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Die Entwicklung sauberer und umweltschonender Reaktio-
nen wird eine anspruchsvolle Aufgabe f�r Chemiker in den
n�chsten zehn Jahren sein.[1] Klassische chemische Synthesen
enantiomerenreiner Verbindungen erfordern oft mehrstufige
Reaktionen, das Einf�hren und Entfernen von Schutzgrup-
pen sowie gegebenenfalls die Isolierung instabiler Zwi-
schenprodukte, was sowohl die Ausbeuten als auch die
Nachhaltigkeit eines Prozesses reduzieren kann.[2]

Verbindungen mit vielseitigen Einsatzmçglichkeiten, aber
anspruchsvollen Synthesestrategien, sind Phenylpropanol-
amine, die zur Amphetamin-Familie der Ephedra-Alkaloide
gehçren. Die Stereoisomere Norpseudoephedrin (NPE) und
Norephedrin (NE) werden als Bausteine zur Herstellung von
Liganden und chiralen Auxiliaren bei organischen Synthe-
sen[3] oder direkt als pharmazeutisch aktive Molek�le[4] an-
gewendet. Bekannte Methoden zur Herstellung dieser Stoffe
haben allerdings Nachteile wie beispielsweise den Einsatz
relativ teurer Reagentien, mehrstufige Synthesewege oder
nur moderate Enantiomeren- und Diastereomerenreinhei-
ten.[5] Vor Kurzem wurde eine neue, hoch selektive Methode
zur Synthese aller Phenylpropanolamin-Isomere mit ee- und
de-Werten > 99 % publiziert.[6] Ausgehend von 2-Phenyl-2-
trimethylsilyloxyacetonitril sind die Norephedrin-Isomere in
vier Stufen (40 % Ausbeute) und die Norpseudoephedrin-
Isomere in sieben Stufen (35% Ausbeute) zug�nglich.

Insbesondere f�r die stereoselektive Synthese von Fein-
chemikalien und Pharmazeutika sind synthetische Enzym-
kaskaden eine wertvolle Alternative. Aufgrund der meist
hohen Chemo- und Stereoselektivit�ten und der daraus re-
sultierenden Vermeidung von Isolierungsschritten und Ne-
benprodukten[7] kann so besonders die �koeffizienz einer
Reaktion gesteigert werden.[8] Wir pr�sentieren eine enzy-
matische Eintopf-Zweistufen-Reaktion zur Synthese von
optisch reinem (1R,2S)-NE und (1R,2R)-NPE ausgehend von
den kosteng�nstigen Ausgangsstoffen Benzaldehyd und
Pyruvat (Schema 1). Verschiedene Mçglichkeiten zur
Durchf�hrung von Enzymkaskaden wurden bereits be-
schrieben (Details in Kapitel 1 der Hintergrundinformatio-
nen).[1b, 2a,8a–c,9]

Unsere Eintopf-Zweistufen-Reaktion kombiniert Vortei-
le bekannter Synthesestrategien wie hohe Stereoselektivit�t,
g�nstige Ausgangsmaterialien, hohe Schrittçkonomie (nur
zwei Stufen) und eine Gleichgewichtsverschiebung ohne
Zusatz weiterer Enzyme oder Cosubstrate.

Im ersten Schritt wird Pyruvat decarboxyliert und an-
schließend mit Benzaldehyd zum Zwischenprodukt (R)-
Phenylacetylcarbinol ((R)-PAC) ligiert. Die Reaktion wird
durch die Thiamindiphosphat(ThDP)-abh�ngige Acetohy-
droxys�uresynthase I (AHAS-I) aus E. coli katalysiert.
Dieses Enzym katalysiert die Decarboxylierung von Pyruvat
und die anschließende Carboligation ohne das im aktiven
Zentrum gebundene Hydroxyethyl-ThDP freizusetzen
(Schema 2).[10] (R)-PAC wird mit hoher Enantiomerenrein-
heit (ee> 98 %) gebildet und kann ohne weitere Isolierung im
zweiten Reaktionsschritt mit (S)- oder (R)-selektiven w-
Transaminasen ((S)- bzw. (R)TA) zum gew�nschten (1R,2S)-
NE bzw. (1R,2R)-NPE reduktiv aminiert werden. In unseren
bisherigen Arbeiten wurden 18 (S)-selektive Wildtyp-
Enzyme in Bezug auf die Umsetzung verschiedener 2-Hy-
droxyketone getestet.[11] Die vielversprechendsten Ergebnisse
zur reduktiven Aminierung von (R)-PAC lieferte das Enzym

Schema 1. Eintopf-Zweistufen-Reaktion zur Synthese von Norpseudo-
ephedrin und Norephedrin.
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Cv-(S)TA aus dem Organismus Chromobacterium violaceum.
F�r den Zugang zu (1R,2R)-NPE wurden sieben weitere (R)-
selektive Transaminasen der Firma Enzymicals AG (Kapitel 2
der Hintergrundinformationen) untersucht.

F�r die enzymatische reduktive Aminierung wird ein
Amindonor als Cosubstrat bençtigt. Durch eine geschickte
Kombination von Cosubstraten (hier: Alanin) und Enzymen
kann das Nebenprodukt des zweiten Reaktionsschritts (hier:
Pyruvat) als Substrat der ersten Reaktion fungieren. Diese
neuartige Kaskadenreaktion wird als „Rezyklierungskaska-
de“ bezeichnet (Schema 2 und Kapitel 1 der Hintergrundin-
formationen). Die thermodynamische Gleichgewichtskon-
stante f�r die reduktive Aminierung von PAC mit Alanin als
Amindonor wurde hier mit 2.31 � 10�3 bestimmt (Kapitel 4
der Hintergrundinformationen). Folglich liegt der maximale
theoretische Umsatz ohne Gleichgewichtsverschiebung bei
weniger als 5%, wenn �quimolare Konzentrationen von
Alanin und PAC eingesetzt werden (Kapitel 4.4 der Hinter-
grundinformationen). In unserer Enzymkaskade kann Pyru-
vat ohne den Zusatz weiterer Enzyme �ber zwei verschiedene
von der AHAS-I katalysierte Carboligationswege aus dem
Gleichgewicht der Transaminasereaktion entfernt werden
(Schema 2): 1) Carboligation mit Benzaldehyd zu (R)-PAC
oder 2) Selbstligation zweier Pyruvat-Molek�le zu Acetolac-
tat. Die reversible Reaktion zu Acetolactat ist zwar kinetisch
bevorzugt, das thermodynamische Reaktionsgleichgewicht
liegt aber auf Seiten der PAC-Bildung.[10] Somit ist auch in-
termedi�r gebildetes Acetolactat durch die reversible Spal-
tung zu Pyruvat und Hydroxyethyl-ThDP als Substrat f�r die
Carboligation von (R)-PAC zug�nglich.

Eine Herausforderung bei dieser Eintopf-Zweistufen-
Kaskade ist die Tatsache, dass Benzaldehyd nicht nur als
Substrat der Lyasereaktion fungieren, sondern auch in einer
Nebenreaktion von Transaminasen reduktiv zu Benzylamin
aminiert werden kann. Als Folge der hçheren chemischen
Reaktivit�t von Aldehyden gegen�ber Ketonen und der ste-
rischen Einschr�nkungen im aktiven Zentrum der TA war es
nicht mçglich, unter den 25 zur Verf�gung stehenden TAs ein
Enzym zu finden, bei dem die reduktive Aminierung von PAC

im Vergleich zur Reaktion von Benzaldehyd kinetisch be-
g�nstigt ist. Die vielversprechendste (S)-selektive Transami-
nase Cv-(S)TA hat eine etwa 17-fach hçhere Anfangsreakti-
onsgeschwindigkeit f�r Benzaldehyd als f�r PAC (Abbil-
dung 1A). Daher wurde in der simultanen Zweistufen-Kas-

kadenreaktion mit AHAS-I und Cv-(S)TA 98% des Benz-
aldehyds zu Benzylamin umgesetzt (Abbildung 2A). Im Falle
der (R)-selektiven TAs konnten hingegen Enzyme identifi-
ziert werden, mit denen auch im simultanen Modus Ums�tze
von bis zu 85% (1R,2R)-NPE erzielt wurden (Abbil-
dung 2A). Hier liegen im Falle der At-(R)TA aus dem Or-
ganismus Aspergillus terreus die Anfangsreaktionsgeschwin-
digkeiten f�r PAC und Benzaldehyd etwa in der gleichen
Grçßenordnung (Abbildung 1B). Im Vergleich zur An-
fangsreaktionsgeschwindigkeit der von AHAS-I katalysierten
(R)-PAC-Bildung sind diese aber ca. 10-fach erniedrigt. Diese
Unterschiede gen�gen, um die Benzylamin-Nebenprodukt-
bildung auf etwa 10% zu reduzieren (Abbildung 2A).

Schema 2. Eintopf-Zweistufen-Reaktion zur Synthese von Nor(pseudo)ephedrin als Rezyklierungskaskade durch Kombination der Acetohydroxy-
s�uresynthase I (AHAS-I) und einer (S)- oder (R)-selektiven w-Transaminase ((S)TA, (R)TA).

Abbildung 1. Umsatzkurven der reduktiven Aminierung von Benzalde-
hyd (10 mm) und PAC mit A) der w-TA Cv-(S)TA (1 mgmL�1) und
B) At-(R)TA (1 mg mL�1). Die Reaktion wurde in HEPES-Puffer
(100 mm, pH 7.5 mit 200 mm Pyridoxal-5’-phosphat (PLP), 50 mm Fla-
vinadenindinucleotid (FAD), 100 mm ThDP, 5 mm MgCl2) und mit (S)-
oder (R)-a-Methylbenzylamin (10 mm) als Amindonor durchgef�hrt.
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Im Einklang mit diesen experimentellen Daten ist das
Verh�ltnis NE/Benzylamin niedrig, wenn die Eintopf-Zwei-
stufen-Reaktion als simultane Kaskade mit einem Rezyklie-
rungsschritt durchgef�hrt wird. Hierbei wurden beide
Enzyme gleichzeitig zu einem Reaktionsgemisch aus Benz-
aldehyd (20 mm), Pyruvat (10 mm) und Alanin (50 mm) ge-
geben. Da anf�nglich nur 10 mm Pyruvat vorhanden waren,
konnten Produktkonzentrationen von mehr als 10 mm (NE
bzw. NPE) nur bei erfolgreicher Rezyklierung des aus Alanin
gebildeten Pyruvats erreicht werden. In Falle der At-(R)TA
wurden so 14 mm (1R,2R)-NPE und bemerkenswerterweise
nur 5.5 mm Benzylamin gebildet (Abbildung 2B). Bei der
analogen Reaktion mit der TA Cv-(S)TA ist hingegen Ben-
zylamin mit mehr als 98% das Hauptprodukt (Abbil-
dung 2B).

Benzylamin kann zwar von NPE bzw. NE durch S�ulen-
chromatographie getrennt werden (mobile Phase EtOAc/
MeOH/NH3 = 85:10:5), um die Prozesseffizienz zu erhçhen,
ist jedoch die Reduzierung der Nebenproduktbildung durch
geeignete Verfahrenstechnik vorzuziehen. Im Allgemeinen
gibt es zwei Wege, eine Kaskadenreaktion auszuf�hren. Der
eine ist der bereits beschriebene simultane Reaktionsmodus,
der andere der sequenzielle Modus, bei dem die Katalysato-

ren nacheinander zugegeben werden.[9] In der hier unter-
suchten sequenziellen Enzymkaskade ist der limitierende
Schritt die reduktive Aminierung. Um diese Limitierung zu
umgehen, wurden die Reaktionsparameter des reduktiven
Aminierungsschritts bez�glich pH-Wert, Temperatur, Kon-
zentrationen von Transaminasen und AHAS-I sowie Amin-
donor/PAC-Verh�ltnis optimiert (Kapitel 5 der Hinter-
grundinformationen). F�r die Enzymkombination Cv-(S)TA/
AHAS-I konnte der Umsatz unter optimierten Kaskaden-
bedingungen (pH 7.5, 25 8C, 1 mgmL�1 Cv-(S)TA,
0.5 mgmL�1 AHAS-I, Alanin/PAC = 5:1) auf �ber 80% ge-
steigert werden.

Diese optimierten Bedingungen wurden f�r die sequen-
zielle Eintopf-Zweistufen-Kaskade angewendet. Die Transa-

Abbildung 2. A) Simultane Eintopf-Zweistufen Kaskade und B) simulta-
ne Eintopf-Zweistufen Rezyklierungskaskade mit der Cv-(S)TA und
sieben (R)-selektiven TAs. F�r die Eintopf-Zweistufen-Reaktion wurden
Benzaldehyd (10 mm), Pyruvat (10 mm) und d- oder l-Alanin (50 mm)
in HEPES (100 mm, pH 7.5 mit 200 mm PLP, 50 mm FAD, 100 mm

ThDP, 5 mm MgCl2) gelçst und beide Enzyme (AHAS-I und w-TA) si-
multan hinzugegeben. Die Rezyklierungskaskade (B) wurde analog mit
20 mm Benzaldehyd anstelle von 10 mm durchgef�hrt.

Abbildung 3. Synthese von A) (1R,2S)-NE und B) (1R,2R)-NPE als se-
quenzielle Eintopf-Zweistufen-Reaktion, durchf�hrbar mit optionalem
Rezyklierungsschritt (die zeitabh�ngigen Reaktionsverl�ufe sind in Ka-
pitel 6 der Hintergrundinformationen zu finden). Reaktionsbedingun-
gen: HEPES-Puffer (100 mm, pH 7.5 mit 200 mm PLP, 50 mm FAD,
100 mm ThDP, 5 mm MgCl2), 25 8C, 100 rpm. Eintopf-Zweistufen-Reak-
tion: Carboligation (1 h): 10 mm Benzaldehyd, 10 mm Pyruvat,
0.5 mgmL�1 AHAS-I; reduktive Aminierung (12 h): + 50 mm Alanin,
+ 1 mgmL�1 TA. Rezyklierungsschritt: Schritt a: + 10 mm Benzaldehyd,
+ 0.5 mgmL�1 AHAS-I (A: 1.5 h, B: 5 h); Schritt b: + 1 mgmL�1 TA (A:
Cv-(S)TA, 12 h, B: At-(R)TA, 5 h).
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minase wurde dabei erst im Anschluss an die zu 100% voll-
zogene AHAS-I-Reaktion hinzugegeben (Abbildung 3A).
Dadurch konnte der Umsatz von (1R,2S)-NE bei der Kom-
bination AHAS-I/Cv-(S)TA von urspr�nglich 2 % (Abbil-
dung 2A: simultane Kaskade) auf 78% (7.8 mm) gesteigert
werden (Abbildung 3 A). Zus�tzlich wurde die Bildung des
Benzylamin-Nebenprodukts auf weniger als 0.5 mm reduziert
(Abbildung 3A). Bei anschließender Zugabe von weiteren
10 mm Benzaldehyd und frischer AHAS-I wurde in einem
zweiten Carboligationsschritt erneut PAC gebildet. Da kein
weiteres Pyruvat zugesetzt wurde, zeigt dieses Ergebnis, dass
die Rezyklierung von Pyruvat (durch Deaminierung von
Alanin) auch in der sequenziellen Rezyklierungskaskade er-
folgreich durchgef�hrt wird. Allerdings konnten hier anstelle
der theoretisch mçglichen 10 mm PAC nur 4.7 mm (47%
Umsatz) zus�tzlich durch die Rezyklierung generiert werden.
Vermutlich ist dies auf die Instabilit�t des Acetolactats zu-
r�ckzuf�hren, welches chemisch zu Acetoin decarboxylieren
kann und somit f�r die PAC-Bildung nicht mehr zug�nglich
ist. Dar�ber hinaus kann Acetoin (und gegebenenfalls auch
Acetolactat) als Substrat der Cv-(S)TA fungieren.[11] In
diesem Schritt wurde keine deutliche Erhçhung der NE- oder
Benzylamin-Konzentration beobachtet, was eine nahezu
vollst�ndige Inaktivierung von Cv-(S)TA impliziert (Abbil-
dung 3A). Nach Zugabe von frischer Cv-(S)TA stieg die
Konzentration des Zielprodukts (1R,2S)-NE (de> 98 %, ee>
99%) auf 12.9 mm. Dies entspricht etwa 65% der mçglichen
Produktkonzentration (bezogen auf insgesamt 20 mm einge-
setztem Benzaldehyd; Abbildung 3A).

Im Falle der Kombination AHAS-I/At-(R)TA ist der se-
quenzielle Kaskadenmodus noch deutlich effizienter.
(1R,2R)-NPE ist �ber die sequenzielle Eintopf-Zweistufen-
Reaktionsf�hrung mit einem Umsatz von > 96% in hoher
optischer Reinheit (de> 98 %, ee> 99%) zug�nglich. Nach
Zugabe von weiteren 10 mm Benzaldehyd und frischer
AHAS-I war die At-(R)TA noch aktiv, sodass ohne Zusatz
weiterer Transaminase in 5 h bereits 16.6 mm (1R,2R)-NPE
(83 % Umsatz) durch den zus�tzlichen Rezyklierungsschritt
generiert wurden. Eine weitere Zugabe der At-(R)TA er-
hçhte die Endproduktkonzentration nicht nennenswert.

Zusammenfassend haben wir eine neue Strategie zur
Synthese von (1R,2S)-NE und (1R,2R)-NPE entwickelt.
Beide Verbindungen sind �ber biokatalytische Eintopf-
Zweistufen-Reaktionen in hohen optischen Reinheiten (de>
98%, ee> 99 %) aus preiswerten Ausgangsstoffen ohne Iso-
lierung des Zwischenprodukts zug�nglich. Dar�ber hinaus
kçnnen diese Kaskadenreaktionen im neuartigen „Rezyklie-
rungsmodus“ durchgef�hrt werden, wobei ein Coprodukt der
zweiten Reaktion ohne Zugabe weiterer Katalysatoren oder
Cosubstrate entfernt und als Substrat des ersten Reaktions-
schritts rezykliert werden kann.

Die Kombination aus Reaktions- und Prozessoptimierung
f�hrte im sequenziellen Kaskadenmodus mit den Enzymen
AHAS-I und Cv-(S)TA zu einem auf 80% (8.0 mm) gestei-
gerten Umsatz des Zielprodukts (1R,2S)-NE. Zur Herstel-
lung von (1R,2R)-NPE konnten wir (R)-selektive w-TAs
identifizieren, die die Zweistufen-Reaktion in einem Gef�ß
auch im simultanen Modus mit Ums�tzen von bis zu 85%
(8.5 mm) ausf�hren. Durch Einsatz des sequenziellen Modus

konnte die Nebenproduktbildung (Benzylamin) signifikant
reduziert werden. Hierbei lag der Umsatz von (1R,2R)-NPE
nach 13 h �ber beide Reaktionsschritte bei mehr als 96%
(9.6 mm). Im optionalen Rezyklierungsschritt konnte allein
durch erneute Zugabe von 10 mm Benzaldehyd die Gesamt-
konzentration des Zielprodukts auf 16.6 mm (83 % Umsatz)
gesteigert werden.

Der Rezyklierungsmodus kann f�r jede Kaskadenreakti-
on angewendet werden, bei der die Nebenprodukte einer
Reaktion als Substrate f�r einen anderen Reaktionsschritt
wiederverwendet werden kçnnen. Dies optimiert nicht nur
die Atombilanz der Reaktion, sondern reduziert auch die
Menge gebildeter Nebenprodukte.

Experimentelles
l-Alanin (Merck), d-Alanin (Sigma Aldrich) und Pyruvat (Sigma–
Aldrich) hatten eine Reinheit > 99 %. Benzaldehyd (Sigma–Aldrich)
wurde vor der Verwendung frisch destilliert. Die Herstellung der
Katalysatoren Cv-(S)TA und AHAS-I ist in den Hintergrundinfor-
mationen beschrieben. Die (R)-selektiven w-Transaminasen sind von
der Enzymicals AG (Deutschland) als lyophilisierte Rohzellextrakte
erh�ltlich. Reaktionsdetails, Reaktionsanalytik, Kaskadenoptimie-
rungen und die Bestimmung der Gleichgewichtskonstante sind
ebenfalls in den Hintergrundinformationen zu finden.
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