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Kompatible Solute stellen eine heterogene Substanzklasse
von niedermolekularen organischen Verbindungen dar.
H�ufig haben sie eine Glycosidstruktur. In der Natur sind
kompatible Solute weit verbreitet und erf�llen eine essenzi-
elle Funktion im Schutz von Zellen gegen hohe Salzkonzen-
trationen, extreme Temperaturen und andere �ußere Ein-
fl�sse. Ihre physiologische Wirkungsweise[1] und technologi-
sche Effizienz[2] beruhen auf der F�higkeit, den Zellwasser-
haushalt zu regulieren, vor Proteindenaturierung zu sch�tzen
und supramolekulare biologische Strukturen, wie jene der
Lipidmembranen, zu stabilisieren.

Glycosylglycerine sind wirkungsvolle Osmolyte, die von
Pflanzen, Algen und Bakterien zur Anpassung an Salzstress
und Trockenheit produziert werden.[3] Unter ihnen hat spe-
ziell 2-O-(a-d-Glucopyranosyl)-sn-glycerin (aGG), das

wichtigste kompatible Solut in photosynthetisierenden Bak-
terien,[4] Aufmerksamkeit hervorgerufen. aGG gilt als viel-
versprechender Feuchtigkeitsspender in Kosmetika,[5] aber
auch als nichtkariogener S�ßstoff mit geringem Kalorienge-
halt.[6] M�gliche therapeutische Anwendungen, die auf der
F�higkeit von aGG beruhen, Proteine und Zellen zu stabili-
sieren, werden zurzeit evaluiert.[7]

Die industrielle Anwendung von aGG ist jedoch durch
dessen eingeschr�nkte Verf�gbarkeit stark begrenzt. Doku-
mentierte Syntheseverfahren sind aufgrund unzureichender
Ausbeuten, Selektivit�ten und/oder Produktivit�ten nicht
technologisch ausgereift.[6, 8] Wir beschreiben hier einen
neuen biokatalytischen Prozess, der die chemischen und
technologischen Anforderungen f�r die Produktion von ste-
reochemisch reinem aGG erf�llt und folglich dessen weitere
Verwendung als Industriechemikalie erm�glicht.

Schema 1 fasst die charakteristischen Merkmale der en-
zymatischen Synthese von aGG durch Transglucosylierung
von Saccharose auf Glycerin zusammen. Unter nat�rlichen
Bedingungen katalysiert Saccharose-Phosphorylase (EC
2.4.1.7) die reversible Umsetzung von Saccharose und Phos-
phat in a-d-Glucose-1-phosphat (aG1P) und d-Fructose.[9]

Unter Ausschluss von Phosphat wird das b-Glucosyl-Enzym-
Intermediat der Reaktion mit Saccharose von Glycerin ab-
gefangen und so die Bildung von aGG gef�rdert. Anzumer-
ken ist, dass in Abwesenheit von Phosphat das glucosylierte
Enzym in einer Nebenreaktion auch hydrolysiert werden
kann.[10] W�hrend im Großen und Ganzen die Strategie der
Transglycosidase-katalysierten Synthese von Glycosiden in
der Kohlenhydratchemie gut etabliert ist,[11] gibt es einige
Besonderheiten, die diesen biokatalytischen Prozess unseres

Schema 1. Vergleich der enzymatischen Herstellung von aGG �ber
Transglucosylierung (a) sowie durch eine hypothetische „a-Glucosyn-
thase“-katalysierte Reaktion (b). Die relative Produktverteilung in den
einzelnen Schritten wird durch die Pfeill�nge dargestellt und beruht
auf kinetischen Daten aus dieser Arbeit und Lit. [6]. Verf�gbare kineti-
sche Daten einer b-Glucosynthase-katalysierten Reaktion wurden zur
Darstellung des Synthesewegs b verwendet.[25] Die Problematik hin-
sichtlich Regioselektivit�t (punktierte Linien) und sekund�rer Produkt-
hydrolyse (c) wird aufgezeigt. 1-aGG, 1-O-(a-d-Glucopyranosyl)-sn-
glycerin.
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Wissens einzigartig machen. Erstens verf�gt das aktive Zen-
trum der Saccharose-Phosphorylase �ber einen ausgezeich-
neten Kontrollmechanismus f�r den regioselektiven Gluco-
syltransfer, der mit anderen Transglycosidasen oft nur unzu-
reichend erzielt werden kann (siehe Lit. [12] f�r den allge-
meinen Fall der Transglycosylierung und Lit. [13] f�r die
Synthese von aGG). Zweitens gelingt es dem Enzym, die
Konkurrenzreaktion mit Wasser kinetisch so weit zu unter-
dr�cken, dass in Anwesenheit einer entsprechenden Menge
an Glycerin als Akzeptor die Substrathydrolyse zur G�nze
verhindert werden kann. Drittens erzeugt die Verwendung
von Saccharose als energiereichem Glucosyldonor in Kom-
bination mit der substanziellen kinetischen Hemmung des
Abbaus von aGG durch Saccharose-Phosphorylase eine
große Triebkraft in Richtung der Produktbildung, sodass
nahezu quantitative Produktausbeuten (bezogen auf umge-
setztes Substrat) erreicht werden k�nnen. Der biokatalytische
Herstellungsprozess f�r aGG verbindet somit die wichtigsten
Vorteile von Transglycosidasen hinsichtlich des relativ einfa-
chen Reaktionssystems und des Gebrauchs billiger Substrate,
von Glycosyltransferasen hinsichtlich der Produkteinheit-
lichkeit durch die hohe Regioselektivit�t des Glucosyltrans-
fers, und von Glycosynthasen hinsichtlich der kinetischen
Stabilit�t des glycosidischen Produkts.[14, 15]

Die konkurrierenden Reaktionen des Glucosyl-Enzym-
Intermediats der Saccharose-Phosphorylase mit Glycerin und
Wasser wurden durch kinetische Untersuchungen im Fließ-
gleichgewicht studiert. Die Freisetzung von Fructose (VFru;
Saccharose) oder Phosphat (VPi ; aG1P) wurde gemeinsam
mit der Glucosebildung (VGlc) in Abh�ngigkeit vom verwen-
deten Glucosyldonor-Substrat gemessen. Die Verh�ltnisse
VFru/VGlc und VPi/VGlc wurden bei variierten Glycerin-Kon-
zentrationen bestimmt (Abbildung 1a). Wie erwartet, wenn
Glycerin mit Wasser um die Reaktion am glucosyliertem
Enzym konkurriert, nahmen die Verh�ltnisse bei jedem Do-
norsubstrat mit steigender Glycerinmenge zu (Schema 1). Bei
Verwendung von Saccharose und aG1P ergab die lineare
Regressionsanalyse der Daten Steigungen von 7.9m�1 bzw.
2.8m�1 als Maß f�r den kinetischen Verteilungskoeffizienten
des glucosylierten Enzyms unter den jeweiligen Bedingungen.
Diese Resultate implizieren, dass Glycerin in der enzymati-
schen Reaktion – anders als in Literaturberichten darge-
stellt[16] – eindeutig als Akzeptor des vom Enzym transfe-
rierten Glucosylrests fungiert.

�berdies beeinflusst die Abgangsgruppe des Donorsub-
strats die Gesamteffizienz des Glucosyltransfers auf Glycerin,
was aus Schema 1 nicht ersichtlich wird. Dieser Effekt ist
nicht eindeutig erkl�rbar und wird hypothetisch auf die fle-
xible Konformation der Akzeptorbindungsstelle der Saccha-
rose-Phosphorylase zur�ckgef�hrt, wie aus hochaufgel�sten
R�ntgenstrukturanalysen des Enzyms (aus Bifidobacterium
adolescentis) ersichtlich wird.[17]

Die unmittelbaren Auswirkungen der kinetischen Be-
funde auf die Synthese von aGG werden in Abbildung 1b
gezeigt, worin die zeitlichen Verl�ufe der Produktbildung bei
enzymatischen Umsetzungen von Saccharose und aG1P
verglichen werden. Die Ausbeute an Transferprodukt bezo-
gen auf den Umsatz des Donorsubstrats wurde mit HPLC
bestimmt und war im Fall von Saccharose wesentlich h�her

als mit aG1P. Die Bildung von freier Glucose ist ein Maß f�r
die Hydrolyse des Donorsubstrats und entspricht dem Anteil
nicht auf Glycerin transferierter Glucosylreste. Die Daten in
Abbildung 1b zeigen, dass unter Verwendung von aG1P
Hydrolyse und Glucosyltransfer st�rker miteinander kon-
kurrieren, als dies mit Saccharose als Donorsubstrat der Fall
ist. Nach vollst�ndiger Umsetzung von Saccharose wurde das
Produktgemisch NMR-spektroskopisch analysiert. Innerhalb
der Nachweisgrenzen der verwendeten Methode (0.02%)
wurde ausschließlich das gew�nschte Regioisomer von a-
Glucosylglycerin gefunden.

Tabelle 1 fasst die Ergebnisse jener Experimente zusam-
men, die zur Optimierung der enzymatischen Umsetzung von
Saccharose und Glycerin hinsichtlich der Produkt- und
Raum-Zeit-Ausbeuten (RZA) durchgef�hrt wurden. Ange-
sichts des breiten pH-Optimums (5.0–8.0) f�r die enzymati-
sche Freisetzung von aG1P aus Saccharose,[18] war der pH-
Arbeitsbereich f�r die Synthese von aGG �berraschend
schmal. Der optimale pH-Wert liegt bei 7.0. Durch systema-
tische Variation der Anfangskonzentrationen von Saccharose
und Glycerin konnten Bedingungen gefunden werden (0.8m
Saccharose, 2.0m Glycerin), unter denen die spezifische
RZA, bezogen auf die eingesetzte Enzymmenge pro Volu-
meneinheit, am h�chsten war und gleichzeitig die Produkt-
ausbeute ca. 90% betrug. Eine weitere Erh�hung der Sac-
charose- und Glycerinkonzentration verbesserte weder die
RZA noch die Produktausbeute signifikant. Um den erfor-
derlichen Reinheitsgrad des l�slichen Biokatalysators zu be-
stimmen, haben wir die Effizienz des Rohextrakts der
Escherichia-coli-Zellen, aus denen die rekombinante Sac-

Abbildung 1. Vergleich von Saccharose und aG1P als Glucosyldonor
f�r die Herstellung von aGG. a) Bestimmung des kinetischen Vertei-
lungskoeffizienten unter Verwendung von 0.8m Saccharose (*) und
0.1m aG1P (*) in Gegenwart von 20 U mL�1 (*) und 3 U mL�1 Enzym
(*). b) Zeitlicher Verlauf der Bildung von aGG w�hrend der Umset-
zung von 0.3m Saccharose (*) oder 0.1m aG1P (*) in Gegenwart von
2.0m Glycerin und 20 UmL�1 Enzym bei 30 8C und pH 7.0.
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charose-Phosphorylase gewonnen wird, mit der des isolierten
Enzyms verglichen. Es konnte kein Unterschied zwischen den
beiden Enzympr�parationen (Tabelle 1) festgestellt werden.
Allerdings f�hrte die Verwendung von intakten, Saccharose-
Phosphorylase exprimierenden Bakterienzellen zu einer
substanziellen Abnahme der Produktausbeute verglichen mit
der entsprechenden Reaktion unter Gebrauch des freien
Enzyms.

Abbildung 2 zeigt den vollst�ndigen zeitlichen Verlauf
der Synthese von aGG unter optimalen Reaktionsbedin-
gungen. Wesentlich ist, dass die Hydrolyse von Saccharose
durchweg nur in sehr geringem Ausmaß stattfand. Das
Transferprodukt (0.7m) wurde mit einer berechneten Rein-
heit von � 98% (HPLC) und einer Gesamtausbeute von ca.
63% nach einer einstufigen s�ulenchromatographischen
Aufarbeitung isoliert (siehe Experimentelles). Die chemische
Struktur des gereinigten Produkts wurde mithilfe von NMR-
Spektroskopie best�tigt.[*]

Die sekund�re Produkthydrolyse stellt h�ufig eine große
Einschr�nkung f�r die von Transglycosidasen katalysierte
Synthese von Glycosiden dar. Es bedarf aus diesem Grund
einer streng kinetisch kontrollierten Reaktionsf�hrung bei
der enzymatischen Umsetzung, und selbst unter optimierten
Bedingungen liegen die Produktausbeuten vielfach nur bei
10–20%.[19] Der hydrolytische Produktabbau hat die Ent-
wicklung des Glycosynthase-Konzepts vorangetrieben. Gly-
cosynthasen sind genetisch manipulierte Glycosidasen, die
die Sekund�rhydrolyse aufgrund von Struktur�nderungen in
ihren aktiven Zentren nicht unterst�tzen k�nnen.[20] Die er-
folgreiche Entkopplung von Produktsynthese und -hydrolyse
hat aber zur Folge, dass hoch aktivierte Glycosyldonor-Sub-
strate verwendet werden m�ssen, die meist chemisch instabil
sind.[14] Angesichts des Standes der Technik war es �berra-
schend, dass die Bildung von aGG scheinbar gleichge-
wichtskontrolliert abl�uft (siehe Abbildung 1b und 2), was
wiederum auf eine ungew�hnliche kinetische Stabilit�t des
Produkts unter den verwendeten Transglucosylierungsbedin-
gungen schließen l�sst. Aus diesem Grund haben wir die
Aktivit�t von Saccharose-Phosphorylase mit gereinigtem
aGG als Donorsubstrat und Phosphat, Wasser oder Fructose
als Akzeptor untersucht. Die Umsatzgeschwindigkeiten
dieser Reaktionen waren extrem niedrig (kcat� 5 � 10�4 s�1),
und k�nnen mit jenen kcat-Werten f�r die Umsetzung von
Saccharose in aG1P und d-Glucose von ca. 100 s�1 bzw. 2 s�1

verglichen werden. Somit erh�ht der Austausch der Ab-
gangsgruppe von d-Fructose auf Glycerin die Stabilit�t des a-
Glucosids gegen Hydrolyse durch Saccharose-Phosphorylase
um etwa vier Gr�ßenordnungen.

Wir stellen zusammenfassend fest, dass ein sehr effizien-
ter und selektiver Transglycosidase-Prozess entwickelt wurde,
welcher die Grundlage zur Produktion von aGG als Indu-
striechemikalie liefern kann.[21] Wir erwarten uns, dass da-
durch auch die Entwicklung der potenziellen Anwendungen
dieser Verbindung, im Speziellen als Inhaltsstoff von kos-
metischen Rezepturen, vorangetrieben wird.

Experimentelles
Synthese von aGG: Saccharose (0.3–2.0m) oder aG1P (0.1m) wurde
in Gegenwart von Glycerin (0.5–3.0m) und rekombinanter Saccha-
rose-Phosphorylase aus Leuconostoc mesenteroides[22] (3–80 UmL�1)
in 50 mm MES-Puffer, pH 5.5–8.5, bei 30 8C und 550 rpm umgesetzt.

Tabelle 1: Optimierung der Herstellung von aGG hinsichtlich Produkt-
und spezifischer Raum-Zeit-Ausbeute (RZA).[a]

c(Saccharose)
[m]

c(Glycerin)
[m]

Ausb. [%] spezifische RZA
[m h�1 1000 kU]

0.3
0.5
0.8
1.0
1.5
2.0

2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0

93
93
85
80
55
47

0.54
0.97
1.41
1.11
1.15
1.31

0.8
0.8
0.8
0.8
0.8
0.8

0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0

47
60
73
88[b]/63[c]

79
87

0.59
0.75
0.91
1.11
0.98
1.09

0.8
0.8
0.8

2.0
2.0
2.0

85
86[d]

33[e]

1.41
1.43

–

0.3
0.3
0.3
0.3
0.3

2.0
2.0
2.0
2.0
2.0

30[f ]

68[g]

95[h]

63[i]

39[j]

0.19
0.43
0.59
0.39
0.25

0.1[k] 3.0 55 0.68

[a] Sofern nicht anders angegeben, wurde gereinigtes Enzym in 50 mm

MES-Puffer pH 7.0 verwendet. [b] Analytische Transferausbeute. [c] Ge-
samtausbeute an isoliertem Produkt. [d] Rohextrakt. [e] 3.25 g intakte E.-
coli-Zellen. [f ] pH 5.5. [g] pH 6.5. [h] pH 7.0. [i] pH 7.5. [j] pH 8.5.
[k] aG1P.

Abbildung 2. Herstellung von aGG unter optimierten Reaktionsbedin-
gungen: 0.8m Saccharose, 2.0m Glycerin, 20 U mL�1 Enzym, pH 7.0.
d-Fructose (*), d-Glucose (*), aGG (!), Saccharose (~).

[*] Zuweisung der chemischen Verschiebungen in aGG: 1H-NMR:
Glucose: H-1, 5.21; H-2, 3.66; H-3, 3.84; H-4, 3.52; H-5, 3.93; H-6a,
3.95; H-6b, 3.83 ppm; Glycerin: H-1’a, 3.80; H-1’b, 3.75; H-2’,
3.91 ppm. 13C-NMR: Glucose: C-1, 98.2; C-2, 71.9; C-3, 73.3; C-4,
69.9; C-5, 72.4; C-6, 61.0 ppm; Glycerin: C-1’, 63.8; C-2’, 79.2 ppm.[8a]

Referenziert auf externes Aceton: d(1H) = 2.22 ppm und d(13C) =
31.5 ppm.
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Die Reaktionszeit betrug bis zu 72 h und war abh�ngig von der ein-
gesetzten Enzymmenge. Repr�sentative Proben wurden zu ad�qua-
ten Zeiten gezogen, und das Enzym wurde nach Hitzeinaktivierung
durch Zentrifugation abgetrennt. Gereinigtes Enzym wurde gem�ß
dem Protokoll in Lit. [10] hergestellt.

Die Konzentration an d-Fructose wurde mit einem enzymati-
schen Test unter Verwendung von rekombinanter Mannitol-Dehy-
drogenase aus Pseudomonas fluorescens[23] bestimmt. Ein kolorime-
trischer Glucose-Oxidase/Peroxidase-Test wurde zur Bestimmung
der d-Glucose-Konzentration herangezogen. Glucose-Oxidase aus
Aspergillus niger, Meerrettich-Peroxidase und o-Dianisidin wurden
von Sigma bezogen. Anorganisches Phosphat wurde kolorimetrisch
bei 850 nm gemessen.[24] HPLC-Analysen wurden mit einer Aminex-
HPX-87C-S�ule (Bio-Rad) bei 85 8C durchgef�hrt. Elution erfolgte
mit deionisiertem Wasser bei einem konstanten Fluss von
0.6 mLmin�1. Die Konzentration an aGG wurde direkt mit HPLC
oder indirekt �ber die Konzentrationsdifferenz von d-Fructose (oder
Phosphat) und d-Glucose bestimmt.

Das Produktgemisch (16.2 g aGG in 90 mL) wurde auf eine XK-
50/60-S�ule aufgetragen. Das S�ulenmaterial (1 L) bestand aus einem
1:1-Gemisch aus Aktivkohle Norit (Typ Norit SX Ultra, Sigma) und
kalziniertem Celite 501 (Sigma). Ein vierstufiger Gradient, der sich
aus 4 L deionisiertem Wasser gefolgt von 4 L 2%igem Ethanol, 2 L
15%igem Ethanol und 1 L 25%igem Ethanol zusammensetzte,
diente zur Elution der Produkte bei einem konstanten Fluss von
20 mLmin�1. Unter diesen Bedingungen eluierten 10.2 g aGG
(40 mmol) in der 2%igen Ethanolfraktion, welche unter Vakuum
aufkonzentriert, lyophilisiert und bei �21 8C gelagert wurde.
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