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B-Hydroxynitroverbindungen sind wichtige Bausteine in der Synthese wertvoller biologisch
aktiver Substanzen. Sie kénnen durch die Henry-Reaktion durch Umsetzung eines Aldehyds
oder Ketons mit einem Nitroalkan synthetisiert werden. Je nach Struktur der Ausgangsmateria-
lien werden dabei bis zu zwei Chiralititszentren neu gebildet. Die so erhaltenen Produkte kon-
nen Folgereaktionen unterworfen werden, beispielsweise durch Uberfilhrung in die entspre-
chenden Aminoalkohole oder 3-Hydroxycarbonylverbindungen.

Die Herstellung dieser B-Hydroxynitroverbindungen erfolgt durch die Anlagerung des Nitroal-
kans an die Carbonylgruppe des Aldehyds oder Ketons, wobei im Falle des Einsatzes von
Aldehyden oder unsymmetrischen Ketonen als Reaktionspartner Enantiomerengemische op-
tisch aktiver Nitroalkohole entstehen.

Da in einem Isomerengemisch einer biologisch aktiven Substanz in der Regel nur ein Isomer
das gewiinschte Eigenschaftsprofil aufweist, ist die Entwickiung stereoselektiver Prozesse von
groBer Bedeutung. Um dies zu erreichen, ist bekannt, die Anlagerung von Nitroalkanen an
Carbonylverbindungen in Gegenwart eines chiralen Katalysators durchzufiihren, wobei eine
Anreicherung eines Stereoisomers in der Reaktionsmischung erzielt werden kann. Allerdings ist
die Stereoselektivitat dieser Prozesse in der Regel gering.

So ist etwa in der EP 0 947 498 A ein diastereoselektives und enantioselektives Verfahren zur
Herstellung von optisch aktiven, nichtracemischen Nitroalkoholen durch Umsetzung von Alde-
hyden mit Nitroalkanen oder Nitroethanol in Gegenwart von Heterobimetallkatalysatoren bean-
sprucht.

Die EP 0 960 876 A beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von (1R, 2S)-1-Phenyi-2-
nitroalkoholen durch Umsetzung von Benzaldehyd mit Nitroalkanen in Gegenwart von Aminen
bei Temperaturen unter 0°C. Die erzielten Enantioselektivitdten sind allerdings nur gering. £in
ahnlicher Prozess wird in der US 5962737 A beschrieben, wobei die dabei gewonnenen Enan-
tiomere der racemischen threo-Nitroalkohole nach Reduktion zu den entsprechenden Aminoal-
koholen durch Einwirkung von Weinsauresalzen getrennt werden.

Die US 4933505 A beschreibt ein Verfahren zur Durchfiihrung einer diastereoselektiven Nitro-
aldolreaktion in Anwesenheit von nichtchiralen Lewissduren auf Titan-, Zirkon- oder Aluminium-
basis. Hierbei ist allerdings die Verwendung von Lithiumnitronatanionen anstelle von Nitroalka-
nen und die Einhaltung tiefer Temperaturen erforderlich. Enantiomerenangereicherte Produkte
konnen mit dieser Methode nicht erhalten werden.

Die enantioselektive Addition von Nitromethan an Aldehyde kann gemaR Angew. Chem. 2002,
114, 889 - 891 in Gegenwart von dinuklearen Zinkkatalysatoren mit chiralen, nichtracemischen
Liganden, gemall J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 12692 - 12693 in Gegenwart von chiralen,
nichtracemischen Bisoxazolinkupferkomplexen, oder gemaR Tetrahedron: Asymmetry 1994, 5,
1393 - 1402 in Gegenwart von chiralen, nichtracemischen Guanidinderivaten durchgefiihrt
werden.

Die Erfindung stellt sich daher die Aufgabe, ein Verfahren bereitzustellen, das die Herstellung
von enatiomerenreinen oder -angereicherten B-Hydroxynitroverbindungen aus den korrespon-
dierenden Carbonylverbindungen auf einfache Weise, in hohen Ausbeuten und mit hoher
Diastereomeren- und Enantiomerenreinheit ermdglicht.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaR geldst durch ein Verfahren zur Herstellung von
B-Hydroxynitroverbindungen der Formel (1)
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OH (1)

in der R, und R, unabhéngig voneinander einen gegebenenfalls ein- oder mehrfach substituier-
ten C,-Cxo-Alkyl- oder Cg-Cq4-Arylrest, einen Heteroarylrest aus der Gruppe Pyrrolyl, Furyl,
Thienyl oder Pyridyl, sowie Kombinationen davon bedeuten, oder einer der Reste Wasserstoff
bedeutet, und R; und R4 unabhangig voneinander einen gegebenenfalls substituierten C;-Cyo-
Alkylrest oder Wasserstoff bedeuten, wobei ein Aldehyd oder ein Keton der Formel (Il)

O (1)

PN

2 R1

in der R; und R, wie oben definiert sind, mit einem Nitroalkan der Formel (llI)

RaR4CHNO; (nr
in der R; und R4 wie obén definiert sind, zu den entsprechenden’ B-Hydroxynitroverbindungen
der Formel (1) umgesetzt wird, welches dadurch gekennzeichnet ist, dass die Umsetzung in
Gegenwart einer Hydroxynitrillyase durchgefihrt wird.

Unerwarteterweise konnte die Aufgabe durch die Anlagerung von Nitroalkanen an das Carbo-
nylkohlenstoffatom von Aldehyden und unsymmetrischen Ketonen in Gegenwart einer Hydro-
xynitrillyase gel6st werden.

Aldehyde oder Ketone, die sich fur das erfindungsgeméaRe Verfahren eignen, sind bekannt oder

. wie {blich herstellbar.

Unter C,-Cx-Alkyl sind gesattigte oder ein- oder mehrfach ungeséttigte, lineare, verzweigte
oder cyclische, primare, sekundére oder tertidre Kohlenwasserstoffreste zu verstehen. Dies sind
beispielsweise C-Cao-Alkylreste wie etwa Methyl, Ethyl, Propyl, iso-Propyl, Propenyl, Butyl, iso-
Butyl, t-Butyl, Butenyl, 1,3-Butadieny, Butinyl, Pentyl, Cyclopentyl, iso-Pentyl, neo-Pentyl, Pen-
tenyl, Pentinyl, Hexyl, iso-Hexyl, Cyclohexyl, Cyclohexylmethyl, 3-Methylpentyl, 2,2-Dimethyl-
butyl, 2,3-Dimethylbutyl, Octyl, Cyclooctyl, Decyl, Cyclodecyl, Dodecyl, Cyclododecyl, u.s.w.

Bei diesen Resten kénnen aber auch ein oder mehrere C-Atome in der Kette durch ein Sauer-
stoffatom, ein Stickstoffatom, ein Schwefelatom, oder eine SO- oder SO,-Gruppe ersetzt sein,
sodass Ether, Amide, Amine, Imine, Thioether, Sulfoxide und Sulfonyle erhalten werden.

Die Alkylgruppe kann gegebenenfalls ein- oder mehrfach durch unter den Reaktionsbedingun-
gen inerte Gruppen substituiert sein. Geeignete Substituenten sind beispielsweise gegebenen-
falls substituierte Aryl- oder Heteroarylgruppen, wie Phenyl-, Phenoxy- oder Indolylgruppen,
Halogen-, Cyano-, Hydroxy-, Hydroxy-C,-Cs-Alkyl-, C,-Cs-Alkoxy-, Aryloxy-, C-Ce-Alkyithio-,
Amino-, Alkylamino-, Arylamino-, Ether-, Thioether-, Carbonyl-, Alkoxycarbonyl-, Carboxyl-,
Carbonséureester-, Carbonsdureamid-, Sulfoxid-, Sulfon-, Sulfonséure-, Sulfonséureester-,
Sulfinsdure-, Mercaptan-, Nitro- oder Azidogruppen.

Unter Aryl sind bevorzugt Ce-Cis-Arylgruppen zu verstehen, wie etwa Pheny, Biphenyl,
Naphthyl, Indenyl, Fluorenyl, u.s.w. Die Arylgruppe kann dabei gegebenenfalls ein- oder mehr-
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fach durch die bereits oben angefiihrten Substituenten substituiert sein.

Unter Heteroaryl sind Pyrrolyl, Furyl, Thienyl oder Pyridyl zu verstehen. Die Heteroarylgruppe
kann dabei gegebenenfalls ein- oder mehrfach durch die bereits oben angefiihrten Substituen-
ten substituiert sein.

Fur das erfindungsgemaRe Verfahren eignen sich Hydroxynitrillyasen sowohl in nativer als auch
in rekombinanter Form, die entweder als solche oder immobilisiert vorliegen kénnen. Es ist nicht
notwendig, dass diese Enzyme in reiner Form vorliegen, sondern sie kénnen auch in Form von
ganzen Zellen oder Rohlysaten eingesetzt werden. Insbesondere eignen sich die Hydroxynitril-
lyasen (HNLs) aus Hevea brasiliensis, Manihot esculenta, Sorghum sp., Prunus amygdalus
oder Prunus serotina. Bevorzugt werden Hydroxynitrillyasen aus Hevea brasiliensis und Prunus
amygdalus verwendet.

Geeignete rekombinante HNLs werden beispielsweise aus gentechnisch modifizierten Mikroor-
ganismen, wie etwa Pichia pastoris, E. Coli oder Saccharomyces cerevisiae erhalten. Bevorzugt
werden rekombinante HNLs aus Pichia pastoris eingesetzt.

Die erfindungsgemafe Reaktion findet vorzugsweise im organischen, wéssrigen oder Zweipha-
sensystem oder in Emulsion statt.

Dabei wird im wassrigen System eine wéssrige, eine Hydroxynitrillyase enthaltende Losung
oder Pufferidsung verwendet. Beispiele dafur sind Acetatpuffer, Boratpuffer, Phthalatpuffer,
Citratpuffer, Phosphatpuffer u.s.w oder Gemische dieser Pufferiésungen. Der pH-Wert dieser
Losung liegt dabei bei pH 2 bis 9.

Als organische Phase konnen mit Wasser nicht oder geringfiigig mischbare aliphatische oder
aromatische Kohlenwasserstoffe, die gegebenenfalls halogeniert sind, Alkohole, Ether oder
Ester oder Gemische davon verwendet werden. Geeignet sind beispielsweise Benzol, Toluol,
Xylol, Diethylether, Diisopropylether, t-Butylmethylether, Dichlormethan, 1,2-Dichlorethan, 1,1,1-
Trichlorethan, 1,1,2-Trichlorethan, 1,1,2,2-Tetrachlorethan, Nitromethan, Nitroethan, Essigséau-
reethylester, Essigsédureisopropylester oder Essigsdurebutylester. Als wassermischbare Lo&-
sungsmittel kénnen Alkohole oder aprotisch dipolare Losungsmittel wie Dimethylsulfoxid, For-
mamid oder Dimethylformamid verwendet werden. Auch die sogenannten ionischen Flissigkei-
ten sind als Losungsmittel geeignet. Die Umsetzung kann jedoch auch in einem Zweiphasen-
system oder in Emulsion erfolgen.

Die Reaktionsmischung wird bei Temperaturen von etwa -5 bis +50°C, bevorzugt bei 0 bis
20°C, insbesondere bei Raumtemperatur, geriihrt oder geschiittelt.

Pro g Aldehyd oder Keton werden etwa 10 bis 300 g Verdinnungsmittel zugesetzt. Pro Mol
eingesetzte Aldehyd- oder Ketogruppe werden mindestens ein Mol, bevorzugt 5 bis 15 Mole,
Nitroalkan zugegeben.

Dabei wird das Nitroalkan auf das Carbonylkohlenstoffatom des eingesetzten Aldehyds oder
Ketons Ubertragen und es entsteht eine enantiomerenreine oder -angereicherte, dem einge-
setzten Aldehyd oder Keton entsprechende, optisch aktive $-Hydroxynitroverbindung.

Vorzugsweise werden als Verbindung der Formel (ll) ein gegebenenfalls substituierter Benzal-
dehyd und als Nitroalkan der Formel (lIl) Nitromethan oder Nitroethan eingesetzt. Bevorzugte
Benzaldehyde sind beispielsweise 2-, 3-, 4-Chlorbenzaldeyd, 2-, 3-, 4-Brombenzaldeyd, 2-, 3-,
4-Hydroxybenzaldeyd, 2-, 3-, 4-Methylbenzaldeyd, 2-, 3-, 4-Methoxybenzaldeyd, 2-, 3-, 4-
Phenoxybenzaldeyd, 1,3-Dihydroisobenzofuran-5-carbaldeyhd. Als Nitroalkan sind auch 1-, 2-
Nitropropan, Nitroethanol, Nitroessigsaure, Nitroaceton bevorzugt.
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Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Aminoalkoholen,
welches dadurch gekennzeichnet, dass entsprechende B-Hydroxynitroverbindungen der Formel
(1) nach dem erfindungsgeméaBen Verfahren hergestellt und anschlieend reduziert werden.

Hierzu kann beispielsweise eine Hydrierung mit Pd/C, Raney Nickel, PtO, bzw. NaBH,, LiAlH,,
Saure (Essigsaure, HCI, H,SO,4) / Metall (Pt, Sn, Fe, In, Zn) durchgefihrt werden.

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen néher erldutert.
Beispiel 1:

250 ul Benzaldehyd (2,46 mmol) wurden in 1 ml tert-Butylmethylether gelést und mit 5 ml einer
Lésung von rekombinanter (S)-Hydroxynitrillyase aus Hevea brasiliensis (5000 IU/mi, aus Pichia
pastoris, pH 6,5) versetzt. Nach Zugabe von 1,40 ml Nitromethan (25,85 mmol) wurde fir
25 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Extraktion mit Ethylacetat, Trocknen Gber wasserfrei-
em Natriumsulifat, Abdestillieren des Lésungsmittels im Vakuum und saulenchromatographische
Reinigung ergab optisch aktives (S)-2-Nitro-1-phenylethanol als einheitliche Substanz (118 mg
farbloses Ol, 45 % isolierte Ausbeute).

[ao® + 19,4° (c 1,16 C,HsOH)

ee =88 % (HPLC)

'H-NMR: & (ppm) = 2.90 (br. s, 1H), 4.52 (dd, J=13Hz, J=3Hz, 1H), 4.61 (dd, J=13Hz, J=10Hz,
1H), 5.46 (dd, J=10Hz, J=3Hz, 1H), 7.36-7.84 (m, 5H)

3C-NMR: & (ppm) = 71.25, 81.46, 126.19, 129.24, 129.29, 138.36

IR: 3545, 3034, 2921, 1565, 1379 cm”™

CHN-Analyse: berechnet C 57.48% H 5.43% N 8.38%; gefunden C 57.53% H 5.57% N 8.26%

Beispiel 2:

305 ul Benzaldehyd (3,00 mmol) wurden in 4,4 mi tert-Butylmethylether gelést und mit 4 mi
einer Losung von rekombinanter (S)-Hydroxynitrillyase aus Hevea brasiliensis (3000 |U/ml, aus
Pichia pastoris, + 2 ml 50 mM Phosphatpuffer pH 7,0) versetzt. Nach 10 Minuten wurden
1,62 ml Nitromethan (30,15 mmol) zugegeben und die Emuision wurde bei Raumtemperatur
gerithrt. Nach 26 Stunden wurden 84 % (S)-2-Nitro-1-phenylethanol mit einem Enantiomereni-
berschuss von 84 % erhalten. ' '

Beispiel 3:

305 pl Benzaldehyd (3,00 mmol) wurden in 4,4 ml tert-Butyimethylether gelést und mit 4 mi
einer Lésung von rekombinanter (S)-Hydroxynitrillyase aus Hevea brasiliensis (3000 |U/ml, aus
Pichia pastoris, + 2 ml 100 mM Natriumcitratpuffer pH 4,8) versetzt. Nach 10 Minuten wurden
1,62 ml Nitromethan (30,15 mmol) zugegeben und die Emulsion wurde bei Raumtemperatur
gerihrt. Nach 26 Stunden wurden 8 % (S)-2-Nitro-1-phenylethanol mit einem Enantiomerenu-
berschuss von 84 % erhalten.

Beispiel 4:

Zu 2 ml einer Lésung von rekombinanter (S)-Hydroxynitrillyase aus Hevea brasiliensis
(5000 IU/ml, aus Pichia pastoris, pH 6,5) wurden 10 ml tert-Butylmethylether und anschlieend
102 pl Benzaldehyd (1,00 mmol) und 537 pl Nitromethan (9,99 mmol) zugegeben. Die Emulsion
wurde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 19 Stunden wurde (S)-2-Nitro-1-phenylethanol mit
einem Enantiomereniiberschuss von 96 % erhalten.

Beispiel 5:
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Zu 2 mi einer Losung von rekombinanter (S)-Hydroxynitrillyase aus Hevea brasiliensis
(5000 IU/ml, aus Pichia pastoris, pH 6,5) wurden 10 ml tert-Butylmethylether und anschlieRend
102 pl Benzaldehyd (1,00 mmol) und 537 pl Nitromethan (9,99 mmol) zugegeben. Die Emulsion
wurde bei 30°C geriihrt. Nach 72 Stunden wurde (S)-2-Nitro-1- phenylethanol mit einem Enanti-
omerentberschuss von 91 % erhalten.

Beispiel 6:

Zu 2 ml einer Losung von rekombinanter (S)-Hydroxynitrillyase aus Hevea brasiliensis
(5000 1U/ml, aus Pichia pastoris, pH 6,5) wurden 10 ml Ethylacetat und anschlieRend 102 ul
Benzaldehyd (1,00 mmol) und 537 pl Nitromethan (9,99 mmol) zugegeben. Die Emulsion wurde
bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 18 Stunden wurde (S)-2-Nitro-1-phenylethanol mit einem
Enantiomereniiberschuss von 97 % erhalten.

Beispiel 7:

152 ul Benzaldehyd (1,50 mmol) wurden in 2,2 ml Methylpropylimidazoliumtetrafluoroborat
vorgelegt. AnschlieRend wurde mit 2 ml einer Losung von rekombinanter (S)-Hydroxynitrillyase
aus Hevea brasiliensis (3000 IU/ml, aus Pichia pastoris, + 1 ml 50 mM Phosphatpuffer pH 7,0)
versetzt. Nach 10 Minuten wurden 800 pl Nitromethan (14,89 mmol) zugegeben. Die Emulsion
wurde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 3 Stunden wurden 12 % (S)-2-Nitro-1-phenylethanol
mit einem Enantiomereniberschuss von 32 % erhalten.

Beispiel 8:

Zu 2 ml einer Lésung von rekombinanter (S)-Hydroxynitrillyase aus Hevea brasiliensis
(4200 1U/mI, aus Pichia pastoris, + 0,5 ml 50 mM Phosphatpuffer pH 7,0) und 1,5 ml tert-
Butylmethylether wurden 151 mg p-Nitrobenzaldehyd (1,00 mmol) und 537 pl Nitromethan
(9,99 mmol) zugegeben. Die Emulsion wurde 15 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. An-
schlieRend wurden die Phasen durch Zentrifugieren getrennt. Die organische Phase wurde uber
wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum abdestilliert,
saulenchromatographische Reinigung ergab optisch aktives 2-Nitro-1-(4-nitrophenyl)ethanol als
einheitliche Substanz (67 mg gelber Feststoff, 32 % isolierte Ausbeute).

ee = 26 % (HPLC)

mp 71°C

'H-NMR: & (ppm) = 3.46 (br. s, 1H), 4.58 (dd, J=14Hz, J=4Hz, 1H), 4.61 (dd, J=14Hz, J=8Hz,
1H), 5.61 (dd, J=8Hz, J=4Hz, 1H), 7.63 (d, J=9Hz, 2H), 8.25 (d, J=9Hz, 2H)

3C-NMR: & (ppm) = 70.22, 80.91, 124.39, 127.21, 145.43, 148.34

Beispiel 9:

Zu 6,9 ml einer Losung von rekombinanter (S)-Hydroxynitrillyase aus Hevea brasiliensis
(3000 IU/ml, aus Pichia pastoris, + 3,5 mi 50 mM Phosphatpuffer pH 7,0) und 7,6 ml Toluol
wurden 0,67 ml 3-Phenyipropanal (5,12 mmol) und nach 5 Minuten 2,75 ml Nitromethan
(51,20 mmol) zugegeben. Die Emulsion wurde 48 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Nach
Zugabe von Celite-545™ und Filtration tiber Celite-545™ und wasserfreiem Na,SO, wurde das
verbleibende L&sungsmittel im Vakuum abdestilliert. Saulenchromatographische Reinigung
ergab optisch aktives 4-Phenyl-1-nitro-2-butanol als einheitliche Substanz (189 mg weier
Feststoff, 19 % isolierte Ausbeute).

ee =73 % (HPLC)

mp 96 - 100°C

'H-NMR: & (ppm) = 1.75 - 1.93 (m, 2H), 2.60 - 2.70 (br. s, 1H), 2.71 - 2.90 (m, 2H), 4.28 - 4.34
(m, 1H), 4.39 - 4.42 (m, 2H), 7.19 - 7.34 (m, S5H)
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3C-NMR: & (ppm) = 31.56, 35.33, 67.98, 80.79, 126.59, 128.67, 128.91, 140.84
Beispiel 10:

Zu 6,9 ml einer Lésung von rekombinanter (S)-Hydroxynitrillyase aus Hevea brasiliensis
(3000 1U/ml, aus Pichia pastoris, + 3,5 ml 50 mM Phosphatpuffer pH 7,0) und 7,6 ml Toluol
wurden 0,42 ml 2-Furaldehyd (5,00 mmol) und nach § Minuten 2,69 ml Nitromethan
(50,00 mmol) zugegeben. Die Emulsion wurde 48 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Zugabe von Celite-545™ und Filtration Giber Celite-545™ und wasserfreiem Na,SO, wurde das
verbleibende Lésungsmittel im Vakuum abdestilliert. Saulenchromatographische Reinigung
ergab optisch aktives 1-(Furan-2-yl)-2-nitroethanol als einheitliche Substanz (164 mg gelbes O,
20 % isolierte Ausbeute).

ee =42 % (HPLC)

'H-NMR: & (ppm) = 2.96 (br s, 1H), 4.65 (dd, J=14Hz, J=3Hz, 1H), 4.76 (dd, J=14Hz, J=9Hz,
1H), 5.45 (dd, J=9Hz, J=3Hz, 1H), 3.35 - 6.38 (m, 2H), 7.40 (d, J=2Hz, 1H)

3C-NMR: & (ppm) = 65.08, 78.61, 108.47, 110.92, 143.45, 150.90

Beispiel 11:

Zu 8,4 ml einer Lésung von rekombinanter (S)-Hydroxynitrillyase aus Hevea brasiliensis

(3000 IU/ml, aus Pichia pastoris, + 4,2 ml 50 mM Phosphatpuffer pH 7,0) und 9,2 ml Toluol

wurden 0,75 ml Hexanal (6,20 mmol) und nach 5 Minuten 3,33 ml Nitromethan (62,00 mmol)
zugegeben. Die Emulsion wurde 45 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe von
Celite-545™ und Filtration tiber Celite-545™ und wasserfreiem Na,SO, wurde das verbleibende
Lésungsmittel im Vakuum abdestilliert. Saulenchromatographische Reinigung ergab optisch
aktives 1-Nitro-2-heptanol als einheitliche Substanz (190 mg farbloses Ol, 19 % isolierte Aus-
beute).

ee =90 % (HPLC)
'H-NMR: & (ppm) = 0.89 (t, J=6Hz, 3H), 1.22 - 1.38 (m, 5H), 1.40 - 1.56 (m, 3H), 2.65 (br s, 1H),
4.28 - 4.33 (m, 1H), 4.37 (dd, J=13, J=9, 1H), 4.43 (dd, J=13, J=3, 1H),

3C-NMR: & (ppm) = 14.17, 22.70, 25.08, 31.69, 33.93, 68.95, 80.92

Beispiel 12:

7,4 ml einer Losung von rekombinanter (S)-Hydroxynitrillyase aus Hevea brasiliensis
(3000 IU/ml, aus Pichia pastoris) wurden mit 3,7 ml Phoshatpuffer (50 mM, pH 7,0) und 7,1 ml
tert-Butylmethylether bis zur Bildung einer Emulsion geriihrt. AnschlieRend wurden 0,56 ml
Benzaldehyd (2,52 mmol) und nach 5 Minuten 4,1 ml Nitroethan (55,19 mmol) zugegeben. Die
Emulsion wurde bei Raumtemperatur fir 48 Stunden geriihrt. Durch Zugabe von Celite™ und
Filtration Gber Celite™ und Na,SO, wurden Enzym und Wasser entfernt. Abdestillieren des
Lésungsmittels im Vakuum und saulenchromatographische Reinigung ergab optisch aktives
2-Nitro-1-phenylpropanol als Diastereomerengemisch (655 mg farbloses Ol, 67 % isolierte
Ausbeute).

erythro | threo=9/1
€€enythro 95 % (HPLC)
€emeo 53 % (HPLC)

'H-NMR: & (ppm) = erythro: 1.50 (d, J=7 Hz, 3H); 2.65-2.70 (br. s, 1H); 4.70 (dq, J=7THz, J=3Hz,
1H); 5.40 (d, J=3Hz, 1H); 7.35-7.45 (m, 5H); threo: 1.32 (d, J=7 Hz, 3H); 2.60-2.65 (br. s, 1H);
4.78 (dq, J=9Hz, J=THz, 1H); 5.02 (d, J=9Hz, 1H); 7.35-7.45 (m, 5H);

BC-NMR: & (ppm) = erythro: 12.3, 74.1, 87.7, 126.2, 128.8, 129.0, 138.7; threo: 14.4, 76.5,
88.7, 127.2, 129.3, 129.5, 138.5
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Beispiel 13:

152 pl Benzaldehyd (1,50 mmol) wurden in 1,9 ml tert-Butylmethylether gelést und mit 2 ml
einer Lésung von rekombinanter (S)-Hydroxynitrillyase aus Hevea brasiliensis (4200 IU/ml, aus
Pichia pastoris, pH 9,0) versetzt. AnschlieBend wurden 1,1 ml Nitroethan (15,39 mmol) zugege-
ben und die Emulsion wurde bei Raumtemperatur gerithrt. Nach 19 Stunden wurden 67 %
2-Nitro-1-phenylpropanol als Diastereomerengemisch erhalten.

€€erythro 97 %
€Chreo 45 %

Beispiel 14:

152 ul Benzaldehyd (1,50 mmol) wurden in 1,9 ml Dichlormethan geldst und mit 2 ml einer
Lésung von rekombinanter (S)-Hydroxynitrillyase aus Hevea brasiliensis (3000 IU/ml, aus Pichia
pastoris, + 1 ml 50 mM Phosphatpuffer pH 7,0) versetzt. Nach 10 Minuten wurden 1,1 ml Nitro-
ethan (15,39 mmol) zugegeben und die Emulsion wurde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
20 Stunden wurden 22 % 2-Nitro-1-phenylpropanol als Diastereomerengemisch erhalten.

eeafythro 94 %
ee[hrao 55 %

Beispiel 15:

152 pl Benzaldehyd (1,50 mmol) wurden in 1,9 ml Toluol gelést und mit 2 ml einer Lésung von
rekombinanter (S)-Hydroxynitrillyase aus Hevea brasiliensis (3000 |U/ml, aus Pichia pastoris,
+ 1 ml 50 mM Phosphatpuffer pH 7,0) versetzt. Nach 10 Minuten wurden 1,1 ml Nitroethan
(15,39 mmol) zugegeben und die Emuision wurde bei Raumtemperatur gerihrt. Nach 20 Stun-
den wurde 2-Nitro-1-phenylpropanol als Diastereomerengemisch erhalten.

€Cmeo 55 %

Beispiel 16:

152 pl Benzaldehyd (1,50 mmol) wurden in 1,9 ml Ethylacetat gelést und mit 2 ml einer Lésung
von rekombinanter (S)-Hydroxynitrillyase aus Hevea brasiliensis (3000 IU/ml, aus Pichia pasto-
ris, + 1 ml 50 mM Phosphatpuffer pH 7,0) versetzt. Nach 10 Minuten wurden 1,1 mi Nitroethan
(15,39 mmol) zugegeben und die Emulsion wurde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 20 Stun-
den wurden 40 % 2-Nitro-1-phenylpropanol als Diastereomerengemisch erhalten.

ee'hmo 50 %

Beispiel 17:

Zu 1,35 ml einer Lésung von rekombinanter (S)-Hydroxynitrillyase aus Hevea brasiliensis
(3000 1U/ml, aus Pichia pastoris, + 0,68 ml 50 mM Phosphatpuffer pH 7,0) wurden 1,57 ml tert-
Butylmethylether und anschlieend 51 pl Benzaldehyd (0,50 mmol) und 451 pl 2-Nitropropan
(5,00 mmol) zugegeben. Die Emulsion wurde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 48 Stunden
wurde 2-Methyl-2-nitro-1-phenylpropanol mit einem Enantiomereniiberschuss von 83 % erhal-
ten.

Beispiel 18:
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Zu 100 pl einer Losung von (S)-Hydroxynitrillyase aus Manihot esculenta (6696 1U/ml + 900 pl
50 mM Phosphatpuffer pH 7,0) und 1 ml tert-Butylmethylether wurden 51 pl Hexanal
(0,50 mmol) und nach 5 Minuten 274 I Nitromethan (5,00- mmol) zugegeben. Die Emulsion
wurde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 24 Stunden wurde (S)-2-Nitro-1-phenylethanol mit
einem Enantiomereniiberschuss von 27 % erhalten.

Beispiel 19:

Zu 100 pi einer Lésung von (S)-Hydroxynitrillyase aus Manihot esculenta (6696 1U/ml + 900 pl
50 mM Phosphatpuffer pH 7,0) und 1 mL tert-Butylmethylether wurden 51 pL Benzaldehyd
(0,50 mmol) und nach 5 Minuten 372 pL Nitroethan (5,00 mmol) zugegeben. Die Emulsion
wurde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 24 Stunden wurde 2-Nitro-1-phenylpropano! als
Diastereomerengemisch erhalten.

eeerythm 89 %
€meo 4%

Beispiel 20:

100 ul Benzaldehyd (0,98 mmol) wurden in 2 ml tert-Butylmethylether gelést und mit 1 ml einer
Lésung von rekombinanter (R)-Hydroxynitrillyase aus Prunus amygdalus (5150 1U/ml, aus
Pichia pastoris, + 1 ml 50 mM K,HPO,- / Citrat-Puffer pH 3,4) versetzt. Nach 5 Minuten wurden
530 ul Nitromethan (9,86 mmol) zugegeben und die Emulsion wurde bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Nach 7 Tagen wurde (R)-2-Nitro-1-phenylethanol mit einem Enantiomereniiberschuss von
10 % erhalten.

Beispiel 21:
Herstellung von 2-Amino-1-phenylethanol

0,78 g 2-Nitro-1-phenylethanol (4,96 mmol) wurden in 10 ml Methanol vorgelegt und mit Pd / C
10% (3.4 mol% Pd) versetzt. Das Reaktionsgefaf wurde 3-mal evakuiert und mit Wasserstoff
gespult. AnschlieBend wurde die Reaktion unter Wasserstoffatmosphére bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach 3 Stunden wurde beliftet und Giber Celite™ filtriert. Abdestillieren des Losungs-
mittels im Vakuum und sdulenchromatographische Reinigung ergab 2-Amino-1-phenylethanol
als einheitliche Substanz (577 mg farbloses Ol, 92 % isolierte Ausbeute).

'H-NMR: & (ppm) = 2.15 - 2.50 (br. s, 3H), 2.79 (dd, J=13Hz, J=8Hz, 1H), 2.95 (dd, J=13Hz,
J=4Hz, 1H), 4.62 (dd, J=8Hz, J=4Hz, 1H), 7.25-7.40 (m, 5H)
BC-NMR: & (ppm) = 49.5, 74.5, 126.1, 127.8, 128.6, 142.8

Beispiel 22:
Herstellung von 2-Amino-1-phenyipropanol

3,00 g 2-Nitro-1-phenylpropanol (16,56 mmol) wurden in 65 ml Ethanol vorgelegt und mit Pd / C
10% (10 mol% Pd) versetzt. Das ReaktionsgefaR wurde 3-mal evakuiert und mit Wasserstoff
gespllt. AnschlieRend wurde die Reaktion unter Wasserstoffatmosphére bei Raumtemperatur
geriithrt. Nach 22 Stunden wurde beliiftet und tiber Celite™ filtriert. Abdestillieren des Losungs-
mittels im Vakuum und sdulenchromatographische Reinigung ergab 2-Amino-1-phenylpropanol
als einheitliche Substanz (2,24 g gelbes Ol, 90 % isolierte Ausbeute). Die NMR-Analyse war
identisch mit jener der kauflichen Referenzsubstanz bzw. mit Literaturdaten (J. Org. Chem.
2002, 67, 2101 - 2110; Tetrahedron: Asymmetry 1999, 10, 3263 - 3266).
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung von B-Hydroxynitroverbindungen der Formel (1)

OH |
R, (1
R
R] 3
R, NO,

in der Ry und R, unabhéngig voneinander einen gegebenenfalls ein- oder mehrfach substi-
tuierten C-Co-Alkyl-, oder C¢-C,4-Aryirest, einen Heteroaryirest aus der Gruppe Pyrrolyl,
Furyl, Thienyl oder Pyridyl, sowie Kombinationen davon bedeuten, oder einer der Reste
Wasserstoff bedeutet, und R; und R4 unabhéngig voneinander einen gegebenenfalls sub-
stituierten C4-Cx-Alkylrest oder Wasserstoff bedeuten, wobei ein Aldehyd oder ein Keton
der Formel (ll)

o (In

PN

2 R1
in der Ry und R, wie oben definiert sind, mit einem Nitroalkan der Formel (lI1)
R3R4,CHNO, (1)

in der R; und R, wie oben definiert sind, zu den entsprechenden B-Hydroxynitro-
verbindungen der Formel () umgesetzt wird, dadurch gekennzeichnet, dass die Umset-
zung in Gegenwart einer Hydroxynitrillyase durchgefihrt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Hydroxynitrillyase aus
Hevea brasiliensis, Prunus amygdalus oder Manihot esculenta stammt, und/oder eine re-
kombinante Hydroxynitrillyase aus Pichia pastoris ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Uméetzung bei
einer Temperatur von 0°C bis 20°C, vorzugsweise bei Raumtemperatur, durchgefihrt wird.

4. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Umset-
zung in einem organischen Losungsmittel, einem wassrigen Puffer, einem Zweiphasensys-
tem oder in Emulsion durchgefiihrt wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass als Verbin-
dung der Formel (lIl) ein gegebenenfalls substituierter Benzaldehyd und als Nitroalkan der
Formel (l1l) Nitromethan oder Nitroethan eingesetzt werden. )

6. Verfahren zur Herstellung von Aminoalkoholen, dadurch gekennzeichnet, dass entspre-
chende B-Hydroxynitroverbindungen der Formel (1) gemaR dem Verfahren nach einem der
Anspriiche 1 bis 5 hergestellt und anschlieBend mittels Hydrierung in Gegenwart von Pd/C,
Raney Nickel, PtO,, NaBH,, LiAIH, oder Séure/Metall zu den korrespondierenden Aminoal-
koholen reduziert werden.

Keine Zeichnung
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