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Die enantioselektive Herstellung von a-substituierten Nitro-
alkanen vom Typ 1 ist wegen der Verwendung der darauf
basierenden Amine 2 in der Wirkstoffsynthese von großem
Interesse.[1] Beispiele f�r bereits kommerzialisierte Wirk-
stoffe auf Basis solcher Amine sind Tamsulosin und Selegilin
(Schema 1). Heute werden diese Wirkstoffe wegen fehlender
geeigneter enantioselektiver katalytischer Synthesemethoden
in aufw�ndiger Weise entweder durch Racematspaltung (auf
der abschließenden Stufe eines geeigneten Amins) oder
mithilfe eines chiralen Auxiliars (verwendet in stçchiometri-
schen Mengen und nicht rezyklierbar) hergestellt.[1, 2]

Ein vielversprechender alternativer Synthesezugang w�re
eine enantioselektive Reduktion a-methylierter Nitroalkene
vom Typ 5 im Schl�sselschritt. Das Konzept dieses Verfahrens
sowie seine Einbindung in die Herstellung der als Wirkstoffe
bençtigten Amine oder ihrer Derivate ist in Schema 2 gezeigt.
Die trans-Substrate 5 sind ausgehend von in çkonomischer
Hinsicht attraktiven und leicht verf�gbaren Industriechemi-
kalien (Aldehyde, Nitroethan) einfach zug�nglich, und f�r die
abschließende Umwandlung der Nitro- in eine Aminogruppe
stehen Methoden unter Erhalt der absoluten Konfiguration
zur Verf�gung.[3] Allerdings f�hren die bislang beschriebenen
Verfahren zur enantioselektiven Reduktion von Nitroalkenen
5 unter Einsatz von sowohl Chemokatalysatoren als auch
Enzymen nur zu geringen bis m�ßigen und in wenigen F�llen
guten Enantioselektivit�ten. So werden unter Einsatz von
metallhaltigen Hydrierkatalysatoren f�r die resultierenden
Nitroalkane 1 Enantiomeren�bersch�sse von maximal
58% ee erzielt.[4] Alternativ wurde aufgrund der erzielten
Erfolge bei der enzymatischen Reduktion von aktivierten
C=C-Bindungen einer Vielzahl an Substratklassen[5] auch die
enantioselektive Reduktion von a-methylierten Nitroalkenen
5 unter Einsatz von En-Reduktasen untersucht.[5,6] Allerdings
ergaben solche Enzym-katalysierten Verfahren zur Redukti-
on dieser Substrate 5 trotz intensiver Forschungen bislang
lediglich Enantioselektivit�ten von zumeist 0–48% ee und bis
vor kurzem maximal 70% ee,[6a–g] die in einer aktuellen
Arbeit auf bis zu 84 % ee erhçht werden konnten.[6h] Hierf�r
wurde eine Reihe von Ursachen identifiziert, z. B. die hohe
CH-Acidit�t und daraus resultierende Racemisierungsemp-
findlichkeit von Nitroalkanen 1[7] sowie eine generell niedrige
Enantioselektivit�t von Enzymen bei der Reduktion dieser
Substratklasse 5.[6] Eine Schwierigkeit d�rfte hierbei darin
liegen, dass sich das Stereozentrum nicht in der einleitenden
Hydridanlagerung, sondern erst bei der anschließenden Pro-
tonierung des entstandenen Carbanions bildet.[8] Die Kon-
trolle der Enantioselektivit�t von asymmetrischen Protonie-
rungen gilt allgemein als schwierig. Die Vermeidung der
konkurrierenden enzymatischen Nef-Reaktion[9] unter Um-
wandlung der Nitroalkene 5 in die entsprechenden Ketone ist
eine weitere anspruchsvolle Aufgabe. Entsprechend galt ge-
nerell (und unabh�ngig vom Katalysatortyp) die Entwicklung
einer hochenantioselektiven C=C-Reduktion von Nitroalke-
nen vom Typ 5 unver�ndert als Herausforderung. Hier be-
richten wir �ber das erste hochenantioselektive Verfahren zur
Reduktion von a-methylierten trans-Nitroalkenen 5 unter
Bildung von Nitroalkanen 1 mit Enantiomeren�bersch�ssen
von typischerweise 90–95 % ee, wobei als Katalysator ein
hierf�r besonders geeignetes Enzym in einer effizienten En-
zymformulierung eingesetzt wird.

Schema 1. Allgemeine Struktur von Nitroalkanen vom Typ 1 als Vorstu-
fen f�r Amine vom Typ 2 sowie darauf basierende ausgew�hlte Wirk-
stoffe.
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F�r unsere Suche nach geeigneten Enzymen f�r diese
Reduktion w�hlten wir zus�tzlich zu einer Reihe von in der
Synthese h�ufig verwendeten, literaturbekannten En-Re-
duktasen eine k�rzlich von Hummel et al. identifizierte und in
rekombinanter Form vorliegende En-Reduktase aus Glu-
conobacter oxydans,[10] die bislang allerdings kaum in der
Synthese eingesetzt wurde. Dieses Enzym, das zun�chst in der
f�r Biotransformationen typischen Form eines Rohextrakts
zum Einsatz kam, erwies sich im Unterschied zu anderen
verwendeten En-Reduktasen bereits in einleitenden Versu-
chen als sehr geeignet f�r die enantioselektive Reduktion des
trans-Nitroalkens 5a. So wurde f�r die Reduktion von 5a die
Bildung des Produkts (R)-1a[11] mit einer Enantioselektivit�t
von zun�chst (f�r diesen Reaktionstyp bereits hohen) 78 % ee
beobachtet (Schema 3). Allerdings stellten wir auch eine

�nderung der Enantioselektivit�t bei l�ngerer Aufbewah-
rung des Enzyms fest.[12] Als Ursache f�r diesen �berra-
schenden Befund wurde von uns eine unerw�nschte „Hin-
tergrundaktivit�t“ durch eine weitere, allerdings nicht oder
gering enantioselektive En-Reduktase angenommen.[13] Nach
Betrachtung des bekannten Genoms von E. coli haben wir
diese Hintergrundaktivit�t den E.-coli-eigenen Enzymen
nemA (Accession-Nr. NP_416167, „Old Yellow Enzyme“-
Familie)[14] oder NfsB (YP_002998379, Nitroreduktase-Fa-
milie) zugeordnet. Dieser Erkl�rungsansatz veranlasste uns,
die Aktivit�t des aus dem Wirtorganismus E. coli selbst
stammenden Rohextrakts (ohne Expression der En-Reduk-
tase aus G. oxydans) zu untersuchen. Der Einsatz dieses E.-
coli-Rohextrakts f�hrte zur erwarteten Reduktion von 5a
unter Bildung von 1a mit geringem Enantiomeren�berschuss
(< 3% ee), was auf einen nahezu nichtenantioselektiven Re-

aktionsverlauf schließen l�sst. Zur Vermei-
dung dieser unerw�nschten Hintergrund-
aktivit�t des E.-coli-Wirtorganismus waren
wir im n�chsten Schritt interessiert, die re-
kombinant in E. coli �berexprimierte En-
zymkomponente in gereinigter Form ein-
zusetzen. Hierzu wurde die En-Reduktase
aus G. oxydans als N-terminales Hexahisti-
din-Fusionskonstrukt in E. coli heterolog
�berexprimiert, um eine leichte Reinigung
des Enzyms mithilfe von Metallchelatchro-
matographie zu ermçglichen. Der Einsatz
dieser gereinigten Form des Enzyms f�hrte
zur erwarteten weiteren Erhçhung der

Enantioselektivit�t bis auf 83% ee bei der Bildung des Pro-
dukts 1a (Schema 3).[15]

�berraschenderweise f�hrten bei der Untersuchung des
Syntheseverfahrens die �nderungen von drei weiteren Pa-
rametern, denen bei asymmetrischen Biokatalyse-Reaktio-
nen oftmals wenig Bedeutung beigemessen wird, zu weiteren
merklichen Verbesserungen. So konnte die Enantioselekti-
vit�t weiter gesteigert werden, wenn die gereinigte rekombi-
nante En-Reduktase bei einer verminderten Reaktionstem-
peratur von 5–15 8C eingesetzt wurde. Hierzu sei angemerkt,
dass bei Biotransformationen die Erhçhung der Enantiose-
lektivit�t durch Herabsetzen der Reaktionstemperatur we-
sentlich weniger bekannt ist als bei chemokatalytischen Ver-
fahren.[16] Der beobachtete positive Effekt einer verminder-
ten Reaktionstemperatur von 5–15 8C auf den ee-Wert kann
aber auch durch eine verlangsamte Racemisierung des Ni-
troalkans 1a bedingt sein. Zudem zeigte sich ein positiver
Einfluss einer verk�rzten Reaktionszeit auf die Enantiose-
lektivit�t, wobei allerdings eine durch das Reaktionsmedium
oder die Glucose-Dehydrogenase sowie die inaktivierte En-
Reduktase hervorgerufene Racemisierung des gebildeten
Nitroalkans 1a als Erkl�rung ausgeschlossen werden kann
(diesbez�gliche Versuche siehe Hintergrundinformationen).
Als vorteilhaft f�r einen hohen Umsatz und eine hohe Ro-
bustheit des Syntheseprozesses erwiesen sich zudem die Ul-
traschallbehandlung der Mischung der Nitroalkene im Puffer
(vor Enzymzugabe) sowie eine weitere Ultraschallbehand-
lung der Reaktionsmischung nach f�nf Stunden Reaktions-
zeit. Dies kçnnte darauf zur�ckzuf�hren sein, dass sich so
eine bessere Durchmischung der heterogenen Reaktionsmi-
schung mit dem in Wasser schwerlçslichen Nitroalken 5 er-
zielen l�sst. Diese optimierten Reaktionsbedingungen
wurden anschließend auf die Reduktion einer Reihe von
Nitroalkenen 5 angewendet, wobei die Reaktionsf�hrung im
bereits vergrçßerten Maßstab von 100 mL erfolgte (Tabel-
le 1). Hierbei verliefen die gew�nschten stereoselektiven
enzymatischen Reduktionen der zun�chst als Modellsub-
strate verwendeten, in m-Position Halogen-substituierten
Nitroalkene 5a–c mit sowohl exzellenten (Gesamt-)Ums�t-
zen von 96 bis > 99% als auch sehr guten Enantioselektivi-
t�ten von 93–95% ee (Tabelle 1, Nr. 1–3). Bei den Versu-
chen 2 und 3 erfolgte zudem eine Aufarbeitung, die zu den
Produkten (R)-1b,c in hohen Ausbeuten von jeweils 84%
f�hrte. Beim Einsatz des m-Methoxy-substituierten Nitroal-
kens 5d wurden ebenfalls ein hoher (Gesamt-)Umsatz (95%)

Schema 2. Synthesekonzept zum Aufbau chiraler Amine vom Typ (R)- oder (S)-2 auf Basis
der enantioselektiven katalytischen Reduktion von Nitroalkenen 5.

Schema 3. Abh�ngigkeit der En-Reduktase-katalysierten Reduktionen
vom Reinheitsgrad des Biokatalysators.
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und eine f�r diesen Reaktionstyp exzel-
lente Enantioselektivit�t von 93% ee
erhalten (Nr. 4). Dies deutet auf eine –
im Hinblick auf eine breite Anwendung
w�nschenswerte – hohe Enantioselekti-
vit�t des enzymatischen Verfahrens un-
abh�ngig von der Art des Substituenten
in m-Position hin. Die Reduktion der p-
substituierten Nitroalkene 5e und f
ergab hingegen verminderte Enantiose-
lektivit�ten von 81 bzw. 66 % ee (Nr. 5
und 6). Eine wiederum hohe Enantioselektivit�t von 90 % ee
wurde auch beim Einsatz des an der Phenylgruppe unsubsti-
tuierten Nitroalkens 5g erhalten (Nr. 7). Damit kçnnen auf
Basis dieses praktikablen und einfach durchzuf�hrenden en-
zymatischen Reduktionsverfahrens nun erstmals hohe
Enantioselektivit�ten von > 90 % ee f�r enzymatische Re-
duktionen von a-Methyl-substituierten Nitroalkenen vom
Typ 5 erreicht werden.

Ein weiterer Fokus unserer Arbeiten lag auf der Einbin-
dung des entwickelten Verfahrens in eine verbesserte Ge-
samtsynthese mit Aldehyden als Ausgangsverbindungen f�r
die Nitroalkene 5. Hierbei bestand das Ziel in der Entwick-
lung einer Zweistufensynthese der Nitroalkane (R)-1 durch
Kombination eines einfachen Verfahrens zur In-situ-Her-
stellung der Nitroalkene 5 mit deren direkter nachgeschalte-
ter enzymatischer enantioselektiver Reduktion. Ein solcher

Syntheseweg unter Vermeidung der Aufarbeitung
der Nitroalkene 5 wurde durch eine organokatalyti-
sche Kondensation von Aldehyd und Nitroethan mit
nachfolgender direkter Nutzung der dabei entste-
henden Reaktionsmischung in der biokatalytischen
Reduktion erzielt. Ein Beispiel ist in Schema 4 ge-
zeigt: Hierbei verl�uft mit 3-Brombenzaldehyd (3b)
in Gegenwart von l-Lysin als Organokatalysator die
Kondensation mit 76 % Umsatz, und die Enzym-
katalysierte Direktumsetzung des dabei als nicht
isolierte Zwischenstufe gebildeten Nitroalkens 5b
liefert das gew�nschte Produkt (R)-1b mit 99%
Umsatz und 92% ee.

Wir haben hier �ber die Entwicklung des ersten
hochenantioselektiven Verfahrens zur Reduktion
von a-methylierten trans-Nitroalkenen 5 unter Bil-
dung der gew�nschten Nitroalkane vom Typ (R)-
1 mit bis zu 95 % ee berichtet. Dar�ber hinaus gelang
die Einbindung dieses pr�parativ praktikablen Ver-
fahrens in eine chemoenzymatische Gesamtsynthe-
se, bestehend aus einer organokatalytischen In-situ-
Umwandlung von Nitroethan und einem Aldehyd
zum Nitroalken 5 und dessen direkter nachgeschal-
teter enzymatischer enantioselektiver Reduktion.
Schwerpunkte der gegenw�rtigen Arbeiten sind die
Enzymoptimierung und Prozessentwicklung sowie
die Nutzung dieses neuen Verfahrens f�r alternative
Wirkstoffsynthesen. Lohnenswert erscheint auch die
Untersuchung von bereits bekannten, aber bislang
geringere ee-Werte ergebenden En-Reduktasen in

gereinigter Form sowie unter den optimierten Reaktionsbe-
dingungen.

Eingegangen am 3. M�rz 2013,
ver�nderte Fassung am 25. April 2013
Online verçffentlicht am 26. Juli 2013
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Thieme, Stuttgart, 2001.

[2] Einsatz stçchiometrischer Mengen nicht rezyklierbarer chiraler
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Schema 4. Kombination einer In-situ-Substratsynthese des Nitroalkens 5b mit dessen enantio-
selektiver enzymatischer Reduktion.

Tabelle 1: Enzymatische Reduktion von Nitroalkenen 5 unter optimierten Bedin-
gungen.

Nr.[a] 1 R1 R2 Gesamt-
umsatz [%]

Produkt(1)-bez.
Umsatz[b,c] [%]

ee[e] [%]

1 1a Cl H 96 95 94
2 1b Br H >99 >99 (84)[d] 95
3 1c I H 99 99 (84)[d] 93
4 1d OCH3 H 95 93 93
5 1e H Br 31 27 81
6 1 f H OCH3 53 30 66
7 1g H H 76 71 90

[a] Versuchsnummer; siehe Hintergrundinformationen f�r die Versuchsvorschrift.
Die Bestimmung der jeweiligen Ums�tze erfolgte �ber 1H-NMR-spektroskopische
Vermessung des erhaltenen Rohprodukts. [b] Unter einem solchen Produkt(1)-be-
zogenen Umsatz versteht man die gebildete Menge des entsprechenden Produktes
1 bezogen auf die eingesetzte Menge an Ausgangsverbindung (in %). [c] Die Dif-
ferenz zwischen Gesamtumsatz und Produkt(1)-bezogenem Umsatz entspricht der
Menge an jeweils gebildetem Nef-Produkt als Nebenprodukt; Nef-Produkte werden
als Nebenprodukte bei den Versuchen 1 (1%), 4 (2%), 5 (4 %), 6 (23%) und 7 (5 %)
gebildet. [d] Die in Klammern angegebenen Werte beziehen sich auf die Ausbeute
der nach Aufarbeitung und Reinigung erhaltenen isolierten Verbindung. [e] Die
Bestimmung des Enantiomeren�berschusses erfolgte �ber HPLC an chiraler Phase.
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