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Die Direktfunktionalisierung von Alkanen zu Alkanonen
mithilfe von molekularem Sauerstoff stellt eine der so ge-
nannten „Dream Reactions“ dar.[1] Als besonders attraktiver
Reaktionstyp gilt in diesem Zusammenhang die Oxidation
von (hçheren homologen) Cycloalkanen zu den entspre-
chenden Cycloalkanonen gem�ß Schema 1. Aufgrund der

wirtschaftlichen Bedeutung von Cyclohexanon (2a), Cyclo-
octanon (2 b) und Cyclododecanon ist insbesondere die Syn-
these dieser Verbindungen auf diesem Wege interessant
(wobei allerdings auch andere Synthesezug�nge existieren):[2]

Cyclohexanon (2a) findet als Baustein f�r die Herstellung
von e-Caprolactam zur Produktion von Nylon-6 und f�r die
Synthese von Adipins�ure zur Produktion von Nylon-6.6 in-

dustrielle Anwendung im großtechnischen Maßstab, Cyclo-
octanon (2 b) ist als Monomer-Baustein ein wichtiges Aus-
gangsprodukt f�r die Polymerproduktion, und Cyclododeca-
non wird f�r die Produktion von Laurinlactam und Polyami-
den (Nylon-12, Nylon-6.12) bençtigt und bei der Produktion
von Duftstoffen und UV-Absorbern industriell eingesetzt.

Ein heutiges Verfahren zur großtechnischen Herstellung
von Cycloalkanonen, insbesondere hçheren homologen
Cycloalkanonen mit acht oder mehr C-Atomen, erfolgt unter
Verwendung von molekularem Sauerstoff als Oxidations-
mittel gem�ß dem Bashkirov-Prozess.[3] Nachteile dieses
mehrstufigen Verfahrens sind allerdings unter anderem der
Bedarf an stçchiometrischen Mengen an Bors�ure, die nur bei
geringen Ums�tzen (< 40%) akzeptable Selektivit�t der Cy-
cloalkanoxidation sowie der durch den niedrigen Umsatz
bedingte aufw�ndige destillative Trennprozess des Produkt-
gemisches.[3] Alternativ wurde in den vergangenen Jahren die
Verwendung von Distickstoffmonoxid statt Sauerstoff als
Oxidationsmittel f�r die Umwandlung von Cycloalkenen zu
Cycloalkanonen als effizientes industrielles Verfahren be-
schrieben.[4]

Im Nachfolgenden berichten wir �ber ein biotechnologi-
sches Prozesskonzept, bei dem in einem Eintopfverfahren
ausgehend von einem Cycloalkan (1) direkt das gew�nschte
Cycloalkanon (2) erhalten wird, wobei die Reaktion in
Wasser stattfindet, molekularer Sauerstoff als Oxidations-
mittel eingesetzt wird und kein weiteres Cosubstrat erfor-
derlich ist.[5] Dieses Verfahren erf�llt somit die Kriterien der
„Dream Reaction“ gem�ß dem Synthesekonzept in
Schema 1. Bei diesem neuen Verfahren wird im ersten Schritt
durch die P450-Monooxygenase das Cycloalkan (1) unter
Verbrauch von molekularem Sauerstoff zum entsprechenden
Cycloalkanol (3) hydroxyliert (Schema 2). F�r diesen Schritt
wird NAD(P)H, die reduzierte Form des Cofaktors, bençtigt,
die hierbei zu NAD(P)+ oxidiert wird. Ohne Isolierung des
Zwischenprodukts 3 erfolgt nun in situ die Alkoholdehydro-
genase-katalysierte Weiteroxidation des Cycloalkanols (3)
zum gew�nschten Cycloalkanon (2), wobei gleichzeitig die
(aus dem ersten Schritt resultierende) oxidierte Form des
Cofaktors mithilfe der Alkoholdehydrogenase wieder in die
reduzierte Form NAD(P)H �berf�hrt wird. Die so regene-
rierte reduzierte Form des Cofaktors NAD(P)H steht nun f�r
einen erneuten Monooxygenase-katalysierten Hydroxylie-
rungsschritt zur Verf�gung. Entsprechend werden als Rea-
gentien lediglich Cycloalkan und molekularer Sauerstoff be-
nçtigt. Als katalytische Komponenten kommen eine P450-
Monooxygenase, eine Alkoholdehydrogenase sowie der Co-

Schema 1. Reaktionstyp der Direktoxidation von Cycloalkanen zu
Cycloalkanonen mit Sauerstoff.
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faktor NAD(P)H zum Einsatz. Die sonst bei enzymatischen
Redoxreaktionen mit Monooxygenasen und Dehydrogena-
sen typische Zugabe von stçchiometrischen Mengen an
(„externen“) Cosubstraten ist bei diesem Konzept der Dop-
peloxidation (mit Ausnahme von O2) nicht erforderlich. Das
beschriebene Reaktionssystem ist graphisch in Schema 2
dargestellt. Ein anderer Reaktionstyp einer Doppeloxidation,
bestehend aus einer Kombination einer Alkoholdehydroge-
nase mit einer Baeyer-Villiger-Monooxygenase, hat sich bei
Willetts et al. in einer fr�heren Arbeit bereits als geeignet f�r
die Herstellung von Lactonen erwiesen.[6]

In unseren einleitenden Arbeiten erfolgte zun�chst eine
Durchmusterung von Enzymen (P450-Monooxygenasen und
Alkoholdehydrogenasen) f�r die beiden einzelnen Oxida-
tionsschritte. Den Startpunkt f�r den einleitenden Hydroxy-
lierungsschritt bildete dabei die rekombinante P450-Mono-
oxygenase BM-3 aus Bacillus megaterium.[7–9] �ber die ge-
zielte Verbesserung der katalytischen Eigenschaften dieses in
nativer Form nur wenig aktiven Enzyms f�r Hydroxylierun-
gen durch entsprechende Mutationen wurde in j�ngster Zeit
mehrfach berichtet, wobei durch „Protein-Engineering“ bei-
spielsweise von Urlacher et al. Umsatzfrequenzen (turnover
frequency, TOF; entspricht hier der Oxidationsrate) bis
230 min�1 f�r Cycloalkane,[10] von Drone et al. Gesamtum-
satzfrequenzen (total turnover numbers, TTN) bis 410 f�r
Alkane,[11] von Arnold et al. TTN sogar bis 33400 f�r
Alkane[12] sowie von Reetz et al. Produktbildungen bis 8.4 mm

und Umsatzzahlen (turnover numbers, TON) bis 3632 f�r n-
Butan erzielt wurden.[13] In all diesen Umsetzungen wird
jedoch ein „externes“ Cosubstrat bençtigt, oder der Cofaktor
wird in stçchiometrischen Mengen zugesetzt.

Um eine auf die Hydroxylierung von Cycloalkanen hin
optimierte Monooxygenase-Mutante zu finden, wurde von
uns eine BM-3-Mutantenbank durchmustert, wobei Cyc-
looctan (1b) als Substrat ausgew�hlt wurde. Hierzu wurde
zun�chst der molare Anteil an der jeweiligen P450-Mono-

oxygenase im Lyophilisat (in mmol pro g an lyophilisiertem
Rohextrakt) bestimmt und anschließend die spezifische Ak-
tivit�t in Form der jeweiligen Oxidationsrate (angegeben als
TOF in min�1) bezogen auf umgesetzten Cofaktor NADPH
spektrophotometrisch ermittelt. F�r die bereits literaturbe-
kannte Mutante 19A12,[14] f�r deren Herstellung wir vor
kurzem ein Expressionssystem berichteten,[15] wurde in der
von uns durchgef�hrten photometrischen Aktivit�tsbestim-
mung f�r Cyclooctan eine erfreulich hohe spezifische Akti-
vit�t mit 174.9 U/g Lyophilisat bei einem P450-Monooxyge-
nase-Anteil von 0.123 mmol pro g an lyophilisiertem Rohex-
trakt, daraus resultierend eine TOF von 1422 min�1, gemes-
sen (Schema 3). Entsprechend wurde diese BM-3-Mutante
19A12 neben der bereits in fr�heren Arbeiten[10,16] als geeig-

net identifizierten BM-3-F87V-Variante, f�r die spektropho-
tometrisch von uns eine TOF von 14 min�1 bestimmt wurde,
f�r die nachfolgenden Untersuchungen zur Cosubstrat-freien
Doppeloxidation herangezogen.

Als eine geeignete Alkoholdehydrogenase (ADH) f�r die
Umwandlung von Cycloalkanolen (3) in Cycloalkanone (2)
unter �berf�hrung des Cofaktors NADP+ in NADPH iden-
tifizierten wir unter anderem eine ADH aus Lactobacillus
kefir (Schema 4).[17, 18] Die hierbei erhaltene Enzymaktivit�t
f�r die Umwandlung von Cyclooctanol (3b) in Cyclooctanon
(2b) bewegte sich mit 84% (entsprechend einer spezifischen
Aktivit�t von 19.7 Umg�1) im �hnlichen Bereich wie f�r die
Oxidation des Referenzsubstrats 1-Phenylethanol (100%,
entsprechend 23.4 Umg�1 [17]).

Anschließend erfolgte der Einsatz der aufgefundenen
P450-Monooxygenasen und Alkoholdehydrogenase in pr�-
parativen Umsetzungen gem�ß dem obigen Synthesekonzept
der Doppeloxidation (Schema 2), wobei als Zielreaktion zu-

Schema 2. Konzept einer enzymatischen Direktoxidation von Cyclo-
alkanen zu Cycloalkanonen mit Sauerstoff.

Schema 3. P450-Monooxygenase-katalysierte Hydroxylierung von
Cyclooctan.

Schema 4. Alkoholdehydrogenase-katalysierte Oxidation von Cycloocta-
nol.
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n�chst die Direktoxidation von Cyclooctan (1b) zu Cyclooc-
tanon (2b) ausgew�hlt wurde. Hierbei konnte erfreulicher-
weise die G�ltigkeit des neuen Synthesekonzepts der bioka-
talytischen Direktoxidation von Cycloalkanen (1) zu Cyc-
loalkanonen (2) mit molekularem Sauerstoff in Wasser
gem�ß Schema 2 best�tigt werden. Bei der analytischen Be-
stimmung von Cyclooctanon orientierten wir uns an Arbeiten
von Schmid und Urlacher et al.,[7e] die �ber die Messung der
Produktkonzentration/Produktmenge (mm bzw. g pro L)
Aussagen zur Produktivit�t treffen konnten. Da w�hrend der
Reaktion (und der Aufarbeitung) grunds�tzlich signifikante
Mengen des Substrats Cyclooctan entweichen kçnnen, er-
scheint diese Analysemethode zur Bestimmung der Pro-
duktmenge eine treffendere Messgrçße f�r den Reaktions-
verlauf zu liefern als eine Umsatzbestimmung. Die Versuche
wurden (statt direkt mit NADPH) vorzugsweise unter Ver-
wendung von NADP+ als Cofaktor sowie 2-Propanol zur In-
itiierung der Reaktion durch In-situ-Bildung der f�r den
ersten Schritt der Hydroxylierung bençtigten reduzierten
Cofaktorform NADPH durchgef�hrt.[19] Bei einer bereits in
diesen einleitenden Versuchen erhçhten Substratkonzentra-
tion von 100 mm Cyclooctan (1b) und selbst unter Einsatz der
weniger aktiven Mutante BM-3 F87V konnte ein erster
G�ltigkeitsnachweis f�r das neue Synthesekonzept der Dop-
peloxidation erzielt und das gew�nschte Produkt Cycloocta-
non (2b) mit einer Produktkonzentration von 3.9 mm, ent-
sprechend einer Produktmenge von 0.49 g L�1 und einer TON
von 72, gebildet werden (Tabelle 1, Nr. 1). Noch erfreulicher
verlief die Doppeloxidation von Cyclooctan bei Verwendung
der P450-Mutante BM-3 19A12 in Kombination mit der Al-
koholdehydrogenase aus L. kefir : Hierbei wurde mit deutlich
verminderter P450-Monooxygenase-Menge Cyclooctanon
(2b) mit einer hohen Produktkonzentration von 6.3 mm,
entsprechend einer Produktmenge 0.80 gL�1 und einer TON
von 11 641, gebildet (Nr. 2). Sowohl diese Produktkonzen-

tration als auch dieser TON-Wert gehçren zu den hçchsten
bislang f�r P450-Monooxygenasen in synthetischen Bio-
transformationen unter In-situ-Cofaktorregenerierung be-
richteten Werten.[7–15]

Zudem zeigte sich das enzymatische Doppeloxidations-
verfahren geeignet f�r die Synthese von Cyclodecanon (2c).
So erfolgte die direkte Oxidation von Cyclodecan (1c) unter
Bildung des gew�nschten Produkts 2c mit einer Produkt-
menge von 0.24 gL�1 (Schema 5). Da die bisherigen Versuche
zudem mit einer (relativ hohen) „Standardmenge“ von
10 Mol-% an Cofaktor erfolgten, wurde die Mçglichkeit der
Verwendung geringerer Cofaktormengen untersucht. Hierbei
verlief die Doppeloxidation von 1c auch in Gegenwart von

einer geringeren (und ebenfalls
noch nicht optimierten) Cofaktor-
menge von 1 Mol-% mit �hnlichem
Ergebnis.[20]

Dar�ber hinaus gelang auch die
direkte Oxidation von Cyclohexan
(1a) in Cyclohexanon (2 a), wobei
sich f�r diese Synthese erneut die
P450-Monooxygenase-Mutante
BM-3 19A12 als am effizientesten
erwies und das gew�nschte Pro-
dukt 2a in einer Menge von
0.41 gL�1 gebildet wurde
(Schema 6).[21]

Zusammenfassend haben wir
�ber ein enzymatisches Eintopf-
Zweistufen-Verfahren berichtet,
bei dem ausgehend von einem
Cycloalkan (1) direkt das entspre-
chende Cycloalkanon (2) erhalten
wird. Dieser Prozess findet in
Wasser statt und bençtigt lediglich

Tabelle 1: Doppeloxidation von Cyclooctan in Abh�ngigkeit von der eingesetzten Mutante.

Nr.[a] Mutante Produktivit�t bezogen auf die Bildung von Cyclooctanon (2b)
[gL�1] [mmolL�1] TON[b]

1 F87V 0.49 3.9 72
2 19A12 0.80 6.3 11641

[a] Versuchsdurchf�hrung und Bestimmung der gebildeten Produktmenge, siehe Experimentelles. Blau:
eingesetzte Reagentien und resultierendes Produkt, violett: Enzyme, Cofaktor und 2-Propanol (zur
Bildung der f�r den ersten Schritt erforderlichen Cofaktorform NADPH). [b] TON-Werte beziehen sich
auf die P450-Monooxygenase und wurden berechnet aus der Menge an gebildetem Produkt 2b und der
eingesetzten Menge an P450-Monooxygenase.

Schema 5. Enzymatische Doppeloxidation von Cyclodecan.

Schema 6. Enzymatische Doppeloxidation von Cyclohexan.
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molekularen Sauerstoff als Oxidationsmittel. Als Katalysa-
toren werden mit einer P450-Monooxygenase und einer Al-
koholdehydrogenase zwei bez�glich des bençtigten Cofak-
tors (NADPH, NADP+) komplement�re Enzyme eingesetzt
und die Produkte 2 werden mit f�r P450-Monooxygenasen
guten Produktkonzentrationen, Produktmengen und TON-
Werten erhalten. Ein Fokus unserer aktuellen Arbeiten auf
diesem Gebiet liegt auf der Prozessoptimierung unter Einsatz
verbesserter rekombinanter Biokatalysatoren mit dem Ziel
der Erhçhung von TON (insbesondere in Bezug auf Mono-
oxygenase und Cofaktor) und gebildeter Produktmenge.
Zudem stellt die molekularbiologische Optimierung der
P450-Monooxygenase im Hinblick auf Aktivit�t, Stabilit�t
und Verbesserung der Kopplungseffizienz f�r den Cofaktor
(„coupling efficiency“) eine derzeitige Herausforderung dar.
Auch die Ausdehnung dieses Konzepts der biokatalytischen
Doppeloxidation auf die Synthese weiterer Ketone ist derzeit
in Arbeit.

Experimentelles
In einem 25-mL-Rundhalskolben wurde das jeweilige Cycloalkan (1,
0.1 mmol) in einer Mischung aus 997.5 mL Phosphatpuffer (pH 7.0,
50 mm, 1 mm MgCl2) und 2.5 mL 2-Propanol aufgenommen, und an-
schließend wurden nacheinander die P450-Monooxygenase-Mutante
vom Typ BM-3 19A12 oder BM-3 F87V (jeweils als lyophilisierter
Rohextrakt, 0.764 U bezogen auf Cycloalkan, 1), Alkoholdehydro-
genase aus Lactobacillus kefir (LK-ADH, Rohextrakt, verd�nnt mit
Glycerol (1:1), 200 Ummol�1 Cycloalkanol, 3) hinzugef�gt. Danach
wurde die Reaktion durch Zugabe des Cofaktors NADP+

(0.01 mmol) gestartet und die Reaktionsmischung f�r 24 Stunden bei
Raumtemperatur im geschlossenen Rundkolben ger�hrt. Anschlie-
ßend wurde die Reaktionsmischung mit 3 � 1 mL Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden zur Umsatz-
bestimmung weiter aufgearbeitet, wobei diese in Abh�ngigkeit von
der Cycloalkankomponente entweder durch (1) �berf�hren in einen
5-mL-Messkolben und Aufstocken mit Dichlormethan sowie an-
schließende Bestimmung der absoluten Menge an Cycloalkanon
mithilfe einer Eichkurve durch Gaschromatographie (GC-Ger�t:
Shimadzu GC-2010; Kapillars�ule: Rt-BDEXm; Tr�gergas: mole-
kularer Stickstoff (N2), 100 kPa; Detektor: Flammenionisationsde-
tektor) oder (2) durch vorsichtiges Entfernen des Lçsungsmittels im
Vakuum (bei 900 mbar) und anschließende Bestimmung der absolu-
ten Menge an Cycloalkanon durch 1H-NMR-spektroskopischer
Analyse des Rohprodukts unter Zuhilfenahme eines externen Stan-
dards (Pyridin) oder der Auswaage erfolgt. Die Methode (1) wurde
bei der Synthese von 2a,c und die Methode (2) bei der Synthese von
2b angewendet. Die bestimmte absolute Produktmenge an Cycloal-
kanon (2) wurde in Bezug zum Volumen des eingesetzten Lçsungs-
mittels (1 mL) gesetzt und in mmolL�1 bzw. gL�1 angegeben.

Eingegangen am 8. Juni 2012,
ver�nderte Fassung am 31. August 2012
Online verçffentlicht am 21. Januar 2013
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