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Zluceniny vyvolavajuce sladkud chut. VIIIL.
N-Acylaspartylové sladidla s vysokou sladivostou

ALZBETA KRUTOSIKOVA - MICHAL UHER - MILAN KOVAC

SUHRN. V prehlade sa uvddzaju najnovsie poznatky o extrémne sladkych latkach na zdk-
lade kyseliny aspardgovej. Sem patri najucinejSie sladidlo N-[1-(5,6,7,8-tetrahydron-
aftoyl)]-a-L-aspartyl-6-kyano-3-pyridylamid-(tetrahydronaftamat), ktory je 70 000-krat
slads$i ako sachardza. Tedria multibodového pripojenia pévodne navrhovand na vysvetle-
nie sladkej chuti vysoko sladkych sladidiel, sa uvadza v suvislosti so $tidiom vztahu Struk-
tury a aktivity tohoto sladidla.

V poslednych dvadsiatich rokoch medzi najviac Studované sladidla patria
derivdty kyseliny L-asparagovej. V jednej z naSich predchddzajucich prac [1]
sme uviedli prehlad zlic¢enin vyvoldvajucich sladkd chut, zaloZenych na
dipeptidoch. Sem patri predovsetkym aspartdm - metylester o.-L-aspartyl-L-fe-
nylalaninu.

Skupinu sladkych latok - amidov zalozenych na kyseline L-aspardgovej
publikovali Lapidus a Sweeney [2]. V tejto skupine je najucinejSiou zliceni-
nou N-trifléracetyl-o-L-aspartyl-4-kyanoanilid (1), ktory je 3000-krat sladsi
ako sacharéza (na molekulovom zdklade), odpovedajica volnd amino-
zlicenina (2) je iba 12-krat sladSia ako sacharéza na molekulovom zdklade
(18-krat sladsia na hmotnostnom zdklade). Sladku chut 1 (podobne ako chut
aspartdmu) objavili ndhodne [2]. AZ r. 1978 [3] sa objavil ndzor, Ze systém
AH-B (v ktorom A aj B su elektronegativne atomy; AH je donorom
vodikovej vézby, zatial ¢o B je akceptorom [4]) je nevyhnutny najmé na fixa-
ciu molekuly na aktivhom povrchu receptora. Podla toho jedna vodikova
vdzba tvorend karboxylovou skupinou moéze byt dostato¢nd na udrZanie
molekuly, ak md vhodné sterické hodnoty, ktoré si v zhode s povrchom
receptora [3].

Daliim $tidiom sa dokdzalo, Ze zmena substituentov vyrazne vplyva
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na intenzitu sladkej chuti. Casto sa uvddza, Ze pritomnost uhlovodikovych
skupin vyrazne zvySuje intenzitu sladkej chuti v sérii tychto zlicenin [5,6].
N-Alkylacia v zlicenine 2 (a nasledne na jej L-glutamylovom analdgu) vied-
la k velmi sladkym zlic¢enindm dosahujicim az 20 000-ndsobnu sladivost
sacharozy [7].

Ndhrada N-trifludracetylovej skupiny v zlicenine 1 N-propylovym
zvySkom spOsobuje zniZenie intenzity sladkej chuti. Naopak, rozvetvenie
na tomto zvySku v polohe 2 s jednou alebo dvomi metylovymi skupinami

TABULKA 1. Vplyv uhlikatého substituenta R na intenzitu sladkej chuti
substituovanych a-L-aspartylanilidov.
TABLE 1. Influence of the hydrocarbon substituent on sweetness potency
of substituted a-L-aspartylanilides.

CO-NH OCN

R-HN = CmH
(FHZ)n
CO,H
Zliceninal Intenzita sladkosti? . .
Literatira3
R n=1 n=2
(CH3)3CCH2 700 5000 [8]
CH3(CH2)s 600 5000 [6]
(RS)-CH3(CH2)2CH(CH3)CH2 1500 5000 [6]
CsHi1-(CHa)3 7000 7000 [6]
CH3(CHa2)s 2000 7 000 [6]
2-CH3CsH4CH2 2000 10 000 [8]
4-CH3CcH4CH2 3000 15 000 [8]
1-naftylCH> 4000 15 000 [8]
3-CH3C¢H4CH2 5000 20 000 [8]
Intenzita sladkej chuti je uddvand na hmotnostnom zaklade v porovnani s 2 %-nym roztokom

sachardzy.
1 - compound, 2 - sweetness potency, 3 - references. Sweetness potency is given on a weight

basis relative to 2 % sucrose solution.
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TABULKA 2. Intenzita sladkosti niektorych sladkych derivatov
kyseliny N-acyl L-aspardgovej a L-glutdmove;j.
TABLE 2. Sweetness potency of some sweet derivatives
of N-acyl-L-aspartic and L-glutamic acid.

—N
CO-NH {%CN

R-CO-HN = CmH

(‘CHz)n
CO,H
Zliceninal N Intenzita Literatira3
R sladkostiz

(R)-C¢HsCH(OCH3) 2 11 000 [6]
(RS)-CsHsOCH(CH3) 2 13 000 [6]
(S8)-CH3(CH2)3CH(CH3) 2 20 000 [6]
CH3(CH2)3C(CH3)2 2 22000 [6]
(R)-CcHsOCH(CH3) 2 25 000 [6]
1-naftyl 2 30 000 [6]
(5,6,7,8)-tetrahydro-1-naftyl 2 40 000 [6]
3-C2H50-CoHs 1 10 000 [8]
2,3-diCH3CgH4 1 20 000 [8]
1-naftyl 1 35 000 [8]
(5,6,7,8)-tetrahydro-1-naftyl 1 70 000 [9]

Intenzita sladkej chuti je uddvand na hmotnostnom zaklade v porovnani s 2 %-nym roztokom
sacharozy.

1 - compound, 2 - sweetness potency, 3 - references. Sweetness potency is given on a weight
basis relative to 2 % sucrose solution.

intenzitu sladkej chuti zvySuje az na droven 5000 (tabulka 1.).

Dalgia skupina sladkych latok kyseliny N-acylaspardgovej a kyseliny
N-acylglutamovej sa ziska pripojenim uhlikatej skupiny k zlicenine 2 (alebo
jej glutdmového analégu) amidovou vézbou. Takto sa ziskali velmi sladké
zli¢eniny, medzi ktorymi vynikd N-[1-(5,6,7,8-tetrahydronaftoyl)]-o.-L-as-
partyl-6-kyano-3-pyridylamid-(tetrahydronaftamat) (tabulka 2.), ktory
so 70 000-ndsobnou sladivostou v porovnani so sachardzou je doteraz najs-
ladSou zlic¢eninou spomedzi sladidiel zaloZenych na kyseline L-aspardgove;j
[8,9].

Analdgia sa pozorovala medzi N-aspartylovymi sladidlami a predchéddza-
jucimi N-alkylanalogmi. Napr. pozorovalo sa také isté zvySenie intenzity
sladkej chuti spOsobené rozvetvenim na polohe 2 jednou alebo dvomi
metylovymi skupinami. AvSak je pozoruhodny rozdiel, Ze N-2,2-
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dimetylpropanoyl analég bol bez chuti, zatial ¢o koreSpondujici N-2,2-
dimetyl propyl analdg mal sladivost na trovni 5000.

Mensi rozdiel v sladivosti sa pozoroval pri zistovani optimalnej dlzky
uhlikového refazca. Dizka je najlepsie reprezentovana hexanoylovou
skupinou namiesto heptanoylového zvySku pre predchddzajice aspartylové
sladidla. AvSak pridanie resp. odstrdnenie iba jednej metylénovej skupiny na
hexanoylovom zvySku sposobuje predtym pozorovany efekt t. j. silny pokles
intenzity sladkej chuti. Napr. N-butanoyl alebo N-pentanoylové analdgy
maju intenzitu sladkej chuti okolo 100, zatialco N-hexanoylovy analdg vyka-
zoval hodnotu 1000.

Rozvetvenie na polohe 2 spojené s predizenim refazca sa ukdzali ako
zdkladné poziadavky pre tvorbu sladkej chuti vysokej intenzity. Napr. nizka
hodnota 150 pre N-pentanoylovy analdg sa zvySila iba na 2800 po pripojeni
metylovej skupiny do polohy 2 a dalSie zvySenie na hodnotu 9000 sa
pozorovalo, ak tento pentanoylovy zvy$ok bol predizeny o dalsiu
metylénovu skupinu.

Podobny, sladkd chut umociujuci efekt, sa pozoroval pri zavedeni aro-
matickych zvySkov. Monometyldcia na polohach 2- a 3-benzoylového zvysku
zvySuje intenzitu zo 400 na 2500. Dimetyldcia na tychto polohdch kumuluje
obidva efekty a dosahuje sa intenzita 6000. Substiticia v polohe 2 a 3- pouzi-
juc I-naftoyl resp. 1-(5,6,7,8)-tetrahydronaftoyl skupinu sa podiela na
zvySeni intenzity na hodnotu 70 000 (tabulka 2.).

Tedria viacbodového pripojenia
- model pre recepciu sladkej chuti

V protiklade k autorom [10,11], ktori vysvetlovali interakciu sladkej latky
s receptorom jednoduchymi, dobre akceptovatelnymi modelmi predpok-
ladajucimi jestvovanie dvoch resp. troch kontaktnych miest, autori [5,12]
navrhli teériu mnohobodového pripojenia (multipoint attachement - MPA).
Tento model predpokladd osem volitelnych, ale interagujuicich, rozpoznava-
jucich miest schopnych interagovat so sladkou zliceninou idénovymi a
vodikovymi vizbami ako aj hydrofébnymi interakciami. Z toho vyplyva, ze
na vyvolanie sladkej chuti nie je potrebnd interakcia vSetkych rozpoznavaju-
cich miest receptora. VysSia intenzita sladkej chuti moze byt sihrnnym
vysledkom ich pritomnosti.

Ako dosledok pozorovanej vicsej dolezitosti tvaru a dlzky uhlikatého
retazca, autori predpokladaju, Ze na receptore su Styri rozpozndvajlice mies-
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ta: G1, G2, G3 a G4, kazdé€ velkosti metylovej skupiny. Dosledok velkosti
a neSpecifickych hydrofébnych interakcii, ako sa pdvodne prepokladalo,
nie je dalej dolezity. Vyznam spravnej dizky a rozvetvenia uhlikatej Casti
sa vysvetluje existenciou jej priestorovej zhodnosti s receptorom. Vztahy
Struktura - aktivita odhalili, ze uhlikata skupina, ktord premostuje dve alebo
viac (G1, G2, G3 alebo G4) rozpozndvajucich miest receptora, sposobuje
zvySenie intenzity sladkej chuti. Tento fenomén je favorizovany rigidnejSimi
Strukturami, ako su naftylovy a tetrahydronaftylovy zvySok. Sterickd zhod-
nost sladidla s miestom na receptore sa vysvetluje ako nevyhnutny krok kon-
formacnej zmeny sladkého receptora z inaktivnej zuiZenej na rozsirenu -
aktivnu konformdciu. Povazujuc sladidlo za ,.klin“, ktory menf receptor na
aktivnu expandovanu formu, hladina volnej energie tohto procesu musi byt
nizka. Bodova interakcia CH3 skupiny medzi uhlikovym substituentom
a dvomi alebo viacerymi rozpozndvajicimi miestami receptora moze byt
dostatocnd na iniciovanie konformacnej zmeny receptora. Ostatné miesta
receptora oznacené ako AH, B, XH a D, su totozné s tymi, ktoré uzZ boli pos-
tulované autormi [10,11]. I6nova interakcia sa predpokladd pre interakciu
karboxylovej skupiny s receptorom sladkej chuti (B miesto), vodikovd vdzba
pre aromaticki amidovi skupinu (AH miesto), (-amdniova resp. amidova
skupina (XH miesto) a kyanovd skupina (D miesto).

Rozpozndvajice miesta receptora

Ak uvazujeme, Ze receptor sladkej chuti ma proteinovd podstatu, tak
rozpozndvajuce miesta receptora su konstruované bocnymi retazcami kazde;j
Specifickej aminokyseliny pritomnej na aktivnej drovni.

Napr. idnova tridda, pozostdvajuca z amoniovej skupiny pochddzajicej
z lyzinylového bo¢ného retazca a z dvoch karboxylatovych skupin pochadzaju-
cich z aspartylového alebo glutamylového zvysku, je povazovana za recep-
torového partnera pre B, AH a XH skupiny sladidiel, ako je zndzornené
pre tetrahydronaftamat (obr. 1.).

VSeobecnou charakteristikou bo¢nych retazcov receptora je ich schop-
nost ucinne posiliiovat iénovu viazbu s doplnkovymi skupinami sladidla -
amdniovou a karboxyldtovou (idnovéd vézba sa zosilinuje dvomi vodikovymi
véazbami). Tiez su schopné vytvorit slabsie vodikové vézby s neionizovanymi
skupinami, ako su hydroxylova alebo amidovd skupina, ktoré sa pravidelne
vyskytuju v sladidlach. Dalej existencia vodikovych vizieb s dvomi kyslikovy-
mi atomami karboxylovej skupiny receptora vysvetluje nezmenenu sladkost
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OBR. 1. Predpokladané interakcie tetrahydronaftamatu (70 000-krat sladsi ako sachardza)
s bo¢nymi retazcami aminokyselin receptora sladkej chuti.
FIG. 1. Postulated interaction of tetrahydronaphthamate (70 000 times sweeter than sucrose)
with the amino acid side chains of the sweetness receptor.

1 - Ser or Thr, 2 - Asp or Glu, 3 - Asp or Glu, 4 - steric effect, 5 - hydrogen bond, 6 - ionic
interaction.

v pripade, ak sa kyselina L-aspardgova nahradi kyselinou L-glutdmovou
v beznych sladidlach.

Priestorovi podobnost G1 az G4 miest receptora maju tieZ aminoky-
seliny obsahujice metylovi skupinu (alanin, treonin, valin alebo prolin
s jeho pyrolidinovym kruhom).

AvSak bo¢né retazce treoninu su prednostne selektované, pretoze dudlna
Struktira jeho bo¢ného retazca stericky suhlasi s metylovou skupinou,
donorova - akceptorova vodikova vidzba s hydroxylovou skupinou a biform-
nd interakcia bola dokdzana inymi hyperintezivnymi sladidlami. Ku kyanove;j
skupine (D-miesto sladidiel) sa prejavi donorovy charakter vodika hydrox-
ylovej skupiny treoninu alebo serinu.

Sumadrne, bezny model predpokladad jestvovanie sady troch rozliSovacich
miest receptora (AH, B a XH), ktoré zahriiuju i6nové a vodikové vizby,
druhu skupinu Styroch dodato¢nych rozpoznévajicich miest (G1 az G4),
ktoré participuju najméd na sterickej zhodnosti so sladkymi molekulami
a D rozpozndvajice miesto, ktoré priestorovo patri k miestu G4 a ktoré vys-
tupuje ako skupina poskytujica vodik.
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SuMMARY. The present work describes the most potent L-aspartic acid-based sweetener,
N-[1-(5,6,7,8-tetrahydronaphthoyl)]-L-aspartic acid o-4-cyano-3-pyridinamide (,,tetrahy-
dronaphthamate®) which exhibits a sweetness potency of 70,000 times that of sucrose. The
multipoint attachment (MPA) theory previously proposed to explain the sweet taste of potent
sweeteners is reviewed in connection with a structure-activity relationship study performed
on this sweetener.

263



