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Synthetische nichtnutritive SiiBstoffe

David J. Ager,* David P. Pantaleone, Scott A. Henderson, Alan R. Katritzky, Indra

Prakash und D. Eric Walters

f

Nichtnutritive Siistoffe (StiBstoffe oh-
ne Nihrwert) haben erhebliche kom-
merzielle Bedeutung und stehen be-
ziiglich des Verkaufsvolumens und des
Verkaufswerts zwischen den meisten
pharmazeutischen Produkten und den
Grundchemikalien. Die Synthese die-
ser Siistoffe kann daher einmalige

hier die groftechnischen Verfahren
vor, nach denen Siilstoffe derzeit in
Nordamerika und Europa produziert
werden. Die Eleganz einiger dieser
Synthesen liegt in der einfachen Me-
thode, die erkennen 1dBt, wieviel Ar-
beit in ihre Entdeckung und Entwick-
lung bis zur Produktionsreife investiert

alternative, vor allem biochemische
Herstellungsverfahren vorgestellt, da
sie die chemische Totalsynthese in
Zukunft ersetzen konnten.

Stichworter: Enzymkatalyse
nische Synthese - Siilstoffe

+ Orga-

\Aufgabenstellungen bieten. Wir stellen

wurde. Fiir einige Siiflstoffe werden

%

1. Einleitung

Energiefreie Siilstoffe haben einen bedeutenden Markt
erobert. Ihre Verwendung in groBem MalBstab war allerdings
mit einigen ungewohnlichen Schwierigkeiten im Hinblick auf
die chemischen und biologischen Eigenschaften verbunden.!]
Wir haben hier nur synthetische, fiir den Handel bestimmte
SiiBstoffe berticksichtigt, die alle umfangreichen biologischen
Tests unterzogen wurden.? Thre Marktzulassung erinnert insofern
an die Bedingungen bei frei verkiuflichen Medikamenten.
Obwohl es zahlreiche siif} schmeckende Verbindungen gibt, ist
iber ihren Wirkmechanismus relativ wenig bekannt. Wir
bezeichnen diese Sii3stoffe zwar als nichtnutritiv, d.h. ohne
Néhrwert, dennoch haben viele einen Kaloriengehalt, z.B.
Aspartam. Sie werden aber zum Siilen eines Nahrungsmittels
im allgemeinen in so geringen Mengen eingesetzt, daf3 sie keinen
nennenswerten Beitrag zum Ndhrwert der Nahrung leisten.

Eine Verbindung, die als guter Sii3stoff und fiir den
Menschen als geeignetes Lebensmittel angesehen wird, muf3
neben dem siiBen Geschmack eine Reihe weiterer Eigen-
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schaften haben. Zum einen sollte die Geschmacksempfindung
nicht durch einen Bei- oder Nachgeschmack gestort werden.
Zum anderen muf} die Verbindung gesundheitlich unbedenk-
lich und unter den Verwendungsbedingungen stabil sein.
Ferner sind okonomische Anforderungen zu erfiillen: Die
StBkraft, d.h. die Intensitéit des StiBgeschmacks, muf3 grofier
sein als die von Zucker, um die Herstellungskosten auszu-
gleichen. Wir werden im folgenden nur auf die Verfahren
eingehen, mit denen sich nichtnutritive SiiBstoffe in Grof3en-
ordnungen herstellen lassen, die sich in Nordamerika und
Europa in der Praxis bewidhrt haben. Gemessen an den
produzierten Mengen, besonders von Aspartam, liegt die
Bedeutung der Siuistoffe zwischen der von Fein- und Grund-
chemikalien. Im Laufe der Zeit wurden fiir diese grof3tech-
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. Dafiir gibt es zwei
Hauptgriinde:

1. Rezeptoren werden iiblicherweise unter Verwendung eines
Liganden mit hoher Affinitit (halbe Maximalbindung bei
Konzentrationen im Nanomolbereich oder darunter) iso-
liert, damit der Verlauf der Reinigung verfolgt werden
kann. Zucker 16sen erst bei Konzentrationen von ca. 0.1m
eine Geschmacksempfindung aus, die Erkennungsschwelle
fiir Aspartam 1, Saccharin 2 und Acesulfam-K 3 liegt bei
wenigen mM L', Bei diesen Konzentrationen ist es nahezu
unmoglich, zwischen Rezeptor-spezifischer Bindung und
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CO.H o] nichtspezifischer Bindung zu anderen Bestandteilen

H === Gewebes, aus dem der Rezeptor extrahiert werden soll, zu
N ~COMe S,NH 0 Y unterscheiden.

2. Geschmackszellen sind schwer zu isolieren. Diese spezia-
lisierten Epithelzellen sind in Geschmacksknospen einge-

/
H - N—S8O0
(o] ~ O, K + 2

1 2 3

des

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
zuriick. 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, da} der Sinneseindruck ,,sii3“ in vielen
Fillen von G-Protein-gebundenen Rezeptoren (GPCRs) ver-
mittelt wird. Diese Rezeptoren sind fiir die Erkennung von
vielen Neurotransmittern, Hormonen, Geruchsstoffen und
sogar von Photonen verantwortlich. GPCRs sind in die
Zellmembran eingebettete Proteine mit sieben a-Helixseg-
menten. Extrazellulire Liganden, die an den Rezeptor
binden, 16sen folgende Kaskade aus (Abb. 1): Durch Koor-
dination des Liganden an den Rezeptor dndert sich die

Rezeptor

Ca?*-Kanal

K'-Kanal offnen

schlieen

ﬁ * [§2+]

Second gespeichertes
|:> Messenge |:> Ca?+
gisetzen

Adenylatcyclase —= Synthese von cAMP

Gustducin

Phosphodiesterase — Abbau von cAMP oder cGMP

Phospholipase C —— Freisetzung von IPy +
Diacylglycerin

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

Konformation des Proteins, und der intrazelluldre Teil tritt
mit einem oder mehreren GTP-bindenden Proteinen (den G-
Proteinen) in Wechselwirkung. Die G-Proteine beeinflussen
ihrerseits die Aktivitdt eines Enzyms, das die Menge eines
»Second Messengers® erhoht oder verringert: So kann
Adenylat-Cyclase die Konzentration an cyclischem Adeno-
sinmonophosphat (cAMP) erhéhen, eine Phosphodiesterase
cyclische Nucleotide abbauen oder eine Phospholipase Phos-
phatidylinositol-Lipide in Diacylglycerin und Inositoltriphos-
phat (IP;) umwandeln. Diese Second Messengers (auch
intrazelluldre Mediatoren genannt) konnen die Calciumio-
nenkonzentration oder die Aktivitdt von Ionenkanélen ver-
andern, was zur Depolarisierung der Zelle fiithrt, so daf3 ein
Nervensignal an das Gehirn ausgesendet wird.

Margolskee et al. charakterisierten ein fiir die Geschmacks-
zellen spezifisches G-Protein, das sie wegen seiner Ahnlich-
keit mit Transducin, dem Protein von Retinal G, Gustducin
nannten.’! Gustducin kann eine Phosphodiesterase aktivie-
ren.! Die Autoren konnten auBerdem zeigen, daB Méuse mit
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inaktiviertem Gustducin-Gen auf siile und bittere Ge-
schmacksstoffe schwicher reagierten.’)' An Membranpriipa-
raten der Geschmackszellen von Ratten wurde auBlerdem
nachgewiesen, daf3 sich die Menge des Second Messengers
cAMP beim Behandeln mit Saccharose oder Saccharin
erhoht.[l Dagegen hatte Aspartam bei diesen Experimenten
keinen EinfluB auf die cAMP-Konzentration; dies steht im
Einklang damit, daf} Ratten Aspartam nicht schmecken konnen.

Die Sinneswahrnehmung ,,sii3* kann auch unter Beteili-
gung von IP; und Calciumionen als Second Messengers
iibermittelt werden. Vor kurzem wurde nachgewiesen, daf3
sowohl Saccharose als auch Siifistoffe zu hohen intrazellulé-
ren Calciumionenkonzentrationen fiihren.[”? Bei den SiiBstof-
fen werden iiber den Second Messenger IP; intrazelluldr
gespeicherte Calciumionen freigesetzt, wéhrend Saccharose
Ionenkanile an der Zelloberfliche o6ffnet, durch die extra-
zelluldre Calciumionen in die Zelle gelangen. Nach Ergeb-
nissen der Arbeitsgruppe von Kinnamon schlieBen Saccha-
rose, Siistoffe und cyclische Nucleoside einen Kalium-Kanal,
was zur Depolarisierung der Zelle fiihrt.®] Durch SchlieBen
von Kalium-Leckkanilen sollte sich das Membranpotential
der Zelle erhohen; ob dadurch direkt eine Depolarisierung
der Zelle hervorgerufen wird oder ob das erhohte positive
Potential spannungsabhingige Calciumkanéle steuert, ist
bisher nicht geklart.

Ein weiterer, bisher strittiger Punkt betrifft die Zucker.
Wirken sie direkt auf ein Rezeptorprotein oder einen
Ionenkanal? Manche Griinde sprechen dafiir, dal 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 10~°-10'2m anregen, losen Zucker erst bei
hohen Konzentrationen (ca. 0.1M) eine Geschmacksempfin-
dung aus. AuBerdem haben D- und L-Zucker bekanntlich
dhnliche Siikraft, und der Geschmack von L-Glucose gleicht
dem der p-Glucose. Dies 146t darauf schlieBen, daB3 Zucker
indirekt auf Rezeptoren oder Ionenkanile wirken, indem sie
die umgebenden Membranlipide beeinflussen.

Gibt es mehrere Rezeptoren fiir den siilen Geschmack?
Vieles spricht dafiir.’)! Zum einen fillt dem Chemiker sofort
die Vielfalt chemischer Verbindungen mit siiBem Geschmack
auf (darunter Zucker, Sulfamate, Heterocyclen, Harnstoff-
derivate, Arylguanidine, Peptide, Proteine, Oxime, Terpene),
und es ist unwahrscheinlich, daB eine einzige Rezeptorbin-
dungsstelle alle bekannten siif schmeckenden Verbindungen
aufnehmen kann. Zum anderen ist es fiir Menschen bekannt-
lich leicht, die Geschmacksqualititen von Siifstoffen zu
unterscheiden. Die meisten Verbraucher konnen ohne wei-
teres geschmackliche Unterschiede zwischen Zucker und
SiiBstoffen, geschulte Priifer sogar zwischen den einzelnen
SiiBstoffen feststellen. Auerdem tritt bei Mischungen struk-
turell nicht verwandter Siifistoffe (z.B. Aspartam mit Ace-
sulfam) eine synergistische Wirkung auf, d.h., die Mischung
schmeckt siiler, als aufgrund der Potentiale der einzelnen
Mischungsbestandteile zu erwarten ist.'” Bei strukturell
dhnlichen SiiBstoffen wie Saccharin und Acesulfam gibt es
hingegen keinen Synergismus. Um abschétzen zu konnen,
wieviele Arten von Rezeptoren es fiir die Geschmacksemp-
findung ,,stiB“ tatséchlich gibt, sind weitere Untersuchungen
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erforderlich. Die bisherigen Erkenntnisse deuten darauf hin,
daB3 SiiBstoffe die Reaktion von Geschmackszellen nach
anderen Mechanismen auslosen als Zucker. AuBlerdem
scheinen die Rezeptoren, die den siiBen Geschmack von
Aspartam vermitteln, andere zu sein als die, die auf Saccharin
und Acesulfam ansprechen.

1.2. Bestimmung der Siilkraft

Die Intensitit eines StiBgeschmacks, die SiiSkraft, 146t sich
nur sensorisch von Priifern quantitativ erfassen. Versuchstiere
sind ungeeignet, weil die Geschmacksempfindung eines Tie-
res nicht bewertet werden kann. Aulerdem gibt es in bezug
auf die SiiBstoffe erhebliche Unterschiede zwischen den
Tierarten. Geschmackspriifer verwenden normalerweise eine
15 cm lange lineare Skala, um den Geschmack von Siif3stoff-
16sungen zu bewerten.['!l Die Priifer sind so geschult, daB sie
eine Sproz. Saccharoselosung bei der Skalamarke 5 cm ein-
ordnen, eine 10proz. Saccharoselosung bei 10 cm usw. Bei
geniigender Ubung sind solche Daten recht gut reproduzierbar
(im allgemeinen =+ 1 Einheit). Die Priifer bestimmen anhand
von Vergleichslosungen, bei welcher Konzentration ein Siif3-
stoff einer gegebenen Saccharosekonzentration entspricht.

Die SiiBkraft wird meistens in Relation zu einer Saccharo-
selosung mit Standardkonzentration angegeben. So entspricht
der siiBe Geschmack einer 0.025proz. Aspartamlosung in
seiner Intensitdt einer Sproz. Saccharoselosung, die StiBBkraft
von Aspartam ist damit 5/0.025 =200mal hoher als die von
Saccharose. Anders als bei Zuckern steigt bei Sii3stoffen die
Empfindungsstirke aber nicht linear mit der Konzentration.
Gegeniiber einer 2proz. Saccharoselosung (das entspricht
etwa der Erkennungsschwelle) hat Aspartam eine 625mal
starkere SiiBkraft, gegeniiber einer 10proz. Losung (das
entspricht etwa der Konzentration in kohlensdurehaltigen,
alkoholfreien Getrinken) aber nur eine 110mal stirkere. Die
StiBkraft von Acesulfam betrdgt 204, 140 und 34 bezogen auf
2-, 5- und 10proz. Saccharoselosungen. In der Literatur wird
héufig eine StiBkraft angegeben, die in der Néahe der Erken-
nungsschwelle bestimmt wurde; der Grund hierfiir ist ver-
mutlich das Bestreben, dem eigenen neuen Siiflstoff eine
moglichst hohe Siifkraft zu bescheinigen. Wegen der nicht-
linearen Konzentrationsabhéngigkeit der Stuikraft fiihrt die
Konzentrationserhohung ab einem gewissen Punkt nicht
mehr zu einer Verstdrkung des siiBen Geschmacks, die
Geschmacksempfindung n&hert sich asymptotisch einem
Maximalwert. Die mathematische Auswertung der Konzen-
trationsabhéngigkeit der StuiSkraft ergibt fiir Aspartam, Ace-
sulfam und Saccharin Hochstwerte, die 16.0-, 11.6- bzw.
9.0proz. Saccharoseldsungen entsprechen.

2. Aspartam

Aspartam (L-Asparagyl-L-phenylalaninmethylester, APM)
1 ist heute weltweit der am meisten verwendete nutritive
SiiBstoff. Die Verbindung war zwar schon lidnger bekannt, ihr
siilBer Geschmack wurde aber erst 1965 durch Zufall von
James Schlatter, einem Chemiker bei G.D. Searle (gehort
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heute zu Monsanto) entdeckt, als er bei der Arbeit an einem
Wirkstoff gegen Geschwiire seinen Finger ableckte.'?l In der
Folgezeit wurden mehrere Analoga, vor allem stabilere
Ester,[¥] synthetisiert und hinsichtlich ihrer SiiBkraft, ihres
Geschmacksprofils und ihrer gesundheitlichen Unbedenk-
lichkeit gepriift, doch wurde schlieBlich die urspriingliche
Verbindung APM bis zur Marktreife entwickelt.

Aspartam ist 160—-180mal siier als Saccharose. Es hat
einen guten, rein siiBen Geschmack, sein Zeit/Intensitéts-
Profil unterscheidet sich aber von dem der Saccharose: Der
siilBe Geschmack entwickelt sich langsam und hilt lange an.
AuBlerdem wirkt Aspartam in Lebensmitteln als Geschmacks-
verstiarker. Daher entspricht die bei der Umstellung eines
zuckerhaltigen Nahrungsmittels auf Aspartam bendtigte
Menge SiiBstoff nicht unbedingt 1/160-1/180 der Zucker-
menge. Aspartam ist kalorisch und liefert ca. 4 kcalg™!; da es
jedoch dank seiner SiiSkraft nur in sehr geringen Mengen
aufgenommen wird, ist sein Beitrag zum Nihrwert der
Nahrung vernachléssigbar.

Die Loslichkeit in Wasser ist gering (~3 g in 100 mL bei
pH 3 und Raumtemperatur), nimmt aber bei héherem 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 Stabilitét
in wifriger Losung ergibt eine glockenformige Kurve mit
einem Stabilitdtsmaximum bei pH 4.3.41 Bei hoheren oder
niedrigeren pH-Werten nimmt die Halbwertszeit von Aspar-
tam in wéBriger Losung rasch ab. Die meisten alkoholfreien
Getridnke haben einen pH-Wert von 2-3. Die Estergruppe
des Aspartams ist sehr hydrolyseanfillig. Daher muf3 iiber-
méfBige Wirme vermieden werden, andernfalls kann rasche
Zersetzung bei gleichzeitigem Verlust des siiBen Geschmacks
eintreten. Aspartam wurde 1981 von der amerikanischen
Gesundheitsbehorde fiir die Verwendung in trockenen Le-
bensmitteln zugelassen. Zwei Jahre spiter wurde die Zulas-
sung auf kohlensdurehaltige Getrinke und 1993 auf Back-
waren, Siifigkeiten und kohlensdurefreie Getrinke erweitert.
Es kann in fast allen Lebensmittelgruppen eingesetzt werden,
die Hauptmenge wird aber fiir Getrinke gebraucht.

2.1. Chemische Synthesen

Aspartam 1 ist ein Dipeptid aus den Aminosduren L-
Asparaginsdure und L-Phenylalanin, und es wurden viele
chemische Synthesen dafiir beschrieben. Die meisten gehen
von zwei entsprechend geschiitzten Aminosduren aus, die
nach konventionellen Methoden der Peptidsynthese mitein-
ander verkniipft werden.'”] Bei der Verfahrensentwicklung
konzentrierte sich die Forschung im wesentlichen darauf, die
Ausbeute und die Reinheit des gewiinschten Produkts zu
erhohen und gleichzeitig die Bildung von Nebenprodukten,
vor allem durch B-Kupplung der Asparaginsdureeinheit, zu
unterdriicken. Ein erheblicher Teil der Entwicklungsarbeit
wurde darauf verwendet, die gewiinschte a-Kupplung durch
Andern der Reaktionsbedingungen und Blockieren der
Aminogruppe von Asparaginsdure zu maximieren.!') Gliick-
licherweise kristallisiert das gewiinschte Produkt aus der
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Reaktionsmischung als Hydrochlorid, wihrend die uner-
wiinschten Isomere in Losung bleiben.[”]

Bei den industriell bedeutenden chemischen Verfahren
wird Asparaginsdure zum Sédureanhydrid dehydratisiert, das
danach mit Phenylalanin oder Phenylalaninmethylester zum
gewiinschten Produkt verkniipft wird. Die beiden wichtigsten
Verfahren, der Z- und der F-Proze8, sind nach der jeweiligen
Schutzgruppe der Asparaginsdureeinheit benannt. Bei beiden
Verfahren entstehen neben dem gewiinschten a-Aspartam 1
auch S-Kupplungsprodukte, die durch selektive Kristallisa-
tion entfernt werden. Da die Ausgangsverbindungen teuer
sind, werden die Aminosduren aus den Nebenprodukten und
Riickstdnden zuriickgewonnen.

2.1.1. Der Z-Prozef

Bei diesem Verfahren wird Benzyloxycarbonyl-L-aspara-
ginsdure 4 mit Ac,0O in das Anhydrid 5 iberfithrt (Sche-
ma 1).1 Durch Umsetzen von 5 mit L-Phenylalaninmethyl-

0 Ph
HaN" ~COMe 6

COsH 1
/( Acz0 o
———————eee R ————————
ZHN” ~COH ZHN PhMe

4 5 (o}
COM o Ph
¥ + /( 1. Pd-C, H
ZHN N COMe N7 COoMe 2
< " 2. NaxCOy
° XN ZHN" COH 3. Kristalisation
7 8
COpH
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e
HoN gl
o =
“ph

1

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-Prozef

Bei dieser Methode wird mit Acetanhydrid/Ameisensdure
in einem Reaktionsschritt die Aminogruppe der Asparagin-
sdure mit der Formylgruppe geschiitzt und das geschiitzte
Substrat zum Anhydrid 9 dehydratisiert (Schema 2). Dieses
wird anschlieBend entweder mit L-Phenylalanin 101! oder mit
dem Methylester 6! 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 Sduren 13 und 14. Das erhaltene
Gemisch aus a- und S-Produkten wird mit waBrigem Metha-
nol in Gegenwart von Salzsidure verestert. Aus diesem Reak-
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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 iiberfiihrt wird.
Dieser Prozef3 146t sich auch als Eintopfreaktion durch-
fithren.?!l a-APM ist auBerdem aus ungeschiitztem L-Aspa-
raginsdureanhydrid zugénglich; allerdings fallen bei dieser
Reaktion erhebliche Mengen an Oligopeptiden an.[??!

2.2. Enzymatische Synthesen

Biotechnologische und biokatalytische Verfahren bei der
Herstellung des synthetischen Siistoffs Aspartam 1 sind
eingehend untersucht worden. Da die Asparaginsdureeinheit
zwei Carboxygruppen enthilt, entstehen bei chemischen
Synthesen immer a- und -Produkte; die Verwendung von
regio- und stereoselektiv wirkenden Enzymen ist daher sehr
erwiinscht. 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 Entschiitzen einer APM-Vorstufe,
zur Aminierung von Fumarylphenylalaninmethylester oder
zur Veresterung von oa-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 dariiber hinaus auf andere
Ubersichten 23]

2.2.1. Peptidkupplung

Proteasen werden seit vielen Jahren als Katalysatoren beim
Kniipfen von Peptidbindungen eingesetzt; das Verfahren ist
die wichtigste biokatalytische Herstellungsmethode fiir APM-
Vorstufen. Schema 3 zeigt ein Beispiel fiir die thermodyna-
misch kontrollierte Umkehrung der Proteasewirkung. Die N-
geschiitzte L-Asparaginsdure wird in Gegenwart einer Pro-
tease — iiblicherweise einer Metalloprotease — mit L-Phenyl-
alaninmethylester 6 zum N-geschiitzten APM-Derivat ver-
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Schema 3. Protease-katalysierte Synthese einer Aspartam-Vorstufe (P =
Schutzgruppe).

kniipft. Dieses ist meist unloslich, so dal das Reaktions-
gleichgewicht auf der Seite des Peptids liegt. Durch Ab-
spaltung der Schutzgruppe mit chemischen oder biologischen
Verfahren erhilt man APM.

Bei anderen Peptidkupplungen werden Serin- oder Cy-
steinproteasen eingesetzt, die bei der Hydrolyse von Peptid-
bindungen Acyl/Enzym-Zwischenprodukte bilden. Hierfiir
wurde die Serinprotease der Hefe, Carboxypeptidase Y, ein-
gehend untersucht.??! Zur Herstellung von APM acyliert man
zunichst das Enzym mit einer geschiitzten Asparaginsiure,
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 fiir die indu-
strielle APM-Synthese mit der Endopeptidase des Staphylo-
coccus-aureus-Stamms V8 erprobt.’]

In den vergangenen 20 Jahren wurde die Umkehrung der
Proteasewirkung durch kinetisch oder thermodynamisch
kontrollierte Reaktionen in vielen Varianten beschrieben
und in zahlreichen Ubersichten zusammengefaBt.”s! Die
meisten Verdnderungen bei thermodynamisch kontrollierten
Verfahren betrafen die Schutzgruppe P, das Enzym und die
Reaktionsbedingungen. Einige bei enzymatischen APM-Syn-
thesen haufiger verwendete Schutzgruppen sind in Tabelle 1

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

Schutzgruppe Abkiirzung Lit.
Acetoacetyl AcAc [25]

Acetyl Ac [29]

Benzoyl Bz [30]
Benzyloxycarbonyl V4 [23, 24, 31, 32]
tert-Butoxycarbonyl Boc [33]

Formyl F [34]

Isovaleryl Iv [25]
(p-Methoxybenzyl)oxycarbonyl Moz [33, 35]
Phenylacetyl PhAc [36, 37]

zusammengefaft. Von diesen Schutzgruppen wurde die Z-
Gruppe am héufigsten eingesetzt. Werden 2 Aquiv. Phenyl-
alaninmethylester mit 1 Aquiv. Z-Asp umgesetzt, so fillt das
Produkt Z-APM -PM aus und verschiebt das Gleichgewicht
bis zu einer Umsetzung von >95%.0% Hierauf beruht der
industrielle TOSOH-Prozef3, der bei Holland Sweetener mit
Thermolysin (sieche unten) durchgefiihrt wird.?Y! Eine wich-
tige Verdanderung war die Verwendung von racemischem PM
anstelle des L-Isomers. Da das Enzym die Peptidbindung nur
mit dem L-PM-Isomer kniipft, bildet das nicht umgesetzte D-
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PM-Isomer das Salz und kann nach dem Anséduern chemisch
racemisiert und erneut eingesetzt werden. Eine weitere
Verbesserung besteht darin, die Inaktivierung des Enzyms
zu verringern, indem man ein mit Wasser nicht mischbares
Losungsmittel wie Toluol oder Isobutylmethylketon zugibt,
sobald das Z-APM - pD-PM-Salz auszufallen beginnt. Auf diese
Weise 146t sich eine kontinuierliche ProzeBfithrung errei-
chen.l

Bei dieser Biosynthese wird am héufigsten 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) erhilt-
lich.®! Wie der Name andeutet, widersteht das Enzym iiber
langere Zeit hohen Temperaturen sowie einer Reihe von
organischen Losungsmitteln; es eignet sich daher ausgezeich-
net fiir die industrielle Anwendung. Au3erdem wurden unter
Verwendung von Thermolysin immobilisierte Enzymel? 3%-411
und Membranprozesse!*> ¥l entwickelt. Auch eine stabilisier-
te, als CLEC (crosslinked enzyme crystal: vernetzter Enzym-
kristall), bezeichnete Form des Enzyms kann Z-Asp und PM
miteinander verkniipfen.*! P-APM-Vorstufen wurden auch
mit den Enzymen Papain,®! Pepsin,*> 41 Elastase aus Pseu-
domonas aeruginosa® und Aminopeptidase A*" syntheti-
siert. Durch ortsspezifische Mutagenese des Gens, das eine
neutrale Protease aus Bacillus proteolyticus kodiert, wurde
bei der Verkniipfung von Z-Asp und PM ein besseres
Ergebnis erzielt als mit Thermolysin.[*!

Um das Gleichgewicht der Reaktion zu verschieben,
wurden viele mit Wasser mischbare und nicht mischbare
Losungsmittelsysteme untersucht.[*] 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 begiinstigt.’”! Auch
Losungsmittel wie Acetonitril,®) Essigsidureethylester,?? %2
tert-Amylalkohol,* Triethylphosphat®®¥ und andere wurden
erprobt.’ Ein Losungsmittelgemisch aus Essigsdureethyl-
ester und fert-Amylalkohol hat sich mit Ausbeuten von 99 %
ebenfalls als effizient erwiesen.*!]

2.2.2. Der ,,Phenylalanin-freie Weg“>°!

Zu Beginn der Verfahrensentwicklung fiir APM-Synthesen
waren die hohen Kosten und die mangelnde Verfiigbarkeit
von L-Phenylalanin fiir Chemiker und Biochemiker ein
Hauptproblem, fiir das es zwei Losungsmoglichkeiten gab:
Man konnte L-Phenylalanin entweder als Ausgangsverbin-
dung synthetisieren und anschlieBend zum Siif3stoff 1 um-
setzen, oder man konnte man die L-Phenylalanin-Seitenkette
aus preiswerten Edukten aufbauen. So entwickelten Mitar-
beiter der Firma W.R. Grace einen ,,Phenylalanin-freien
Weg“ zu APM, bei dem L-erythro-Phenylserinmethylester 16
aus Glycinmethylester und Benzaldehyd mit dem Enzym
Serinhydroxymethyltransferase (SHMT) hergestellt wird
(Schema 4).5% Das Enzym reagiert zwar in bezug auf das a-
Kohlenstoffatom hochstereospezifisch unter Bildung des S-
Isomers, in bezug auf das $-Kohlenstoffatom ist die Stereo-
selektivitdt aber geringer, so dal auch L-threo-Phenylserin
entsteht. Unter kontrollierten Reaktionsbedingungen wird
jedoch das kinetisch begiinstigte Produkt L-erythro-Phenyl-
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Schema 4. Sequenz aus zwei enzymatischen Reaktionsschritten und einer chemischen
Hydrierung zur Synthese von Aspartam 1 ohne Verwendung von Phenylalanin.

serin gebildet. AnschlieBend wird der Methylester 16 enzy-
matisch mit Z-Asparaginsdure 4 zum Addukt 17 verkniipft.
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-geschiitzten
Derivate mit dem Enzym Subtilisin
Carlsberg bei hohen Methanolkon-

H\i zentrationen (60%) und ldngeren

HoN Y~ TOH Reaktionszeiten.”” Wegen der nie-

o = drigen AP-Konzentrationen wiire die

\© Durchsatzmenge bei einer Reaktion

18 dieser Art sehr gering, und das Ver-

fahren wiirde sich fiir die industrielle

Praxis wahrscheinlich nicht eignen.

Choi und seine Mitarbeiter erprobten ein Veresterungsver-

fahren mit Proteasen;® die besten Ergebnisse (ca. 40%

Ausbeute) erzielten sie mit a-Chymotrypsin in 25proz.
wélrigem Methanol.

COpH

Enzymatisches Entschiitzen

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 fiihrt.
Andere Schutzgruppen lassen sich dagegen nicht so leicht
wieder abspalten; die erforderlichen Reaktionsbedingungen
sind teilweise recht drastisch, so dall die Stabilitit des
Produkts zum Hauptproblem werden kann. Die Abspaltung
der Schutzgruppen durch Enzyme oder Mikroorganismen
kann daher in solchen Fillen erhebliche Vorteile bieten. N-
Phenylacetyl-geschiitzte Peptide konnen mit dem Enzym
Penicillinacylase (EC 3.5.1.11) entschiitzt werden.’” Fuganti
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und Grasselli beschrieben die enzymatische Ab-
spaltung dieser Schutzgruppe von der APM-
Vorstufe PhAc-APM.P Spiter verdffentlichten
Stoineva et al. ein Verfahren, um p-substituierte
Phenylacetylderivate von APM mit dieser Acy-

4 lase zu entschiitzen.’”! Aus Phthalimido-APM

1aBt sich die Phthalylschutzgruppe mit einem
Enzym aus Xanthobacter agilis abspalten, wie
Zmijewski und seine Mitarbeiter bei Lilly zeigen
konnten.[*"]

Poly(asparagylphenylalanin)

Mit der Entwicklung der DNA-Rekombina-
tionstechnik wurde iiber synthetische Gene be-
richtet, die in Bakterien exprimiert und fiir den
Aufbau eines Polymers aus Asparaginsdure und
Phenylalanin verwendet wurden. Dieses Polymer
kann anschlieBend enzymatisch zum Dipeptid a-L-Asparagyl-
L-phenylalanin 18 gespalten und danach enzymatisch zu APM
verestert werden. Die erste Veroffentlichung stammt von
Mitarbeitern bei Searle Research in High Wycombe und
beschreibt Klone, deren Gene etwa 150 Wiederholungen der
Asparagylphenylalanin-Einheit kodieren.l®!] 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 18,8 aus dem durch enzymatische Veresterung
wie oben beschriecben APM entsteht. Ein Gen, das 167
Aminosduren des N-Terminus von Prochymosin und danach
(Asp-Phe)g, kodiert, wurde in ein Plasmid eingefiihrt und in
E. coli exprimiert;(®? die Menge der gebildeten EinschluB-
korper aus Poly(Asp-Phe) betrug etwa 11.2% des gesamten
zelluldren 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 Maleinsdureanhydrid und Phenylalanin synthetisie-
ren 14Bt, wurde die Moglichkeit erwogen, 19 durch Aminie-
rung mit einem Ammoniak-Lyase-Enzym in APM 1 umzu-
wandeln (Schema 5). Wegen der strengen Substratspezifitit

Mikroorganismus

Schema 5. Aminierung von 19 zu Aspartam 1.

der bekannten Ammoniak-Lyasen bestimmte man die En-
zymaktivitit in Screeningversuchen.[® Das Verfahren erlang-
te allerdings keine kommerzielle Bedeutung, da die Aus-
beuten dulerst gering sind.
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Direkte Kupplung

Bei einer idealen enzymatischen Kupplung wiirde ein
Enzym L-Asparaginsdure und Phenylalaninmethylester mit-
einander verkniipfen. Dadurch wiirden die Einfithrung und
spatere Abspaltung von teuren Schutzgruppen ebenso ent-
fallen wie die vorangehende chemische Synthese der APM-
Vorstufe. Allerdings miilite das Enzympréparat frei von
Esteraseaktivitit sein, da eines der Substrate eine Methoxy-
carbonylgruppe enthidlt. Paul und seine Mitarbeiter bei
BioEurope (Toulouse, Frankreich) isolierten ein Enzym aus
Micrococcus caseolyticus, mit dem diese Verkniipfung ge-
lingt.*! Ausgehend von 0.2M L-Asparaginsiure und 0.5M
Phenylalaninmethylester wurden maximal 35mm APM er-
halten. Spiter 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 heit.¥) Die
Geschwindigkeit der APM-Synthese mit dem gereinigten
Enzym betrug anfangs 0.23 mmh!. Sie muB zweifellos
wesentlich erhoht werden, bevor das Enzym fiir die grof3-
technische Synthese von APM eingesetzt werden kann.

Fermentierung

Zwei japanische Firmen erprobten Fermentierungsverfahren,
mit denen APM direkt aus L-Asp und PM in einer Néhrlosung
mit Mikroorganismen hergestellt wird. Bei der Variante der
Ajinomoto Company wird eine Losung von L-Asp und PM
mit einem ausgewihlten Bakterienstamm versetzt; nach 16—
24 h liegen die Ausbeuten dieser Umsetzungen zwischen 73
und 576 mgdL-11! Die Toya Soda Manufacturing Company
hat ein Patent fiir einen Fermentierungsprozef3, der eine Reihe
von Bakterien- und Hefestimmen beansprucht, mit deren
Hilfe sich APM synthetisieren 14Bt.[°! Bei einer typischen
Umsetzung wurden 1.0M L-Asp mit 1.0Mm PM unter Schiitteln
in phosphatgepufferter Losung mit dem Mycel eines speziel-
len Pilzstamms aus einer 500-mL-Kultur inkubiert. Nach 16 h
bei 37°C wurden 100 mg (1.4 %) APM erhalten.

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Fermentierungs-
verfahren zur Synthese von APM sind wissenschaftlich du-
Berst interessant, sie haben aber wegen der viel zu geringen
Ausbeuten kommerziell so gut wie keine Bedeutung. Die
Reaktionsausbeuten miiffiten 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 stindigen Fortschritte in der
Biotechnologie lassen erwarten, dafl in Zukunft weitere
»grine* Herstellungsprozesse fiir 1 entwickelt werden.

3. Saccharin

Saccharin (1,2-Benzisothiazol-3(2H)-on-1,1-dioxid, 2-Sul-
fobenzoesdureimid) 2 ist zur Zeit der weltweit meistverwen-
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dete nichtnutritive Siifstoff.’”] Die Verbindung wurde 1879
zufillig von Remsen und Fahlberg an der Johns Hopkins
University in Baltimore entdeckt und ist seit 1885 im
Handel.[®! Saccharin ist etwa 300mal siier als Saccharose
und dadurch im Verhiltnis Kosten/SiiBkraft sogar giinstiger
als Zucker. Aus diesem Grund ist es in den Lindern der
Dritten Welt weit verbreitet. Auch wéhrend der Weltkriege,
als Zucker knapp war, kam ihm erhebliche Bedeutung zu.[*"]
Dank seiner chemischen Stabilitét und seines geringen Preises
findet dieser Siilstoff zahlreiche Anwendungen, z.B. in
Zahncreme, Mundwasser und Medikamenten sowie in Nah-
rungsmitteln und Getrianken. Allerdings hat Saccharin keinen
»rein siiBen Geschmack, einige Verbraucher bemerken
einen bitteren oder metallischen Beigeschmack. Da die
Stammverbindung 2 in Wasser nur schlecht 16slich ist, wird
der Siistoff gewohnlich als Natrium- oder Calciumsalz
eingesetzt. Die toxikologische Unbedenklichkeit von Saccha-
rin wurde aufgrund von Berichten iiber das Auftreten von
Blasenkrebs bei Ratten in Frage gestellt. Die Deutung der
experimentellen Befunde ist allerdings noch immer umstrit-
ten.[1 Saccharin wird vom menschlichen Organismus bei
geringer Absorption unverindert ausgeschieden.[®]

Fiir die chemische Synthese von Saccharin 2 gibt es zwei
Hauptmethoden, ndmlich die Oxidation von o-Toluolsulfon-
amid 20 und den Austausch der Aminogruppe in Anthranil-
sidure gegen eine schwefelhaltige Gruppe.™ Bei der Umset-
zung von Toluol mit Chlorsulfonsdure entstehen o- und p-
Toluolsulfonylchlorid, die anschlieBend mit Ammoniak in die
Sulfonamide iiberfiihrt werden (Schema 6). Das iiberwiegend

CHs CHs

1. CISO4H SOz Oxidation
TNHa—» (+ paralsomer) ————>

20

COOH o
SONH, —H,0

Schema 6. Synthese von Saccharin 2 aus Toluol.

gebildete ortho-Isomer kann auf dieser oder einer spéteren
Stufe abgetrennt werden.”"- 72l o-Toluolsulfonamid 20 148t sich
unter anderem mit Kaliumpermanganat,”! Kaliumchro-
mat, Chromsiure,™ elektrochemisch,”” mit Luft’® oder
Sauerstoffl’] zur entsprechenden Carbonsiure oxidieren.
Anschlieend wird das ortho-Isomer zum Sii3stoff 2 dehy-
dratisiert.[’> 78]

Die andere Reaktionssequenz (Schema 7), eine Variante
des Maumee-Prozesses, geht von Anthranilsdure aus. Das
durch Diazotierung des Anthranilsduremethylesters 21 erhal-
tene Diazoniumsalz wird mit Schwefeldioxid und Chlor zum
Sulfonylchlorid umgesetzt. Dieses reagiert mit Ammoniak zu
Saccharin 2.1 Modifikationen des Verfahrens sollen die
Ausbeute und den Reinheitsgrad des Produkts verbes-
sern.”® (Beim urspriinglichen Maumee-Proze3 wurde das
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Schema 7. Synthese von Saccharin 2 aus Anthranilsduremethylester 21.

intermedidre Diazoniumsalz mit Natriumdisulfid und an-
schlieBend mit Chlor umgesetzt.[? 801)

4. Acesulfam-K

Die Entdeckung der Oxathiazinondioxide 22 durch Clauf3
und Jensen im Jahr 19708 fiihrte bei Hoechst zur Entwick-
lung des Zuckeraustauschstoffs
Q 1 Acesulfam-K (Ace-K) 3.8l Oxathia-
M*IN'“IR zinondioxide 22, deren Substituen-
NI ten R! und R? Wasserstoff oder
22 kleine Alkylreste sind, schmecken
siiB. Unter den bisher entdeckten
Derivaten hat 23 (R' = Et, R>=Me)
zwar die grofite StiBkraft, zum Han-
delsprodukt wurde aber Ace-K 3
entwickelt, weil es einen reineren siiBen Geschmack hat als
die anderen Oxathiazinondioxide; es ist anndhernd 120mal sii3er
als Saccharose. Im Gegensatz zu den meisten synthetischen
SiiBstoffen ist Acesulfam-K sehr gut in Wasser 16slich.[®!
Wichtiger fiir die praktische Anwendung in Lebensmittelzu-
bereitungen sind seine Hydrolysestabilitdt — sogar in stark
sauren Getrdnken — und seine toxikologische Unbedenklich-
keit.[3* %1 Bei der Metabolisierung entsteht durch Ringspal-
tung Acetoacetamid-N-sulfonsédure, deren weiterer Abbau zu
physiologisch unbedenklichen Verbindungen fiihrt.[*]

3  R'sH, R%=Me, M=K
23 R'=Et, R>=Me, M=K

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). ClauB und Jensen veréffentlichten 1973 eine
detaillierte Ubersicht iiber die Synthesen von Oxathiazinon-
dioxiden.®™ Bei der Umsetzung von Chlor- oder Fluorsulfo-
nylisocyanat 24 mit Propin,[®2 Aceton,: 838 Acetessigsidure
252, rert-Butylacetoacetat 25b” oder Acetylaceton 25 ¢l*”!
entstehen die N-(Halogensulfonyl)acetoacetamide 26, die
sich mit Kaliumhydroxid in Methanol zu Ace-K 3 cyclisieren
lassen. Die Salze von N-(Fluorsulfonyl)acetoacetamid 26a
entstehen auch durch Umsetzung von Diketen 28 mit
Amidosulfonsdurefluorid 27 (dem Produkt der partiellen
Hydrolyse von Fluorsulfonylisocyanat) in Gegenwart organi-
scher Stickstoffbasen® oder anorganischer Basen® (Sche-
ma 9). Unter heterogenen Reaktionsbedingungen wird be-
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vorzugt Kaliumcarbonat verwendet, weil das gebildete N-
(Fluorsulfonyl)acetoacetamid-Salz kristallin anfillt.l” ** 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 eingeschrénkt.

24 =(=(
—_— 0 N—S0,X
N
\HZO

’
X0,8 [}

X=F, Cl

a:
24 / b:
A
EtOH
o] (o}
o 0 24
AN, — .
R e S0,X
25 H

a:R=0OH

b: R = OCMes

c:R=Me

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

(o] 0-30°C

KoCO:
HN—SOF  + 23
O  CHC(OICH,
27
28
+ KOH
o 0 K" + COp + H0 —p=so> 3
~ N—SO,F 93%

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

Bei einem anderen Verfahren wird Acetoacetamid 29 mit
mindestens zwei Aquivalenten Schwefeltrioxid umgesetzt
(Schema 10).°4 Dabei entsteht zunichst wahrscheinlich N-
Sulfonylacetoacetamid 30, das anschlieBend durch ein zweites

(o] o] —

)l\/u\ —S%> 04_<o e O OH ﬂ’—»
NH, HN—§—OH HN=S§—0OH
0, 02
29 30
— KOH
o o * HeSOs e 3
o
IN—SOZ 90%
H
31

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

Aquivalent Schwefeltrioxid zum Oxathiazinondioxid 31 de-
hydratisiert wird. Durch Neutralisieren mit Kaliumhydroxid
erhélt man schlieBlich Ace-K 3. Auch bei der Reaktion von
Acetoacetamid 29 mit Sulfurylfluorid und Kaliumcarbonat
entsteht Ace-K 3 in hoher Ausbeute (Schema 11).! Einige
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o (o]

0-40°
)]\/U\ + SOF, + 3KCOs ¢ 3 + 2KF + 3KHCO;
NH CH,C{O)CH
2 o ¢ 8%
29 2

Schema 11. Synthese von Ace-K 3 aus Acetoacetamid 29 und Sulfuryl-
fluorid.

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

5. Cyclamate

Cyclamate sind Salze der Cyclohexylsulfamidsidure (Cyclo-
hexylaminosulfonsdure). Natriumcyclamat 32 (oft auch nur
als Cyclamat bezeichnet) findet Verwendung als energiefreier
Zuckeraustauschstoff, das Calciumsalz wird bei Natrium-
armen Diiten eingesetzt. Cyclamate sind unter anderem in
Kanada erhiltlich. Der siiBe Geschmack wurde 1937 von
Michael Sveda, einem Studenten an der University of Illinois,
durch Zufall entdeckt.’>°1 Das Patent wurde 1942 auf
DuPont angemeldet und spéter Eigentum der Abbott Labo-
ratories in Illinois. Abbott beantragte 1950 die Zulassung
NDA (New Drug Application). Natriumcyclamat wurde 1958
von der amerikanischen Gesundheitsbehorde als gesundheit-
lich unbedenklicher (GRAS = Generally Regarded As Safe)
SiiBstoff eingestuft. 1966 wurden jedoch Berichte veroffent-
licht, nach denen Natriumcyclamat im Darmtrakt zu Cyclo-
hexylamin metabolisiert werden kann, das nachweislich
Chromosomenschéden bei Tieren hervorruft und im Gemisch
mit Saccharin (10:1) bei Ratten Tumore auslst.*! SchlieBlich
verbot die amerikanische Gesundheitsbehdrde 1970 die
Verwendung von Cyclamaten. Abbott Laboratories fiihrte
weitere Unbedenklichkeitsstudien durch und reichte zwei
Petitionen ein, die aber abgewiesen wurden. Cyclamate
diirfen in den USA nicht mehr verwendet werden.

Natriumcyclamat ist 30mal siiler als Saccharose, hat
allerdings einen bitteren Nachgeschmack. Bei Mischungen
mit Saccharin tritt eine synergistische SiiBkraftverstirkung
auf. Es ist in Wasser 10slich und iiber einen breiten pH- und
Temperaturbereich stabil. Fiir die einfache Verbindung 32
sind viele chemische Synthesen beschrieben; alle Verfahren
nutzen die Sulfonierung von Cyclohexylamin (Schema 12) —

NH, NHSO3Na
32

Schema 12. Synthese von Natriumcyclamat 32.

Sulfonierung

NaOH

entweder mit Sulfaminsidure oder einem ihrer Salze oder mit
Schwefeltrioxid.” Angesichts des Marktverbots in den USA
und der einfachen Struktur des Molekiils wird in diesen
SiiBstoff nur wenig Forschungsarbeit investiert.
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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 Siif3stoff verwendet wird;
die Zulassung fiir den US-amerikanischen Markt steht noch
aus. Die Verbindung wurde bei der systematischen Synthese
von Saccharosederivaten entdeckt. Man hatte herausgefun-
den, daB sich durch Substitution bestimmter Hydroxygruppen
gegen ein Halogenatom die Siikraft drastisch erhoht.'l Bei
der Firma Tate and Lyle entschied man sich fiir die Weiter-
entwicklung von Sucralose.'®12] Tn den USA ist es fiir
McNeil Speciality (eine Tochterfirma von Johnson & John-
son) lizensiert. Sucralose ist 450-650mal siier als Saccha-
rose. Es hat einen angenehm siilen Geschmack und gleicht
sowohl hinsichtlich seiner Geschmacksqualitét als auch seines
Zeit/Intensitdtsprofils sehr stark der Saccharose. Die syn-
ergistische Wirkung mit anderen nutritiven['! und nicht-
nutritiven SiiBstoffen'™ ist miBig. Die Verbindung ist in
Wasser sehr gut loslich und iiber einen breiten pH- und
Temperaturbereich stabil. Wird Sucralose aber bei hoheren
Temperaturen gelagert, so kann es zu Entfdrbungen und zur
Freisetzung von HCl kommen.['%]

6.1. Chemische Synthesen

Die Synthese von TGS 33 erfordert eine Reihe von
Reaktionsschritten zur selektiven Einfithrung und Abspal-
tung von Schutzgruppen, so daf3 die 4-Hydroxygruppe unter
Konfigurationsumkehr gegen ein Chloratom ausgetauscht
werden kann (Schema 13).[102.1% AuBerdem muB zwischen
den primiren Hydroxygruppen der beiden Zuckerbausteine
differenziert werden. Zunéchst werden die beiden priméren
Hydroxygruppen mit der voluminosen Tritylgruppe geschiitzt
und danach die sekundédren Hydroxygruppen mit Acetanhy-
drid oder Acetylchlorid verestert.'””) Durch Abspalten der
Trityl-Schutzgruppen erhélt man 34, das in Isobutylmethylke-
ton und Essigsdure unter Riickfluf auf 125°C erhitzt wird.
Unter diesen Bedingungen wandert die Acetylgruppe in der
Glucoseeinheit von der C4-Position zur primédren Hydroxy-
gruppe. Mit diesem Schliisselschritt der Synthese gelingt es,
gleichzeitig die primédre Hydroxygruppe des Glucosebau-
steins fiir die nachfolgende Chlorierung zu schiitzen und die
sekundidre OH-Gruppe an C4 selektiv zu entschiitzen. Durch
Umsetzen mit Sulfurylchlorid werden die freien Hydroxy-
gruppen substituiert, und aus dem entstandenen Trichlordi-
saccharid 35 erhilt man nach Abspalten der Schutzgruppen
Sucralose.' 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 durchgefiihrt.'” Die
Moglichkeit, Sucralose aus Saccharose-6-estern herzustellen,
fiihrte zu einer Reihe von chemischen und enzymatischen
Synthesen fiir diese Verbindungen.''”l Die chemischen Me-
thoden beruhen auf der regioselektiven Spaltung eines 4,6-
Orthoesters.['!!]
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1. TrCI DMAP

2. Acg0O, Pyridin

R

oTr
AcO o] OoTr
AcO AcOH
(o] —_—
AcO Ac
fo} OTr
OAc

Saccharose
OH OAc
AcO 0 OH A HO o OH SO,Cly
AcO o —_— AcO )
AcO' Ao AcO Ac
o OH o OH
OAc OAc
3
Cl oac Gl _oH
K2CO3
0 cl (¢]
AcO o MeOH HO o
AcO o HO H
o cl o] cl
OAc OH
35 33

Schema 13. Synthese von TGS 33 aus Saccharose. Die 4-Hydroxygruppe wird durch chemische Umwandlungen selektiv entschiitzt. DMAP =4-

Dimethylaminopyridin, Tr = Triphenylmethyl (Trityl).

6.2. Enzymatische Verfahren

Die chemische Synthese von Kohlenhydratderivaten ist im
allgemeinen weitaus schwieriger als Reaktionen von Amino-
oder Nucleinsiduren, weil eine Synthesemethode fehlt, bei der
die stereochemische und regioselektive Kontrolle gewihrlei-
stet ist.l'?l Mit der Verwendung von Enzymen und Mikroben
zur selektiven Funktionalisierung komplexer Molekiile lassen
sich organische Synthesen erweitern, wie das wachsende
Forschungsgebiet der Biokatalyse dokumentiert.'3] Eine
solche regio- und stereochemische Kontrolle ist bei der
Synthese des synthetischen Siistoffs Sucralose 33 erforder-
lich.

6.2.1. Trisaccharidspaltung

Bei diesem Verfahren entsteht aus dem Trisaccharid Raffi-
nose (6-0-a-pD-Galactopyranosylsaccharose) durch chemische
Chlorierung mit Thionylchlorid in Gegenwart von Triphenyl-
phosphan und Triphenylphosphanoxid zunéchst Tetrachlor-
raffinose 36 (TCR, O-a-D-6-Chlor-6-desoxygalactopyranosyl-
(1 —6)-a-p-4-chlor-4-desoxygalactopyranosyl-(1 —2)-4-p-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.[''*15] Die hierfiir
verwendete a-Galactosidase (EC 3.2.1.22) wird auch bei der
industriellen Verarbeitung von Zuckerriiben eingesetzt, wo
sie die Zuckerproduktion durch Hydrolyse der Raffinose in
Zuckerriibenmelasse unterstiitzt.[''?) Dieses kiufliche Enzym
stammt aus dem Pilzstamm Mortierella vinacea var. raffino-
seutilizer (ATCC 20034), aber auch andere Pilzstimme mit
dieser Aktivitit, darunter Circinella muscae, Absidia griseola
und Aspergillus niger, konnten isoliert werden.['' Die Aus-
beuten fiir die Umwandlung von TCR 36 in TGS 33 betragen
— abhéngig von den Reaktionsbedingungen — 60-70%.
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Schema 14. Abspaltung von 6-Chlor-6-desoxygalactose durch enzymati-
sche Hydrolyse mit einer a-Galactosidase.

6.2.2. Bioorganische Synthese!'”/

Auch ein anderes Herstellungsverfahren fiir TGS nutzt die
Kombination chemischer und biokatalytischer Umwandlun-
gen.'8] Glucose wird von Bacillus megaterium in Glucose-6-
acetat 37 mit einer maximalen Konzentration von 15 gL~!
umgewandelt (Schema 15). Eine aus Bacillus subtilis gewon-

CH QAc
HO o} B. megaterium HO (o] B-Fructosyltransferase
HO HO E.C.2.4.1.161
HO HO
OH OH
OAc 37
HO (o} OH
HO o
HO H oH 1. Chlorierung MeOH, NaOMe
° 2. Acetylierung
OH
38

Schema 15. Synthese von TGS 33 aus Glucose durch eine Kombination
chemischer und biochemischer Umsetzungen.
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nene spezifische S-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 gL-!, 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 erhilt. Diese Syn-
thesesequenz fiir TGS aus zwei biokatalytischen und zwei
chemischen Reaktionsschritten zeigt, wie sich beide Ansitze
erfolgreich zu einem HerstellungsprozeB verbinden lassen.['"”]

6.2.3. Regioselektive Acylierung:

Wie Klibanov diskutierte, sind regioselektive Reaktionen
von Kohlenhydraten wegen der zahlreichen Hydroxygruppen
chemisch besonders schwierig.'””! Die Katalyse derartiger
Umsetzungen durch Enzyme in organischen Losungsmitteln
ist gut untersucht und fiir den Synthesechemiker eine Alter-
native zu den komplizierten chemischen Reaktionen.['?!]
Dordick etal. haben die enzymatische Herstellung der
TGS-Vorstufe 39 aus Saccharose beschrieben (Sche-
ma 16).[221 Dabei wurden die Hydroxygruppen an C4’' und

4 6, OH

HO Lipase P

39

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.'”’l Wie Ta-
belle 2 zu entnehmen ist, desacylieren ausgewéhlte Enzyme
Saccharoseoctaacetat 40 unter spezifischen Reaktionsbedin-

OAc

QAc
40

gungen (organisches Losungsmittel, pH-Wert) regioselektiv
zu potentiellen Zwischenprodukten der TGS-Herstellung.
Dazu gehoren 2,3,4,6,1',3',6'-Heptaacetylsaccharose, 2,3,4,3',4'-
Pentaacetylsaccharose und 2,3,6,3',4’-Pentaacetylsaccharose.
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Tabelle 2. Regioselektivitdt der Desacetylierung von 40 mit ausgewahlten
Enzymen.['?’]

Enzym Firma Quelle Positionen
Lipasen

AY 30 Amano Candida cylindracea 41
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

7. Alitam

Alitam 41, ein SiiBBstoff mit Nihrwert, der sich von einem
Dipeptid ableitet, wurde 1983 bei Pfizer im Rahmen gezielter
Forschungen entdeckt.['?126] Es wird derzeit in Australien,
China und Mexiko verwendet, die Zulassung in den USA ist
beantragt. Alitam ist 2000mal siier als Saccharose und ist
angenehm siil ohne Nachgeschmack. Sein Zeit/Intensitéts-
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 Getridnken
gelegentlich einen Beigeschmack, der sich durch Zugabe von
EDTA minimieren oder sogar ganz vermeiden 148t.1"?7) Im
Gemisch mit Saccharin tritt Geschmackssynergismus auf.

Alitam ist aus den Aminosiuren L-Asparaginsdure und D-
Alanin und einer Tetramethylthietaneinheit aufgebaut. Bei
der Synthese werden diese drei Bausteine durch konventio-
nelle Techniken der Peptidkupplung miteinander ver-
kniipft;['*! dabei ist die Reihenfolge der Verkniipfung nicht
entscheidend. Das Aminothietan 42 wird aus Diisopropylke-
ton hergestellt (Schema 17): Durch Bromierung mit Phos-

o) o o)
PBr:
\HH/ 3 W HzS NaBHzCN
Br Br NaOMe S NH4OAc
NH. _ -
2 T = H
>&< Boc-HN"~COH BOC.HN/\H/ s __HA
—_——
S e}
42
Oy s
. N)=0 COOH
= K HoOC 4 43 o 8 s
HZN/\"/ s — y
0 HoN N

o

M
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
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durch Erhitzen mit Formamid und Ameisensdure (Leuckart-
Reduktion) liefert das Aminotetramethylthietan 42. Dieser
Baustein wird erst mit Boc-geschiitztem D-Alanin und nach
Abspalten der Schutzgruppe mit der aktivierten Asparagyl-
einheit 43 verkniipft (Boc = tert-Butoxycarbonyl). Schema 18
zeigt die Aktivierung von L-Asparaginsidure als Thiocarbon-
sdureanhydrid 43.1124 125 128]

o)
/(COOH PBry s
_— o
HoN” ~COCH 3 N>=
o HOOC
MeOJLSMe H
43

Schema 18. Synthese des Thiocarbonsdureanhydrids 43 von L-Asparagin-
sdure.

7.1. Enzymatische Verfahren

Alitam wird in den meisten Fillen mit chemischen Me-
thoden synthetisiert. Als Dipeptidamid bietet sich Alitam
aber auch fiir enzymatische Peptidkupplungen an. So ver-
wendeten Barbas und Wong das Enzym Papain zur Herstel-
lung einer Alitam-Vorstufe (Schema 19).l%! Im Anschlu3 an

CO,CH,CgHs Gy Papain CO,CH5CgHs
+ T _ H
Z. A zZ. N.__CO;CH(CHa),
” CO,CHaGgHs HoN CO,CH(CHa)z ” \‘/
O CHs

Schema 19. Verkniipfung von Dibenzyl-Z-L-aspartat mit b-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 verkniipft werden.

8. Zusammenfassung und Ausblick

Zahlreiche Firmen und universitdre Arbeitsgruppen be-
schiftigen sich weiterhin mit der Suche nach neuen nicht-
nutritiven synthetischen SiiBstoffen und ihrer Entwicklung.
Aus dkonomischen Griinden miissen die Verbindungen eine
duBerst hohe Stikraft (verglichen mit der von Saccharose) im
Verhiltnis zur Masse haben. Viele dieser Siifistoffe sind fiir
die Verwendung in Handelsprodukten bisher nicht zugelas-
sen, und ihre kommerzielle Entwicklung steht noch aus. Bei
dieser potentiell neuen Generation von Sii3stoffen findet sich
eine Reihe von Funktionalititen; unter den Verbindungen
gibt es Dipeptidderivate wie 44 und 45,13 311 Guanidine['*?
und Harnstoffderivate.'¥ Bevor einer dieser SiiBstoffe der

Ph COH
) 0
1 LI Lr
>|/\/ YN coume HaN N
cosH °
44 45
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neuen Generation fiir den Gebrauch zugelassen wird, muf3
noch viel Arbeit geleistet werden. Dazu gehort auch die
Entwicklung praktikabler Produktionsverfahren, wenngleich
die Produktionsvolumina im Vergleich zu denen der oben
besprochenen Siiistoffe dank der deutlich gesteigerten Siif3-
kraft erheblich kleiner sind. Wegen der kleineren Volumina
hat die Verbesserung von Produktionsverfahren fiir kleine
Mengen auch geringere kommerzielle Auswirkungen.

Fiir einen dieser Siiflstoffe der nidchsten Generation,
Neotam 44, wurde von Monsanto bei der amerikanischen
Gesundheitsbehorde die Zulassung beantragt. Diese Verbin-
dung schmeckt etwa 8000mal siier als Saccharose und hat
einen reinen SiiBgeschmack. Sie kann durch reduktive
Alkylierung von Aspartam 1 hergestellt werden.['3!l Dieser
neue Siistoff ist anscheinend auch unter verschiedenen
Bedingungen stabiler als 1. Wegen dieser verbesserten Eigen-
schaften sowie des Kostenvorteils ist Neotam 44 vielverspre-
chend als SiiB3stoff der nédchsten Generation.

Eingegangen am 7. Mirz 1997,
erginzte Fassung am 6. Mirz 1998 [A216]
Ubersetzt von Dr. Silke Grif, Leverkusen
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