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Introduccion

Debido a la alta demanda de alimentos saludables y bajos en
calorias en el mercado, la industria alimentaria se ha encontrado con el
desafio de disefar productos que cumplan con las expectativas de la
sociedad tanto en cuestiones de aceptacidn como en aspectos nutritivos,
por esto, el uso de aditivos alimentarios se ha visto incrementado en los
ultimos anos. Los compuestos edulcorantes son de los mas empleados
para aumentar las alternativas de sustancias que puedan emplearse en
productos con gustos dulces, en este trabajo se proponen once diferentes
derivados estructurales del aspartame, para evaluar la posibilidad de ser
considerados agentes edulcorantes viables para la industria y seguros

para el consumo humano.

Los derivados estructurales fueron sometidos a estudios de
acoplamiento molecular con el receptor metabotrdpico del glutamato
subtipo 1 (mGIuR1), se compararon los parametros obtenidos para cada
uno de los diferentes complejos proteina-ligando y con base en los
resultados se propone al N-(L-a-Aspartato, 4-propil éster)-L-fenilalanina,
1-propil éster como el compuesto con un perfil mas parecido al de un
potente edulcorante no caldrico, por lo que se sugiere una ruta de sintesis

en laboratorio para dicho compuesto.



Antecedentes
Los sentidos

El ser humano percibe su entorno y se relaciona con él por medio
de los sentidos, pues a través de éstos recibe la informacion del mundo
exterior y la procesa en el cerebro para generar una experiencia y

finalmente un conocimiento. [14]

Nuestro cuerpo cuenta con diversos sentidos dentro de los cuales
la vista, oido, olfato, tacto y gusto son los cinco principales, estos se

pueden dividir en dos categorias como se muestra en el Figura 1.

Figura 1. Mapa conceptual de los cinco sentidos basicos con los

que cuenta el ser humano y su principal fundamento.
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e Sentidos fisicos: son aquellos en los que el fundamento de

la percepcion se basa en una propiedad fisica, como lo es la

textura o la longitud de onda, por lo que estos sentidos no se

saturan.

Vista: por medio de este sentido percibimos imagenes, las
cuales a través de los conos se logran apreciar con colores.
Existen tres tipos de conos: los denominados L-conos
(abundancia del 64%) cuya mayor sensibilidad es a
longitudes largas, M-conos (abundancia 32%) sensibles
mayormente a longitudes de onda mediana y S-conos
(abundancia 2-7%) que maximizan la sensibilidad a
longitudes de onda cortas. Las otras células importantes
en la visidon son los bastones, ocupados principalmente en
la vista periférica y visidon nocturna pues son muy sensibles
a bajas intensidades de luz y por el contrario se vuelven

completamente ciegos cuando la luz es muy intensa. [33]

Oido: con este sentido estan relacionadas las ondas
sonoras, un tipo de ondas mecanicas las cuales entran en
el conducto auditivo llegando al timpano, haciendo que
vibre y transmitiendo dicha vibraciéon a 3 huesecillos que
amplifican las ondas. El sentido del oido puede percibir
tonos, los cuales estan determinados por la frecuencia con
la que las ondas sonoras llegan al timpano y el volumen,

el cual depende directamente de la amplitud de la onda.
[34]

Tacto: la piel tiene realmente tres tipos de sensaciones

(temperatura, dolor y presion) de los cuales la presiéon es



una distorsion mecanica de los cilios de las células, la
temperatura tiene influencia en los canales idnicos
generando asi estas sensaciones y finalmente el dolor, el
cual es el resultado de detectar ciertas sustancias que
indican un dafio en los tejidos [3%1 a partir de éstas
sensaciones basicas se pueden generar otras sensaciones
compuestas como por ejemplo el ardor, que es una

combinacion entre calor y dolor.

e Sentidos quimicos: por medio de estos sentidos percibimos
principalmente moléculas del medio que nos rodea, las cuales
se unen con diferentes receptores generando un estimulo que
podemos percibir como agradable o desagradable. A
diferencia de los sentidos fisicos, los sentidos quimicos se
saturan debido a que necesitan una proteina receptora y un
ligando, lo que significa que existe una saturacién del

receptor impidiendo asi la unién de mas moléculas.

= Olfato: este sentido se encarga de percibir diferentes
sustancias dispersas en el aire. También considerado
como el Unico sentido dual puesto que es capaz de
percibir los estimulos exteriores como interiores del
cuerpo humano, los receptores olfatorios estan en la
parte superior de las fosas nasales y para poder percibir
una molécula es necesario que esta se encuentre
dentro de un rango de 200 a 400 Daltones (Da). [°]

» Gusto: es el sentido con el cual el ser humano percibe
las sustancias disueltas en los alimentos. El drgano por

excelencia del gusto es la lengua debido a que en esta



se encuentran los mayores receptores gustativos
llamados papilas gustativas (caliciformes, fungiformes,
foliadas y filiformes). Estas células estan distribuidas

especificamente en la lengua dependiendo del tipo. [8]
El sentido del gusto

Es importante no confundir el término “gusto” con “sabor” puesto
que este ultimo es un procesamiento multisensorial en el que se integran
al menos tres diferentes canales: gusto, olfato y la somatosensacion.
Ademas, debemos tener en cuenta que el proceso de masticacidon
contribuye en la percepcidn del sabor; el cual se define como “la
sensacion producida por un material que se encuentra en contacto con la
boca, percibido principalmente por el gusto y olfato, influenciado por el

esfuerzo al masticar, los receptores tacticos y la temperatura de la boca”.
(8]

La percepcion del gusto inicia cuando el alimento es triturado por
las piezas dentales aumentando la superficie de contacto entre el
alimento y la lengua, ademas favorece la disoluciéon de las moléculas en
la saliva y favorece la interaccién de estas moléculas con las papilas
gustativas. [23] Dentro de estas formaciones se encuentran los botones

gustativos representados en la Figura 2.

Estas estructuras tienen forma de barril y presentan una abertura
denominada poro gustativo que comunica con el medio bucal, dentro de
este se encuentran las células gustativas en un rango de entre 50 y 100
unidades, la forma que presentan es alargada, con microvellosidades en

su parte apical y conectadas a terminales nerviosas en la zona basal. [24]
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Figura 2. Diagrama de un boton gustativo.

Poro gustativo

\, 2

v . 'y /
/Q:elp eﬁjmoso
e x
estratificad
{ \

Células-gustativas - 7_. = — - XX (Células de sostén

Diagrama general de un botdn gustativo en el que se observan las
principales células que lo conforman imagen tomada de (Morales
Puebla, Mingo Sanchez, & Caro Garcia, 2019)

Existen cuatro modalidades basicas del gusto: amargo, agrio,
salado y dulce. Recientemente estudios realizados en Japén apuntan a

una modalidad de sabor nueva que han denominado “umami”. [18]

Anteriormente se creia que cada una de las sensaciones basicas del
gusto se percibia en zonas especificas del dorso lingual lo cual dio pie a
una especie de mapa mostrado en la Figura 3. Esta creencia ha quedado
obsoleta debido a estudios moleculares que han demostrado que todas
las areas de la lengua son capaces de percibir cualquier sabor pues
mientras cuenten con receptores gustativos son capaces de percibir todas

las modalidades gustativas. [27]
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Figura 3. Mapa de los sabores en la lengua.

Diagrama de la lengua en el que se creia que el gusto salado se percibia
en los costados de la punta de la lengua, el agrio en los costados
posteriores, el amargo en la parte posterior de la lengua y el dulce en la

parte frontal, imagen tomada de (Educativa, 2023)

Se conocen dos mecanismos de transduccion de sefializacion; para
los gustos salado y agrio corresponde el mecanismo de canales idnicos,
mientras que, para el dulce, amargo y umami, el sistema de receptores
asociados a proteinas G (que para efectos de este sentido la proteina G
recibe el nombre de “gustoducina”). El reconocimiento de las diferentes
moléculas resulta en una despolarizacion de la célula seguida de la
liberacion de neurotransmisores que en el cerebro se traducen como una

de las cinco modalidades gustativas basicas. [32]
Gusto salado

Es la respuesta a moléculas idnicas como el NaCl y mecanismos
sensibles a los canales selectivos conocidos como ENaC (canal epitelial
de sodio sensible a amilorida), las sales activan estos mecanismos

penetrando las microvellosidades y los canales basolaterales, cuando

12



estos iones se acumulan generan un cambio electroquimico favoreciendo
la entrada de iones Ca2* resultando en la liberacién de neurotransmisores

almacenados en vesiculas intracelulares. [14]
Gusto agrio

Las sustancias que generan iones H* en disolucién son las que
causan estos estimulos, los mecanismos por los que se reconoce este
gusto son variados. Las sustancias acidas bloquean la salida de potasio
causando una despolarizacidon que abre los canales de sodio y calcio, que
al aumentar su concentracién intracelular se genera la liberacidon de

neurotransmisores que se unen a las neuronas aferentes gustativas. [32]

Por otro lado, se han propuesto varios receptores para los iones H*
entre los cuales se encuentran los canales ASIC (canales idnicos sensibles
a acido), los canales de K* y los heterodimeros PKD2L1 y PKD1L3
(polycystic kidney disease 2-like 1 protein/1 -like 3 protein) los cuales

solo se expresan en las células gustativas. [14]
Gusto amargo

El gusto amargo referenciado por la quinina es una sefializacién de
gue se ha ingerido una sustancia toxica, los receptores para este tipo de
sustancias se encuentran asociadas a proteinas G de la familia T2R,
generando segundos mensajeros que conducen a la liberacion de Ca?*
proveniente del reticulo endoplasmatico, despolarizando la célula y

liberando neurotransmisores. [24]
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Gusto umami

Existen dos aminoacidos que generan este gusto: el glutamato
monosodico y el aspartato [81 este gusto depende del receptor
metabotrdpico truncado del glutamato subunidad 4 (mGIuR4) y existen
reportes de que las transformaciones de las sefiales del sabor umami son
mediadas por una familia de receptores asociados a proteinas G (T1R1 y
T1R3). [14] sin embargo, no se conocen con exactitud los mecanismos por
los cuales los segundos mensajeros conducen a la liberacion de

neurotransmisores.
Gusto dulce

Las sustancias dulces al igual que el gusto umami y amargo son
reconocidas por un grupo de receptores asociados a proteinas G
(formadas por las subunidades o,p y y) de la familia TIR2 y T1R3 los
cuales pueden presentarse solos o asociados, sin embargo, cuando se
encuentran asociados pueden responder a todas las moléculas dulces
incluyendo: sacarina, glicina, aspartame, taumatina, etc. [°! Estas
moléculas no entran directamente en la célula como se observa en la
Figura 4, pero si causan cambios en el interior de la misma. Cuando las
moléculas se unen a su receptor las subunidades de la proteina G se
dividen en o y By asocidandose la primera subunidad con el guanosin
trifosfato (GTP) y siendo liberada, el complejo activa la adenilciclasa que
cataliza la conversion de adenosin trifosfato (ATP) en adenosin
monofosfato (AMP), siendo este el segundo mensajero que activa una
guinasa con la que se propicia la fosforilacion de los canales de potasio
gue, como un efecto domino, activa los canales idnicos de sodio y estos

a su vez los canales de calcio, ion considerado el tercer mensajero
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responsable de la liberacidon de los neurotransmisores que finalmente se

traducen en el cerebro como un gusto dulce. [23]

Figura 4. Mecanismo de accion del gusto dulce

Azicar
o edulcorante

Receptor acoplado
a proteina G

Precursor __

Segundo

mensajero

Na* .

Canal de K 4y

Una vez que el ligando se une con el receptor se liberan los mensajeros
gue blogquean los canales de potasio y por consiguiente activando los
canales de sodio y finalmente se activan los canales de calcio
generando una despolarizacién dentro de la célula y liberando los
neurotransmisores que se traducen en el cerebro a un estimulo dulce,

imagen tomada de (Garcia Olmedo, 2023)
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Ingredientes tecnoldgicos
Coadyuvantes tecnolégicos

Los coadyuvantes tecnoldgicos son sustancias quimicas que no se
consumen como alimento en si, mas bien se utilizan intencionalmente en
la transformacién de materias primas, alimentos o sus ingredientes para
cumplir un determinado propdsito durante el tratamiento o |la
transformacion de los mismos, y puede dar lugar a la presencia
involuntaria, pero técnicamente inevitable, de residuos de la propia
sustancia o sus derivados dentro del producto final, a condicién de que
no presenten ningln riesgo para la salud y no tengan ningun efecto

tecnoldgico en la forma comercial. [1°]
Aditivos alimentarios

Durante la historia del ser humano los alimentos han sido
expuestos a diferentes procesos tecnoldgicos en los cuales, se agregan
sustancias intencionalmente o no, a los productos, tal es el caso del
humo, la sal o vinagre para su mejor conservacion; azafran o cochinilla
para hacerlos mas atractivos, etc. Con los avances en la quimica durante
el siglo XVIII y con las necesidades alimentarias del siglo XIX la busqueda
de compuestos que pueden ser agregados a los alimentos se vuelve
sistematica y a finales de este siglo se incluye el término “aditivo” en
cuya denominacion se incluian sustancias con diferentes efectos a la
salud humana como son: las especias, enriquecedores, coadyuvantes

tecnoldgicos, impurezas e incluso contaminantes. [17]

Hoy en dia segun el Codex Alimentarius se define como aditivo a
“cualquier sustancia que en cuanto tal no se consume normalmente como

alimento, ni tampoco se usa como ingrediente basico en alimentos, tenga

16



o no valor nutritivo, y cuya adicion intencionada al alimento es con fines
tecnoldgicos en sus fases de fabricacion, elaboracion, preparacion,
tratamiento, envasado, empaquetado, transporte o almacenamiento,
resulte o pueda preverse razonablemente que resulte por si o sus
subproductos, en un componente del alimento o un elemento que afecte
a sus caracteristicas. Esta definicion no incluye <contaminantes> o
sustancias afadidas al alimento para mantener o mejorar las cualidades

nutricionales”. [6]
Clasificacion de los aditivos alimentarios

Existen diferentes tipos de aditivos alimentarios, los cuales se
clasifican de acuerdo con sus funciones tecnoldgicas mas frecuentes

como son:

1. Modificadores de las caracteristicas organolépticas de los

alimentos:

a) Colorantes: El uso de estos aditivos es principalmente para
subsanar los cambios y/o pérdidas de color en los alimentos
ya sea durante su procesamiento o bien en el
almacenamiento. Dentro de esta categoria podemos

encontrar dos tipos de colorantes.

i. Naturales: Generalmente se consideran relativamente
inocuos y por esta razén sus limitaciones en emplearlos
son menores. Aunque pueden ser obtenidos por
extraccion a partir de fuentes naturales como la
clorofila o el rojo cochinilla, algunos de ellos es mucho
mas facil obtenerlos por sintesis y ademas presentan

una mayor pureza.
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ii. Artificiales: Estos colorantes se obtienen por medio de
sintesis en un laboratorio, algunos ejemplos son el rojo
40 o las lacas, pero dichos compuestos siguen siendo
estudiados exhaustivamente por cuestiones de

seguridad. [10]

b) Potenciadores de sabor: Estos aditivos no cuentan con sabor

propio ya que su funcidn es resaltar el sabor o el aroma con
el que ya cuenta un alimento, entre los potenciadores de
sabor mas importantes se encuentran el glutamato
monosodico y los nucledtidos (inosina 5-monofosfato vy

guanosina 5-monofosfato). [36]

Edulcorantes: Su funcidn principal es impartir gusto dulce a
los alimentos, estas sustancias sustituyen a los azuUcares
como endulzantes. Para que un edulcorante sea utilizado en
la industria alimentaria ademas de ser relativamente inocuos
necesitan otras caracteristicas esenciales entre las que
destacan: el sabor dulce debe ser lo mas parecido al de la
sacarosa, resistir las condiciones del alimento, asi como los
tratamientos a los que se va a someter durante su

elaboracién. [28]
Estos aditivos pueden ser de dos tipos

i. Naturales: Comunmente son productos de origen
vegetal que se obtienen por medio de una extraccion o

modificacion quimica, como es la taumatina.

ii. Artificiales: Los cuales son sintetizados en laboratorios

y su finalidad ademas de impartir gusto dulce es reducir

18



d)

el consumo calérico en el consumidor. Los Edulcorantes
artificiales han sido objeto de polémicas y numerosos
estudios referentes a su seguridad a largo plazo, uno
de los ejemplos mas claros es el ciclamato de sodio, el
cual se sabe que en el tracto intestinal puede
convertirse en ciclohexilamina, compuesto que llega a
ser cancerigeno en el ser humano, razén por la cual

esta prohibido en E.E.U.U. Japén e Inglaterra. [28]

Sustancias aromaticas: Estas se agregan a los alimentos para
impartirles un nuevo aroma o corregir el propio, se obtienen
principalmente a partir de extractos naturales de origen

vegetal como es el limoneno o el mentol. [10]

2. Estabilizadores de las caracteristicas fisicas:

a)

b)

Emulsificantes: Son sustancias anfifilicas ya sea de bajo o
alto peso molecular que migran y se adsorben en la interfase
de una emulsién, los emulsificantes de bajo peso molecular
mas comunes son los glicolipidos y los lipidos polares,
mientras que en los de alto peso molecular se encuentran

lipoproteinas y algunos polisacaridos como la goma arabiga.
[26]

Espesantes: por lo general son macromoléculas como la
agarosa que mantienen la textura deseada en los alimentos,
una de sus principales caracteristicas es que se disuelven en
agua facilmente lo que resulta en un gran aumento en la

viscosidad y en algunos casos se puede lograr un efecto
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gelificante para evitar que se disgreguen los ingredientes del

producto. [1°]

c) Antiaglomerantes: Estas sustancias disminuyen la tendencia
de las particulas de adherirse entre ellas como el silicato de

calcio en la sal.

d) Correctores de acidez: Son sustancias que controlan o
corrigen la acidez de un alimento, por lo general se usan
acidos o bases débiles en sistemas conjugados; el principal

corrector de acidez es el acido ascorbico.
3. Inhibidores de alteraciones quimicas:

a) Antioxidantes: Sustancias como la terbutilhidroquinona
(TBHQ) o el butilhidroxianisol (BHA), se ahaden
principalmente a alimentos con alto contenido de grasas para
frenar los procesos de oxidacién por la luz, oxigeno, metales,

etc.

b) Conservadores: Estas sustancias se agregan con el fin de
aumentar la vida de anaquel de un producto protegiéndolos
del deterioro provocado por los microorganismos. Los
conservadores como el benzoato de sodio, cuando son
empleados a las concentraciones permitidas no matan a los

microorganismos, sino que detienen su proliferacion.

4. Mejoradores y correctores: Son sustancias que principalmente se
emplean en la panificacion, vinificacién, en la maduracién carnica y

maduracion de quesos.
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Edulcorantes

Un aditivo alimentario se clasifica como edulcorante cuando cumple
con la siguiente definicidn: “toda sustancia quimica capaz de proporcionar

gusto dulce al alimento que lo contiene”. [20]

Como ya se menciond los edulcorantes pueden dividirse en
naturales y artificiales, sin embargo, también pueden clasificarse de

acuerdo a su aporte nutritivo para el cuerpo:

e Nutritivos: Estos edulcorantes aportan 4 Kcal por gramo,
dentro de los que podemos encontrar la sacarosa, glucosa,

fructosa, la miel y los polialcoles.

e No nutritivos: Estas sustancias endulzan, pero su aporte
caldrico es minimo o incluso ausente, como son la sacarina,
aspartame, ciclamato, sucralosa, acesulfame, neotame,

advantame, etc. [1]
Poder edulcorante

El poder edulcorante (PE) se refiere a una de las propiedades mas
conocidas de las sustancias que aportan gusto dulce y se determina
relacionando una solucidon de sacarosa (30 g/L a 20 °C que se le asigna
un poder edulcorante de 1). Teniendo como referencia la sacarosa
muchos monosacaridos, disacaridos y oligosacaridos presentan un PE
menor (glucosa PE=0.7, galactosa PE=0.3, rafinosa PE=0.2) mientras
que los aditivos considerados como edulcorantes intensivos presentan un

PE mucho mayor a la sacarosa. [4]
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Aspartame

El aspartame es un oligopéptido formado por acido aspartico y
fenilalanina en forma de un éster de metilo (N-(L-a-Aspartil)-L-
fenilalanina,1-metil éster) que fue descubierto en 1965 por J.D Sehlatter
en los laboratorios de la empresa G. D. Searle and Company. En 1974
fue autorizada su comercializacién en Estados Unidos, sin embargo, este
aditivo alimentario ha tenido diversas evaluaciones toxicoldgicas a lo
largo de los afios hasta que en 1996 fue establecido como un edulcorante
general para alimentos sdlidos y bebidas refrescantes. Hoy en dia el
aspartame y sus productos de biotransformacion se han asociado con la
epilepsia, tumores cerebrales y efectos sobre el sistema nervioso. Otras
preocupaciones ante el aspartame son en sectores especificos de la
poblacién tales como bebés, mujeres embarazadas, adolescentes y

pacientes de fenilcetonuria (PKU). [12]

El aspartame es un aditivo cuyo PE=100-200, es estable a pH de
3-5, es poco soluble en agua (10 g/L a 25 °C pH=5-7) no tiene resabio
amargo y su empleo esta destinado a productos ligeramente acidos que
no se someten a tratamientos térmicos fuertes, pues esto favorece la
formacién de dicetopiperazina mediante una ciclacidn entre el grupo éster
de la fenilalanina y el grupo [O-amino del acido aspartico, perdiendo asi

su propiedad endulzante.

El aspartame se emplea en diversos productos en el mundo, entre
los principales se encuentran: bebidas en polvo, goma de mascar,
caramelos, gelatinas, postres, pudines, yogurt, vitaminas, pastillas para

la tos, etc. [2]
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Sintesis del aspartame

La sintesis del aspartame se ha realizado de forma quimica en
laboratorios, en este método se condensa el anhidrido N-formil L-
aspartico y el éster metilico de la L-fenilalanina. El producto obtenido es
reducido mediante hidrogenacién catalitica para obtener el producto

final: aspartame, como se representa en la Figura 5. [13]

Figura 5. Obtencion de Aspartame
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Para la obtencion de aspartame se procede a la proteccion del grupo

amino del acido L-aspartico con acido férmico y anhidrido acético,
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posteriormente se agrega el acetato de metilo y L-fenilalanina,

finalmente se realiza la desformilacién con acido clorhidrico y metanol.
Biotransformacion del aspartame

La biotransformacion del aspartame se representa en la Figura 6,
este proceso se basa principalmente en reacciones de hidrodlisis, en el
primer paso las esterasas intestinales hidrolizan el grupo metilo liberando
metanol y L-aspartil-L-fenilalanina. El proceso de hidrdlisis de los
péptidos ocurre en la mucosa superficial del intestino delgado obteniendo

asi fenilalanina y aspartato.

El metanol liberado es absorbido y transformado principalmente en
CO2 y metabolitos de formilo, mientras que los aminoacidos libres son
absorbidos y dirigidos a otras rutas metabdlicas; el aspartato lleva a cabo
una transaminacion para producir oxalacetato y ser introducido al ciclo
de los acidos tricarboxilicos (TCA) para finalmente producir CO;. La
incorporacién directa a proteinas también puede llevarse a cabo por
medio del ARNt.

La fenilalanina tiene su propia ruta metabdlica en la cual la enzima
fenilalanina hidroxilasa (PAH) y la coenzima que facilita la reaccion,
tetrahidrobiopterina (BH4) transforman el aminoacido en tirosina que se
introduce al TCA produciendo CO2, o por accién de la tirosina hidroxilasa
formar catecolaminas, sin embargo, al igual que el aspartato, la
fenilalanina y la tirosina pueden ser introducidas a las proteinas por
medio de ARNt. [2°]
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Figura 6. Principal biotransformacion del Aspartame
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Durante la biotransformacién del aspartame se libera metanol que es
dirigido al ciclo de Krebs, mientras que los aminoacidos aspartato y
fenilalanina pueden ser enviados a la formacion de proteinas o

convertidos en oxalacetato o tirosina respectivamente.
Efectos a la salud

El sector de la poblacidn que padece PKU debe tener especial
cuidado con los productos endulzados con este compuesto, pues durante
la biotransformacion del aspartame se libera fenilalanina al organismo y

debido a que los pacientes llevan una dieta muy controlada con respecto
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a este aminoacido, el consumir este edulcorante puede llegar a
representar un riesgo para su salud. Pues como se sabe en estos
pacientes la fenilalanina se metaboliza a fenilacetato y fenilactato que

llegan a causar dafio cerebral. [13]
Modificaciones del aspartame

Debido a los descubrimientos del Acesulfame K y la sucralosa se
comenzd a planificar la busqueda de un edulcorante que eliminara el
resabio amargo que poseian la mayoria de los edulcorantes artificiales
encontrados hasta el momento y en el afio 2002 Monsanto comienza a
trabajar con aspartame encontrando que si se realiza una modificacion
con 3,3-dimetilbutiraldehido y por medio de una alquilacion reductora se

obtenia un compuesto con un PE de entre 7,000 y 13,000, el Neotame.
[20]

En el afo 2014 fue aprobado un nuevo edulcorante no calorico
conocido como advantame, un derivado del aspartame combinado con 3-
(3-hidroxi-4-metoxifenil)propanal (HMPA), puede ser sintetizado con
aspartame y vainillina, la vainillina es transformada a HMPA en cuatro
pasos. Fue desarrollado por la empresa japonesa Ajinomoto y cuenta con
un PE de entre 20,000 y 40,000, es capaz de enmascarar resabios

desagradables por parte de otros edulcorantes intensivos. 7
Teoria molecular del gusto dulce (AH/B/X)

Basada en la hipotesis propuesta por Shallenberger y Acree,
establece que la percepcion del sabor dulce se lleva a cabo en los
receptores de las papilas gustativas, pues estas cuentan con un sistema
donador/receptor de protones entre las sustancias presentes en el

alimento y los receptores de las células (AH/B/X) dicho sistema propone
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gue “A” y “B” en la Figura 7 son atomos electronegativos como el Oxigeno
o Nitrégeno, H es un atomo de Hidrégeno unido por un enlace covalente
al atomo “A”, mientras que “X” es un grupo hidrofébico que es atraido

por grupos similares en el receptor.

Existen condiciones para que una sustancia cuente con un gusto
dulce: La distancia entre “A” y “B” debe ser al menos 2.5y 4 A, si la
distancia entre estas especies quimicas es menor se presentara un gusto
amargo. En el caso de los azucares deben presentar una configuracion
dextrdgira, como es el caso de la D-glucosa puesto que el grupo hidroxilo
del C4 posee la funcion AH mientras que el oxigeno en el C3 la funcion B
gue junto con el grupo hidroxilo del C6 se unira al receptor por puentes

de hidrégeno. [23]

Figura 7. Ilustracion de la teoria AH-B/X
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Sitio de union del aspartame

El aspartame se acopla al receptor metabotrdpico del glutamato

subunidad 1 (mGIuR1l) principalmente por medio de puentes de
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hidrégeno, estas interacciones se llevan a cabo con los aminoacidos: Asp
278, Ser 303, Asp 307, Val 384 y Arg 383 como se observa en la Figura
8. La menor distancia en los puentes de hidrégeno se reporta con el Asp
278 de tan solo 2.6 A. [21]

La energia de unién reportada para el aspartame con el receptor
mGIuR1 es de -9.6 Kcal/mol [22] bajo las configuraciones de acoplamiento

con los puentes de hidrégeno anteriormente mencionados.

Figura 8. Sitio de union del aspartame en el mGluR1

En la figura 8 se observan los principales aminoacidos con los que se
presentan interacciones entre el aspartame y el mGIuR1, asi como las

moléculas de agua presentes.
Estudios de acoplamiento molecular

Estos estudios fueron descritos en el ano 1982 por Kuntz, los cuales
se han convertido en una herramienta muy util para la busqueda,
prediccion de actividad bioldgica y seleccidn virtual de ligandos con base
en sus estructuras y/o de posibles dianas terapéuticas. [31 Los ligandos

por lo general son moléculas pequenas con diferentes caracteristicas
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como las hormonas, neurotransmisores, farmacos, etc. Por otro lado, los
blancos o dianas terapéuticas son moléculas grandes como acidos
nucleicos o proteinas, de este modo, los ligandos se unen a las dianas
generando asi una serie de respuestas en el organismo que resultan ser

actividades bioldgicas de activacién o de inhibicion.

El acoplamiento molecular es un método bioinformatico que
permite predecir y calcular las conformaciones mas estables con las
cuales se favorece la interaccion entre un ligando y una diana a partir de
sus representaciones tridimensionales, en estos calculos, mientras mas
estable, especifica y favorable sea la unién entre el ligando y su receptor

mayor sera su actividad bioldgica. [3]

El acoplamiento molecular emplea dos algoritmos por separado, el
primer algoritmo (algoritmo de muestreo) calcula las conformaciones
espaciales en las que el ligando puede presentarse dentro de un sitio
activo de la diana, mientras que el segundo algoritmo (algoritmo de
puntuacién) predice las energias de union de enlace entre el ligando y la
diana para cada una de las conformaciones predichas por el algoritmo de
muestreo. Finalmente, estas conformaciones son jerarquizadas en
funcidon a su energia de union [221 sin embargo esta metodologia tiene
algunas desventajas pues no se considera la naturaleza dindmica de la
diana, sino que considera a este como una estructura rigida y solo

permite otorgar flexibilidad a ciertos residuos dentro de la estructura. [31]
Teoria del Funcional de la densidad.

Formulada en 1927 por Thomas y Fermi, extendida por Dirac, la
teoria del funcional de la densidad (DFT) surge para el calculo de sistemas

de muchos cuerpos, principalmente para un gran niumero de electrones
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y atomos. Permite calcular las interacciones electrénicas y asi mismo las
interacciones intermoleculares. Hohenberg y Kohn proponen que los
parametros del sistema dependen de la densidad electrénica en vez de la

posicion de los electrones.

Kohn y Sham demuestran que a partir de la teoria es posible
formular una ecuacion para los orbitales de una particula, de los cuales
se obtiene la densidad. La DFT era muy popular en el estado sdlido,
durante los afios 70's y en los 90's se refinan los calculos con
aproximaciones y se precisa su uso para la quimica cuantica. Ahora la
DFT es un meétodo fundamental para los calculos de estructuras

electronicas en ambos campos de aplicacion.

En la mecanica cuantica el objeto basico es la funcidon de onda,
mientras que en la DFT el objeto basico es la densidad, como
consecuencia la energia sera un funcional de dicha densidad. Ademas, se
considera que la energia sera minima para la densidad real del sistema.
Se ha demostrado que existe una relacién 1:1 entre la densidad y la

funcidon de onda por lo que es valido emplear indistintamente una u otra.
[16]

Un punto por el cual la funcién de onda es simplificada al usar la
densidad es que, en la primera, por cada particula se emplean tres
variables es decir que para un sistema de N particulas, se tendran 3N
variables, mientras que, si se utiliza la densidad, el sistema solo contara
con tres variables. Sin embargo, aunque la DFT es una teoria exacta, las
ecuaciones empleadas no se conocen realmente y por tanto hay que

aproximarlas.
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Aun contando las aproximaciones hechas a la teoria, no se conoce

la forma funcional para las energias de intercambio y correlacién entre

los electrones debidas al principio de exclusion de Pauli y a la repulsion

Coulombiana.

Las aproximaciones empleadas para las energias mencionadas son:

Aproximacion de Densidad Local (LDA): Establece que los
valores para estas energias dependen de la densidad en dicho
punto y es considerado como el que tendria un gas de
electrones libres con dicha densidad.

Aproximaciones de Gradiente Generalizado (GGA): Establece
que los valores obtenidos son semilocales, pues consideran
la densidad en cada punto y sus gradientes, estas
aproximaciones son muy Uutiles para propiedades como las
geometrias y energias del estado fundamental.

Funcionales dependientes de los orbitales e intercambio
exacto: Estos suponen que la energia de intercambio vy
correlacion depende explicitamente de los orbitales de Kohn-
Sham, incluyen de manera completa la energia de
intercambio y correlacidon, pero la desventaja es que

computacionalmente son mas costosos de llevar a cabo.
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Objetivos

En este estudio se intentara encontrar al menos un derivado
estructural del aspartame que cuente con potencial actividad bioldgica,
un mayor PE y una posible aplicacion en la industria de alimentos

disminuyendo los riesgos y desventajas que presenta este aditivo.

Por medio de estudios computacionales, realizar un analisis de
acoplamiento molecular entre diferentes derivados estructurales del
aspartame y el receptor para evaluar la afinidad de dichos compuestos

con el sitio de union.

Obtener alguna propiedad termodinamica en los edulcorantes
existentes que se correlacione con el PE para poder disefar moléculas
mas dulces que el aspartame y ampliar las opciones que se puedan

emplear en la industria.

Proponer una posible ruta de sintesis para el derivado estructural
del aspartame seleccionado con la finalidad de poder obtenerlo en el

laboratorio y tener la oportunidad de realizar estudios toxicoldgicos.
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Hipotesis

De acuerdo con las caracteristicas del sitio de union del aspartame,
si se aumentan las interacciones en el complejo ligando-receptor y se
disminuye la energia de union, el complejo proteina-ligando sera mas

estable y por tanto la molécula presentara un mayor poder edulcorante.

Las interacciones que se deben ver favorecidas con base en las
modificaciones ya existentes del aspartame son las hidrofébicas, pues en

el neotame y advantame se agregan cadenas alifaticas al compuesto.

De las modificaciones que se realicen dependeran las reacciones de
biotransformacion empleadas por el organismo para la eliminacion de la
molécula y por consiguiente los productos de biotransformacion liberados

al cuerpo que pueden presentar un menor riego a la salud.
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Metodologia

Seleccion de complejos proteina-ligando y preparacion del

receptor.

Para el desarrollo de este trabajo se utilizd el complejo formado por
la proteina mGIuR1 como receptor y glutamato como ligando tomada de
la base de datos Protein Data Bank (PDB), se realizd una coleccion de
archivos PDB de los receptores para la actividad edulcorante del
aspartame en el mGluR1 para los cuales se emplearon las entradas PDB
(1IEWK, 1EWT, 1EWV, 1ISS, 1ISR y 1KS9). Se llevo a cabo Ia
identificacion del sitio de unién del ligando, el analisis espacial del pocket
de unidn en el receptor y las interacciones mas importantes reportadas

con el ligando en su estructura cristalina.

En el software UCSF Chimera 1.16 se eliminaron las moléculas de
agua, el ligando y el carbohidrato presente. En todas las entradas PDB
elegidas se encontrd el mismo problema; una ausencia de aminoacidos
en el intervalo 124-154, que aunque reportados en la plataforma PDB no
se presentaba la estructura terciaria, estos residuos se colocaron
manualmente haciendo uso de Modeller 10.2 mientras que la distribucién
espacial se llevd a cabo en el software de Molsoft ICM-Chemist en cada
uno de los archivos PDB, asi como construccion de los puentes disulfuro

y puentes de hidrégeno necesarios para la estabilizacién de la proteina.

Puesto que el mGIuR1 es una proteina dimérica se parte con la base
de que ambas cadenas son iguales por lo que se analizaron las energias
de cada estructura cuaternaria obtenida en el mismo software y se eligio
el arreglo con la menor diferencia energética entre ambas cadenas para

los estudios de acoplamiento molecular.
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Construccion de los ligandos propuestos y obtencion de
codigo SMILES.

A partir de la molécula del aspartame obtenida en la plataforma
PubChem se modelaron once diferentes derivados estructurales del
aspartame con el software Avogadro 1.2.0n los que se muestran en la
Figura 9, utilizando este mismo para obtener los cédigos SMILES, se
analizé el perfil energético realizando una optimizacion geométrica y
energética usando un campo de fuerza MMFF94 para cada uno de los
derivados estructurales con el fin de obtener la coleccion de ligandos

listos a probar en los estudios de acoplamiento molecular.

Figura 9. Edulcorantes no caléricos existentes en la industria y
los derivados estructurales del aspartame propuestos para el

acoplamiento molecular.
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Estructuras de los compuestos empleados para los estudios posteriores
de acoplamiento molecular y calculos de frecuencia. 1. Aspartame 2.
Neotame 3. Advantame 4. N-(L-a-Aspartato, 4-etil éster)-L-fenilalanina,
1-etil ester 5. (N-(L-a-Aspartato, 4-propil éster)-L-fenilalanina, 1-propil
éster) 6. (N-(L-a-Aspartato, 4-isopropil éster)-L-fenilalanina, 1-isopropil
éster) 7. (N-(L-a-Aspartato, 4-dimetilamida)-L-fenilalanina, 1-
dimetilamida) 8. (N-(L-a-Aspartato, 4-dietilamida)-L-fenilalanina, 1-
dietilamida) 9. (N-(L-a-Asparagil)-L-fenilalanina, 1-methil ester) 10.
(N-(L-a-Asparagil, 4-etil éster)-L-fenilalanina, 1-etil ester) 11. (N-(L-a-
Asparagil, 4-propil éster)-L-fenilalanina, 1-propil éster) 12. (N-(L-a-
Asparagil, 4-isopropil éster)-L-fenilalanina, 1-isopropil éster) 13. (N-(L-
a-Asparagil, 4-dimetilamida)-L-fenilalanina, 1-metil ester) 14. (N-(L-a-

Asparagil, 4-dietilamida)-L-fenilalanina, 1-metil ester)

Prediccion de la posible actividad biolégica de cada uno de

los derivados estructurales del aspartame.

Haciendo uso del codigo SMILES se empled la herramienta
PASSONLINE para predecir las posibles actividades bioldgicas de cada
uno de los diferentes derivados estructurales del aspartame propuestos

anteriormente utilizando un método QSAR.
Acoplamiento molecular.

Por medio de estudios de acoplamiento molecular se probaron cada
uno de los derivados estructurales del aspartame para lo cual se utilizd
el software Autodock4 donde se coloco la proteina receptora y se cred
una GridBox con un total de 241865 puntos por mapa de los cuales
corresponden en la dimension x=64, y=60 z=60 con centro en las
coordenadas (8.168, 7.617, 12.442) y un espacio de 0.408 & esto con la
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finalidad de que se contengan los principales aminoacidos con los cuales

interactua el aspartame.

Una vez establecido el centro y el tamafio del GridBox se realizo el
acoplamiento molecular entre cada uno de los derivados estructurales del
aspartame vy la proteina utilizando un método de algoritmo genético con

los parametros establecidos en la Figura 10.

Figura 10. Parametros empleados para la realizacion del

acoplamiento molecular en cada uno de los ligandos propuestos.
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Calculos de energia y optimizacion geométrica para cada

ligando dentro del complejo ligando-proteina.

Con cada uno de los resultados obtenidos en el acoplamiento
molecular se utilizd una vez mas el software Chimera, esta vez para
eliminar la molécula proteica del receptor y conservar Unicamente la

disposicidn espacial del ligando en las conformaciones obtenidas.
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Los calculos mecanico cuanticos se emplearon como herramienta
para corroborar que la energia que presentaban las geometrias obtenidas
fuera posible y que una vez optimizadas resultaran con minimas
frecuencias en la superficie de potencial, dichos céalculos se realizaron en
el software Gaussian09 y se realizaron tres niveles de teoria: PBE, B3LYP
y M062x.

Los célculos energéticos se llevaron a cabo en MIZTLI, equipo de
supercoOmputo de la UNAM ubicado dentro del Laboratorio Nacional del
Computo de Alto Desempefio (LANCAD). Para cada compuesto propuesto
se realizd un calculo con la conformacién obtenida dentro del compuesto
P-L y otro en el que se agregd una optimizacidon geométrica con la

finalidad de obtener una diferencia entre los perfiles energéticos.
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Resultados

Con los derivados estructurales propuestos y analizados con
PASSONLINE se obtuvieron las posibles actividades bioldgicas que
presentan cada uno de los compuestos asignandoles un valor entre 0-1
que cuantifica la probabilidad de que cuenten con dicha actividad (Pa),

estos datos completos se encuentran recopilados en el ANEXO 1.

Dentro de las posibles actividades bioldgicas que presentan los
derivados estructurales del aspartame se observo que la probabilidad de
que se empleen exitosamente como edulcorantes no es superior a 62%

como se observa en la Figura 11.

Figura 11. Grafico comparativo de la Pa de los edulcorantes no
caloricos existentes y de los derivados estructurales del

aspartame propuestos.
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edulcorante mas altos: 61.3%, 61.5%, 56.8% y 56.7% respectivamente,
lo que los coloca como principales candidatos a resultar en un buen

compuesto dulce.

Por otro lado, en el mGIuR1l se obtuvieron diversos arreglos
conformacionales para el segmento modelado con Modeller y MolSoft, los
cuales presentaron diferentes energias en cada una de las cadenas
protéicas, datos recopilados en el ANEXO II, la disposicion utilizada en

los estudios posteriores se muestra en la Figura 12.

Figura 12. Comparacion del archivo PDB antes y después de ser

tratado computacionalmente

Figura 12. En la imagen a la izquierda se muestra el archivo PDB antes
de su tratamiento en Molsoft en el que se observa el hueco en la
secuencia de aminoacidos 124-154. E la derecha se observa el archivo
con la secuencia de aminoacidos colocada y con la conformacién

adecuada para el estudio.
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Con los derivados estructurales probados en el acoplamiento
molecular se obtuvieron diferentes conformaciones que se jerarquizan de
acuerdo a la menor energia de enlace en el complejo P-L, ademas de
otros parametros que se exponen en el ANEXO III, mientras que en la
Tabla 1 se concentra la media de los parametros mas representativos
como la energia de enlace que tiene el ligando en el complejo P-L, la
constante de inhibicidn que presenta la proteina ante el ligando propuesto
y la energia de torsidn que presenta el ligando dentro del complejo y la

energia de antienlace del complejo P-L.

Tabla 1. Resultados obtenidos en los analisis de acoplamiento

molecular en Autodock4.

Ligan E. de enlace K. inhibicion E. de torsion
do [kcal/mol] [mM] [kcal/mol]
1 -5.74 0.06 2.98
2 -2.67 13.00 3.88
3 -3.46 1.59 4.77
4 -4.60 0.47 3.58
5 -3.84 1.26 4.18
6 -4.98 0.25 3.58
7 -4.98 0.30 3.58
8 -5.12 0.21 2.39
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9 -5.53 0.26 0.89
10 -4.34 0.89 3.28
11 -5.60 0.16 1.29
12 -4.34 0.63 1.09
13 -4.34 1.25 3.58
14 -5.28 0.17 2.39

Las interacciones en el complejo P-L del aspartame se muestran en
las Figuras 13 y 14 las cuales muestran la conformaciéon con la energia
de enlace mas baja (-5.74 kcal/mol) dichas interacciones son
principalmente hidrofébicas con los residuos Trp110, Hilel11l, Ser112,
Serl166, Vall167, Thr,232, Gly234, Tyr236, Tyr262, Ser263 y Glu292,
mientras que con los aminoacidos GIn56, Ser164, Glu233 y Asn264 se

presentan interacciones del tipo puentes de hidrégeno.
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Figura 13. Diagramas del complejo proteina-ligando entre el

mGIuR1 y el Aspartame.

Representacion del complejo P-L en el que se observa al aspartame en
el sitio de unién en su conformacion mas estable con el mGluR1
obtenida en UCSF Chimera.
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Figura 14. Diagramas del complejo proteina-ligando entre el

mGIuR1 y el Aspartame.

Glu292

Tyr236

Trpll0
Serl6o P

Hielll

Representacion del complejo P-L en el que se observa al aspartame en

el sitio de unidén y las principales interacciones hidrofdbicas y puentes

de hidrégeno de la conformaciéon mas estable con el mGIluR1 obtenida
en LIGPLOT.

El complejo P-L correspondiente al Neotame se observa en las
Figuras 15 y 16, dicha conformacion es la mas estable de las obtenidas

en Autodock4, el Neotame presenta interacciones hidrofébicas con los
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residuos: Hilelll, Serl64, Serl66, Vall67, Thr232, Glu233, Gly234,
Asn235, Tyr236, Tyr262, Ser263 y Glu292. Las interacciones de tipo
puentes de hidrégeno se presentan con los aminoacidos GIn56, Ser112 y

Asn264.

Figura 15. Diagramas del complejo proteina-ligando entre el

mGIuR1 y el Neotame.
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Representacion del complejo P-L en el que se observa el Neotame en el
sitio de unidn en su conformacién mas estable con el mGIuR1 obtenida
en UCSF Chimera.

Figura 16. Diagramas del complejo proteina-ligando entre el

mGIuR1 y el Neotame.

Glu292
’>mv<<§ %:::
Asn23s Serl6d
Gly234 %ﬁ@

Serlod

Thr232

Representacion del complejo P-L en el que se observa al Neotame en el

sitio de unidn y las principales interacciones hidrofébicas y puentes de

hidrogeno de la conformacidon mas estable con el mGIuR1 obtenida en
LIGPLOT.
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El ultimo edulcorante no caldrico presente en la industria
alimentaria que se probd en estudios de acoplamiento molecular fue el
Advantame, el complejo P-L representado en la Figura 17 presentd
interacciones hidrofdbicas con los residuos: His55, Glu69, Ile70, Arg71,
Glu72, GIn73, Met294, Glu325, Glu328 y Arg375 pero no se obtuvieron
interacciones de tipo puente de hidrogeno como se observa en la Figura
18.

Figura 17. Diagrama del complejo proteina-ligando entre el

mGIuR1 y el Advantame
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Representacién del complejo P-L en el que se observa el Advantame en
el sitio de unidn en su conformacion mas estable con el mGIluR1
obtenida en UCSF Chimera.

Figura 18. Diagrama del complejo proteina-ligando entre el

mGIuR1 y el Advantame

GInrs

P

—, Fhe}1l

Representacidon del complejo P-L en el que se observa al Advantame en

el sitio de unién vy las principales interacciones hidrofébicas y puentes
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de hidrégeno de la conformacion mas estable con el mGIuR1 obtenida
en LIGPLOT.

Con respecto a los calculos de energia y optimizacion se obtuvieron
los datos mostrados en el ANEXO IV con los cuales se calculd la media
aritmética y la diferencia energética entre si mismos antes y después de

llevarse a cabo una optimizacion geométrica, los resultados se presentes

en la Tabla 2.

Tabla 2. Media aritmética de los resultados de frecuencia

obtenidos antes y después de optimizar cada uno de los

ligandos.
AEnergia en la | AEnergia en la | AEnergia en la
Compuesto teoria PBE teoria B3LYP | teoria M062x
[Kcal/mol] [Kcal/mol] [Kcal/mol]
1 58.17 56.41 53.00
2 106.47 104.85 93.37
3 119.54 113.31 108.50
4 80.29 75.11 64.66
5 76.04 71.99 65.12
6 83.49 76.98 73.85
7 55.85 53.18 51.47
8 72.12 41.95 41.87
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9 47.15 49.69 41.97
10 64.02 61.25 48.91
11 135.34 69.61 64.24
12 74.45 74.07 67.82
13 42.47 40.81 36.45
14 65.32 61.74 49.47

Analisis de resultados

Con los resultados obtenidos de las probabilidades de actividad
bioldgica para cada compuesto presente en la industria alimentaria es
preciso afirmar que este analisis no puede utilizarse como un
discriminante a la hora de predecir si una molécula tendra o no una
propiedad de interés, pues en el caso del aspartame que es un
edulcorante bien conocido en la industria alimentaria la probabilidad de
presentar dicha actividad bioldgica no supera el 45%, sin embargo, el PE
de los compuestos ya comercializados presentd una correlacion directa
con su Pa, lo que quiere decir que las modificaciones realizadas a lo largo
de los afios en el aspartame han dado como resultado compuestos que
son mas parecidos a moléculas que presentan una estructura con

actividad de edulcorante.

De las moléculas que se propusieron en este trabajo los
compuestos 4, 5, 6 y 9 son mas parecidos a otros con gusto dulce, estas

estructuras presentan cada vez un mayor caracter hidrofébico pues se
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modifican las cadenas alifaticas variando en un atomo de carbono entre
cada una mientras que en el nUmero 6, se presenta una ramificacidon
haciéndolo mas voluminoso. Las moléculas resultantes de la modificacidn
del aspartame de igual forma presentan un mayor caracter hidrofébico

que se puede traducir como un mayor PE.

Las moléculas que se modificaron con residuos hidrofilicos (grupos
amino) presentaron una menor Pa como edulcorante por lo que se
propone que las modificaciones que se deben realizar a la molécula de
aspartame tienen que aumentar el caracter hidrofdbico de la molécula
ademas de ser voluminosos y asi poder obtener un edulcorante mas

potente.

De las conformaciones obtenidas para las cadenas del mGIuR1 se
utilizé la conformacion correspondiente al resultado nimero 12 debido a
que el receptor se presenta como una proteina dimérica y las cadenas
deben ser iguales, presentando la misma energia en cada una de las
cadenas. De todas las conformaciones, la ya mencionada, presento la
menor diferencia energética entre la cadena A y la cadena B (22.87
kcal/mol) lo cual significa que ambas poseen una menor diferencia
conformacional entre si y estan modeladas con aproximaciones mas

apegadas a la realidad.

Es bien conocido el PE de los principales edulcorantes analizados
en el presente trabajo, sin embargo, dentro de los estudios de
acoplamiento molecular no se logré observar una correlacion entre dicha
actividad bioldgica y la energia de enlace en el complejo P-L la cual es la
principal propiedad que se obtiene de los cdlculos en Autodock4 (Ver
Figura 19). No obstante, el software también arroja otros parametros,

dentro de los cuales se encuentra la energia de torsidon que presenta el
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ligando dentro del complejo P-L, en esta propiedad fue en la Unica en que
se observé una tendencia entre los edulcorantes ya comercializados que

corresponde con el PE de dichos aditivos como se observa en la Figura
20.

Figura 19. Grafico de los resultados de energia de enlace

en el estudio de acoplamiento molecular en Autodock4.
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Figura 20. Grafico de los resultados de energia de torsion en el

estudio de acoplamiento molecular en Autodock4.
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Con los resultados obtenidos de la energia de torsién, la tendencia
entre los valores para el aspartame (2.98 kcal/mol), neotame (3.88
kcal/mol) y advantame (4.77 kcal/mol) es ascendente al igual que el
poder edulcorante de cada uno: 100-200, 7000-13000 y 20000-40000

respectivamente.

Con base en lo anterior se propone la premisa de que cuando una
molécula en interaccién con su receptor presenta una alta torsion la
respuesta a dicho compuesto sera mayor, pues la variacion entre la
conformacion de la proteina en el completo P-L y en su estado libre es

muy grande.

Como se observd anteriormente las interacciones del tipo puente
de hidrégeno en los edulcorantes ya comercializados se ven disminuidas
por el aumento del caracter hidrofébico, pues al verse impedidas
estéricamente por grupos no polares de gran tamafio resulta en una
tension dentro de la molécula que si bien no logra formar interacciones
puente de hidrégeno si se obtiene una mayor interaccién con la proteina

en residuos no polares.

Otra posible forma de explicar la respuesta ante diferentes
moléculas con la misma actividad bioldgica es que al ser moléculas cada
vez mas grandes, logran interactuar con residuos que, como en el caso
del aspartame no se logran alcanzar, por ejemplo: Ser164, Glu233,
Gly234, Asn235, residuos que pueden tener una mayor influencia en la
respuesta del receptor ante el gusto dulce o que con estos aminoacidos

se logre estimular diferentes regiones del cerebro.

Observadas estas correspondencias se analizaron los datos de los

derivados estructurales propuestos y se dictamind que la energia de
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torsion minima que debe superarse para presentar un poder edulcorante
superior al aspartame es 2.98 kcal/mol. De los ligandos propuestos para
este trabajo los que superaron dicho valor son los compuestos: 4, 5, 6,
7, 10 y 13 siendo el compuesto numero 5 con 4.18 kcal/mol el mas
proximo al Advantame (4.77 kcal/mol), compuesto que presenta un
poder edulcorante de entre 20000 y 40000 veces el de la sacarosa y como

ya se meciond una PA de 61.5%.

De acuerdo a lo observado en los calculos mecanico cuanticos
realizados en Gaussian 16 se comprueba por medio de diferentes niveles
de teoria (PBE, B3LYP y M062X) que los ligandos en el complejo P-L se
encuentran sometidos a una torsion. Para el analisis de estos datos se
utilizé el funcional hibrido de Truhlar y Zao (M062X) pues dentro de los
niveles de teoria empleados este corresponde a un método hibrido meta-
GGA que emplea un 57% de intercambio HF, siendo mucho mayor a los
otros dos, sin embargo, en el funcional de intercambio Perdew, Burkee y
Ernzerhof y el funcional hibrido Becke Three Parameter Hybrid Functional
se observa la misma tendencia en la torsién de los compuestos tal cual

se muestra en la Figura 21.

Una vez analizados los multiples parametros obtenidos en los
estudios realizados para los derivados estructurales del aspartame, el
compuesto que se apega de mejor manera al perfil de un aditivo con
mayor poder edulcorante es el nimero 5. Observando la Figura 22. Se
aprecia el complejo P-L correspondiente a la conformaciéon mas estable
obtenida por medio de Autodock4, dicho arreglo posee interacciones
hidrofébicas con los residuos: His55, Tyr74, Trp110, Ser263, Asn264,
Gly293, Met294 y Arg323, mientras que presenta puentes de hidrégeno

con GIn56 y Arg71 que se pueden apreciar en la Figura 23.
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Figura 21. Grafico de la media aritmética en la diferencia
de energia para cada uno de los ligandos en el complejo P-L y en
la optimizacion geométrica utilizando el funcional hibrido
Truhlar y Zao (M062X).

120.00

w
w
~N e
o
|| &
ol
=}

o TR

100.00 93.

80.00

o
o

60.00 53.

S
©
S
~

Energia [Kcal/mol]

40.00

20.00

0.00

(T

R

[N
w
[N
N

Figura 22. Diagrama del complejo proteina-ligando entre el
mGIuR1 y el compuesto nimero 5.




Representacion del complejo P-L en el que se observa el
compuesto niumero 5 en el sitio de union en su conformacién mas

estable con el mGluR1 obtenida en UCSF Chimera.

Figura 23. Diagrama del complejo proteina-ligando entre el

mGIuR1 y el compuesto nimero 5.

Ser2dd

Representacion del complejo P-L en el que se observa al compuesto

numero 5 en el sitio de union y las principales interacciones hidrofdbicas
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y puentes de hidrégeno de la conformacion mas estable con el mGIuR1
obtenida en LIGPLOT.

Debido a que el compuesto niumero 5 es el que mejor se apega a
un eficiente edulcorante, se propone una ruta de sintesis del compuesto
mencionado, para lo que es necesario proteger el grupo amino del acido
aspartico con (Boc):0, como segundo paso se agrega fenilalanina
logrando la unidon de ambos aminoacidos. Obtenido el dipéptido se activan
los grupos carboxilos por medio de cloruro de tionilo y logrando una
esterificacion con propanol, finalmente el grupo amino debe ser
desprotegido con HCl y acido acético obteniendo asi el compuesto nimero

5, la ruta de sintesis antes mencionada se muestra en la Figura 24

El cédigo SMILE del compuesto nimero 5 se colocé en XenoSite
para predecir la posible biotransformacion del compuesto, dichos
procesos pueden seguir dos rutas diferentes, el primero y mas probable
comprende reacciones de fase I como es la hidrdlisis de los grupos éster
con la liberacion de propanol y N-(L-a-Aspartil)-L-fenilalanina, dipéptido
para el cual se describid la ruta bioldgica en la biotransformacion del
aspartame; se hidroliza por enzimas y son incorporadas a proteinas o
siguen su respectiva ruta metabdlica, mientras que el propanol por medio
de una reaccién de fase II es conjugado con acido glucurénico como se
muestra en la Figura 25 para ser eliminado facilmente por la orina o la
bilis. En el segundo caso se lleva a cabo directamente la reaccion de fase
II por una UDPG conjugacién directamente en el grupo [-amino del
aspartato y asi eliminar el compuesto completo por la orina como se
observa en la Figura 26. En ambos casos el compuesto nimero 5 no
presentaria un riesgo potencial pues el propanol se eliminaria conjugado,

agregando que las concentraciones liberadas de dicho compuesto serian
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muy bajas debido a la cantidad de edulcorante empleado en un producto.
[35]

Figura 24. Propuesta de sintesis para el compuesto nimero 5.
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Figura 25. Principal proceso de biotransformacion del compuesto

numero 5.
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Figura 26. Proceso de biotransformacion alternativo para el

compuesto nimero 5.
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Conclusiones

Se propusieron diferentes derivados estructurales que tienen como
base el aspartame, de los cuales el N-(L-a-Aspartato, 4-propil éster)-L-
fenilalanina, 1-propil éster presentd un perfil que cumple de forma mas
completa con las tendencias observadas en los edulcorantes ya conocidos
por la industria alimentaria y por lo tanto se propone que podria llegar a
ser empleado como un edulcorante no caldrico. Con la propuesta de
sintesis para dicho compuesto se pueden continuar con estudios de
obtencidn en un laboratorio para su posterior analisis toxicoldgico y

finalmente lograr su empleo como alternativa de edulcorante no caldrico.

Con base en los analisis realizados a los compuestos propuestos
también se pueden realizar diversos estudios para emplear dichos
aditivos con una finalidad diferente a la de endulzar productos, llegando
incluso a presentar una aplicacion en campos ajenos a la industria
alimentaria como por ejemplo en la farmacéutica pues las propuestas
realizadas presentan otras posibles actividades bioldégicas con una Pa

mucho mayor en relacion a la actividad edulcorante.

El PE no se relaciona directamente con la energia de enlace entre
el ligando y el receptor, pero si se observa una relacidon con la energia de
torsion, proponiendo la idea de que mientras mayor sea la torsion a la
gue se somete el ligando, el poder edulcorante de una molécula puede
ser cada vez mas elevado, ademas dicha torsién depende también del

caracter hidrofébico de la molécula empleada como ligando.

Finalmente se exhorta a la comunidad cientifica a profundizar en la
investigacién de los mecanismos de accién para los sentidos basicos como

el gusto y su relacién con el campo de la neurologia para asi poder disefar
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de una forma mas eficiente nuevos farmacos o aditivos alimentarios

minimizando los efectos adversos de dichas moléculas.
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ANEXO I.

Probabilidad de actividad para diferentes posibles actividades
biolégicas del aspartame y para cada uno de los derivados

estructurales del mismo.

1 2 3 4 5 6 7
Actividad biologica

Probabilidad de actividad

Acrocylindropepsin inhibitor 0.925|0.8730.772 ] 0.799 | 0.813 | 0.843 | 0.627

Biotinidase inhibitor 0.814 | 0.632|10.470(0.732]0.713 | 0.812 | 0.709
Chymosin inhibitor 0.925|0.873 | 0.772 | 0.799 | 0.813 | 0.843 | 0.627
Enteropeptidase inhibitor 0.835|0.744 | 0.677 | 0.702 | 0.668 | 0.850 | 0.542

Fusarinine-C ornithinesterase
0.825 | 0.671 | 0.429 | 0.654 | 0.624 | 0.654 | 0.582

inhibitor

GST A substrate 0.803 | 0.555| 0.409 | 0.746 | 0.760 | 0.754 | 0.545
Mucositis treatment 0.930 | 0.818 | 0.906 | 0.857 | 0.866 | 0.840 | 0.833
Peptide agonist 0.823 | 0.755| 0.723 | 0.793 | 0.784 | 0.823 | 0.752

Peptide alpha-N-
0.803 | 0.420 | 0.295 | 0.907 | 0.823 | 0.757 | 0.642
acetyltransferase inhibitor
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Phobic disorders treatment 0.852 | 0.703 | 0.352 | 0.701 | 0.736 | 0.575 | 0.708
Polyporopepsin inhibitor 0.952 | 0.937 | 0.648 | 0.898 | 0.907 | 0.902 | 0.695
Pro-opiomelanocortin

0.932 | 0.915|0.793 | 0.780 | 0.792 | 0.844 | 0.669
converting enzyme inhibitor
Protein-disulfide reductase

0.895|0.871 | 0.645 | 0.932 | 0.873 | 0.899 | 0.684
(glutathione) inhibitor
Pseudolysin inhibitor 0.800 | 0.675 | 0.489 | 0.715 | 0.686 | 0.741 | 0.673
Saccharopepsin inhibitor 0.925|0.873|0.772 1 0.799 | 0.813 | 0.843 | 0.627
Sweetener 0.441 | 0.534 | 0.613 | 0.613 | 0.615| 0.567 | 0.255

En esta tabla se muestran los valores de probabilidad de actividad en una escala de

0-1 para quince actividades bioldgicas del aspartame y cada uno de los derivados

estructurales del mismo.

1: Aspartame

2: Neotame

3: Advantame

4: Derivado estructural (N-(L-a-Aspartato, 4-etil éster)-L-fenilalanina, 1-etil ester)

5: Derivado estructural (N-(L-a-Aspartato, 4-propil éster)-L-fenilalanina, 1-propil

éster)

6 Derivado estructural (N-(L-a-Aspartato,

isopropil éster)
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7: Derivado estructural (N-(L-a-Aspartato, 4-dimetilamida)-L-fenilalanina, 1-

dimetilamida)

8 9 10 11 12 13 14

Actividad bioldgica

Probabilidad de actividad

Acrocylindropepsin inhibitor 0.610| 0.883 | 0.716 | 0.735|0.873 | 0.627 | 0.610

Biotinidase inhibitor 0.658 | 0.701 | 0.549 | 0.511 | 0.751 | 0.709 | 0.658
Chymosin inhibitor 0.610 | 0.883 [ 0.716 | 0.735 | 0.873 | 0.627 | 0.610
Enteropeptidase inhibitor 0.623 | 0..670{ 0.608 | 0.636 | 0.750 | 0.542 | 0.623

Fusarinine-C ornithinesterase
0.660 | 0.805 | 0.587 | 0.555 | 0.593 | 0.582 | 0.660

inhibitor

GST A substrate 0.580 | 0.730 | 0.675| 0.689 | 0.694 | 0.545 | 0.580
Mucositis treatment 0.792 | 0.938 [ 0.829 | 0.879 | 0.829 | 0.833 | 0.792
Peptide agonist 0.706 | 0.801 | 0.723 ] 0.730|0.794 | 0.752 | 0.706

Peptide alpha-N-
0.682 | 0.725 | 0.840 | 0.663 | 0.662 | 0.642 | 0.682
acetyltransferase inhibitor

Phobic disorders treatment 0.667 | 0.756 | 0.613 | 0.657 | 0.464 | 0.708 | 0.667

Polyporopepsin inhibitor 0.697 | 0.924 | 0.852 | 0.865 | 0.992 | 0.695 | 0.697
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Pro-opiomelanocortin

0.709| 0.887 { 0.735]0.797 | 0.873 | 0.669 | 0.709
converting enzyme inhibitor
Protein-disulfide reductase

0.749 | 0.872 | 0.944 | 0.896 | 0.896 | 0.684 | 0.749
(glutathione) inhibitor
Pseudolysin inhibitor 0.728 | 0.766 | 0.710 | 0.681 | 0.736 | 0.673 | 0.728
Saccharopepsin inhibitor 0.610| 0.883 | 0.716 | 0.735|0.873 | 0.627 | 0.610
Sweetener 0.235| 0.568 | 0.412 | 0.458 | 0.484 | 0.255 | 0.235

En esta tabla se muestran los valores de probabilidad de actividad en una

escala de 0-1 para quince actividades bioldgicas del aspartame y cada uno de

los derivados estructurales del mismo.

8: Derivado estructural (N-(L-a-Aspartato, 4-dietilamida)-L-fenilalanina, 1-

dietilamida)

9: Derivado estructural (N-(L-a-Asparagil)-L-fenilalanina, 1-methil ester)

10: Derivado estructural (N-(L-a-Asparagil, 4-etil éster)-L-fenilalanina, 1-etil

ester)

11: Derivado estructural (N-(L-a-Asparagil, 4-propil éster)-L-fenilalanina, 1-

propil éster)

12: Derivado estructural (N-(L-a-Asparagil, 4-isopropil éster)-L-fenilalanina,

1-isopropil éster)

13: (N-(L-a-Asparagil, 4-dimetilamida)-L-fenilalanina, 1-metil ester)

14: (N-(L-a-Asparagil, 4-dietilamida)-L-fenilalanina, 1-metil ester)
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ANEXO 11

Energias obtenidas después del modelado y optimizacion de la

distribucion espacial de los residuos faltantes en el archivo PDB.

Arre | Energia cadena A Energia cadena B

glo [Kcal/mol] [Kcal/mol] AF [Keal/mol]
1 707.99 1527.02 819.03
2 744 .91 1472.25 727.34
3 828.89 1472.77 643.88
4 981.7 1473.32 491.62
5 1001.16 1472.46 471.3
6 1004.16 1569.38 565.22
7 1207.24 1509.78 302.54
8 1262.87 2150.27 887.4
9 1272.57 1474.22 201.65
10 1304.5 1470.58 166.08
11 1354.5 1467.4 112.9

12% 1599.69%* 1576.82% 22.87*%
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13 1744.4 1473.2 271.2
14 1807.45 1471.9 335.55
15 1988.81 1518.33 470.48
16 2508.58 1473.17 1035.41
17 2579.28 1471.01 1108.27
18 2749.28 1952.28 797
19 3787.04 1479.24 2307.8

* Conformacion utilizada para los estudios de acoplamiento molecular.
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ANEXO III

Resultados de los estudios de acoplamiento molecular en

Autodock4.
Edulcoran E. de Eficiencia | K Inh. E. E. E. total E. de E. de | Puentes
tes enlace de lig. [mM] Intermol. | electro interna torsion | antie de H
existentes statica nlace
-5.74 -0.27 0.062 -8.72 -0.26 -2.3 2.98 -2.3 7
Aspartame -5.39 -0.26 0.112 -8.37 -0.25 -2.41 2.98 -2.41 5
-4.71 -0.22 0.354 -7.69 -0.05 -3.99 2.98 -3.88 8
Neotame -3.02 -0.11 6.16 -6.89 -0.23 -1.74 3.88 -1.74 3
-2.75 -0.1 9.69 -6.62 -0.14 -2.12 3.88 -2.12 4
-2.23 -0.08 23.16 -6.11 -0.18 1.78 3.88 -1.78 4
Advantame -3.65 -0.11 -2.1 -8.43 -0.44 -3.64 4.77 -3.64 1
-3.39 -0.1 3.29 -8.16 -0.73 -1.57 4.77 -1.57 2
-3.34 -0.1 3.59 -8.11 -0.43 -3.74 4.77 -3.74 2
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Deriv. E. de Eficiencia | K Inh. E. E. E. total E. de E. de a Puente
enlace de lig. [mM] intermol. electrostatica | interna | torsion | ntienlace de H
-4.99 -0.21 0.22 -8.57 -0.13 -1.16 3.58 -1.16 6
4 -4.48 -0.19 0.524 -8.05 -0.2 -2.16 3.58 -2.16 5
-4.34 -0.18 0.653 -7.92 -0.23 -4.32 3.58 -4.32 2
5 -4.01 -0.15 1.15 -8.19 -0.3 -3.05 4.18 -3.05 3
-3.59 -0.15 1.27 -8.13 0.02 -2.87 4.18 -2.87 3
-3.91 0.15 1.35 -8.09 -0.02 -3.03 4.18 -3.03 3
6 -5.26 -0.2 0.139 -8.84 -0.14 -1.82 3.58 -1.82 5
-5.05 -0.19 0.199 -8.63 -0.06 -1.52 3.58 -1.52 4
-4.63 -0.18 0.402 -8.21 0.1 -1.35 3.58 -1.35 4
7 -5.63 -0.23 0.074 -8.02 0.07 -1.04 2.39 -1.04 0
-4.97 -0.21 0.228 -7.35 -0.06 -4 2.39 -4 4
-4.77 -0.2 0.317 -7.16 0.01 -3.49 2.39 -3.49 1
8 -5.62 -0.2 0.076 -9.2 -0.03 -2.45 3.58 -2.45 0
-4.89 -0.17 0.259 -8.47 -0.02 -2.56 3.58 -2.56 0
-4.43 -0.16 0.563 -8.01 -0.03 -4.27 3.58 -4.27 0
9 -7 -0.33 0.007 -9.68 -0.72 -2.07 2.68 -2.07 6
-5.19 -0.24 0.188 -7.77 -0.17 -2.84 -2.68 -2.84 3
-4.41 -0.21 0.587 -7.09 -0.06 -3.5 2.68 -3.54 2
10 -4.96 -0.21 0.23 -8.24 -0.8 -2.97 3.28 -2.97 0

74




-4.29 -0.18 0.719 -7.57 -0.25 -3.53 3.28 -3.53
-3.77 -0.16 1.72 -7.05 -0.18 -3.68 3.28 -3.68
11 -6.67 -0.25 0.018 -10.35 -0.31 -2.89 3.88 -2.89
-5.46 -0.21 0.099 -9.34 -0.18 -2.92 -3.88 -2.92
-4.68 -0.18 0.372 -8.56 -0.13 -3.8 3.88 -3.8
12 -4.47 -0.18 0.319 -8.05 -0.01 -2.61 -3.28 -2.61
-4.47 -0.17 0.53 -7.75 -0.03 -3.7 3.28 -3.7
-4.07 -0.16 1.04 -7.35 0 -2.97 3.28 -2.97
13 -5.88 -0.25 0.049 -8.27 -0.09 -2.38 2.39 -2.38
-5.18 -0.22 0.16 -7.56 -0.14 3.18 2.39 3.18
-4.79 -0.2 0.31 -7.17 -0.02 -3.26 2.39 -3.26
14 -5.37 -0.19 0.115 -8.95 -0.06 -3.07 3.58 -3.07
-4.14 -0.15 0.929 -7.72 -0.08 -3.63 3.58 -3.63
-3.5 -0.13 2.72 -7.08 -0.04 3.69 3.58 3.69
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ANEXO 1V

Resultados obtenidos de los calculos de energia y optimizacion

de los edulcorantes comerciales y derivados estructurales del

aspartame.
PBE
E. sin ; E. con ;
; E. sin optimizacion ; E. con optimizacion
Comp. optimizacion optimizacion
[Kcal/mol] [Kcal/mol]
[Ha] [Ha]

-1028.497012 -645391.1315 -1028.59468 -645452.4191
1 -1028.545136 -645421.3297 -1028.61241 -645463.5448

-1028.493836 -645389.1385 -1028.606997 -645460.1481

-1263.813773 -793054.5169 -1264.004521 -793174.213
2 -1263.848429 -793076.2638 -1263.98851 -793164.1659

-1263.812536 -793053.7407 -1263.990731 -793165.5596

-1566.310034 -982873.6431 -1566.510813 -982999.6338
3 -1566.293885 -982863.5095 -1566.523452 -983007.5648

-1566.371842 -982912.4282 -1566.512983 -983000.9954

-1146.162333 -719227.1794 -1146.307758 -719318.4349
4 -1146.175138 -719235.2147 -1146.306888 -719317.889

-1146.19734 -719249.1466 -1146.304011 -719316.0836

-1224.651249 -768479.6806 -1224.772204 -768555.581
5

-1224.660257 -768485.3332 -1224.77658 -768558.3269

76




-1224.650688

-768479.3286

-1224.77694

-768558.5528

-1224.642405

-768474.1309

-1224.77271

-768555.8985

6 -1224.643223 -768474.6442 -1224.782826 -768562.2464
-1224.663578 -768487.4172 -1224.792804 -768568.5076
-1106.424073 -694291.0636 -1106.543639 -694366.0924

7 -1106.483324 -694328.2442 -1106.552765 -694371.819
-1106.473657 -694322.178 -1106.551666 -694371.1294

-1263.3826 -792783.9519 -1263.503257 -792859.6653

8 -1263.394768 -792791.5875 -1263.505037 -792860.7823
-1263.386369 -792786.317 -1263.500255 -792857.7815
-1008.633336 -632926.496 -1008.72962 -632986.9151

9 -1008.674329 -632952.2195 -1008.736871 -632991.4652
-1008.681424 -632956.6717 -1008.748034 -632998.4701
-1126.322961 -706777.7949 -1126.440823 -706851.7544

10 -1126.358174 -706799.8914 -1126.449441 -706857.1623
-1126.351484 -706795.6934 -1126.448446 -706856.5379
-1204.777495 -756008.7211 -1204.91864 -756097.2909

11 -1204.776337 -756007.9945 -1204.905243 -756088.8841
-1204.823551 -756037.6217 -1203.906485 -755462.1545
-1204.776392 -756008.029 -1204.924664 -756101.071

12

-1204.8072

-756027.3613

-1204.914511

-756094.6999
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-1204.814349

-756031.8473

-1204.914685

-756094.8091

-1106.486898

-694330.4869

-1106.556348

-694374.0674

13 -1106.489486 -694332.1109 -1106.553489 -694372.2733
-1106.482909 -694327.9837 -1106.552517 -694371.6634
-1263.399199 -792794.368 -1263.492819 -792853.1154

14 -1263.389134 -792788.0521 -1263.496495 -792855.4221
-1263.382828 -792784.095 -1263.494108 -792853.9242

B3LYP
comp- . sin ) E. sin optimizacién . con ; E. con optimizacién
optimizacion [Kcal/mol] optimizacion [Kcal/mol]
[Ha] [Ha]

1 -1029.696309 -646143.7012 -1029.790101 -646202.5565
-1029.747253 -646175.669 -1029.809725 -646214.8707
-1029.690304 -646139.933 -1029.803732 -646211.1101

2 -1265.350145 -794018.6041 -1265.534568 -794134.3312
-1265.385669 -794040.8958 -1265.522915 -794127.0189
-1265.348471 -794017.5537 -1265.528078 -794130.2587

3 -1568.16987 -984040.707 -1568.361418 -984160.905
-1568.152989 -984030.114 -1568.379167 -984172.0427
-1568.237232 -984082.9772 -1568.361234 -984160.7896

4 -1147.5393 -720091.2386 -1147.670906 -720173.8226
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-1147.55008

-720098.0032

-1147.675562

-720176.7442

-1147.570705

-720110.9455

-1147.672713

-720174.9565

-1226.137849

-769412.5355

-1226.243301

-769478.7076

-1226.146429

-769417.9195

-1226.263563

-769491.4222

-1226.141381

-769414.7518

-1226.262972

-769491.0513

-1226.133474

-769409.7901

-1226.253507

-769485.1119

-1226.132307

-769409.0578

-1226.265158

-769492.423

-1226.15965

-769426.2158

-1226.274815

-769498.4829

-1107.774198

-695138.2792

-1107.8899

-695210.8833

-1107.83549

-695176.7405

-1107.900567

-695217.5769

-1107.826405

-695171.0396

-1107.899878

-695217.1445

-1265.062713

-793838.238

-1265.054391

-793833.0158

-1264.977814

-793784.9631

-1265.077341

-793847.4172

-1264.964089

-793776.3505

-1265.073422

-793844.958

-1009.821897

-633672.3288

-1009.917107

-633732.0739

-1009.861197

-633696.9899

-1009.935896

-633743.8642

-1009.868072

-633701.304

-1009.935702

-633743.7424

10

-1127.684742

-707632.3248

-1127.805412

-707708.0463

-1127.724239

-707657.1095

-1127.805927

-707708.3694

-1127.716259

-707652.102

-1127.806718

-707708.8658

11

-1206.255744

-756936.3357

-1206.389564

-757020.3089
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-1206.25018

-756932.8442

-1206.371764

-757009.1393

-1206.302522

-756965.6893

-1206.37989

-757014.2384

12 -1206.249382 -756932.3434 -1206.396339 -757024.5603
-1206.283063 -756953.4786 -1206.385654 -757017.8554
-1206.295375 -756961.2045 -1206.399926 -757026.8112

13 -1107.839979 -695179.5574 -1107.903058 -695219.14
-1107.84079 -695180.0663 -1107.901849 -695218.3814
-1107.834609 -695176.1877 -1107.90557 -695220.7163

14 -1264.978948 -793785.6747 -1265.064275 -793839.2181
-1264.967304 -793778.368 -1265.069452 -793842.4668
-1264.959201 -793773.2833 -1265.066913 -793840.8735

M062x
Comp. E. sin E. con
optimizacién . sin optimizacion optimizacién E. con optimizacion
[Ha] [Kcal/mol] [Ha] [Kcal/mol]

1 -1029.267244 -645874.459 -1029.357709 -645931.2266
-1029.311498 -645902.2288 -1029.373974 -645941.4331
-1029.270224 -645876.329 -1029.370679 -645939.3654

2 -1264.799338 -793672.9678 -1264.964093 -793776.353

-1264.838225

-793697.3697

-1264.962619

-793775.4281

-1264.811154

-793680.3824

-1264.96841

-793779.062
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-1567.50836

-983625.6035

-1567.697276

-983744.15

-1567.494864

-983617.1346

-1567.705632

-983749.3934

-1567.572627

-983665.9316

-1567.691663

-983740.6278

-1147.051763

-719785.3047

-1147.162688

-719854.9112

-1147.058823

-719789.735

-1147.172447

-719861.035

-1147.088916

-719808.6186

-1147.173511

-719861.7027

-1225.599065

-769074.4437

-1225.694633

-769134.4135

-1225.614493

-769084.1249

-1225.715577

-769147.556

-1225.599865

-769074.9457

-1225.714563

-769146.9197

-1225.593386

-769070.8801

-1225.710075

-769144.1035

-1225.592238

-769070.1597

-1225.720239

-769150.4815

-1225.614029

-769083.8337

-1225.722392

-769151.8325

-1107.279208

-694827.6685

-1107.397347

-694901.8018

-1107.351236

-694872.8668

-1107.407217

-694907.9953

-1107.335733

-694863.1385

-1107.407663

-694908.2752

-1264.469608

-793466.0592

-1264.479558

-793472.303

-1264.398936

-793421.7119

-1264.498743

-793484.3417

-1264.40681

-793426.6529

-1264.497211

-793483.3804

-1009.388932

-633400.6393

-1009.477273

-633456.0741

-1009.435643

-633429.9509

-1009.494212

-633466.7035

-1009.450447

-633439.2405

-1009.504181

-633472.9591
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10

-1127.198278

-707327.0642

-1127.303347

-707392.996

-1127.229455

-707346.6281

-1127.288084

-707383.4183

-1127.231021

-707347.6108

-1127.301152

-707391.6186

11

-1205.72083

-756600.6723

-1205.845171

-756678.6974

-1205.717403

-756598.5218

-1205.827954

-756667.8936

-1205.767082

-756629.6959

-1205.839332

-756675.0334

12

-1205.718167

-756599.0013

-1205.857761

-756686.5977

-1205.7535

-756621.173

-1205.849209

-756681.2313

-1205.763447

-756627.4149

-1205.85239

-756683.2274

13

-1107.345022

-694868.9674

-1107.406792

-694907.7286

-1107.353064

-694874.0138

-1107.408851

-694909.0207

-1107.348046

-694870.865

-1107.40476

-694906.4535

14

-1264.415651

-793432.2007

-1264.478777

-793471.8129

-1264.40396

-793424.8645

-1264.492099

-793480.1726

-1264.403336

-793424.473

-1264.488586

-793477.9681
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ANEXO V

Ejemplo de archivo de entrada para los calculos mecanico

cuanticos del Aspartame para el nivel de teoria B3LYP.

%nprocshared=8

% mem=8GB

# b3lyp/6-31++g(d,p) freg=noraman

Aspartame.pdb

01

N 12.69000000 2.54900000 20.45800000
C 11.69400000 1.98200000 19.69800000
@) 11.78300000 1.79000000 18.48600000
H 12.32900000 2.99000000 21.30200000
C 13.89800000 3.13700000 19.85900000
C 14.13400000 2.67500000 18.40800000
C 14.58500000 1.23300000 18.32600000
C 13.91400000 0.31800000 17.50600000
C 14.34600000 -1.00600000 17.41900000
C 15.45500000 -1.42700000 18.15100000
C 16.13200000 -0.52600000 18.97000000
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15.70100000

13.93600000

14.58400000

13.21800000

11.85300000

10.41600000

10.81000000

10.68800000

9.61000000

11.85800000

12.44000000

9.39200000

9.74000000

9.35100000

16.22600901

16.98234058

15.78634580

13.82587810

0.79900000

4.67700000

5.41300000

5.12000000

5.41800000

1.60900000

0.58400000

-0.81800000

-1.36000000

-1.44000000

-0.99800000

1.06700000

0.17300000

1.67100000

1.48854730

-0.84959534

-2.44218727

-1.69816911
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19.05600000

19.97200000

19.23600000

21.04800000

20.75600000

20.48600000

21.54800000

21.00900000

20.80900000

20.76100000

20.09500000

19.55100000

19.19200000

18.72700000

19.68352694

19.53312250

18.08388250

16.79029090



13.06281229

11.82210851

10.02869930

14.72559656

14.88294319

13.22279053

10.16760923

11.76728102

11.25653985

11.51191044

0.63654598

0.75904333

2.48357223

2.77181297

3.29729516

2.78412902

0.69193452

5.73620525

4.54268211

6.19850756
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16.94128065

21.84782696

20.96560566

20.43050885

17.96445424

17.85782897

22.39687233

19.73801293

20.90750540

21.40358463



ANEXO VI

Ejemplo de archivo de salida en los calculos mecanico cuanticos
del Aspartame para el nivel de teoria B3LYP antes de realizar la

optimizacion.

Zero-point correction= 0.317730 (Hartree/Particle)
Thermal correction to Energy= 0.333435

Thermal correction to Enthalpy= 0.334379

Thermal correction to Gibbs Free Energy= 0.273556

Sum of electronic and zero-point Energies= -1029.652135
Sum of electronic and thermal Energies= -1029.636430
Sum of electronic and thermal Enthalpies= -1029.635486
Sum of electronic and thermal Free Energies= -1029.696309
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