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Resultados y discusion: Copolimeros de fnjerio

Siguiendo las pautas para la obtencién de derivados de ¢-quimotripsina inmovilizada

sobre copolimeros, descritas en la Parte Experimental en las Secciones 1I1.3, se han logrado
sintetizar varios derivados (Tabla 16) empleando los soportes de (PE/HEMA) con diferente
porcentaje de injerto (referido a la masa total de copolimero) y con caracteristicas de carga
enzimdtica, activacién del soporte, porcentaje de hidrélisis y actividad retenida muy dispares
entre si, lo que nos proporcionard la posibilidad de un estudio de la influencia de estos
pardmetros en las propiedades cataliticas de nuestros derivados.

En la Tabla 16 aparecen las propiedades de los soportes y de los derivados ordenados

segiin su porcentaje de injerto y de hidrélisis.

Tabla 16.- Caracteristicas de los derivados de a-quimotripsina inmovilizada sobre copolimeros,

e e

=

PROPIED. DEL SOPORTE PROPIED. DEL DERIVADO

— == =
ﬂ En., Der. | %In® % Hid. Act"| Carga® Act. R.®  Act. Esp.f
i 1

1 C2CT| 321 8.0 220 33.3 1.2 (0.36 + 0.06)
1 2 CICT| 380 416 121 87.2 148  (4.26 + 0.04)
C3-CT| 49.2 153 0.58] 38.7° 411  (2.28 + 0.02)

{ -1

4 CS5CT| 545 68.0 2.80( 42.0° 400 (4.2 + 0.1
I 5 C4CT| 545 286 1.20( 189.2¢ 34.0  (2.10 + 0.06)
6 C6CT| 545 143 060 89.4° 602  (3.72 + 0.02)

Pt
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Resultados y discusidn: Copelimeros de wjerto

* Calculado en funcion de la masa total de soporte (HEMA/(HEMA+ PE)) X 100. Otros autores emplean:
(HEMA/PE) x 100 (218, 219}. Nosotros pensamos que la primera forma induce menos & error.

® mmol COOH g'j copolimero,

® mg proteina g' copolimero (determinado por el método de Lowry) (237).

4 mg proteina g copolimero (determinado por el método del Microbiuret). (228)

© (mg de enzima activa/mg de enzima unida) X 100, en hidrolisis de GPNA (229).

¥ Actividad especifica calculada por el método del GPNA, (uM min.” mg ™ de enz.).

1) Derivados obtenidos por inmovilizacion en un solo paso "one pot”, (Seccidn II1.3.2).
IT) Derivados obtenidos por inmovilizacidn de forma secuencial, (Seccion IIL2.1).

Analizando los datos expuestos en esta Tabla 16 podemos afirmar que se ha obtendo
uno de los derivados con mayor carga enzimética descritos actualmente en la bibliografia, por
el grupo de 1a Dra. Gil sobre este tipo de polimeros (2.2-8.8 mg de enzima/g de copolimero)
(218, 219). Asimismo hemos superado la carga enzimdtica descrita por Alcdntara y cols para
los geles acrilicos (0.6 mg de a-quimotripsina/mi de gel) (238). Por lo que se refiere al
tradicional método de inmovilizacién sobre agarosa también superamos los resultados descritos
por Nilsson y Mosbach (160) (70-89 mg de enzima/g de gel), e incluso es mayor que la que
presentan los derivados descritos por Guisdn y cols (230), los cuales consiguieron
aproximadamente 160 mg de enzima/g de gel de agarosa al 10% de entrecruzamiento, mientras
que nosotros hemos logrado inmovilizar 189.2 mg de enzima/g de copolimero en el caso del
derivado C4-CT (entrada 3).

La o-quimotripsina tiene un radio de Stokes de aproximadamente 20-22 A, asf se le
puede suponer un drea externa de 6000 A2 con lo que cada molécula de enzima puede sélo
contactar con el soporte activado (superficie plana) a través de un 10-20% de su superficie (por
ejemplo, 1200 A%. Asi los 189.2 mg de enzima/g de copolfmero del derivado C4-CT
ocupartan aproximadamente 55 m? (232), siendo este valor superior a la superficie especifica
del polimero 0.12 m’. Esto indicaria una unién en multicapa tal y como se ve en la foto de
microscopia electrénica que aparece en la Figura 25d.

A la huz de los resultados mostrados en la Tabla 16 y Figuras 21 y 22, podemos

obtener las siguientes conclusiones:
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Resultados y discusion: Copolimeros de injerto

1) Parece existir un valor éptimo de activacién, en torno a 1.2 mmoles de grupos -
COOH g’ de copolimero, para ambas series de derivados (metodologia en un solo paso
(entradas 1-3), que se corresponden con porcentajes de injerto inferiores al 50%, y
metodologia secuencial (entradas 4-6))

2) Para valores semejantes de activacion, derivados con un mayor porcentaje de injerto
conducen a cargas enzimdticas mayores. Esto es 16gico, habida cuenta de que al aumentar el
porcentaje de injerto, se incrementa la cantidad de grupos HEMA en el conjunto del soporte
y se eleva la hidrofilia del derivado, con la consiguiente facilidad de acercamiento de la
proteina al soporte.

3) La metodologia en un solo paso conduce a derivados con menor actividad retenida
que los obtenidos empleando la via secuencial, para valores similares de activacion, tal y como

se observa en la Figura 21.

Carga Enzim. Activ. Ret.
G Inmov. secuencial A Inmov. Secuencial
Inmov. en un paso e Inmov. en un paso
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Figura 21.- Influencia de la activacién de los soportes y de la actividad retenida sobre la carga enzimitica

para ambas metodologias de inmovilizacién (en un solo paso y secuencial).
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Resultados y discusion: Copolimeros de injerto
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Figura 22.- Influencia de la carga enzimdtica sobre la actividad especifica para ambas metodologias de

inmovilizacion (en un solo paso y secuencial).

4) A medida que aumenta la activacién, disminuye la actividad retenida, para ambas
series (Figura 21). Este hecho podria atribuirse al aumento en la rigidez enzimdtica como
consecuencia de una mayor densidad de grupos activos (-COOH), y por tanto capaces de llevar
a cabo interacciones multipuntuales enzima-soporte tal y como se ha descrito para derivados
de a-quimotripsina inmovilizada sobre geles de agarosa (232).

5) Para los derivados obtenidos por la metodologia en un solo paso (Tabla 16, entradas
1-3), se observa que a medida que aumenta la carga enzimdtica, la actividad especifica
aumenta, mientras que se observa un efecto contrario para el caso de los derivados obtenidos
de forma secuencial (entradas 4-6), donde un incremento de la carga enzimdtica se traduce en
una disminucién de la actividad especifica, coincidiendo los valores para los casos de C1-CT
y C6-CT (Figura 22).

Los resultados obtenidos para los derivados originados via inmovilizacién secuencial

nos estdn indicando la existencia de problemas difusionales, en aquellos derivados altamente

121



Resultados v discusion: Copolimeros de injerto

cargados (C4-CT), de manera que no toda la enzima soportada estd actuando cataliticamente,
lo que podria llevar a pensar en interacciones proteina-proteina (proceso de agregacién o
aglomeracién). Por contra, para los derivados obtenidos en un solo paso, estos problemas no
parecen ser tan drdsticos.

Dado que no se apreciaban unas gradaciones claras en las propiedades de los
catalizadores (Tabla 16), pensamos que esto podria deberse a la presencia de diferentes
micromorfologias en los derivados.

6) La actividad enzimitica retenida (Tabla 16) es claramente superior a la descrita
previamente por el grupo de la Dra. Gil (2.2-4.1)% (218, 219), y por el grupo del Dr.
Mosbach (11-13)% (160), si bien menor que la descrita por el grupo del Dr. Guisdn (85-
100)% (230) a lo que contribuye de forma fundamental la composicién del soporte, geles de
agarosa (hidréfilo), que facilitan la actividad hidrolitica frente a uno hidréfobo como el nuestro
tal y como veremos mds adelante.

Para conocer el aspecto micromorfolégico de estos derivados se realizaron fotografias
de microscopia electrénica, las cuales aparecen ordenadas segiin el porcentaje de injerto del
soporte en las Figuras 23, 24 y 25,

En ellas podemos apreciar como:

a) El proceso de hidrélisis cambia ostensiblemente la morfologfa del soporte,
induciendo la aparicién de estructuras con mayor superficie, ya que con la hidrdlisis (Seccién
I11.3.1.2) aparecen grupos cargados negativamente (COOQ’) dentro del soporte, originandose
fuerzas de repulsién entre estos grupos y las cadenas hidrofébicas de polietileno, (Figuras 23
y 24),

b) Por otra parte, a medida que aumenta e! porcentaje de injerto aparecen estructuras
menos compactas ya que se separan las cadenas de polietileno, pues se incrementan los grupos
que originan el entrecruzamiento, dando lugar a una clara estructura reticular (Fotografia del
derivado C4-CT) (Figura 25d).

c) En la Figura 25 se observan claramente los agregados de moléculas de enzima que
aparecen sefialadas con una ﬁcc-ha, presentando esta una estructura esférica. Estos agregados
en multicapa presentan mayor tamafio, logicamente, en aquellos derivados con mayor carga

enzimdtica
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Resultados y discusion: Copolimeros de injerto

c) d)

Figura 23.- Fotografias de microscopia electrénica a 1000 aumentos de los soportes sin hidrolizar. a) 32.1%
de injerto; b) 38.0% de injerto; ¢) 49.2% de injerto; d) 54.5% de injerto.

123



Resultados y discusion: Copolimeros de igjerto

c) d)

Figura 24.- Fotografias de microscopia electrénica a 1000 aumentos de los soportes hidrolizados. a) 32,1%

de injerto; b) 38.0% de injerto; ¢) 49.2% de injerto; d) 54.5% de injerto.
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Resultados y discusion: Copolimeros de injerto

Figura 25.- Fotografias de microscopia electrénica a 1000 aumentos de los derivados inmovilizados sobre
copolimeros de injerto. a) C2-CT; b) C1-CT; ¢) C3-CT; d) C4-CT; e) C5-CT (300 aumentos).



Resujtados y discusion: Copolimeros de injerto

A la vista de todas estas fotografias podemos concluir que estos soportes no presentan
una morfologfa homogénea, a diferencia de lo que sucede con otros derivados (Novozym 435)
(239), que presentan una estructura esférica perfecta. Este hecho hace que no se obtengan
gradaciones claras de propiedades. En general se puede afirmar que los derivados
inmovilizados sobre copolimeros (PE/HEMA) presentan una estructura mas o menos reticular,
siendo esta mds clara cuando el porcentaje de injerto es elevado. Ello explica las diferentes

propiedades obtenidas en los catalizadores objeto de estudio.

Estos ensayos se realizaron en primer lugar con la enzima libre (que se tomé como
referencia) para posteriormente llevar a cabo estudios semejantes con los derivados

inmovilizados:
a) Enzima libre

Se han realizado estudios de Ia estabilidad de la enzima libre aimacenada en diferentes
tampones:

1) dc. citrato/citrato sédico 0.05 M pH=3.0.

2) 4c. bérico/NaOH 0.05 M pH=9.0.

3) 4c. bérico/NaOH 0.05 M pH=9.0 con un 1(_)% de N,N-dimetilformamida (v/v).

Las temperaturas empleadas fueron 2, 25, 37 y 50 °C, tal y como se recoge en la
Seccién IT1.6.1. |

En las Figuras 26 y 27 se muestra el comportamiento de la e-quimotripsina en las
condiciones arriba citadas. FEstas se eligieron al ser las condiciones normales de
almacenamiento (pH=3.0) y las condiciones generales de sﬁﬁesi‘s de péptidos (pH=9.0). Dado
que la DMF es un disolvente miscible con agua, comiinmente empleado en sintesis de péptidos

(209, 233, 240, 241), se analiz6 también el efecto que produce un 10% de DMF en la
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Resultados y discusion: Copolimeros de iyerto

estabilidad de la enzima.

En todos los casos, ia enzima se almacené en el medio sin agitacién, aspecto este de
gran importancia a la hora de estudiar la estabilidad de la a-quimotripsina (242), sobre el que
profundizaremos posteriormente. La actividad enzimética se midié cuantificando la hidrélisis
del BTpNA (Parte Experimental Seccién I11.6.1), como reaccién estdndar.

Henley y Sadana (243) han descrito numerosos modelos (14 casos) de desactivacién
enzimdtica, considerando el siguiente esquema general, en el que la enzima puede desactivarse

a través de un estado intermedio:

E E1__"‘"E2

donde k, y k, son las constantes de cinéticas de desactivacién; E, E: y E2 representan la
actividad especifica de la enzima y de los intermedios que aparecen en Ja desactivacién; o, y
o, son las relaciones entre las actividades especificas Ei/E y E2/E respectivamente. Estos
autores asumen que la actividad enzimdtica, A, a un tiempo determinado ¢ es el promedio de
las actividades especificas de cada estado (ecuacion {23]), siendo E, la actividad inicial a

tiempo £={.

4- (E)+(E xa,)+(E,xe,) 231
k

1]

Esta actividad puede escribirse en funcién de los pardmetros iniciales como en la
expresion [24], ecuacién en la que se asumen decrecimientos exponenciales para describir la

desactivacién y donde ¢, y @, se expresan en tanto por ciento:

k - =k L L3 ] P, 1 -
A=c. +[100+ ot kqxe l+l“-xk-_a‘ k‘jxe 4 {24]
-k, ok kk Kok,

1
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Figura 26.- Estabilidad de la enzima libre, en sistemas sin agitacién. a) 2 °C; b) 25 °C.
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Figura 27.- Estabilidad de la enzima libre, en sistemas sin agitacién. a) 37 °C; b) 50 °C.
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Resultados v discusién: Copolimeros de injerto

Las curvas de desactivacién obtenidas con los datos experimentales se ajustaron
mediante la utilizacién del programa EXFIT integrado dentro del paquete informdtico SIMFIT
(226).

Como se puede ver, la enzima libre almacenada a 2 °C de temperatura y pH=3.0 as{
como para pH=9.0 (10% de DMF, v/v), describe curvas de estabilidad que corresponden a
sistemas con mds de una exponencial, en las cuales hay un aumento de actividad superior al
inicial, llegando a valores aproximados al 160%, lo que indica que la actividad especifica del
estado de transicién (E,) es mayor que la de! inicial (E) comportandose como el modelo teérico
definido por Henley y Sadana con el mimero 12 (en el cual o, > 100 y «, > 100), (243). Este
hecho también ha sido observado por Mozahev y cols (244). Por el contrario, el
almacenamiento a pH=9.0 en ausencia de DMF da una curva de desactivacidn tipica. De ello
cabe deducir que la enzima es mds estable almacenada a pH=3.0, tal y como esta descrito y
que la presencia de un disolvente orgdnico polar como la DMF estabiliza la enzima (245).

Este incremento de actividad (> 100%) se puede explicar atendiendo a dos teorias:

1) Una primera, basada en la activacidn de moléculas de quimotripsinégeno procedentes
del extracto de pdncreas bovino del que se obtiene Ja enzima, y presentes en el extracto
comercial, que serian hidrolizadas a ¢-quimotripsina por la propia proteina o bien por restos
de tripsina que tuviese el preparado comercial.

2) La segunda teorfa lo explicarfa a través de posibles cambios conformacionales de la
enzima al encontrarse en disolucidn produciendose un aumento de actividad, ya que la
presencia de iones puede modificar la actividad enzimdtica y su estabilidad térmica tal y como
se ha descrito para el caso de las lipasas (246)

Como comentaremos mds adelante la primera teoria es la valida en nuestro caso.

Segin aumenta la temperatura, el maximo de actividad disminuye con lo que el perfil
de desactivacién pasa de un modelo 12 de Henley y Sadana (243) a un modelo 10 u 11, (subida
inicial (e, > 100) y posterior decaimiento por debajo del 100% (¢, < 100)) (pH=3.0a 25 °C).

En cambio a 25 °C y a pH=9.0 se observa un perfil de desactivacién en el que no existe un
aumento de la actividad espeéfﬁca por encima del valor inicial (E > E,) aunque la presencia
de un 10% de DMF parece aportar un ligero efecto estabilizante {modelo 6 6 7 de Henley y
Sadana). A temperaturas .mayores (37 y 50 °C) independientemente del pH el proceso viene
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Resultados y discusion: Copolimeros de injerto

definido por una ecuacién exponencial de decaimiento simple (E,=0) o doble (E, = 0), pero
en todos estos casos (E > E)).

Comparando las Figuras 26 y 27 entre si, vemos como se produce una disminucidn de
la estabilidad a medida que aumenta la temperatura siendo este efecto mucho méds notorio
cuando el pH es bdsico y no existe ningtin codisolvente. Ello confirma que la autolisis de la
proteina se favorece a pHs alcalinos y temperaturas altas. Asimismo se constata el efecto
estabilizante de la DMF disminuyendo la protolisis a pH alcalino, datos que estan de acuerdo
con los publicados recientemente por lborra y cols (245), los cuales han estudiado la
estabilidad inducida por algunos disolventes miscibles sobre la enzima, segiin estos
autores, la enzima presenta el siguiente orden de estabilizacién: dimetilsulféxido (DMSO) >
N,N-dimetilformamida (DMF) > acetonitrilo (AcN) > acetona (AC) > tetrahidrofurano (THF).

Profundizando m4s en el estudio de la estabilidad de la enzima se midi6 el nimero de
centros activos presentes en la disolucidn en las condiciones de almacenamiento en las que se
producia un aumento inicial de actividad (pH=3.0y pH=9.0, 10% de DMF, (v/v)a2y 25
°C), para as{ poder conocer si el aumento de actividad se debe a un cambio conformacional
de la enzima o al aumento del mimero de moléculas de enzima activa (debido al paso de
quimotripsinégeno a g-quimotripsina).

Para medir el nimero de centros activos se emple6 el método de la Sultona descrito en
la Parte Experimental (Seccién II1.6.1) (74). Los resultados se reflejan en la Figura 28.

De estas curvas podemos deducir que el aumento de actividad puede correlacionarse
con un incremento en el nimero de centros activos, lo cudl se explicaria por la hidrélisis del
quimotripsinégeno a «-quimotripsina. La desactivacién enzimdtica observada también parece
estar relacionada con un descenso en el nimero de centros activos itiles para la catdlisis como
se puede comprobar cuando aumentamos la temperatura y empleamos un pH alcalino
(pH=9.0, con un 10% de DMF (v/v) a 25 °C) (Figuras 26 y 28), lo cual implica una
disminucién del nimero de moléculas de enzima activas, si bien no podemos decir st por
autolisis o por cambio conformacional.

Este estudio nos indica claramente que existe una relacién entre el mimero de centros
activos y la medida macroscopica de variaci4n de actividad de la enzima incubada en diferentes

condiciones, aunque no podemos descartar la posibilidad de cambios conformacionales que
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Figura 28.- Medida del mimero de centros activos de las disoluciones de enzima comercial (5 mg/ml) en
tampén dc. citrico/citrato sédico, pH=3.0, 0.05 M y dc. boérico/NaOH, pH=9.0, 0.05 M, con un 10% de

DMF (v/v), empleando sultona como sustrato. a) Enzima incubada a 2 °C; b) enzima incubada a 25 °C.
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Resujtados y discusion: Copolimeros de injerto

pueden influir en la actividad enzimdtica, mejorando o empeorando la calidad de los ya
existentes, haciéndolos mds funcionales, ya que el incremento de actividad que reflejan las
curvas de estabilidad a 2 °C, no se corresponde en porcentaje con el incremento que
experimentan el nimero de centros activos (Figuras 26 y 28), y exactamente igual sucede a
25 °C, donde la disminucién de centros activos numéricamente no coincide con el descenso

en Ja actividad, aunque el perfil general de las curvas es congruente entre si.
b) Enzima inmovilizada

El objetivo principal de este ensayo fue el estudio de la desactivacién del catalizador
inmovilizado en las condiciones de almacenamiento a 2 °C para poder comparar los ensayos
realizados en diferentes fechas. Para ello, se fue midiendo 1a actividad hidrolitica del derivado
C6-CT, almacenado sin agitacién en estado sélido liofilizado a 2 °C, empleando como sustrato
GpNA (229), en lugar de BTpNA ya que, como comentamos en la Parte Experimental, la
hidrélisis de este ultimo es casi instantdnea, lo que dificulta el andlisis empleando derivados
insolubles.

Los valores de actividad obtenidos a lo largo del tiempo se pueden ajustar a una recta

(Fig. 29) cuyos pardmetros son;

-Pendiente = (- 4 + 5) x 10* (porcentaje de actividad/dias).
-Ordenada en el origen = (0.673 4+ 0.009) (porcentaje de actividad)
-R* =0.503

Asi, con un 95% de confianza se puede decir que la pendiente es no significativa, no
existiendo desactivacién durante el tiempo objeto de estudio, (Figura 29). Por lo tanto, estos
derivados pueden ser almacenados, al menos durante 90 dias a 2 °C (liofilizados en estado
s6lido), sin que se observe desactivacién enzimdtica. Por dltimo, debemos decir que el hecho
de que no se observe aumento en la actividad enzimdtica del derivado inmovilizado (Fig. 29)
tal y como ocurria con la enzima, libre a pH=3.0 a esa misma temperatura, es légica

consecuencia de la inmovilizacién que:
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-impedirfa los cambios conformacionales postulados para la enzima en disolucin;
-impediria el proceso de sobreactivacién por hidrélisis de las moléculas de

quimotripsinégeno inmovilizadas por accién de la propia enzima.
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Figura 29.- Estabilidad del derivado C6-CT en condiciones de almacenamiento, liofilizado

en estado solido a 2°C de temperatura.

1V.1.2.2.- Ensavos de estabilidad enzimdtica en condiciones de sintesis en

sistemas con agitacion.

Se han realizado experimentos en condiciones generales de sintesis; medio AcOEt/Tris
pH=9.0, 0.1 M, 97/3 (v/v) a diferentes temperaturas 25, 37 y 50 °C tanto con la enzima libre
como con el derivado C6-CT, con la finalidad de estudiar comparativamente el
comportamiento de los derivados y de la enzima libre en sistemas bifdsicos con agitacion.

Los resultados aparecen recogidos en las Figuras 30 y 31 y las constantes que

caracterizan la desactivacion en la Tabla 17.
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Figura 30 .- Estabilidad térmica en sistemas bifdsicos con agitacion AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 97/3 (v/v).
a) Enzima libre (0.075 mg/ml); b) Derivado C6-CT (1.3 mg de derivado/ml equivalentes a 0.113 mg de

enzima/ml).
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Figura 31 .- Diferencias en la desactivacién térmica de la enzima libre (0.075 mg/ml) y del derivado C6-CT
( 1.3 mg de derivado/ml equivalentes a 0.113 mg de enzima/ml) en sistemas bifdsicos con agitacién
AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 97/3 (v/v). a) 25 °C; b) 50 °C.
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Tabla 17.- Desactivacion enzimédtica de la enzima libre y del derivado C6-CT a diferentes

temperaturas.

Ent. T(°C) Cataliz. Al k, (h) @, t,(hy P
1 25  Enz.lb. 10249 12402 0 59+ 9
2 37  Enz.lib. 93420 24+07 0 26 + 7
3 50 Enz.lib. 93412 77 + 4 0 0.8 +0.2
4 25 C6CT 64+ 10 1.6+ 0.6 3548 92415 1.6
5 37 C6CT 70+15 3+ 1.2 20 +10  34+9 1.3

6 50 C6-CT ©O1 +38 8+ 1.2 7+ 4 9+1 11.2

* Tanto por ciento de actividad referido al valor inicial.

® Factor de estabilizacion (1 t,, del derivado/t,, de la enzima libre.

De estos datos se deduce que la a~-quimotripsina soluble es mucho menos estable en un
sistema bifdsico con agitacién que en presencia estdtica de sistemas monofdsicos (Fig. 26 y
27), (242). Este hecho puede ser debido a las interacciones perjudiciales del enzima con las
interfases AcOEt/H,O o a las interacciones en la interfase aire-fase liquida, que resultan
claramente negativas para la estabilidad del catalizador, como han descrito Guisdn y cols (247).

Este efecto desnaturalizante que causa Ia agitacién en sistemas bifdsicos, junto con el
empleo de una fase acuosa de pH alcalino (anteriormente indicada como claramente perjudicial
para la enzima libre en sistemas sin agitacién) van a ser los responsables de la rdpida
desactivacién que sufren tanto la enzima libre como los derivados inmovilizados en las
condiciones generales de sintesis (a la luz de los perfiles de desactivacién, obtenidos) (Figuras
30y 31).

En nuestro grupo también se ha estudiado 1a estabilidad de derivados de lipasa de
Candida rugosa inmovilizada sobre geles hidrofilicos de agarosa y sobre un soporte
hidrdfébico como es la silice. Asi’, los primeros resultan ser mds estables debido a su mayor

cardcter hidrofilico, que les permite fijar al soporte las moléculas de agua presentes en el

137



Resultados y discusion: Copolimeros de injerto

medio antes que choquen contra la enzima, causando su desnaturalizacion, lo que no ocurre
con el soporte hidr6fobo que rechaza las moléculas de agua con lo que estas interaccionan con
la enzima (247, 248).

Por tanto, los soportes hidrofilicos parecen conferir un microentorno més estable para
la enzima que los soportes hidrofébicos frente a los medios orgdnico/acuosos. El mecanismo
principal de estabilizacién de los primeros es, por tanto, a proteccién del contacto directo de
la enzima con la interfase, evitando que el disolvente y/o el agua penetre en el centro activo
de la enzima. Nuestros derivados, debido a su carﬁctef hidrofébico, son mds sensibles a la
desactivacién que aquellos derivados sobre soportes porosos hidrofilicos, comportindose los
primeros de forma muy similar a la enzima modificada con metoxipolietilenglicol (249), ya
que ambos presentan un acusado cardcter hidrofébico.

Por otra parte, cuando se comparan los perfiles de desactivacién obtenidos para la
enzima nativa y el derivado inmovilizado sobre copolimeros de injerto en las condiciones de
sintesis (Figuras 31) puede observarse una cierta estabilizacién, por efecto de la
inmovilizacién.

En esta ocasion, los pardmetros del proceso de desactivacién difieren enormemente de
los obtenidos en condiciones de hidrélisis ya que el biocatalizador se desactiva en un solo paso,

por lo tanto, E,=0, con lo que el esquema general quedaria como sigue:

ky &

— E,

Pero mientras que para la enzima libre el proceso de desactivacién se ajusta a una ecuacién

exponencial de decaimiento simple (ecuacién [25]):
A=4.e [25]

en la que el catalizador no posee actividad residual, correspondiendo éste con el modelo 1 de
Henley y Sadana, que implica que; k,, &, y @, son cero. El derivado inmovilizado se ajusta a

una exponencial de decaimiento simple mds una constante (ecuacién [26]):
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A=A e M'+C [26]

lo que supone que k,=0, a,=0y &,#0, por lo tanto, la enzima conserva una actividad residual
transcurrido cierto tiempo, lo que indica la existencia de un estado intermedio de estabilizacién
transitoria aunque al final se desactiva totalmente «,=0, coincidiendo con las consideraciones
expuestas en el caso 3 por Henley y Sadana (243). Esta resistencia a la desactivacién causada
por el proceso de inmovilizacién también se puede observar de forma directa a través del factor
de estabilizacién F (relacién entre los tiempos de semidesactivacion de la enzima inmovilizada
y de la enzima libre) que es siempre > 1. A temperaturas elevadas este factor aumenta, lo que
supone una mayor estabilidad del derivado inmovilizado frente a la enzima libre (Figura 31).

Para ambos catalizadores un incremento en la temperatura acelera el proceso de
desactivacién, aumentando, por tanto, el valor de k, (Tabla 17).

El valor de t,, (iempo de semidesactivacién para ambos catalizadores, (tiempo al cual
la enzima conserva el 50% de su actividad) a 25, 37 y 50 °C de temperatura viene reflejado

en la Tabla 17, donde podemos observar que el derivado es mds estable que la enzima libre.
IV.1,3.-ENSAYOS DE AB N

Estos ensayos se realizaron para comprobar si realmente la enzima estd unida
covalentemente al soporte o si, por el contrario, s¢ encuentra adsorbida en la superficie,
ocluida dentro de la matriz del soporte (Ver Fig. 23, 24 y 25), o simplemente retenida por
fuerzas de tipo i6nico. Es de sobra conocido (250) el hecho de que los derivados inmovilizados
por simple adsorcién fisica de la enzima al soporte sufren procesos de desorcién cuando se
emplean en medios fundamentalmente acuosos.

Por estos motivos planteamos el estudio de la posible desorcién por abrasién de
nuestros derivados, en un medio acuoso (tampén (K:HPO+KH:PO:) pH=7.8, 0.1 M,
condiciones de hidrélisis de GpNA) y en las condiciones en las que realizariamos los ensayos
de sintesis empleando un elevado porcentaje de medio orgdnico; AcOEY/ Tris pH=9.0, 0.1 M,
97/3, (v/v), (Seccién I11.6.2).

Los resultados obtenidos en este estudio se encuentran reflejados en la Tabla 18. En
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todos los casos, resultd negativa la presencia de protefna en los liquidos de filtrado
(Microbiuret) (228). También fue negativo el ensayo de actividad enzimdtica (bien en la
hidrélisis de GpNA (229), bien en la sintesis del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,) llevado a
cabo con los liquidos del filtrado, siguiendo las metodologias descritas en la Seccién I11.6.2.

Tabla 18,- Resultados de los ensayos de abrasién, con los derivados de a¢-quimotripsina

inmovilizada sobre copolimeros de injerto.

s P —— — =
— — = ——— ———

Naturaleza del medio (v/v) Derivado Proteina  Protefna  Activ.”
inicial  desorbida

(mg) (mg) (mg)
(97/3) AcOEt/tamp6n pH=9.0 C5-CT, 50 2.1 0 0
(97/3) AcOEt/tampén pH=9.0 C6-CT, 50 4.5 0 0
Tampén (K,HPO/KH,PO,) pH=7.8  C5-CT, 50 2.1 0 0
0 0

Tampén (K,HPO/KH,PO,) pH=7.8  C6-CT, 50 4.5

* Actividad en Jos liquidos del filtrado tanto en hidrélists (umol de pNA/min.) como en procesos de sintesis (mmoles
de péptido/mun. ).

Estos resultados demuestran que la unién enzima-soporte es fuerte y estable en las
condiciones en las que se ilevaron a cabo los ensayos de abrasién, que son las mismas en las
que hemos realizado nuestros ensayos posteriores. Por tanto, podremos afirmar que la
actividad que muestran nuestros derivados es dnicamente debida a la enzima inmovilizada de

forma covalente y no a la enzima liberada del soporte, adsorbida u ocluida.
4,- ROLIST

Antes de analizar los procesos de sintesis peptidica se procedi6 a estudiar la actividad

enzimdtica de los derivados inmovilizados en la reaccién de hidrélisis del éster (BTEE)
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(Esquema 30) utilizado como donador de acilo posteriormente en reacciones de sintesis.

e e

Esquema 30.- Reaccion de hidrélisis del N-benzoil-L-tirosinato de etilo (BTEE).

Primeramente realizamos un estudio cinético del proceso de hidrélisis empleando un
medio, AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 2/1, (v/v) en el que la elevada cantidad de agua presente

en el reactor es suficiente para llevar a cabo este tipo de reacciones (Figura 32).
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Figura 32.- Estudio cinético del proceso de hidrélisis, empleando el derivado C5-CT (1.3 mg derivado/ml

equivalentes a 0.053 mg de enzima/ml).
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Como se puede observar en la Figura 32, al representar las velocidades iniciales de
hidrélisis frente a las diferentes concentraciones de BTEE empleadas (entre 5 y 90 mM) el
proceso sigue una cldsica cinética de tipo michaeliano con unos valores de v, K, y k,, de

cat

(0.20 + 0.03) mM/min ., (95 + 25) mM y (94 + 15) min." respectivamente, (R? = 0.973).

1V.1.4.2,- Influencia del porcentaje de medio acuosg

Un factor fundamental en estos procesos hidroliticos es el estudio de la influencia
del porcentaje de agua en el seno del reactor, puesto que esta debe repartirse entre el
disolvente, el soporte y la enzima, como ya comentamos en la Introduccién (Seccién 1.4.3.5).

Asi, se llevaron a cabo una serie de reacciones de hidrélisis de BTEE empleando
diferentes medios en los cuales el porcentaje de fase acuosa vané desde | hasta el 90%,
empleando el derivado C5-CT. Los resultados obtenidos al representar la velocidad inicial de
hidrélisis frente a la proporcidn de tampoén Tris/HC1 pH=9.0, 0.1 M, aparecen en la Figura
33, donde se puede comprobar como dicha velocidad inicial crece de forma lineal con el
porcentaje de fase acuosa hasta aproximadamente un 80%, valor a partir del cual se

produce un incremento brusco.

Porcentaje de tamptn

25 50 75 100

. ] i

Vinicial {mMfmin.}

0
1
0.050 L (16.21, 0.042)

Volumen de tampon (mi)

Figura 33.- Influencia del porcentaje de tampon en los procesos de hidrélisis Hevados a cabo con el derivado
C5-CT (1.3 mg de derivado/ml equivalentes a 4.053 mg de enzima/mi).
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Estos hechos nos indican que a partir de dicho valor debe existir ya suficiente agua libre
no retenida o por el soporte, o por el disolvente o por la enzima} como para elevar de forma
considerable la velocidad de hidrélisis, al disponer de mds cantidad de nucleéfilo (agua). Este
hecho podria explicarse porque, dada la naturaleza hidrofébica de los soportes, el microentorno
de la a-quimotripsina inmovilizada es también hidrofébico (AcOEt) y rechaza el agua. Es
necesaria una gran cantidad de agua para eliminar e} AcOEt del microentorno de la enzima y
facilitar la reaccién de hidrodlisis.

El perfil de la Figura 33, se asemejan al que presentan las isotermas de adsorcién de
agua (Introduccién, Fig 11, Seccién 1,3,4,5). Si comparamos ambas curvas, el punto de
despegue de la velocidad inicial de hidrdlisis corresponde al punto de adsorcién de agua por
el biocatalizador en monocapa y en multicapa. En esta zona el agua es libre para actuar como

nucledfilo por hallarse en exceso.

Este tipo de reacciones se analizaron detenidamente en la Introduccién, Seccién 1.4,

donde aparece recogido el esquema general del proceso (Figura 9).

IV.L5.1.- Influencia de 1 idad de engi

El pnimer estudio llevado a cabo estuvo encaminado a determinar el intervalo de
concentraciones de enzima en el cual la conversién a péptido era mdxima y minima la cantidad
de dcido producida por la hidrélisis del donador de acilo.

Para ello se utilizé como medio AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 2/1, (v/v), y como
sustratos BTEE y H-L-Leu-NH, (10 y 40 mM en reactor respectivamente) y, siguiendo el
procedimiento general de sintesis (ver Parte Experimental; Seccién II1.5), se sintetiz6 el
dipéptido modelo, variando la concentracién de enzima desde 0.043 hasta 0.48 mg de
enzima/ml, en reactof, con los derivados C1-CT y C2-CT. Los resultados aparecen en las
Figuras 34 y 35 y en la Tabla 19 y 20.
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Figura 34.- Influencia de la variacién en la concentracién de enzima, derivado C1-CT,
en la sintesis del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,, empleando como medio AcOEt/Tris

pH=9.0, 0.1 M, 2/1, (v/v). a) Péptido; b) 4cido.
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Figura 35.- Influencia de la variacién en la concentracién de enzima, derivado C2-CT,
en la sintesis del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,, empleando como medio AcOEt/Tris
pH=9.0, 0.1 M, 2/1, (v/v). a) Péptido; b) dcido.
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En las Tablas 19 y 20, que recogen los principales pardmetros estudiados, tales como
el tiempo en que se alcanza el mdximo porcentaje de péptido o la mayor relacién
péptido/dcido. .

En el caso del derivado C1-CT (Fig. 34) se aprecia mds claramente que para una
concentracién elevada (0.48 mg de enzima/ml 6 5.5 mg de derivado C1-CT/ml, Tabla 19
entrada 1), se alcanza rapidamente la mdxima conversion a péptido (94% de péptido, en 30
minutos), s1 bien inmediatamente comienza a apreciarse la actividad amiddsica del catalizador
(ver Figura 9, Secci6én 1.4), lo que conduce a un elevadolporcentaje de dcido a largos tiempos
de reaccién (Fig. 34b). Asf{ pues, si se pretende llevar a cabo sintesis a cortos tiempos de
reaccién deben utilizarse concentraciones de enzima relativamente elevadas, pues a medida que
disminuye la cantidad de biocatalizador empleado, la conversién médxima a péptido desciende,
de igual manera que disminuye la relacién péptido/ dcido. No obstante, en ninguno de los
demds casos (entradas 2 a 5) se observa la presencia de la accién amidésica de la enzima, lo

cual nos permitirfa llevar a cabo dichos procesos sin perdida del producto formado.

Tabla 19.- Sintesis del péptido Bz-1-Tyr-I-Leu-NH,, con el derivado C1-CT en AcOEt/Tris pH=9.9. 0.1
M, 2/1 (v/v), a 25°C de temperatura.

Entr. mg Cl- mg de ¢ t¢h.) % Péptido % Acido Pep./Ac.
CT/mi -CT/ml
1 5.50 0.480 0.5" 94 6 15.7
2 2.75 0.240 24 90 10 9.0
3 2.20 0.191 48 88 20 2.8
4 1.60 0.141 48 45 20 2.3
5 1.05 0.097 48 32 20 1.6

*A partir de ese tiempo aparece la actividad amiddsica

Los resultados obtenidos son mejores que los descritos por Clapés y cols (251) que
utilizando 120 mg de a-quimotripsina adsorbida sobre celite y acetato de etilo saturado con

agua como medio de reaccién han logrado un 93% de péptido, en 72 h. Asimismo, pueden
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considerarse mejores que los obtenidos con derivados de a-quimotripsina inmovilizada sobre
agarosa, suministrados por el grupo del Dr. Guisdn, en estas condiciones de AcOEt/Tris
pH=9.0, 0.1 M 2/1, (v/v) (no superando cast en ningtin caso el 50%, como se verd en la
Seccién 1V.2.3.1).

En la Figura 35 se muestra la influencia de la cantidad de enzima en la sintesis del
dipéptido modelo empleando el derivado C2-CT, donde puede apreciarse que, al igual que
ocurria en el caso anterior, aunque a menor escala, (debido a la menor actividad especifica y
actividad retenida de este derivado) (Tabla 16), cantidades de enzima superiores a 0.24 mg
de o~quimotripsina/ml (7.25 mg de derivado C2-CT/ml) en reactor dan origen a la aparicién
de la actividad amiddsica. No obstante puede apreciarse, al comparar ambos derivados
(Figuras 34 y 35 y las Tablas 19 y 20), que las mdximas conversiones a péptido obtenidas con
el derivado C2-CT son inferiores a las conseguidas con el derivado C1-CT, y que en el caso
C2-CT la relacién péptido/dcido no aumenta con la concentracién de enzima, siendo maxima
cuando empleamos 0.24 mg de enzima/m} (péptido/dcido = 4.9). Posiblemente los efectos
difusionales interparticulares explican la menor actividad lograda para la mayor concentracién

de enzima (14,5 mg de C2-CT/ml).

Tabla 20. Sintesis del péptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,, con el derivado C2-CT en AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1
M, 2/1, {(v/v), a 25°C de temperatura,

Entr. mg de C2- mg de t(h.) % Péptido % Acido Pep./ac.
CT/ml a-CT/ml
1 14.50 0.480 0.5 45 35 1.3
2 7.25 0.240 | 48 83 17 4.9
3 4.30 0.141 24 30 30 1.0
4 2.80 0.097 24 42 51 0.8
5 1.30 0.043 24 22 13 1.7

"A partir de ese fiempo aparece la actividad amuddsica

Considerando la aparicién de la actividad amiddsica como una reaccién indeseable
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desde el punto de vista sintético, y con la predisposicién de inclinarnos hacia el ahorro de
catalizador, factor muy importante desde el punto de vista industrial, decidimos tomar como

concentracién 6ptima 0.24 mg de a-quimotripsina/ml para los préximos ensayos.
IV.1.5.2.- ncia de | n lo is ti

Empleando las condiciones 6ptimas del ensayo anterior con el derivado C1-CT (2.75
mg de derivado/ml, equivalentes a 0.24 mg de «¢-quimotripsina/ml, en reactor) se procedié a
sintetizar los dipéptidos: Bz-L-Tyr-I-Leu-NH,, Bz-L-Tyr-L-Ala-NH,, Ac-L-Phe-L-Leu-NH,
y Ac-L-Phe-I-Ala-NH,, para comprobar la posible alteracién de la selectividad por efecto de
la inmovilizacién. Los resultados obtenidos aparecen reflejados en las Figuras 36 y 37.
Examinando estas figuras se observa que las mejores conversiones se obtienen en la sintesis
de los dipéptidos Bz-L-Tyr-I-Leu-NH, y Ac-L-Phe-1-Leu-NH,, lo que indica que la H-L-Leu-
NH, es mucho mejor nucledfilo que la H-1-Ala-NH, para este derivado, en estas condiciones.

Por lo que se refiere al donador de acilo, también la Bz-L-Tyr-OEt es mejor que la Ac-
1-Phe-OFEt, al igual que ocurre con la enzima libre o inmovilizada sobre agarosa (132, 252).

Estas conclusiones quedan patentes en la Tabla 21, donde vemos que la relacién
péptido/dcido es mayor de uno en el caso de H-L-Leu-NH, y menor de uno en el caso de la
H-L-Ala-NH,.

Una posible explicacién se ha de buscar en el tipo de soporte, que al ser una mezcla
de dos sustancias, una hidrofébica mayoritaria (PE) y otra relativamente hidrofilica minoritaria
(HEMA), presenta un cardcter general hidrofébico, lo que inducirfa problemas de transferencia
de masa en funci6n de Ia lipofilia de los sustratos. Cuanto mds lipéide sea el nucleéfilo mayor
debe ser su concentracién en el microentorno de la enzima inmovilizada (H-L-Leu-NH, es mds
lip6ide que H-L-Ala-NH,) (159, 252), por eso el porcentaje de 4cido es mayor en el caso de
la H-I-ALa-NH,,.

Ademds por lo que se refiere a la naturaleza del donador de acilo la tirosina se
encuentra benzoilada frente a‘ia fenilalanina acetilada resultando este ultimo m4s polar que el
primero, por lo que ten_endo en cuenta las especificaciones anteriores el sustrato mds lipéide

deberfa "acercarse” mejor al microentorno enzimatico, y por ello se obtienen mejores
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Figuras 36.- Influencia de la naturaleza del nucleéfilo en la sintesis de péptidos
empleando AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 2/1, (v/v) y C1-CT (2.75 mg de derivado/ml
equivalentes a 0.24 mg de enzima/mnl) como catalizador y Bz-L-Tyr-OEt (10 mM) como
donador de acilo. a) Sintesis de Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,; b) Sintesis de Bz-L-Tyr-L-Ala-NH,.
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Figuras 37.- Influencia de la naturaleza del nucledfilo en la sintesis de péptidos
empleando AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 2/1, (v/v) y C1-CT (2.75 mg de derivado/ml
equivalentes a 0.24mg de enzima/ml) como catalizador y Ac-L-Phe-OEt (10 mM) como
donador de acilo. a) Sintesis de Ac-L-Phe-L-Leu-NH,; b) Sintesis de Ac-L-Phe-L-Ala-NH,.
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Figuras 38.- Influencia de la naturaleza del nucleéfilo en la sintesis de péptidos
empleando AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 97/3, (v/v) y C5-CT (1.3 mg de derivado/ml,
equivalentes a 0.053 mg de enzima/ml) como catalizador y Bz-L-Tyr-OEt (10 mM) como
donador de acilo. a) Sintesis de Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,; b) Sintesis de Bz-L-Tyr-L-Ala-NH,.
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Figuras 39.- Influencia de la naturaleza del nucledfilo en la sintesis de péptidos
empleando AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 97/3, (v/v) y C5-CT (1.3 mg de derivado/ml,
equivalentes a 0.24 mg de enzima/ml) como catalizador y Ac-L-Phe-OEt (10 mM) como
donador de acilo. a) Sintesis de Ac-L-Phe-L-Leu-NH,; B) Sintesis de Ac-L-Phé—L-Ala-NHz
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conversiones con BTEE que con APEE.

Ademds, la presencia del -OH fendlico en la tirosina ayuda al reconocimiento
enzimdtico del sustrato en el subsitio "p," del centro activo de la enzima (252b), tal y como

se ha descrito en la bibliografia.

Tabla 21.- Sintesis de diferentes dipéptidos realizadas empleando (2.75 mg de derivado CI1-CT/mil
euivalentes a 0.24 mg de a-quimotripsina/ml), en AcOEt/Tris pH=9.8, 0.1 M, 2/1, (v/v) como medio de

reaccion y termostatizadas a 25 °C de temperatura,

Dipéptido sintetizado t(h.) % Péptido % Acido Pep./Ac. V. inicial *
Bz-L-Tyr-I-Leu-NH, 24 90 10 9.00 0.01
Bz-L-Tyr-I-Ala-NH, 0.5" 28 30 0.93 0.21
Ac-L-Phe-I-Leu-NH, 5 40 25 1.60 0.09
Ac-L-Phe-I-Ala-NH, 5 18 42 0.43 0.06

T———. -

* Velocidad inicial de sintesis de péptidos expresada en mM/min.
‘A partir de ese tempo comienza Iz actividad amiddsica.

Todas estas razones justifican el mejor resultado obtenido empleando I-leucinamida
como nucleéfilo y BTEE como donador de acilo para este derivado en estas condiciones.

S1 comparamos los resultados obtenidos con el derivado C1-CT con los consegidos con
otro derivado de mayor porcentaje de injerto como es el derivado C5-CT, pero con igual
actividad especifica (Tabla 16) y que aparecen reflejados en las Figuras 38 y 39 y en la Tabla
22, en un medio AcOEY/Tris pH=9.0, 0.1 M 97/3, (v/v) (Seccién I11.6.4.2), se observaron
comportamientos completamente diferentes (Fig. 36-39). En el caso del derivado C5-CT se
obtienen mejores conversiones a péptido y una mejor relacién péptido/4cido (Tablas 21 y 22),
aunque la velocidad inicial de sintesis es mucho menor.

Al igual que ocurria con €l derivado anterior la tirosina es mucho mejor donador de
acilo, en general, que la fenilalanina, pero no existen las grandes diferencias observadas con
el derivado C1-CT. Es decir, parece como si C5-CT tuviera una menor especificidad por el

donador de acilo que C1-CT.
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La menor velocidad de sintesis obtenida con C5-CT respecto a C1-CT pueden atribuirse
a la menor carga enzimdtica (Tabla 16) del derivado, y a la mayor rigidez de las moléculas

de enzima en este derivado donde habria poca unién en multicapa, abundante en C1-CT.

Tabla 22. Sintesis de péptidos realizadas con el derivado C5-CT, 0.053 mg de a-quimotripsina/mi (1.3 mg
de derivado/ml), en AcOEt/Tris pH=9.0, 8.1 M 97/3, {v/v) y auna T=25°C,

e

Dipéptido sintetizado t(h.) % Péptido % Acido  Pep./Ac. V. inicial *
Bz-L-Tyr-1-Len-NH, 24 97 1 97.0 0.009
Bz-L-Tyr-I-Ala-NH, 24 92 s - 184 0.011
Ac-L-Phe-I-Len-NH, 24 70 13 5.4 0.010
Ac-L-Phe-1-Ala-NH, 24 98 2 46.0 0.023

— —

* Velocidad inicial de sintesis de péptidos expresada en mM/min.

Los buenos resultados logrados con H-Z-Ala-NH, comparados con los conseguidos con
el derivado C1-CT, pueden atribuirse al mayor porcentaje de injerto del derivado C5-CT
{54.5%) respecto al (38%) del derivado C1-CT (Tabla 16), que aumenta la cantidad de
HEMA presente en el soporte, creando un microentorno alrededor la enzima mds hidréfilo,
resultando mds ficil el acceso de la H~L—Ala—_NH2, mds hidréfilo, al centro activo del
catalizador, a diferencia de lo que ocurria con la enzima libre, que en todos los casos reconoce
mejor a la L-leucinamida frente a la Z-alaninamida. Por tanto, este es un claro ejemplo en el
que la naturaleza del soporte modifica el patrén de reconocimiento enzimdtico, no debido a un
cambio estructural en la enzima, sino a una alteracién del microentorno original de la enzima,
modificando la difusién de los sustratos al centro activo del catalizador.

Por dltimo, se ha estudiado la infiuencia de 1a naturaleza de nucledfilo en la actividad
del derivado C4-CT (1.3 mg de derivado/ml, equivalentes a 0.24 mg de enzima/ml),
empleando en todos los casos BTEE (10 mM) como donador de acilo (Tabla 23). Con ello se
pretende ver el comportamiento del derivado mds cargado (189.2 mg de enzima/g de
copolimero), y asf comprobar las aseveraciones anteriores. Este derivado condujé a la mdxima

conversién en péptido a tiempos menores que C1-CT y que C5-CT. De lo que se deduce que
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la carga enzimdtica del derivado condiciona la velocidad con la que se llega al méximo de
conversién en péptido. Asimismo, se aprecia que este catalizador hidrofobo no conduce a la
hidrélists del éster.

Todos los aminodcidos utilizados como nucleéfilos permiten obtener buenos resultados
en estas condiciones salvo aquellos que presentan cargas tanto positivas como negativas en su
cadena lateral (entradas 5 y 6). Estos datos son muy similares a los descritos empleando
derivados de a-quimotripsina modificada con distintas cantidades de MPEG
(metoxipolietilenglicol). Asi, Sinisterra y Puigserver (253) observaron que el grado de
modificacién no afecta la actividad sintética, pero que el hecho de 1a modificacién sf acentia
la hidrofobicidad del microentorno de la enzima, evitando que estos aminodcidos cargados
ocupen ¢} subsitio "p," destinado al nucleéfilo (subsitio "n"), no teniendo lugar la reaccion de

sintesis.

Tabla 23.-Influencia en la estructura del nucledfilo en Ia sintesis del péptido Bz-L-Tyr-AA empleando el
derivado C4-CT, 0.24 mg de a-quimotripsina/mi (1.3 mg de derivado/ml), a una T=25°C.

— e —

L Nuclesfilo % Pep. tiempo (h.) AcOEV(Tris/HCY)
H-I-Leu-NH, >99 6 99/1
H-L-Met-NH, >99 6 99/1

H-L-Ser-NH, >99 6 99/1

H-L-Gly-NH, >99 21 99/1
H-I-Arg-NH, - 24 99/1
H-L-Asp-NH, --- 24 4/1

Otros autores explican este efecto que presenta la enzima modificada quimicamente y
liofilizada mediante interacciones que hacen menos accesibles al sustato los residuos Asp,, y
Asp ¢, que se encuentran en ¢l subsitio "p,” (252a), no reconociendo al nucledfilo en el centro
lipéide.

Por otro lado, los autores arriba citados consiguieron rendimientos mucho mejores para
los aminodcidos cargados empleando como catalizador un derivado mucho mds hidréfilo de

¢-quimotripsina inmovilizada sobre agarosa (253). Esto se explica en base a la cantidad de
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agua en el microentorno de la enzima que aumenta la concentracién del nucleéfilo cargado,
préximo al centro activo, y pensamos que puede ser debido a la disminucién de las
interacciones con los citados los residuos Asp;, ¥ ASpe,

La H-Z-Gly-NH, y la H-L-Ser-NH, proporcionan mejores rendimientos con nuestros
derivados que los obtenidos con la enzima modificada (H-L-Gly-NH,, 69% y la H-L-Ser-NH,,
89%) o con la enzima inmovilizada sobre agarosa, (H-L-Gly-NH,, 64% y la H-L-Ser-NH,,
89%) como puede observarse en la Tabla 23. De estos mismos valores deducimos como la H-
L-Gly-NH, reacciona mds lentamente que el resto de aminodcidos no cargados; este hecho ha
sido contrastado por numerosos autores, que postulan que su pequefio tamaiio le dificulta el
reconociminto por el centro activo de la enzima (100).

Por lo tanto, nuestros derivados pueden considerarse como similares a la enzima
modificada con MPEG, puesto que ambos sistemas presentan cardcter hidrofébico y no

reconocen aminodcidos cargados

IV.L.5.3.- Influencia de | leza del disolvent

La utilizacién de disolventes orgdnicos presenta un indudable interés en Tecnologia
Enzimdtica y puede ser una poderosa herramienta para el disefio de reacciones de Quimica Fina
catalizadas enzimdticamente.

La presencia de disolventes orgdnicos tanto en sistemas monofésicos (254), como en
sistemas bifdsicos (231), presenta ciertas ventajas sobre los sistemas de reaccién
completamente acuosos (242), entre ellas citaremos:

a) La presencia de disolventes orgdnicos en el medio de reaccidn es la alternativa mds

sencilla para desplazar los equilibrios hidrélisis/sintesis en el sentido de la sintesis.

b) La presencia de disolventes orgdnicos permite aumentar notablemente la solubilidad

de sustratos y productos no naturales hidrofébicos.

c¢) Generalmente con la presencia de disolventes orgdnicos se disminuye la aparicién

de contaminantes microbianos en los reactores.

A pesar de todas estas ventajas, la utilizacién de disolventes orgdnicos en procesos

enzimdticos puede motivar importantes procesos negativos sobre las propiedades de estos
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ldbiles catalizadores biolégicos, principalmente sobre el binomio actividad/estabilidad. Las
principales causas de inactivacién en disolventes orgdnicos serfan:

1) interaccién de las moléculas de enzima con las del codisolvente o con las pocas

moléculas de disolvente inmiscible con agua, presentes en la fase acuosa. Esta

interaccién enzima-disolvente puede tener diferentes efectos:
a.- Interaccién de las moléculas de disolvente con los residuos clave del centro
activo y, a consecuencia de ello, alteracién de las propiedades cataliticas (255).
b.- Cambios globales en la estructura tridimensional:
b1) Cambios producidos cuando ¢l tiempo de contacto es breve, lo gue también
se traduce en una alteracién de su actividad catalitica (256).
b2) Cambios producidos cuando el tiempo de contacto es medio y largo, que
provocan la perdida de estabilidad (247, 256).

2) Interacciones de las moléculas de enzima con interfases hidrofébicas en sistemas

bifdsicos (247, 256, 257).

3) El efecto de la reduccién del contenido en agua en el entorno de la enzima cuando

se trabaja con actividades termodindmicas de agua (a,} muy bajas (258).

Por todo ello, la utilizacién de disolventes orgdnicos en Tecnologia Enzimdtica resulta
especialmente atrayente pero también bastante laboriosa y compleja.

Para estudiar qué disolventes serian los mds adecuados para llevar a cabo nuestra
sintesis de péptidos, se seleccionaron varios segiin su logP, descartandose por problemas de
solubilidad de los sustratos los disclventes de logP >3, ensayando entoces: 1,1, 1-tricloroetano
(logP = 2.49), acetato de etilo (logP = 0.73), etanol (logP = - 0.32), acetonitrilo (logP =
- (.34) 1.4-butanodiol (logP = - 0.92) y N,N-dimetilformamida (logP = - 1.01), (234). Las
condiciones en las que se llevaron a cabo las reacciones fueron 97/3 y 99/1, (v/v) disolvente
orgdnico/Tris pH=9.0, 0.1 M, a una temperatura de 25 °C empleando como catalizador la
enzima libre y los derivados C1-CT y CS5-CT. Los resultados aparecen indicados en la Tabla
24 y en la Figura 40.

A laluz de los resultados obtenidos llegamos a la conclusion de que tanto los derivados
(con alto y bajo porcentaje de injerto) como la enzima libre presentan una alta actividad

sintética cuando el disolvente presenta un log P elevado; en cambio la conversién a péptido es
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Figura 40.- Influencia del naturaleza del disolvente en la sintesis del dipéptido modelo Bz-
L-Tyr-L-Leu-NH,, empleando el derivado C1-CT (2.75 mg de derivado/ml equivalentes
a 0.24 mg de enzima/ml), en un medio 99/1 (v/v) disolvente orgdnico/Tris pH=9.0, 0.1

M. a) 1,1,1-Tricloroetano; b) acetato de etilo.
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Tabla 24.- Influencia de la naturaleza del disolvente en la sintesis del dipéptido modelo Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,, empleando diferentes
catalizadores; enzima iibre (6.075 mg/ml), C1-CT (2.75 mg de derivado/ml equivalentes a 0.24 mg de enzima/ml) y C5-CT (1.3 mg de
derivado/ml, equivalentes a 0.053 mg de enzima/ml), la proporcién disolvente orgéanico/Tris pH=9.0 0.1 M fue 97/3 (v/v) salvo en el caso
del derivado C1-CT que se utilizé 99/1 (v/v).

" Enzima libre “ Derivado C1-CT

| Derivado C5-CT "

liofilizada no liofilizado liofilizado

| Ente. { Disoiventes | togP* " % Pép.  t(h) v(,h;ﬁ_% Pep. th) Vo' || #Pep. b))

I ¢« |oitTrcioroetano | 2,49 || >99 05 1195] >9 o5 1678] >0 6 oo |]
" 2 | Acetato de etilo | o | o 6 o0124] 194 20 oon] >9 26 oo
| 3 | Bunol | -o3:2 | o 21 o | = — —] o a o]
I 4 | Acetonitrito [ 034 | o5 2 oos] = — <} s 21 0.003 |
I s | 1eButanodiol | 002 | o 21 o | o 24 of o u o |
[ 6 [NNDimetiformamida | -1.00 | o 21 o | o 2 of o m o

* Coeficiente de reparto octanol/agua (234).
® Velocidad inicial de sintesis de péptido (mM/min. ).

¢ No ensayadas.
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minima o nula si el logP <0. El acetonitrilo presenta practicamente el mismo valor de logP
que ¢l etanol pero el comportamiento de la enzima es diferente en ambos disolventes. Mientras
que no se observé sintesis de péptido en el caso del etanol, sf aparecié péptido aunque en muy
poca proporcién en el caso del acetonitrilo (Tabla 24), tanto para la enzima libre (20% de
péptido en 24 h), como para el derivado C5-CT (8% de péptido en 24 h). Ello se explica en
base al efecto desnaturalizante del disolvente prético (EtOH) frente al acetonitrilo que no forma
tantos enlaces de hidrégeno con las moléculas de enzima y por ello es menos desnaturalizante
(158, 175).

Estos hechos vienen a corroborar que el efecto desactivante del disolvente orgdnico
sobre las moléculas de enzima inmovilizadas se pueden ejercer en tres aspectos, como en el
caso de la enzima libre;

1) Efecto macroscdpico ligado con el valor del logP o con el coeficiente de solubilidad

en agua de Hildebrand (8) y que controla la cantidad de agua que rodea al derivado.

En este punto la acuofilia del soporte es muy importante (201).

2) Interaccién disolvente-enzima, por ejemplo, reaccién de grupos -NH, libres de la

enzima con el -CO- de Ia metilisobutilcetona para formar -C=NR-, tal y como se

describe en ia bibliografia (132, 259), o la formacidn de enlaces de hidrégeno entre la
enzima y grupos polares del disolvente.

3) Interacciones del disolvente orgdnico con el centro activo y/o con el complejo

enzima-sustrato

Claramente el disolvente con mejores rendimientos fue el 1,1, 1-tricloroetano, el cual
posee el valor de log P mds elevado. Mientras que los disolventes con logP < 0, captan todo
el agua afiadida al medio (1-3)% y ademds deshidratan a la enzima desactivandola. Por ello,
el 1,1,1-tricloroetano que rechaza el agua permite que la enzima este recubierta de su capa de
hidratacién y por lo tanto sea activa, Por la misma razén, el AcOEt serd el segundo disolvente
a considerar. Tanto el 1,1, 1-tricloroetano como el AcOEt no interaccionan con la enzima libre
ni inmovilizada, por ello, permiten gue ésta adopte la conformacién mds activa dentro de su
microentorno acuoso y de reéccién. |

Este resuliado estd de acuerdo con los datos presentes en la bibliografia, donde se indica
cémo el disolvente mds apolar es el menos perjudicial (260). No obstante, este disolvente
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presenta el inconveniente de la baja solubilidad del donador de acilo en las condiciones de
reaccion.

Por el contrario, no se consigui6 sintetizar dipéptido empleando 1.4-butanodiol ni N,N-
dimetilformamida como disolventes, resultados que atribuimos a la elevada hidrofilia que
presentan ambos disolventes, con lo cual capturan las pocas moléculas de agua presentes en
el medio, evitando que la enzima adquiera Ja monocapa de hidratacién que le proporcione la
conformaci6n activa para poder llevar a cabo la reaccién de sintesis de péptidos (Introduccién,
Seccién 1.4.3.5).

Por otro lado, empleando disolventes inmiscibles (1,1, 1-tricloroetano y acetato de etilo)
se observa en ambos casos la formacién de un precipitado blanco, cuando el rendimiento a
péptido es aproximadamente del 70% lo cual facilita su purificacién, y se detecta una baja
concentracién de 4cido a lo largo de toda la reaccién sin que aparezca la actividad amiddsica.
Este cambio en el aspecto del reactor nos indicé que el péptido se extrafa del medio de
reaccion precipitando en la fase orgdnica sin sufrir ninguna alteracién. Pensando en un sencillo
proceso de purificacién del dipéptido precipitado (ver Parte Experimental), nos inclinaremos
por emplear los sistemas bifdsicos (1,1,1-tricloroetano/Tris pH=9.0, 0.1 M y AcOEt/Tris
pH=9.0, 0.1 M) que también han reportado buenos resultados a otros autores (247).

Es de sobra conocido (171-173, 249b), que la proporcién de fase acuosa presente en
sistemas bifdsicos es un factor fundamental en la actividad del catalizador. No obstante, esta
cantidad de agua no tiene por que estar directamente relacionada con el agua que rodea al
microentorno de la enzima inmovilizada, ya que compiten disolvente, soporte y enzima por
retener el agua del medio (Introduccién, Seccién 1.4.3.5). Por este motivo y segin los
~ resultados anteriores, es l6gico plantear un estudio con los diferentes derivados variando la
proporcién de agua en el reactor. Los resultados aparecen recogidos en las Figuras 41 a 46
y resurnidos en las Tablas 25 a 29,

161



Resultados y discusion: Copolimeros de injerto

—_ a)
= 100 _ - 100
L V]
\g E
5 @ BTEE O
E 50 @ B PEPTIDO 50 g
é A  AciDO o
@] L
o A
0.0 T [ I ] T .~— 0
0 600 1200 1800 2400 3000
tiempo (min.)
= b
E 100 -¢ ) ® e — 100
PEPTIDO ()]
E’ A Acoo N @
\ c
.g G
o 450 §
g - o
O L
®)
® 0
0 600 1200 1800 2400 3000
tiempo (min.)
= C)
E 10.0 — 100
[
s % %
O
) @® BIEE 8
E 5-0 ] PEPTIDO . 50 '5
é A AciDO 28
o -
o
0

0 900 1800 2700 3600 4500
tiempo (min.)

Figura 41.- Sintesis del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH, empleando el derivado C1-CT
(2.75 mg de derivado/ml equivalentes a 0.24 mg de enzima/ml), en un medio AcOEt/Tris
pH=9.0, 0.1 M, a 25 °C de temperatura. a) 2/1; b) 4/1; ¢) 99/1 (v/v).
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Figura 42.- Sintesis del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH, empleando el derivado C2-CT

(7.25 mg de derivado/ml equivalentes a 0.24 mg de enzima/ml), en un medio AcOEt/Tris
pH=9.0, 0.1 M, a 25 °C de temperatura. a) 2/1; b) 4/1; c¢) 99/1 (v/v).
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Figura 43.- Sintesis del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH, empleando el derivado C3-CT (6.2
mg de derivado/ml equivalentes a 0.24 mg de enzima/ml), en un medio AcOEt/Tris
pH=9.0, 0.1 M, a 25 °C de temperatura. a) 2/1; b) 4/1; ¢) 99/1 (v/v).
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Figura 44.- Sintesis del dipébtido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH, empleando el derivado C4-CT (1.3
mg de derivado/ml equivalentes a 0.24 mg de enzima/ml), en un medio AcOEt/Tris
pH=9.0, 0.1 M, a 25 °C de temperatura. a) 2/1; b) 4/1; ¢) 99/1 (v/v).
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Figura 45.- Sintesis del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH, empleando el derivado C5-CT (1.3
mg de derivado/ml equivalentes a 0.053 mg de enzima/ml), en un medio AcOEt/Tris
pH=9.0, 0.1 M, a 25 °C de temperatura. a) Tris pH=9.0 0.1 M, saturado con AcOE;

b) 1/1; ¢) 99/1 (v/v).
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“ Figura 46.- Influencia del porcentaje de injerto del soporte en la sintesis del dipéptido Bz-
L-Tyr-L-Leu-NH, empleando como medio de reaccién AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 99/1,
(v/v) a 25 °C de temperatura. a) Péptido; b) dcido.
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Tabla 25.- Sintesis del péptido Bz-I-Tyr-L-Leu-NH,. con {2.75 mg de derivado C1-CT/ml equivalentes a 0.24
mg de a-quimotripsina/ml), AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, a 25°C de temperatura,

t (h.) % Péptido % Acido  Pép./4c. V. inicial* Disol. /tampén
24 90 10 9.0 0.010 2/1
48 40 50 0.8 0.005 4/1
5 20 5 4.0 0.035 99/1

* Velocidad inicial de sintesis de péptidos expresada en mM/min.

Tabla 26.- Sintesis del péptido Bz- L-Tyr-L-Leu-NH,. con {7.75 mg de derivado C2-CT/ml equivalentes a (.24
mg de a-quimotripsina/mi), AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, a 25°C de temperatura.

t (h.) % Péptido % Acido  Pép./éc. V. inicial® Disol. /tampén
48 84 18 4.7 0.010 2/1
24 52 38 1.4 0.010 an

5 18 25 0.7 0.015 99/1

* Velocidad inicial de sintesis de péptidos expresada en mM/min.

Tabla 27.- Sintesis del péptido Bz-L- Tyr-L-Leu-NH,, con (6.2 mg de derivado C3-CT/ml equivalentes a 0.24
mg de a-quimotripsina/ml, en AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M a 25°C de temperatura,

t(h.) % Péptido % Acido Pép./dc. V. inicial* Disol./tamp6n
t 70 15 4.7 0.23 211
6 77 11 7.0 0.11 411
6 81 19 4.3 0.20 99/1

* Velocidad inicial de sintesis de péptidos expresada en mM/min.
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Tahla 28.- Sintesis del péptido Bz- L-Tyr-I-Leu-NH,. con {1.3 mg de derivado C4-CT/ml equivalentes a 0.24
mg de a-quimotripsina/m}, en AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M a 25°C de temperatura.

t(h.) % Péptido % Acido Pép./4c. V. inicial® Disol./tampén
5 84 16 5.3 0.28 211
6 &3 17 5.3 0.07 41
8 99 i 93.0 0.09 9911

* Velocidad inicial de sintesis de péptidos expresada en mM/min.

Tabla 29.- Sintesis del péptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,. con (1.3 mg de derivado C5-CT/ml equivalentes a 0.053
mg de a-guimotripsina/ml, en AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M a 25°C de temperatura.

t (h) % Péptido % Acido  Pép./dc. V. iicial* Disol./tampén
2 52 48 1.1 0.470 Tris saturado®
10 58 35 1.7 0.040 Ui
24 95 3 31.7 0.025 99/1

* Velocidad inicial de sintesis de péptidos expresada en mM/min.

® Tris pH=9.0, 0.1 M saturado con acetato de etilo,

Como cabia esperar, la proporcién 6ptima de disolventes varia segiin la naturaleza del
soporte y la carga enzimdtica. ‘

El primer efecto evidente que debe comentarse es el hecho de que al aumentar el
porcentaje de injerto, los derivados son mds activos (mayor relacién péptido/dcido) en medios
con menor cantidad de agua, 99/1, (v/v). Por el contrario, cuanto menor es el porcentaje de
injerto, el derivado se muestra m4s activo en un medio eminentemente acuoso (C1-CT, Tabla
25). Asf, derivados con poco grado de injerto (C1-CT y C2-CT 38.0% y 32.2%
respectivamente (Tabla 16), referido a la masa total de soporte) requieren grandes cantidades

de medio acuoso (2/1) para proporcionamos una buena relacién péptido/4cido, mientras que
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con los derivados C4-CT y C5-CT (54.5% de injerto, referido a la masa total de soporte)
ocurre lo contrario (mejor medio 99/1). El derivado C3-CT (49.2% de injerto,
referido a la masa total de soporte) se encuentra en una posicion intermedia, donde la
proporcién m4s interesante es 4/1, (v/v) AcOEY/Tris pH=9.0, 0.1 M.,

Estos hechos indican claramente como derivados mds hidréfilos requieren menos
cantidad de agua para llevar a cabo la sintesis peptidica puesto que el microentorno enzimdtico
serd mds favorable, y necesitaremos menos cantidad de agua en el macroentorno. Por tanto,
la competencia entre el sistema enzima-soporte y el disolvente por captar agua se inclina mds
facilmente hacia el primer término en aquellos derivados con elevado porcentaje de injerto.

Muchos autores (242), han observado la existencia de problemas de transferencia de
masa en sistemas liquido-sélido, especialmente cuando los reactivos y la matriz del soporte
difieren mucho en hidrofobicidad. Este hecho fue estudiado por Fukui y cols (220, 221), los
cuales llevaron a cabo la inmovilizacién de biocatalizadores en geles obtenidos por
fotopolimerizacién de resinas y macromoléculas de uretano, tal y como indicamos en la
introduccién tedrica (Seccién 1.4.4.2) variando la relacién entre moléculas de fragmentos
hidrofébicos e hidrofilicos, alterando asi las caracteristicas de los geles hasta encontrar una
relacién 6ptima hidrofilia/hidrofobia entre los sustratos y el gel, solucionando los problemas
de transferencia de masa. Para minimizar los problenias de fransferencia de masa
anteriormente citados Mattiasson y cofs (159) postulan que la velocidad de reaccién en sistemas

biocatalizados que contienen una interfase puede ser optimizada segin estas reglas:

1.-1 logP,, - logP; | debe ser maximo.
2.- | logP, - logP; | debe ser minimo.

donde logP,, logP, y logR representan, respectivamente, los coeficientes de reparto del
macroentorno ("bulk phase”), del microentorno o interfase en el que se encuentra el
biocatalizador, y el del sustrato (Esquema 31). _

En el caso de los dos derivados con igual porcentaje de injerto C4-CT y C5-CT (Fig.
44 y 45), tenemos que el derivado con m4s carga enzimdtica (C4-CT) conduce a mayores

conversiones en péptido y sobre todo a mejores relaciones péptido/dcido.
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Esquema 31.- Influencia del coeficiente de reparto de los sustratos, del microentorno del
derivado y del macroentorno en las reacciones de sintesis peptidica. a) logP, = logP,
derivados con bajo porcentaje de injerto b) logP, =~ logP, derivados con elevado

porcentaje de injerto
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En nuestro caso, a la luz de los resultados recogidos en las Figuras 44 y 45 se observa
un aumento de la velocidad inicial de sintesis con el incremento del porcentaje de medio
acuoso, 2/1 vs 99/1, (v/v). Este hecho ha sido recogido en la bibliografia (159) para el caso
de la a-quimotripsina adsorbida sobre celite empleando acetonitrilo como disolvente y se
explica en funcién de la hidratacién de la enzima inmovilizada.

Para una mejor visuahizacién de los resultados se han representado en la Figura 46 las
curvas de progreso para la reaccién estdndar de sintesis, empleando un medio 99/1 (v/v)
AcOEt/Tns pH=9.0, 0.1 M, obtenidas para los diferentes derivados. Como puede verse los

derivados con mayor porcentaje de injerto conducen a un mayor rendimiento en péptido.

A fin de estudiar la influencia de la temperatura en nuestros procesos de sintesis
peptidica, se llevaron a cabo ensayos a diferentes temperaturas; 4, 25 y 37 °C, con el
derivado C4-CT y siguiendo el esquema general de sintesis descrito en la Parte Experimental
(Seccién I11.6.4.5), en las condiciones mds interesantes desde el punto de vista sintético para
este derivado AcOEt/(Tris pH=9.0, 0.1 M en proporciones 99/1, (v/v). Los resultados
aparecen reflejados en la Figura 47.

El rendimiento final, cercano al 100% obtenido a 4 °C y a 25 °C es similar aunque la
velocidad de sintesis es mucho menor para la reaccién a 4 °C, como puede observarse en la
Figura 47. Es de sobra conocido que un incremento moderado de la temperatura origina un
aumento en las velocidades de reaccién (137, 261).

Cuando la reaccién se llevo a cabo a una temperatura de 37 °C, el rendimiento final
en péptido resulté ser menor. Este hecho confirma la desactivacién observada de los derivados
a esta temperatura, (Seccién I1V.2.2). Esté rersultado concuerda con la importancia actual de
la "cricenzimologfa” (161-163), metodologia que minimiza estos problemas de desactivacién
enzimdtica por la temperatura. y permite obtener buenas relaciones péptido/dcido a

temperaturas inferiores a 0 °C.
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- Figura 47.- Influencia de la temperatura en la sintesis del dipéptido modelo Bz-L-Tyr-L-
Leu-NH, empleando el derivado C4-CT (1.3 mg de derivado/ml equivalentes a 0.24 mg
de enzimi/ml) y como medio de reaccién AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 99/1, (v/v). a)
Péptido; b) dcido.
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El soporte parece influir en este tipo de experimentos de forma decisiva ya que tal y
como se ha descrito en la bibliografia (233), cuando se llevan a cabo reacciones de
esterificacion (entre Ac-L-Trp-OH y feniletanol) con derivados de a-quimotripsina sobre geles
de agarosa en el intervalo de temperaturas comprendido entre 18 y 38°C, se produce un
incremento paulatino de 1a velocidad inicial de sintesis de forma opuesta a lo que sucede en

el caso de nuestros derivados inmovilizados sobre copolimeros de injerto.

La variacién de la concentracién de donador de acilo {desde 5 hasta 20 mM) en la
sintesis de péptidos catalizada por el derivado C5-CT deberia seguir un comportamiento
michaeliano, como cabria esperar cuando la concentracién de BTEE, se encuentra siempre en
defecto con respecto a la de nucledfilo (40 mM). En la Figura 48 aparece representada dicha
variacién.

0050 - - ——————— — ———

Vinicial mM/min

|
|
l
|
x‘
|
|
|
|
|
|

0 5 10 15 20 25

Concentracién inicial de 8TEE (mM)

Figura 48.- Variacién de la velocidad inicial de sintesis del dipéptide Bz-L-Tyr-1-Leu-
NH,, en funcién de la concentracién de donador de acilo empleando el derivado C5-CT
(1.3 mg de derivado/ml equivalentes a 0.053 mg de enzima/mi) como medio AcOEt/Tris

pH=9.0, 0.1 M, 97/3, (v/v) y 40 mM de I-leucinamida.
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Los datos se ajustan perfectamente a una recta que pasa por el origen de pendiente (2,1
+ 0.2) X 10° min.? y R° = 0.991, lo que nos situa en el tramo inicial de una curva
michaeliana, indicdndonos que la concentracién de donador de acilo empleada no satura en
ningtin momento al catalizador (S < <K_), con lo cual el aprovechamiento del catalizador es
préacticamente 6ptimo (159).

En este tramo inicial de la curva michaeliana Pendiente/[E )} = k_, /K, siendo este
cociente una medida de la eficacia catalitica de una enzima, en este caso su valor es
aproximadamente 1, con lo cual k, » K, , como en los procesos de hidrélisis Seccién
Iv.1.4.1.

Otros autores empleando como donador de acilo (Z-I-Phe-OMe) en procesos de sintesis
de péptidos utilizando acetato de etilo saturado con agua y a-quimotripsina inmovilizada sobre
celite como catalizador (2.25 mg de enzima/ml) han obtenido resultados similares a los

nuestros (159) obteniendo valores muy elevados de K, aparente.
.- i i

Para estudiar el efecto de la concentracién de nucleéfilo y tomando como referencia un
trabajo realizado por Jakubke y cols (145) en el cual se estudiaba la eficacia de varios
nucledfilos en los procesos de deacilacién del complejo acil-enzima (H-L-Leu-NH, > H-L-
Val-NH, > H-D-Leu-NH,), se realizé un estudio similar en el que se varié la concentracién
de un solo nucleéfilo para conocer su influencia a lo largo de todo el proceso sintético.

Asf se llevaron a cabo reacciones de sintesis del dipéptido modelo Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,
en presencia de AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 97/3, (v/v), el derivado empleado fue C5-CT
y siguiendo el esquema general de sintesis peptidica (Seccién II1.5). Se varié la concentracién
de nucle6filo desde 5 hasta 50 mM, manteniendo constante la concentracién de donador de
acilo BTEE en 10 mM. Los resultados aparecen recogidos en las Figuras 49, 50 y 51,
mientras que en la Figura 52 se recogen las velocidades iniciales de formacién de péptido a
diferentes concentraciones de nucleé6filo. Observando estas figuras, se comprueba como

aumentando la cantidac de nucleéfilo en la reaccién, se consigue disminuir la concentracién
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Figura 49.- Influencia de la concentraciéon de nucledfilo (H-L-Leu-NH,) en la sintesis del
dipéptido modelo Bz-L-Tyr-L-Leu-NH, empleando BTEE (10 mM) como donador de
acilo, como catalizador, el derivado C5-CT (1.3 mg de derivado/ml equivalentes a 0.053
| mg de enzima/ml) y como medio de reaccién AcOEt/Tris pH#9.0, 0.1 M, 97/3, (v/v). a)
SmMb) 10 mM y c¢) 15 mM.
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Figura 50.- Influencia de la concentracién de nucleéfilo (H-L-Leu-NH,) en la sintesis del
dipéptido modelo Bz-L-Tyr-L-Leu-NH, empleando BTEE (10 mM) como donador de
acilo, como catalizador, el derivado C5-CT (1.3 mg de derivado/ml equivalentes a 0.053
mg de enzima/ml) y como medio de reaccion AcOEt/Tris pH=9.‘0, 0.1 M, 97/3, (v/v). a)
20 mM b) 25 mM y ¢) 30 mM.
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Figura 51.- Influencia de la concentracién de nucleéfilo (H-L-Leu-NH,) en la sintesis del
dipéptido modelo Bz-L-Tyr-L-Leu-NH, empleando BTEE (10 mM) como donador de
acilo, como catalizador, el derivado C5-CT (1.3 mg de derivado/ml equivalentes a 0.053
mg de enzima/ml) y como médio de reaccién AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 97/3, (v/v). a)
35 mM b) 40 mM y ¢) 50 mM. ’
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Figura 52.- Variacién de la velocidad inicial de sintesis del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Leu-
NH,, en funcién de la concentracién de nucleéfilo empleando el derivado C5-CT (1.3 mg
de derivado/ml equivalentes a 0.053 mg de enzima/ml) como medio AcOEt/Tris pH=9.0,
0.1 M, 97/3, (v/v) y 10 mM de BTEE.

final de d4cido. Este resultado estd indicando la existencia de dos tipos de reacciones: una
principal, bajo control cinético, y otra que se manifiesta cuando la reaccién estd muy avanzada,
hecho que podria atribuirse a la reaccién de sintesis de péptidos termodindmicamente
controlada, esto es, aquella que conduce al péptido por reaccién directa del dcido con el
nucleédfilo (Figura 9, Seccién 1.4.2).

Como puede observarse, se produce una total desaparicién de BTEE para 20, 40 y 50
mM de L-leucinamida, mientras que para 25 y 30 mM de L-leu-NH, existe una cantidad de
BTEE remanente al tiempo final de reaccién, lo que nos hizo pensar en la existencia de
procesos dependientes de la concentracion de nucledfilo, hecho que queda reflejado en la

Figura 52, donde se pueden distinguir 3 tramos bien diferenciados:
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1) Para las concentraciones bajas de nucle6filo comprendidas entre 0 y 20 mM, puede
observarse como se aumenta la velocidad inicial de sintesis de péptido al incrementarse la
concentracién de nucleéfilo, hecho 18gico, teniendo en cuenta el cardcter hidrof6bico que el
soporte induce en el microentomno enzimdtico, que hace necesaria una elevada concentracién
de nucledfilo polar en el macroentorno para disponer de una éptima concentracién del mismo
en las cercanias de la enzima. Por tanto, consideramos que el paso lento de la velocidad de
reaccidn, en este sistema, ser4 la desacilacién por el nucleéfilo del complejo acil-enzima.

2) Desde 20 mM hasta 30 mM se produce el efecto contrario, actuando el nucledfilo
como inhibidor, impidiendo la desaparicién total de BTEE al finalizar la reaccion (comparar
Figuras 49a v.49b con 50b y 50c). Este hecho puede atribuirse a una ocupacién competitiva
del centro de reconocimiento del sustrato donador de acilo (p,) por el exceso de nucleéfilo
presente en el medio, puesto que la e-quimotripsina es capaz de aceptar ésteres y/o amidas de
leucina como agentes acilantes (133, 252).

3) A partir de 30 mM, el microentorno del derivado ya se encontrarfa saturado por la
L-leucinamida; sin embargo, se produce un aumento en la velocidad inicial de sintesis
peptidica, posiblemente debido a existencia de procesos de control termodinémiéo que se
acentian con elevadas proporciones de medio orgdnico 97/3, (v/v) AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1
M y altas concentraciones de uno de sustratos (Seccién 1.4.2.2). Puesto que estamos
estudiando velocidades iniciales de sintesis de péptidos, hemos de concluir que estos procesos
de sintesis termodindmica se producen simultineamente con los procesos de sintesis
cinéticamente controlada ya desde el inicio de la reaccién para estas elevadas concentraciones
de nucledfilo, como se refleja en la Figura Slc, donde se observa ya que desde el comienzo
de la reaccién no se detecta la presencia de 4cido.

Volviendo a las especificaciones de Jakubke y cols, los cuales, después de varios
tratamientos matemdticos, llegaron a la siguiente expresion (145):

N

n—m—m—
[deido] _  N-[péptido]
[péptido] [péptido]

*PytPy

donde si representdsemos la relacién [dcido)/[péptido] en funcién del In(N/(N-

180



Resultados y discusion: Copolimeros de injerto

[péptido]))/[péptido] obtendriamos una recta, siempre teniendo en cuenta las consideraciones
hechas por estos autores entre las que no aparece la existencia de un proceso termodindmico.
Por lo tanto, no es de extrafiar que nuestros resultados no se ajustaran a una recta, lo

que hace inservible este método para el cdlculo del coeficiente de particién

IV.1.6.- REACCIONES DE SINTESIS DE PEPTIDOS
TERMODINAMICAMENTE CONTROLADAS

A fin de comprobar nuestras hipdtesis acerca de la presencia en ciertos casos de
procesos de sintesis peptidica bajo control termodindmico, se realizé un ensayo en el cual se
utiliz6 unicamente como donador de acilo Ac-L-Tyr-OH (10 mM), con una elevada
concentracién de nucleéfilo (H-L-Leu-NH, (50 mM) para favorecer la aparicién de dicho
proceso sintético, en condiciones experimentales similares a los descritos en el apartado

anterior. El resultado aparece recogido en la Figura 53, donde puede comprobarse como se

&  Ac-L-Tyr-OH
10.0 B PEPTIDO — 100

= @

£ u o
s )
© c
5 8
2 — 50 S
(=]

O

0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
tiempo (min.)

Figura 53.- Sintesis termodindmicamente controlada del dipéptido Ac-L-Tyr-L-Leu-NH,, empleando, Ac-
Tyr-OH (10 mM) como tinico donador de acilo, 1.3 mg del derivado C4-CT (0.24 mg de enzima/ml),
AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 97/3, (v/v) a 25 °C de temperatura.
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produce la sintesis del péptido desde el comienzo de la reaccion, de manera que aumenta la
concentracién de péptido con el tiempo hasta un punto a partir del cual podemos decir que se
alcanza el equilibrio. Por tanto, se puede concluir que cuando se trabaja con altas
concentraciones de nucleéfilo y un elevado porcentaje de medio orgdnico, se puede producir
fenémenos bajo control termodindmico.

Probablemente, no se alcanzé un mayor rendimiento en péptido pues las condiciones
experimentales empleadas no son las ideales para llevar a cabo este tipo de procesos como se

comentod en la Introduccién de esta memoria (Secciones 1.4).

Un aspecto muy interesante en todo trabajo en biocatélisis aplicada es la posibilidad de
reutilizar el biocatalizador después de un ciclo productivo (Figura 13, Seccién 1.4.4.2). Estos
ensayos se levaron a cabo, segin se describe en la Seccién I11.6.6.1, empleando una
concentracién de (0,24 mg de a-quimotripsina/ml y los derivados C1-CT (2.75 mg de
derivado/ml), C2-CT (7.25 mg de derivado/ml), utilizando AcOEv/Tris pH=9.0 80/20 (v/v)
como medio de reaccién, mientras que para el derivado C4-CT (1.3 mg de derivado/m]) las
proporciones para llevar a cabo las reacciones de sintesis peptidica fueron (99/1) (v/v),
empleando como disolventes acetato de etilo y 1,1,1-tricloroetano. Los resultados obtenidos
aparecen en las Figuras 54, §5, 56 y 57, recogiéndose en las Tablas 30, 31, 32 y 33, los
pardmetros medidos para cada caso.

Observando los resultados representados en la Figura 54 con C1-CT puede apreciarse
que la peor relacién péptido/dcido (Tabla 30) se obtiene en la primera utilizacién del
biocatalizador. En la rentilizacién posterior disminuye de manera dréstica el porcentaje de
dcido obtenido; este hecho puede explicarse puesto que, al no haber sido liofilizado este

derivado inmovilizado previamente a su uso, la enzima debe poseer una elevada proporcién
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Figura 54.- Reutilizacién del derivado C1-CT (2.75 mg de derivado/ml equivalentes a
0.24 mg de enzima/ml), empleando como :nedio de reaccién AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M,
4/1, (v/v), a 25 °C de temperatura. a) Péptido; b) dcido
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Figura 55.- Reutilizacién del derivado C2-CT (7.25 mg de derivado/ml equivalentes a
0.24 mg de ¢nzima/ml), empleando como medio de reaccién AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M,
4/1, (v/v), a 25 °C de temperatura. a) Péptido; b) 4cido

184



Resultados y discusion: Copolimeros de injerto

P 100
g —aA
£ . o
- ] 1° SINTESIS — w
.8 = 2° SINTESIS e
@ A 5° SINTESIS 8
o * 10° SINTESIS =
— (o)
g R 50 g
(&)
’ 0
1000 1500
tiempo (min.)
b) & 1* SINTESIS
10.0 — g 2°SiNTESIS — 100
g A 5° SINTESIS
é | +* 10° SINTESIS - Q_J|
5 R £
| ) - o
g 50 50 g
&)
A
| | @— 0
0 ‘ 500 1000 1500
tiempo (min.)

Figura 56.- Reutilizacién del derivado C4-CT (1.3 mg de derivado/ml equivalentes a 0.24
mg de enzima/ml), emplcando como medio de reaccién AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 99/1,
(v/v), a 25 °C de temperatura. a) Péptido; b) dcido
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Figura 57.- Reutilizacién del derivado C4-CT (1.3 mg de derivado/ml equivalentes a 0.24 mg de enzima/ml),
empleando como medio de reaccién 1,1,1-tricloroetano/Tris pH=9.0, 0.1 M, 99/1, (v/v), a 25 °C de
temperatura. a) Péptido; b) dcido

de agua en el microentorno humectado que le proporciona el soporte, lo cual facilita el proceso
de hidrdlisis del éster. Después de estar en contacto el derivado con la mezcla acetato de
etilo/tampén (4/1) durante 48 h (2880 min.), esto es, tras el primer ciclo catalitico, se elimina
el agua del microentorno fundamentalmente por el efecto del disolvente (AcOEt, logP =
0.73). Es por ello por lo que la actividad transferdsica se favorece frente a la esterdsica en el
segundo ciclo catalitico (Fig. 54).

Estos resultados estdn de acuerdo con los mostrados por Heras y cols (262), que han
encontrado una relacién entre el tiempo de liofilizacién del derivado inmovilizado de a-
quimotripsina sobre agarosa y sus actividades transferdsica y esterdsica. Asi, el catalizador con
un mayor grado de liofilizacién, presenta mayor actividad en la sintesis de péptidos y menor
en la hidrélisis de ésteres.

En la segunda reutilizacién (3 ciclo catalitico) vuelve a disminuir el porcentaje de
hidrélisis por el mismo efecto apuntado arriba, mientras que la actividad transferdsica sigue
siendo importante, si bien es inferior a la observada en la primera reutilizacién. De ello cabe

deducir una paulatina desactivécién del derivado inmovilizado,_sin pérdida de proteina, ya que

los_experimentos de abrasién (Seccién IV.1.3), arrojaron resultados negativos.
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Tabla 30.- Sintesis del péptide Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,, con 0.24 mg de enzima/ml}, (2.75 mg
de derivado C1-CT/ml), en AcOEt/Tris/HC] pH=9 (4/1) a 25°C.

t (h.) % Péptido % Acido Pept. /ac. Reaccion
48 40 50 0.8 12 SINTESIS
48 67 18 3.7 12 RECUPER.
48 40 4 10.0 22 RECUPER.

El comportamiento del derivado C2-CT (Figura 55 y Tabla 31) en las reutilizaciones
es mds cercano a C1-CT (Figura 54 y Tabla 30 ) que a C4-CT (Figura 56 y Tabla 32). El
derivado C2-CT en un medio de AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 4/1, (v/v) presenta un
comportamiento diferente al del derivado C1-CT, (Fig. 54). El derivado C2-CT se desactiva
después de cada reutilizacién, disminuyendo tanto la actividad transferdsica como la esterdsica
a pesar de lo cual la relacion péptido/dcido crece ligeramente. Ello debe atribuirse al menor
grado de injerto del polimero C2, que lo hace mds lipoide y por tanto, mds sensible a la
alteracién de su estructura por un disolvente relativamente lipoide como es el acetato de etilo.
No obstante, al igual que pasaba en el caso del derivado C1-CT, la disminucion en la reaccién
de hidrélisis del donador de acilo con el nimero de reutilizaciones, es mds acusada que la
observada en el caso de la actividad transferdsica (Tabla 30) como se aprecia por el aumento
de la relacién péptido/4cido.

Tabla 31. Sintesis del péptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,, con §.24 mg de enzima/ml, (7.25 mg
de derivado C2-CT/ml), en AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, (4/1) a 25°C.

t(h.) % Péptido % Acido Pep./Ac. Reacci6n
24 50 35 1.42 12 SINTESIS
48 22 11 2.00 12 RECUPER.
48 16 7 2.29 22 RECUPER.
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A diferencia de los dos derivados anteriores, el derivado C4-CT, adem4s de
proporcionarnos un mayor rendimiento, no se desactiva apreciablemente en los primeros
ciclos, siendo necesarios 5 de ellos para que se empiece a apreciar una desactivacién, y 10 para
que su actividad disminuya por debajo del 50%. No obstante, y a diferencia del
comportamiento de los derivados C1-CT y C2-CT, con el derivado C4-CT (Fig. 56), a medida
que se reutiliza la enzima desciende la actividad transferdsica y aumenta aunque muy
ligeramente la actividad hidrolitica. Este hecho, es atribuible al gran porcentaje de injerto del

soporte empleado, y a la elevada carga enzimdtica.

Tabla 32.- Sintesis del péptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,, con 0.24 mg de enzima/ml, (1.3 mg
de derivado C4-CT/ml), en AcOE(/Tris pH=9.0, 0.1 M (99/1, v/v) a 25°C.

t (h.) % Péptido % Acido Pept. /ac. V. Inicial* Reaccion
6 99 1 99.0 0.070 1* SINTESIS
24 99 1 99.0 0.023 2@ SINTESIS
24 90 10 9.0 0.066 52 SINTESIS
24 44 12 3.7 0.011 102 SINTESIS

* Velocidad inicial de sintesis de péptido (mM/min. )

Cuando el disolvente es 1,1,1-tricloroetano (logP = 2.49) (234), no se aprecia
disminucidn en el rendimiento (Figura 57 y Tabla 33}, ni la aparicién de 4cido, solamente un
ligero descenso en la velocidad de sintesis, después de 5 ciclos productivos, demostrando
claramente como estos disolventes inmiscibles con el agua, de elevado logP, son menos
perjudiciales para la enzima que el acetato de etilo (260).

El conseguir 10 ciclos de sintesis con buenos rendimientos en péptido es un excelente
resultado feniendo en cuenta el efecto destructor sobre el derivado que ejerce el sistema de
agitacion en el fondo del reactor.

Comparando los valores de velocidades iniciales de las Tablas 32 y 33, nos llama
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primeramente la atencién la enorme diferencia que existe entre ambos disolventes, siendo la
velocidad inicial de sintesis en 1,1,1-tricloroetano 10 veces superior a la obtenida en acetato
de etilo; por otra parte, en el caso del disolvente clorado la velocidad de la 2% sintesis es
superior al de la 1? sintesis, lo que parece indicar que la enzima se habitiia a reconocer a estos
sustratos, modificando su forma y adaptdndola a los requerimientos del BTEE y de la L-
leucimamida, soportando este cambio las manipulaciones de los procesos de recuperacién del
catalizador. Este hecho se demuestra mds claramente con los datos recogidos en el apartado

siguiente,

Tabla 33.- Sintesis del péptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,, con 1.3 mg de derivado C4-CT/ml,
equivalentes a 0.24 mg de enzima/ml, en 1,1,1-tricloroetano/Tris pH=9.0, 0.1 M, 99/1,
(v/v) a 25°C.

t (min.) % Péptido % Acido Pept./ac. V. inicial’ Reaccién
15 99 1 99.0 1.092 12 SINTESIS
30 99 1 99.0 1.383 22 SINTESIS
120 99 1 99.0 0.350 52 SINTESIS

* Velocidad inicial de sintesis de péptido (mM/min. )

IV.1.7.2.- Reacciones de sintesis consecutivas empleando derivados

Se _han denominado "sintesis consecutivas” a aquellos ciclos de produccién de
dipéptidos que tienen lugar dentro del mismo reactor sin purificar el producto, y donde la
separacién entre un ciclo y otro, viene definida por el consumo total del donador de acilo, a
diferencia de_las reutilizaciones, en las cuales, después de cada ciclo, se extrae el producto y
se afsla el catalizador, para posteriormente emplear dicho catalizador recuperado en el seno de

otro reactor, con un medio de reaccién fresco, sin que exista un acumulo de péptido, como
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sucede en las reacciones de sintesis consecutivas (Seccién 111.6.6.2).

Guisdn y cols. (263). han llevado a cabo procesos de "regeneracion del catalizador”,

los cuales también implican la existencia de ciclos, pero que son diferentes de los definidos por

nosotros, puesto que estos autores aunque también miden la actividad de la enzima, la afslan
del medio de reaccién, la desnaturalizan con urea o guanidina y posteriormente, en medio
acuoso, hacen que se vuelva a plegar para a continuacién medir de nuevo su actividad,
repitiendo este proceso varias veces con el fin de observar si 1a enzima pierde o no actividad.
(263).

Hemos estudiado lo que sﬁcede en este tipo de sintesis consecutivas, debido al hecho
de que el objetivo de todo proceso que se intente llevar a una escala al menos semi-industrial
pasa por obtener grandes cantidades de producto, con sencillos procesos de purificacién y con
bajas cantidades de catalizador,

Estos ensayos han sido posibles gracias a los resultados obtenidos anteriormente con
los estudios con diferentes soportes, en las distintas condiciones de reaccién. Asi, hemos
podido encontrar condiciones en las que la actividad amiddsica no aparece (97/3, (v/v)
AcOEY/(Tris pH=9.0, 0.1 M), ya que el dipéptido se extrae precipitando en la fase orgénica,
permaneciendo lejos de la enzima y no hidrolizdndose a lo iargo del tiempo (Fig. 44 y 45,
Seccién IV.1.5.4), hecho que es fundamental para llevar a cabo estas reacciones. También es
imprescindible obtener rendimientos elevados (préximos al 100%) como los que se obtienen
con derivados de elevado porcentaje de injerto (Fig. 46, Seccién IV.1.5.4). El hecho de la
existencia en estas condiciones de sintesis termodindmica, ademds de aumentar el rendimiento,
favorece la punficacién de los productos al disminuir la cantidad de 4cido presente en la
reaccién (Fig. 51 b y ¢, Seccidn IV.1.5.7 y Fig. 53, Seccién IV.1.6 ).

Analizadas estas consideraciones llevamos a cabo sintesis consecutivas segin se
describe en la parte experimental (Seccién I11.6.6.2) empleando como medio de reaccién
AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 97/3, (v/v), obteniendo los resultados que se reflejan en las
Figuras 58 y 59.

En la Figura 58 se muestra como, lejos de perder actividad tras el primer ciclo
productivo y los tres siguientes, se produce un aumento de la actividad enzimdtica, hasta llogar

a un mdximo en el 4° ciclo, para posteriormente pasar a una etapa que dura 6 ciclos en
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Figura 58.- Variacion de 1a velocidad inicial de sintesis de péptidos (Bz-L-Tyr-L-Ala-NH,),_en funcién del

mimero de ciclos de "sintesis consecutivas”, empleando 1.3 mg del derivado C6-CT/ml, (0.113 mg de
enzima/mli), en un medio AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 97/3, (v/v) y a 25 °C de temperatura,
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Figura 59.- Variacion de la velocidad inicial en procesos de sintesis consecutivas de péptidos (Bz-L-Tyr-I-
Ala-NH,), ¢n funcion del tiempo, empleande 1.3 mg del derivado C6-CT/ml, (0.113 mg de enzima/ml), en

un medio AcQEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 97/3, (v/v} y 2 25 °C de temperatura,.
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los que la actividad enzimdtica se estabiliza en un valor muy por encima del inicial (= 500%),
para finalmente comenzar a descender hasta llegar, después de 12 ciclos sintéticos a una
actividad inferior a la inicial.

Conociendo las curvas de desactivacion del catalizador en este mismo medio (Figuras
30 y 31), en las cuales se observa como éste pierde actividad desde el principio y
compardndolas con la Figura 59 en la que se aprecia como el catalizador aumenta su actividad
por encima del valor inicial hasta las 72 h., podemos, pues, concluir que el comportamiento
del biocatalizador en presencia de los sustratos es distinto al que se describe cuando éste se
incuba, en las mismas condiciones experimentales, en ausencia de dichos sustratos (Figura
30). Ello se debe al Bioimprinting que realiza el sustrato sobre el derivado inmovilizado. Estos
hechos concuerdan con los resultados descubiertos por Guisdn y cols. los cuales han observado
cambios de actividad en la a-quimotripsina al inmovlizarla sobre geles de agarosa en presencia
de ciertos sustratos, (264). .

Comparando las Figuras 58 y 59 entre s{ podemos deducir que tanto el nimero de
ciclos como el tiempo que permanece el catalizador en el reactor son factores importantes en
este tipo de reacciones, aumentando la actividad hasta llegar a un mdximo en el 4° ciclo, para
descender paulatinamente a continuacién (Fig 58), mientras que con respecto al tiempo, el
médximo se alcanza a los 3 dias, para a partir de entonces disminuir la actividad hasta un valor
inferior al inicial transcurridos 6 dias.

De forma andloga, se llevaron a cabo sintesis consecutivas para obtener los dipéptidos
Bz-L-Tyr-Ala-NH,, Ac-L-Phe-L-Leu-NH, y Ac-I-Phe-I-Ala-NH, , obteniendo resultados

similares,

Una vez realizados los procesos de sintesis consecutivas, con un rendimiento muy
proximo al 95% de péptido en cada ciclo, mediante una sencilla metodologia, (Seccién
111.6.6.3), se logrd la purificacion de los dipéptidos consiguiendo Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,, Bz-L-
Tyr-I-Leu-NH, Ac-L-Phe-L-Leu-NH,, Ac-L-Phe-1-Ala-NH, (este dipéptido presenté algunos

problemas de purificacién debido a su mayor solubilidad en medio acuoso). Estos productos
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han sido caracterizados mediante andlisis elemental y espectroscopia de resonancia magnética
nuclear de (‘H) protén . A continuacién se muestran dos ejemplos en los cuales el grado de

pureza es proximo al 98 %:

Microandlisis del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Ala-NH,:

% Carbono % Hidrégeno % Nitrégeno
Valores tedricos 64.21 5.95 11.82
Valores précticos 63.43 5.98 11.61

Microandlists del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,:

% Carbono % Hidrégeno % Nitrégeno
Valores teéricos 66.48 6.85 10.57
Valores précticos 65.10 6.69 10.48

Los resultados del espectro de Resonancia Magnetica nuclear de protén (RMN 'H)

se muestran a continuacion:

Dipéptido Bz-L-Tyr-L-Ala-NH,
(RMN 'H) ((CD,),S0, 250 MH,) 8(ppm)= 1.2 (d, 3H, CH; (2"); 285-3.00 (dd, 2H (H,
H,)); 4.20 (g, 1H, CH (2)); 4.57 (m, 1H, CH (2); 6.62 (d, 2H, NH, (47); 7.03-7.28 (28,
NH (10y 1%; 7.13 (d, 2H, CH (5), CH (9)); 7.49 (m, 3H; CH (14), CH (15), CH (16));
7.76 (d, 2H, CH (6), CH (8)); 8.10-8.52 (2d, 2H, CH (13), CH (17)); 9.15 (S, 1H, OH
fendlico).

Dipéptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,
(RMN 'H) ((CD,),S0, 250 MH,) 8(ppm)= 0.85 (dd, 2CH,, 6H, (3"""y 4°7); 1.49 (m, 1H,
CH (37); 1.60 (m, 2H, CH (27); 285-2.97 (dd, 2H (H, H,)); 4.23 (m, 1H, CH (2)); 4.59
(m, 1H, CH (29); 6.62 (d, 2H, NH, (4"); 7.01-7.29 (28, NH (10y 17; 7.13 (d, 2H, CH
(5), CH (9)); 7.45 (m, 3H; CH (14), CH (15), CH (16)); 7.76 (d, 2H, CH (6), CH (8));
7.98-8.50 (2d, 2H, CH (13), CH (1.7)); 9.15 (S, 1H, OH fendlico).
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Figura 60.- Espectro de resonancia de protén 'H del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Ala-NH,.
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Figura 61.- Espectro de resonancia de protén 'H del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,,.
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IV.2,- ENSAY N ERIVADOS __ INMOVILIZ DE _«a-
TR A SOBRE GELES DE AGAROSA

Para comparar los derivados de a-quimotripsina inmovilizada sobre copolimeros de
injerto (PE/HEMA) con otros conocidos, hemos llevado a cabo ensayos similares con unos
derivados de ei-quimotripsina inmovilizada sobre geles de agarosa perfectamente caracterizados
por el grupo del Dr. Guisdn, a los cuales hicimos referencia en el Apartado 111.4.

Asi pues, en este apartado nos vamos a centrar en comentar los resultados obtenidos

en ciertos experimentos muy concretos que nos valdrdn como termino de comparacién.

En la Tabla 34, se muestran las caracteristicas de los tres derivados de a-quimotripsina
inmovilizada sobre geles de agarosa.

El derivado obtenido por unién unipuntual y con mayor carga enzimdtica (AGU1-CT)
presenta una baja actividad retenida si bien esta se midié a pH=6.0. En los otros dos
derivados, la determinacién de la actividad hidrolitica se realizé a pH=7.8, (6ptimo para la
enzima) (159, 229). Puede apreciarse que estos derivados AGU2-CT y AGM1-CT de igual
carga enzimdtica presentan valores muy similares de actividad especifica de hidr6lisis a cortos
tiempos de reaccién, independientemente de si se trata de un derivado uni o multipuntual.

Si comparamos la actividad especifica de estos derivados en la hidrolisis del GpNA
(229), (Tabla 34) (3.76 y 2.70 uM/min. mg de enzima) con los derivados inmovilizados sobre
copolimeros, (Tabla 16) (0.36-4.26 uM/min. mg de enzima) vemos que ambos grupos de
derivados inmovilizados presentan valores similares, a pesar de tener los derivados
inmovilizados sobre geles de agarosa una carga enzimdtica sensiblemente inferior, (6 mg de
enzima/ml de gel) frente a (33-189 mg de enzima/g de copolimero) (Tabla 16). Esto indica
que toda la enzima inmovilizada se comporta de la misma forma independientemente de la
carga del derivado, no pbservandose problemas difusionales en aquellos derivados mds

cargados como cabria esperar.
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Tabla 34 Caracterizacién de los derivados de a-quimotripsina inmovilizada sobre geles

de agarosa.
Soporte Derivado
Derivado || Activacién® | Carga® % Act. ret.’ Activ. esp.’ Activ. esp.©
AGU1I-CT 0.5 19.0 --- - 0.07 + 0.006*
AGU2-CT 0.5 6.0 67 + 2 3.76 + 0.08 3.3 +0.2°
AGMI-CT 75 6.0 49.5 + 0.7 2.70 + 0.06 2.8 +£0.2°

® Activacidn del soporte (umol de aldehido/ml de gel).

® Determinadsa por el método de Lowry (mg de enz./ml de gel), (densidad del gel = 0.7 g/mif} (237).
¢ Porcentaje de actividad retenida expresada como: (mg de enzima activa/mg de enzima unida) X 100.
® Actividad especifica calculada por el método del GpNA, (uM/nxin. mg de enz }(229).

® Actividad especifica calculada en pHstat en la bidrolisis de BTEE (mM/myn. mg de enz.).

¢ Actividad enzimdtica en la hidrolisis de BTEE, empleando tampdn fosfito pH=6.0 0.01 M.

R Actividad enzimdtica en la hidrélisis de BTEE, empleando tampon fosfato pH=7.8 0.01 M.

IV.2.2,- ID I

1v.2.2.1- io cinéti ]

Primeramente se realizé un estudio cinético del proceso de hidrélisis, con los derivados
(AGU2-CT y AGMI1-CT) y el éster que posteriormente emplearfamos como donador de acilo
en las reacciones de sintesis de péptidos (BTEE), en diferentes concentraciones, variando desde
5 hasta 90 mM, y empleando un medio con una impdrtante fase acuosa para favorecer el
proceso de hidrélisis, AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M 2/1, (v/v). Para ello, se siguieron las
condiciones experimentales descritas en el apartado I11.7.1.1,

Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras 62 y 63:

Como se puede observar el proceso sigue una cinética michaeliana, para ambos

catalizadores, presentado para el derivado AGU2-CT los siguientes valores de paréfnetros Vo
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Koy koo

v . = (0.15 + 0.02) mM/min.
K, = (62 + 19) mM.
K. = (45 + 6) min."!

fe;
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Figura 62.- Representacion de Michaelis-Menten, para el proceso de hidréhlisis de BTEE, empieando el
derivado AGU2-CT (8.85 mg de derivado/ml, 0.076 mg de enzima/ml).

Mientras que en el caso del derivado AGMI-CT estos fueron:

V.. = (0.10 + 0.01) mM/min.
K, = (27 £+ 6) mM.

k., = (33 + 3) min."
R*=0.974
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Figura 63.- Representacion de Michaelis-Mentern, para el procese de hidrélisis de BTEE, empleando el
derivado AGM1-CT (8.85 mg de derivado/mt, §.076 mg de enzima/mi).

Teniendo en cuenta el error experimental, no parece que exista una diferencia notable
entre ambos derivados, siendo el derivado unipuntual ligeramente mas eficaz en la catglisis
debido a su mayor valor de constante catalitica o nidmero de recambio, lo que indica que el
distinto grado de rigidez de los dos derivados modifica el reconocimiento del sustrato y la
consiguiente acilacién de la serina del centro activo. Comparando los valores de (V__, K, y
k) con los obtenidos con los derivados sobre copolimeros de injerto, observamos como para
todos los casos, los valores obtenidos con derivados inmovilizados sobre geles de agarosa son
menores. Por lo tanto, existen problemas para que se lleve a cabo el acto catalitico, con lo cual
las constantes son realmente aparentes.

Un valor elevado de K, como en el caso de los derivados obtenidos sobre copolimeros
de injerto (K, = 95+ 25), indica que se necesita una mayor cantidad de sustrato para alcanzar
la saturacién con BTEE, o lo que es lo mismo, que estos derivados obtenidos sobre geles de

agarosa presentan mayor afinidad por el sustrato. Por otro lado, el hecho de que la constante
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catalitica sea también menor para los derivados inmovilizados sobre geles de agarosa, significa
que estos son menos eficaces en el proceso de hidrélisis de BTEE, o lo que es lo mismo el
nimero de moléculas de sustrato convertidas por unidad de tiempo es menor.

Todas estas consideraciones demuestran que la naturaleza del soporte (geles de agarosa

o copolimeros de (PE/HEMA)) afecta enormemente a la actividad de la enzima.
IV,2.2.2 - Influencia del porcentaj medi S

Como paso previo al estudio del proceso de sintesis cinéticamente controlada se
llevaron a cabo algunos ensayos de hidrélisis del éster que se utilizard como donador de acilo
en los posteriores procesos de sintesis; aumentando paulatinamente la proporcién de fase
acuosa en el medio de reaccién, variando desde 99/1 hasta 10/90 (v/v) AcOEt/Tris pH=9.0,
0.1 M, observando que los dos catalizadores presentan un comportamiento similar, como se
indica en la Figura 64. A medida que aumenta la cantidad de agua en el medio se produce un
pequeiio incremento en la actividad hidrolitica, cuantificada como velocidad inicial de
hidrélisis, hasta alcanzar un punto en el que la actividad se dispara, consiguiendo con pequefios
incrementos en la cantidad de agua un gran aumento en la actividad hidrolitica.

Estos datos coinciden con los obtenidos por Peter Halling al analizar la influencia de
la actividad de agua en la velocidad inicial de sintesis del ester Ac-L-Trp-OEt, empleando 3-
pentanona como disolvente y como catalizadores derivados de ®-quimotripsina inmovilizada
sobre geles de agarosa, obteniendo a partir de una actividad de agua cercana a 0.75 un
incremento brusco de actividad. Contrario a lo que cabria pensar en este tipo de reacciones en
las que un exceso de agua dificultarfa la reaccién de sintesis del éster Ac-L-Trp-OEt, ya que
es uno de los productos. Estos autores opinan que este tipo de derivados requieren gran
cantidad de agua para conferir a la enzima la flexibilidad necesaria y llevar a cabe la reaccién
en condiciones éptimas (265).

Por otro lado, Arroyo y cols, han obtenido resultados similares a los anteriormente
expuestos para los derivadoslde agarosa, empleando derivados inmovilizados de lipasa B de
Candida antdrtica sobre sflice en la reaccién de esterificacién de ibuprofeno con 1-propanol,

desarrollando un método semiempirico para conocer el valor de a,, al que se debe preequilibrar
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un sistema, coincidiendo este con el punto de corte entre la 2% pendiente de la isoterma de
adsorcién y el eje en el que se representa la actividad de agua, llegando a alcanzar un valor de
0.9 en este tipo de reacciones. Valores superiores a este pueden causar un descenso de la
actividad y favorecer la hidrdlisis del éster formado, ya que durante la reaccién también se

origina agua (182).

Porcentaje de tampén Tris pH=9.0, 0.1 M

0 20 40 60 80 100
0.50 l i J i L
0.40 — %
= i %  AcuCT |
= @® AcmcT |
£ 030 — |
©
5 020 —
kS
8
S 010 — (X138 Y0084
| (X=15.78:Y=0.070)
0.00 % e — -
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mi de tampén Tris pH=9.0 0.1 M

Figura 64.- Influencia del porcentaje de medio acuoso en la reaccién de hidrélisis de BTEE, 10 mM, llevada
a cabo por los derivados AGU2-CT y AGM1-CT (8.85 mg de derivado/ml, 0.076 mg de enzima/ml).

Los primeros puntos se pueden ajustar a una recta que resulté ser la misma para ambos
derivados, cuyos pardmetros serian:

Pendiente = (4.4 +0.5) uM/(min. ml de tampén)

Ordenada en el origen es no significativa en ambos casos segtin el test "t de Student”

al 99% de certeza.

R’=0.96 en el caso de derivado AGU2-CT y 0.90 para el derivado AGM1-CT.

Estos datos demuestran que a bajas concentraciones de medio acuoso, ambos derivados
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presentan el mismo comportamiento, ya que se estarfa hidratando la agarosa y ambos derivados
poseen la misma carga, cosa que no sucede cuando el porcentaje de agua en el reactor supera
el 60% (Figura 64). A partir de dicho punto ambos derivados actian de forma diferente: asi,
mientras el dertvado unipuntual AGU2-CT muestra un incremento brusco de actividad
hidrolitica para un porcentaje de medio acuoso inferior al 60% (11.38 mi) , con el derivado
multipuntual (AGM1-CT) dicho incremento se manifiesta cuando el porcentaje de medio
acuoso es cercano al 80% (15.78 ml). Obviamente, este hecho indica claramente como el
sisterna mds rigido (multipuntual) precisa de mayor cantidad de agua para disponerse en la
conformaci6én 6ptima para llevar a cabo la hidrélisis, mientras que para bajos contenidos en
agua ambos sistemas se comportan de manera similar (265),

Los derivados obtenidos sobre copolimeros de injerto (derivado CS5-CT) se
comportaban como el derivado multipuntual, tentendo el punto de corte entre ambas rectas
préximo a! 80% de tamp6n (16.21 ml). Ello indica que el aumento de la rigidez de la molécula
de enzima producido por la unién multipuntual, aumenta la hidrofobicidad aparente del
derivado, ya que se parece mds al derivado inmovilizado sobre el copolimero (PE/HEMA)
hidrofobo (Figura 33).

Para determinar la zona de trabajo en la cual la conversién a péptido es funcién lineal
de la cantidad de enzima presente en el reactor, se realizaron diversos experimentos con
cantidades crecientes de catalizador, (AGU1-CT), (desde 1.6 hasta 17.7 mg de derivado/mi
equivalentes a 0.043 y 0.48 mg de enzima/ml), empleando como medio AcOEt/Tris pH=5.0,
0.1 M 2/1 (v/v), mostrdndose los resultados obtenidos en la Fig. 65 y Tabla 35.

Puede apreciarse que para una concentracién elevada (0,48 mg de enzima/ml en
reactor), se obtiene una rdpida conversién a péptido, alcanzando un 50% de péptido en 3

horas, si bien para tiempos superiores puede apreciarse la actividad amid4sica del derivado,
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Figura 65.- Influencia de la cantidad de enzima en la sintesis del dipéptido modelo,
empleando el derivado AGU1-CT como catalizador y AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M 2/1,
(v/v) como medio de reaccién a T=25°C, con una relacién BTEE/H-L-Leu-NH, de 1/4
(M/M). a) Péptido; b) dcido.
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lo que conduce a una gran proporcién de dcido a largos tiempos de reaccién. El mismo
comportamiento se obtuvé cuando se utilizé esta misma cantidad de enzima con los derivados
C1-CT y C2-CT (Fig. 34 y 35)

Estos valores pueden considerarse mejores que los previamente obtenidos en el grupo
por Salvador y cols (209), empleando derivados inmovilizados sobre geles de agarosa a una
concentracién de 8 mg de enzima inmovilizada/ml (17 veces mds enzima que la empleada por
nosotros) en una mezcla DMF/H,0, estos autores alcanzan una médxima conversion de un 47%

en péptido en 60 minutos.

Tabla 35.- Influencia de la cantidad de derivado afnadido en la sintesis del dipéptido
modelo, (AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M) (2/1, v/v) a T=25°C, y con una relacién
(BTEE)/(H-L-Leu-NH,) de 1/4).

Entr. mg/ml de mg de t(h.) % Péptido % Acido Pép./Ac.
Ag-¢-CT o-CT/ml

1 17.70 0.480 2° 49 30 1.63
2 8.85 0.240 5 48 52 0.92
3 7.05 0,191 18 48 52 0.92
4 5.25 0.141 18 45 35 1.29
5 3.40 0.097 24 30 32 0.94
6 1.60 0.044 24 70 30 2.30

* A tiempos mayores se aprecia actividad amidssica

De ello cabe deducir que la mezcla bifdsica acetato de etilo/tampén es mejor que la
monofdsica DMF/B,0, para llevar a cabo la sintesis de péptidos. Este resultado con los datos
expuestos por Guisdn y cols. (209, 247). No obstante, conviene recordar que las formaciones
de péptido y de 4cido en estas condiciones son procesos ¢ompetitivos, pues se forman ambos

productos ya desde el comienzo de la reaccién, segun se muestra la Figura 9 (Seccién 1.4.2).
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Con 0.24 mg de enzima inmovilizada/m!, se observa una ligera accién amiddsica, no
aprecidndose ya para cantidades inferiores de enzima (Fig. 65). De los resultados indicados
en la Fig. 65 y Tabla 35 podemos observar como la menor cantidad de derivado empleado
(entrada 6) conduce a la mayor relacién péptido/dcido, no manifestdndose la accién amiddsica
en ninglin momento.

La médxima relacién péptido/dcido y el tiempo que se tarda en alcanzarla son los
pardémetros que mejor definen un proceso de sintesis cinéticamente controlado. De estos
valores, recogidos en la Tabla 35, podemos deducir'que la mayor selectividad hacia la
formacion de péptido se alcanza con la menor cantidad de biocatalizador (0.043 mg de
enzima/ml), si bien la reaccién transcurre muy lentamente, pues como se comentd en la
Introduccion (Seccién 1.4.2) la concentracion de enzima afecta fundamentalmente al tiempo
que se tarda en alcanzar el maximo porcentaje en péptido.

La relacién péptido/4dcido obtenida es, en general, inferior a la conseguida con los
derivados inmovilizados sobre copolimeros hidrofébicos (Tablas 19 y 20). Ello se explica en
funci6n de la naturaleza hidrofilica del soporte, agarosa, que en estas condiciones favorece la
hidrélisis del donador de acilo a 4cido. Asi, el porcentaje de 4cido en el caso de los derivados
inmovilizados sobre agarosa es mds elevado que para los derivados inmovilizados sobre
copolimeros.

No obstante, no se observan grandes diferencias a bajas concentraciones de enzima, tal
y como describen Clapés y cols. para el caso de a-quimotripsina adsorbida sobre celite (251).
Esto nos induce a pensar que la agarosa actuando como soporte no ejerce ninguna accién sobre
la actividad enzimdtica cuando el pardmetro en estudio es Ia concentracién de enzima en el

reactor.

Como se indica en la introduccién tedrica de esta Memoria, la a-quimotripsina nativa
es una endoproteasa que reconoce en el subsitio p, (segiin la nomencla:ura de Hansch, (111))

("ar", segiin la nomenclatura de Niemann y Cuningham (104)) a un aminodcido aromdtico (33,
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LU, 1)

96), mientras que carece pricticamente de especificidad en el subsitio p, 6 "n" que reconoce
al nucledfilo (266). Para comprobar si el derivado inmovilizado sobre agarosa mantiene la
misma especificidad que la enzima nativa, se procedié a sintetizar cuatro dipéptidos diferentes
empleando dos donadores de acilo: Bz-L-Tyr-OEt y Ac-L-Phe-OEt. y dos nucledfilos: H-L-
Leu-NH, y H-I-Ala-NH ,. Se utiliz6 asimismo una concentracién de enzima de 0.24 mg de
enzima/ml (8.85 mg de derivado AGUI1-CT/ml), con tres disolventes en los que el
comportamiento del derivado es muy diferente; 1,1,1-tricloroetano, metilisobutilcetona
(MIBK) y acetato de etilo (AcOEt), en proporciones 99/1 (v/v) disolvente orgdnico/Tris
pH=%.0, 0.1 M.

Los resultados aparecen recogidos en las Figuras 66-71 y en la Tabla 36.

Observando los resultados obtenidos en 1,1, 1-tricloroetano (Fig. 66 y 67) podemos
apreciar como se logra mayor conversion cuando se emplea como nucleéfilo la L-leucinamida
frente a la L-alaninamida. De ello cabe deducir, en principio, que cuando se emplea un
disolvente de logP >2 e inerte frente al derivado inmovilizado, tal y como el 1,1,1-
tricloroetano, cuanto mds lipoide es el nucledfilo, mayor conversién a péptido se obtiene. Por
el contrario, para el caso de la MIBK (Fig. 68 y 69) no influye tanto la naturaleza de
nucledfilo, pues las diferencias son menos acusadas. Resultados andlogos se han descrito en
la bibliograffa utilizando medios orgdnicos con bajo contenido en agua, v. g; empleando o-
quimotripsina libre liofilizada en acetonitrilo con un 5% de agua (132), en acetonitrilo (1%
H,O) con e.-quimotripsina adsorbida sobre quitina (132b). Por el contrario, estos resultados
son opuestos a los obtenidos en medios que contienen una elevada cantidad de HO v. g.: 20%
DMF con e-quimotripsina inmovilizada sobre geles de agarosa, donde ambos nucleéfilos se
comportan de forma similar (267) y con a-quimotripsina libre (138). Estos hechos se deben,
segun descnben Kise y cols. (132), a la alteracién de K, por efecto de la interaccién enzima-
medio, pero no a una variacién de k_,, 1o cual implica una alteracién de la conformacién del
centro activo o del microentomo de la enzima y no de ia maquinaria catalitica. Esto nos estarfa
hablando de una alteracién de la conformacién de la «-quimotripsina por transformacién de
los grupos hidréfilos (Enz~NH,) en hidréfobos (Enz-N=C(Me)(ibu) por alquilacién con la
MIBK, tal y como sugiere Kise.
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Figura 66,- Inﬂuéncia del micleéﬁlo, empleando 1,1,1-tricloroetano/Tris pH=9.0, 0.1 M
99/1, (v/v) como medio y 0.24 mg de enzima/ml (8.85 mg de derivado AGU1-CT/ml). a)
Sintesis del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,; b) sintesis del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Ala-NH,.
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Figura 67,- Influencia del nucleéfilo, empleando 1,1,1-tricloroetano/Tris pH=9.0, 0.1 M
99/1, (v/v) como medio y 0.24 mg de enzima/ml (8.85 mg de derivado AGU1-CT/ml). a)
Sintesis del dipéptido Ac-L-Phe-L-Leu-NH,; b) sintesis del dipéptido Ac-L-Phe-L-Ala-NH,.
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Figura 68,- Influencia del nucleéfilo, empleando metilisobutilcetona/Tris pH=9.0, 0.1 M
99/1, (v/v) como medio y 0.24 mg de enzima/ml (8.85 mg de derivado AGU1-CT/ml). a)
Sintesis del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,; b) sintesis del dipéptido Bz-L-Tyr-1-Ala-NH,.
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Figura 69,- Influencia del nucleéfilo, empleando metilisobutilcetona/Tris pH=9.0, 0.1 M
99/1, (v/v) como medio y 0.24 mg de enzima/ml (8.85 mg de derivado AGU1-CT/ml). a)
Sintesis del dipéptido Ac-L-Phe-L-Leu-NH,; b) sintesis del dipéptido Ac-L-Phe-L-Ala-NH,.

210



Resultados y discusion: Geles de agarosa

Conversién (mM)

Conversion (mM)

10.0

0.0

10.0

5.0 —

0.0

— 100
]
D,
B £
® BTEE =
s PEPTIDO (dé
; - o)
A ACIDO 50 o
A
R
600 900 1200 1500
tiempo (min.)
— 100
2,
B g
o
@ BIEE g
@ PEPTIDO — 50 o
A ACiDo Q
0
600 900 1200 1600
tiempo (min.)

Figura 70,- Influencia del nucleéfilo, empleando acetato de etilo/Tris pH=9.0, 0.1 M
99/1, (v/v) como medio y 0.24 mg de enzima/ml (8.85 mg de derivado AGU1-CT/ml). a)
Sintesis del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,; b) sintesis del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Ala-NH,,.
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Figura 71,- Influencia del nucleéfilo, empleando acetato de etilo/Tris pH=9.0, 0.1 M
€9/1, (v/v) como medio y 0.24 mg de enzima/ml (8.85 mg de derivado AGU1-CT/ml). a)
Sintesis del dipéptido Ac-L-Phe-L-Leu-NH,; b) sintesis del dipéptido Ac-L-Phe-L-Ala-NH,.
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Tabla 36.- Influencia de la estructura del donador de acilo y del nucleéfile en sintesis de
péptidos, para diferentes disolventes empleando una relacién donador de acilo/nucleéfilo
de 1/4 (M/M), a T=25°C.

Ent Acido Péptido t(h.) %Péptido %Acido Pép./Ac.

1 1,1,1-Tricloroetano/Tris pH=9,0, 0.1 M, 99/1, (v/v}

la Bz-I-Tyr-OH Bz-L-Tyr-L-Leu-NH, 5 08 2 46.0
b Bz-L-Tyr-OH Bz-L-Tyr-L-Ala-NH, 2 40 60 0.7

lc  Ac-L-Phe-OH Ac-L-Phe-L-1eu-NH, 1° 80 20 4.0
1d Ac-L-Phe-OH Ac-L-Phe-L-Ala-NH, 6 10 90 0.1

2 Metilisobutilcetona/Tris pH=9,0, 0.1 M 99/1, (v/v)

2a  Bz-L'Tyr-OH Bz-L-Tyr-I-Leu-NH, 24 90 10 9.0
2b  Bz-L-Tyr-OH Bz-L-Tyr-L-Ala-NH, 24 70 10 7.0

2¢  Ac-L-Phe-OH Ac-L-Phe-L-Leu-NH, 24 15 85 0.2

2d  Ac-L-Phe-OH Ac-L-Phe-L-Ala-NH, 24 18 42 0.4

3 Acetato de etilo/Tris pH=9,0, 0.1 M, 99/1, (v/v)

3a Bz-L-Tyr-OH Bz-L-Tyr-L-leu-NH, 5 90 10 9.0

3b Bz-L-Tyr-OH Bz-L-Tyr-L-Ala-NH, 24 99 1 99.0
3¢  Ac-L-Phe-OH Ac-I-Phe-L-Leu-NH, 24 80 20 4.0

3d Ac-I-Phe-OH Ac-L-Phe-L-Ala-NH, 24 90 6 15.6

* A tiempos mayores aparece Ia actividad amiddsica

| Por otro lado, si comparamos la Fig. 66 y 67, a igualdad de nucledfilo y con el mejor
disolvente, vemos también que la Bz-L-Tyr-OEt es mejor donador de acilo que la Ac-L-Phe-
OFEt, a pesar de que el nitrégeno de este ltimo va acetilado y el del pnmero benzoilado,

teniendo en cuenta que se ha descrito que el impedimento estérico en el nitrégeno dificulta el
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proceso de sintesis de péptidos (252). Asi pues el -OH fendlico de la tirosina parece ser
importante para el reconocimiento del sustrato, pero su efecto no es tan dramdético como en el
caso de 1a MIBK.

Por lo tanto, tal y como ocurre con la enzima nativa o modificada qufmicamente, €l Bz-
L-Tyr-OEt es mejor donador de acilo que la Ac-L-Phe-OEt. De ello se deduce que la
inmovilizacién sobre agarosa no altera el patrén de reactividad de la enzima.

Por iiltimo debemos decir que el dipéptido Bz-L-Tyr-L-Ala-NH, (Fig 66b) es mds
sensible a la hidrélisis que el Bz-L-Tyr-L-Leu-NH, (Fig. 66a), lo cual puede deberse a su
menor impedimento estérico y mayor hidrofilia que favoreceria el que fuera preferentemente
reconocido por la enzima inmovilizada sobre la agarosa, soporte eminentemente hidréfilo.

En la Tabla 36 se resumen los resultados obtenidos al estudiar la influencia de la
naturaleza del donador de acilo y del nucleéfilo en el proceso de sintesis, trabajando en
condiciones de medio orgdnico ligeramente hidratado.

De los datos indicados en esta Tabla 36 puede deducirse que el disolvente éptimo
depende del péptido a sintetizar. Asi cuando el nucleéfilo es lipdide (H-I-Leu-NH,) se
recomienda un disolvente de logP >2 (1,1,1-tricloroetano) (entrada la), pero cuanto mds
hidréfilo es ¢l nucledfilo, menor es la diferencia observada entre uno y otro disolvente;
inclusive empleando acetato de etilo (entradas 3) en proporciones elevadas, se obtiene mds
rendimiento con la L-alaninamida que con la L-leucinamida, aunque las velocidades de
desaparicion de éster y de sintesis de péptidos son mayores cuando se utiliza como nucleéfilo
I-leucinamida (Figuras 70 y 71).

En la bibliografia se ha tratado ampliamente el efecto del medio bifdsico en la reaccién
de sintesis de péptidos (159, 164, 181, 268). En esta linea hemos analizado la influencia de
Ia proporcién de AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M en la relacién péptido/4cido empleando
diferentes cantidades de biocatalizador.

En las Figuras 72, 73 y 74 se muestran las curvas de progreso obtenidas empleando
3 concentraciones distintas de derivado AGU1-CT (1.6, 3.6, y 8.85 mg de derivado/ml
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Figuras 72.- Influencia de la proporcién de acetato de etilo en la sintesis de Bz-L-Tyr-L-
Leu-NH,, empleando 0.046 mg de enzima/ml (1.6 mg de derivado AGU1-CT/ml) como
catalizador. a) Péptido; b) 4cido.
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Figuras 73.- Influencia de la proporcién de acetato de etilo en la sintesis de Bz-L-Tyr-L-
Leu-NH,, empleando 0.097 mg de enzima/ml (3.4 mg de derivado AGU1-CT/ml) como
catalizador. a) Péptido; b) 4cido.
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Figuras 74.- Influencia de la proporcién de acetato de etilo en la sintesis de Bz-L-Tyr-L-
Leu-NH,, empleando 0.24 mg de enzima/ml (8.85 mg de derivado AGU1-CT/ml) como
catalizador. a) Péptido; b) dcido.
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Figuras 75.- Influencia de la proporcién de acetato de etilo en la sintesis de Bz-L-Tyr-L-

Ala-NH,, empleando 0.24 mg de enzima/ml (8.85 mg de derivado AGU1-CT/ml) como
catalizador. a) Péptido; b) 4cido.
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equivalentes a 0.043, 0.097 y 0.24 mg de enzima/ml), mientras que en la Tabla 37 se

resumen 1os principales pardmetros de las mismas.

Tabla 37.- Comparacién de la proporcién de acetato de etilo en la actividad enzimdtica
del derivado AGU1-CT en la sintesis del péptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH, y T=25°C.

Ent. AcOBt/tampén  tiempo (h.) % Péptido % Acido Pep./Ac.

1 {Enz]=0.240 mg/ml
la /1 5% 67 30 2.2
1b 2/1 5% 50 48 1.0
lc 4/1 24 60 40 1.5
1d 99/1 5 90 10 9.0
2 [Enz]=0.097 mg/ml
2a 1/1 24 65 30 2.2
2b 2/1 24 38 35 1.1
2¢ 4/1 24 83 15 5.5
2d 99/1 24 85 10 8.5
3 [Enz]=0.046 mg/ml
3a /1 24 65 30 2.2
3b 2/1 24 55 25 2.2
3c 4/1 24 53 20 2.6
3d 99/1 24 30 15 2.0

* A iempos mayores se observa actividad amiddsica

De los datos indicados en la Tabla 37 deducimos que un aumento en la cantidad de

enzima afiadida (derivado inmovilizado) reduce, fundamentalmente, el tiempo necesario para
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alcanzar la maxima relacién péptido/dcido y de igual forma, favorece la accién amiddsica. Las
mejores relaciones péptido/dcido se consiguen con las concentraciones de enzima mds altas,
cuando el porcentaje de agua presente en la reaccién es minimo (entradas 1d y 2d). Este
resultado parece ldgico, debido a la poca cantidad de agua presente en el medio (1%) capaz
de competir con el nucleéfilo en la deacilacién del complejo acil-enzima, para asi originar
dcido como producto no deseado de la reaccién. (159).

Cuando la concentracién de enzima es baja (entradas 3), no existe una diferencia
apreciable en la relacién péptido/dcido al variar el porcentaje de disolvente,

Otro efecto interesante que debe resefiarse, y que se manifiesta mds notoriamente
cuando las concentraciones de enzima son bajas, es el hecho de que a medida que aumenta el
porcentaje de disolvente orgdnico, disminuyen las velocidades de sintesis y de hidrdlisis
(Figura 72): después de 24 h. (Tabla 37, entrada 3d) sélo se ha consumido un 45% de ester,
mientras que en el mismo tiempo, para la misma concentracién de enzima y una proporcidn
de 1/1 AcOEY/Tns pH=9.0, 0.1 M, e! ester consumido alcanza el 95%) (entrada 3a). Este
hecho esta relacionado con una disminucién de k., al descender la cantidad de agua del medio
(268), lo cual desactiva la enzima inmovilizada sobre el soporte hidrofilo.

Si empleamos un nucleéfilo con cardeter mds hidrofilico como es la L-alaninamida (40
mM) (Tabla 38) (Figura 75), empleando el derivado AGU1-CT en condiciones similares al
estudio realizado con L-leucinamida, observamos que los resultados son peores, disminuyendo
la actividad de sintesis en todas las proporciones (disolvente/fase acuosa), salvo en 99/1 (v/v),
donde se obtienen mejores relaciones péptido/4cido que en el caso de la I-leucinamida.

Este hecho debe atribuirse al alto cardcter hidrofflico (89% de agua en peso,
determinada segiin Karl-Fischer) del soporte. En estos sistemas con poca adicién externa de
agua, prdcticamente todo el agua presente en el medio se encontrard en las proximidades del
derivado, por lo que el reparto del nucleéfilo entre las dos fases favorecerd la aproximacién
de la L-alaninamida (mds hidréfilo) a las moléculas de enzima, a diferencia de lo que sucede
para el nucledfilo H-L-Leu-NH,, el cual es mds hidréfobo y por lo tanto permanece en mayor

proporcidn en la fase orgdnica, alejado de la enzima.
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Tabla 38.- Comparacién de la proporcién de AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, en la actividad
enzimética del derivado AGUI-CT (8.85 mg de derivado/ml equivalentes a 0.24 mg de
enzima/ml) en la sintesis del péptido Bz-L-Tyr-L-Ala-NH, a 25°C de temperatura.

AcOEt/tampén tiempo (h.) % Péptido % Acido Pes./ac.
1/1* 6 19 29 0.6
2/1* 6 20 32 0.6
4/1 6 16 27 0.6
99/1 24 99 1 99.0

* A tiempos mayores se observa actividad amiddsica

Si empleamos los derivados AGU2-CT y AGM1-CT, a una concentracién de 8.85 mg
de derivado/ml, equivalentes a 0.076 mg de enzima/ml en reactor, recordando que éstos
presentan mayor actividad especifica en 1a hidrélisis de BTEE (Tabla 34, Seccién IV.2.1)
observamos que también conducen a una mayor conversién que el derivado AGU1-CT en la
sintesis del dipéptido modelo Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,, empleando AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M
en proporciones: 97/3, 1/1, (v/v) y tampdn Tris saturado con acetato de etilo, como se
representa en las Figuras 76 y 77. De igual forma, como ocurria con el derivado AGU1-CT,
la velocidad de sintesis aumenta con el porcentaje de medio acuoso (265) (Tabla 39).

La concentracién de enzima utilizada en los ensayos realizados con los derivados
AGU2-CT y AGMI-CT es relativamente baja (8.85 mg de derivado/ml equivalentes a 0.076
mg de enzima/ ml). La misma cantidad de derivado empleada se corresponde, en el caso de
AGUI-CT, con una concentracién proteica de 0.24 mg de enzima/ml, (Tabla 37, entradas 1).
Observando conjuntamente los resultados obtenidos en estas condiciones (Tablas 37 y 39), con
los derivados de menor carga enzimdtica (AGU2-CT y AGM1-CT), se comprueba que el
‘comportamiento del catalizador parece correlacioharse con la cantidad de soporte afiadido a
la reaccién. Asf, cuando se trabaja a una concentracién de 8,85 mg de derivado/ml, en los tres

se obtuvieron porcentajes elevados de dipéptido cuando 1a cantidad de agua es baja.
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Figura 76.- Sintesis del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,, empleando 8.85 mg de derivado
AGUZCT/m] (0.076 mg de enzima/ml), en un medio AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M. a) Tris
pH=9.0, 0.1 M, saturado con acetato de etilo; b) 50/50, (v/v); ¢) 97/3, (v/v).
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Figura 77.- Sintesis del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,, empleando 8.85 mg de derivado
AGM1-CT/ml (0.076 mg de enzima/ml), en un medio AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M. a) Tris
pH=9.0, 0.1 M, saturado con acetato de etilo; b) 50/50, (v/v); ¢) 97/3, (v/v).
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Tabla 39.- Comparacién de la proporcién de AcOEt/Tris pH=%.0, 0.1 M en la actividad
enzimitica de los derivados AGU2-CT y AGM2-CT (0.076 mg de enzima/ml equivalentes
a 8.85 mg de derivado/ml), en la sintesis del péptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH, a 25°C de

temperatura.

s _

Ent. AcOEt/tampén t(h.) % Péptido % Acido  Vini.® Pépt/Ac.

1 AGU2-CT

Ia Tampén sat.” 0.5* 73 27 0.640 2.7
1b 1/1 3* 63 34 0.142 1.8
lc 97/3 24 99 1 0.018 99.0
2 AGMI1-CT
2a Tamp6n sat.” 0.5* 74 26 1.497 2.8
2b 1/1 3* 58 25 0.100 2.3
2c 97/3 24 93 5 0.015 18.6

* A tiempos mayores se observa actividad amiddsica
* El medio empleado en esta ocasidn es tampon (Tris/HCI pH=9.0, 0.1 M) saturado con acetato de etilo.

® Velocidad infcial de sintesis de peptido en (mA/min. ).

Asimismo, se puede observar la aparicién de la actividad amiddsica en las reacciones
relacionadas con mayores porcentajes de agua, a diferencia de Jo que ocurria con el derivado
AGUI1-CT empleando concentraciones préximas a 0.076 mg de enzima/ml (Tabla 37 entradas
2 y 3), donde no existia actividad amiddsica a lo largo de toda la reaccién.

Por otra parte, también se deben éonsiderar los ﬁra]ores de actividad especifica de los
derivados; asi el derivado AGU1-CT (actividad especifica 0.07 mM de BTEE min.” mg’ de
enzima, Tabla 34) necesita obviamente una mayor concentracién de catalizador en el reactor
para producir el mismo efecto que los derivados AGU2-CT (3.3 mM min.” mg "' de enzima)
y AGMI-CT (2.8 mM min.” mg " de enzima, Tabla 34.)’ que son m4s activos.

Resultados similares a éstos se obtuvieron con los derivados de a-quimotripsina
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inmovilizada sobre copolimeros (PE/HEMA) siempre y cuando el porcentaje de injerto sea
elevado tal y como se indicd en la Seccién 1V.1.5.4.

La desaparicion del éster es casi instantdnea cuando el porcentaje de agua en el medio
de reaccién es igual o superior al 50% para ambos derivados AGU2-CT y AGM1-CT (Figuras
76 y 77). El medio con menor proporcién de agua conduce a las mejores relaciones
péptido/dcido (Tabla 39, entradas lc y 2¢), aunque el tiempo empleado para ello sea mayor
que en otras proporciones disolvente/fase acuosa, tal y como se comentd para AGU1-CT.

Un hecho de gran relevancia es la disminucién de la concentracién de 4cido en la
proporcion 97/3, (v/v) AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, debido a la aparicién de la reaccién de
sintesis termodindmicamente controlada, aspecto ya comentado al hablar de los derivados de
a-quimotripsina inmovilizada sobre copolimeros, y sobre el que profundizaremos al estudiar
la influencia de la concentracién de nucledfilo en los procesos de sintesis (Seccién 1V.2.4).

En la Tabla 39 se comparan los denivados AGU2-CT y AGMI1-CT, comprobandose
que el derivado unipuntual es el que mejor relacién péptido/dcido proporciona (relacién
péptido/dcido=99), para una proporcidn 97/3, (viv) AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M (entrada 1¢).
Estos resultados estdn obtenidos con una cantidad de enzima activa relativamente baja (0.076
mg de enzima/ml, que se corresponden con 8.85 mg de derivado/ml). Este hecho podria
explicarse por la mayor rigidez que presenta el derivado multipuntual, (232, 265).

Si comparamos el comportamiento de ambos derivados unipuntuales en condiciones
experimentales similares, AGU1-CT, (Tabla 37, entradas 2d y 3d) y AGU2-CT, (Tabla 39,
entrada 1c), podemos concluir que el derivado menos cargado con mayor actividad especifica

esto es, AGU2-CT, nos permite obtener una mayor relacién péptido/dcido a las 24 h,

Se han utilizado cinco disolventes de diferentes valores de logP (234): 1.1.1-
 tricloroetano (logP = 2.49), metilisobutilcetona (logP = 1.38), acetato de etilo (logP =
0.73), 1.4-butanodiol (logP = 0.92), y N,N-dimetilformamida (logP = - 1.01), a fin de
determinar la influencia del cardcter hidr6fobo/hidréfilo del disolvente en la actividad de los

derivados inmovilizados sobre agarosa. En todos los casos se empleé la proporcién
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disolvente/fase acuosa 99/1 (v/v), por ser la que mejores resultados nos habia dado
anteriormente. Los resultados aparecen en la Figura 78.

Puede observarse (Figura 78) que en estas condiciones, empleando 8.85 mg de
derivado AGU1-CT/ml, equivalentes a 0.24 mg de enzima/ml, el disolvente mds hipSide
(1,1,1-tricloroetano) es el que mejores rendimientos nos proporciond, como ya sucedié con
la enzima libre y con los derivados de a-quimotripsina inmovilizada sobre copolimeros de
injerto (Seccién 1V,1.5.3).

Por otra parte, no se obtuvo conversidn con los disolventes mds hidréfilos (N,N-
dimetilformamida y 1,4-butanodiol), ya que estos retienen la pequefia cantidad de agua
presente en el medio de reaccién. Este hecho estd de acuerdo con los resultados indicados por
Clapés y cols (159): estos autores constatan que en presencia de medios inmiscibles en agua,
las mdximas conversiones se alcanzan con porcentajes vartables {(entre 0.1-3%) de fase acuosa,
mientras que cuando el disolvente es miscible con agua, se necesitan proporciones de agua
mayores al 4% . Otros miembros de nuestro grupo, utilizando derivados de a-quimotripsina
inmovilizada sobre agarosa, muy similares a los nuestros, han obtenido buenos rendimientos
(50% de péptido en 45 minutos) (209) empleando un 40% de DMF y un 60% de tampén
pH=9.0 lo que nos indica que, cuando el disolvente es hidréfilo, se necesita mayor cantidad
de agua para obtener rendimientos 6ptimos.

Por tanto, el disolvente que presenta un valor de logP > 2, proporciona las mayores
conversiones tal como se refleja en la bibliografia para otros derivados (233, 269). La escasa
conversién obtenida con la metilisobutilcetona (logP = 1.38) en comparacién con el acetato
de etilo (logP = 0.73), como se comentS en la Seccién 1V.2.3.2 debe interpretarse, no en
funcién de consideraciones de hidrofébia/hidrofilia, sino en funcién de la reactividad quimica
del disolvente hacia los grupos amino libres de la enzima inmovilizada, que provocard una
alteraci6n de la superficie de la enzima transformando los grupos hidréfilos (-NH, expuestos)
en grupos lipéides, por la formacién de bases de Schiff, lo cual origina un cambio
conformacional de la enzima, obteniéndose una especie presumiblemente menos activa en el
proceso. Esta alteracién quimica por formacién de iminas ha sido descrito en la bibliografia
(259, 270).
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Figura 78.- Influencia de la naturaleza del disolvente en la sintesis del dipéptido Bz-L-
- Tyr-L-Leu-NH,, empleando 0.24 mg de enzima/ml (8.85 mg del derivado AGU1-CT) en
una proporcién de medio (99/1, v/v) disolvente/(tampén Tris/HCI pH =9.0 0.1 M). a)
Péptido; b) dcido.
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Esto demuestra que ademds de las propiedades fisicoquimicas de un disolvente,
debemos considerar su posible reactividad hacia el derivado enzimdtico, tal y como se ha
puesto de manifiesto en nuestro grupo de trabajo (138a, 271) y ha sido contrastado por otros
autores (272, 273).

Resumiendo, podemos decir que cuando se lleva a cabo la reaccién de sintesis peptidica
empleando derivados inmovilizados sobre agarosa, el mejor medio serd aquel que contenga

poca agua, un disolvente muy lipéide y una baja o moderada cantidad de enzima activa.

1V.2.3.5.- Influencia de la concentracién de donador de acilo.

Los resultados del estudio de la influencia de la concentracién del donador de acilo
(desde 0 hasta 20 mM) en la velocidad de la reaccién de sintesis del péptido Bz-L-Tyr-L-Leu-
NH, para ambos derivados AGU2-CT y AGM1-CT aparecen en la Figura 79 y en la Tabla
40. Donde se puede observar como estos derivados presentan un comportamiento diferente,
debido presumiblemente a la diferente estructura del biocatalizador, aunque observando
detenidamente la escala del eje de velocidades iniciales, parece que no existe gran diferencia
entre ambos derivados.

0.050

0.040 — &  Acu2CT *

- | 4  AGMiCT

0.030

0.020 —

V inicial (mM/min.)

0.010

0.000 4 e o
0 5 10 15 20 25

Concentracién inicial de BTEE (mM)

Figura 79.- Variacién de la velocidad inicial de sintesis del dipéptido Bz- L-Tyr-L-Leu-NH,, en funcién de la
concentracion de donador de acilo, L-leucinamida 40 mM, AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 97/3, (v/v).
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Tabla 40.- Resumen de los pardmetros del ajuste en la variacién de la concentracién de

donador de acilo.

Derivado Pendiente {(min, X 107 Ordenada en ¢l origen R?

AGU2-CT 0.9 + 0.2 0.010 + 0.005 0.910
Vo (MM/min.) K.

AGMI-CT 0.04 + 0.01 11+5 0.935

* Con un 99% de confianza Ia ordenada no es significativa.

En el caso del derivado AGM1-CT los datos nos situarfan en el tramo inicial de una
curva michaeliana lo que implica un proceso de pseudo primer orden, que se produce, segiin
las cldsicas consideraciones de la cinética enzimética, cuando la concentracién de sustrato
empleada es mucho menor que K. Asi, debido a que la concentracién de donador de acilo
empleada no satura en ningin momento al catalizador, el aprovechamiento del mismo es
précticamente 6ptimo. Pero por otra parte, el derivado AGU2-CT parece que se comporta de

forma distinta saturandose pronto, obteniendo bajos valores de V, y K, aparentes.

Como ocurri6 con los derivados preparados con los soportes (PE/HEMA), se ha
realizado un estudio variando la concentracion de nucleéfilo (H-I-Leu-NH,) desde 5 mM hasta
50 mM, manteniendo fija la concentracién de BTEE en 10 mM, empleando los derivados
AGU2-CT y AGMI-CT en un medio AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 97/3, (v/v). Los resultados
aparecen representados en las Figura 80 y 81 y en la Tabla 41; mientras que la Figura 81
recoge una grifica de la variacién de velocidad inicial de la sintesis péptidica frente a la
variacién de la concentracién de nucledfilo, en la Figura 80 se representan las curvas de
progreso en el transcurso de la reaccién con los derivados AGU2-CT y AGM1-CT para 5, 10
y 50 mM de L-leucinamida.
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Figura 80.- Sintesis del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,, empleando 8.85 mg de derivado/ml (0.076 mg de
enzima/ml), en un medio AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M 97/3, (v/v) a diferentes concentraciones de nucleéfilo.
Para el derivado AGU2-CT a) 5 mM; b) 10 mM y ¢) 50 mM. Para el derivado AGM1-CT d) 5 mM; e) 10
mM; f) 50 mM.
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Figura 81.- Variacién de la velocidad inicial de sintesis del dipéptido Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,, en funcién de la
concentracion de nucledfilo (40 mM) empleando los derivades AGU2-CT y AGM1-CT (8.85 mg de
derivado/ml equivalentes a 0.24 mg de enzima/ml) y como medio de reaccion AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M
97/3, (v/v).

Se pudé comprobar cémo el nucleéfilo actia en todo el intervalo de concentraciones
como un inhibidor, segiin se observa en la Figura 81, pues al aumentar la concentracién de
I-leucinamida la velocidad inicial de sintesis disminuye. A diferencia de lo que sucedia con
los derivados obtenidos sobre soportes poliméricos en los que el comportamiento del nucleéfilo
era funcién de su concentracion en la reaccion (Ver Figura 52).

Esta evidente diferencia que existe entre ambos derivados es debida a la composicién
de los soportes y a la solubilidad que presenta el nucleéfilo (logP = - 0.21) (159) en el
microentorno de la enzima. Asi, los derivados preparados con geles de agarosa (con = 89%
de agua en su composicién como ya hemos comentado), poseen en sus inmediaciones
practicamente todo el agua presente, por lo que la mayorfa del nucleéfilo se encontrard en las
inmediatas proximidades de la enzima.

Esta saturacién del microentorno con H-Z-Leu-NH, dificulta el acceso del donador de acilo al
subsitio p, ("ar") del centro activo, credndose una competencia entre el nucledfilo y el donador

de acilo.
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Tabla 41.- Influencia de Ia variacién de la concentracién de nucleéfilo en la sintesis del
dipéptido modelo Bz-L-Tyr-L-Leu-NH,, empleando AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 97/3,
(v/v) como medio de reaccién a una concentracién canstante de 10 mM de BTEE, y con

8.85 mg de derivado/ml equivalentes a 0.076 mg de enzima/ml.

e

Ent. [H-L-Leu-NH,](mM) t(h.) % Péptido % Acido  V.Ini.* Pép./Aci.

1 Derivado AGU2-CT

la 5 6 48 52 0.098 0.9
ib 10 24 85 15 0.016 5.7
le 15 24 99 1 0.018 99.0
1d 20 24 96 4 0.020 24.0
le 30 24 08 2 0.016  49.0
1f 40 24 99 1 0.018 99.0
1g 50 24 99 1 0.022 99.0

=;_ Denivado AGMI-CT
2a 5 24 49 51 0.032 1.0
2b 10 24 80 20 0.018 4.0
2 15 24 91 9 0.009 10.1
2d 20 24 80 20 0.011 4.0
Ze 30 24 7 22 0.014 3.3
2f 40 24 96 4 0.015 24
2 50 24 99 1 0.018 99

* Velocidad inicial de sintesis de péptido, expresada en mM/min.

Este hecho viene corroborado por la obtencién de la mdxima velocidad inicial de
sintesis peptidica en la minima concentracién de nucleéfilo (Tabla 41 entradas 1a y 2a).
Observando el aspecto de las curvas de progreso obtenidas (Fig. 80 c, f), puede
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apreciarse la presencia de procesos de sintesis bajo control termodindmico, con los porcentajes
mis elevados de nuclesfilo, como se deduce de la desaparicién del dcido formado en dichas
condiciones (Fig. 80 f).

Realizando un estudio similar al llevado a cabo por Jakubke y cols (145) para conocer
la afinidad del nucle6filo por el catalizador, se representaron como en €l caso de los derivados
de o-quimotripsina inmovilizada sobre copolimeros, la relacién dcido/péptido en funcion del
logaritmo Neperiano de un cociente de concentraciones de nucleéfilo (Seccién 1V.1.5.7), para
obtener el pardmetro de afinidad nucledfilo-biocatalizador. Pero al igual que sucedia con los
derivados inmovilizados sobre copolimeros de injerto los derivados AGU2-CT y AGM1-CT
no muestran ninglin comportamiento lineal, debido a la presencia de la reaccién

termodindmica.

TERMODINAMICAMENTE, CONTROLADAS

En el apartado anterior se ha justificado la disminucién del dcido producido en la
reaccién en condiciones 97/3, (v/v) medio orgdnico fase acuosa, con un exceso de uno de los
sustratos (nucledfilo), atendiendo a la posible existencia de una reaccidn en la que el 4cido
fuese el sustrato (Sintesis Termodindmicamente Controlada) (Introduccidn, Seccién 1.1.4).
Para corroborar nuestra teoria, se realizaron ensayos con los derivados AGU2-CT y AGMI1-
CT (8.85 mg de derivado/ml, equivalentes a 0.076 mg/ de enzima/ml), en condiciones en las
que el tinico donador de acilo presente fuese el 4cido. Para ello, se emple6 como sustrato la
N-acetil-L-tirosina (Ac-L-Tyr-OH), tal y como se reseiié en la Parte Experimental (Seccién
I11.7.3). Los resultados quedan reflejados en la Figura 82 en la cual podemos observar la
sintesis de aproximadamente un 50% de dipéptido Ac-L-Tyr-L-Leu-NH, en estas condiciones,
tal y como ocurria con los derivados de a-quimotripsina inmovilizada sobre copolimeros
(PE/HEMA) de injerto (48% de dipéptido en 240 minutos) (Seccién IV.1.6).

Como puede verse e.n' la Fig. 82 existe un periodo de induccién de aproximadamente
500 minutos, en el cual no se produce la aparicién apreciab_le de péptido en ninguno de los dos

procesos biocatalizados con el derivado unipuntual 6 maultipuntual.
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Figura 82.- Sintesis del dipéptido Ac-L-Tyr-L-Leu-NH,, bajo control termodindmico,
empleando el 4cido Ac-L-Tyr-OH (10 mM) como donador de acilo y L-leucinamida (50
mm como nucleéfilo; medio de la reaccién: AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 97/3, (v/v) a)
8.85 mg del derivado AGU2-CT/ml (0.076 mg de enzima); b) 8.85 mg del derivado
AGM1-CT/ml (0.076 mg de enzima).
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Numerosos ensayos demuestran que la naturaleza del soporte influye en el
comportamiento de los derivados enzimdticos en la sintests termodindmicamente controlada
(206, 217, 274). Mientras que empleando los derivados obtenidos sobre los geles de agarosa
como soportes se necesita un periodo de induccién muy largo, los derivados inmovilizados
obtenidos empleando copolimeros como soportes catalizan la sintesis de péptidos ya desde el
principio, llegando a un mdximo del 48% en péptido en 4 horas y posteriormente
disminuyendo hasta un 20% después de 48 horas, tal y como se indicé en la Seccién IV.1.6.

Este comportamiento puede atribuirse al diferente cardcter de los soportes (hidréfilo
para la agarosa e hidréfobo para los copolimeros), v al pH de la fase acuosa (pH=9.0). Este
elevado pH hace que el dcido se encuentre fundamentalmente en su forma anidnica, inerte, en
la fase acuosa (Esquema 18) (Seccién 1.4.3.1). Segin esto, la especie mds hidréfila e inerte
(forma aniénica) est4 cerca del derivado inmovilizado sobre agarosa (hidréfilo), mientras que
una pequeila cantidad de forma sin ionizar y activa en este tipo de sintesis (forma -COOH, mds
lipoide) se encuentra en el disolvente lejos del derivado. Ello justifica la presencia de un
periodo de induccitn en este caso, que corresponde al proceso de difusién de la forma no
ionizada hacia el derivado inmovilizado sobre agarosa. A medida que comienza la reaccién,
el equilibric de la sintesis termodindmica de desplaza a la derecha (Esquema 17) (Seccién
1.4.2) y la reaccion progresa.

Este periodo de induccién no se observa en los derivados enzimdticos inmovilizados
sobre soportes poliméricos (lipoides) que atraen a la forma sin ionizar {activa) y repelen a la
ionizada (inactiva).

Como ya hemos comentado en la (Seccién 1.4.3.1) es fundamental el pH en este tipo
de reacciones ya que existe un grupo dcido -COOH (donador de acilo) y un residuo bdsico -
NH, (nucleéfilo) capaces de ionizarse en funcién del pH. Asf pues, debemos optar por una
situacién de compromiso: por un lado, si el pH es 4cido el donador de acilo estard protonado
(forma no iénica, activa), pero el nucledfilo también estard protonado (NH,", inactivo); en
éambi_o, si el pH es alcalino sucede a la inversa: el nucleSfilo se encuentra en forma no
ionizada (activa) y el donador de acilo desprotonado (inactivo). Por lo tanto, hay que tener en
cuenta fos pKs de los sustratos y emplear un pH en el cual la concentraciéon de las formas no

16nicas sea mdxima, lo que generalmente implica un pH préximo a la neutalidad.
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- TRATOS NO NA ALE

IV.3.1.- INTRODUCCION

Para poder comprender los resultados obtenidos con los sustratos no naturales
ensayados, empleando la enzima libre y nuestros derivados inmovilizados, se completard en
primer lugar lo expuesto en la Introduccién General sobre 1a selectividad de la e-quimotripsina

(Seccidn 1.3.4) con algunos ejemplos que ilustren el tema.
- tcli iv 4- idroi; inoli

Niemann, Cohen y cols. han estudiado una serie de sustratos ciclicos de a-
quimotripsina de especial interés dado que su rigidez estructural permite visualizar mejor el
complejo acil-enzima. El 1-ox0-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilato de mettlo fue el
primer sustrato de esta serie descrito (Esquema 32, a) (275). La enzima presenta una gran
especificidad por los estereoisémeros D, puesto que se ha comprobado que para ellos el valor
de K es 25 veces menor y el de k_, es 200 veces mayor que para la L-fenilalanina (105), Mds
tarde, se vié que la amida ciclica que se une al carbono-« se podia reemplazar por un resto
€ster sin perjudicar la elevada reactividad del sustrato (276), y se dedujo que este grupo no se
situaba en el lugar normal "am" destinado al grupo acilamido. Considerando la teoria de la
disposicién tetraédrica del lugar de enlace, la conclusién mds razonable es que la zona
aromdtica de la isoquinolina debe situarse en el lugar "ar” y el éster metilico se sitiia en el
lugar "n", para lo cual los sustratos D fuerzan al enlace de la amida ciclica o del éster a
situarse en el lugar "h" (276). Esto es mucho mds fdcil de entender cuando se considera que
el lugar "h" no tiene un volumen restringido sino que es un lugar de compresién
intramolecular. En los Esquemas 32a y 32b se compara la posible conformacidn de la
isoguinolina con la deducida para el N-formil-L-triptéfano y se ve que son muy semejantes
~(18). El anillo de isoquinolina se acomoda muy. facilmente ya, que apunta hacia la parte m4s

alejada de la superficie de la enzima.
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a)

b)

Acido D (-) 1-ox0-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-

3-carboxilico

c)

N-formil-L-triptéfano
d)

2,2 -bifenilo andlogo de benzofl-I-fenilalanina

€)

Acido D-hidrocumarilico

D-1,2-dihidronaftol{2, 1 -bjfurano-2-carboxilico

Esquema 32.- Sustratos ciclicos derivados de la 1-0x0-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina.
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F! Esquema 32¢ muestra un bifenilo con una unién hidrocarbonada, de esteroquimica
andloga a la de L-fenilalanina. El éster metilico de este compuesto se describrié como un buen
sustrato para la ¢-quimotripsina (277), ya que los grupos B-fenilo y carboxilo encajan en ¢l
centro activo adoptando una conformacién muy similar a la postulada para el triptéfano
basdndose en los datos cristalograficos.

Estos sustratos sugieren que la conformacién exacta de los enlaces 1dbiles amido o éster

en relacion con la forma que adopta el resto de la molécula en el centro activo determinard la

La rigidez de este sustrato hace gque la interaccién "am" no sea necesaria porque la
g q porg

interaccién "ar" mantiene toda la molécula del sustrato en una orientacién bastante rigida y
definida. La cuestién crucial es saber si el grupo hidrolizable (representado en el Esquema 32
por €l grupo éster apuntando hacia la izquierda) estd colocado en la orientacidn correcta para
la catdlisis. Puesto que no hay un lugar especifico de enlace en el centro activo para los
carbonos & y f de la cadena lateral, éstos pueden adoptar tanto la configuracién L como la D,
dependiendo de la geometria de los grupos.

Debido a la existencia de un anillo de tetrahidroisoquinolina esta estructura se debe
analizar segin la disposicién en axial o ecuatorial del grupo éster con respecto al amllo,
observando como ¢l 1sémero Ren ecuatorial es similar a los sustratos naturales que reconoce
la enzima (Fig. 88 y 89) (Seccién [V.3.2.3).

Los derivados del dcido cumarilico son otros sustratos ciclicos modelo (Esquema 33)
(278). En estos sustratos, el carbono asimétrico forma parte de un anillo pentagonal de
cumarina (279). Para este compuesto, existe una serie de conformaciones posibles variando

desde una donde el grupo éster estd casi ecuatorial, hasta otra en que estd casi axial. El
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dihidrocumarilato de metilo como sustrato de la «-quimotripsisna presenta cierta -
esterepespecificidad. Como se muestra en el Esquema 32d, e! estereocisémero D puede adoptar
una configuracién semejante a la propuesta para el 1-oxo-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolfna-3-
carboxilato de metilo. En esta conformacidn, el carbono carboxilico se coloca casi en el mismo
plano que el anillo hexagonal. Pareceria igualmente razonable que el isémero L se colocara en
una conformacién similar, en la cual la molécula completa ha rotado, es decir, el grupo -CH,-
y el -O- del anillo pentagonal han variado su posicién. Sin embargo, esto significaria que el
puente de oxigeno se colocaria en una posicién inacceéible para la enzima, mientras que el
isémero D presenta el anillo y el grupo éster en el mismo plano. Esto podria ser una
contribucién adicional para la distorsién del anillo asimétrico de cumarina. Ademds los
diferentes dngulos de enlace de los -O- y -CH,- dardn una orientacién ligeramente diferente
al grupo éster dentro del centro activo. Todas estas influencias provocan la observada y ligera
Despecificidad. (Las constantes de enlace son semejantes, pero (k.),/(k.). = 83 (280)). Ello
explica porqué el cumarilato de metilo (Esquema 33b) no es hidrolizado por la «-
quimotripsina debido a su rigidez y el Indano-2-carboxilato de metilo (Esquema 33c) es un
sustrato enzimdtico muy pobre al carecer del d4tomo de oxigeno (278).

La informacién mds precisa acerca de estos sustratos ciclicos no naturales procede del
estudio de una serie de naftalenos homélogos de! dihidrocumarilato, en los cuales se ha
fusionado un segundo anillo hexagonal al primer anilio bencenico en cada una de las tres
posibles posiciones (Esquema 33d, 33e, 331) (280). El esteroisémero D (Esquema 33d)
representado también en el (Esquema 32e) es un buen sustrato y presenta una
estereoespecificidad muy elevada. La analogfa estructural con el triptéfano es evidente (280).
Debido a 12 asimetrfa de la molécula, los efectos estereoquimicos de las diferentes partes del
sustrato sobre las constantes cinéticas de esta serie de compuestos pueden separarse,
desarrollado asf un estudio muy pormenorizado. En el Esquema 33e se representa un sustrato
pobre con una estereoespecificidad insignificante, mientras que el sustrato D,L (Esquema 33f)
es inerte 2 la e-quimotripsina. La posici6én del puente de oxigeno parece ser un factor muy

importante a 1a hora de determinar la reactividad.
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Esquema 33.- Sustratos ciclicos derivados de los hidrocumarilatos

[V.3.1.3.- Sustratos ciclicos derivados de sult

Otro tipo de sustratos rigidos planos son las sultonas y diversas lactonas estudiadas por
Kaiser y cols. (281, 282) (Esquema 33g y 33h). En estas moléculas, el enlace que se va a
romper forma parte de un anillo pentagonal que debe ser coplanar con el anillo aromdtico que
va a encajarse en el subsitio "ar". Aunque estos sustratos planos encajan en el modelo
cristalogréfico de a-quimotripsina de un modo bastante convincente, la forma de las moléculas
no es como la propuesta en ¢l Esquema 32b y la estcreoqu.l’mica de la interaccidn es

notablemente diferente a la atribuida a un buen sustrato natural.
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quimotripsina: Aplicaciones

La elevada estereospecificidad de la «-quimotripsina se ha aprovechado para llevar a
cabo la resolucién de ésteres o amidas racemicas. Estos resultados han permitido obtener
también una informacién importante a la hora de estudiar la interaccién de la enzima con los
sustratos no naturales. Existen numerosos ejemplos de este tipo de reacciones, por lo que sélo

nos detendremos en las mds relevantes (175, 283-289)

1V.3.1.4.1.- Sustratos derivados del tetrahidrofurano

El ejemplo mds sencillo lo constituyen los derivados del 4cido (R,S) tetrahidrofurano-2-
carboxilico. Estos sustratos carecen tanto del grupo -CO-NH- (presente en los sustratos
convencionales: BTEE) como del anillo aromdtico. No obstante, se ha comprobado que la «-
quimotripsina es capaz de hidrolizar, con altos excesos enantioméricos, el cis (2R, 38) 3-
clorometil-tetrahidrofurano-2-carboxilato de etilo, mientras que el isémero cis (25, 3R) y los

otros dos esteroisomeros trans permanecen sin transformarse (283).

>

Esquema 34.- Reaccion de hidrélisis del 3-clorometil-2-tetrahidrofurano-carboxilato de

metilo y formacién de una lactona biciclica.

Estos resultados indican que ni el anillo aromdtico ni el grupo amido parecen ser
indispensables para el acto catalitico. Sobre este punto volveremos mds adelante, para explicar

algunos resultados de la presente Memoria.
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1V.3.1.4.2.- Sustratos derivados del acido 2-bencil-3-mercaptopropidénico

Conociendo la esteroespecificidad de la a-quimotripsina hacia los aminodcidos de la
serie L (105), se pensé emplearla para la obtencién del 4cido (8) 3-acetiltio-2-bencil-
propidnico a partir de una mezcla racémica del correspondiente ester metilico, y obtener en
solo tres pasos un inhibidor de la carboxipeptidasa A (CPA) opticamente activo, mucho mds
potente que la mezcla racémica (284). La reaccion de hidrélisis estd descrita empleando
tampon fosfato de pH=7.8 durante 12 horas (Esquema 35).

De esta manera se puede obtener el isémero S en forma de dcido, manteniéndose
intacto el éster R La pureza enantiomerica se determiné por RMN empleando Eu(hfc),,
resultando superior al 98%.

Posteriormente, las actividades inhibitorias (K,) de ambos isémeros sobre la
carboxipeptidasa A fueron determinados y sélamente el isémero S fue activo, obteniéndose
K;= 7.8 X 10° M, mientras que para la mezcla racémica fue K;= 1.1 X 10® M. El isémero

R puro resulté ser inactivo como inhibidor.

a-Quimotripsina
—
pH=78

O
7
L ~

N~
(J— (i Ha

Racémico

¢ Hidroélisis
l Quimica

activo

Esquema 35.- Reaccion de hidrélisis enzimdtica del éster (R,S) 3-acetiltio-2-

bencilpropionato de metilo.
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Independientemente de su interés prdctico, este proceso puso de manifiesto la elevada
quimioselectividad de la e-quimotripsina hacia un grupo éster de estructura relacionada con
el dcido 3-fenilpropidnico, en presencia de un enlace ldbil como es el grupo tioester, en
condiciones clisicas de sintests. Ello se debe atribuir a que la a-quimotripsina reconoce
preferentemente estructuras "semejantes” a la fenilalanina en lugar de ésteres pequefios tipo

acetato.
IV.3.1.4.3.- Sustratos con un centro proquiral. Sintesis de bacléfeno.

La sintesis de baclofeno, agonista del GABA cuya actividad esta relacionada con el
isémero R (-), se ha llevado a cabo satisfactoriamente gracias a la enantioselectividad que
presenta la a-quimotripsina, la cual se empled en la hidrélisis de un diéster con un gentro
progquiral, como el 3-(4-clorofenil)-glutarato de dimetilo, para dar el monoéster, dpticamente
activo.

Se probaron varias enzimas, pero la ¢-quimotripsina, en medio acuoso, fue la que
condujé a los mayores rendimientos, obteniendose un 85% del monoester quiral Ry un

ee>97% (289).

Cloroformiato de etilo

Acetona o tolueno

a-Quimotripsina Azida sbdica
.
-------- —_—

R(-) Bacléfeno
R

Esquema 36.- Cuarto paso en la sintesis de baclofeno. Hidrélisis del diester 3-(4-

clorofenil) glutarato de metilo.
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1V.3.4.1.4.- Resolucién enantiomérica de diferentes aminoacidos

racémicos,

La resolucién de mezclas racémicas de aminodcidos ha permitido abaratar los precios
de los aminodcidos D o L enantiomericamente puros. En la Tabla 42 (175) se resumen los
resultados obtenidos en la hidrélisis de mezclas racémicas de varios aminodcidos, empleando
o-quimotripsina en acetonitrilo con un 10 % de agua, como catalizador quiral.

Puede apreciarse que los mejores resultados se obtienen con aminodcidos aromdticos,
destacando la I-DOPA (molécula de gran interés en la terapéutica del Parkinson, (Esquema
37), (175, 286, 287). |

Tabla 42 .- Resolucién de ésteres etilicos de amino4cidos, empleando a-quimotripsina (5
mg) en acetonitrilo/agua (9/1), volumen total = 20 ml y T= 30 °C.

Aminodcido Rendimiento e.e.f/% E
Tirosina 48 >99 >646
Fenilalanina® 46 87 32
Triptofano 43 92 50
Alanina 9 80 10
Valina® 5 - -
Leucina 5 86 14
Treonina® 0 - -
p-Clorofenilalanina 3 82 10
DOPA 50 >99 > 1060
Fenilglicina 9 84 12
Acido 2-aminobutandico 10 - -
Acido 2-aminopentandico 7 67 5
Acido 2-aminohexanéico 7 - -

® Ester metilico.
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(D,L) DOPA-OFt

/ Vimompsma
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D-DOPA-OEt L-DOPA

Adrenalina

b
noradrenalina

Esquema 37.- Reaccién de obtencion de L-DOPA.

1V.3.4.1.5.- Estudio de las velocidades de deacilacién de los dos isomergs

de diferentes esteres de p-nitrofenilo con a¢-quimotripsina

Un ensayo tipico de determinacion de la estereoselectividad de la e-quimotripsina se
ha realizado estudiando la hidrdlisis de diferentes ésteres de p-mitrofenilo dada la facilidad de
seguimiento de reaccidn en un espectrofotémetro de Ultravioleta-Visible.

En el esquema Esquema 38 aparecen las estructuras de los diferentes ésteres objeto de estudio:
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a) b) c) (j/l\@),_

(R, S) (R, S) (R, S)
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Esquema 38.- Esteres de p-nitrofenilo

Tabla 43.- Velocidades de deacilacion de diferentes esteres de p-Nitrofenilo.(288)

Sustrato Velocidad de deacilacién (mM/min.) V(R)/V(S)
a(R) 1.9 x 107 0.032
a(S) 5.9 x 107
b(R) 5.2 x 107 0.012
b(S) 4.4 x 10"

c(R) 12 100
(S 1.2 x 10"
d(R) 8.4 x 107 2.2
d(s 3.8 x 107
e(R) 2.0 x 10* 0.08
e(S) 2.4 x 107
f(R) 1.0 x 107 14
(S) 7.3 x 107
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En la Tabla 43 se observan las diferencias en las velocidades de deacilacién de los
distintos pares de isémeros, siendo mds elevada la velocidad de deacilacién para el isémero
Sen el caso de a, b, e, mientras que en los otros tres casos ocurre lo contrario.

Esto indica la importancia de las interacciones con el centro activo, de los sustituyentes

del centro estereogénico.

1V.3.4.1.6.- Sustratos relacionados con el H-I-Glu-OH

Se ha sintetizado un andlogo del H-I-Glu-OH, el L-AMPA [4cido 2-amino-3-(3-
hidroxi-5-metilisoxazol-4-il) propidnico], diferenciandose del primero por la sustitucion del
grupo y-carboxilato por un anillo de isoxazol. Este compuesto es muy Util en procesos de
transmision nerviosa, presentando el isémero S (L) mayor actividad.

Se han empleado varias enzimas para resolver el paso mds complicado de 1a sintesis del
AMPA, como la aminoacilasa y la .-quimotripsina, obteniéndose con ésta tltima los mejores

rendimientos (289).

(D)
Esquema 39.- Sintesis de AMPA empleando a-quimotripsina.
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Ello indica que la a-quimotripsina muestra una considerable estereoselectividad por los
ésteres de o-aminodceidos N-acetilados, hidrolizando preferentemente el aminodcido de la serie

Lconun 99.9 % de e.e.

IV,3.2,- RESULTADOS Y DISCUSION

A fin de comprobar si los métodos de inmovilizacién sobre copolimeros y agarosa
descritos en esta Tesis Doctoral alteran la estereoselectividad de la enzima inmovilizada con
respecto a la enzima nativa, se procedid a comparar la actividad catalitica de la «-
quimotripsina nativa e inmovitizada, tanto sobre agarosa (derivado AGM1-CT) como sobre
el copolimero de injerto PE/'HEMA (derivado C5-CT), frente a sustratos no naturales. Dado
que el paso determinante del reconocimiento molecular por parte de la ¢-quimotripsina es Ia
formacion del complejo acil-enzima, se utilizaron ésteres de diversos dcidos como sustratos,
sometiendo a procesos de hidrdlisis enzimdtica (siguiendo la metodologia descrita en la

Seccion 111.8.2) los siguientes sustratos:

o COsE]

y ¢ 4 i .,

LA R o7 ¢ %1 -1 S oY u 8 =1
CO,Et Ph
1 : 3 4

& K} P
3
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Esquema 40. Compuestos con grupos carboxialquilo en su estructura probados como

sustratos para la ¢-quimotripsina

El andlisis de los resultados obtenidos se ha realizado atendiendo a la estrutura de los
sustratos, los cuales han sido divididos en tres clases:
1) Sustratos que carecen de anillo aromdtico {compuestos 1 y 2)
2) Sustratos que poseen un resto fenilo en su molécula (compuestos 3 a 9).
3) Sustratos que presentan un nitrogeno en el carbono en a respecto al grupo

carboxialquilo (compuestos 10, 11, 12 y 13),

1V.3.2.1.- Sustratos que carecen de un anillo aromético.

A lo largo de esta Memoria se han citado en numerosas ocasiones los requerimientos
estructurales de los sustratos de la a-quimotripsina (Seccién [.3.4).Como se ha indicado
anteriormente, no es indispensable la presencia de un antlio aromdtico en el sustrato que actia
como donador de acilo en la sintesis de péptidos, ya que aminodcidos alifdticos, como la Mal-

I-Leu-OBz, u otros con carga positiva, como Bz-L-Arg-OEt y Bz-L-Lys-OMe (252), son
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Resuliadas v discusion: Sustratos no naturales

capaces de ser reconocidos por la enzima como donadores de acilo.

Por otro lado, tampoco parece indispensable la presencia de un grupo -NH- en el
carbono en a respecto del grupo carboxilo, ya que éste se puede sustituir por un grupo -O-
como sucede en los diésteres analizados por Norin y cols (110).

Dado que Udding y cols. (283) describen la hidrdlisis del cis-3-clorometil-
tetrahidrofurano-2-carboxilato de etilo catalizada por la ¢-quimotripsina como un proceso
altamente estereoselectivo hacia el isémero (2R, 38) (Esquema 34) (Seccidn IV.3.1.4.1), Se
procedio a realizar la hidrdlisis de los sustratos més sencillos referidos a este compuesto,
(R, 9)-tetrahidrofurano-2-carboxilato de etilo (1) y (R, S)-tetrahidrofurano-3-carboxilato de etilo
(2), empleando enzima nativa. Los resultados aparecen en la Tabla 44, donde se observa que

no existe hidrélisis en nigin caso.

Tabla 44.- Resultados obtenidos en la hidrélisis de (1) y (2}, empleando a-quimotripsina
libre (0.25 mg/ml) como catalizador, Jsustrato]= 50 mM, T= 25 °C.

[ e R
Compuesto Nombre tiempo (h.) % Acido
1 (R,S8) tetrahidrofurano-2-carboxilato de etilo 52 ¢
2 (R, S) tetrahidrofurano-3-carboxilato de etilo 52 0

La comparacion de las estructuras de los compuestos (1) y (2) con la del éster etflico
de la N-benzoil-L-tirosina (BTEE), representada en la Figura 83, nos permite comprobar que
sdlo el isomero (R}(1), posee una disposicidn espacial semejante del grupo carboxietilo y del
-0O- del resto de tetrahidrofurano a la del grupo carboxietilo y al -NH- del BTEE. No obstante
este sustrato no conduce a reaccidn. Asf pues, un sustrato no natural debe requerir ademds
otros condicionamientos estéricos y electrénicos para ser sustrato de la a-quimotripsina. Estos
requerimientos estructurales los podemos deducir de los resultados de Udding y cols.
anteriormente mencionados, que indican que el (2R, 38) 3-clorometil-tetrahidrofurano-2-
carboxilato de etilo es sustrato de 12 enzima en estado nativo, no sucediendo lo mismo con ¢l

estereoisémero (28, 3R).
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Figura 83. Comparacion de la estructura de los sustratos (1) y (2) con el BTEE y los

sustratos descritos por Udding y cofs.

Comparando ambas estructuras con la del BTEE (Fig. 83) observamos como el isémero
(2R, 38) coloca el grupo -COOE y -O- del anillo de tetrahidrofurano en la misma disposicidn
relativa que ocupan los grupos -COQEt y -NH- en el BTEE. Por otra parte, el cloro, con su
alta densidad electrénica, ocupa una posicién andloga a la que ocupa el anillo de 4-
hidroxifenilo, como se puede observar en los conférmeros de minima energia de estas
moléculas, obtenidos mediante Dindmica Molécular (D.M.) empleando el programa de
modelizacién Hyperchem y representados en la Figura 84.

Puede apreciarse en estas figuras que la distancia entre el carbono en orfo del anillo

aromdtico del 4-hidroxifenilo en el conférmero de minima energia del BTEE y el nitrégeno
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Resultados y discusion: Sustratos no naturales

es de 4.82 A (Fig. 84), siendo esta distancia casi idéntica a la que existe en el isémero (2R,
38) del 3-clorometil-tetrahidrofurano-2-carboxilato de etilo entre el oxigeno del anillo
heterociclico y el cloro (4.32 A). Algo similar sucede en la distancia existente entre el carbono
en orto del anillo de 4-hidroxifenilo y el carbono del grupo carboxilato del BTEE (3.69 A),

y la que existe entre el cloro y el carboxilato en el citado isémero (3.73 A).

Figura 84. Comparacién de la estructura del (2R, 35) 3-clorometil-tetrahidrofurano-2-
carboxilato de etilo (a) y el BTEE (b)

Por otro lado, los principales dngulos diedros de ambas moléculas, representados en la
Figura 84 muestran en ambos compuestos el mismo signo, lo cual nos lleva a postular
similitudes geométricas entre el BTEE y el isémero (2R, 38) del 3-clorometil-tetrahidrofurano-
2-carboxilato de etilo al existir giro libre en el BTEE alrededor del enlace -(RHN)C*(COOR *)-
CH,-Ph(4-OH).

Estas analogias geométricas permiten explicar porqué los otros isémeros no condujeron
a reaccién enzimdtica a Udding y cols. (283). Ello se debe a que:

1) El grupo -COOEt no tiene la posicién adecuada, configuracién (25).

i) El cloro no coincide con el grupo 4-hidroxifenilo del BTEE, debido a la
configuracién (3R).

Estos hechos se pueden visualizar en el Esquema 41, donde se muestra el conférmero
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de minima energfa del isémero (28, 3R) del 3-clorometil-tetrahidrofurano-2-carboxilato de
etilo, el cual no es sustrato de la enzima, y se aprecia que las distancias son diferentes y los

angulos diedros son igualmente distintos.

Esquema 41. Conférmero de minima energia del (25, 3R del 3-clorometil-

tetrahidrofurano-2-carboxilato de etilo.

I1V.3.2.2.- Sustratos que presentan un resto fenilo en su molécula

De lo deducido hasta ahora, podemos concluir que los requerimientos estructurales
necesarios para que un sustrato no natural sea reconocido por la a-quimotripsina son los que

aparecen indicados en la siguiente representacién esquemdtica

a-CT
Esquema 42.- Requerimientos estructurales de compuestos para ser reconocidos por la a-quimotripsina
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A fin de explorar la importancia relativa del heterodtomo (X 6 N) y de la presencia del
anillo aromdtico en el reconocimiento del sustrato no natural por la enzima se procedié a
realizar la hidrélisis de los ésteres (R, 8} 2-fenilbutirato de etilo y (R,S) 3-fenilbutirato de etilo
(Esquema 40, 3 y 4), sin obtener ningin resultado positivo (Tabla 45), lo que significa que
los sustratos no naturales necesitan algin resto rico en electrones (-NH- u -O-) en el carbono
en o respecto al carboxilo para ser reconocidos como tales por la enzima, requisito que no

cumplen los compuestos (3) y (4),

Tabla 45.- Resultados obtenidos en la hidrélisis de los derivados del dcido fenilbutirico,
empleando a-quimotripsina libre (0.25 mg/ml).

Compuesto Nombre tiempo (h.) % Acido |
3 (R, 5) 2-fenilbutirato de etilo 52 0
| 4 {R,S) 3-fenilbutirato de etilo 52 0

Para comprobar esta suposicion, se realizé la hidrdlisis de diversos mandelatos de
alquilo (Esquema 40, compuestos § a 9), mostrdndose los resultados en la Tabla 46 . Estos
ésteres pueden considerarse andlogos de los aminodcidos por sustitucion isostera del -NH, por
-OH.

Puede observarse que tanto el isémero (K) como el (8) del mandelato de etilo
(compuestos § y 6) son hidrolizados en la misma proporcién tanto por la enzima nativa como
por los derivados inmovilizados. Por otra parte, de los resultados obtenidos en la hidrélisis del
(R, ) mandelato de etilo (7) con los anteriormente citados, podemos deducir que tanto la ¢-
quimotripsina nativa como ambos derivados inmovilizados carecen de enantioselectividad
respecto a este sustrato, pues los dos enantiémeros son hidrolizados a la misma velocidad. Ello
implica que ambos isémeros pueden unirse al centro de la a~quimotripsina de dos formas

distintas tal y como se muestra en el Esquema 43:
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P - P

Esquema 43, Reconocimiento del (R, S5)-mandelato de etilo en el centro activo de la a-quimotripsina.

Tabla 46.- Resultados obtenidos en la hidrélisis de diversos mandelatos de alquite empleando -
quimotripsina libre (0.25 mg/ml) o inmovilizada (C5-CT, 0.053 mg de enzima/ml; AGMI1, 0.076 mg de

enzima/ml). Temperatura 25 °C ; [éster]=50 mM.

Ph\T/C OLR

OH
- i Config. Catalizador % Acido (h.) V. inicial (mM/min.)
5 Et- (R) a-CT 95 (20) 0.109
s Et- (R C5-CT 99 (40) 0.078
5 Et- (R AGMI-CT 99 (44) 0.117
6 Et- ) a-CT 98 (20} 0.214
6 Et- ($) C5-CT 99 (40) 0.141
6 Et- () AGM1-CT 99 (44) 0.04
7 Et- (R,S) a-CT 95 (20) 0.095
7 Et- (R,S) C5-CT 99 (40) 0.282
7 Et- (R,S) AGM1-CT 99 (44) 0.226
8 [ Bn- (R,S) o-CT 13 (52) 0.003
8 Bn- (R,S) C5-CT 0 (44) 0
8 Bn- (R, AGMI-CT 6 (44) 0.001
9 Isoamilo (R,S) o-CT 9(52) 0.001
9 Isoamilo (RS C5-CT 0 (44) 0
9 Isoamilo (R,S) AGM1-CT 15 (44) 0.001
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Por tanto, el centro p, puede recibir un grupo hidréfilo como el hidroxilo (enantiémero
8) 6 hidrofobo como el fenilo (enantiomero R), interaccionando ambos con la His,, colocada
en esa posicion, por enlaces de hidrdgeno en el primer caso o por interaccién T-n entre anillos
en el segundo. Esta explicacién se avala por el hecho de que el aminodcido serina es
reconocido como donador de acilo, ocupando el grupo -OH el lugar destinado al anillo
aromdtico (252). Este resultado ya fue anticipado por Norin y cois. (110) mediante calculos
teéricos de M.D. No obstante, pensamos que nuestra explicacién es mds plausible que la
postulada por estos autores, para los cuales el verdadero sustrato es el enantiémero (R),
mientras que €l (8} es hidrolizado porque el fenilo es desplazado del sitio hidrofébico (el p,
en la nomenclatura de Hansch) por el resto -OEt. No obstante, al no disponer de programas
de cdlculo para revisar los datos de Norin y cofs. obtenidos por M.M. estudiando 1a interaccién
enzima sustrato, no podemos desmentir su explicacidn de manera categérica.

La inmovilizacién de la enzima, tanto sobre geles de agarosa como sobre polimeros no
altera la enantioselectividad del biocatalizador, como se deduce de la Tabia 46. En general,
podemos decir que el isémero S se hidroliza a mayor velocidad que el isomero R, tal y como
se deduce de los valores de velocidades iniciales de hidrdlisis tanto para ¢-quimotripsina libre
como inmovilizada sobre el copolimero C5. Este hecho es explicable porque la interaccidn del
tsomero $'es andloga a la postulada por Hein y cols (105) para los L aminodcidos. Asf pues,
podemos pensar que el isomero § es rapidamente hidrolizado, pasando postertormente ia
enzima a actuar sobre el isémero R.

Por lo que se refiere al tamafio de la cadena del alcohol que se encuentra esterificando
al dcido mandelico podemos afirmar que, tanto para la enzima nativa como para ia enzima

inmovilizada, a medida que aumenta el tamafio disminuye la conversién (Tabla 46), segiin la

' - Etilo >> - isoamilo = bencilo I

Estos resultados parecen estar en contradiccién con la abundante evidencia, tanto

ordenacion relativa:

experimental como tedrica, basada en cdlculos de D.M. y M.M., de la interaccién de la a-

quimotripsina con ¢steres de los diversos alcoholes (110), que apuntan hacia el hecho de que
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en dicha interaccion ,el grupo -OR se dirige hacia el exterior del centro activo, en cuyo caso
no deberiamos observar ninguna influencia del tamafio de la cadena (266).

Dado que todos los sustratos estudiados son hidrolizados en mayor o menor grado, el
tamafio de la cadena y/o su estructura electronica no deben ser factores limitantes de la
interaccién de los ésteres con la e-quimotripsina, nativa o inmovilizada sobre el soporte
hidrofilo (AGM1-CT). Mds bien pensamos que existe un fenémeno controlado por la lipofilia
de las cadenas mds que por el tamafio de las mismas. Si comparamos los valores de logP de

las cadenas (calculados utilizando las constantes fragmentarias, logP = Xdf-XF).

podemos decir que los ésteres de cadenas de gran hidréfobicidad conducen a menor
conversion, lo cual apunta hacia problemas difusionales del sustrato, en el medio acuoso del
microentorno, tanto en el caso de la 6-quimotripsina nativa como inmovilizada sobre agarosa.

La baja actividad enzimdtica observada con los derivados inmovilizados sobre
polimeros para R = isoamilo o bencilo ('Tabla 46) puede atribuirse de igual forma a problemas
difusionales, y a la interaccién del soporte hidrofobo con el éster lipoide dificultandose el
acceso al centro activo de la enzima.

Asf pues podemos concluir, con los datos expuestos hasta ahora, que los sustratos no
naturales necesitan para interaccionar con la enzima grupos ricos en electrones en el carbono
en a respecto al grupo éster, los cuales han de interaccionar con los subsitios p, y p,, tal y

como se representa esquemdticamente en la Figura 85.

P

Figura 85. Acoplamiento de los sutratos no naturales en el centro activo de la g-quimotripsina

257



Sustratos no naturales. Resultados y discusion

Asimismo, de los resultados obtenidos con los isémeros (R) y (S) de los mandelatos
de etilo deducimos que tanto el subsitio p, como p, pueden reconocer a un fenilo como el
sustituyente de mayor volumen, ya que ambos estereoisémeros eran hidrolizados a una

velocidad semejante.

1V.3.2.3.- Sustratos con un nitrégeno en €l carbono en & con respecto gl
poxialguil

Para profundizar en estos aspectos se procedid a estudiar la hidrélisis de una serie de
moléculas que tienen un grupo -NH en el carbono en o con respecto al grupo carboxialquilo,
tales como el (R, ) 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilato de etilo (10), el (R, S) 1-
metil-2,3,4,9-tetrahidro-1 H--carbolina-3-carboxilato de metilo {11), el (8) N-(4-clorobutiril)-
triptofanato de etilo (12), y el (8) (3-indolilmetil)-glicinato de etilo (13) representados en el
Esquema 40.

El compuesto (10) se encuentra estrechamente relacionado con el 1-oxo-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolin-3-carboxilato de etilo (14), cuyo isémero § presenta un valor de k. /k_,
= 4.3 x10* para el reconocimiento enzimdtico, mientras que el (R) arroja un valor de 10
(275). Este resultado implica, ademds, que la enantiopreferencia del sustrato (14) (S < R) esta
cambiada con respecto a los andlogos del triptéfano (§ > R).

Ademds, 1a simple comparacion de las estructuras (R) (14) y del sustrato N-formil-L-
triptéfano mostrada en el Esquema 32 (Seccién IV.3.1.1), nos indica una gran similitud entre
ambas estructuras, lo que, nos llevaria a concluir que existe una aparente contradiccién en la
configuracién del estereoisémero reconocido por la ¢-quimotripsina. No obstante Steinz y cols.
(18) demostraron que tal contradiccion no existe, ya que el anillo heterociclico adopta una
conformacidn tal que el grupo (-COOEt) adopta una disposicién ecuatorial s6lo en el caso del
1s6mero (R) (14), coincidiendo entonces con la posicién del grupo éster con el isémero S de
la tirosina, fenilalanina o tript6fano. Por el contrario, el isémero (S) (14), presentaria en este
caso el grupo éster en posicién axial (Figura 86), y por lo tanto seria menos reactivo.

De ello deducen los autores que el centro hidrofébico p,, que reconoce al anillo

aromdtico, es determinante a la hora de predecir qué enantiémero del sustrato no natural es
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reconocido. En los esquemas siguientes se representan los conférmeros de minima energia de
estos dos esteroisdmeros, observdndose que el esteroisdmero (R) es el mds similar al BTEE

(Fig. 88 y 89).

b

Figura 86.- Conférmeros de minima energia del (R y (S) 1-oxo-1,2,3,4-tetrahidroisoguinolin-3-carboxilato
de etilo, R-(14) y 5(14).

La a-quimotripsina en estado nativo no muestra enantioespecificidad como se deduce
de la Figura 90, donde se observa como se obtienen conversiones superiores al 50%. Por el
contrario la inmovilizacién, ocasiona un gran aumento de enantioselectividad (Fig. 90)
hidrolizandose el isdmero R (ee >95%) de forma andloga a lo que sucedia para (14). Esto se
debe a que la himitada flexibilidad del ciclo de isoquinolina hace que sélo en el caso del
isdmero R el grupo éster coincida con el grupo éster del BTEE, en el centro activo de la

enzima inmovilizada la cual debido a su rigidez no reconoce tan facilmente al isémero S.

i
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Figura 87. Comparacién de los conférmeros de minima energia del Sy R-1 ,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3

carboxilato de etilo.
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Figura 88. Comparacién de los conférmeros de minima energia del (R)-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina-3 carboxilato de etilo (a) y el BTEE (b).
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Figura 89. Comparacién de los conférmeros de minima energia del (R)-1,2,3,4-

tetrahidroisoquinolina-3-carboxilato de etilo y el BTEE.
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Figura 90.- Curvas de hidrdlisis del (R, S) 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-3 carboxilato
deetilo, (10), empleando enzima libre (0.25 mg de enzima/ml), C5-CT (0.053 mg de
enzima/ml) y AGM1-CT (0.076 mg de enzima/ml) como catalizadores.
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Tabla 47.- Resultados obtenidos en la hidrélisis del (R, S)-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-
3-carboxilatoe de etilo, (10).

Catalizador tiempo (h.) % Acido V. inicial (mM/min.)
«-CT 44 48 0.011
C5-CT 44 46 0.039
C5-CT 69 78.5

AGMI1-CT 44 38 0.130

El resultado obtenido para la enzima nativa estd en la linea de los obtenidos para los
mandelatos, donde la ausencia del grupo amido conducia a bajos excesos enantioméricos. Esta
afirmacién se veria sostenida por los resultados descritos por diversos autores, los cuales
sefialan la importancia del grupo amida en el proceso de reconocimiento por parte de la a-
quimotripsina nativa (102, 108}, al comprobar que su presencia aumenta la velocidad de
hidrélisis en un factor de 10° a 10° con respecto al sustrato que posee en su estructura restos
-0- 6 -CH,- (106, 109), viéndose de igual manera aumentado el exceso enantiomérico
obtenido. Dado que los cdlculos de M.D. (110) y los andlisis por Rayos X del complejo a-
quimotripsina-N-formil-triptofano indican que el -CO de la amida no interacciona con la
proteina, mientras que sf existe una interaccion entre ¢l resto -NH- con el carbonilo del residuo
Ser,,, de la enzima, pensamos que el papel del grupo amida ha de relacionarse con un pKa
relativamente 4cido en el grupo -CO-NH-, el cual favoreceria la formacién del puente de
hidrégeno con el carbonilo de la Ser,,, mientras que este enlace de hidrégeno se verfa
dificultado en el caso de una base -CH,-NH-CH, como sucede para el sustrato (10). Este
hecho conduciria a un reconocimiento del sustrato menos estereospecifico, como ya hemos
comentado. Estos hechos no suceden para los derivados inmovilizados, donde la mayor rigidez
enzimdtica parece conducir a un reconocimiento m4s selectivo hacia uno de los endntiomeros.

El Cis (1, 3) 1-metil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-f-carbolina-3-carboxilato de metilo (11)
(Tabla 48) también fue ensayado obmo posible sustrato de la a-quimotripsina, con resultados

negativos. La falta de reactividad observada podria explicarse atendiendo a las siguientes
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consideraciones:

I) La a-quimotripsina reconoceria con preferencia al anillo indélico, ya que el
subsitio p, es fundamental, formando un enlace de hidrégeno entre el -NH- indélico
y el hidroxilo del resto de Ser,y (33), lo cual haria que el grupo éster no pudiera
interaccionar con la Ser..

IT) La interaccidén del grupo metoxicarbonilo con la Ser, haria que et anillo no

interaccionara con el subsitio hidrofébico p..
Estos hechos aparecen reflejados en el esquema siguiente, que recoge el conférmero
de minima energfa calculado para el compuesto (11).

1) La presencia de un resto metilo en la posicién 1 dificulta la aproximacién de
la Ser,, al grupo ester del sustrado, al igual que sucede en compuestos con sustituyentes en el
carbono &, en los que se dificultan o debilitan las interacciones entre el grupo -CONH- y los
residuos Ser,,, y Tyr,, de la enzima (Figura 91) (102, 106, 109).

Figura 91. Conférmero de minima energia del cis (1, 3) (5)-1-metil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-

[-carbolina-3-carboxilato de metilo

Dada la extrema rigidez de la molécula, no pueden cumplirse estos requisitos estéricos

ala vez, por lo cual no se pueden producir las interacciones enzima-sustrato necesarias y no
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se obtiene la hidrdlisis deseada.

Seguidamente, se realizaron las mismas reacciones que en los casos anteriores
empleando el (R, $)-N-(4 clorobutiril)-triptofanato de etilo (Esquema 40, 12) consiguiendo
unos resultados realmente sorprendentes, que aparecen reflejados en el esquema siguiente y

en la Tabla 48:

Tabla 48.- Resultados obtenidos en la hidrdlisis del N, (4-clorobutiril)-L-triptofanato de

metilo.
Catalizador t (h.) % (15) % (16) % (17)
o-CT 16 55 5 40
C5-CT 40 70 25 5
AGML1-CT 44 87 - 13
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Figura 92. Productos obtenidos en Ia hidrélisis enzimdtica del sustrato (12)

Ademds del producto esperado (13), se obtuvieron otros dos (16) y (17), lo que indica
que también ocurre la ruptura del enlace amido, quedando desprotegido el grupo amino, efecto
que nunca se ha observado en presencia de un grupo éster, cuando el grupo protector del NH,

es una cadena alifdtica como en el caso del acetilo (Ac-L-Trp-OEt) 6 bien presenta un anillo
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aromdtico como en ¢l resto benzotlo (BTEE). Pensamos que ello se debe a la presencia del
cloro en la cadena del resto acilo, el cual, como ya comentamos anteriormente, es capaz de
sustituir al anitlo aromdtico en el subsitio p, ("ar") como sucedia en el caso del 3-clorometil-
tetrahidrofurano-2-carboxilato de etilo .Ello permitiria que este sustrato adoptase varias
conformaciones diferentes en el reconocimiento por el centro activo, tal y como se indica a

continuacién (Figuras 93 y 94).

ACOPLAMIENTO "A" ACOPLAMIENTO "B"

Figura 93. Dos posibles acoplamientos A y B del (R, $) N-(4 clorobutiril)-triptofanato

de etilo en el centro catalitico de la a-quimotripsina.

Esto implica, ademds, dos posibles interacciones con la Ser,,, del centro activo, como
se esquematiza en la Figura 93, por lo que pueden ocurrir las hidrélisis tanto del grupo éster
como del grupo amida. Aunque se ha descrito la hidrolisis del acetato de p-nitrofenilo
(actuando la enzima como una simple esterasa y no como una proteasa), (67, 288)
(Introduccidn, Seccién 1V.3.1.4.5), este grupo acetilo no hidroliza en el caso del N-acetil-L-
triptofanato de etilo, sustrato enzimdtico, donde sélo se puede dar la interaccidn A, ya que el
grupo acetilo no es capaz de ocupar el subsitio p,, ya que el anillo aromdtico dirige la
disposicién de la molécula en el centro activo, no dandose el acoplamiento B.

Estos resultados son coherentes con los obtenidos con los (R) y (8 mandelatos de etilo
donde ya comentamos que los grupos ricos en electrones fenilo y -OH eran intercambiables
entre los centros p, y p,, lo cual conduia a bajos excesos enantioméricos en la hidrélisis de

estos ésteres.
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ACOPLAMIENTO "B”

Figura 94. Interacciones del conférmero de minima energia del N-(4-clorobutiril)-

triptofanato de metilo con el centro activo.
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Finalmente, se intento hidrolizar el compuesto (13) (Esquema 40), en las mismas
condiciones que los anteriores, sin obtener exito alguno, resultado que parece I6gico, ya que,
este compuesto no es un derivado del tript6fano si no de la glicina, cuyos esteres, como han
comentado numerosos autores se hidrolizan muy lentamente con la a-quimotripsina (100).
Ademds este compuesto presenta la dificultad afiadida frente a la glicina de poseer un anillo
aromdtico, que fija la molécula al centro activo dificultando el acercamiento del grupo ester
al hidroxilo de la Ser, y las interacciones del grupo amino con la Ser,,,.

Asi pues, la naturaleza electrénica de los sustituyentes juega un papel importante a la
hora del reconocimiento del sustrato por los subsitios p, y p,, controlando la estereoquimica
del proceso. Todo ello nos lleva a concluir que el centro p, 6 "ar" no es tan especifico para
anillos aromdticos como se pensaba hasta la fecha, ya que puede reconocer a grupos ricos en
electrones tales como ~CH,-Cl y -(CO)CH,-CH,-CH,-Cl.

Por otro lado, la presencia de un -NH- no parece ser tan indispensable a 1a hora del
reconocimiento de la molécula por la ¢-quimotripsina, pudiendo ser sustituido por un -O- u
-OH que también son reconocidos por el subsitio p,. Por el contrario, sf parece ser muy
importante para el control estereoquimico del proceso de hidrélisis la presencia de un grupo
amido -NH-CO-R (R = alquilo 6 fenilo) , el cual interacciona con los restos Ser,,, y Met,g,,
segtin describen de Norin y cols (110).

Asi pues, creemos que este estudio ha servido para modelizar la interaccién a-
quimotripsina-sustrato no natural dando un paso Signiﬁcativo respecto a lo realizado hasta la

fecha por el grupo de trabajo con derivados de fenilalanina sustituidos en el anillo aromético
(290).
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Conclusiones

Y.- CONCLUSIONES

1) Empleando la "metodologia secuencial” se han obtenido dertvados inmovilizados de
a-quimotripsina sobre copolimeros, superiores en cuanto a:
a) carga enzimatica
b) actividad retenida
¢) actividad especifica

a los descritos hasta ahora en la bibliogafia.

2) El grado de injerto y/o el porcentaje de hidrélisis del copolimero alteran
drdsticamente la micromorfologia del soporte, permitiendo as{ obtener catalizadores con
propiedades diferentes.

3) La naturaleza del soporte (hidréfilo/hidréfobo), influye de forma decisiva en las
propiedades cataliticas de los denivados inmovilizados, tanto en procesos de sintesis de péptidos

como en la hidrélisis de ésteres.

4) Se ha desarrollado una metodologia operativa de sintesis de péptidos en que
combinando la hidrofobicidad del disolvente con la hidrofilia/hidrofobia de los sustratos y
productos podemos extraer el péptido en la fase orgdnica y llevar a cabo procesos de sintesis

continuos de gran sencillez operativa a nivel preparativo.

5) Utilizando la combinacién de la sintesis de péptidos cinética y termodinamicamente

controlada, nuestros derivados inmovilizados conducen 2 una alta relacién péptido/dcido.

6) Estos derivados pueden ser reutilizados mds de 10 ciclos, en procesos de sfntesis de

24 h. cada ciclo, con rendimientos y relaciones péptido/dcido satisfactorios.

7) Se ha optimizado la sintesis de varios dipéptidos variando la naturaleza tanto del

nucledfilo como del donador de acilo.
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8) Empleando sustratos no naturales hemos determinado una serie de requerimientos
estéricos y electronicos que deben cumphir estos sustratos para ser reconocidos por la e-

quimotripsina.

Nube electranica

GR 363,74

O HO\
Ser

o-CT

9) La inmovilizacion de la e-quimotripsina realizada en la presente Tesis Doctoral no
altera la enantiopreferencia de la misma, como hemos comprobado tanto con sustratos
naturales como con sustratos no naturales. Asfmismo, Ia enantioselectividad hacia los sustratos
no naturales se incrementa por efecto de la inmovilizacién al rigidificarse la molécula de

enzima.
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