
Die Geschmacksempfindung ¹süûª
kann durch Zucker (oben rechts),
auf anderem Wege aber auch durch
künstliche Süûstoffe (oben links)

ausgelöst werden.

Mehr über die Verwendung und
die Synthese solcher Süûstoffe er-
fahren Sie im Aufsatz von D. Ager

et al. auf den folgenden Seiten.



1. Einleitung

Energiefreie Süûstoffe haben einen bedeutenden Markt
erobert. Ihre Verwendung in groûem Maûstab war allerdings
mit einigen ungewöhnlichen Schwierigkeiten im Hinblick auf
die chemischen und biologischen Eigenschaften verbunden.[1]

Wir haben hier nur synthetische, für den Handel bestimmte
Süûstoffe berücksichtigt, die alle umfangreichen biologischen
Tests unterzogen wurden.[2] Ihre Marktzulassung erinnert insofern
an die Bedingungen bei frei verkäuflichen Medikamenten.
Obwohl es zahlreiche süû schmeckende Verbindungen gibt, ist
über ihren Wirkmechanismus relativ wenig bekannt. Wir
bezeichnen diese Süûstoffe zwar als nichtnutritiv, d.h. ohne
Nährwert, dennoch haben viele einen Kaloriengehalt, z.B.
Aspartam. Sie werden aber zum Süûen eines Nahrungsmittels
im allgemeinen in so geringen Mengen eingesetzt, daû sie keinen
nennenswerten Beitrag zum Nährwert der Nahrung leisten.

Eine Verbindung, die als guter Süûstoff und für den
Menschen als geeignetes Lebensmittel angesehen wird, muû
neben dem süûen Geschmack eine Reihe weiterer Eigen-

schaften haben. Zum einen sollte die Geschmacksempfindung
nicht durch einen Bei- oder Nachgeschmack gestört werden.
Zum anderen muû die Verbindung gesundheitlich unbedenk-
lich und unter den Verwendungsbedingungen stabil sein.
Ferner sind ökonomische Anforderungen zu erfüllen: Die
Süûkraft, d. h. die Intensität des Süûgeschmacks, muû gröûer
sein als die von Zucker, um die Herstellungskosten auszu-
gleichen. Wir werden im folgenden nur auf die Verfahren
eingehen, mit denen sich nichtnutritive Süûstoffe in Gröûen-
ordnungen herstellen lassen, die sich in Nordamerika und
Europa in der Praxis bewährt haben. Gemessen an den
produzierten Mengen, besonders von Aspartam, liegt die
Bedeutung der Süûstoffe zwischen der von Fein- und Grund-
chemikalien. Im Laufe der Zeit wurden für diese groûtech-
nischen Synthesen einige elegante Verfahren entwickelt, die
chemische ebenso wie biochemische Methoden umfassen.

1.1. Wirkmechanismus

Geschmacksrezeptorproteine konnten bisher weder isoliert
noch eindeutig identifiziert werden. Dafür gibt es zwei
Hauptgründe:
1. Rezeptoren werden üblicherweise unter Verwendung eines

Liganden mit hoher Affinität (halbe Maximalbindung bei
Konzentrationen im Nanomolbereich oder darunter) iso-
liert, damit der Verlauf der Reinigung verfolgt werden
kann. Zucker lösen erst bei Konzentrationen von ca. 0.1m
eine Geschmacksempfindung aus, die Erkennungsschwelle
für Aspartam 1, Saccharin 2 und Acesulfam-K 3 liegt bei
wenigen mmLÿ1. Bei diesen Konzentrationen ist es nahezu
unmöglich, zwischen Rezeptor-spezifischer Bindung und
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nichtspezifischer Bindung zu anderen Bestandteilen des
Gewebes, aus dem der Rezeptor extrahiert werden soll, zu
unterscheiden.

2. Geschmackszellen sind schwer zu isolieren. Diese spezia-
lisierten Epithelzellen sind in Geschmacksknospen einge-
bettet und von zahlreichen nicht geschmacksempfindlichen
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Zellen umgeben. Werden sie von ihren Nervenzellen
getrennt, so bilden sie sich rasch zu normalen Epithelzellen
zurück. Aus diesem Grund ist es bisher nicht gelungen,
geschmacksaktive Zellen in Zellkulturen zu vermehren.
Trotz dieser Schwierigkeiten gibt es inzwischen eine Reihe

von Hinweisen darauf, daû der Sinneseindruck ¹süûª in vielen
Fällen von G-Protein-gebundenen Rezeptoren (GPCRs) ver-
mittelt wird. Diese Rezeptoren sind für die Erkennung von
vielen Neurotransmittern, Hormonen, Geruchsstoffen und
sogar von Photonen verantwortlich. GPCRs sind in die
Zellmembran eingebettete Proteine mit sieben a-Helixseg-
menten. Extrazelluläre Liganden, die an den Rezeptor
binden, lösen folgende Kaskade aus (Abb. 1): Durch Koor-
dination des Liganden an den Rezeptor ändert sich die

Abb. 1. Schematische Darstellung der Reizübertragung in einer Ge-
schmackszelle. Der Reiz kann durch einen Süûstoff oder einen Zucker
ausgelöst werden. Im letzten Schritt kommt es zur Depolarisierung der
Zelle, die mit der Abgabe von Kaliumionen und einer starken Erhöhung
der Konzentration freier intrazellulärer Calciumionen verbunden sein
kann.

Konformation des Proteins, und der intrazelluläre Teil tritt
mit einem oder mehreren GTP-bindenden Proteinen (den G-
Proteinen) in Wechselwirkung. Die G-Proteine beeinflussen
ihrerseits die Aktivität eines Enzyms, das die Menge eines
¹Second Messengersª erhöht oder verringert: So kann
Adenylat-Cyclase die Konzentration an cyclischem Adeno-
sinmonophosphat (cAMP) erhöhen, eine Phosphodiesterase
cyclische Nucleotide abbauen oder eine Phospholipase Phos-
phatidylinositol-Lipide in Diacylglycerin und Inositoltriphos-
phat (IP3) umwandeln. Diese Second Messengers (auch
intrazelluläre Mediatoren genannt) können die Calciumio-
nenkonzentration oder die Aktivität von Ionenkanälen ver-
ändern, was zur Depolarisierung der Zelle führt, so daû ein
Nervensignal an das Gehirn ausgesendet wird.

Margolskee et al. charakterisierten ein für die Geschmacks-
zellen spezifisches G-Protein, das sie wegen seiner ¾hnlich-
keit mit Transducin, dem Protein von Retinal G, Gustducin
nannten.[3] Gustducin kann eine Phosphodiesterase aktivie-
ren.[4] Die Autoren konnten auûerdem zeigen, daû Mäuse mit

inaktiviertem Gustducin-Gen auf süûe und bittere Ge-
schmacksstoffe schwächer reagierten.[5] An Membranpräpa-
raten der Geschmackszellen von Ratten wurde auûerdem
nachgewiesen, daû sich die Menge des Second Messengers
cAMP beim Behandeln mit Saccharose oder Saccharin
erhöht.[6] Dagegen hatte Aspartam bei diesen Experimenten
keinen Einfluû auf die cAMP-Konzentration; dies steht im
Einklang damit, daû Ratten Aspartam nicht schmecken können.

Die Sinneswahrnehmung ¹süûª kann auch unter Beteili-
gung von IP3 und Calciumionen als Second Messengers
übermittelt werden. Vor kurzem wurde nachgewiesen, daû
sowohl Saccharose als auch Süûstoffe zu hohen intrazellulä-
ren Calciumionenkonzentrationen führen.[7] Bei den Süûstof-
fen werden über den Second Messenger IP3 intrazellulär
gespeicherte Calciumionen freigesetzt, während Saccharose
Ionenkanäle an der Zelloberfläche öffnet, durch die extra-
zelluläre Calciumionen in die Zelle gelangen. Nach Ergeb-
nissen der Arbeitsgruppe von Kinnamon schlieûen Saccha-
rose, Süûstoffe und cyclische Nucleoside einen Kalium-Kanal,
was zur Depolarisierung der Zelle führt.[8] Durch Schlieûen
von Kalium-Leckkanälen sollte sich das Membranpotential
der Zelle erhöhen; ob dadurch direkt eine Depolarisierung
der Zelle hervorgerufen wird oder ob das erhöhte positive
Potential spannungsabhängige Calciumkanäle steuert, ist
bisher nicht geklärt.

Ein weiterer, bisher strittiger Punkt betrifft die Zucker.
Wirken sie direkt auf ein Rezeptorprotein oder einen
Ionenkanal? Manche Gründe sprechen dafür, daû Zucker
nicht an spezifische Rezeptorstellen binden. Im Gegensatz zu
biochemischen Wirksubstanzen wie Hormonen und Neuro-
transmittern, die ihre Rezeptoren im allgemeinen bei Kon-
zentrationen von 10ÿ9 ± 10ÿ12m anregen, lösen Zucker erst bei
hohen Konzentrationen (ca. 0.1m) eine Geschmacksempfin-
dung aus. Auûerdem haben d- und l-Zucker bekanntlich
ähnliche Süûkraft, und der Geschmack von l-Glucose gleicht
dem der d-Glucose. Dies läût darauf schlieûen, daû Zucker
indirekt auf Rezeptoren oder Ionenkanäle wirken, indem sie
die umgebenden Membranlipide beeinflussen.

Gibt es mehrere Rezeptoren für den süûen Geschmack?
Vieles spricht dafür.[9] Zum einen fällt dem Chemiker sofort
die Vielfalt chemischer Verbindungen mit süûem Geschmack
auf (darunter Zucker, Sulfamate, Heterocyclen, Harnstoff-
derivate, Arylguanidine, Peptide, Proteine, Oxime, Terpene),
und es ist unwahrscheinlich, daû eine einzige Rezeptorbin-
dungsstelle alle bekannten süû schmeckenden Verbindungen
aufnehmen kann. Zum anderen ist es für Menschen bekannt-
lich leicht, die Geschmacksqualitäten von Süûstoffen zu
unterscheiden. Die meisten Verbraucher können ohne wei-
teres geschmackliche Unterschiede zwischen Zucker und
Süûstoffen, geschulte Prüfer sogar zwischen den einzelnen
Süûstoffen feststellen. Auûerdem tritt bei Mischungen struk-
turell nicht verwandter Süûstoffe (z. B. Aspartam mit Ace-
sulfam) eine synergistische Wirkung auf, d.h., die Mischung
schmeckt süûer, als aufgrund der Potentiale der einzelnen
Mischungsbestandteile zu erwarten ist.[10] Bei strukturell
ähnlichen Süûstoffen wie Saccharin und Acesulfam gibt es
hingegen keinen Synergismus. Um abschätzen zu können,
wieviele Arten von Rezeptoren es für die Geschmacksemp-
findung ¹süûª tatsächlich gibt, sind weitere Untersuchungen
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erforderlich. Die bisherigen Erkenntnisse deuten darauf hin,
daû Süûstoffe die Reaktion von Geschmackszellen nach
anderen Mechanismen auslösen als Zucker. Auûerdem
scheinen die Rezeptoren, die den süûen Geschmack von
Aspartam vermitteln, andere zu sein als die, die auf Saccharin
und Acesulfam ansprechen.

1.2. Bestimmung der Süûkraft

Die Intensität eines Süûgeschmacks, die Süûkraft, läût sich
nur sensorisch von Prüfern quantitativ erfassen. Versuchstiere
sind ungeeignet, weil die Geschmacksempfindung eines Tie-
res nicht bewertet werden kann. Auûerdem gibt es in bezug
auf die Süûstoffe erhebliche Unterschiede zwischen den
Tierarten. Geschmacksprüfer verwenden normalerweise eine
15 cm lange lineare Skala, um den Geschmack von Süûstoff-
lösungen zu bewerten.[11] Die Prüfer sind so geschult, daû sie
eine 5proz. Saccharoselösung bei der Skalamarke 5 cm ein-
ordnen, eine 10proz. Saccharoselösung bei 10 cm usw. Bei
genügender Übung sind solche Daten recht gut reproduzierbar
(im allgemeinen � 1 Einheit). Die Prüfer bestimmen anhand
von Vergleichslösungen, bei welcher Konzentration ein Süû-
stoff einer gegebenen Saccharosekonzentration entspricht.

Die Süûkraft wird meistens in Relation zu einer Saccharo-
selösung mit Standardkonzentration angegeben. So entspricht
der süûe Geschmack einer 0.025proz. Aspartamlösung in
seiner Intensität einer 5proz. Saccharoselösung, die Süûkraft
von Aspartam ist damit 5/0.025� 200mal höher als die von
Saccharose. Anders als bei Zuckern steigt bei Süûstoffen die
Empfindungsstärke aber nicht linear mit der Konzentration.
Gegenüber einer 2proz. Saccharoselösung (das entspricht
etwa der Erkennungsschwelle) hat Aspartam eine 625mal
stärkere Süûkraft, gegenüber einer 10proz. Lösung (das
entspricht etwa der Konzentration in kohlensäurehaltigen,
alkoholfreien Getränken) aber nur eine 110mal stärkere. Die
Süûkraft von Acesulfam beträgt 204, 140 und 34 bezogen auf
2-, 5- und 10proz. Saccharoselösungen. In der Literatur wird
häufig eine Süûkraft angegeben, die in der Nähe der Erken-
nungsschwelle bestimmt wurde; der Grund hierfür ist ver-
mutlich das Bestreben, dem eigenen neuen Süûstoff eine
möglichst hohe Süûkraft zu bescheinigen. Wegen der nicht-
linearen Konzentrationsabhängigkeit der Süûkraft führt die
Konzentrationserhöhung ab einem gewissen Punkt nicht
mehr zu einer Verstärkung des süûen Geschmacks, die
Geschmacksempfindung nähert sich asymptotisch einem
Maximalwert. Die mathematische Auswertung der Konzen-
trationsabhängigkeit der Süûkraft ergibt für Aspartam, Ace-
sulfam und Saccharin Höchstwerte, die 16.0-, 11.6- bzw.
9.0proz. Saccharoselösungen entsprechen.

2. Aspartam

Aspartam (l-Asparagyl-l-phenylalaninmethylester, APM)
1 ist heute weltweit der am meisten verwendete nutritive
Süûstoff. Die Verbindung war zwar schon länger bekannt, ihr
süûer Geschmack wurde aber erst 1965 durch Zufall von
James Schlatter, einem Chemiker bei G. D. Searle (gehört

heute zu Monsanto) entdeckt, als er bei der Arbeit an einem
Wirkstoff gegen Geschwüre seinen Finger ableckte.[12] In der
Folgezeit wurden mehrere Analoga, vor allem stabilere
Ester,[13] synthetisiert und hinsichtlich ihrer Süûkraft, ihres
Geschmacksprofils und ihrer gesundheitlichen Unbedenk-
lichkeit geprüft, doch wurde schlieûlich die ursprüngliche
Verbindung APM bis zur Marktreife entwickelt.

Aspartam ist 160 ± 180mal süûer als Saccharose. Es hat
einen guten, rein süûen Geschmack, sein Zeit/Intensitäts-
Profil unterscheidet sich aber von dem der Saccharose: Der
süûe Geschmack entwickelt sich langsam und hält lange an.
Auûerdem wirkt Aspartam in Lebensmitteln als Geschmacks-
verstärker. Daher entspricht die bei der Umstellung eines
zuckerhaltigen Nahrungsmittels auf Aspartam benötigte
Menge Süûstoff nicht unbedingt 1/160 ± 1/180 der Zucker-
menge. Aspartam ist kalorisch und liefert ca. 4 kcal gÿ1; da es
jedoch dank seiner Süûkraft nur in sehr geringen Mengen
aufgenommen wird, ist sein Beitrag zum Nährwert der
Nahrung vernachlässigbar.

Die Löslichkeit in Wasser ist gering (� 3 g in 100 mL bei
pH 3 und Raumtemperatur), nimmt aber bei höherem oder
niedrigerem pH-Wert und mit steigender Temperatur zu;
unter diesen Bedingungen tritt allerdings auch Zersetzung
ein. Bei hohen pH-Werten cyclisiert Aspartam zum Diketo-
piperazin. Die Auftragung des pH-Werts gegen die Stabilität
in wäûriger Lösung ergibt eine glockenförmige Kurve mit
einem Stabilitätsmaximum bei pH 4.3.[14] Bei höheren oder
niedrigeren pH-Werten nimmt die Halbwertszeit von Aspar-
tam in wäûriger Lösung rasch ab. Die meisten alkoholfreien
Getränke haben einen pH-Wert von 2 ± 3. Die Estergruppe
des Aspartams ist sehr hydrolyseanfällig. Daher muû über-
mäûige Wärme vermieden werden, andernfalls kann rasche
Zersetzung bei gleichzeitigem Verlust des süûen Geschmacks
eintreten. Aspartam wurde 1981 von der amerikanischen
Gesundheitsbehörde für die Verwendung in trockenen Le-
bensmitteln zugelassen. Zwei Jahre später wurde die Zulas-
sung auf kohlensäurehaltige Getränke und 1993 auf Back-
waren, Süûigkeiten und kohlensäurefreie Getränke erweitert.
Es kann in fast allen Lebensmittelgruppen eingesetzt werden,
die Hauptmenge wird aber für Getränke gebraucht.

2.1. Chemische Synthesen

Aspartam 1 ist ein Dipeptid aus den Aminosäuren l-
Asparaginsäure und l-Phenylalanin, und es wurden viele
chemische Synthesen dafür beschrieben. Die meisten gehen
von zwei entsprechend geschützten Aminosäuren aus, die
nach konventionellen Methoden der Peptidsynthese mitein-
ander verknüpft werden.[15] Bei der Verfahrensentwicklung
konzentrierte sich die Forschung im wesentlichen darauf, die
Ausbeute und die Reinheit des gewünschten Produkts zu
erhöhen und gleichzeitig die Bildung von Nebenprodukten,
vor allem durch b-Kupplung der Asparaginsäureeinheit, zu
unterdrücken. Ein erheblicher Teil der Entwicklungsarbeit
wurde darauf verwendet, die gewünschte a-Kupplung durch
¾ndern der Reaktionsbedingungen und Blockieren der
Aminogruppe von Asparaginsäure zu maximieren.[16] Glück-
licherweise kristallisiert das gewünschte Produkt aus der
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Reaktionsmischung als Hydrochlorid, während die uner-
wünschten Isomere in Lösung bleiben.[17]

Bei den industriell bedeutenden chemischen Verfahren
wird Asparaginsäure zum Säureanhydrid dehydratisiert, das
danach mit Phenylalanin oder Phenylalaninmethylester zum
gewünschten Produkt verknüpft wird. Die beiden wichtigsten
Verfahren, der Z- und der F-Prozeû, sind nach der jeweiligen
Schutzgruppe der Asparaginsäureeinheit benannt. Bei beiden
Verfahren entstehen neben dem gewünschten a-Aspartam 1
auch b-Kupplungsprodukte, die durch selektive Kristallisa-
tion entfernt werden. Da die Ausgangsverbindungen teuer
sind, werden die Aminosäuren aus den Nebenprodukten und
Rückständen zurückgewonnen.

2.1.1. Der Z-Prozeû

Bei diesem Verfahren wird Benzyloxycarbonyl-l-aspara-
ginsäure 4 mit Ac2O in das Anhydrid 5 überführt (Sche-
ma 1).[18] Durch Umsetzen von 5 mit l-Phenylalaninmethyl-

Schema 1. Synthese von Aspartam 1 nach dem Z-Verfahren (Z�Benzyl-
oxycarbonyl).

ester 6 in Toluol entsteht ein Gemisch aus Benzyloxycarbo-
nyl-a- und -b-aspartam, 7 und 8. Nach Abspalten der Schutz-
gruppe durch katalytische Hydrierung mit Palladium auf
Aktivkohle wird das erhaltene Gemisch der Aspartamisome-
re mit Natriumcarbonat auf pH 5 gebracht, wobei APM 1
auskristallisiert.

2.1.2. Der F-Prozeû

Bei dieser Methode wird mit Acetanhydrid/Ameisensäure
in einem Reaktionsschritt die Aminogruppe der Asparagin-
säure mit der Formylgruppe geschützt und das geschützte
Substrat zum Anhydrid 9 dehydratisiert (Schema 2). Dieses
wird anschlieûend entweder mit l-Phenylalanin 10[19] oder mit
dem Methylester 6[20] umgesetzt. Die Abspaltung der Formyl-
gruppe durch saure Hydrolyse ist mit einigen Nebenreak-
tionen verbunden, z.B. der Hydrolyse der Ester 11 und 12 und
der Veresterung der Säuren 13 und 14. Das erhaltene
Gemisch aus a- und b-Produkten wird mit wäûrigem Metha-
nol in Gegenwart von Salzsäure verestert. Aus diesem Reak-

Schema 2. Synthese von Aspartam 1 nach dem F-Verfahren (F�Formyl).

tionsgemisch kristallisiert bevorzugt a-APM-Hydrochlorid
15, das durch Neutralisieren in APM 1 überführt wird.
Dieser Prozeû läût sich auch als Eintopfreaktion durch-
führen.[21] a-APM ist auûerdem aus ungeschütztem l-Aspa-
raginsäureanhydrid zugänglich; allerdings fallen bei dieser
Reaktion erhebliche Mengen an Oligopeptiden an.[22]

2.2. Enzymatische Synthesen

Biotechnologische und biokatalytische Verfahren bei der
Herstellung des synthetischen Süûstoffs Aspartam 1 sind
eingehend untersucht worden. Da die Asparaginsäureeinheit
zwei Carboxygruppen enthält, entstehen bei chemischen
Synthesen immer a- und b-Produkte; die Verwendung von
regio- und stereoselektiv wirkenden Enzymen ist daher sehr
erwünscht. Wegen der Dipeptidstruktur wurden zahlreiche
Varianten der umgekehrten Proteolyse wie kinetisch und
thermodynamisch kontrollierte Reaktionen mit verschiede-
nen Enzymen und unter mehreren Reaktionsbedingungen
erprobt. Andere biokatalytische Methoden zur Synthese von
APM nutzen Enzyme zum Entschützen einer APM-Vorstufe,
zur Aminierung von Fumarylphenylalaninmethylester oder
zur Veresterung von a-l-Asparagyl-l-phenylalanin; wieder
andere gehen von einem synthetischen Polypeptid aus, dem
Poly(asparagylphenylalanin). Einige dieser biokatalytischen
Verfahren zur Synthese von APM werden nachstehend
besprochen; angesichts des Umfangs dieses Forschungsge-
bietes verweisen wir den Leser darüber hinaus auf andere
Übersichten.[23±25]

2.2.1. Peptidkupplung

Proteasen werden seit vielen Jahren als Katalysatoren beim
Knüpfen von Peptidbindungen eingesetzt; das Verfahren ist
die wichtigste biokatalytische Herstellungsmethode für APM-
Vorstufen. Schema 3 zeigt ein Beispiel für die thermodyna-
misch kontrollierte Umkehrung der Proteasewirkung. Die N-
geschützte l-Asparaginsäure wird in Gegenwart einer Pro-
tease ± üblicherweise einer Metalloprotease ± mit l-Phenyl-
alaninmethylester 6 zum N-geschützten APM-Derivat ver-
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Schema 3. Protease-katalysierte Synthese einer Aspartam-Vorstufe (P�
Schutzgruppe).

knüpft. Dieses ist meist unlöslich, so daû das Reaktions-
gleichgewicht auf der Seite des Peptids liegt. Durch Ab-
spaltung der Schutzgruppe mit chemischen oder biologischen
Verfahren erhält man APM.

Bei anderen Peptidkupplungen werden Serin- oder Cy-
steinproteasen eingesetzt, die bei der Hydrolyse von Peptid-
bindungen Acyl/Enzym-Zwischenprodukte bilden. Hierfür
wurde die Serinprotease der Hefe, Carboxypeptidase Y, ein-
gehend untersucht.[26] Zur Herstellung von APM acyliert man
zunächst das Enzym mit einer geschützten Asparaginsäure,
normalerweise dem a-Methylester. Aus diesem acylierten
Enzym und einem mit Wasser konkurrierenden Nucleophil,
z. B. l-Phenylalaninmethylester (PM), entsteht APM. Ob-
wohl der Umsatz bei dieser Art der Peptidbildung im
allgemeinen gering ist, wurde das Verfahren für die indu-
strielle APM-Synthese mit der Endopeptidase des Staphylo-
coccus-aureus-Stamms V8 erprobt.[27]

In den vergangenen 20 Jahren wurde die Umkehrung der
Proteasewirkung durch kinetisch oder thermodynamisch
kontrollierte Reaktionen in vielen Varianten beschrieben
und in zahlreichen Übersichten zusammengefaût.[28] Die
meisten Veränderungen bei thermodynamisch kontrollierten
Verfahren betrafen die Schutzgruppe P, das Enzym und die
Reaktionsbedingungen. Einige bei enzymatischen APM-Syn-
thesen häufiger verwendete Schutzgruppen sind in Tabelle 1

zusammengefaût. Von diesen Schutzgruppen wurde die Z-
Gruppe am häufigsten eingesetzt. Werden 2 ¾quiv. Phenyl-
alaninmethylester mit 1 ¾quiv. Z-Asp umgesetzt, so fällt das
Produkt Z-APM ´ PM aus und verschiebt das Gleichgewicht
bis zu einer Umsetzung von >95 %.[35] Hierauf beruht der
industrielle TOSOH-Prozeû, der bei Holland Sweetener mit
Thermolysin (siehe unten) durchgeführt wird.[24] Eine wich-
tige Veränderung war die Verwendung von racemischem PM
anstelle des l-Isomers. Da das Enzym die Peptidbindung nur
mit dem l-PM-Isomer knüpft, bildet das nicht umgesetzte d-

PM-Isomer das Salz und kann nach dem Ansäuern chemisch
racemisiert und erneut eingesetzt werden. Eine weitere
Verbesserung besteht darin, die Inaktivierung des Enzyms
zu verringern, indem man ein mit Wasser nicht mischbares
Lösungsmittel wie Toluol oder Isobutylmethylketon zugibt,
sobald das Z-APM ´ d-PM-Salz auszufallen beginnt. Auf diese
Weise läût sich eine kontinuierliche Prozeûführung errei-
chen.[38]

Bei dieser Biosynthese wird am häufigsten die Metallo-
protease Thermolysin (EC 3.4.24.27) aus Bacillus thermopro-
teolyticus eingesetzt. Dieses Enzym ist unter dem Handels-
namen Thermoase bei Daiwa Kasei (Osaka, Japan) erhält-
lich.[23] Wie der Name andeutet, widersteht das Enzym über
längere Zeit hohen Temperaturen sowie einer Reihe von
organischen Lösungsmitteln; es eignet sich daher ausgezeich-
net für die industrielle Anwendung. Auûerdem wurden unter
Verwendung von Thermolysin immobilisierte Enzyme[32, 39±41]

und Membranprozesse[42, 43] entwickelt. Auch eine stabilisier-
te, als CLEC (crosslinked enzyme crystal: vernetzter Enzym-
kristall), bezeichnete Form des Enzyms kann Z-Asp und PM
miteinander verknüpfen.[44] P-APM-Vorstufen wurden auch
mit den Enzymen Papain,[33] Pepsin,[43, 45] Elastase aus Pseu-
domonas aeruginosa[46] und Aminopeptidase A[47] syntheti-
siert. Durch ortsspezifische Mutagenese des Gens, das eine
neutrale Protease aus Bacillus proteolyticus kodiert, wurde
bei der Verknüpfung von Z-Asp und PM ein besseres
Ergebnis erzielt als mit Thermolysin.[48]

Um das Gleichgewicht der Reaktion zu verschieben,
wurden viele mit Wasser mischbare und nicht mischbare
Lösungsmittelsysteme untersucht.[49] Bei einer von Homand-
berg et al. beschriebenen Methode wird der Wassergehalt
durch organische Cosolventien wie Glycerin und andere
Glycole reduziert und so die Synthese begünstigt.[50] Auch
Lösungsmittel wie Acetonitril,[51] Essigsäureethylester,[32, 52]

tert-Amylalkohol,[40] Triethylphosphat[53] und andere wurden
erprobt.[54] Ein Lösungsmittelgemisch aus Essigsäureethyl-
ester und tert-Amylalkohol hat sich mit Ausbeuten von 99 %
ebenfalls als effizient erwiesen.[41]

2.2.2. Der ¹Phenylalanin-freie Wegª[55]

Zu Beginn der Verfahrensentwicklung für APM-Synthesen
waren die hohen Kosten und die mangelnde Verfügbarkeit
von l-Phenylalanin für Chemiker und Biochemiker ein
Hauptproblem, für das es zwei Lösungsmöglichkeiten gab:
Man könnte l-Phenylalanin entweder als Ausgangsverbin-
dung synthetisieren und anschlieûend zum Süûstoff 1 um-
setzen, oder man könnte man die l-Phenylalanin-Seitenkette
aus preiswerten Edukten aufbauen. So entwickelten Mitar-
beiter der Firma W. R. Grace einen ¹Phenylalanin-freien
Wegª zu APM, bei dem l-erythro-Phenylserinmethylester 16
aus Glycinmethylester und Benzaldehyd mit dem Enzym
Serinhydroxymethyltransferase (SHMT) hergestellt wird
(Schema 4).[56] Das Enzym reagiert zwar in bezug auf das a-
Kohlenstoffatom hochstereospezifisch unter Bildung des S-
Isomers, in bezug auf das b-Kohlenstoffatom ist die Stereo-
selektivität aber geringer, so daû auch l-threo-Phenylserin
entsteht. Unter kontrollierten Reaktionsbedingungen wird
jedoch das kinetisch begünstigte Produkt l-erythro-Phenyl-

Tabelle 1. Schutzgruppen bei der Synthese von APM-Vorstufen durch
umgekehrte Proteolyse.

Schutzgruppe Abkürzung Lit.

Acetoacetyl AcAc [25]
Acetyl Ac [29]
Benzoyl Bz [30]
Benzyloxycarbonyl Z [23, 24, 31, 32]
tert-Butoxycarbonyl Boc [33]
Formyl F [34]
Isovaleryl Iv [25]
(p-Methoxybenzyl)oxycarbonyl Moz [33, 35]
Phenylacetyl PhAc [36, 37]
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serin gebildet. Anschlieûend wird der Methylester 16 enzy-
matisch mit Z-Asparaginsäure 4 zum Addukt 17 verknüpft.
Durch katalytische Hydrierung werden die Z-Schutzgruppe
und die Hydroxygruppe unter Bildung von APM 1 abge-
spalten.

2.2.3. Andere biokatalytische Reaktionen

Enzymatische Veresterung

Davino gelang die enzymatische Veresterung des Dipeptids
Asparagylphenylalanin (AP) 18 und seiner N-geschützten

Derivate mit dem Enzym Subtilisin
Carlsberg bei hohen Methanolkon-
zentrationen (60 %) und längeren
Reaktionszeiten.[57] Wegen der nie-
drigen AP-Konzentrationen wäre die
Durchsatzmenge bei einer Reaktion
dieser Art sehr gering, und das Ver-
fahren würde sich für die industrielle
Praxis wahrscheinlich nicht eignen.

Choi und seine Mitarbeiter erprobten ein Veresterungsver-
fahren mit Proteasen;[58] die besten Ergebnisse (ca. 40 %
Ausbeute) erzielten sie mit a-Chymotrypsin in 25proz.
wäûrigem Methanol.

Enzymatisches Entschützen

Wie Tabelle 1 zu entnehmen ist, wurde bei der enzymati-
schen Synthese von APM eine Reihe von Schutzgruppen
eingesetzt, von denen einige auch bei chemischen Synthesen
von 1 verwendet wurden. Die Z-Gruppe wird durch kataly-
tische Hydrierung entfernt; ein sehr effizientes Verfahren, das
nicht zur Zersetzung des entstandenen Dipeptids führt.
Andere Schutzgruppen lassen sich dagegen nicht so leicht
wieder abspalten; die erforderlichen Reaktionsbedingungen
sind teilweise recht drastisch, so daû die Stabilität des
Produkts zum Hauptproblem werden kann. Die Abspaltung
der Schutzgruppen durch Enzyme oder Mikroorganismen
kann daher in solchen Fällen erhebliche Vorteile bieten. N-
Phenylacetyl-geschützte Peptide können mit dem Enzym
Penicillinacylase (EC 3.5.1.11) entschützt werden.[59] Fuganti

und Grasselli beschrieben die enzymatische Ab-
spaltung dieser Schutzgruppe von der APM-
Vorstufe PhAc-APM.[36] Später veröffentlichten
Stoineva et al. ein Verfahren, um p-substituierte
Phenylacetylderivate von APM mit dieser Acy-
lase zu entschützen.[37] Aus Phthalimido-APM
läût sich die Phthalylschutzgruppe mit einem
Enzym aus Xanthobacter agilis abspalten, wie
Zmijewski und seine Mitarbeiter bei Lilly zeigen
konnten.[60]

Poly(asparagylphenylalanin)

Mit der Entwicklung der DNA-Rekombina-
tionstechnik wurde über synthetische Gene be-
richtet, die in Bakterien exprimiert und für den
Aufbau eines Polymers aus Asparaginsäure und
Phenylalanin verwendet wurden. Dieses Polymer

kann anschlieûend enzymatisch zum Dipeptid a-l-Asparagyl-
l-phenylalanin 18 gespalten und danach enzymatisch zu APM
verestert werden. Die erste Veröffentlichung stammt von
Mitarbeitern bei Searle Research in High Wycombe und
beschreibt Klone, deren Gene etwa 150 Wiederholungen der
Asparagylphenylalanin-Einheit kodieren.[61] Mit Trypsin ge-
lang die Spaltung eines aus Asparagylphenylalanyllysin-Ein-
heiten zusammengesetzten Polymers. Das erhaltene Tripeptid
Asp-Phe-Lys liefert beim Behandeln mit Carboxypeptidase B
das Dipeptid 18,[58] aus dem durch enzymatische Veresterung
wie oben beschrieben APM entsteht. Ein Gen, das 167
Aminosäuren des N-Terminus von Prochymosin und danach
(Asp-Phe)61 kodiert, wurde in ein Plasmid eingeführt und in
E. coli exprimiert;[62] die Menge der gebildeten Einschluû-
körper aus Poly(Asp-Phe) betrug etwa 11.2 % des gesamten
zellulären Proteins. Diese interessante Methode ist wegen der
geringen Expressionseffizienz und der notwendigen enzyma-
tischen Spaltungs- und Veresterungsschritte aber nur begrenzt
anwendbar.

Aminierung von Fumarylphenylalaninmethylester

Da sich Fumarylphenylalaninmethylester 19 chemisch ein-
fach aus Maleinsäureanhydrid und Phenylalanin synthetisie-
ren läût, wurde die Möglichkeit erwogen, 19 durch Aminie-
rung mit einem Ammoniak-Lyase-Enzym in APM 1 umzu-
wandeln (Schema 5). Wegen der strengen Substratspezifität

Schema 5. Aminierung von 19 zu Aspartam 1.

der bekannten Ammoniak-Lyasen bestimmte man die En-
zymaktivität in Screeningversuchen.[63] Das Verfahren erlang-
te allerdings keine kommerzielle Bedeutung, da die Aus-
beuten äuûerst gering sind.

Schema 4. Sequenz aus zwei enzymatischen Reaktionsschritten und einer chemischen
Hydrierung zur Synthese von Aspartam 1 ohne Verwendung von Phenylalanin.
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Direkte Kupplung

Bei einer idealen enzymatischen Kupplung würde ein
Enzym l-Asparaginsäure und Phenylalaninmethylester mit-
einander verknüpfen. Dadurch würden die Einführung und
spätere Abspaltung von teuren Schutzgruppen ebenso ent-
fallen wie die vorangehende chemische Synthese der APM-
Vorstufe. Allerdings müûte das Enzympräparat frei von
Esteraseaktivität sein, da eines der Substrate eine Methoxy-
carbonylgruppe enthält. Paul und seine Mitarbeiter bei
BioEurope (Toulouse, Frankreich) isolierten ein Enzym aus
Micrococcus caseolyticus, mit dem diese Verknüpfung ge-
lingt.[64] Ausgehend von 0.2m l-Asparaginsäure und 0.5m
Phenylalaninmethylester wurden maximal 35 mm APM er-
halten. Später gelang einer anderen Arbeitsgruppe um Paul
bei BioEurope die Reinigung und Charakterisierung der
Aminopeptidase A (EC 3.4.11.7) aus demselben Bakterien-
stamm, der jetzt Staphylococcus chromogenes heiût.[47] Die
Geschwindigkeit der APM-Synthese mit dem gereinigten
Enzym betrug anfangs 0.23 mmhÿ1. Sie muû zweifellos
wesentlich erhöht werden, bevor das Enzym für die groû-
technische Synthese von APM eingesetzt werden kann.

Fermentierung

Zwei japanische Firmen erprobten Fermentierungsverfahren,
mit denen APM direkt aus l-Asp und PM in einer Nährlösung
mit Mikroorganismen hergestellt wird. Bei der Variante der
Ajinomoto Company wird eine Lösung von l-Asp und PM
mit einem ausgewählten Bakterienstamm versetzt; nach 16 ±
24 h liegen die Ausbeuten dieser Umsetzungen zwischen 73
und 576 mg dLÿ1.[65] Die Toya Soda Manufacturing Company
hat ein Patent für einen Fermentierungsprozeû, der eine Reihe
von Bakterien- und Hefestämmen beansprucht, mit deren
Hilfe sich APM synthetisieren läût.[66] Bei einer typischen
Umsetzung wurden 1.0m l-Asp mit 1.0m PM unter Schütteln
in phosphatgepufferter Lösung mit dem Mycel eines speziel-
len Pilzstamms aus einer 500-mL-Kultur inkubiert. Nach 16 h
bei 37 8C wurden 100 mg (1.4 %) APM erhalten.

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Fermentierungs-
verfahren zur Synthese von APM sind wissenschaftlich äu-
ûerst interessant, sie haben aber wegen der viel zu geringen
Ausbeuten kommerziell so gut wie keine Bedeutung. Die
Reaktionsausbeuten müûten erheblich gesteigert werden,
bevor ein rentables Verfahren verwirklicht werden kann.

2.3. Zusammenfassung

Die biochemische Produktion von APM ist nach wie vor ein
Gebiet, auf dem intensiv geforscht wird. Die Holland
Sweetener Company arbeitet bereits mit einem Verfahren,
das diese Technologie nutzt. Die ständigen Fortschritte in der
Biotechnologie lassen erwarten, daû in Zukunft weitere
¹grüneª Herstellungsprozesse für 1 entwickelt werden.

3. Saccharin

Saccharin (1,2-Benzisothiazol-3(2H)-on-1,1-dioxid, 2-Sul-
fobenzoesäureimid) 2 ist zur Zeit der weltweit meistverwen-

dete nichtnutritive Süûstoff.[67] Die Verbindung wurde 1879
zufällig von Remsen und Fahlberg an der Johns Hopkins
University in Baltimore entdeckt und ist seit 1885 im
Handel.[68] Saccharin ist etwa 300mal süûer als Saccharose
und dadurch im Verhältnis Kosten/Süûkraft sogar günstiger
als Zucker. Aus diesem Grund ist es in den Ländern der
Dritten Welt weit verbreitet. Auch während der Weltkriege,
als Zucker knapp war, kam ihm erhebliche Bedeutung zu.[67]

Dank seiner chemischen Stabilität und seines geringen Preises
findet dieser Süûstoff zahlreiche Anwendungen, z.B. in
Zahncreme, Mundwasser und Medikamenten sowie in Nah-
rungsmitteln und Getränken. Allerdings hat Saccharin keinen
¹reinª süûen Geschmack, einige Verbraucher bemerken
einen bitteren oder metallischen Beigeschmack. Da die
Stammverbindung 2 in Wasser nur schlecht löslich ist, wird
der Süûstoff gewöhnlich als Natrium- oder Calciumsalz
eingesetzt. Die toxikologische Unbedenklichkeit von Saccha-
rin wurde aufgrund von Berichten über das Auftreten von
Blasenkrebs bei Ratten in Frage gestellt. Die Deutung der
experimentellen Befunde ist allerdings noch immer umstrit-
ten.[67] Saccharin wird vom menschlichen Organismus bei
geringer Absorption unverändert ausgeschieden.[69]

Für die chemische Synthese von Saccharin 2 gibt es zwei
Hauptmethoden, nämlich die Oxidation von o-Toluolsulfon-
amid 20 und den Austausch der Aminogruppe in Anthranil-
säure gegen eine schwefelhaltige Gruppe.[70] Bei der Umset-
zung von Toluol mit Chlorsulfonsäure entstehen o- und p-
Toluolsulfonylchlorid, die anschlieûend mit Ammoniak in die
Sulfonamide überführt werden (Schema 6). Das überwiegend

Schema 6. Synthese von Saccharin 2 aus Toluol.

gebildete ortho-Isomer kann auf dieser oder einer späteren
Stufe abgetrennt werden.[71, 72] o-Toluolsulfonamid 20 läût sich
unter anderem mit Kaliumpermanganat,[71] Kaliumchro-
mat,[73] Chromsäure,[74] elektrochemisch,[75] mit Luft[76] oder
Sauerstoff[77] zur entsprechenden Carbonsäure oxidieren.
Anschlieûend wird das ortho-Isomer zum Süûstoff 2 dehy-
dratisiert.[73, 78]

Die andere Reaktionssequenz (Schema 7), eine Variante
des Maumee-Prozesses, geht von Anthranilsäure aus. Das
durch Diazotierung des Anthranilsäuremethylesters 21 erhal-
tene Diazoniumsalz wird mit Schwefeldioxid und Chlor zum
Sulfonylchlorid umgesetzt. Dieses reagiert mit Ammoniak zu
Saccharin 2.[79] Modifikationen des Verfahrens sollen die
Ausbeute und den Reinheitsgrad des Produkts verbes-
sern.[78] (Beim ursprünglichen Maumee-Prozeû wurde das
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Schema 7. Synthese von Saccharin 2 aus Anthranilsäuremethylester 21.

intermediäre Diazoniumsalz mit Natriumdisulfid und an-
schlieûend mit Chlor umgesetzt.[67, 80])

4. Acesulfam-K

Die Entdeckung der Oxathiazinondioxide 22 durch Clauû
und Jensen im Jahr 1970[82] führte bei Hoechst zur Entwick-

lung des Zuckeraustauschstoffs
Acesulfam-K (Ace-K) 3.[81] Oxathia-
zinondioxide 22, deren Substituen-
ten R1 und R2 Wasserstoff oder
kleine Alkylreste sind, schmecken
süû. Unter den bisher entdeckten
Derivaten hat 23 (R1�Et, R2�Me)
zwar die gröûte Süûkraft, zum Han-
delsprodukt wurde aber Ace-K 3

entwickelt, weil es einen reineren süûen Geschmack hat als
die anderen Oxathiazinondioxide; es ist annähernd 120mal süûer
als Saccharose. Im Gegensatz zu den meisten synthetischen
Süûstoffen ist Acesulfam-K sehr gut in Wasser löslich.[83]

Wichtiger für die praktische Anwendung in Lebensmittelzu-
bereitungen sind seine Hydrolysestabilität ± sogar in stark
sauren Getränken ± und seine toxikologische Unbedenklich-
keit.[84, 85] Bei der Metabolisierung entsteht durch Ringspal-
tung Acetoacetamid-N-sulfonsäure, deren weiterer Abbau zu
physiologisch unbedenklichen Verbindungen führt.[86]

4.1. Chemische Syntheseverfahren

Die ersten Synthesen von Ace-K gehen von Chlor- oder
Fluorsulfonylisocyanat 24 aus. Das Verfahren eignet sich zwar
zur Herstellung zahlreicher Oxathiazinondioxid-Derivate,
doch gehen wir hier nur auf die Synthese von Ace-K 3 ein
(Schema 8). Clauû und Jensen veröffentlichten 1973 eine
detaillierte Übersicht über die Synthesen von Oxathiazinon-
dioxiden.[84] Bei der Umsetzung von Chlor- oder Fluorsulfo-
nylisocyanat 24 mit Propin,[82] Aceton,[81, 87, 88] Acetessigsäure
25 a,[89] tert-Butylacetoacetat 25 b[90] oder Acetylaceton 25 c[87]

entstehen die N-(Halogensulfonyl)acetoacetamide 26, die
sich mit Kaliumhydroxid in Methanol zu Ace-K 3 cyclisieren
lassen. Die Salze von N-(Fluorsulfonyl)acetoacetamid 26 a
entstehen auch durch Umsetzung von Diketen 28 mit
Amidosulfonsäurefluorid 27 (dem Produkt der partiellen
Hydrolyse von Fluorsulfonylisocyanat) in Gegenwart organi-
scher Stickstoffbasen[91] oder anorganischer Basen[92] (Sche-
ma 9). Unter heterogenen Reaktionsbedingungen wird be-

vorzugt Kaliumcarbonat verwendet, weil das gebildete N-
(Fluorsulfonyl)acetoacetamid-Salz kristallin anfällt.[92, 93] Die-
se beiden Verfahren liefern zwar hohe Ausbeuten an Ace-K 3,
ihre industrielle Anwendung wird aber durch die schwierige
Herstellung und Handhabung von Chlor- und Fluorsulfonyl-
isocyanat eingeschränkt.

Schema 8. Synthesen von Ace-K 3 aus Halogensulfonylisocyanaten 24
über Sulfonylacetylacetamide 26.

Schema 9. Synthese von Ace-K 3 aus Amidosulfonsäurefluorid 27.

Bei einem anderen Verfahren wird Acetoacetamid 29 mit
mindestens zwei ¾quivalenten Schwefeltrioxid umgesetzt
(Schema 10).[94] Dabei entsteht zunächst wahrscheinlich N-
Sulfonylacetoacetamid 30, das anschlieûend durch ein zweites

Schema 10. Synthese von Ace-K 3 aus Acetoacetamid 29 und Schwefel-
trioxid.

¾quivalent Schwefeltrioxid zum Oxathiazinondioxid 31 de-
hydratisiert wird. Durch Neutralisieren mit Kaliumhydroxid
erhält man schlieûlich Ace-K 3.[95] Auch bei der Reaktion von
Acetoacetamid 29 mit Sulfurylfluorid und Kaliumcarbonat
entsteht Ace-K 3 in hoher Ausbeute (Schema 11).[96] Einige
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Schema 11. Synthese von Ace-K 3 aus Acetoacetamid 29 und Sulfuryl-
fluorid.

andere Fluorsulfonylverbindungen, z. B. Chlorsulfonylfluorid,
Pyrosulfurylfluorid und Chlorpyrosulfurylfluorid, eignen sich
ebenfalls für diese Umsetzung, die besten Ausbeuten an Ace-
K 3 werden aber mit Sulfurylfluorid erzielt. Sie sind sogar
noch höher, wenn als Lösungsmittel wäûriges Aceton (1 ±
12 Massen-% Wasser) verwendet wird.

5. Cyclamate

Cyclamate sind Salze der Cyclohexylsulfamidsäure (Cyclo-
hexylaminosulfonsäure). Natriumcyclamat 32 (oft auch nur
als Cyclamat bezeichnet) findet Verwendung als energiefreier
Zuckeraustauschstoff, das Calciumsalz wird bei Natrium-
armen Diäten eingesetzt. Cyclamate sind unter anderem in
Kanada erhältlich. Der süûe Geschmack wurde 1937 von
Michael Sveda, einem Studenten an der University of Illinois,
durch Zufall entdeckt.[73, 97] Das Patent wurde 1942 auf
Du Pont angemeldet und später Eigentum der Abbott Labo-
ratories in Illinois. Abbott beantragte 1950 die Zulassung
NDA (New Drug Application). Natriumcyclamat wurde 1958
von der amerikanischen Gesundheitsbehörde als gesundheit-
lich unbedenklicher (GRAS�Generally Regarded As Safe)
Süûstoff eingestuft. 1966 wurden jedoch Berichte veröffent-
licht, nach denen Natriumcyclamat im Darmtrakt zu Cyclo-
hexylamin metabolisiert werden kann, das nachweislich
Chromosomenschäden bei Tieren hervorruft und im Gemisch
mit Saccharin (10:1) bei Ratten Tumore auslöst.[98] Schlieûlich
verbot die amerikanische Gesundheitsbehörde 1970 die
Verwendung von Cyclamaten. Abbott Laboratories führte
weitere Unbedenklichkeitsstudien durch und reichte zwei
Petitionen ein, die aber abgewiesen wurden. Cyclamate
dürfen in den USA nicht mehr verwendet werden.

Natriumcyclamat ist 30mal süûer als Saccharose, hat
allerdings einen bitteren Nachgeschmack. Bei Mischungen
mit Saccharin tritt eine synergistische Süûkraftverstärkung
auf. Es ist in Wasser löslich und über einen breiten pH- und
Temperaturbereich stabil. Für die einfache Verbindung 32
sind viele chemische Synthesen beschrieben; alle Verfahren
nutzen die Sulfonierung von Cyclohexylamin (Schema 12) ±

Schema 12. Synthese von Natriumcyclamat 32.

entweder mit Sulfaminsäure oder einem ihrer Salze oder mit
Schwefeltrioxid.[99] Angesichts des Marktverbots in den USA
und der einfachen Struktur des Moleküls wird in diesen
Süûstoff nur wenig Forschungsarbeit investiert.

6. Sucralose

Sucralose (4,1',6'-Trichlor-4,1',6'-tridesoxygalactosaccharo-
se, TGS) 33 ist ein Trichlordisaccharid, das zur Zeit in Kanada
und Australien als nichtnutritiver Süûstoff verwendet wird;
die Zulassung für den US-amerikanischen Markt steht noch
aus. Die Verbindung wurde bei der systematischen Synthese
von Saccharosederivaten entdeckt. Man hatte herausgefun-
den, daû sich durch Substitution bestimmter Hydroxygruppen
gegen ein Halogenatom die Süûkraft drastisch erhöht.[100] Bei
der Firma Tate and Lyle entschied man sich für die Weiter-
entwicklung von Sucralose.[101, 102] In den USA ist es für
McNeil Speciality (eine Tochterfirma von Johnson & John-
son) lizensiert. Sucralose ist 450 ± 650mal süûer als Saccha-
rose. Es hat einen angenehm süûen Geschmack und gleicht
sowohl hinsichtlich seiner Geschmacksqualität als auch seines
Zeit/Intensitätsprofils sehr stark der Saccharose. Die syn-
ergistische Wirkung mit anderen nutritiven[103] und nicht-
nutritiven Süûstoffen[104] ist mäûig. Die Verbindung ist in
Wasser sehr gut löslich und über einen breiten pH- und
Temperaturbereich stabil. Wird Sucralose aber bei höheren
Temperaturen gelagert, so kann es zu Entfärbungen und zur
Freisetzung von HCl kommen.[105]

6.1. Chemische Synthesen

Die Synthese von TGS 33 erfordert eine Reihe von
Reaktionsschritten zur selektiven Einführung und Abspal-
tung von Schutzgruppen, so daû die 4-Hydroxygruppe unter
Konfigurationsumkehr gegen ein Chloratom ausgetauscht
werden kann (Schema 13).[102, 106] Auûerdem muû zwischen
den primären Hydroxygruppen der beiden Zuckerbausteine
differenziert werden. Zunächst werden die beiden primären
Hydroxygruppen mit der voluminösen Tritylgruppe geschützt
und danach die sekundären Hydroxygruppen mit Acetanhy-
drid oder Acetylchlorid verestert.[107] Durch Abspalten der
Trityl-Schutzgruppen erhält man 34, das in Isobutylmethylke-
ton und Essigsäure unter Rückfluû auf 125 8C erhitzt wird.
Unter diesen Bedingungen wandert die Acetylgruppe in der
Glucoseeinheit von der C4-Position zur primären Hydroxy-
gruppe. Mit diesem Schlüsselschritt der Synthese gelingt es,
gleichzeitig die primäre Hydroxygruppe des Glucosebau-
steins für die nachfolgende Chlorierung zu schützen und die
sekundäre OH-Gruppe an C4 selektiv zu entschützen. Durch
Umsetzen mit Sulfurylchlorid werden die freien Hydroxy-
gruppen substituiert, und aus dem entstandenen Trichlordi-
saccharid 35 erhält man nach Abspalten der Schutzgruppen
Sucralose.[108] Wegen der Konfigurationsinversion an C4 der
Glucoseeinheit ist das gebildete Produkt eine Trichlorgalac-
tosylfructose. Die Chlorierung wurde auch mit anderen
Reagentien wie Phosgen oder Thionylchlorid in Gegenwart
von Triphenylphosphanoxid oder -sulfid durchgeführt.[109] Die
Möglichkeit, Sucralose aus Saccharose-6-estern herzustellen,
führte zu einer Reihe von chemischen und enzymatischen
Synthesen für diese Verbindungen.[110] Die chemischen Me-
thoden beruhen auf der regioselektiven Spaltung eines 4,6-
Orthoesters.[111]
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6.2. Enzymatische Verfahren

Die chemische Synthese von Kohlenhydratderivaten ist im
allgemeinen weitaus schwieriger als Reaktionen von Amino-
oder Nucleinsäuren, weil eine Synthesemethode fehlt, bei der
die stereochemische und regioselektive Kontrolle gewährlei-
stet ist.[112] Mit der Verwendung von Enzymen und Mikroben
zur selektiven Funktionalisierung komplexer Moleküle lassen
sich organische Synthesen erweitern, wie das wachsende
Forschungsgebiet der Biokatalyse dokumentiert.[113] Eine
solche regio- und stereochemische Kontrolle ist bei der
Synthese des synthetischen Süûstoffs Sucralose 33 erforder-
lich.

6.2.1. Trisaccharidspaltung

Bei diesem Verfahren entsteht aus dem Trisaccharid Raffi-
nose (6-O-a-d-Galactopyranosylsaccharose) durch chemische
Chlorierung mit Thionylchlorid in Gegenwart von Triphenyl-
phosphan und Triphenylphosphanoxid zunächst Tetrachlor-
raffinose 36 (TCR, O-a-d-6-Chlor-6-desoxygalactopyranosyl-
(1!6)-a-d-4-chlor-4-desoxygalactopyranosyl-(1!2)-b-d-1,-
6-dichlor-1,6-didesoxyfructofuranosid) (Schema 14). TCR
wird als Heptaacetat isoliert, aus dem nach Hydrolyse der
Estergruppen die 6-Chlor-6-desoxygalactosyleinheit enzyma-
tisch mit einer a-Galactosidase aus der 6-Position unter
Bildung von TGS 33 abgespalten wird.[114, 115] Die hierfür
verwendete a-Galactosidase (EC 3.2.1.22) wird auch bei der
industriellen Verarbeitung von Zuckerrüben eingesetzt, wo
sie die Zuckerproduktion durch Hydrolyse der Raffinose in
Zuckerrübenmelasse unterstützt.[116] Dieses käufliche Enzym
stammt aus dem Pilzstamm Mortierella vinacea var. raffino-
seutilizer (ATCC 20 034), aber auch andere Pilzstämme mit
dieser Aktivität, darunter Circinella muscae, Absidia griseola
und Aspergillus niger, konnten isoliert werden.[114] Die Aus-
beuten für die Umwandlung von TCR 36 in TGS 33 betragen
± abhängig von den Reaktionsbedingungen ± 60 ± 70 %.

Schema 14. Abspaltung von 6-Chlor-6-desoxygalactose durch enzymati-
sche Hydrolyse mit einer a-Galactosidase.

6.2.2. Bioorganische Synthese[117]

Auch ein anderes Herstellungsverfahren für TGS nutzt die
Kombination chemischer und biokatalytischer Umwandlun-
gen.[118] Glucose wird von Bacillus megaterium in Glucose-6-
acetat 37 mit einer maximalen Konzentration von 15 g Lÿ1

umgewandelt (Schema 15). Eine aus Bacillus subtilis gewon-

Schema 15. Synthese von TGS 33 aus Glucose durch eine Kombination
chemischer und biochemischer Umsetzungen.

Schema 13. Synthese von TGS 33 aus Saccharose. Die 4-Hydroxygruppe wird durch chemische Umwandlungen selektiv entschützt. DMAP� 4-
Dimethylaminopyridin, Tr�Triphenylmethyl (Trityl).
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nene spezifische b-Fructosyltransferase (E. C. 2.4.1.161) bil-
det aus Saccharose als Fructosyldonor und 37 als Acceptor
Saccharose-6-acetat 38 in Konzentrationen von maximal
120 g Lÿ1, was einer Ausbeute von 58 % entspricht. Die
nachfolgende chemische Chlorierung und Acetylierung liefert
in 39 % Ausbeute 4,1',6'-Trichlor-4,1',6'-tridesoxygalactosac-
charosepentaacetat 35, aus dem man durch chemische Ester-
verseifung TGS 33 in 90 % Ausbeute erhält. Diese Syn-
thesesequenz für TGS aus zwei biokatalytischen und zwei
chemischen Reaktionsschritten zeigt, wie sich beide Ansätze
erfolgreich zu einem Herstellungsprozeû verbinden lassen.[119]

6.2.3. Regioselektive Acylierung:

Wie Klibanov diskutierte, sind regioselektive Reaktionen
von Kohlenhydraten wegen der zahlreichen Hydroxygruppen
chemisch besonders schwierig.[120] Die Katalyse derartiger
Umsetzungen durch Enzyme in organischen Lösungsmitteln
ist gut untersucht und für den Synthesechemiker eine Alter-
native zu den komplizierten chemischen Reaktionen.[121]

Dordick et al. haben die enzymatische Herstellung der
TGS-Vorstufe 39 aus Saccharose beschrieben (Sche-
ma 16).[122] Dabei wurden die Hydroxygruppen an C4' und

Schema 16. Regioselektive Acetylierung von Saccharose mit Isoprope-
nylacetat zu 6,4'-Di-O-acetylsaccharose 39.

C6 von Saccharose mit Isopropenylacetat und Lipase P
(Pseudomonas sp.) der Firma Amano acetyliert. Die Chlorie-
rung des Zwischenprodukts 39 liefert TGS 33.

6.2.4. Regioselektive Desacylierung:

Palmer und Terradas sowie Bornemann et al. synthetisier-
ten nach dieser Methode Vorstufen von TGS.[123] Wie Ta-
belle 2 zu entnehmen ist, desacylieren ausgewählte Enzyme
Saccharoseoctaacetat 40 unter spezifischen Reaktionsbedin-

gungen (organisches Lösungsmittel, pH-Wert) regioselektiv
zu potentiellen Zwischenprodukten der TGS-Herstellung.
Dazu gehören 2,3,4,6,1',3',6'-Heptaacetylsaccharose, 2,3,4,3',4'-
Pentaacetylsaccharose und 2,3,6,3',4'-Pentaacetylsaccharose.

7. Alitam

Alitam 41, ein Süûstoff mit Nährwert, der sich von einem
Dipeptid ableitet, wurde 1983 bei Pfizer im Rahmen gezielter
Forschungen entdeckt.[124±126] Es wird derzeit in Australien,
China und Mexiko verwendet, die Zulassung in den USA ist
beantragt. Alitam ist 2000mal süûer als Saccharose und ist
angenehm süû ohne Nachgeschmack. Sein Zeit/Intensitäts-
Profil gleicht dem von Aspartam, Alitam ist aber stabiler. Bei
pH 2 ± 4 ist seine Lebensdauer doppelt so hoch wie die von
Aspartam. Alitam entwickelt in alkoholfreien Getränken
gelegentlich einen Beigeschmack, der sich durch Zugabe von
EDTA minimieren oder sogar ganz vermeiden läût.[127] Im
Gemisch mit Saccharin tritt Geschmackssynergismus auf.

Alitam ist aus den Aminosäuren l-Asparaginsäure und d-
Alanin und einer Tetramethylthietaneinheit aufgebaut. Bei
der Synthese werden diese drei Bausteine durch konventio-
nelle Techniken der Peptidkupplung miteinander ver-
knüpft;[125] dabei ist die Reihenfolge der Verknüpfung nicht
entscheidend. Das Aminothietan 42 wird aus Diisopropylke-
ton hergestellt (Schema 17): Durch Bromierung mit Phos-

Schema 17. Synthese von Alitam 41.

phortribromid wird 2,4-Dibrom-2,4-dimethylpentan-3-on ge-
bildet, das beim Behandeln mit Schwefelwasserstoff in
Gegenwart von Natriummethoxid zu 2,2,4,4-Tetramethyl-3-
oxothietan cyclisiert. Die reduktive Aminierung des Ketons
mit Ammoniumacetat und Natriumcyanoborhydrid oder

Tabelle 2. Regioselektivität der Desacetylierung von 40 mit ausgewählten
Enzymen.[123]

Enzym Firma Quelle Positionen

Lipasen
AY 30 Amano Candida cylindracea 4', 1'
PPL Sigma Schweinepankreas 4'
AP12 Amano Aspergillus niger 4, 6
SP-435 Novo Candida antarctica 6', 1'
Proteasen
Alcalase Novo Bacillus licheniformis 1', 6'
Proleather Amano Bacillus subtilis 1', 6'
Carbohydrasen
(a-Galactosidase) Amano Aspergillus niger 4
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durch Erhitzen mit Formamid und Ameisensäure (Leuckart-
Reduktion) liefert das Aminotetramethylthietan 42. Dieser
Baustein wird erst mit Boc-geschütztem d-Alanin und nach
Abspalten der Schutzgruppe mit der aktivierten Asparagyl-
einheit 43 verknüpft (Boc� tert-Butoxycarbonyl). Schema 18
zeigt die Aktivierung von l-Asparaginsäure als Thiocarbon-
säureanhydrid 43.[124, 125, 128]

Schema 18. Synthese des Thiocarbonsäureanhydrids 43 von l-Asparagin-
säure.

7.1. Enzymatische Verfahren

Alitam wird in den meisten Fällen mit chemischen Me-
thoden synthetisiert. Als Dipeptidamid bietet sich Alitam
aber auch für enzymatische Peptidkupplungen an. So ver-
wendeten Barbas und Wong das Enzym Papain zur Herstel-
lung einer Alitam-Vorstufe (Schema 19).[129] Im Anschluû an

Schema 19. Verknüpfung von Dibenzyl-Z-l-aspartat mit d-Alaninisopro-
pylester bei der Synthese von Alitam 41.

die Peptidkupplung werden die Z- und die Benzylschutz-
gruppe hydrogenolytisch abgespalten; der resultierende Di-
peptidester, l-Asp-d-Ala-(OiPr), kann danach chemisch mit
42 zu Alitam verknüpft werden.

8. Zusammenfassung und Ausblick

Zahlreiche Firmen und universitäre Arbeitsgruppen be-
schäftigen sich weiterhin mit der Suche nach neuen nicht-
nutritiven synthetischen Süûstoffen und ihrer Entwicklung.
Aus ökonomischen Gründen müssen die Verbindungen eine
äuûerst hohe Süûkraft (verglichen mit der von Saccharose) im
Verhältnis zur Masse haben. Viele dieser Süûstoffe sind für
die Verwendung in Handelsprodukten bisher nicht zugelas-
sen, und ihre kommerzielle Entwicklung steht noch aus. Bei
dieser potentiell neuen Generation von Süûstoffen findet sich
eine Reihe von Funktionalitäten; unter den Verbindungen
gibt es Dipeptidderivate wie 44 und 45,[130, 131] Guanidine[132]

und Harnstoffderivate.[133] Bevor einer dieser Süûstoffe der

neuen Generation für den Gebrauch zugelassen wird, muû
noch viel Arbeit geleistet werden. Dazu gehört auch die
Entwicklung praktikabler Produktionsverfahren, wenngleich
die Produktionsvolumina im Vergleich zu denen der oben
besprochenen Süûstoffe dank der deutlich gesteigerten Süû-
kraft erheblich kleiner sind. Wegen der kleineren Volumina
hat die Verbesserung von Produktionsverfahren für kleine
Mengen auch geringere kommerzielle Auswirkungen.

Für einen dieser Süûstoffe der nächsten Generation,
Neotam 44, wurde von Monsanto bei der amerikanischen
Gesundheitsbehörde die Zulassung beantragt. Diese Verbin-
dung schmeckt etwa 8000mal süûer als Saccharose und hat
einen reinen Süûgeschmack. Sie kann durch reduktive
Alkylierung von Aspartam 1 hergestellt werden.[131] Dieser
neue Süûstoff ist anscheinend auch unter verschiedenen
Bedingungen stabiler als 1. Wegen dieser verbesserten Eigen-
schaften sowie des Kostenvorteils ist Neotam 44 vielverspre-
chend als Süûstoff der nächsten Generation.
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