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ZlGéeniny vyvolavajice sladka chut
I. sladké bielkoviny

ALZBETA KRUTOSIKOVA — MICHAL UHER — MILAN KOVA( — JAROSLAV
KOVAC

Sthrn. V prehlade stt uvedené poznatky o troch zndmych sladkych bielkovinach :
mirakuline, moneline a taumatinoch. Opisuje sa ich Struktura, spdsob izolscie,
predpokladany mechanizmus pdsobenia, pripadne ich pouzitie ako sladidiel.

Neziadtce ucinky nadmernej konzumaécie sachardzy spojené s vyskytom
artériosklerdzy, tuénoty a narastajicim poétom diabetikov si vynitilo hladat
nahradu — sladidlo.

V sucasnosti sa v literatire uvadza mnozstvo sladkych latok — nie vietky
su vsak vhodné ako ndhrada sacharézy. Zlic¢eniny vyvolavajice sladkd chut
mozno rozdelit do Styroch skupin: bielkoviny, dipeptidy, prirodné organické
latky a syntetické organické latky. Otizka volby druhu a mnozstva sladidla
zaujima vyrobcov, spotrebitelov a zdravotnikov z technologickych, nutri¢-
nych, toxikologickych a ekonomickych dévodov.

V predlozenej praci podavame prehlfad o prvej skupine zlaéenin vyvoliva-
jucich sladkd chut — sladkych bielkovinich. Sem patria tri proteiny poch4dza-
jice z ovocia zapadoafrickych rastlin, a to:

Mirakulin — glykoprotein ma proteinova zlozku s relativnou molekulovou
hmotnostou 42,000+3,000. Poradie aminokyselin nebolo stanovené, jej zlo-
zenie vSak je zname. Velkost a zloZenie sacharidovej zlozky ostavaji nadalej
nezname. Nie je skutotnym sladidlom, ale meni chut kyslych latok na sladkd.

Monelin — protein obsahujici 94 aminokyselin (M, 11,069), sklad4 sa z dvoch
zvlaStnych polypeptidickych refazcov oznadenych A a B. Retazec A obsahuje
44 aminokyselin a refazec B 50. Retazce samé nie st sladké, av3ak neporufeny
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protein mi relativnu sladkost 1500—2000-krat vyssiu ako 7 9, roztok sacha-
rézy.

Taumatin I a Taumatin IT — dva samostatné bielkovinové refazce (kazdy
g M. 21,000-600 a 1600-krat sladsf ako sachardza). Komplex taumatinov s hli-
nikom je Talin — sladidlo, ktoré bolo vyvinuté vo firme Tate and Lyle (Lon-
dyn). Taumatiny vykazujt sladka chut s prichutou sladkého dreva (18kotice),
ktord pretrvava az 1 h a méZe sa zriedenim zniZit.

Dalej rozoberieme jednotlivé biclkoviny podrobnejiie.

Mirakulin

Mirakulin sa ziskava zo ,zézratného ovocia‘, ktoré objavil anglicky lekar
W. F. Daniell [1] uz pred 125 rokmi v niektorych oblastiach zépadnej Afriky.
Hibfie sttdium v oblasti mirakulinu sa zadalo aZ po opitovnom objaveni
»zazratného ovocia® Inglettom a Mayom [3], ktorf sledovali nebezné chufové
vlastnosti tropickych rastlin. ,,Zazrainé ovocie‘ rastie na kriku Richardella
dulcifica rodu Sapotaceae, predtym znamy ako Synsepalum dulcificum Danielli
v oblasti zipadnej Afriky. Je 2 em dlhé, Eervenej farby, ovalneho tvaru. Aktiv-
na zlozka sa nachddza v tenkej duzinatej vrstve obalujiicej semeno tvaru oli-
vy. Nézov ,zdzraéné” je odrazom jeho vlastnosti, pretoZe zizratne meni chu-
tové pocity, napr. zmeni chut octu na chut ndpoja podobného portskému vinu
a kysld chut citrénovej $tavy na chut sladkého ndpoja s jemnou citrénovou pri-
chutou. Efekt pdsobenia je dlhotrvajieci, o vSak moZe byt pri jedeni mieSa-
nych jedal nevyhodné.

Chemicld &truktira mirakulinu. Aktivau zlozku — mirakulin bolo pomerne
tazko izolovat a stanovit jeho Struktiru; v ovoci sa vyskytuje v nizkej kon-
centricii a je velmi citlivy na zmeny pH prostredia. Podarilo sa dokizat [4],
ze mirakulin je glykoprotein obsahujtci v proteinovej ¢asti 373 aminokyselin
(tab. 1) s izoelektrickym bodom okolo 9.

Percentuslne zastipenie sacharidovej dasti bolo viak opisané rézne: 6,7 9,
arabindzy a xylézy [5], v rozmedzi 7,5 a 21 9, vietkych sacharidov, ako gluké-
zy, arabindzy, galaktézy a ramnézy [6], kym distejsie vzorky obsahovali 6,3 %,
fruktédzy, xylézy, mandzy a galaktizy [4]. Analytické rozdiely odrazaja odlis-
nosti v izolécii a disteni. Mirakulin je termostabilny v rozmedzi pH 3—12.

Predpokladany mechanizmus pdsobenia mirakulinu. Mirakulin je doteraz naj-
vacésou znémou molekulou schopnou vyvolat sladky pocit. Bolo navrhnutych
niekolko mechanizmov jeho pdsobenia [7], napriek tomu skutoiny spdsob
ostdva nadalej zihadou. Kurohara a Beidler [8] predpokladali, Ze kyslé pros-

210



Tabulka 1. Zastiipenie aminokysclin v sladkych bielkovinich
Table 1. Proportion of amino acids in sweet proteins

Pocet zvyikov aminokyselin?®
. . Monelin?? Taumatiny??
Aminokyselinal Miraku- . . — -
lin2t retazec? | nativiy? )
I 1T a, b, ¢
A B
Asp 42 t 6 10 21 19 21
glutamova? Glu 24 4 8 12 10 10 10
serint Ser 24 2 — 2 12 10 10
treonin® Thr 31 1 3 4 19 17 17
Pro 26 4 2 6 12 12 12
glvein® Gly 34 3 b 8 23 22 24
alanin® Ala 13 2 1 3 15 14 15
valin® Val 37 2 2 4 9 8 9
| leucin'® Leu 20 4 2 6 9 9 9
1zoleucin?? Ile 15 2 6 8 7 7 7
inl!? Met 2 — 1 1 1 1 1
Phe 26 2(3) '3 5(6) 10 10 10
; Tyr 13 5 2 < 7 8 7
polovicny cystintd Cys s — 1 1 14 14 14
histidin?® His 3 —_ — — 0 0 0
| lyzin? Lys 22 4 5 9 10 11 10
argininl® Arg 20 5 2 7 11 12 11
tryptofant® Trp 9 — 1 i 3 3 3
Spolu®® 373 44 50 94 193 187 190
|

Amino acid; 2Aspartic Acid: *Clatamic acid; ‘Serine; 5Threonine; ®Proline; "Giycine; SAlanine;
“Valine; **Leucine ; *Isoleucine; **Methionine ; ¥*Phenylalanine; ¥ Tyrosine; Shalf-cystine; ¥ His-
tidine; Y7Lysine; '®Arginine; ¥Tryptophane; ?*Number of amino acid residues; 2'Miraculine;
2Monelline ; 22Chain ; 22Native ; 25Taumatines; *¥Total.

tredie dostatotne meni tvar molekuly, ¢o umozni sacharidovym zvyskom, ara-
bindze a xyléze stimulovat sladké receptorove centrd. Kedze protolytickd mo-
difikicia viedla k strate aktivity mirakulinu, je evidentné, Ze bielkovinova ¢ast
je dolezitd pri mechanizme jeho poschenia.

Iny mechanizmus, ktory uvidza Dzendolet [9], predpokladd, ze mirakulin
blokuje kyslé receptorové centré, ¢im sa umozni aniénovej éasti kyslej moleku-
ly vyvolat sladkd chut. Tieto a iné tedrie podrobnejsie opisal Bartushuk a kol.
[10], ktori okrem iného usudili, Zze mirakulin v kyslom prostredi zvysuje slad-
kost. Nijaka z tedrii nevysvetlila umociiujici chutovy efekt mirakulinu, ktory
predurcéuje jeho pouzitie do zuvadiek, tstnych véd a pod. Pri aplikécii miraku-
linu sa moézu pouzit dva spbdsoby. Prvy navrhuj: prijat pripravky z miraku-
linu tesne pred konzumom nesladkych potravin, druhy odportéa bezprostredné
dévkovanie do potravin. Miralin Corporation (USA) rozvinula zadiatkom sedem-
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desiatyeh rokov v sirokom rozsahu pestovanie S. dulcificum na plantazach
v Indii a Brazilii a pripravovala koncentrat zo zézrac¢ného ovocia (MFC —
miracle fruit concentrate) na trh. V USA boli vsSak roku 1977 vSetky vyrobky
z N. dulcificum ako pridavky do potravin zakonne zakazané.

Monelin

Prvy dokumentovany tudaj o intenzivne sladkych bobuliach rastdcich na
zapadoafrickej rastline Dioscoreophyllum cumminsii je z roku 1895, detailnejsie
ich opisal Irvine [11].

Rastlina méa dlhé, vlasovite popinavé byle, pripominajtice vinnu révu a srd-
covité listy. Gélovitd hmota, ktord ma ohromujico sladka chuf, sa nachidza
okolo ostriovitej kostky, ktoré je sicéastou éervenych bobuliek nachadzajicich
sa na dlhych strapcoch. Ziskanie sladkej hmoty vyZaduje opatrnti ndro¢ni ope-
raciu.

Chemicka struktira monelinu. Inglett a May [12] uverejnili nespravny tudaj,
ked prisudili monelinu, Ze je vysokomolekularny polysacharid (M, 10,000).

Uz roku 1972 dve nezavislé skupiny [13, 14] charakterizovali monelin ako
bielkovinu. Autori [13] nazvali vyéistend bielkovinu ako sladidlo ,,monellin‘
podla ich dstavu. Stcasné extrakéné techniky produkuja 3—5 g Cistej bielko-
viny na 1 kg ovocia, sladkosti 1500—2000-krat (resp. 2000—2500-krat!*)
vacsej ako sachardza.

Primérnu struktiru riesili dve nezavislé skupiny [13, 14]. Relativnu moleku-
lova hmotnost (10,700), zloZenie a zastipenie jednotlivych aminokyselin a izo-
elektricky bod (9,03) uvadza préca [15] (tab. 1). Hudson a Biemann [16] zistili,
ze monelin mé dve nekovalentne viazané subjednotky, ktoré sa im podarilo
oddelit. Neskorsie bola stanovenéa sekvencia aminokyselin v obidvoch subjed-
notkach, ktoré oznadcili ako retazce A a B obsahujiice 44 a 50 aminokyselino-
vych zvyskov.

Poradie aminokyselin v retazci A:

0 5 10 15
Phe-Arg-Glu-Ile-Lys-Gly-Tyr-Glu-Tyr-GIn-Leu-Tyr-Val-Tyr-Ala-Ser-Asp-
20 25 30
-Lys-Leu-Phe-Arg-Ala-Asp-Ile-Ser-Glu-Asp-Tyr-Lys-Thr-Arg-Gly-Arg-Lys-
35 40 Ex: 50
-Leu-Leu-Arg-Phe-Asn-Gly-Pro-Val-Pro-Pro-Pro
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Poradie aminokyselin v retazci B:
5 10 15
Gly-Glu-Trp-Glu-Tle-Ile-Asp-Ile-Gly-Pro-Phe-Thr-Gln-Asn-Leu-Gly-Lys-Phe-
15
20 25 30 35
-Ala-Val-Asp-Glu-Glu-Asn-Lys-Ile-Gly-GIn-Tyr-Gly-Arg-Leu-Thr-Phe-Asn-
40 45 50
-Lys-Val-Tle-Arg-Pro-Cys-Met-Lys-Lys-Thr-Ile-Tyr-Glu-Asn-Glu
Podla vypoctov relativne molekulové hmotnosti sti: A — 5.232, B — 5,836
a celkovd — 11,069, asi 10 9, molekdl mé zvlast N-termindlny fenylalanin na
retazci A. Monelin sa ziskal v krystalickej forme [7].

Voplyv modifikdcie Struktiry monelinu na sladkd chut. Je zaujimavé sledovat
vlastnosti monelinu s cielom uréit tie ¢asti proteinovej molekuly, ktoré sa zi-
¢astliuji na vyvolani sladkej chuti, ¢o by mohlo slizit ako model syntetického
analégu. Prvé stidie ukazali, Ze na vyvolanie sladkej chuti bola nevyhnutna
celd molekula v jej nativnej konforméacii. Zahrievanie na 55—65 °C [14] a en-
zymaticka hydrolyza (trypsinom a chymotrypsinom) spésobovali stratu sladkej
chuti [17]. Podobne aj oddelenie jednotlivych subjednotiek A a B spdsobuje
stratu sladkej chuti a ani jedna samostatne ju nevyvolava.

Monelin je termolabilny a staly pri pH 2—9. Konformac¢né stadie [18] ukéa-
zali, Ze mensia ¢ast molekuly ma zavitnicovi struktdru a véacsia cast B-kon-
forméciu. Molekula monelinu mé aj ur¢ita terciarnu struktaru, ktoré je délezi-
té pre efekt sladkej chuti.

Fyziologickd reakcia na monelin. Ukézalo sa, ze ludskéa reakcia na monelin
je rozliénd, avsak eSte vacsi rozdiel sa zistil v reakeii jednotlivych druhov ci-
cavcov. Napriek tomu, Ze niektoré cicavce reaguji na sladki chut sacharézy,
monelin u nich pocit sladkosti nevyvoladva (19, 20]. Z toho mozno usudif, ze
sladké proteiny maji oddelené receptorové centra na vyvolanie sladkej chuti,
ktoré st nepritomné v niektorych druboch cicaveov [7]. Monelin nie je toxicky,
ale kvéli jeho tepelnej nestalosti a obtaznosti pestovania nie je pravdepodobné
jeho komer¢né vyuzitie.

Taumatiny (T, T,,)

V poslednom ¢ase sa najviac studuje sladkd prirodna bielkovina, ktord ob-
javil W. F. Daniell uz roku 1839 v ovoci Thaumatococcus daniellic (Benth.)
[1, 2], rodu Marantaceae (ktoré nazval ,,zazratné ovocie zo Sudanu). Rastie
v zépadnej Afrike od Sierra Leone k Zaire, v Ghane, Nigérii a Angole. Rastlina
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sircké, ovilne, papierovité listy na dlhych, 3 m vysokych byliach. Ovocie

ité juholnikového tvaru, po dozreti jasne Gervenej farby. Sladké biel-
1e ulozeud v membranou oddelenej ¢asti semena. Rastlinu sa podarilo
do in¥ch casti sveta, pestuje sa napr. v sklenfkoch vo Velkej Briténii.

Chemické vlastnosti tawmatinov. Van der Wel a Loeve [21] izolovali bielkoviny
sladkej chute, ktoré nazvali taumatin I a IT (T, a T,)). Uphw vytazok bol 0,9 g
sladkej bielkoviny na 1 kg ovocia sladkosti 1600-krét vacsej ako sacharozy

t. zn. 0.9 g taumatinu je ekvivalentné 1,5 kg sachardzy). Tieto udaje podnietili
rozsiahly vyskum v oblasti ich izoldcie a stanovenia Struktary. Zistilo sa [7],
ze vytazok sa moze zvysit v pritomnosti nizkej koncentracie soli, najma hli-
nika, ktorého pritomnost zlep3uje farbu, stalost, filtrovatelnost, éistotu a slad-
kost extraktu. Vytazok z 1 kg ¢erstvého ovocia sa zvysil na 6 g bielkoviny.
Ukézalo sa, zZe taumatiny sa navzdjom velmi podobaji v relativnej molekulo-
vej hmotnosti v zastipeni jednotlivych aminokyselin (tab. 1), zisaditosti
a sladkosti, majte t ist N-termindlnu aminokyselinu (alanin), odliSujd sa
iba rozliénou amidickou substiticiou (izoelektricky bod T, = T,, = 12, rela-
tivna molekulovd hmotnost T, = 21,0004-600, T,, = 20,500-600).

Pri opatrnom frakcionovani sa zistili este tri dalsie sladké bielkoviny ozna-
¢ené T,, T} a T, ktoré boli eluované a rozlisené pred T; a Ty VSetky maji po-
dobny obsah aminokyselin a relativnu molekulovd hmotnosf (18,000—20,000),
ale st menej sladké ako T a T};.

Voplyv fyzikdlnej a chemickej modifikdcie na chut tawmatinov. Zistilo sa, Ze
zasaditost ma vplyv na ich sladkid chut. Van der Wel a Bel [22] dokdzali, Ze
substiticiou lyzinovych skupin v T, so vzrastajicim poétom acetylovych sku-
pin mé za nasledok pokles sladkosti, ktord dpine zmizune, ak styri z desiatich
jednotiek lyzinovych zvyskov boli acetylované. Vplyv teploty na sladkd chut
taumatinov je zlozity a zévisly od koncentracie sladidla, pritomnosti kyslika,
soli a pH. Korver a kol. [23] ukazali, Ze nevratna tepelnd denaturicia sa vy-
skytovala pri teplotach 75 °C, pH 5 a 55 °C, pH 3. Sladkost sa strica, ak niekto-
ré z disulfidickych mostikov st oxidaéne a redukéne Stiepené, ¢o potvrdzuje,
ze podobne ako pri moneline je celkova tercidrna Struktdra bielkovinovej mo-
lekuly uréujicim faktorom sladkej chuti.

Najvyraznej$i vplyv na intenzitu sladkosti m4 interakcia taumatinov s hli-
nikovym katiénom [7]. Napriklad iénovy adukt taumatiny—hlinik, zvany ta-
lin, predstavuje pravdepodobne doteraz najintenzivnejsie znidme sladidlo.
Talin je 3500-krat sladsi ako sacharéza (na molekulovom zéklade je to 200 000-
-krat vyssia sladivost v porovnani so sacharézou).

Vlastnosti jedineéne umocriujice chut talinu ddvaji perspektiva pouzitia
v oblasti vyroby zuvadiek, zubnych pést, Gstnych vod a pod.
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V poslednom &ase boli patentované kompozicie sladidiel pripravené rozpuste-
nim sladkych proteinov (taumatiny, monelin) vo vode, zmieSanim so slabo-
kyslymi polysacharidmi (napr. arabskd guma) a takto pripravené asi 20 %,
roztoky sa vysusili. Ziskané prasky sa pouzili na sladenie nealkoholickych né-
pojov [24].
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CoenliHenys, BHI3pIBAICINNE CAANKHIT BKYC
1. Caapxue Gexxn
Pezwome
B 0030pe npuBOIATCA aHAbIC O TPEX Li3BECTHBIX CIajIKUX 0elIKax: MHPAKY/HMHE, MOHEe/TUHE

» tayMaTHaax. OHHCHIBAETCH MX CTPYKTYpa, ¢nocol n30iAnuy, npejinoaaraeMelii MeXaHn3M
BO31eliCTBHA, HX BO3MOJKHOE HCIONB3OBAHNMEC B KadecTBE BeIIECTB, NPHAAIOIIAX CilajKHi

Compounds indueing sweet taste
I. Sweet proteins
Summary
This paper supplies information on the three hitherto known sweet proteins: miraculine,

monelline and taumatines, indueing also their structure, way of separation, assumed me-
chanism of action as well as their use as sweeteners.
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