenerierung ist (Abbildung S6), erwies
sich die Zugabe von Aceton und Glukose als sehr vorteilhaft,
um eine schnellere Regenerierung des NADPH, vor allem bei
hohen Substratkonzentrationen (Abbildung S8), zu ermogli-
chen, da beide Enzyme in separaten E.-coli-Zellen exprimiert
werden (Abbildung S6). Eine Zugabe von Aceton in sto-
chiometrischen Mengen fiihrte zu einem Umsatz von 95 %.

Als nédchstes wurden Biokatalysen in praparativem Maf3-
stab mit einer Zufiitterung von Substrat (um eine Inhibierung
durch 1 zu verhindern) unter Verwendung des kombinierten
Systems (ADH, CHMO-Zweifachmutante C376L/M400I und
CAL-A) durchgefiihrt. Nach 48 Stunden konnte eine voll-
stindige Umsetzung von 200 mm 1 erreicht werden (Tabel-
le 2). Bei einer Substratkonzentration von 300 mm oder
500 mMm unter Verwendung einer gleichbleibenden Enzym-
menge konnten Umsétze von 74 % bzw. 43 % erzielt werden.
Die Analyse des Produktes aus der Reaktion mit 200 mm
durch GC und 'H-NMR-Spektroskopie bestitigte, dass 75 %
Oligomer gebildet wurden und 25% ¢-CL als weiteres Pro-
dukt préasent waren, das offensichtlich sehr leicht gemeinsam
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Tabelle 2: Umsetzung von Cyclohexanol (1) durch die Enzymkaskaden-
reaktion (Schema 1).

1 (mm) ADH CHMO CAL-A Umsatz
[mU ngeller\i]] [mU ngeIIer\i]] [kU][a] [%][b]

200 1.78£0.20 3.32+0.18 30 99.0+0.7

300 1.89£0.17 3.56+0.10 30 74.0+£1.3

500 1.93+0.23 3.45+0.20 30 43.0+2.1

[a] Bestimmt gegen das Standardsubstrat Tributyrin. [b] Basierend auf
dem Verbrauch von 1 bestimmt tiber GC-Analyse.

mit dem Oligomer extrahiert werden kann (fiir weitere ex-
perimentelle Details, siche die Hintergrundinformationen).

Zusammenfassend haben wir ein biokatalytisches Kon-
zept fiir die Produktion von e-Caprolacton gefolgt von einer
direkten In-situ-Transformation zu Oligo-e-caprolacton vor-
gestellt, das bei einer Substratkonzentration >200 mm zu
hohen Produktausbeuten fiihrt. Diese elegante Methode er-
moglicht nun die Kombination von Monomerbildung mit
einer direkten In-situ-Oligomersynthese bei Substratkon-
zentrationen, die frithere Arbeiten mindestens 6-fach iiber-
treffen. Zukiinftige Arbeiten werden sich einer weiteren
Verbesserung der gesamten Produktivitit unter Verwendung
von Bioprozess-Technologien widmen. Unabhéngig von un-
serer Arbeit wurde vor kurzem ein Beitrag von der Kroutil-
Gruppe veroffentlicht, die einen dhnlichen Kaskadenprozess
mit e-CL als Intermediat fiir das Produkt 6-Aminohexansédure
thematisiert."* Dies betont zusitzlich die Stiirke von BVMOs
fiir den Einsatz in der organischen Synthese sowie besonders
die Bedeutung von Enzymkaskaden fiir die Synthese von e-
CL als Startpunkt, um verschiedene Anwendungsfelder zu
adressieren.

Eingegangen am 31. Oktober 2014,
veridnderte Fassung am 3. Dezember 2014
Online veroffentlicht am 30. Januar 2015

Stichworter: Baeyer-Villiger-Monooxygenase - Enzymkatalyse -
Polymersynthese - Reaktionskaskaden - e-Caprolacton
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