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Abstract: In industriellem Maßstab wird Poly-e-caprolacton
(PCL) gegenw�rtig nur chemisch produziert, wobei mit Per-
essigs�ure ein gef�hrliches Reagens als Oxidationsmittel ge-
nutzt wird. Baeyer-Villiger-Monooxygenasen (BVMOs) er-
mçglichen im Prinzip die enzymatische Synthese von e-
Caprolacton (e-CL) direkt ausgehend von Cyclohexanon mit
molekularem Sauerstoff, doch gegenw�rtige Systeme leiden
unter niedriger Produktivit�t sowie Substrat- und Produkt-
inhibierung. Wir �berwanden wesentliche Limitationen eines
solchen biokatalytischen Wegs durch die Kombination einer
Alkoholdehydrogenase mit einer BVMO f�r die effiziente
Oxidation von Cyclohexanol zu e-CL. Entscheidend war die
direkte Ringçffnungs-Oligomerisierung des in situ gebildeten
e-CL in w�ssriger Phase unter Nutzung der Lipase A aus
Candida antarctica. So wurde das Problem der Produktinhi-
bierung gelçst, und Oligo-e-CL wurde mit > 20 gl�1 ausge-
hend von 200 mm Cyclohexanol erhalten. Dieses Oligomer
konnte chemisch leicht zu PCL polymerisiert werden.

Biokatalytische Prozesse unter Nutzung von nat�rlichen
oder ver�nderten Enzymen sind heutzutage f�r die Synthese
von hochwertigen Feinchemikalien, vor allem aber f�r chirale
pharmazeutische Intermediate, sehr gut etabliert.[1] Dagegen
sind Beispiele f�r die enzymatische Synthese von Bulkche-
mikalien mit einigen Ausnahmen sehr selten.[2]

Eine sehr wichtige industrielle Chemikalie ist e-Capro-
lacton (e-CL, 3), das derzeit in einem Maßstab von mehreren
10000 Tonnen pro Jahr durch den UCC-Prozess hergestellt
und als Vorstufe f�r die Polymersynthese eingesetzt wird.[3]

Dabei wird Cyclohexanon unter Nutzung von stçchiometri-
schen Mengen Peressigs�ure oxidiert. Abgesehen von der nur
sehr moderaten Selektivit�t (85–90%) ergeben sich weitere
Nachteile aus der Perspektive der Toxizit�t, �kologie und
Sicherheit. Eine offensichtliche enzymatische Alternative zur
Produktion von e-CL ist der Einsatz von Baeyer-Villiger-
Monooxygenasen (BVMOs).[4] Diese Flavin-abh�ngigen
Enzyme bençtigen 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.[5] Außerdem kann dieses Enzym rekombinant sowohl
in Hefe[6] als auch in E. coli[7] hergestellt werden. Trotzdem
wurde bis heute eine biokatalytische Produktion von e-CL in
großem Maßstab aus mehreren Gr�nden nicht erzielt. Diese
schließen sowohl die Stabilit�t des Enzyms ein, als auch die
Regeneration des Kofaktors sowie die Notwendigkeit eines
Kosubstrates in stçchiometrischen Mengen. Die grçßte Her-
ausforderung ist die �berwindung der Substrat- und Pro-
duktinhibierung der CHMO. Um einen çkonomischen Pro-
zess zu ermçglichen, ist eine preiswerte und effiziente Rege-
nerierung des Kofaktors NADPH ohne die Notwendigkeit
eines externen Kosubstrates nçtig. K�rzlich haben wir ein
solches System beschrieben, bei dem eine autarke Kofaktor-
Regenerierung ausgehend von der leicht zug�nglichen Bulk-
chemikalie Cyclohexanol durch die Kombination von CHMO
mit einer Alkoholdehydrogenase (ADH aus Lactobacillus
kefir oder eine entworfene Polyol-Dehydrogenase aus Rho-
dobacter spaeroides ; Schema 1, links) erreicht werden
konnte.[10] In diesen Studien wurde gezeigt, dass schon Sub-
stratkonzentrationen von > 60 mm eine starke Produktinhi-
bierung auslçsen, im Unterschied zu einer nur schwachen
Inhibierung durch Cyclohexanol (1) und Cyclohexanon (2).[8]

Substratinhibierung kann sehr leicht durch eine geeignete
Zuf�tterung 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 hçheren
Konzentrationen sehr große Hindernisse. Mehrere Wege, um
dieses vollst�ndig mit Wasser mischbare Lacton unter Ver-
wendung von organischen Lçsungsmitteln in situ zu extra-
hieren oder mittels Adsorbern zu entfernen, resultieren in
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geringen Produktivit�ten, zus�tzlichen Kosten und çkologi-
schen Nachteilen.

Wir beschreiben hier eine elegante Lçsung, in der das
durch die enzymatische Eintopf-Zweischritt-Methode pro-
duzierte e-CL direkt einer In-situ-Ringçffnungsoligomerisie-
rung unter Nutzung der Lipase CAL-A aus Candida antarc-
tica[9] unterworfen wird (Schema 1). Solch ein Prozess lçst das
Problem der Enzyminhibierung und Desaktivierung durch e-
CL (3) bei hçheren Konzentrationen. Vorteilhafterweise ist
das gebildete Oligo-e-CL hydrophob und kann durch Ex-
traktion oder F�llung isoliert werden. W�hrend die enzyma-
tische Synthese von Polymeren, vor allem aber die enzyma-
tische Ringçffnungspolymerisation in der Literatur sehr gut
dokumentiert sind,[10] bençtigt die Bildung von Polyestern
immer organische Lçsungsmittel in großer Menge und ins-
besondere die Abwesenheit von Wasser, um eine uner-
w�nschte Hydrolyse zu vermeiden.[11] Lipase CAL-A verf�gt
�ber eine einzigartige Acyltransferase-Aktivit�t in Wasser,
welche die effiziente Bildung des Esters auch in Gegenwart
großer Wassermengen ermçglicht.[12] Tats�chlich konnten wir
keine Hydrolyse von 3 feststellen, als die hydrolytische Ak-
tivit�t der CAL-A gegen�ber einer 1m w�ssrigen Lçsung
dieses Esters bestimmt wurde. Nach einigen Stunden der In-
kubation wurde die Bildung eines weißen Niederschlags in
der w�ssrigen 1m Lçsung 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�1 f�hrt (Tabelle 1, Retentionsvolumen 16.4 mL;
Abbildung 1). Beide Endgruppen kçnnen durch den ange-
nommenen Reaktionsmechanismus spezifiziert werden, der
identisch zu der Ringçffnungspolymerisation in organischem
Lçsungsmittel ist.[10h] Demzufolge handelt es sich um eine
Carboxyl- sowie eine Alkoholgruppe.

Dieses Oligomer (Oligo-e-CLCAL-A, Tabelle 1) kann che-
misch sehr leicht in ein Polymer mit hohem Molekulargewicht
(Oligo-e-CLCond.) umgewandelt werden, das identische Ei-
genschaften zu chemisch synthetisiertem Poly-e-caprolacton
(PCLchem) aufweist. Eine 1H-NMR-spektroskopische Unter-
suchung best�tigte ebenfalls die Identit�t beider Polymere
(Abbildungen S3–S5).

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�1 (pro Ansatz) lyophilisierter CAL-A
w�hrend 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 1H-NMR-
Spektroskopie best�tigt wurde (Abbildung S5). Außerdem
war es mit diesem Experiment mçglich, zu zeigen, dass
Ganzzellbiotransformationen mit allen drei Enzymen (ADH,
CHMO und CAL-A) in einer Eintopf-Reaktionskaskade
durchgef�hrt werden kçnnen.

Zus�tzlich zur Inhibierung der CHMO durch 3 ist seine
Instabilit�t ein weiterer Grund daf�r, dass eine Produktion
von 3 in großem Maßstab bisher nicht erzielt werden konnte.
Zur �berwindung dieses Problems wurde eine Zweifachmu-

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 e-CL (3) zu erzeugen und gleichzeitig den Kofaktor NADPH zu re-
generieren. Die starke Produktinhibierung wird komplett verhindert
und eine signifikant hçhere Produktivit�t wird durch den Einsatz von
Lipase CAL-A dank ihrer Acyltransferase-Aktivit�t in einem w�ssrigen
System erreicht. Dies f�hrt ausschließlich zur Bildung von Oligo-e-CL,
aber nicht zur Bildung der 6-Hydroxycaprons�ure.

Tabelle 1: Charakterisierung von auf verschiedenen Wegen erhaltenem
Oligo- und Poly-e-caprolacton durch GPC-Analyse.

Produkt[a] Peak-Retentions-
volumen [mL]

Mn [Da] Mw [Da] Mw/Mn

PCLchem 12.0 35 426 48 248 1.4
Oligo-e-CLKaskade 18.4 160 375 2.3
Oligo-e-CLCAL-A 16.4 615 1154 1.8
Oligo-e-CLKond. 12.2 21 662 37 773 1.7

[a] PCLchem: chemisch synthetisiert; Oligo-e-CLKaskade : erhalten unter
Nutzung von allen drei Enzymen ausgehend von 1; Oligo-e-CLCAL-A : er-
halten unter Nutzung von Lipase A ausgehend von 1m 3 ; Oligo-e-CLKond :
chemisch polymerisiertes Oligo-e-CLCAL-A.

Abbildung 1. GP-Chromatogramm von Oligo-e-CL (4), synthetisiert
direkt durch CAL-A (nach Extraktion aus der Biokatalyse-Reaktion). Der
einzelne schmale Peak repr�sentiert den internen Standard Toluol; die
Peaks zwischen den Retentionsvolumen 14.80 und 20.30 mL entspre-
chen dem Oligomer 4.
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tante der CHMO (C376L/M400I) eingesetzt. Diese wurde
bereits beschrieben[13] und f�hrt sowohl zu einer hçheren
Oxidationsbest�ndigkeit als auch zu einer verbesserten
Langzeitstabilit�t der CHMO. Im Vorfeld angefertigte Stu-
dien zeigten, dass die Nutzung von ADH und CHMO in se-
paraten E.-coli-Zellen bevorzugt ist gegen�ber ihrer Nutzung
in einem einzelnen Ganzzellsystem. Verschiedene Verh�lt-
nisse ganzer Zellen, die rekombinant exprimierte ADH oder
die BVMO-Variante C376L/M400I enthielten, wurden ge-
meinsam f�r die Biotransformation ausgehend von Cyclohe-
xanol zu e-CL eingesetzt (Abbildung S7). Das optimale Ver-
h�ltnis von ADH und CHMO ist ein sehr wichtiger Faktor
aufgrund der unterschiedlichen Expressionsniveaus, der spe-
zifischen Aktivit�ten sowie der Stabilit�t beider Enzyme. Mit
60 mm 1 wurde der hçchste Umsatz bei einem ADH/CHMO-
Verh�ltnis von 1:10 erzielt.

Obwohl das System im Prinzip unabh�ngig 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 ermçgli-
chen, da beide Enzyme in separaten E.-coli-Zellen exprimiert
werden (Abbildung S6). Eine Zugabe von Aceton in stç-
chiometrischen Mengen f�hrte zu einem Umsatz von 95 %.

Als n�chstes wurden Biokatalysen in pr�parativem Maß-
stab mit einer Zuf�tterung von Substrat (um eine Inhibierung
durch 1 zu verhindern) unter Verwendung des kombinierten
Systems (ADH, CHMO-Zweifachmutante C376L/M400I und
CAL-A) durchgef�hrt. Nach 48 Stunden konnte eine voll-
st�ndige Umsetzung von 200 mm 1 erreicht werden (Tabel-
le 2). Bei einer Substratkonzentration von 300 mm oder
500 mm unter Verwendung einer gleichbleibenden Enzym-
menge konnten Ums�tze von 74% bzw. 43 % erzielt werden.
Die Analyse des Produktes aus der Reaktion mit 200 mm

durch GC und 1H-NMR-Spektroskopie best�tigte, dass 75%
Oligomer gebildet wurden und 25% e-CL als weiteres Pro-
dukt pr�sent waren, das offensichtlich sehr leicht gemeinsam

mit dem Oligomer extrahiert werden kann (f�r weitere ex-
perimentelle Details, siehe die Hintergrundinformationen).

Zusammenfassend haben wir ein biokatalytisches Kon-
zept f�r 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 f�hrt. Diese elegante Methode er-
mçglicht nun die Kombination von Monomerbildung mit
einer direkten In-situ-Oligomersynthese bei Substratkon-
zentrationen, die fr�here Arbeiten mindestens 6-fach �ber-
treffen. Zuk�nftige Arbeiten werden sich einer weiteren
Verbesserung der gesamten Produktivit�t unter Verwendung
von Bioprozess-Technologien widmen. Unabh�ngig von un-
serer Arbeit wurde vor kurzem ein Beitrag von der Kroutil-
Gruppe verçffentlicht, die einen �hnlichen Kaskadenprozess
mit e-CL als Intermediat f�r das Produkt 6-Aminohexans�ure
thematisiert.[14] Dies betont zus�tzlich die St�rke von BVMOs
f�r den Einsatz in der organischen Synthese sowie besonders
die Bedeutung von Enzymkaskaden f�r die Synthese von e-
CL als Startpunkt, um verschiedene Anwendungsfelder zu
adressieren.

Eingegangen am 31. Oktober 2014,
ver�nderte Fassung am 3. Dezember 2014
Online verçffentlicht am 30. Januar 2015
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