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IV.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN

IV.!.- ENSAYOS CON LOS DERIVADOS DE a-OIJIMOTRIPSINA SOBRE

COPOLÍMIEROS DE INJERTO

.

IVA.!- CARACTERÍSTICAS DE LOS DERIVADOS DE u-OIJIMOTRIPSINA

INMOVILIZADA SOBRE COPOLIMEROS

.

Siguiendolas pautasparala obtenciónde derivadosde a-quimotnpsrnainmovilizada

sobrecapolímeros,descritasen la ParteExperimentalen las Secciones111.3, sehan logrado

sintetizarvariosderivados(Tabla 16) empleandolos soportesde (PE/HEMA) con diferente

porcentajede injerto (referidoa la masatotal de copolímero)y concaracterísticasde carga

enzimática,activacióndel soporte,porcentajede hidrólisisy actividadretenidamuy dispares

entresí, lo que nos proporcionarála posibilidad de un estudiode la influencia de estos

parámetrosen laspropiedadescatalíticasde nuestrosderivados.

Enla Tabla16 aparecenlaspropiedadesde los soportesy de los derivadosordenados

segúnsu porcentajede injerto y de hidrólisis.

Tabla 16.-Característicasde los derivadosde a-quimnotripsina inmovilizada sobrecopolímeros.

PROPTED. DEL SOPORTE ¡

% In.~ % Hid. Act.1, Cargac

PROPIED. DEL DERIVADO

Act. Rt Act. Esp.~

1

1 C2-CT

2 CI-CT

3 C3-CT

32.1 89.0 2.20

38.0 41.6 1.21

49.2 15.3 0.58

33~3c 1.2 (0.36 + 0.06)

87.2c 14.8 (4.26 + 0.04)

38.7” 41.1 (2.28 + 0.02)

II

4 C5-CT

5 C4-CT

6 C6-CT

54.5 68.0 2.80

54.5 28.6 1.20

54.5 14.3 0.60

42.0” 40.0 (4.2 + 0.1)

189.2d 34.0 (2.10 + 0.06)

g9•4d 60.2 (3.72 ±0.02)

En. Der.
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• Calculadoenfunción deis nesatotal desoporte(HEM4/<’HEM4+PE)) x 100. Otrosautoresemplean:

(FLEMA/PH) x ¡00 (218,219). Nosotrospensannsquela prinrra krnm inducenrnos& error.

b 1mnvlCOOHj copohizrro.

e ngproteínag’ copolínrro (determinadopor el nttododeLniry) (237).

d ngproteínag~ copolínrro(determinadopor el nr<todo del Mkrobiuret).(228)

(ng de enzimaacbv~/ngde enzizaunida) X 100, enhidrólisisde aRMA(229).

Actiiidadespeciflcacalculadapor elnr%do del GpNÁ, 4¿Mmin.>ng ~~deerta).

1) Derivadosobtenidospor innxwilizaciónen un solopaso“one pot’, (Sección111.3.2).

11) Derii~~dosobtenidospor innrvilizaciónde forne secuencié),(Sección111.2.1).

Analizandolos datosexpuestosen estaTabla16 podemosafirmar queseha obtenido

uno de los derivadosconmayorcargaenzimáticadescritosactualmenteen la bibliografía,por

el grupode la Dm. Gil sobreestetipo de polímeros(2.2-8.8mg de enzima/gde copolímero)

(218, 219). Asimismohemossuperadola cargaenzimáticadescritapor Alcántaray coispara

los gelesacrilicos (0.6 mg de a-quimotripsina/mlde gel) (238). Por lo que se refiere al

TadiCiOnal métododeinmovilización sobreagarosatambiénsuperamoslos resultadosdescritos

por Nilssony Mosbach(160) (70-89 mg deenzimalgde gel), e incluso esmayorquela que

presentanlos derivados descritos por (3uisán y cols (230), los cuales consiguieron

aproximadamente160 mg de enzimalgde gel de agarosaal 10% deentrecruzamiento,mientras

quenosotroshemoslogradoinmovilizar 189.2mg de enzimalgde copolímeroen el casodel

derivadoC4-CT (entrada5).

La «-quimotripsinatieneun radiode Stokesde aproximadamente20-22 A, así sele

puedesuponerun áreaexternade 6000A2, conlo quecadamoléculade enzimapuedesólo

contactarcon el soporteactivado(superficieplana)atravésde un 10-20% de susuperficie(por

ejemplo, 1200 A2>. Así los 189.2 mg de enzimalg de copolímero del derivado C4-CT

ocuparianaproximadamente55 m2(232), siendoestevalor superiora la superficieespecífica

del polímero0.12 ni2. Esto indicarlaunauniónen multicapatal y comose ve en la foto de

microscopiaelectrónicaqueapareceen la Figura25d.

A la luz de los resultadosmostradosen la Tabla 16 y Figuras21 y 22, podemos

obtenerlassiguientesconclusiones:
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cargados(C4-CT), de maneraqueno todala enzimasoportadaestáactuandocatalíticamente,

lo que podríallevar a pensaren interaccionesproteína-proteína(procesode agregacióno

aglomeración).Porcontra,paralos derivadosobtenidosen un solo paso,estosproblemasno

parecensertan drásticos.

Dado que no se apreciabanunas gradacionesclaras en las propiedadesde los

catalizadores(Tabla 16), pensamosque esto podría debersea la presenciade diferentes

micromorfologiasen los derivados.

6) La actividadenzimáticaretenida(Tabla 16) esclaramentesuperiora la descrita

previamentepor el grupo de la Dra. Gil (2.2-4.l)% (218, 219), y por el grupo del Dr.

Mosbach(1 1-13)% (160), si bien menorque la descritaporel grupodel Dr. Guisán(85-

100)%(230) a lo quecontribuyede formafundamentalla composicióndel soporte,gelesde

agarosa(hidrófilo), quefacilitan la actividadhidrolítica frentea uno hidrófobo comoel nuestro

tal y comoveremosmásadelante.

Paraconocerel aspectomicromorfológicode estosderivadosse realizaronfotografías

de microscopiaelectrónica,lascualesaparecenordenadassegúnel porcentajede injerto del

soporteen las Figuras23, 24 y 25.

En ellaspodemosapreciarcomo:

a) El proceso de hidrólisis cambia ostensiblementela morfología del soporte,

induciendola aparicióndeestructurascon mayorsuperficie,ya quecon la hidrólisis (Sección

111.3.1.2)aparecengruposcargadosnegativamente(C009 dentrodel soporte,originandose

fuerzasde repulsiónentreestosgruposy las cadenashidrofébicasdepolietileno, (Figuras23

y 24).

b) Porotraparte,a medidaqueaumentael porcentajede injertoaparecenestructuras

menoscompactasyaque seseparanlas cadenasde polietileno,puesseincrementanlos grupos

queoriginanel entrecruzamiento,dandolugara unaclara estructurareticular(Fotografíadel

derivadoC4-CT) (Figura 25d).

c) En la Figura25 se observanclaramentelos agregadosde moléculasdeenzimaque

aparecenseñaladascon unaflecha,presentandoestaunaestructuraesférica.Estosagregados

en multicapapresentanmayortamaño,logicamente,en aquellosderivadosconmayorcarga

enzimática
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A la vista de todasestasfotografíaspodemosconcluir queestossoportesno presentan

unamorfologíahomogénea,adiferenciade lo que sucedecon otrosderivados(Novozym 435)

(239), que presentanuna estructúraesféricaperfecta.Estehechohaceque no seobtengan

gradacionesclaras de propiedades.En general se puede afirmar que los derivados

inmovilizadossobrecopolímeros(PE/HEMA) presentanuna estructuramaso menosreticular,

siendoestamásclaracuandoel porcentajede injerto es elevado.Ello explicalas diferentes

propiedadesobtenidasen los catalizadoresobjetode estudio.

TVA.2.- ESTUDIODE LA RESISTENCIAA LA DESACTIVACIÓN

IV.I.2.1.- Estudioencondicionesdehidrólisis ensistemassin a2itación

.

Estos ensayosserealizaronen primerlugarcon la enzimalibre (que se tomócomo

referencia) para posteriormentellevar a cabo estudios semejantescon los derivados

inmovilizados:

a) Enzimalibre

Sehanrealizadoestudiosde la estabilidadde la enzimalibre almacenadaendiferentes

tampones:

1) dc. citrato/citratosédico0.05 M pHz3.0.

2) dc. bórico/NaOH0.05 M pH=9.0.

3) dc. bórico/NaOH0.05 M pH=9.0con un 10% de N,N-dimetilformamida(y/y).

Las temperaturasempleadasfueron 2, 25, 37 y 50 0C, tal y comoserecogeen la

Secciónm.á.i.

En las figuras 26 y 27 se muestrael comportamientode la a-quimotripsinaen las

condiciones arriba citadas. Estas se eligieron al ser las condiciones normales de

almacenamiento(pH=3.0) y lascondicionesgeneralesde síntesisde péptidos(pH=9.0). Dado

que la DMF esun disolventemisciblecon agua,comdnmenteempleadoensíntesisdepéptidos

(209, 233, 240, 241), se analizótambiénel efectoque produceun 10% de DMF en la
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estabilidadde la enzima.

En todoslos casos,la enzimasealmacenóen el medio sin agitación,aspectoestede

granimportanciaa la horade estudiarla estabilidadde la «-quimotripsina(242), sobreel que

profundizaremosposteriormente.La actividadenzimáticase midió cuantificandola hidrólisis

del BTpNA (ParteExperimentalSección111.6.1),comoreacciónestándar.

Henleyy Sadana(243) han descritonumerososmodelos(14 casos>dedesactivación

enzimática,considerandoel siguienteesquemageneral,enel quela enzimapuededesactivarse

a travésde un estadointermedio:

a1 CC2
E

donde k1 y k2 son las constantesde cinéticasde desactivación;E, Eí y E2 representanla

actividadespecíficade la enzimay de los intermediosqueaparecenen ladesactivación;«1 y

«2 son las relacionesentrelasactividadesespecíficasEí/E y E2/E respectivamente.Estos

autoresasumenquela actividadenzimática,A, a un tiempodeterminadot esel promediode

las actividadesespecíficasde cadaestado(ecuación[23]), siendo E0 la actividad inicial a

tiempo t=0.

A = (fl+(E~x«1)+(E2Y«2) (231
E0

Esta actividadpuedeescribirseen función de los parámetrosiniciales comoen la

expresión124], ecuaciónen laque seasumendecrecimientosexponencialesparadescribirla

desactivacióny donde a~ y «2 seexpresanen tanto porciento:

a~4~ a2—k2 ¡<e -kt a2xk aí —k [24]
A=a2+[lOO-F —k — 1+11 —____

2 1 1<2 —k~ 1<2—kl 1<2—kl
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Las curvasde desactivaciónobtenidascon los datosexperimentalesse ajustaron

mediantela utilización del programaEXflTintegradodentrodel paqueteinformático SJMFIT

(226).

Comose puedever, la enzimalibre almacenadaa 2 0C de temperaturay pHz3.0así

comoparapH=9.0 (10% de DMF, y/y), describecurvasdeestabilidadquecorrespondena

sistemascon másde una exponencial,en las cualeshay un aumentode actividadsuperioral

inicial, llegandoa valoresaproximadosal 160%,lo queindicaquela actividadespecíficadel

estadode transición(E
1) esmayor quela del inicial (E> comportandosecomoel modeloteórico

definidoporHenley y Sadanacon el número12 (en el cual a~>100 y «2 > 100), (243).Este

hecho también ha sido observado por Mozahev y cois (244). Por el contrario, el

almacenamientoapH=9.0en ausenciade DMF daunacurvade desactivacióntípica. Deello

cabededucirque la enzimaesmásestablealmacenadaa pH=3.0, tal y comoestadescritoy

que la presenciade un disolventeorgánicopolarcomola DMF estabilizala enzima(245).

Esteincrementode actividad(>100%)sepuedeexplicaratendiendoa dosteorías:

1) Unaprimera,basadaen la activaciónde moléculasde quimotripsinógenoprocedentes

del extractode páncreasbovino del que se obtienela enzima,y presentesen el extracto

comenSal,queseríanhidrolizadasa a-quimotripsinapor la propiaproteínao bienpor restos

de tripsinaquetuvieseel preparadocomercial.

2) La segundateoríalo explicaríaa travésde posiblescambiosconformacionalesde la

enzima al encontrarseen disolución produciendoseun aumentode actividad, ya que la

presenciade ionespuedemodificar la actividadenzimáticay suestabilidadtérmicatal y como

sehadescritoparael casode las lipasas(246)

ComocomentaremosmSsadelantela primerateoriaesla validaennuestrocaso.

Segúnaumentala temperatura,el maximodeactividaddisminuyecon lo queel perfil

de desactivaciónpasade un modelo12 de Henleyy Sadana(243)a un modelo 10 u 11, (subida

inicial (a1> 100)y posteriordecaimientopordebajodel 100% («2<100))(pH=3.0a 25
0C).

En cambioa 25 0C y a pH=9.0seobservaun perfil dedesactivaciónen el queno existeun

aumentode la actividadespecíficapor encimadel valor inicial (E > E
1) aunquela presencia

de un 10% deDMF pareceaportarun ligeroefectoestabilizante(modelo6 6 7 deHenleyy

Sadana).A temperaturasmayores(37 y 50
0C) independientementedel pH el procesoviene

130



Resultadosy discusión:Copolínrrosdeinjerto

definidopor unaecuaciónexponencialde decaimientosimple (E>=z0) o doble (E1 # 0), pero

en todosestoscasos (E > E1).

Comparandolas Figuras26 y 27 entresí, vemoscomo se produceuna disminuciónde

la estabilidada medidaque aumentala temperaturasiendoesteefectomuchomás notorio

cuandoel pH esbásicoy no existeningún codisolvente.Ello confirmaque la autolisisde la

proteínase favorecea pHs alcalinosy temperaturasaltas. Asimismo seconsufl el efecto

estabilizantede la DMF disminuyendola protolisisa pH alcalino,datosque estandeacuerdo

con los publicadosrecientementepor Iborra y cok (245), los cuales han estudiadola

estabilidadinducidaporalgunosdisolventesmisciblessobrela enzima,segúnestos

autores,la enzimapresentael siguienteordendeestabilización:dimetilsulfóxido(DM50)>

N,N-dimetilformamida(DMF)>acetonitrilo(AcN)>acetona(AC) > tetrahidrofurano(THF).

ProfundizandomAsenel estudiode la estabilidadde la enzimasemidió el númerode

centrosactivospresentesen la disoluciónen lascondicionesde almacenamientoen las que se

producíaun aumentoinicial deactividad(pH3.0 y pHz=9.0, 10% deDMF, (y/y) a 2 y 25
0C), paraasípoderconocersi el aumentode actividadse debea un cambioconformacional

de la enzimao a] aumentode] númerode moléculasde enzimaactiva (debidoal pasode

quimotripsinógenoa a-quimotripsina).

Paramedirel númerode centrosactivosseempleóel métodode la Sultonadescritoen

la ParteExperimental(Sección111.6.1) (74). Los resultadosse reflejanen la Figura28.

Deestascurvaspodemosdeducirque el aumentode actividadpuedecorrelacionarse

con un incrementoen el númerode centrosactivos,lo cuálseexplicaríapor la hidrólisisdel

quimotripsinógenoa a-quimotripsina.La desactivaciónenzimáticaobservadatambiénparece

estarrelacionadacon un descensoen el númerode centrosactivosútiles parala catálisiscomo

se puede comprobarcuandoaumentamosla temperaturay empleamosun pH alcalino

(pH=9.0, con un 10% de DMIF (y/y) a 25 0C) (Figuras26 y 28), lo cual implica una

disminucióndel númerode moléculasde enzimaactivas,si bien no podemosdecir si por

autolisiso porcambioconformacional.

Esteestudionosindicaclaramentequeexisteunarelaciónentreel númerode centros

activosy la medidamacroscopicade variaciSnde actividadde la enzimaincubadaendiferentes

condiciones,aunqueno podemosdescartarla posibilidadde cambiosconformacionalesque
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puedeninfluir en la actividadenzimátíca,mejorandoo empeorandola calidad de los ya

existentes,haciéndolosmás funcionales,ya queel incrementode actividadque reflejanlas

curvas de estabilidada 2 0C, no se correspondeen porcentajecon el incrementoque

experimentanel númerodecentrosactivos(Figuras26 y 28), y exactamenteigual sucedea

25 0C, dondela disminuciónde centrosactivosnuméricamenteno coincidecon el descenso

en la actividad,aunqueel perfil generalde las curvasescongruenteentresí.

b) Enzimainmovilizada

El objetivo principal de esteensayofue el estudiode la desactivacióndel catalizador

inmovilizado en las condicionesdealmacenamientoa 2 oc parapodercompararlosensayos

realizadosen diferentesfechas.Paraello, se fue midiendola actividadhidrolítica del derivado

c6-cT, almacenadosin agitaciónen estadosólido liofilizado a 2 0c, empleandocomosustrato

GpNA (229), en lugarde BTpNA ya que, comocomentamosen la ParteExperimental,la

hidrólisisde esteúltimo es casi instantánea,lo quedificulta el análisisempleandoderivados

insolubles.

Los valoresde actividadobtenidosa lo largodel tiempose puedenajustara unarecta

(Fig. 29) cuyosparámetrosson:

-Pendiente= (- 4 ±5) x 10~ (porcentajedeactividad/días).

-Ordenadaen el origen = (0.673±0.009)(porcentajedeactividad)

-R2 =0.503

Así, con un 95% de confianzasepuededecirque lapendienteesno significativa, no

existiendodesactivaciónduranteel tiempoobjetode estudio,(Figura29). Por lo tanto, estos

derivadospuedenseralmacenados,al menosdurante90 díasa 2 0c (liofilizadosen estado

sólido), sin queseobservedesactivaciónenzimática.Porúltimo, debemosdecirqueel hecho

dequeno se observeaumentoen la actividadenzimáticadel derivadoinmovilizado (Hg. 29)

tal y como ocurríacon la enzima,libre a pH=3.0 a esa misma temperatura,es lógica

consecuenciade la inmovilización que:
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Tabla 17.- Desactivaciénenzimítica de la enzima libre y del derivado C6-CT a diferentes

temperaturas.

Ent. T (0C) Cataliz. A, k, (II’) t
112 (h)

25 Enz.lib. 102+9 1.2+0.2 0 59+9

2 37 Enz.lib. 93+20 2.4+0.7 0 26+7

3 50 Entlib. 93±12 77±4 0 0.8+0.2

4 25 C6-CT 64+10 1.6±0.6 35+8 92±15 1.6

5 37 C6-CT 70+ 15 3+1.2 20+10 34+9 1.3

6 50 C6-CT 91+8 8+1.2 7+4 9+1 11.2

• Tantopor cientodeactividadrelérido al valor imdal.

b Factor deestabilización(t~ del derivado/t,~dela ennnmhbre.

Deestosdatossededucequela a-quimotripsinasolubleesmuchomenosestableen un

sistemabifásicocon agitaciónqueen presenciaestáticade sistemasmonofásicos(Hg. 26 y

27), (242). Estehechopuedeserdebidoa las interaccionesperjudicialesdel enzimacon las

interfasesAcOEt/H20 o a las interaccionesen la interfaseaire-faselíquida, que resultan

claramentenegativasparala estabilidaddelcatalizador,comohandescrito(iuisány cois(247).

Esteefectodesnaturalizantequecausala agitaciónen sistemasbifásicos,junto con el

empleode unafaseacuosade pH alcalino(anteriormenteindicadacomoclaramenteperjudicial

para la enzimalibre en sistemassin agitación) van a ser los responsablesde la rápida

desactivaciónque sufren tanto la enzimalibre como los derivadosinmovilizados en las

condicionesgeneralesde síntesis(a la luz de los perfilesdedesactivación,obtenidos)(figuras

30 y 31).

En nuestro grupo también se ha estudiado la estabilidad de derivados de lipasa de

Candida rugosa inmovilizada sobre geles hidrofílicos de agarosa y sobre un soporte

hidrofóbicocomoesla sflice. Así, los primerosresultansermásestablesdebidoa su mayor

carácter hidrofílico, que les permite fijar al soportelas moléculasde aguapresentesen el
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medio antesquechoquencontrala enzima,causandosudesnaturalización,lo queno ocurre

conel soportehidrófobo querechazalasmoléculasdeaguacon lo que estasinteraccionancon

la enzima(247, 248).

Por tanto, los soporteshidrofílicosparecenconferirun microentomomásestablepara

la enzimaque los soporteshidrofóbicosfrentea los mediosorgánico/acuosos.El mecanismo

principal de estabilizaciónde los primeroses,por tanto, la proteccióndel contactodirectode

la enzimacon la interfase,evitandoque el disolventey/o el aguapenetreen el centroactivo

de la enzima.Nuestrosderivados,debidoa sucarácterhidrofóbico, son más sensiblesa la

desactivaciónque aquellosderivadossobresoportesporososhidrofílicos, comportándoselos

primerosde forma muy similar a la enzimamodificadaconmetoxipolietilenglicol(249), ya

que ambospresentanun acusadocarácterhidrofébico.

Por otra parte, cuandosecomparanlos perfilesde desactivaciónobtenidosparala

enzimanativay el derivadoinmovilizadosobrecopolímerosde injerto en lascondicionesde

síntesis (Figuras 31) puede observarseuna cierta estabilización, por efecto de la

inmovilización.

En estaocasión,los parámetrosdel procesodedesactivacióndifieren enormementede

los obtenidosen condicionesde hidrólisis ya queel biocatalizadorse desactivaen un solo paso,

por lo tanto, E2=~~ con lo queel esquemageneralquedaríacomo sigue:

a1

Peromientrasque parala enzimalibre el procesodedesactivaciénseajustaa unaecuación

exponencialde decaimientosimple (ecuación[25]):

A~AíekIt [25]

en la queel catalizadorno poseeactividadresidual,conrspondiendoéstecon el modelo 1 de

Henleyy Sadana,queimplica que; k2, «~ y «2 soncero. El derivadoinmovilizadoseajustaa

unaexponencialde decaimientosimple másunaconstante(ecuación[26]):
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A—A ekt+c [26]

lo que suponequek2=0, «2=0y «0tO, por lo tanto, la enzimaconservauna actividadresidual

transcurridocierto tiempo, lo queindica la existenciade un estadointermediodeestabilización

transitoriaaunqueal final sedesactivatotalmentea2~rO, coincidiendocon las consideraciones

expuestasen el caso3 por Henleyy Sadana(243). Estaresistenciaa la desactivacióncausada

porel procesode inmovilizacióntambiénsepuedeobservarde formadirectaa travésdel factor

de estabilizaciónF (relaciónentrelos tiemposde semidesactivaciónde la enzimainmovilizada

y de la enzimalibre) queessiempre> 1. A temperaturaselevadasestefactor aumenta,lo que

suponeunamayorestabilidaddel derivadoinmovilizado frentea la enzimalibre (Figura31).

Para amboscatalizadoresun incrementoen la temperaturaacelerael procesode

desactivación,aumentando,por tanto, el valor de k1 (Tabla 17).

El valorde t1~ (tiempode semidesactivaciónparaamboscatalizadores,(tiempoal cual

la enzimaconservael 50% de suactividad)a 25, 37 y so oc de temperaturavienereflejado

en la Tabla17, dondepodemosobservarque el derivadoes másestableque la enzimalibre.

IV.1.3.-ENSAYOSDE ABRASIÓN

Estos ensayosse realizaronpara comprobarsi realmentela enzimaestá unida

covalentementeal soporteo si, por el contrario, se encuentraadsorbidaen la superficie,

ocluidadentrode la matriz del soporte(Ver Flg. 23, 24 y 25), o simplementeretenidapor

fuerzasde tipo iónico. Es de sobra conocido(250)el hechode que los derivadosinmovilizados

por simple adsorciónfísicade la enzimaal soportesufrenprocesosdedesorcióncuandose

empleanen mediosfundamentalmenteacuosos.

Por estos motivos planteamos el estudio de la posible desorciónpor abrasiónde

nuestros derivados, en un medio acuoso(tampón (K2HPO4/KH2PO4) pH= 7.8, 0.1 M,

condiciones de hidrólisis de GpNA) y en las condiciones en las que realizaríamos losensayos

de síntesis empleando un elevadoporcentajede medio orgánico;AcOEtJTrispH9.0, 0.1 M,

97/3, (y/y), (Sección 111.6.2).

Los resultadosobtenidosen esteestudioseencuentranreflejadosen la Tabla 18. En
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todos los casos, resultó negativa la presenciade proteína en los líquidos de filtrado

(Microbiuret) (228). Tambiénfue negativoel ensayode actividadenzimática(bien en la

hidrólisisdeGpNA (229), bien en la síntesisdel dipéptidoBz-LrTyr-L-Leu-NH2) llevadoa

cabocon los líquidosdel filtrado, siguiendolas metodologíasdescritasen la Sección111.6.2.

Tabla 18,- Resultadosde los ensayosde abrasión, con los derivados de a-quimotripsina

inmovilizada sobre copolimeros de injerto.

Naturalezadel medio (y/y) Derivado

(mg)

Proteína

inicial

(mg)

Proteína

desorbida

(mg)

Activ.

(97/3) AcOEt/tampónpH=z9.O CS-CT, 50 2.1 0 0

(97/3) AcOEt/tampónpH=9.O C6-CT, 50 4.5 0 0

Tampón(K2HPO4/KH2PO4)pH=z7.8 CS-CT, 50 2.1 0 0

Tampón(K2HPO4/KH2PO4)pH=7.8 C6-CT, 50 4.5 0 0

• Actividaden laslíquidosdellitado tantoenhidrólisis(~rmldepNA’min.)

depépddo/mzh.).

conr enprocesosde síntesis(mnrles

Estosresultadosdemuestranque la unión enzima-soportees fuerte y estableen las

condicionesen lasquese llevaronacabolosensayosdeabrasión,que son lasmismasen las

que hemos realizadonuestrosensayosposteriores.Por tanto, podremosafirmar que la

actividadquemuestrannuestrosderivadosesúnicamentedebidaa la enzimainmovilizadade

formacovalentey no a laenzimaliberadadel soporte,adsorbidau ocluida.

lV.1.4.- REACCIONESDE HIDRÓLISiS

Antes de analizar los procesosdesíntesispeptídicaseprocedióa estudiarla actividad

enzimáticade los derivadosinmovilizados en la reacciónde hidrólisis del éster(BTEE)

¡40





Resultadasy discusión:Copolimerosdeinjerto

Como sepuedeobservaren la Figura 32, al representarlas velocidadesinicialesde

hidrólisis frentea las diferentesconcentracionesde BTEE empleadas(entre5 y 90 mM) el

yk deprocesosigueunaclásicacinéticade tipo michaelianocon unosvaloresde y Kmax ~ la cal

(0.20±0.03) mM/mm ., (95 ±25) mM y (94 ±15) mm. respectivamente,(R2 = 0.973).

IV.1 .4.2.- Influenciadel norcentaledemedio acuoso

Un factor fundamentalen estosprocesoshidrolíticosesel estudiode la influencia

del porcentajede aguaen el senodel reactor, puesto que estadeberepartirseentre el

disolvente,el soportey la enzima,comoya comentamosen la Introducción(Sección1.4.3.5).

Así, se llevaron a cabo una seriede reaccionesde hidrólisis de BTEE empleando

diferentesmediosen los cualesel porcentajede fase acuosavarió desde 1 hastael 90%,

empleandoel derivadoC5-CT. Los resultadosobtenidosal representarla velocidadinicial de

hidrólisis frentea la proporciónde tampónTris/ECl pH=9.O, 0.1 M, aparecenen la Figura

33, dondese puedecomprobarcomodichavelocidad inicial crecede forma lineal con el

porcentajede fase acuosahastaaproximadamenteun 80%, valor a partir del cual se

produceun incrementobrusco.

Porcentaje de tampón

O 25 50 75 lOO

-~ 0.100

E ¡

-e

0.050

0.000 -J ~~1~~~~ -—

0 5 10 15 20

Volumen de tampón (mi>

Figura 33.- Influencia del porcentaje de tampón en los procesos de hidrólisis llevados a cabo con el derivado

C5-CT (1.3 mg de derivado/ml equivalentes a 0.053 mg de enzimaimí>.

(16.21, 0.042
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Estoshechosnosindicanquea partirde dichovalordebeexistir ya suficienteagualibre

no retenidao porel soporte,o porel disolventeo porla enzima)comoparaelevarde forma

considerablela velocidadde hidrólisis, al disponerde máscantidadde nucleáfilo(agua).Este

hecho podría explicarse porque, dadala naturalezahidmfóbicade los soportes,el microentomo

de la a-quimotripsinainmovilizadaes tambiénhidrofóbieo(AcOEt) y rechazael agua. Es

necesanaunagran cantidaddeaguaparaeliminarel AcOEIdel microentomode la enzimay

facilitar la reacciónde hidrólisis.

El perfil de la Figura33, seasemejanal que presentanlas isotermasdeadsorciónde

agua (Introducci6n, Fig 11, Sección1,3,4,5). Si comparamosambascurvas,el punto de

despeguede la velocidadinicial dehidrólisis correspondeal puntodeadsorciónde aguapor

el biocatalizadoren monocapay en multicapa.En estazonael aguaeslibre paraactuarcomo

nucleófilopor hallarseen exceso.

IV.1.5.- REACCIONESDE SINTESIS DE PÉPTIDOSCINiÉTICAMENTE

£QNIROLADAS

Estetipo de reaccionesse analizarondetenidamenteen la Introducción,Sección1.4,

donde aparece recogidoel esquemageneraldel proceso(Figura9).

IV.1.5.1.- Influencia de Ja cantidad de enzima

El primer estudio llevado a caboestuvoencaminadoa determinarel intervalo de

concentracionesde enzimaen el cualla conversióna péptidoeramáximay minima la cantidad

deácidoproducidapor la hidrólisisdel donadordeacilo.

Paraello se utilizó comomedio AcOEtJTrispH=t9.0, 0.1 M, 2/1, (y/y), y como

sustratosBTEE y H-L-Leu-NH2 (10 y 40 mM en reactorrespectivamente)y, siguiendoel

procedimientogeneralde síntesis(ver ParteExperimental;Sección111.5), se sintetizó el

dipéptido modelo, variando la concentraciónde enzima desde0.043 hasta0.48 mg de

enzima/mí,en reactor, con los derivadosC1-CT y C2-CT. Los resultadosaparecenen las

Figuras34 y 35 y en la Tabla 19 y 20.
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En las Tablas19 y 20, querecogenlos principalesparámetrosestudiados,talescomo

el tiempo en que se alcanzael máximo porcentajede péptido o la mayor relación

péptido/ácido.

En el casodel derivadoCI-CT (Hg. 34) se apreciamásclaramenteque parauna

concentraciónelevada(0.48 mg de enzima/mló 5.5 mg de derivadoCL-CT/ml, Tabla 19

entrada1), se alcanzarapidamentela máximaconversiónapéptido (94% de péptido, en 30

minutos), si bien inmediatamente comienza a apreciarsela actividadamidásicadel catalizador

(ver Figura 9, Sección1.4), lo queconduceaun elevadoporcentajedeácidoa largostiempos

de reacción(Hg. 34b). Así pues, si sepretendellevar a cabosíntesisa cortostiemposde

traccióndebenutilizarseconcentracionesde enzimarelativamenteelevadas,puesa medidaque

disminuyela cantidadde biocatalizadorempleado,la conversiónmáximaa péptidodesciende,

de igual maneraque disminuyela relaciónpéptido! ácido. No obstante,en ningunode los

demáscasos(entradas2 a5) se observala presenciade la acciónamidásicade la enzima,lo

cual nospermitiríallevar a cabodichosprocesossin perdidadelproductoformado.

Tabla 19.- Síntesisdel péptido Bz-LrTyr-L.Leu-NH,, con el derivado C1-CT en AcOEtITris pH=9.O. 0.1

M, 2/1 (vN), a 250C de temperatura.

EnÉr. mg CI-

crn,Á

mg de a

-crimi

t (h.) % ¡‘¿pudo % Ácido Pep.IAc.

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

e
Apartir deesedenpoaparecela actividadamñldsica

Los resultadosobtenidosson mejoresque los descritospor Clapésy c’ols (251) que

utilizando 120 mg de a-quimotripsinaadsorbidasobrecelite y acetatode etilo saturadocon

aguacomo mediode reacciónhan logradoun 93% depéptido,en 72 h. Asimismo, pueden
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considerarsemejoresque los obtenidosconderivadosdea-quimotripsinainmovilizadasobre

agarosa,suministradospor el grupodel Dr. Guisán,en estascondicionesde AcOEI/Tris

pH=9.O, 0.1 M 2/1, (y/y) (no superandocasi en ningún casoel 50%,comoseveráen la

SecciónIV.2..3.1).

En la Figura 33 semuestrala influenciade la cantidadde enzimaen la síntesisdel

dipéptidomodelo empleandoel derivadoC2-CT, dondepuedeapreciarseque,al igual que

ocurríaen el casoanterior,aunquea menorescala,(debidoa la menoractividadespecíficay

actividadretenidadeestederivado)(Tabla 16), cantidadesde enzimasuperioresa 0.24 mg

de «-quimotripsina/ml(7.25mg de derivadoC2-CT/ml) en reactordan origena la aparición

de la actividad amidásica.No obstantepuedeapreciarse,al compararambosderivados

(figuras34 y 35y las Tablas19 y 20),quelas máximasconversionesapéptidoobtenidascon

el derivadoC2-CT son inferioresalasconseguidasconel derivadoCL-CT, y queen el caso

C2-CT la relaciónpéptido/ácidono aumentacon la concentracióndeenzima,siendomáxima

cuandoempleamos0.24 mg de enzima/ml(péptido/ácido= 4.9). Posiblementelos efectos

difusionalesinterparticularesexplicanla menoractividadlogradaparala mayorconcentración

de enzima(14.5 mg deC2-CT/ml).

Tabla 20. Síntesisdel péptido Bz-L-Tyr-LrLcu-N112, con el derivadoC2-CT en AcOEt/Tris pIBI=9.O, 0.1

M, 2/1, (vii’), a 25
0C de temperatura.

Entr. mg de C2-

CTimj

mg de

a-CT/mi

t (b.) 96 P¿ptido 96 Ácido Pep./ac.

1 14.50 0.480 0.5k 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

Apartir deesetienpoaparecela actividadamidásica

Considerandola apariciónde la actividadamidásicacomo unareacciónindeseable
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desdeel punto de vista sintético, y con la predisposiciónde inclinamoshaciael ahorrode

catalizador,factormuy importantedesdeel punto de vista industrial, decidimostomarcomo

concentraciónóptima0.24 mg dea-quimotripsina/mlparalos próximosensayos.

IV. 1.5.2.-Influenciade los sustratosen los procesosdesíntesisde péptidos

Empleandolas condicionesóptimasdel ensayoanteriorcon el derivadoC1-CT (2.75

mg de derivado/mi,equivalentesa 0.24 mg de cz-quimotripsina/ml,en reactor)se procedióa

sintetizarlos dipéptidos:Bz-L-Tyr-.L-Leu-NH2, Bz-L-Tyr-L-Ala-NH2, Ac-L-Phe-L-Leu-NI-12

y Ac-L-Phe-L-Ala-NH2, paracomprobarla posiblealteraciónde la selectividadporefectode

la inmovilización. Los resultadosobtenidosaparecenreflejadosen las Figuras 36 y 37.

Examinandoestasfiguras seobservaque las mejoresconversionesse obtienenen la síntesis

de los dipéptidosBz-L-Tyr-IrLeu-NI12 y Ac-LrPhe-IrLeu-N112,lo queindica quela H-LrLeu-

NH2 esmuchomejornucleóflloquela H-L-Ala-NH2 paraestederivado,en estascondiciones.

Por lo que serefiere al donadorde acilo, tambiénla Bz-L’-Tyr-OEt esmejorquela Ac-

L-Phe-OEt,al igual queocurrecon laenzimalibre o inmovilizadasobreagarosa(132,252).

Estasconclusionesquedanpatentesen la Tabla 21, dondevemosque la relación

péptido/ácidoesmayorde uno en el casode H-L-Leu-NH2 y menordeuno en el casode la

HJrAla44H2.

Unaposibleexplicaciónse ha debuscaren el tipo de soporte,queal serunamezcla

de dos sustancias, unahidrofóbicamayoritaria(PE) y otrarelativamentehidrofflica minoritaria

(HIEMA), presenta un caráctergeneralhidrofóbico, lo queinduciráproblemasde transferencia

de masa en función de la lipofihia de los sustratos.Cuantomás Iipóide sea el nucleófilo mayor

debe ser su concentraciónen el microentomode la enzimainmovilizada(H-L-Leu-NH2 es más

lipóide que H-L-Ala-NH) (159,252), poresoel porcentajedeácidoesmayorenel casode

la H-L-ALa-NIH2.

Además por lo que se refiere a la naturalezadel donadorde acilo la tirosina se

encuentra benzoilada frente a la fenilalanina acetilada resultando esteúltimo máspolarqueel

primero, por lo que teniendo en cuenta las especificaciones anteriores el sustratomás lipóide

debería “acercarse” mejor al microentomo enzimático, y por ello se obtienenmejores
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conversionescon BTEE quecon APEE.

Además, la presenciadel -OH fenólico en la tirosina ayuda al reconocimiento

enzimáticodel sustratoen el subsitio “P2” del centroactivode la enzima(252b), tal y como

se ha descritoen la bibliografía.

Tabla 21.- Síntesisde diferentes dípéptidos realizadas empleando<2.75 mg de derivado C1-CT/nd

equivalentesa 0.24mg de a-quirnotripsinalm», en AcOEt(Trispll=9.O, 0.1 M, 211, (vii’) comomedio de

reacciény termostatizadasa 25 0C de temperatura.

Dipéptido sintetizado t (h.) 96 Péptido 96 Ácido Pep./Ac. V. inicial a

Bz-L-Tyr-L-Leu-NH
2 24 90 10 9.00 0.01

Bz-L-Tyr-L~A1a-NH2 0.5 28 30 0.93 0.21

Ac-L-Phe-L-Leu-NH2 5 40 25 1.60 0.09

Ac-L-Phe-L-AIa-NH2 5 18 42 0.43 0.06

* Velocidad inicial desíntesisdepéptidosexpresadaenmAl/mm.

Apartir deesetienrpocomienza¡a actividadamidásíca.

Todasestasrazonesjustifican el mejor resultadoobtenidoempleandoL-leucinamida

comonucleófilo y BTEE comodonadordeacilo paraestederivadoen estascondiciones.

Si comparamoslos resultadosobtenidosconel derivadoCI-CT con los consegidoscon

otro derivado de mayor porcentaje de injerto comoesel derivadoC5-CT, perocon igual

actividad específica (Tabla 16) y queaparecenreflejadosen las Figuras 38 y
39y en la Tabla

22, en un medioAcOEtiTrispH=9.0, 0.1 M97/3, (y/y) (Sección 1116.4.2), se observaron

comportamientoscompletamentediferentes(Hg. 36-39).En el casodel derivadoCS-CT se

obtienen mejores conversiones a péptido y una mejor relación péptido/ácido (Tablas21 y 22),

aunque la velocidad inicial de síntesisesmuchomenor.

Al igual queocurríacon el derivadoanteriorla tirosinaes muchomejordonadorde

acilo, en general,quela fenilalanina,perono existenlasgrandesdiferenciasobservadascon

el derivadoCJ-CT. Es decir, parececomosi C5-CT tuviera unamenorespecificidadporel

donadorde acilo queCl -CT.

153



Resultadosydiscusión:Copolfnrrosdeinjerto

La menorvelocidadde síntesisobtenidaconC5-CT respectoa C1-CT puedenatribuirse

a la menorcargaenzimática(Tabla 16) del derivado,y a la mayorrigidezde las moléculas

deenzimaen estederivadodondehabríapocaunión en multicapa,abundanteen Cl-CT.

Tabla 22. Síntesisde péptidos realizadas con el derivado C5-CT, 0.053mg de a-quimotripsina/mi <1.3 mg

de derivado/mi), en AcOEt/Tris pll=9.O, 0.1 M 97/3, (v/i’) ya una T=250C.

Dipéptido sintetizado t (h.) 96 Péptido 96 Ácido Pep./Ac. ‘y. inicial’

Bz-L-Tyr-L-Leu-NH
2 24 97 1 97.0 0.009

Bz-L-Tyr-L-Ala-NH2 24 92 5 18.4 0.01]

Ac-L-Pbe-L-Leu-NH2 24 70 13 5.4 0.010

Ac-L-Phe-L-Ala-NH2 24 98 2 46.0 0.023

Vclocidadinicial desíntesisdepéptidosexpresadaenmPvf/min.

Los buenosresultadoslogradoscon H-L-Ala-NH2 comparadoscon los conseguidoscon

el derivadoCI-CT, puedenatribuirseal mayorporcentajede injerto del derivadoC5-CT

(54.5%) respectoal (38%) del derivadoCl-CT (Tabla 16), que aumenta la cantidad de

HEMA presenteen el soporte,creandoun microentomoalrededorla enzimamáshidrófilo,

resultandomás fácil el accesode la H-L-Ala-NH2, más hidrófilo, al centro activo del

catalizador, a diferencia de lo que ocurría con la enzima libre, que en todos los casos reconoce

mejor a la L-leucinamidafrentea la L-alaninamida.Portanto, esteesun claroejemploenel

que la naturaleza del soporte modificael patrónde reconocimientoenzimático,no debidoa un

cambio estructural en la enzima,sino a unaalteracióndel microentornooriginal de laenzima,

modificandola difusiónde los sustratosal centroactivodel catalizador.

Porúltimo, sehaestudiadola influenciade la naturalezadenucleófiloen la actividad

del derivadoC4-CT (1.3 mg de derivado/mí, equivalentesa 0.24 mg de enzima/mí),

empleando en todos los casos BTEE(10 mM) comodonadorde acilo (Tabla23). Con ello se

pretendever el comportamientodel derivado más cargado (189.2 mg de enzimalg de

copolímero), y así comprobar las aseveracionesanteriores.Estederivadocondujóa la máxima

conversión en péptido a tiempos menoresqueC1-CT y queC5-CT. De lo que se deduce que
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la cargaenzimáticadel derivadocondicionala velocidadcon la que sellega al máximode

conversiónen péptido. Asimismo, seapreciaqueestecatalizadorhidrofobo no conducea la

hidrólisisdel éster.

Todos los aminoácidos utilizados como nucleófilos permitenobtenerbuenosresultados

en estas condiciones salvo aquellos que presentan cargas tanto positivascomo negativasen 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). Así, Sinisterray Puigserver (253) observaron que el grado de

modificaciónno afectala actividadsintética,peroqueel hechodela modificación sí acentúa

la hidrofobicidaddel microentomode la enzima,evitandoque estosaminoácidoscargados

ocupenel subsitio“pa” destinadoal nucleófilo (subsitio“n”), no teniendolugar la reacciónde

síntesis.

Tabla 23.-Influencia en la estructura del nucledfilo en la síntesisdel péptido Bz-L~Tyr-AA empleandoel

derivado C4-CT, 0.24mg de a-quimotñpsinalml (1.3mg de derivado/mi), a una T=250C.

Nucleófilo 96 Pep. tiempo (h.) AcOEII(Tris/HCI)

H-LrLeu-NH
2 >99 6 99/1

H-L-Met-NH2 >99 6 99/1

H-L-Ser-NH2 >99 6 99/1

H-L-Gly-NH2 >99 21 99/1

H-L.Arg-NH2 --- 24 99/1

H-L-Asp-.NH, --- 24 4/1

Otrosautoresexplicanesteefectoquepresentala enzimamodificadaquimicamentey

liofilizada medianteinteraccionesquehacenmenosaccesiblesal sustatolos residuosAsp34y

AspM, que se encuentranen el subsitio ‘p3” (252a), no reconociendoal nucleófiloen el centro

lipéide.

Por otro lado, los autoresarribacitadosconsiguieronrendimientosmuchomejorespara

los aminoácidoscargadosempleandocomocatalizadorun derivadomuchomáshidrófilo de

cz-quimotripsinainmovilizadasobreagarosa(253). Esto se explicaen basea la cantidadde
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aguaen el microentomode la enzimaqueaumentala concentracióndel nucleófilo cargado,

próximo al centro activo, y pensamosque puede ser debido a la disminución de las

interaccionescon los citadoslos residuosAsp34 y Asp~

La H-L~Gly-NiH2 y la H-L-Ser-N112proporcionanmejoresrendimientoscon nuestros

derivadosque los obtenidoscon la enzimamodificada(H-L-Gly-NH2, 69% y la H-L-Ser-N?H2,

89%) o con la enzimainmovilizadasobreagarosa,(H-IrGly-N?H2, 64% y la H-L-Ser-NH2,

89%)comopuedeobservarseen la Tabla23. De estosmismosvaloresdeducimoscomo la Ii-

L-Gly-NH, reaccionamáslentamentequeel restodeaminoácidosno cargados;estehechoha

sido contrastadopornumerososautores,quepostulanque su pequeñotamañole dificulta el

reconocimintoporel centroactivode la enzima(100).

Por lo tanto, nuestrosderivadospuedenconsiderarsecomo similaresa la enzima

modificadacon MPEG, puesto que ambossistemaspresentancarácterhidrofóbico y no

reconocenaminoácidoscargados

IV.1.5.3.- Influenciade la naturalezadel disolvente

La utilización de disolventesorgánicospresentaun indudableinterésen Tecnología

Enzimática y puede ser una poderosa herramienta para el diseño de reacciones de Química Fina

catalizadasenzimáticamente.

La presenciadedisolventesorgánicostanto en sistemasmonofásicos(254), como en

sistemas bifásicos (231), presenta ciertas ventajas sobre los sistemas de reacción

completamenteacuosos(242),entreellascitaremos:

a) La presenciade disolventesorgánicosenel mediode reacciónesla alternativamás

sencillaparadesplazarlos equilibrioshidrólisis/síntesisenel sentidode la síntesis.

b) La presenciade disolventesorgánicospermiteaumentarnotablementela solubilidad

de sustratosy productosno naturaleshidrofóbicos.

e) Generalmentecon la presenciade disolventesorgánicossedisminuyela aparición

decontaminantesmicrobianosen los reactores.

A pesarde todasestasventajas,la utilización de disolventesorgánicosen procesos

enzimáticospuedemotivar importantesprocesosnegativossobrelas propiedadesde estos
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lábiles catalizadoresbiológicos, principalmentesobreel binomio actividad/estabilidad.Las

principalescausasde inactivaciónen disolventesorgánicosserían:

1) interacciónde las moléculasde enzimacon las del codisolventeo con las pocas

moléculasde disolvente inmiscible con agua, presentesen la fase acuosa.Esta

interacciónenzima-disolventepuedetenerdiferentesefectos:

a. - Interacciónde las moléculasde disolventecon los residuosclave del centro

activo y, a consecuenciadeello, alteraciónde laspropiedadescatalíticas(255).

b.- Cambiosglobalesen la estructuratridimensional:

bí) Cambiosproducidoscuandoel tiempodecontactoesbreve, lo quetambién

se traduceen unaalteraciónde su actividadcatalítica(256).

b2) Cambiosproducidoscuandoel tiempo de contactoes medio y largo, que

provocanla perdidade estabilidad(247, 256).

2) Interaccionesde las moléculasdeenzimacon interfaseshidrofóbicasen sistemas

bifásicos(247, 256, 257).

3) El efectode la reduccióndel contenidoenaguaen el entornode la enzimacuando

se trabaja con actividades termodinámicas de agua (a) muy bajas(258).

Por todo ello, la utilización de disolventes orgánicos en Tecnología Enzimática resulta

especialmente atrayente pero también bastante laboriosa y compleja.

Para estudiar qué disolventesseríanlos másadecuadospara llevar a cabo nuestra

síntesis de péptidos, se seleccionaron varios según su logP, descartandose por problemasde

solubilidad de los sustratos los disolventes de logP >3, ensayando entoces: 1,1,1 -tricloroetano

(logP = 2.49), acetato de etilo (logP = 0.73), etanol (logP = - 0.32), acetonitrilo (logP =

- 0.34) 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, (y/y) disolvente

orgánico/Tris pH=9.O, 0.1 M, a una temperatura de 25 0C empleando como catalizador la

enzima libre y los derivados C1-CT y CS-CT. Los resultadosaparecenindicadosen la Tabla

24 y en la figura 40.

A la luz de los resultados obtenidos llegamos a la conclusión de que tanto los derivados

(con alto y bajo porcentaje de injerto) como la enzima libre presentan una alta actividad

sintética cuando el disolventepresentaun logPelevado;en cambio la conversión a péptido es
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mínimao nulasi el logP <O. El acetonitrilopresentaprácticamenteel mismo valor de logP

queel etanolperoel comportamientode la enzimaesdiferenteen ambosdisolventes.Mientras

queno se observósíntesisde péptidoen el casodel etanol, síapareciópéptidoaunqueen muy

pocaproporciónen el casodel acetonitrilo(Tabla 24), tanto parala enzimalibre (20% de

péptidoen 24 h), comoparael derivadoC5-CT (8% depéptidoen 24 h). Ello se explicaen

baseal efectodesnaturalizantedel disolventeprótico(EtOH) frentealacetonitriloque no forma

tantosenlacesde hidrógenocon las moléculasdeenzimay por ello es menosdesnaturalizante

(158, 175).

Estoshechosvienena corroborarque el efectodesactivantedel disolventeorgánico

sobrelas moléculasdeenzimainmovilizadasse puedenejerceren tresaspectos,comoenel

casode la enzimalibre:

1) Efectomacroscópicoligado con el valor del logPo con el coeficientede solubilidad

enaguadeHildebrand(8) y que controlala cantidadde aguaquerodeaal derivado.

En estepuntola acuofiliadel soporteesmuy importante(201).

2) Interaccióndisolvente-enzima,por ejemplo,reacciónde grupos-NH2 libres de la

enzimacon el -CO- de la metilisobutilcetonaparaformar -C=NR-, tal y como se

describeen la bibliografía(132,259), o la formacióndeenlacesdehidrógenoentrela

enzimay grupospolaresdel disolvente.

3) Interaccionesdel disolventeorgánicocon el centroactivo y/o con el complejo

enzma-sustrato

Claramenteel disolventeconmejoresrendimientosfueel 1,1,1-tricloroetano,el cual

posee el valor de logP más elevado. Mientras que los disolventes con logP < O, captan todo

el agua añadida al medio (1-3)96 y además 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

hidratación y por lo tanto sea activa. Por la misma razón, el AcOEt será 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 que ésta adopte la conformación más activa dentro de su

microentorno acuoso y de reacción.

Este resul’.ado está de acuerdo con los datos presentes en la bibliografía, donde se indica

cómo el disolvente más apolar es el menos perjudicial (260). No obstante, este disolvente
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presentael inconvenientede la baja solubilidaddel donadorde acilo en las condicionesde

reacción.

Por el contrario,no se consiguiósintetizardipéptidoempleando1 .4-butanodiolni N,N-

dimetilformamidacomodisolventes,resultadosqueatribuimosa la elevada hidrofilia que

presentanambosdisolventes,con lo cual capturanlas pocasmoléculasde aguapresentesen

el medio, evitando que la enzimaadquiera¡a monocapadehidratación quele proporcionela

conformaciónactivaparapoderUevaracabola reacciónde síntesisde péptidos(Introducción,

Sección1.4.3.5).

Por otro lado, empleando disolventes inmiscibles(1,1,1-tricloroetanoy acetatode etilo)

se observa en ambos casos la formaciónde un precipitadoblanco,cuandoel rendimientoa

péptido es aproximadamente del 70% lo cual facilita su purificación, y se detecta una baja

concentraciónde ácidoa lo largode todala reacciónsin queaparezcala actividadamidásica.

Este cambio en el aspectodel reactor nos indicó que el péptido se extraíadel medio de

reacción precipitando en la faseorgánica sin sufrir ninguna alteración. Pensando en un sencillo

procesode purificacióndel dipéptidoprecipitado(ver ParteExperimental),nos inclinaremos

por emplear los sistemasbifásicos(1,1,1-tricloroetano/TrispH9.O, 0.1 M y AcOEt/Tris

pH=9.O, 0.1 M) que también han reportado buenos resultados a otros autores (247).

IV.1.5.4.- Influencia del porcentaje de faseacuosaen el medio de reacción

empleado en la síntesis de péntidos

Es de sobra conocido (171-173, 24%), que la proporción de fase acuosa presente en

sistemasbifásicoses un factor fundamentalen la actividaddel catalizador.No obstante,esta

cantidad de agua no tiene por que estardirectamenterelacionadaconel aguaque rodeaal

microentornode la enzimainmovilizada,ya quecompitendisolvente,soportey enzimapor

retener el aguadel medio (Introducción, Sección1.4.3.5). Por este motivo y segúnlos

resultadosanteriores,es lógico plantearun estudiocon los diferentesderivadosvariandola

proporción de agua en el reactor. Los resultados aparecen recogidos en las Figuras41 a 46

y resumidosen las Tablas25 a 29.
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Tabla 25.-Síntesisdd péptido Bz-L.Tyr-IrLai-NII, con <2.75mg de derivado C1-CT/nil equivalentesa 0.24

mg de a-quimotripsina/nd), AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, a 250C de temperatura.

(Ii.) 96 Péptido 96 Ácido Pép./ác. y. inicial’ Disol./tmnpón

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

Velocidadinicial desíntesisdepéptídosexpresadaen mM/mm.

Tabla 26.-Síntesiscid péptido Bz-IrTyr-I.rLai-N}1,. con (7.75mg de derivado C2-CT/mI equivalentesa 0.24

mg de a-quimotripsina/mI), AcOEt/Tris pH=9.O, 0.1 M, a 250C de temperatura.

(h.) 96 Péptido 96 Ácido Pép./ác. V. inicial’ Disol./tampón

48 84 18 4.7 0.010 2/1

24 52 38 1.4 0.010 4/1

5 18 25 0.7 0.015 99/1

• Velocidadinicial desíntesisdepéptidosexpresadaenmM/mm.

Tabla 27.- Síntesiscidpéptido Bz-.UTyr-ULeu-MI,. con (6.2mg de derivado C3-CT/nil equivalentesa 0.24

mg de a-quimotripsinalnd, en AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M a 250C de temperatura.

(It) 96 Péptido 96 Ácido Pép./ác. V. inicial’ Disol./tampén

1 70 15 4.7 0.23 2/1

6 77 11 7.0 0.11 4/1

6 81 19 4.3 0.20 99/1

• Velocidad inicial de síntesisdepéptidosexpresadaenmAfmin.
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Tabla 28.- Sétesis del pépddo Bz-lrTyr-ULeu-NH,. con (1.3 ¡ng de derivado C4-CT/mI equivalentes a 0.24

¡ng de a-quimotripsina/nd, en AcOEt/Tris pH’9.0, 0.1 M a 250C de temperatura.

(Ir) 96 Péptido 96 Ácido Pép./ác. V. inicial’ Disol./tanipén

5 84 16 5.3 0.28 2/]

6 83 17 5.3 0.07 4/1

8 99 1 99.0 0.09 99/1

• Velocidadinicial desíntesisdepéptidosexpresadaen mA<t/min.

Tabla 29.- Sétesisdelpéptido Bz-I.rTyr-IrLeu-NH, con (1.3mg de derivado CS-CThnI equivalentesa 0.053

¡ng de a-quiniotripsina/ml, en AcOEt/Tris pIW9.O, 0.1 Ma 250C de temperatura.

(h.) 96 Péptido 96 Ácido Pép./ác. V. inicial’ Disol./tampón

2 52 48 1.1 0.470 Tris saturadob

¡0 58 35 ¡.7 0.040 1/1

24 95 3 31.7 0.025 99/1

• Velocidadinicial desíntesisdepéptidosexpresadaenmAWmin.

b Tris pH =9.0, 0.1 M saturadocon acetato de etilo.

Comocabíaesperar,la proporciónóptimadedisolventesvaríasegúnla naturalezadel

soportey la cargaenzimática.

El primer efectoevidenteque debecomenrarseesel hechode que al aumentarel

portentajede injerto, los derivadossonmásactivos(mayorrelaciónpéptido/ácido)en medios

con menorcantidadde agua,99/1, (y/y). Por el contrario, cuantomenores el porcentajede

injerto, el derivadosemuestramásactivoen un medioeminentementeacuoso(Cl-CT, Tabla

25). Así, derivados con poco grado de injerto (C]-CT y C2-CT 38.0% y 32.2%

respectivamente(Tabla16), referidoa la masatotal de soporte)requierengrandescantidades

de medioacuoso(2/1) paraproporcionamosunabuenarelaciónpéptido/ácido,mientrasque
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con los derivadosC4-CT y C5-CT(54.5% de injerto, referidoa la masatotal de soporte)

ocurre lo contrario (mejor medio 99/1). El derivado C3-CT (49.2% de injerto,

referido a la masa tota] de soporte)se encuentraen una posición intermedia,donde la

proporciónmás interesantees4/1, (y/y) AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M.

Estos hechosindican claramentecomo derivadosmás hidrófilos requierenmenos

cantidadde aguaparallevar acabola síntesispeptídicapuestoqueel microentomoenzimático

serámás favorable,y necesitaremosmenoscantidadde aguaen el macroentorno.Por tanto,

la competenciaentreel sistemaenzima-soportey el disolventepor captaraguase inclina más

fácilmentehaciael primer término en aquellosderivadosconelevadoporcentajede injerto.

Muchosautores(242), han observadola existenciade problemasde transferenciade

masaen sistemaslíquido-sólido,especialmentecuandolos reactivosy la matriz del soporte

difieren muchoen hidrofobicidad.Estehechofue estudiadopor Fukui y cols (220, 221), los

cuales llevaron a cabo la inmovilización de biocatalizadoresen geles obtenidos por

fotopolimerizaciónde resinasy macromoléculasde uretano, tal y como indicamos en la

introducción teórica (Sección 1.4.4.2) variando la relación entre moléculas de fragmentos

hidrofóbicose hidrofílicos, alterandoasílas característicasde los geleshastaencontraruna

relaciónóptimahidrofilia/hidrofobiaentrelos sustratosy el gel, solucionandolos problemas

de transferenciade masa. Para minimizar los problemas de transferenciade masa

anteriormentecitadosMattiassonycols(159)postulan que la velocidad de reacción en sistemas

biocatalizadosquecontienenunainterfasepuede seroptimizadasegúnestasreglas:

1.- logP~ - logP~ 1 debe ser máximo.

2.- 1 logP~ - logP5 1 debesermínimo.

donde logP~, log~ y 1og1~ representan, respectivamente, los coeficientes de reparto del

macroentomo(“bulk phase”), del microentorno o interfase en el que se encuentra el

biocatalizador,y el del sustrato(Esquema31).

En el caso de los dos derivados con igual porcentaje de injerto C4-CT y C5-CT (Hg.

44 y 45), tenemos que el derivado con máscargaenzimática(C4-CT)conducea mayores

conversiones en péptido y sobre todo a mejoresrelacionespéptido/ácido.
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En nuestrocaso,a la luz delos resultadosrecogidosen lasFiguras44 y 45 se observa

un aumentode la velocidad inicial de síntesiscon el incrementodel porcentajede medio

acuoso,2/1 vs 99/1, (0v). Estehechoha sido recogidoen la bibliografía (159) parael caso

de la a-quimotripsinaadsorbidasobre celite empleandoacetonitrilocomo disolventey se

explicaen función de la hidrataciónde la enzimainmovilizada.

Paraunamejorvisualizaciónde los resultadossehan representadoen la Figura46 las

curvasde progresoparala reacciónestándarde síntesis,empleandoun medio 99/1 (y/y)

AcOEt/TrispH=9.0,0.1 M, obtenidasparalos diferentesderivados.Comopuedeverselos

derivadoscon mayorporcentajede injerto conducena un mayorrendimientoen péptido.

IV.1.5.5.- Influencia de la temneratura en los procesosde síntesisneptídica

A fin de estudiar la influencia de la temperatura en nuestrosprocesosde síntesis

peptidica, se llevaron a cabo ensayosa diferentestemperaturas;4, 25 y 37 0C, con el

derivadoC4-CT y siguiendoel esquemageneralde síntesisdescritoen la ParteExperimental

(Sección111.6.45),en lascondicionesmásinteresantesdesdeel puntode vista sintéticopara

este derivado AcOEt/(Tris pH=9.0, 0.1 M en proporciones 99/1, (y/y). Los resultados

aparecenreflejadosen la Figura 47.

El rendimiento final, cercano al 100% obtenido a 4 0C y a 25 0C es similar aunque la

velocidad de síntesisesmuchomenorpara la reaccióna 4 0C, como puede observarse en la

Figura 47. Es de sobra conocidoque un incrementomoderadode la temperaturaoriginaun

aumento en lasvelocidadesde reacción(137, 261).

Cuando la reacciónse llevo a caboa unatemperaturade 37 0C, el rendimientofinal

en péptido resultó ser menor. Este hecho confirma la desactivación observada de los derivados

a esta temperatura, (Sección IV.2.2). Este rersultado concuerda con la importancia actual de

la ~crioenzimología”(161-163), metodología queminimizaestosproblemasde desactivación

enzimática por la temperatura y permite obtener buenas relaciones péptido/ácido a

temperaturas inferiores a O 0C.
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El soportepareceinfluir en estetipo de experimentosde formadecisivaya que tal y

como se ha descrito en la bibliografía (233), cuando se llevan a cabo reaccionesde

esterificación(entreAc-L-Trp-OH y feniletanol)con derivadosdea-quimotripsinasobregeles

de agarosaen el intervalo de temperaturascomprendidoentre 18 y 3~O C, seproduceun

incrementopaulatinode la velocidadinicial de síntesisde forma opuestaa lo que sucedeen

el casode nuestrosderivadosinmovilizadossobrecopolimerosde injerto.

IV.I .5.6.- Influencia de la concentraciónde donador de acilo

La variación de la concentraciónde donadorde acilo (desde5 hasta20 mM) en la

síntesisde péptidoscatalizadapor el derivadoC5-CT deberíaseguir un comportamiento

michaeliano,comocabríaesperarcuandola concentraciónde BTEE, seencuentrasiempreen

defectocon respectoa la denucleófilo (40 mM). En la Figura 48 aparecerepresentadadicha

variación.
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Figura 48.— Variación de la velocidad inicial de síntesisdel dípéptido Bz-L-Tyr-t.Leu-

NR2, en función de la concentraciónde donador de arilo empleandoel derivado C5-CT

(1.3 mg de derivado/ml equivalentesa 0.653 mg de enzima/mi) como medio AcOEt/Tris

pH=9.O, 0.1 M, 97/3, (0v) y 40 mM de L-Ieucinamida.
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Los datosseajustanperfectamenteaunarectaquepasaporel origendependiente(2,1

+ 0.2) X 101 mini y = 0.991, lo que nos situa en e] tramo inicial de una curva

michaeliana,indicándonosque la concentraciónde donadordeacilo empleadano saturaen

ningún momentoal catalizador(5< <143, con lo cualel aprovechamientodel catalizadores

prácticamenteóptimo (159).

En este tramo inicial de la curva michaeliana Pendiente/[E0] = ~ /Km, siendoeste

cocienteuna medida de la eficacia catalítica de una enzima, en este caso su valor es

aproximadamente1, con lo cual ~ Km , como en los procesosde hidrólisis Sección

IV.1.4.1.

Otrosautoresempleandocomodonadorde alo (Z-L-Phe-OMe)en procesosde síntesis

de péptidosutilizandoacetatode etilo saturadocon agua y cc-quimotripsinainmovilizadasobre

celite como catalizador(2.25 mg de enzima/mí) han obtenido resultadossimilares a los

nuestros(159) obteniendovaloresmuy elevadosde 14,,, aparente.

I1l.1~5.7.- Influenciade la concentracióndenucícéfilo

Paraestudiarel efectode la concentración de nucleófilo y tomando como referencia un

trabajo realizadopor Jakubkey cols (145) en el cual se estudiabala eficacia de varios

nucleófilosen los procesosde deacilacióndel complejoacil-enzima(H-IrLeu-N?H2 > H-L-

Val-NH2> H-D-Leu-NHD, se realizó un estudiosimilaren el quese varió la concentración

de un solo nucleófilo para conocer su influencia a lo largo de todo el proceso sintético.

Así se llevaron a cabo reaccionesde síntesisdel dipéptido modelo Bz-L-Tyr-L-Leu-NH2

en presencia de AcOEtITris pH=9.O, 0.1 M, 97/3, (y/y), el derivado empleado fue C5-CT

y siguiendo el esquema general de síntesis peptídica (Sección 111.5). Se varió la concentración

de nucleófilodesde5 hasta 50 mM, manteniendo constantela concentraciónde donadorde

acilo BTEE en 10 mM. Los resultados aparecen recogidos en las Figuras 49, 50 y 51,

mientras que en la Figura 52 se recogenlas velocidadesinicialesde formación depéptidoa

diferentes concentraciones de nucleófilo. Observando estas figuras, se comprueba como

aumentandola cantidacdenucleófiloen la reacción,seconsiguedisminuir la concentración
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1) Paralas concentracionesbajasde nucleófilocomprendidasentreO y 20 mM, puede

observarsecomo seaumentala velocidadinicial de síntesisde péptido al incrementarsela

concentraciónde nucleófilo, hechológico, teniendoencuentael carácterhidrofóbicoqueel

soporteinduceenel microentomoenzimático,que hacenecesariaunaelevadaconcentración

de nucleófilopolaren el macroentornoparadisponerdeunaóptimaconcentracióndel mismo

en las cercanías<le la enzima.Portanto, consideramosque el pasolento de la velocidadde

reacción,enestesistema,serála desacilaciónporel nucleófilo del complejoacil-enzima.

2) Desde20 mM hasta30 miM se produceel efectocontrario,actuandoel nucleófilo

comoinhibidor, impidiendola desaparicióntotal deBThE al finalizar la reacción(comparar

Figuras4%y.49bcon SOby 50c). Estehechopuedeatribuirsea unaocupacióncompetitiva

del centro de reconocimiento del sustrato donador de acilo (p2) por el excesode nucleófilo

presente en e] medio, puesto que la a -quimotripsina es capaz de aceptar ésteres y/o amidas de

leucina como agentes acilantes(133, 252).

3) A partir de 30 mM, el microentomodel derivadoya seencontraríasaturado por la

L-leucinamida; sin embargo, se produce un aumento en la velocidad inicial de síntesis

peptídica,posiblementedebido a existenciade procesosde control termodinámicoque se

acentúancon elevadasproporcionesde medioorgánico97/3, (y/y) AcOEtJTris pH=9.0, 0.1

M y altas concentracionesde uno de sustratos(Sección1.4.2.2). Puestoque estamos

estudiandovelocidadesinicialesde síntesisdepéptidos,hemosdeconcluir queestosprocesos

de síntesis termodinámicase producen simultáneamentecon los procesosde síntesis

cinéticamentecontrolada ya desdeel inicio de la reacciónparaestaselevadasconcentraciones

de nucleófilo, como se reflejaen la FiguraSic, dondese observaya quedesdeel comienzo

de la reacción no sedetectala presenciade ácido.

Volviendo a las especificacionesde Jakubkey cois, los cuales, después de varios

tratamientosmatemáticos,llegaron a la siguienteexpresión(145):

[péptído]- N[ácido] N-[PéPtido]~~~[pépficto]

donde si representásemosla relación [ácido]/[péptido]en función del ln(N/(N-
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producela síntesisdel péptido desdeel comienzode la reacción,de maneraqueaumentala

concentración de péptido con el tiempo hasta un punto a partir del cual podemos decir que se

alcanzael equilibrio. Por tanto, se puede concluir que cuando se trabaja con altas

concentracionesde nucleófiloy un elevadoporcentajede medioorgánico,sepuedeproducir

fenómenosbajocontrol termodinámica.

Probablemente,no se alcanzóun mayorrendimientoen péptidopueslascondiciones

experimentalesempleadasno sonlas idealesparallevar a caboestetipo de procesoscomose

comentóen la Introducciónde estamemoria(Secciones1.4).

flk1.7- REACCIONES DE SÍNTESIS DE PÉPTIDOS EN REACTOR

DISCONTINUO Y POSTERIORPURIFICACIÓN DE LOS MISMOS

IV.1.7.1.- Reutilizacién de los derivados inmovilizados sobre copolimerosde

inierto (PE/HEMA)

.

Un aspectomuy interesanteen todo trabajoen biocatálisisaplicadaesla posibilidadde

reutilizar el biocatalizador después de un ciclo productivo(Figura 13, Sección1.4.4.2).Estos

ensayosse llevaron a cabo, según se describeen la Sección111.6.6.1, empleando una

concentraciónde 0,24 mg de a-quimotripsinalml y los derivadosCl-CT (2.75 mg de

derivado/mi),C2-CT (7.25 mg dederivado/mí),utilizandoAcOEtJTrispH=z9.080/20 (y/y)

comomedio de reacción,mientrasqueparael derivadoC4-CT (1.3 mg de derivado/mi) las

proporciones para llevar a cabo las reaccionesde síntesispeptídicafueron (99/1) <y/y),

empleandocomodisolventesacetatodeetilo y 1,1,1-tricloroetano.Los resultadosobtenidos

aparecenen las FIguras54, 55, 56 y 37, recogiéndoseen las Tablas30, 31, 32 y 33, los

parámetros medidos para cada caso.

Observando los resultados representados en la Figura 54 con C1-CT puede apreciarse

que la peor relación péptido/ácido<Tabla 30) se obtiene en la primera utilización del

biocatalizador.En la reutilizaciónposteriordisminuyede maneradrásticael porcentajede

ácido obtenido; este hechopuedeexplicarsepuestoque, al no habersido liofilizado este

derivadoinmovilizadopreviamentea su uso, la enzimadebeposeerunaelevadaproporción
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Tabla 30.- Síntesisdel péptido Bz-L-Tyr-L-Leu-N112, con0.24¡ng de enzima/mI, (2.75mg

de derivado CI-CT/ml), en AcOEt/Tris/HCI pH=9 (4/1) a 25
0C.

(h.) % Péptido % Ácido Pept./ac. Reacción

48 40 50 0.8 ía SÍNTESIS

48 67 18 3.7 í~ RECUPER.

48 40 4 10.0 2~ RECUPER.

El comportamientodel derivadoC2-CT (Figura55 y Tabla 31) en las reutilizaciones

esmáscercanoa Cl-CT (Figura54 y Tabla 30) quea C4-CT (Figura56 y Tabla 32). El

derivado C2-CT en un medio de AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 4/1, (y/y) presentaun

comportamientodiferenteal del derivadoC1-CT, (Fig. 54). El derivadoC2-CT sedesactiva

despuésde cadareutiuización,disminuyendotanto la actividadtransferásicacomola esterásica

a pesarde lo cual la relaciónpéptido/ácidocreceligeramente.Ello debeatribuirseal menor

grado de injerto del polímero C2, que lo hace más lipoide y por tanto, más sensiblea la

alteraciónde su estructuraporun disolventerelativamentelipoide comoesel acetatode etilo.

No obstante,al igual quepasabaen el casodel derivadoCl-CT, la disminuciónen la reacción

de hidrólisis del donador de acilo con el númerode reutilizaciones,esmásacusadaque la

observadaenel casode la actividadtransferásica(Tabla30) comose apreciapor el aumento

de la relaciónpéptido/ácido.

Tabla 31. Síntesisdel péptido Bz-L-Tyr-I.rLeu-NH
2, con 0.24mg deenzima/mI,(7.25mg

de derivado C2-CT/mI), en AcOEt/Tris pll=9.O, 0.1 M, (4/1) a 25’C.

t(h.) 96 Péptido %Ácido Pep./Ac. Reacción

24 50 35 1.42 ía SÍNTESIS

48 22 11 2.00 i a RECUPER.

48 16 7 2.29 2~ RECUPER.
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A diferencia de los dos derivadosanteriores, el derivado C4-CT, ademásde

proporcionamosun mayor rendimiento,no se desactivaapreciablementeen los primeros

ciclos, siendonecesarios5 de ellosparaqueseempiecea apreciarunadesactivación,y 10 para

que su actividad disminuya por debajo del 50%. No obstante, y a diferencia del

comportamientode los derivadosCI-CT y C2-CT, con el derivadoC4-CT(ng. 56), a medida

que se reutiliza la enzima desciendela actividad transferásicay aumentaaunque muy

ligeramente la actividad hidrolítica. Este hecho, es atribuible al gran porcentajede injerto del

soporte empleado, y a la elevada carga enzimática.

Tabla 32.- Síntesis del péptido Bz-L-Tyr-ULeu-N112, con 0.24 mg de enzima/mI, (1.3 mg

de derivado C4-CT/ml), en AcOEt/Tris pH=9.O, 0.1 M (99/1, y/y) a 25
0C.

(h.) 96 Péptido 96 Ácido Pept./ac. y. Inicial2 Reacción

6 99 1 99.0 0.070 ía SÍNTESIS

24 99 1 99.0 0.023 22 SÍNTESIS

24 90 10 9.0 0.066 52 SÍNTESIS

24 44 12 3.7 0.011 ioa SÍNTESIS

Velocidad imda¡ de síntesisdepéptido(mM/mM.)

Cuando el disolvente es 1,1,1-tricloroetano (logP = 2.49) (234), no se aprecia

disminuciónen el rendimiento(Figura 57 y Tabla 33), ni la apariciónde ácido, solamenteun

ligero descensoen la velocidadde síntesis,despuésde 5 ciclos productivos,demostrando

claramentecomo estosdisolventesinmisciblescon el agua, de elevadologP, son menos

peijudicialesparala enzimaque el acetatode etilo (260).

El conseguir10 ciclos de síntesisconbuenosrendimientosen péptidoesun excelente

resultado teniendo en cuentael efectodestructorsobreel derivadoque ejerceel sistemade

agitación en el fondo del reactor.

Comparando los valores de velocidades inicialesde las Tablas32 y 33, nos llama
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primeramentela atenciónla enormediferenciaqueexisteentreambosdisolventes,siendola

velocidadinicial de síntesisen 1,1,1-tricloroetano10 vecessuperiora la obtenidaen acetato

de etilo; por otra parte, en el casodel disolventedorado la velocidadde la 22 síntesises

superioral de la i a síntesis,lo quepareceindicar que la enzimase habitúaa reconocera estos

sustratos, modificando su forma y adaptándola a los requerimientos del BTEE y de la Ir

leucimamida,soportando este cambio las manipulacionesde los procesosde recuperacióndel

catalizador. Este hecho se demuestra más claramente con los datos recogidos en el apanado

siguiente.

Tabla 33.- Síntesis del péptido Bz-L-Tyr-LrLeu-NIH2, con 1.3 mg de derivado C4-CT/ml,

equivalentes 80.24 mgde enzima/mi, en 1,1,1-tricioroetano/Tris pII=9.O, 0.1 M, 99/1,

(y/y) a 25
0C.

t (mm.) 96 Péptido 96 Ácido Pept./ac. V. iniciaf Reacción

15 99 1 99.0 1.092 ya SÍNTESIS

30 99 1 99.0 1.383 2~ SINTESIS

120 99 1 99.0 0.350 ~a SÍNTESIS

Velocidadinicial de síntesisdepéptido(mAd/min.)

IV.1.7.2.-Reaccionesde síntesisconsecutivasempleandoderivados

inmovilizados de cz-auimotriosina sobre conolimerosde injerto

.

Se han denominado“síntesis consecutivas” a aquellos ciclos de producción de

dipéptidosque tienenlugardentrodel mismo reactorsin purificar el producto,y dondela

separaciónentreun ciclo y otro, vienedefinidapor el consumototal del donador de acilo, a

diferenciadejasreutilizaciones,en las cuales,despuésdecadaciclo, seextraeel productoy

seaíslael catalizador,paraposteriormenteempleardichocatalizadorrecuperadoen el senode

otro reactor,con un medio de reacciónfresco, sin que existaun acumulodepéptido, como

189



Resultadosy discusión:Copolimerosdeinjerto

sucedeen lasreaccionesde síntesisconsecutivas(Sección111.6.6.2).

Guisány cok. (263), han llevadoa caboprocesosde “reQeneracióndel catalizador”

,

los cualestambiénimplican la existenciade ciclos, peroqueson diferentesde los definidospor

nosotros,puestoque estosautoresaunquetambiénmiden la actividadde la enzima,la aíslan

del medio de reacción,la desnaturalizancon ureao guanidinay posteriormente,en medio

acuoso, hacen que se vue]va a plegar para a continuaciónmedir de nuevo su actividad,

repitiendoesteprocesovariasvecescon el fin de observar si la enzima pierde o no actividad.

(263).

Hemosestudiadolo que sucedeen estetipo de síntesisconsecutivas,debidoal hecho

de quee] objetivo de todo procesoqueseintentellevar a unaescalaal menossemi-industrial

pasaporobtenergrandescantidadesde producto,con sencillosprocesosdepurificacióny con

bajascantidadesde catalizador.

Estosensayoshan sido posiblesgraciasa los resultadosobtenidosanteriormentecon

los estudioscon diferentessoportes,en las distintascondicionesde reacción.Así, hemos

podido encontrar condiciones en las que la actividad amidásica no aparece (97/3, (y/y)

AcOEt/(Tris pH=9.0, 0.1 M), yaqueel dipéptidose extraeprecipitandoen la fase orgánica,

permaneciendolejos de la enzimay no hidrolizándosea lo largodel tiempo (Hg. 44 y 45,

SecciónIV.1.5.4), hechoqueesfundamentalparallevar a caboestasreacciones.Tambiénes

imprescindibleobtenerrendimientoselevados(próximosal 100%)comolos que se obtienen

con derivados de elevado porcentaje de injerto (Hg. 46, Sección151.1.5.4).El hechode la

existencia en estas condiciones de síntesis termodinámica, además de aumentar el rendimiento,

favorece la purificación de los productos al disminuir la cantidad de ácido presente en la

reacción (Fig. 51 b y c, Sección IV.1.5.7y Hg. 53, Sección lV.1.6).

Analizadas estasconsideracionesllevamos a cabo síntesisconsecutivassegún se

describe en la parte experimental (Sección m.6.6.2) empleando como medio de reacción

AcOEt/Tris pH =9.0, 0.1 M, 97/3, (y/y), 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 aumentode la actividad enzimática, hasta lkgar

a un máximoen el 40 ciclo, paraposteriormentepasara unaetapaquedura6 ciclos en
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Figura 58.- Variación de la velocidadinicial de síntesisde péptidos (Bz-L.Tyr-L.Ala-NH2), en función del

número de ciclos de “síntesis cons~utivas”, empleando 1.3 mg del derivado C6-CT/nd, <0.113 mg de

enzima/mí), en un medio AcOEtfTris pH=9.0, 0.1 M, 97/3, (y/y) ya 25 oc de temperatura.
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Ala-NH2), en función del tiemno. empleando1.3 mg del derivado CÓ-CT/nd, (0.113mg de en2imalml), en

un medio AcOEt/Tris pH9.0, 0.1 M, 97/3,(y/y) ya 25 oc de temperatura.
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los quela actividadenzimáticaseestabiizaen un valor muy porencimadel inicial (~ 500%),

parafinalmente comenzara descenderhastallegar, despuésde 12 ciclos sintéticosa una

actividadinferior a la inicial.

Conociendolas curvasde desactivacióndel catalizadoren estemismo medio <Figuras

30 y 31), en las cuales se observa como éste pierde actividad desde el principio y

comparándolas con la Figura 59 en la que seaprecia como el catalizador aumenta su actividad

por encima del valor inicial hasta las 72 h., podemos, pues, concluir que el comportamiento

del biocatalizadoren presencia de los sustratos es distinto al que se describe cuando éste se

incuba,en lasmismascondicionesexperimentales,en ausenciade dichossustratos(Figura

30). Ello sedebeal Bioinpinling querealizael sustratosobreel derivadoinmovilizado. Estos

hechosconcuerdancon los resultadosdescubiertosporGuisány cois. los cualeshanobservado

cambiosde actividaden la ct-quimotripsinaal inmovlizarlasobregelesde agarosaen presencia

de ciertos sustratos, (264).

Comparandolas Figuras58 y 59 entresí podemosdeducirque tanto el númerode

ciclos como el tiempoquepermaneceel catalizadorenel reactorsonfactoresimportantesen

este tipo de reacciones, aumentando la actividad hasta llegar a un máximo en el 40 ciclo, para

descenderpaulatinamentea continuación(Fig 58), mientras que con respectoal tiempo, el

máximo se alcanza a los 3 días, para a partir de entonces disminuir la actividad hasta un valor

inferior al inicial transcurridos6 días.

De forma análoga,sellevaron acabosíntesisconsecutivasparaobtenerlos dipéptidos

Bz-LrTyr-Ala-NH2, Ac-L-Phe-LrLeu-N}12 y Ac-IrPhe-L-Ala-NW , obteniendoresultados

similares.

151.1.7.3.-Purificación del péntidosintetizadoen las reaccionesconsecutivas

Una vez realizados los procesos de síntesisconsecutivas,con un rendimientomuy

proximo al 95% de péptido en cada ciclo, medianteuna sencilla metodología, (Sección

m.6..6.3), se logró la purificación de los dipéptidosconsiguiendoBz-L-Tyr-L-Leu-NiH2, Bz-L-

Tyr-L-Leu-NH2 Ac-L-Phe-L-Leu-NH2,Ac-.L-Phe-L-Ala-NH2 (este dipéptido presentó algunos

problemasde purificacióndebidoa su mayorsolubilidaden medioacuoso).Estosproductos
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han sido caracterizados mediante análisis elemental y espectroscopia de resonancia magnética

nuclearde (‘H) protón . A continuaciónsemuestrandos ejemplosen los cualesel gradode

purezaespróximoal 98 %:

Microanálisisdel dipéptidoBz-L-Tyr-L-Ala-NH2:

96 Carbono % Hidrógeno 96 Nitrógeno

64.21

63.43

5.95

5.98

Valoresteóricos

Valoresprácticos

Microanálisisdel dipéptidoBz-L-Tyr-L-Leu-NTH2:

96 Carbono 96 Hidrógeno 96 Nitrógeno

66.48

65.10

6.85

6.69

10.57

10.48

Valoresteóricos

Valoresprácticos

Los resultadosdel espectrodeResonanciaMagneticanucleardeprotón (RMN ‘H)

semuestranacontinuación:

DipéptidoBz-L-Tyr-L-Ala-N~H2

(RMN ‘H) ((CD3)250,250 MH2) 8(ppm)= 1.2 (d, 3H, CH3 (29; 285-3.00(dd, 2H (1-¡,

H)); 4.20 (q, lH, CH (2)); 4.57 (m, IH, CH (29); 6.62 (d, 2H, NW (49); 7.03-7.28(25,

NR (l0y 19; 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 (5, JH, OH

fenólico).

DipéptidoBz-L-Tyr-L-Leu-N112

(RMN‘H) ((CD3)2S0, 250 MHZ) b(ppm)= 0.85 (dd, 2CH3, 611, (3’~’ y 49); 1.49 (m, 1H,

CH (3’9; 1.60 (m, 211, CIj (2’9; 285-2.97(dd, 211 (l-j, U1,)); 4.23 (m, IH, CH(2)); 4.59

(m, 1H, CH (29); 6.62 (d, 2H, NW (49); 7.01-7.29(25, NR (10 y 19; 7.13 (d, 2H, CH

(5), CH (9)); 7.45 (m, 3H; CH(14), CH(15), CH(16)); 7.76 (d, 211, CH(6), CH(8));

7.98-8.50 (2d, 211, CH (13), CH (17)); 9.15 (5, 1H, OHfenólico).

11.82

11.61
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IV.2.- ENSAYOS CON DERIVADOS INMOVIIJLZA.DOS DE a-ET
1 w
106 742 m
522 742 l
S
BT


OULMOTRIPSINA SOBRE GELES DE AGAROSA

.

Paracompararlos derivadosde a-quimotripsinainmovilizada sobrecopolímerosde

injerto (PE/HEMA) con otros conocidos,hemosllevadoa caboensayossimilarescon unos

derivadosde a-quimotripsinainmovilizadasobregelesde agarosaperfectamentecaracterizados

porel grupodel Dr. Guisán,a los cualeshicimos referenciaen el ApartadoUI.4.

Así pues, en este apartado nosvamosa centraren comentarlos resultadosobtenidos

en ciertos experimentos muy concretos que nos valdrán como termino de comparación.

IV.2.1.- CARACTERIZACIÓNDE LOS DERIVADOSINMOVILIZADOS

SOBREGELESDEAGAROSA

En la Tabla 34, se muestran las caracteristicas de los tres derivados de a-quimotripsina

inmovilizada sobre geles de agarosa.

El derivadoobtenidopor unión unipuntualy con mayorcargaenzimática(AGU1-CT)

presentauna baja actividad retenidasi bien esta se midió a pH=6.O. En los otros dos

derivados, la determinación de la actividad hidrolítica se realizó a pH~=7.8, (óptimo para la

enzima) (159, 229). Puede apreciarsequeestosderivadosAGU2-CT y AGMl-CT de igual

carga enzimática presentan valores muy similares de actividad específica de hidrólisis a cortos

tiempos de reacción, independientemente de si se trata de un derivado uni o multipuntual.

Si comparamos la actividadespecificade estosderivadosen la hidrolisis del GpNA

(229), (Tabla34) (3.76 y 2.70 gM/min. mgde enzima) con los derivados inmovilizados sobre

copolímeros,(Tabla 16) (0.36-4.26~M/min. mg deenzima)vemosque ambosgruposde

derivados inmovilizados presentanvalores similares, a pesar de tener los derivados

inmovilizados sobre geles de agarosaunacargaenzimáticasensiblementeinferior, (6 mg de

enzima/ml de gel) frente a (33-189 mg de enzima/g de copolímero) (Tabla 16). Esto indica

que toda la enzimainmovilizadasecomportade la misma forma independientementede la

carga del derivado, no pbservandoseproblemas difusionales en aquellos derivados más

cargadoscomocabríaesperar.
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Tabla 34 Caracterización de los derivados de a-quimotripsina inmovilizada sobre geles

de agarosa.

Soporte Derivado¡
1Derivado Activación’ Carga1, 96 Act. ret.c Activ. espji Acdv. ~

AGU1-CT

AGU2-CT

AGM1-CT

0.5

0.5

75

19.0 --- --- 0.07 + 00O6~

6.0 67 + 2 3.76 + 0.08 3.3 +0.2”

6.0 49.5 + 0.7 2.70 + 0.06 2.8 +0.2”

• Actiw¿cióndel soporte4wrl dealdehido/m)degel).

“Determinadapor el nt~todode Lnvwy(mgde cnt/mldegel), (densidaddel gel 0.7g/ml) (237).

Porcentajedeactividadretenidaexpresadacomo:(mgdeenánmactiva/mgdeenzimaumda)XI00

d Actividadespecificacalculadaporel n~tododel CÚ’N4. ((kM/mit. mgdeenz3(229).

ActividadespecilicacalculadaenpHstatenla hidrólisis deBiES(misil/mit. mgdecnt,).

£ Actividadenzimáticaenla hidrólisisde BTEE, enpleandotanpón6sIñtopH=6.0 0.01 Mi

“Actividad enzimáticaenla hidrólisisdeRTEE,enpleandotanyónfoslátopH=7.80,01 Mi

IV.2.2.- REACCIONESDE HIDRÓLISIS DE BTEE

IV.2.2.1- Estudio cinético del nrocesode hidrólisis

Primeramente se realizó un estudio cinético del proceso de hidrólisis, con los derivados

(AGU2-CT y AGM1-CT) y el éster queposteriormenteemplearíamoscomodonadordeacilo

en las reaccionesde síntesisdepéptidos(BTEE), en diferentesconcentraciones,variandodesde

5 hasta90 mM, y empleandoun medio con una importantefaseacuosaparafavorecerel

proceso de hidrólisis, AcOEtITris pH=9.0, 0.1 M 2/1, (y/y). Para ello, se siguieron las

condicionesexperimentalesdescritasenel apartado111.7.1.1.

Los resultadosobtenidossemuestranen lasFIguras62 y 63:

Como se puede observar el procesosigue una cinética michaeliana,para ambos

catalizadores, presentado para el derivado AGU2-CT los siguientes valores de parámetros V~,
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Km Y K3,:

Vma. = (0.15 ±0.02)mM/mm.

Km = (62 ±19) mM

= (45 + 6) mm.

1V = 0.973

0.10

0.08
e

-1

~- ofle)

13 -1

006-1 Eadie-I-Iofstee
0.04j 006-1

004

002 —

0.02—~ 1.2 ca, v—’—fl--r ‘~rflm ¡
0060 0061 0062 0023 0064 0006

Y/x

0.0 —

o 2S 50 75 100

[BTEEI (mM)

Figurd 62.- Representación de Michaelis-Menten, para el proceso de hidrólisis de BTEE, empleando el

derivado AGU2-CT (8.85mg de derivado/mi, 01)76mg de enzima/ini).

Mientrasqueen el casodel derivadoAGMI -CT estosfueron:

Vmax = (0.10 ±0.01)mM/mm.

Km= (27±6)mM.

kcat= (33 ±3) mm:’

it = 0.974
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Figura 63.- Representación de Michaelis-Menten, para el proceso de hidrólisis de BTEE, empleando el

derivado AGMJ-CT (8.85 mg de derivado/mI, 0.076 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 más eficaz en la catálisis

debido a su mayor valor de constante catalítica o número de recambio, lo que indica que el

distinto grado de rigidez de los dos derivados modifica el reconocimiento del sustrato y la

consiguiente acilación de la sernadel centroactivo. Comparandolos valoresde (V1~, K,,, y

con los obtenidos con los derivadossobrecopolímerosde injerto, observamoscomopara

todos los casos, los valores obtenidos con derivados inmovilizados sobre geles de agarosa son

menores. Por lo tanto, existen problemaspara que se lleve a cabo el acto catalítico, con lo cual

las constantes son realmente aparentes.

Un valor elevado de K~, como en el caso de los derivados obtenidos sobre copolímeros

de injerto (K1, = 95±25),indica que se necesita una mayor cantidad de sustratoparaalcanzar

la saturación 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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catalíticaseatambiénmenorparalos derivadosinmovilizadossobregelesde agarosa,significa

que estos son menos eficaces en el proceso de hidrólisis de BTEE, o lo que es lo mismo el

númerode moléculasde sustratoconvertidasporunidadde tiempoesmenor.

Todasestas consideraciones demuestran que la naturaleza del soporte (geles de agarosa

o copolímerosde (PE/HEMA)) afectaenormementea la actividadde la enzima.

IV.2.2.2.- Influencia del porcentaje de medioacuoso

Como paso previo al estudio del proceso de síntesis cinéticamente controlada se

llevaron a caboalgunosensayosdehidrólisisdel ésterque se utilizarácomodonadordeacilo

en los posteriores procesos de síntesis; aumentando paulatinamente la proporciónde fase

acuosa en el medio de reacción, variando desde 99/1 hasta 10/90 (y/y) AcOEt/TrispH=9.O,

0.1 M, observando que los dos catalizadores presentan un comportamientosimilar, comose

indica en la Figura 64. A medida que aumenta la cantidad de agua en el medio se produce un

pequeño incremento en la actividad hidrolítica, cuantificada como velocidad inicial de

hidrólisis, hastaalcanzarun puntoen el quela actividadsedispara,consiguiendocon pequeños

incrementos en la cantidad de agua un gran aumento en la actividad hidrolítica.

Estosdatoscoincidencon los obtenidosporPeterHalling al analizarla influenciade

la actividadde aguaen la velocidadinicial de síntesisdel esterAc-L-Trp-OEt, empleando3-

pentanonacomodisolventey comocatalizadoresderivadosde a-quimotripsinainmovilizada

sobre gelesde agarosa,obteniendoa partir de una actividad de aguacercanaa 0.75 un

incrementobruscode actividad.Contrarioa lo quecabríapensaren estetipo de reaccionesen

las que un exceso de agua dificultaría la reacción de síntesis del ésterAc-L-Trp-OEt, ya que

es uno de los productos.Estosautoresopinan que estetipo de derivadosrequierengran

cantidadde aguaparaconferira la enzimala flexibilidad necesariay llevara cabola reacción

encondicionesóptimas(265).

Por otro lado, Arroyo y cois, han obtenido resultadossimilaresa los anteriormente

expuestosparalos derivadosdeagarosa,empleando derivados inmovilizados de lipasa B de

Candidaantártica sobresílice en la reaccióndeesterificaciónde ibuprofenocon 1-propanol,

desarrollandoun método semiempírico paraconocerel valorde a.~ al quese debepreequilibrar
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presentanel mismocomportamiento,yaque seestaríahidratandola agarosay ambosderivados

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 puntoambosderivadosactúande formadiferente:así,

mientras el derivadounipuntual AGU2-CT muestraun incrementobrusco de actividad

hidrolítica paraun porcentajede medioacuosoinferioral 60% (11.38mi) , con el derivado

multipuntual (ACM 1-CT) dicho incrementose manifiestacuandoel porcentajede medio

acuoso es cercano al 80% (15.78 mí). Obviamente,estehechoindicaclaramentecomo el

sistema más rígido (multipuntual) precisade mayorcantidadde aguaparadisponerse en la

conformación óptima para llevar a cabo la hidrólisis, mientras que para bajos contenidos en

agua ambos sistemas se comportan de manera similar (265).

Los derivados obtenidos sobre copolímeros de injerto (derivado C5-CT) se

comportaban como el derivado multipuntual, teniendoel punto de corteentreambasrectas

próximo al 80% de tampón (16.21 mi). Ello indica que el aumento de la rigidez de la molécula

de enzimaproducidopor la unión multipuntual, aumentala hidrofobicidadaparentedel

derivado,ya que se parecemásal derivadoinmovilizadosobreel copolimero(PE/HEMA)

hidrofobo (Figura 33).

IV.2.3.- REACCIONESDE SINTESISDE PEPTIDOSCINÉTICAMENTE

CQNTRQLADAS

IV.2.3.1- Influencia de la cantidad de enzima

.

Paradeterminarla zona de trabajo en la cual la conversiónapéptidoesfunción lineal

de la cantidad de enzimapresenteen el reactor, se realizaron diversos experimentos con

cantidades crecientes de catalizador, (AGUl-CT), (desde 1.6 hasta 17.7 mgde derivado/ml

equivalentes a 0.043 y 0.48 mgde enzima/mi), empleando como medioAcOEtITris pH=9.0,

0.1 M 2/1 (y/y), mostrándoselos resultadosobtenidosen la flg. 65 y Tabla 35.

Puedeapreciarseque para unaconcentraciónelevada(0,48 mg de enzima/ml en

reactor),seobtieneuna rápidaconversióna péptido, alcanzando un 50% de p¿ptidoen 3

horas,si bienparatiempossuperiorespuedeapreciarsela actividadamidasicadel derivado,
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lo que conduce a una gran proporción de ácido a largos tiempos de reacción. El mismo

comportamiento se obtuvó cuando se utilizó esta misma cantidad de enzima con los derivados

Cl-CT y C2-CT (Hg. 34 y 35)

Estosvalorespuedenconsiderarsemejoresque lospreviamenteobtenidosen el grupo

por Salvadory cois (209), empleandoderivadosinmovilizadossobregelesdeagarosaa una

concentraciónde 8 mg de enzimainmovilizada/ml (17vecesmásenzimaque la empleadapor

nosotros)en unamezclaDMIF/H,O, estosautoresalcanzanunamáximaconversiónde un 47%

en péptidoen 60 minutos.

Tabla 35.- Influencia de la cantidad de derivado añadido en la síntesisdel dipéptido

modelo, (AcOEt/Tris pH=9.O, 0.1 Nl) (2/1, y/y) a T=250C, y con una relación

(BTEE)/(H-L-Leu-NH
2) de 1/4).

Entr. mg/ml de

Ag-a-CT

mg de

a-CT/ml

t (h.) % Péptido % Ácido Pép./Ac.

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 A tieq’os nmyores se aprecia actiiodad amidásica

De ello cabe deducir que la mezcla bifásica acetato de etilo/tampón esmejor que la

monofásica DMF/H~, para llevar a cabo la síntesis de péptidos. Este resultado con los datos

expuestos por Guisán ycols. (209, 247). No obstante,convienerecordarquelas formaciones

de péptidoy de ácidoenestascondicionesson procesoscompetitivos,puesse forman ambos

pmductosyadesdeel comienzode la reacción,segúnse muestrala Figura9 (Sección¡.4.2).
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Con 0.24 mgde enzima inmovilizada/mi, se observa una ligera acción amidásica, no

apreciándose ya para cantidades inferiores de enzima (Sg. 65). De los resultados indicados

en Ja flg. 65 y Tabla 35 podemós observar como la menor cantidaddederivadoempleado

(entrada 6) conduce a la mayorrelaciónp¿ptido/ácido,no manifestándosela acciónamidásica

en ningún momento.

La máxima relación péptido/ácido y el tiempo que se tardaen alcanzarlason los

parámetros que mejor definen un procesode síntesiscinéticamentecontrolado.De estos

valores, recogidos en la Tabla 35, podemos deducir que la mayor selectividad hacia la

formación de péptido se alcanza con la menor cantidad de biocatalizador (0.043 mg de

enzima/mí), si bien la reacción transcurre muy lentamente, pues como se comentó en la

Introducción (Sección 7.4.2) la concentración de enzimaafectafundamentalmenteal tiempo

que se tardaenalcanzarel maximoporcentajeen péptido.

La relación péptido/ácidoobtenidaes, en general, inferior a la conseguidacon los

derivadosinmovilizadossobrecopolímeroshidrofóbicos(Tablas19 y 20). Ello seexplicaen

función de la naturaleza hidrofilica del soporte, agarosa,que en estascondicionesfavorecela

hidrólisis del donadorde adioa ácido. Así, el porcentajede ácidoen el casode los derivados

inmovilizados sobre agarosaes máselevadoque para los derivadosinmovilizados sobre

copolímeros.

No obstante,no seobservangrandesdiferenciasa bajasconcentracionesdeenzima,tal

y como describen Clapésycols. parael casode a-quimotripsinaadsorbidasobrecelite (251).

Esto nos induce a pensarque la agarosaactuandocomo soporte no ejerce ninguna acción sobre

la actividadenzimáticacuandoel parámetroen estudioes la concentracióndeenzimaen el

reactor.

TV.2.3.2.-Influenciade la estructuradel nucleófiloy del donadordeacilo

enprocesosde síntesispeptídica

.

Comoseindicaen la introducciónteóricadeestaMemoria, la a-quimotripsinanativa

esunaendoproteasaquereconoceenel subsitio P2(segúnla nomenclacuradeHansch,(111))

(“ar”, segúnla nomenclaturade Niemanny Cuningham(104)) a un aminoácidoaromático(33,
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96), mientras que carece prácticamente de especificidad en el subsitiop1 ó “n” que reconoce

al nucleófilo (266). Para comprobarsi el derivadoinmovilizado sobreagarosamantienela

misma especificidad que la enzima nativa, se procedióa sintetizarcuatrodipéptidosdiferentes

empleandodosdonadoresde acilo: Bz-L-Tyr-OEt y Ac-L-Phe-OEt.y dosnucleófilos:H-L-

Leu-N}I-, y H-L-Ala-NI-l 2~ Se utilizó asimismo una concentracióndeenzimade0.24 mg de

enzima/ml (8.85 mg de derivado AGUl-CT/ml), con tres disolventes en los que el

comportamiento del derivado es muy diferente; 1,1 , 1 -tricloroetano, metilisobutilcetona

(MIBK) y acetatode etilo (AcOEt), en proporciones99/1 (y/y) disolventeorgánico/Tris

pH=9.0, 0.1 M.

Los resultados aparecen recogidosen las FIguras66-71y en la Tabla36.

Observando los resultados obtenidos en 1,1, 1-tricloroctano (Hg. 66 y 67) podemos

apreciar como se logra mayor conversión cuandose emplea como nucleófilo la L-leucinamida

frente a la L-alaninamida. De ello cabe deducir, en principio, que cuandose empleaun

disolvente de logP >2 e inerte frente al derivado inmovilizado, tal y como el 1,1,1-

tricloroetano, cuanto más lipoide es el nucleófilo, mayorconversióna péptido se obtiene. Por

el contrario, para el caso de la MIBK (Hg. 68 y 69) no influye tanto la naturalezade

nucleófilo, pues las diferenciasson menosacusadas.Resultadosanálogossehandescritoen

la bibliografía utilizando medios orgánicos con bajo contenido en agua, y. g; empleando a-

quimotripsinalibre liofilizada en acetonitrilocon un 5% de agua (132), en acetonitrilo(1%

H20) cona-quimotripsinaadsorbidasobrequitina (132b). Porel contrario, estosresultados

sonopuestosa los obtenidos en medios que contienen una elevada cantidadde H20 y. g.: 20%

DMF con a-quimotripsinainmovilizadasobregelesdeagarosa,dondeambos nucleófilos se

comportande formasimilar (267) y con cz-quimotripsinalibre (138). Estoshechossedeben,

segúndescribenKisey cois. (132), a la alteraciónde K,~, porefectode la interacción enzima-

medio,pero noa unavariacióndek~, lo cual implica unaalteraciónde la conformacióndel

centroactivoo del microentomode la enzimay no de la maquinariacatalítica.Estonosestaría

hablandode unaalteraciónde la conformaciónde la a-quimotripsinapor transformaciónde

los gruposhidrófilos (Enz-NH2) enhidrófobos(Enz-N=C(Me)(ibu)por alquilación con la

MITBK, tal y comosugiereKise.

206















Resultadosy discusión:Gelesd~&a rosa

Tabla 36.-Influencia de la estructura del donador de acilo y del nucleófilo en síntesisde

péptidos, para diferentesdisolventesempleandouna relación donador de acilo/nucleófilo

de 1/4 (M]M), a T=250C.

Ent Ácido Péptido t (h.) %Péptido %Ácido Pép./Ác.

1 1,1,1-Tricloroetano/Tris pH=9,0, 0.1 M, 99/1, <y/y)

la Bz-L-Tyr-OH Bz-L-Tyr-L-Leu-NH
2 5 98 2 46.0

lb Bz-L-Tyr-OH Bz-L-Tyr-.UAla-NH2 2 40 60 0.7

U Ac-L-Phe-OH Ac-L-Phe-L-Leu-NH2 ]S 80 20 4.0

íd Ac-L-Phe-OH Ac-L-Phe-L-Ala-NH2 6 10 90 0.1

2 Metilisobutilcetona/TrispH=9,0,0.1 M 99/1, (v/i’)

2a Bz-LTyr-OH Bz-L-Tyr-L-Leu-NH2 24 90 10 9.0

2b Bz-LrTyr-OH Bz-L-Tyr-L-Ala-NH2 24 70 10 7.0

2c Ac-L-Phe-OH Ac-L-Phe-L-Leu-NH2 24 15 85 0.2

2d Ac-LPhe-OH Ac-L-Phe-tAla-NH2 24 18 42 0.4

3 Acetato de etilo/Tris pH=9,0, 0.1 M, 9911, (v/i’)

3a Bz-L-Tyr-OH Bz-L-Tyr-L-Leu-NH2 5 90 10 9.0

3b Bz-LTyr-OH Bz-L-Tyr-LAla-NH2 24 99 1 99.0

3c Ac-tPhe-OH Ac-L-Phe-L-Leu-NIH2 24 80 20 4.0

3d Ac-L-Phe-OH Ac-L-Phe-L-Ala-NH2 24 90 6 15.0

A tiemposnmyoresaparecela actividadamidásica

Porotro lado, si comparamosla FIg. 66y67, a igualdadde nucleófiloy con el mejor

disolvente,vemos también quela Bz-L-Tyr-OEt esmejordonadordeacilo quela Ac-LrPhe-

OEt, a pesarde que el nitrógenode esteúltimo va acetiladoy el del primerobenzoilado,

teniendoen cuentaque sehadescritoque el impedimentoestéticoen el nitrógenodificulta el
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procesode síntesisde péptidos(252). Así puesel -OH fenólico de la tirosina pareceser

importanteparael reconocimientodel sustrato,pero su efectono estandramáticocomoen el

casode la MIBK.

Porlo tanto, tal y como acurrecon la enzimanativao modificadaquímicamente,el Bz-

L-Tyr-OEt es mejor donadorde acilo que la Ac-LPhe-OEt. De ello se deduceque la

inmovilización sobre agarosa no alterael patrónde reactividadde la enzima.

Por último debemos decir que el dipéptido Bz-LTyr-L-Ala-NIH2 (flg 66b) es más

sensible a la hidrólisis que el Bz-L-Tyr-L-Leu-NiH2 (Flg. 66a), lo cual puede deberse a su

menorimpedimentoestéricoy mayorhidrofília que favoreceríael quefuerapreferentemente

reconocidopor la enzimainmovilizadasobrela agarosa,soporteeminentementehidrófilo.

En la Tabla 36 se resumenlos resultadosobtenidosal estudiarla influenciade la

naturalezadel donadorde acilo y del nucleófilo en el procesode síntesis, trabajandoen

condiciones de medioorgánicoligeramentehidratado.

De los datosindicadosen estaTabla 36 puedededucirseque el disolventeóptimo

dependedel péptido a sintetizar. Así cuandoel nucleófilo es lipéide (H-L-Leu-NTH2) se

recomiendaun disolventede logP >2 (1,1,1-tricloroctano) (entradala), perocuantomás

hidrófilo es el nucleófilo, menores la diferenciaobservadaentre uno y otro disolvente;

inclusive empleandoacetatode etilo (entradas3) en proporciones elevadas,seobtienemás

rendimientocon la L-alaninamidaque con la .L-leucinamida, aunquelas velocidadesde

desapariciónde éstery de síntesisdepéptidosson mayorescuandose utiliza comonucleófilo

L-leucinamida(Figuras70 y 71).

IV.2.3..3.- Influencia del porcentaje de disolvente

En la bibliografíase hatratadoampliamenteel efectodel mediobifásicoen la reacción

de síntesisde péptidos(159, 164, 181, 268). En estalineahemosanalizadola influenciade

la proporción de AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M en la relación péptido/ácidoempleando

diferentescantidadesde biocatalizador.

En las Figuras 72, 73 y 74 se muestran las curvas de progreso obtenidas empleando

3 concentraciones distintas de derivado AGUl-CT (1.6, 3.6, y 8.85 mg de derivado/ml
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equivalentes a 0.043, 0.097 y 0.24 mg de enzima/mí), mientras que en la Tabla 37 se

resumenlos principalesparámetrosde las mismas.

Tabla 37.- Comparación de la proporción de acetato de etilo en la actividad enzimática

del derivado AGUI-CT en la síntesisdel péptido Bz-L-Tyr-IrLeu-NB, y T=250C.

Ent. AcOEt/tampón tiempo (h.) % Péptido % Ácido Pep./Ac.

[Enz]0.240 mg/ml

la 1/1 5* 67 30 2.2

lb 2/1 5* 50 48 1.0

lc 4/1 24 60 40 1.5

íd 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

2c 4/1 24 83 15 5.5

2d 99/1 24 85 10 8.5

3 [Enz]= 0.046 mg/ml

3a 1/1 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&mpa9 nyoresseobseri~acbiid&damñWsica

De los datosindicadosen la Tabla 37 deducimosque un aumentoen la cantidadde

enzima añadida(derivadoinmovilizado)reduce,fundamentalmente,el tiempo necesariopara
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alcanzarla máximarelaciónpéptido/ácidoy de igual forma, favorecela acciónamidásica.Las

mejoresrelacionespéptido/ácidoseconsiguencon lasconcentracionesde enzimamásaltas,

cuandoel porcentajede aguapresenteen la reacciónes mínimo (entradasíd y 2d). Este

resultadoparecelógico, debidoa la pocacantidadde aguapresenteen el medio(1 %> capaz

de competircon el nucleófilo en la deacilacióndel complejoacil-enzima,paraasíoriginar

ácidocomoproductono deseadode la reacción.(159).

Cuandola concentraciónde enzimaesbaja (entradas3), no existe una diferencia

apreciableen la relaciónpéptido/ácidoal variarel porcentajededisolvente.

Otro efecto interesanteque debereseñarse,y que se manifiestamás notoriamente

cuandolas concentracionesde enzimasonbajas,esel hechode quea medidaqueaumentael

porcentajede disolventeorgánico,disminuyenlas velocidadesde síntesisy de hidrólisis

(FIgura72): despuésde 24 h. (Tabla 37, entrada3d) sólo seha consumidoun 45% deester,

mientrasque en el mismotiempo,parala misma concentraciónde enzimay una proporción

de 1/1 AcOEtJTrispH=9.O, 0.1 M, el esterconsumidoalcanzael 95%) (entrada3a). Este

hecho esta relacionado con una disminución de k~< al descender la cantidaddeaguadel medio

(268), lo cual desactivala enzimainmovilizadasobreel soportehidrofilo.

Si empleamos un nucleófllocon caráctermáshidroiflico como es la Lalaninamida (40

mM) (Tabla 38) (Figura 75), empleando el derivado AGU1-CT en condiciones similares al

estudiorealizado con L-leucinamida, observamosque los resultadossonpeores, disminuyendo

la actividadde síntesisen todaslas proporciones(disolvente/faseacuosa),salvo en 99/1 (y/y),

dondeseobtienenmejoresrelacionespéptido/ácidoqueenel casode la t-leucinamida.

Este hecho debe atribuirse al alto carácterhidrofílico (89% de agua en peso,

determinadasegúnKarl-Fischer)del soporte.En estossistemasconpocaadiciónexternade

agua,prácticamentetodo el aguapresenteen el medio seencontraráenlas proximidadesdel

derivado,por lo queel repartodel nucleófiloentrelasdosfasesfavorecerá la aproximación

de la L-alaninamida(máshidrófilo) a lasmoléculasdeenzima,a diferenciade lo que sucede

parael nucleóflloH-L-Leu-NH2, el cual esmáshidrófoboy por lo tantopermaneceen mayor

proporciónen la faseorgánica,alejadode la enzima.
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Tabla 38.-Comparación de la proporción de AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, en la actividad

enzimítica del derivado AGUI-CT (8.85mg de derivado/ml equivalentesa 0.24 mg de

enzima/mi) en la síntesisdel péptido Bz-L-Tyr-IrAla-NH2 a 25
0Cde temperatura.

AcOEt/tampón tiempo (h.) % Péptido % Ácido 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 nmyores se observa actáida d amidásica

Si empleamos los derivados AGU2-CTy AGM1-CT, a una concentración de 8.85 mg

de derivado/mí, equivalentesa 0.076 mg de enzima/mlen reactor, recordandoqueéstos

presentanmayoractividadespecíficaen la hidrólisis de BTEE (Tabla34, SecciónIV.2.I1)

observamosquetambiénconducena unamayorconversiónqueel derivadoAGUí-CT en la

síntesisdel dipéptidomodeloBz-L-Tyr-L-Leu-NI-1
2, empleandoAcOEt/TrispH=9.0, 0.1 M

en proporciones:97/3, 1/1, (y/y) y tampón Tris saturadocon acetato de etilo, como se

representaen las FIguras76 y 77. De igual forma, comoocurríacon el derivadoAGUI-CT,

la velocidadde síntesisaumentaconel porcentajedemedioacuoso(265) (Tabla 39).

La concentraciónde enzimautilizada en los ensayosrealizadoscon los derivados

AGU2-CTy AGMl-CT es relativamente baja (8.85mg de derivado/mlequivalentesa 0.076

mg de enzimaiml). La misma cantidad de derivado empleada se corresponde, en el caso de

AGU1-CT, con una concentraciónproteicade 0.24 mg deenzima/mí,(Tabla 37, entradas 1).

Observandoconjuntamentelos resultadosobtenidosen estascondiciones(Tablas37 y 39), con

los derivadosde menorcargaenzimática(ALGU2-CT y AGMI-CT), secompruebaque el

comportamientodel catalizadorparececorrelacionarsecon lacantidadde soporteañadidoa

la reacción.Así, cuandosetrabajaa unaconcentraciónde 8,85 mg de derivado/mi,en los tres

se obtuvieronporcentajeselevadosde dipéptidocuandola cantidadde aguaesbaja.
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Tabla 39.- Comparación de la proporción de AcOEt/Tris pll=9.O, 0.1 M en la actividad

enzimática de los derivados AGU2-CT y AGM2-CT (0,076mg de enzima/ml equivalentes

a 8.85 mg de derivado/ini), en la síntesisdel péptido Bz-LrTyr-IrLeu-N112 a 25
0C de

temperatura.

Em. AcOEt/tampón t (h.) % Péptido % Ácido y ini. PéptlÁc.

AGU2-CT

la Tampónsat.8 O.5M~ 73 27 0.640 2.7

lb 1/1 3* 63 34 0.142 1.8

lc 97/3 24 99 1 0.018 99.0

2 AGM1-CT

2a Tampón sat 0.5* 74 26 1.497 2.8

2b 111 3* 58 25 0.100 2.3

2c 97/3 24 93 5 0.015 18.6

* A tiempos nmyores se observa actividad amidásica

• El nedio empleado en esta ocasión es tanpón (Tris/HCIpH=9.O, 0.1 M> saturadoconacetatode etilo.

b Velocidad inicial desíntesisdepéptidoen (mAlXmin.).

Asimismo, se puedeobservarla apariciónde la actividadamidásicaen las reacciones

relacionadascon mayoresporcentajesdeagua,a diferenciadelo queocurríacon el derivado

AGU1-CTempleandoconcentracionespróximasa0.076mg de enzima/ml(Tabla 37 entradas

2 y 3), dondeno existíaactividadamidásicaa lo largode todala reacción.

Porotraparte,tambiénse debenconsiderarlos valoresde actividadespecificade los

derivados;asíel derivadoAGU1-CT (actividadespecífica0.07mM de BTEE min.t mg~’ de

enzima,Tabla34) necesitaobviamenteuna mayorconcentraciónde catalizadorenel reactor

paraproducirel mismoefectoquelos derivadosAGU2-CT (3.3 mM mini mg ‘ de enzima)

y AGMl-CT (2.8 mM mm. mg ‘ deenzima,Tabla 34), que son másactivos.

Resultadossimilares a éstosse obtuvieroncon los derivadosde a-quimotripsina
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inmovilizadasobrecopolímeros(PE/HEMA) siemprey cuandoel porcentajede injerto sea

elevadotal y como seindicó en la SecciónIN.1.5.4.

La desaparicióndel ésterescasi instantáneacuandoel porcentajede aguaen el medio

de reacciónesigual o superioral 50% paraambosderivadosAGU2-CT y AGMJ-CT (Figuras

76 y 77). El medio con menor proporción de agua conducea las mejoresrelaciones

péptido/ácido(Tabla39, entradaslc y 2c), aunqueel tiempoempleadoparaello seamayor

queenotrasproporcionesdisolvente/faseacuosa,tal y comose comentéparaAGIJI-CT.

Un hecho de gran relevancia es la disminución de la concentración de ácido en la

proporción 97/3, (y/y) AcOEt/Tris pH=&tO, 0.1 M, debido a la aparición de la reacciónde

síntesis termodinámicamente controlada, aspectoya comentadoal hablar de los derivadosde

cz-quimotripsinainmovilizadasobrecopolímeros,y sobreel queprofundizaremosal estudiar

la influencia de la concentración de nucleófilo en los procesos de síntesis (Sección IV.2.4).

En la Tabla 39 se comparan los derivados AGU2-CT y AGMl-CT, comprobandose

que el derivado unipuntual es el que mejor relación péptido/ácidoproporciona(relación

péptidolácido=99), pavaunaproporción9713, (y/y) AcOEtITris pH==9.0, 0.1 M(entrada lc).

Estosirsultadosestánobtenidoscon una cantidad de enzima activa relativamente baja (0.076

mg de enzima/mí,que secorrespondencon 8.85 mg de derivado/mí).Estehechopodría

explicarsepor la mayorrigidezquepresentael derivadomultipuntual,(232, 265).

Si comparamosel comportamientode ambosderivadosunipuntualesen condiciones

experimentalessimilares,AGUI-CT, <Tabla 37, entradas2d y 3d) y AGU2-CT, (Tabla 39,

entrada lc), podemos concluir que el derivado menoscargadocon mayoractividadespecifica

esto es, AGU2-CT, nos permite obtener una mayorrelaciónpéptido/ácidoa las 24 h.

IV.2.3.4.- Influenciade la naturaleza del disolvente

.

Se han utilizado cinco disolventesde diferentesvalores de iogP (234): 1. 1.1-

tricloroetano (logP = 2.49), metilisobutilcetona(logP = 1.38>, acetatode etilo (logP =

0.73), 1.4-butanodiol(logP = - 0.92),y N,N-dimetilformamida(logP = - 1.01), a fin de

determinarla influenciadel carácterhidrófobo/hidrófilodel disolventeen la actividadde los

derivados inmovilizados sobre agarosa. En todos los casos se empleó la proporción
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disolvente/fase acuosa 99/1 (y/y), por ser la que mejores resultadosnos había dado

anteriormente. Los resultadosaparecenen la Figura 78.

Puedeobservarse(Figura 78) que en estascondiciones,empleando8.85 mg de

derivadoAGU1-CT/ml, equivalentesa 0.24 mg de enzima/mí,el disolventemás lipéide

(1,1,1-tricloroctano)esel que mejoresrendimientosnosproporcionó,comoya sucediócon

la enzima libre y con los derivados de a-quimotripsina inmovilizada sobre copolímeros de

injerto (SecciónIV.I.5.3).

Por otra parte,no seobtuvo conversióncon los disolventesmás hidrófilos (N,N-

dimetilformamida y 1 ,4-butanodiol), ya que estos retienenla pequeñacantidad de agua

presente en el medio de reacción. Este hecho está de acuerdo con los resultados indicados por

Clapésycols (159): estosautoresconstatanqueen presenciade mediosinmisciblesen agua,

lasmáximasconversionessealcanzancon porcentajesvariables(entre0.1-3%)de faseacuosa,

mientras que cuando el disolvente es miscible con agua, se necesitanproporcionesdeagua

mayores al 4%. Otrosmiembrosde nuestrogrupo, utilizando derivados de a-quimotripsina

inmovilizada sobre agarosa,muy similaresa los nuestros,han obtenidobuenosrendimientos

(50% de péptido en 45 minutos) (209) empleando un 40% de DMFy un 60% de tampón

pH=9.0lo que nos indica que, cuando el disolvente es hidrófilo, se necesita mayor cantidad

deaguaparaobtenerrendimientosóptimos.

Portanto, el disolventeque presentaun valor de logP >2, proporcionalas mayores

conversionestal comoserefleja en la bibliografíaparaotrosderivados(233, 269). La escasa

conversiónobtenidacon la metilisobutilcetona(logP 1.38) en comparacióncon el acetato

de etilo (logP = 0.73), como se comenté en la SecciónIV.2.3.2debeinterpretarse,no en

funciónde consideracionesde hidrofóbia/hidrofília,sino en función de la reactividadquímica

del disolventehacialos gruposamino libres de la enzimainmovilizada, queprovocaráuna

alteraciónde la supeiliciede la enzimatransformandolos gruposhidrófilos (-NH2 expuestos)

en grupos lipéides, por la formación de basesde Schiff, lo cual origina un cambio

conformacionalde la enzima,obteniéndoseuna especiepresumiblementemenosactivaen el

proceso.Estaalteraciónquímicapor formaciónde iminasha sidodescritoen la bibliografía

(259, 270).
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Tabla 441>.- Resumende los parámetros del ajuste en la variación de la concentraciónde

donador de acilo.

Derivado Pendiente (mix ío~> Ordenadaen el origen

AGU2-CT 0.9 ±0.2 0.010 + 0.005 0.910

V~ (mM/mm.)

AGMí-CT 0.04 + 0.01 11 + 5 0.935

* Con un 99% dc confianza ¡a ordena da no es significa tñt

En el caso del derivado AGMl-CT los datos nos situarían en el tramo inicial de una

curva michaeliana lo que implica un procesode pseudoprimerorden,que seproduce,según

las clásicas consideraciones de la cinética enzimática, cuando la concentraciónde sustrato

empleada es muchomenorqueK,,1. Así, debido a que la concentraciónde donadorde acilo

empleada no satura en ningún momentoal catalizador,el aprovechamientodel mismo es

prácticamente óptimo. Pero por otra parte, el derivado AGU2-CTparece que se comporta de

forma distinta saturandose pronto, obteniendobajosvaloresde V~ y K~ aparentes.

TV.2.3.6.-lnfluenciade la concentración de nucleófilo en la síntesis peptídica

Como ocurrió con los derivadospreparadoscon los soportes(PE/HEMA), se ha

realizadoun estudiovariandola concentraciónde nucleófllo (H-L-Leu-NI-lJ desde5 mM hasta

50 mM, manteniendo fija la concentraciónde BTEE en 10 mM, empleandolos derivados

AGU2-CTy AGM1-CT en un medioAcOEtJTrispH=9.0, 0.1 M, 97/3, (y/y). Los resultados

aparecenrepresentadosen las Figura 80 y 81 y en la Tabla41; mientrasque la Figura81

recoge una gráfica de la variación de velocidad inicial de la síntesispéptidicafrente a la

variación de la concentraciónde nucleófilo, en la figura 80 se representanlas curvasde

progresoen el transcursode la reacción con losderivadosAGU2-CT y AGMI-CT para 5,10

y 50 mMde L-leucinamida.
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Tabla 41.- Influencia de la variación de la concentraciónde nucleófilo en la síntesisdel

dipéptido modeloBz-L-Tyr-L-Leu-N112, empleandoAcOEt/Tris pH=
9.O, 0.1 Nl, 97/3,

(y/y) como medio de reacción a una concentracióncanstantede 10 mM de BTEE, y con

8.85mg de derivado/ml equivalentesa 0.076mg de enzima/ml.

Ent. [H-L.Leu-N?HJ(mM) t (II.) 96 Péptido 96 Ácido V. Ini? Pép./Áci.

1 DerivadoAGU2-CT

la 5 6 48 52 0.098 0.9

lb 10 24 85 15 0.016 5.7

lc 15 24 99 1 0.018 99.0

íd 20 24 96 4 0.020 24.0

le 30 24 98 2 0.016 49.0

lf 40 24 99 1 0.018 99.0

lg 50 24 99 1 0.022 99.0

2 Derivado AGMl-CT

2a 5 24 49 51 0.032 1.0

2b 10 24 80 20 0.018 4.0

2c 15 24 91 9 0.009 10.1

2d 20 24 80 20 0.011 4.0

2e 30 24 72 22 0.014 3.3

2f 40 24 96 4 0.015 24

2g 50 24 99 1 0.018 99

Velocidad inicial de sMtesis depóptido, expresada en mA’f/min.

Este hecho viene corroborado por la obtenciónde la máxima velocidad inicial de

síntesis peptídica en la mínima concentraciónde nucleófilo (Tabla41 entradasla y 2a).

Observandoel aspectode las curvasde progresoobtenidas(FIg. 80 c, f), puede
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apreciarse la presencia de procesos de síntesis bajo control termodinámico, con los porcentajes

más elevados de nucleófilo, como se deduce de la desaparición del ácidoformadoen dichas

condiciones (flg. 80 1).

Realizando un estudiosimilar al llevado a cabo por Jakubkey cois (145) para conocer

la afinidad delnucleófllopor el catalizador,serepresentaroncomoen el caso de los derivados

de a-quimotripsinainmovilizadasobrecopolímeros,la relaciónácido/péptidoen funcióndel

logaritmo Neperiano de un cociente de concentracionesdenucleófilo (SecciónlN.1.5.7),para

obtenerel parámetrode afinidadnucleófilo-biocatalizador.Peroal igual que sucedia con los

derivadosinmovilizadossobrecopolímerosde injerto los derivadosAGU2-CT y AGM1-CT

no muestran ningún comportamiento lineal, debido a la presencia de la reacción

termodinámica.

IVI.4.- REACCIONES DE SINTESIS DE PÉPTIDOS

TERMODINÁMICAMENTE CONTROLADAS

En el apartado anterior se ha justificado la disminución del ácidoproducidoen la

reacción en condiciones97/3, (y/y) medioorgánicofaseacuosa,con un excesode uno de los

sustratos (nucleófilo), atendiendo a la posible existencia de una reacción en la que el ácido

fuese el sustrato (Síntesis Termodinámicamente Controlada) (Introducción, Sección 1.1.4).

Paracorroborarnuestrateoría,se realizaronensayoscon los derivadosAGU2-CT y AGMI-

CT (8.85 mg de derivado/mi,equivalentesa 0.076 mg/ de enzima/mí),en condicionesen las

queel único donadordeaciopresentefueseel ácido. Paraello, seempleócomosustratola

N-acetil-Ltirosina(Ac-L-Tyr-OH?J, tal y comose reseflóen la ParteExperimental(Sección

111.7.3). Los resultadosquedanreflejadosen la FIgura82 en la cual podemosobservarla

sh,tesisde aproximadamenteun 50% de dipéptidoAc-LrTyr-L-Leu-NH2 en estascondiciones,

tal y comoocurríacon los derivadosde a-quimotripsinainmovilizadasobrecopolímeros

(PE/HEMA) de injerto (48% de dipéptidoen 240minutos) (SecciónIV.1.6).

Como puedeverseen la Hg. 82 existeun periodode inducciónde aproximadamente

500 minutos, en el cualno seproduce la apariciónapreciablede péptidoen ningunode los dos

procesosbiocatalizadoscon el derivadounipuntualó multipuntual.
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Numerososensayosdemuestran que la naturaleza del soporte influye en el

comportamientode los derivadosenzimáticosen la síntesistermodinámicamentecontrolada

(206, 217, 274). Mientras que empleando los derivadosobtenidossobrelos gelesdeagarosa

comosoportesse necesitaun periodode inducciónmuy largo, los derivados inmovilizados

obtenidosempleandocopolímeroscomosoportescatalizanla síntesisdepéptidosya desdeel

principio, llegando a un máximo del 48% en péptido en 4 horas y posteriormente

disminuyendo hasta un 20% después de 48 horas, tal y como se indicó en la Sección IV.1.6.

Estecomportamientopuedeatribuirseal diferentecarácterde los soportes(hidrófilo

parala agarosae hidrófobo para los copolímeros), y al pH de la fase acuosa (pH=9.0). Este

elevado pH hace que el ácido seencuentrefundamentalmenteen su formaaniónica,inerte, en

la faseacuosa(Esquema18) (Sección1.4.3.1). Según esto, la especie máshidrófila e inerte

(forma aniónica) está cerca del derivadoinmovilizado sobreagarosa(hidrófilo), mientasque

una pequeña cantidad de forma sin ionizar y activa en este tipo de síntesis(forma-COOH, más

lipoide) se encuentraen el disolventelejos del derivado.Ello justifica la presenciade un

períodode inducción en estecaso, que corresponde al procesodedifusión de la forma no

ionizadahaciael derivadoinmovilizadosobreagarosa.A medidaquecomienzala reacción,

el equilibrio de la síntesistermodinámica de despla.zaa la derecha(Esquema17) (Sección

1.4.2) y la reacción progresa.

Este periodo de inducción no seobservaen los derivadosenzimáticosinmovilizados

sobresoportespoliméricos(lipoides) queatraena la forma sin ionizar (activa) y repelena la

ionizada(inactiva).

Comoyahemoscomentadoen la (Sección¡.4.3.1)es fundamentalel pHen estetipo

de reaccionesya queexiste un grupoácido-COOH (donadorde acilo) y un residuobásico-

NR2 (nucleófilo) capacesde ionizarse en función del pH. Así pues, debemosoptar por una

situación de compromiso:por un lado, si el pH esácido el donadordeacilo estaráprotonado

(forma no iónica, activa),peroel nucleófilo tambiénestaráprotonado(1411$ inactivo); en

cambio, si el pH es alcalino sucedea la inversa: el nucleófilo seencuentraen forma no

ionizada(activa)y el donadorde adiodesprotonado(inactivo). Por lo tanto, hay quetener en

cuenta los pKs de los sustratos y emplearun pH en el cual la concentraciónde las formas no

iónicasseamáxima, lo quegeneralmenteimplica un pH próximo a la neutalidad.
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IV.3.- SUSTRATOSNO NATURALES

IV.3.1.- INTRODUCCIÓN

Para poder comprender los resultados obtenidos con los sustratos no naturales

ensayados,empleandola enzimalibre y nuestrosderivadosinmovilizados,secompletará en

primerlugarlo expuestoen la IntroducciónGeneralsobrela selectividadde la a-quimotripsina

(Sección1.3.4)con algunosejemplosqueilustren el tema.

IV .3.1.1.-Sustratoscíclicasderivadasde 1 .2.3.4-tetrahidraisopuinolina

Niemann, Cohen y cois. han estudiadouna serie de sustratos cíclicos de a-

quimotripsina de especial interés dado que su rigidez estructuralpermitevisualizarmejor el

complejoacil-enzima.El 1 -oxo-1, 2, 3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilato de metilo fue el

primer sustrato de estaseriedescrito (Esquema32, a) (275). La enzimapresenta una gran

especificidadpor los estereolsómerosD, puestoque sehacomprobadoqueparaellosel valor

de Km es25 vecesmenory el de k es200 vecesmayorqueparala .L-fenilalanina (105). Más

tarde, se vió que la amidacíclicaque se une al carbono-asepodía reemplazar por un resto

éstersin peijudicarla elevadareactividaddel sustrato(276), y sededujoque estegrupo no se

situabaen el lugarnormal “am” destinado al grupo acilamido.Considerandola teoríade la

disposicióntetraédricadel lugar de enlace, la conclusiónmás razonablees que la zona

aromática de la isoquinolina debe situarse en eí lugar “ar” y el éster metílico sesitúaen el

lugar “n”, paralo cual los sustratos1) fuerzanal enlacede la amidacíclica o del éstera

situarseen el lugar “h” (276). Estoesmuchomásfácil de entendercuandose consideraque

el lugar “h” no tiene un volumen restringido sino que es un lugar de compresión

intramolecular.En los Esquemas32a y 32b se comparala posible conformaciónde la

isoquinolinacon la deducidapera el N-fonnil-L-triptófano y se ve que son muy semejantes

(18). El anillo de isoquinolinase acomodamuy facilmenteya, queapuntahaciala partemás

alejadade la superficiede la enzima.
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a)

Ácido D (-) l-oxo-l ,2,3,4-tetrahidroisoquinolína-

3-carboxilico
e)

N-formil-L-triptófano

d)

2,2~‘-bifeniloanálogodebenzofl-L-fenilalanina

Mido D-hidrocumarflico

D- 1, 2-dihidronaftol[2, 1 -blfurano-2-carboxílico

Esquema32.-. Sustratoscíclicosderivados de la I-oxo-l,2,3,4-tetrahidroisoquinalina.

e)
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El Esquema3k muestraun bifenilo con una uniónhidrocarbonada,de esteroquimica

análoga a la de L-fenilalanina. El éster metílico de este compuesto sedescribriócomoun buen

sustratoparala a-quimotripsina(277), ya que los gruposj3-fenilo y carboxiloencajanen el

centro activo adoptando una conformación muy similar a la postuladapara el triptófano

basándoseen losdatoscristalográficos.

Estos sustratos sugieren que la conformaciónexactade los enlaceslábilesamidoo éster

en relacióncon la forma que adopta el restode la moléculaenel centroactivodeterminarála

reactividad de un determinadoisómero.La teoría de Niemann y Cohen de la estructura

tetraédricadel centro activo de la a-guimotripsinaen tomo al carbonoquiral explica la

estereoespecificidadpor los sustratosL La aparentecontradicciónque provocabala 17)

-

especificidadparael 1 -oxo-l .2.3.4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilatode metilo se resuelve

cuandoseconsiderala forma generalde la moléculadel sustrato

.

La rigidez de estesustratohacequela interacción“am” no seanecesariaporquela

interacción“a? mantienetodala moléculadel sustratoen una orientaciónbastanterígida y

definida.La cuestióncruciales sabersi el grupohidrolizable (representadoen el Esquema32

por el grupoésterapuntandohaciala izquierda)estácolocadoen la orientacióncorrectapara

la catálisis. Puestoqueno hay un lugarespecíficode enlaceen el centroactivo para los

carbonosay ~3dela cadenalateral,éstospuedenadoptartantola configuraciónL comola D,

dependiendode la geometríade los grupos.

Debido a la existenciade un anillo de tetrahidroisoquinolinaestaestructurasedebe

analizar segúnla disposiciónen axial o ecuatorialdel grupo éstercon respectoal anillo,

observandocomoel isómeroRenecuatorialessimilar a los sustratosnaturalesquereconoce

la enzima(Sg. 88 y 89) (SecciónIV.3.2.3).

IV.3.L2.- Sustratoscíclicosconestructuradehidrocumarilatos

Los derivados del ácido cumarílico sonotrossustratoscíclicosmodelo (Esquema33)

(278). En estos sustratos,el carbonoasimétrico forma partede un anillo pentagonalde

cumarina(279). Paraestecompuesto,existeunaseriedeconformacionesposiblesvariando

desdeuna dondeel grupo ésterestácasi ecuatorial,hastaotra en queestá casi axial. El
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dihidrocumarilato de metilo como sustratode la cc-quimotripsisnapresentacierta D-

estereoespecificidad.Comosemuestraen el Esquema32d,el estereoisdmeroD puedeadoptar

una configuración semejante a la~ propuesta para el l-oxo-l,2,3,4-tetrahidroisoquinolfna-3-

carboxilato de metilo. En esta conformación, el carbono carboxílico se coloca casi en el mismo

plano que el anillo hexagonal. Parecería igualmente razonable que el isómeroL se colocara en

una conformación similar, en la cual la molécula completaha rotado,esdecir, el grupo-CH2-

y el -O- del anillo pentagonalhan variadosu posición. Sin embargo, estosignificaríaqueel

puente de oxígeno se colocaría en una posición inaccesible para la enzima,mientrasque el

isómero 12 presentael anillo y el grupo ésteren el mismo plano. Esto podría ser una

contribución adicional para la distorsión del anillo asimétrico de cumarina. Ademáslos

diferentesángulosde enlacede los -O- y -CH2- daránunaorientaciónligeramentediferente

al grupoésterdentrodel centroactivo. Todasestasinfluenciasprovocanla observaday ligera

Despecificidad.(Las constantesdeenlacesonsemejantes,pero (lQJ(kQL = 83 (280)). Ello

explica porqué el cumarilato de metilo (Esquema33b) no es hidrolizado por la a-

quimotripsinadebidoa su rigidez y el Indano-2-carboxilatode metilo (Esquema33c) esun

sustrato enzimático muy pobre al carecer del átomo deoxígeno(278).

La información más precisa acerca deestossustratoscíclicosno naturalesprocededel

estudiode una serie de naftalenoshomólogosdel dihidrocumarilato,en los cualesse ha

fusionado un segundoanillo hexagonalal primeranillo bencenicoen cadauna de las tres

posiblesposiciones(Esquema33d, 33e, 331) (280). El esteroisómero12 (Esquema33d)

representado también en el (Esquema 32e) es un buen sustrato y presenta una

esterecespecificidadmuy elevada.La analogíaestructuralcon el triptófanoesevidente(280).

Debidoa la asimetríade la molécula,los efectosestereoquimicosde lasdiferentespanesdel

sustratosobre las constantescinéticas de esta serie de compuestospuedensepararse,

desarrolladoasí un estudiomuy pormenorizado.En el Esquema33eserepresentaun sustrato

pobreconunaestereoespecfficidadinsignificante, mientras que el sustratoD,L (Esquema33f?)

esinerte a la a-quimotripsina.La posicióndel puentede oxígenopareceserun factormuy

importantea la horade determinarla reactividad.
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Esquema33.- Sustratoscíclicos derivadosde las bidrocumarilatos

IY.3.1 .3.- Sustratoscíclicos derivados de sultana

Otro tipo de sustratosrígidosplanossonlas sultonasy diversaslactonasestudiadaspor

Kaiser y cois. (281, 282) (Esquema 33g y 33b). En estasmoléculas,el enlaceque seva a

romperforma partede un anillo pentagonalque debesercoplanarconel anillo aromáticoque

va a encajarseen el subsitio “ar”. Aunque estos sustratos planosencajanen el modelo

cristalográficode a-quimotripsinade un modobastanteconvincente,la forma de las moléculas

no es como la propuestaen el EsquemaMb y la estereoquímicade la interacción es

notablementediferentea la atribuidaa un buensustratonatural.
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Independientementede su interéspráctico,esteprocesopusode manifiestola elevada

quimioselectividad de la «-químotripsina hacia un grupo éster de estructura relacionada con

el ácido 3-fenlípropiónico, en presencia de un enlace lábil como es el grupo tioester, en

condiciones clásicas de síntesis. Ello se debe atribuir a que la cc-quimotripsina reconoce

preferentemente estructuras “semejantes” a la fenilalanina en lugar de ésteres pequeños tipo

acetato.

IV.3.l .4.3.- Sustratoscon un centro proquiral. Síntesisde baclófeno.

La síntesisde baclofeno,agonistadel GABA cuyaactividad esta relacionada con el

isómeroR (-), se ha llevado a cabosatisfactoriamentegraciasa la enantioselectividadque

presentala a-quimotripsina,la cual se empleóen la hidrólisis de un diéstercon un centro

como el 3-(4-clorofenil)-glutarato de dimetilo, para dar el monoéster, ópticamente

activo.

Se probaronvariasenzimas,pero la a-quimotripsina,en medio acuoso,fue la que

condujó a los mayoresrendimientos,obteniendoseun 85% del monoesterquiral R y un

ee>97%(285).

Cloroformiato de etilo
A- Acetona o tolueno A-

cx-Químotrípsína Az¡da sádica
—~—--~ t

A1 Reactivo de Curtius

4 = _ -441 NH
2 ‘u’

R(-) Baclófeno
R(-)

Esquema36.- Cuarta pasoen la síntesisde baclofena.Hidrólisis del diester 3-(4-

clorofenil) glutarato de metilo.

4- 4
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IV.3.4.l.4.- Resolución enantiomérica de diferentes

racémicos...

aminoácidos

La resolución de mezclas racémicas de aminoácidos ha permitido abaratarlosprecios

de los aminoácidos Do Lenantiomencamentepuros. En la Tabla42 (175) se resumenlos

resultadosobtenidosen la hidrólisisde mezclasracémicasde variosaminoácidos,empleando

a-quimotripsina en acetonitrilocon un 10 %de agua, como catalizador quiral.

Puede apreciarse que los mejores resultados seobtienenconaminoácidosaromáticos,

destacando la L-DOPA (molécula de gran interés en la terapéutica del Parkinson,(Esquema

37), (175, 286, 287).

Tabla 42 .- Resoluciónde éste~etilicos de aminoácidos,empleandoa-quimotripsina (5

mg) en acetonitrilo/agna (9/1), volumen total = 20 ml y T= 30 0C.

Aminoácido

Tirosina

Fenilalaninab

Triptofano

Alanina

Valinab

Leucina

Treoninab

p-Clorofenilalanina

DOPA

Fenilglicina

Ácido 2-aminobutandico

Ácido 2-aminopentandico

Ácido 2-aminohexanóico

Rendimiento

48

46

43

9

5

5

o
3

50

9

10

7

7

“Ester nr-tlhco.

e.e.I%

>99

87

92

80

86

82

>99

84

67

E

>646

32

50

10

14

10

>1060

12

5
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44’2 —. o

(D,L) DOPA-OEt

a-Quimoúips¡na

4+

/9 ~ OU4~~O

D-OOPA-OEt

-l

¡ \ -

4

L-DOPA

Adrenalina
y

noradrenalina

Esquema37.-Reacciónde obtenciónde L-DOPA.

IV.3.4.I .5.-Estudio de las velocidadesde deacilaciónde los dos¡someros

de diferentesesteresde p-nitrofenilo con a-quimotripsina

Un ensayo típico de determinación de la estereoselectividad de la «-quimotripsina se

ha realizado estudiando la hidrólisis de diferentes ésteres de p-nitrofenilo dada la facilidad de

seguimiento de reacción en un espectrofotómetro de Ultravioleta-Visible.

En el esquema Esquema 38 aparecenlas estructurasde los diferentes ésteresobjeto de estudio:
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Ello indica que la a-quimotripsina muestra una considerable estereoselectividad por los

ésteres de a-aminoácidos N-acetilados, hidrolizando preferentemente el aminoácido de la serie

Lcon un 99.9 % de e.e.

IV.3.2.- RESULTADOSY DISCUSION

A fin de comprobar si los métodos de inmovilización sobre copolímeros y agarosa

descritosen estaTesisDoctoral alteranla estereoselectividadde la enzimainmovilizadacon

respecto a la enzima nativa, se procedió a comparar la actividad catalítica de la a-

quimotripsina nativa e inmovilizada, tanto sobre agarosa (derivado AGMl-CT) como sobre

el copolímero de injerto PE/HEMA(derivado C5-CT), frente a sustratos no naturales. Dado

queel pasodeterminantedel reconocimientomolecularporpartede la «-quimotripsinaesla

formación del complejo acil-enzima, se utilizaron ésteres de diversos ácidos como sustratos,

sometiendo a procesos de hidrólisis enzimática (siguiendo la metodología descrita en la

Sección111.8.2)los siguientessustratos:

o O2Et
o P ~‘¡

+< ~tO2Et

CO2Et

1 32

*

4
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~1 ¡

II
k. ~-L
+-+ —Sr —

W N.~

—

kZz¾ ++~Ñ ~

rl

-- t-,
4 ¡

—
¡ II ¡

II 4
FI 41 .. ¡ ‘4 1.N.

+1

Esquema40. Compuestoscon grupos carboxialquilo en su estructura probados como

sustratosparala a-quimotripsina

El análisis de los resultados obtenidos se ha realizadoatendiendoa la estrutura de los

sustratos, los cuales han sido divididos en tres clases:

1) Sustratos que carecen de anillo aromático (compuestos Li y 2)

2) Sustratos que poseen un resto fenilo en su molécula (compuestos 3 a 2).

3) Sustratosque presentanun nitrogenoen el carbonoen a respectoal grupo

carboxialquilo (compuestos 10 II, .12 y 13),

IV.3.2.1.- Sustratosque carecende un anillo aromática

.

A lo largo de esta Memoria se han citado en numerosas ocasiones los requerimientos

estructurales de los sustratos de la a-quimotripsina (Sección L3.4).Como se ha indicado

anteriormente, no es indispensable la presencia de un anillo aromático en el sustrato que actúa

comodonadorde aciloen la síntesisde péptidos,ya que aminoácidosalifáticos,comola Mal-

L-Leu-OBz, u otros con cargapositiva, comoBz-L-Arg-OEt y Bz-L-Lys-OMe (252), son
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capaces de ser reconocidos por la enzimacomodonadoresde acilo.

Por otro lado, tampocopareceindispensablela presencia de un grupo -NH- en el

carbonoen a respectodel grupocarboxilo, ya que éstese puede sustituir por un grupo -O-

como sucedeen los diésteresanalizadospor Norin y cols (110).

Dado que Udding y cols. (283) describen la hidrólisis del cis-3-clorometil-

tetrahidrofurano-2-carboxilatode etilo catalizadapor la a-quimotripsinacomoun proceso

altamenteestereoselectivohaciael isómero(2~ 3.5) (Esquema34) (SecciónTV.3.1.4.1),Se

procedioa realizar la hidrólisis de los sustratos más sencillos referidos a este compuesto,

(R,.~-tetrahidrofiirano-2-carboxilatode etilo (1) y (R,$tetraliidrofurano-3-carboxilatode etilo

(2), empleandoenzimanativa. Los resultadosaparecenen la Tabla 44, dondeseobservaque

no existe hidrólisis en nigún caso.

Tabla 44.- Resultados obtenidos en la hidrólisis de UI y 121, empleandoa-quimotripsina

libre (0.25 mg/ud) como catalizador, [sustrato]= 50 mM, T= 23 0C.

Lacomparaciónde las estructurasde los compuestos(1) y (2) con la del ésteretílico

de la N-benzoil-L-timsina(BTEE), representadaen la Figura83, nospermitecomprobarque

sólo el isomero (R)-(1j, posee una disposición espacial semejante del grupo carboxietilo y del

-O- del resto de tetrahidroÑrano a la del grupo carboxietilo y al -NII- del BTEE. No obstante

este sustrato no conduce a reacción.Así pues,un sustratono naturaldeberequerirademás

otroscondicionamientosestéricosy electrónicosparasersustratode la a-quimotripsina.Estos

requerimientos estructurales los podemos deducir de los resultados de Udding y ‘xis.

anteriormentemencionados,que indican queel (2R, 3.9) 3-clorometil-tetrabidrofurano-2-

carboxilatodeetilo essustratode la enzimaen estadonativo, no sucediendolo mismoconel

estereoisómero(2$, 31?).

Compuesto Nombre tiempo (h.) 96 Acido

1 (R,S)tetrahidrofurano-2-carboxilatode etilo 52 0

2 (¡~ ~9) tetrahidrofurano-3-carboxilatode etilo 52 0

250



Res u/lcr/os y discusión:Sustratos no naturales

CI:

o cO2Et

(2S, SR>

NO REACCION <Udding y cois.> NO REACCION
9 ‘CO2Et

(R )-1

+5+ NCOEt

(S>-1

NO REACCION

H - -
M-

N -

CC~2Et

+ “- H

OH

SUSTRATO ESTANDAR
DE LA ENZIMA

~z~L--Tyr--OEt

CO2EI

+ {‘‘H

(f? )-2

H

‘{“co2Et

NO REACCION

NO REACCION
o

(S>-2

Figura 83. Comparación de la estructura de los sustratos (Ji y (2) con el BTEE y los

sustratosdescritospor Udding y cois.

Comparandoambasestructurascon la del BTEE (flg. 83) observamos como el isómero

(2~ 3~> coloca el grupo -COOEt y -O- del anillo de tetrahidrofurano en la misma disposición

relativa que ocupan los grupos-COOEty -NH- en el BTEE. Porotraparte,el cloro, con su

alta densidad electrónica, ocupa una posición análoga a la que ocupa el anillo de 4-

hidroxifenilo, como se puede observar en los confórmeros de mínima energía de estas

moléculas, obtenidos mediante Dinámica Molécular (D.M.) empleando el programa de

modelización Hyperchem y representados en la Figura 84.

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

aromático del 4-hidroxifenilo en el confórmero de mínima energía del BTEE y el nitrógeno
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A fin de explorarla importanciarelativadel heteroátomo(X 6 N) y de la presenciadel

anillo aromáticoen el reconocimientodel sustratono naturalpor la enzimaseprocedióa

realizarla hidrólisis de los ésteres(¡¿¿.8) 2-fenilbutirato de etilo y (R,5) 3-fenilbutiratodeetilo

(Esquema40, 3 y 4), sin obtenerningúnresultadopositivo (Tabla45), lo que significa que

los sustratosno naturalesnecesitan algúnrestorico en electrones(-NR- u -O-) en el carbono

en a respectoal carboxiloparaser reconocidoscomo talespor la enzima,requisitoque no

cumplen los compuestos (3) y (4),

Tabla 45.-Resultadosobtenidos en la hidrólisis de los derivados del ácido fenilbutfrico,

empleandoa-qnimotripsina libre (0.25mg/mI).

Paracomprobarestasuposición,se realizó la hidrólisis de diversosmandelatosde

alquilo (Esquema40, compuestos5 a 9), mostrándoselos resultadosen la Tabla46. Estos

ésterespuedenconsiderarseanálogosdelos aminoácidosporsustituciónisosteradel -NH2 por

-OH.

Puedeobservarseque tanto el isómero (1?) como el (5) del mandelato de etilo

(compuestos fi y fi) son hidrolizadosen la mismaproporcióntantopor la enzimanativacomo

por losderivadosinmovilizados.Porotra parte,de los resultadosobtenidosen la hidrólisisdel

(1<, .9) mandelatode etilo (7) conlos anteriormentecitados,podemosdeducirque tanto la a-

quimotripsinanativa como ambosderivadosinmovilizadoscarecende enantioselectividad

respectoa estesustrato,pueslosdosenantiómerosson hidrolizadosa la mismavelocidad.Ello

implica queambosisómerospuedenunirse al centrode la a-quimotripsinade dos formas

distintastal y comose muestraen el Esquema43:

Compuesto Nombre tiempo(h.) 96 Acido

3 (R,5) 2-fenilbutiratode etilo 52 0

4 (R,8) 3-fenilbutiratode etilo 52 0
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0.. 021

S.flH

+ 0+02*’

R
NO

Esquema43. Reconochnientodel (14S$nrnndelalo de etilo en el centro activo de la a-quimotripsina.

Tabla 46.- Resultados obtenidos en la hidrólisis de diversos mandelatos de alquilo empleando a-

quimotripsina libre (0.25 mg/mí) o inmovilizada <C5-CT, 0.053 mg de enzima/mí; AGMI, 0.076 mg de

enzima/mi). Temperatura 25 oc ; [éster]= 50 mM.

Config. Catalizador % Acido (ir) V. inicial (mM/mio.)

5

5

5

JEt- (R> a-CT 95(20) 0.109

JEt- (14 CS-CT 99 (40) 0.078

JEt- (A) AGMI-CT 99(44) 0.117

6

6

6

JEt- (8) a-CT 98<20) 0.214

Er- (8) C5-CT 99(40) 0.141

JEt- (8) AGMI-CT 99(44) 0.04

7

7

JEt- (¡48) a-CT 95 (20) 0.095

JEt- (148) C5-CT 99 (40) 0.282

9

9

9

Isoamilo (148) a-CT 9 (52) 0.001

Isoamilo (¡LS) CS-CT 0 (44) 0

isoamiio (+14.4) AGMI-CT 15 (44) 0.001
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Por tanto, el centro p1 puede recibir un grupohidrófilo comoel hidroxilo (enantiómero

5) ó hidrofobo como el fenilo (enantiómero 1?), interaccionando ambos con la His57 colocada

en esa posición, por enlaces de hidrógeno en el primer caso o por interacciónn-it entreanillos

en el segundo. Esta explicación se ayala por el hecho de que el aminoácido serma es

reconocidocomo donadorde acilo, ocupandoel grupo -OH el lugar destinadoal anillo

aromático (252). Este resultado ya fue anticipado por Norin y cols. (110) mediantecalculos

teóricos de M.D. No obstante, pensamos que nuestra explicación es más plausible que la

postulada por estos autores, para los cuales el verdadero sustrato es el enantiómero («i,

mientrasque el (Si) eshidrolizadoporqueel fenilo esdesplazadodel sitio hidrofóbico(el P2

en la nomenclaturade Hansch)porel resto-GEL No obstante,al no disponerde programas

de cálculo para revisarlos datosde Noiin ycols.obtenidosporM.M. estudiandola interacción

enzima sustrato, no podemos desmentir su explicación de manera categórica.

La inmovilización de la enzima,tanto sobregelesde agarosacomosobrepolímerosno

alterala enantioselectividaddel biocatalizador,como se deducede la Tabla46. En general,

podemos decir que el isómero 5 se hidroliza a mayor velocidad que el isómero I¿¿, tal y como

se deduce de los valores de velocidades iniciales de hidrólisis tantoparaa-quimotripsinalibre

como inmovilizada sobre el copolímero C5. Estehechoesexplicableporquela interaccióndel

isomero 5 es análoga a la postulada por Hein y cois (105) paralos L aminoácidos. Así pues,

podemos pensar que el isomero 5 es rapidamente hidrolizado, pasandoposteriormentela

enzima a actuar sobre el isómero R.

Porlo que serefiere al tamañode la cadenadel alcohol que seencuentraesterificando

al ácido mandelicopodemosafirmarque, tanto parala enzimanativa comoparala enzima

inmovilizada, a medida que aumenta el tamaño disminuyela conversión(Tabla 46). segúnla

ordenaciónrelativa:

- Etilo» - isoamilo bencilo

Estos resultadosparecenestaren contradiccióncon la abundanteevidencia,tanto

experimentalcomo teórica,basadaen cálculosde D.M. y M.M., de la interacciónde la a-

quimotripsina con ésteres de los diversos alcoholes (110), queapuntanhaciael hechode que
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en dichainteracción,el grupo-OR se dirigehaciael exteriordel centroactivo, en cuyocaso

no deberíamosobservarningunainfluenciadel tamañode la cadena(266).

Dado que todos los sustratosestudiadossonhidrolizadosen mayoro menorgrado, el

tamaño de la cadenay/o su estructuraelectrónicano deben ser factores limitantesde la

interacciónde los ésterescon la a-quimotripsina,nativa o inmovilizada sobreel soporte

hidrofilo (AGMI-CT). Másbienpensamosqueexisteun fenómenocontroladopor la lipofilia

de las cadenasmásque porel tamañode las mismas.Si comparamoslos valoresde logPde

las cadenas(calculadosutilizando las constantesfragmentarias,logP = Sd1t-2F).

LogP~~0=3.17 j
podemosdecir que los ésteresde cadenasde gran hidrófobicidad conducena menor

conversión,lo cualapuntahaciaproblemasdifusionalesdel sustrato,en el medioacuosodel

microentorno,tantoen el casode la a-quimotripsinanativacomoinmovilizadasobreagarosa.

La baja actividad enzimáticaobservadacon los derivados inmovilizados sobre

polímerosparaR = isoamilo o bencilo (Tabla 46) puede atribuirse de igual forma a problemas

difusionales,y a la interaccióndel soporte hidrofobo con el ésterlipoide dificultandoseel

accesoal centroactivo de la enzima.

Asípuespodemosconcluir, con los datosexpuestoshastaahora,que los sustratosno

naturalesnecesitanparainteraccionarcon la enzimagruposricosenelectronesenel carbono

en a respectoal grupoéster, los cualeshan de interaccionarcon los subsitiosp1 y p2, tal y

como se representaesquemáticamenteen la figura 85.

p3

O 0R3

¡-1

x
pi

Pi

Figura 85. Acoplamiento de los sutratos no naturales en el centro activo de la <x-quimotripsina
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Asimismo, de los resultados obtenidos con los isómeros (R) y (5) de los mandelatos

de etilo deducimosque tanto el subsitiop, como p2 puedenreconocera un fenilo como el

sustituyentede mayor volumen, ya que ambos estereoisómeroseran hidrolizadosa una

velocidadsemejante.

IV.3.2.3.- Sustratos con un nitróyeno en el carbono en a con respectoal

2rupo carboxialquilo

Paraprofundizaren estosaspectosse procedióa estudiarla hidrólisisde una serie de

moléculasquetienen un grupo-NH en el carbonoen a con respectoal grupo catboxialquilo,

talescomoel (It, 5) 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilatode etilo (19), el (R,5) 1-

metil-2,3,4,9-tetrahidro-!H-j3-cazbolina-3-carboxilatode metilo (1iJ~ el (5) N-(4-clorobutiril) -

triptofanatode etilo (12)~ y el (Si) (3-indolilmetil)-glicinatodeetilo (13) representadosen el

Esquema40.

El compuesto(1.0) se encuentraestrechamenterelacionadocon el 1 -oxo-l ,2,3,4-

tetrahidroisoquinolin-3-carboxilatodeetilo (14)~ cuyo isómeroSpresentaun valor dekjk

= 4.3 x lO~ parael reconocimientoenzimático,mientrasqueel (1<) arroja un valor de It)

(275). Esteresultadoimplica, además,quela enantiopreferenciadel sustrato(14) (S < 11) esta

cambiadacon respectoa los análogosdel triptófano (5 > It).

Además,la simple comparaciónde lasestructuras(It) (14) y del sustratoN-formil-L-

triptófano mostradaen el Esquema32 (Sección IV.3.1..1), nos indica una gran similitud entre

ambasestructuras,lo que, nos llevaríaa concluirque existeunaaparente contradicción en la

configuracióndelestereoisómeroreconocidopor la a-quimotripsina.NoobstanteSteinzy cois.

(18) demostraron que tal contradicciónno existe,ya que el anillo heterocíclicoadoptauna

conformacióntal queel grupo (-COOEt)adoptaunadisposiciónecuatorialsólo en el casodel

isómero(It) (14), coincidiendoentoncesconla posicióndelgrupo ésterconel isómeroSde

la tirosina, fenilalaninao triptófano. Por el contrario,el isómero(5) (14), presentanaen este

casoel grupoésteren posiciónaxial (Figura86), y por lo tantoseríamenosreactivo.

De ello deducenlos autoresqueel centro hidrofóbico P2’ que reconoceal anillo

aromático,esdeterminantea la horade predecirquéenantiómerodel sustratono naturales
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reconocido.En los esquemassiguientesse representanlos confórmerosde mínimaenergíade

estosdosesteroisómeros,observándosequeel esteroisómero (1?> esel mássimilar al BTEE

(Hg. 88 y 89).

u—

=1+-, E’
E ¡

figura 86.-Confónneros demínima energíadel (U) y (S) 1-oxo-1,2,3,4-tetrahidroisoqoinolin-3-carboxilato

de etilo, R-(14) y 54j.4).

La a-quimotripsina en estado nativo no muestra enantioespecificidad como se deduce

de la Figura 90, dondese observa como se obtienen conversionessuperioresal 50%.Porel

contrario la inmovilización, ocasionaun gran aumentode enantioselectividad(Fig. 90)

hidrolizandoseel isómeroII (ee >95%) de formaanálogaa lo que sucedíapara(14). Esto se

debea que la limitada flexibilidad del ciclo de isoquinolinahaceque sólo en el caso del

isómero R el grupo éstercoincidacon el grupoésterdel BTEE, en el centro activo de la

enzimainmovilizadala cualdebidoa su rigidez no reconocetan facilmenteal isómero8.

+ E ~‘‘‘ ‘‘•‘‘~u ‘, +

Figura 87. Comparación de los confórmeros de mínima energía del Sy ¡¿-5 ,2,3,4-tetrahidroisoqu¡nolina-3

carboxilato de etilo.
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Tabla 47.- Resultadosobtenidosen la hidrólisis del (R,5)-1,2,3,4.-tetrabidroisoqu¡nolina-

3-carboxilato de etilo, (¡9).

Catalizador tiempo(h.) % Ácido y. inicial (mM/mm.)

cc-CT 44 48 0.011

C5-CT 44 46 0.039

C5-CT 69 78.5

AGMí-CT 44 38 0.130

El resultadoobtenidoparala enzimanativaestáen la lineade los obtenidosparalos

mandelatos,dondela ausenciadel grupoamidoconducíaa bajosexcesosenantioméricos.Esta

afirmaciónse veríasostenidapor los resultadosdescritospor diversosautores,los cuales

sefialanla importanciadel grupoamidaen el procesode reconocimientoporpartede la a-

quimotripsinanativa (102, 108), al comprobar que su presencia aumenta la velocidad de

hidrólisisen un factor de 102 a l0~ con respectoal sustratoqueposeeen su estructurarestos

-O- ó -CH2- (106, 109), viéndose de igual manera aumentado el excesoenantiomérico

obtenido.Dadoquelos cálculosdeM.D. (110) y los análisispor RayosX del complejoa-

quimotripsina-N-formil-triptofanoindican que el -CO de la amida no interaccionacon la

proteína, mientras que sí existe unainteracciónentreel resto-NR- conel carbonilodel residuo

Ser214 de la enzima, pensamos que el pape] del grupo amida ha de relacionarsecon un pKa

relativamente ácido en el grupo -CO-NR-, el cual favoreceríala formacióndel puentede

hidrógenocon el carbonilo de la Ser214, mientrasque este enlacede hidrógenose vería

dificultado en el caso de una base-CH2-NH-CH2 comosucedeparael sustrato(10). Este

hechoconduciríaa un reconocimientodel sustratomenosestereospecífico,comoya hemos

comentado.Estoshechosno sucedenparalos derivadosinmovilizados,dondela mayor rigidez

enzimáticaperececonduciraun reconocimientomás selectivohaciauno de losenántiomeros.

El Cis (1, 3) 1-metil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-~-carbolina-3-carboxilato de metilo (11)

(Tabla 48) tambiénfue ensayadocomoposiblesustratode la a-quimotripsina,con resultados

negativos.La falta de reactividadobservadapodríaexplicarseatendiendoa las siguientes
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consideraciones:

1) La a-quimotripsina reconocería con preferenciaal anillo indólico, ya queel

subsitio P2 esfundamental,formandoun enlacede hidrógenoentreel -NH- indólico

y el hidroxilo del restode Ser189 (33), lo cual haríaque el grupo ésterno pudiera

interaccionarcon la Ser195.

II) La interaccióndel grupometoxicarbonilocon la Ser1%haríaqueel anillo no

interaccionara con el subsitio hidrofóbico P2•

Estoshechosaparecenreflejadosen el esquemasiguiente,que recogeel confórmero

de mínima energíacalculadoparael compuesto(II).

III) La presenciade un restometilo en laposición 1 dificulta la aproximaciónde

la Ser1~,~ al grupo esterdel sustrado,al igual que sucedeen compuestoscon sustituyentesen el

carbonocx, en los que se dificultan o debilitan las interacciones entre el grupo -CONH- y los

residuosSer214y Tyr1~ de la enzima(Figura 91) (102, 106, 109).

H

O H¼H

H

H

Flgurd 91. Confónnero de mínima energíadel cris (1, 3) ($-1-metil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-

jJ-carbolina-3-carboxilato de metilo

Dadala extremarigidez de la molécula,no puedencumplirseestosrequisitosestéricos

a la vez, por lo cual no se pueden producir las interacciones enzima-sustrato necesarias y no

H

HH

o:
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se obtienela hidrólisisdeseada.

Seguidamente,se realizaronlas mismas reaccionesque en los casosanteriores

empleandoel (R, 5)-N-(4 clorobutiril)-triptofanatode etilo (Esquema40, 12) consiguiendo

unos resultados realmente sorprendentes, que aparecen reflejados en el esquema siguiente y

en la Tabla 48:

Tabla 48.- Resultadosobtenidosen la hidrólisis del N, (4-dorobutiril)-L-triptofanato de

metilo.

Catalizador t (h.) % (15) % (16) % (17)

c¿-CT 16 55 5 40

C5-CT 40 70 25 5

AGMI-CT 44 87 — 13

oGT
(S medio acuolo

eCT
medio acuoso

co2~

¡ ¡ ‘Ns
N H •1
H

17

Figura 92. Productosobtenidosen la hidrólisis enzimáticadelsustrato(12

)

Ademásdel productoesperado(15), seobtuvieronotrosdos (Th) y (11), lo queindica

quetambiénocurrela rupturadel enlaceamido, quedandodesprotegidoel grupoamino, efecto

quenuncase ha observadoen presenciade un grupoéster,cuandoel grupoprotectordel 14W

esunacadenaalifáticacomoenel casodel acetilo(Ac-L.Trp-OEt) ó bienpresentaun anillo
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aromáticocomoen el restobenzoilo(BTEE). Pensamosque ello se debea la presenciadel

cloro en la cadenadel restoacilo, el cual, como ya comentamosanteriormente,escapazde

sustituir al anillo aromático en el subsitio p2 (“a?’) como sucedía en el caso del 3-clorometil-

tetrahidrofurano-2-carboxilatode etilo .Ello permitiría que este sustratoadoptasevarias

conformaciones diferentes en el reconocimiento por el centroactivo, tal y como se indica a

continuación (Figuras 93 y 94).

ACOPLAMIENTO “A” ACOPLAMIENTO “8”

Figura 93. Dos posibles acoplamientos A y 8 deI (1?, 5) N-<4 clorobutiril)-triptofanato

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

Estoimplica, además,dosposiblesinteraccionescon la Ser>95del centroactivo, como

se esquematiza en la Figura 93, por lo que puedenocurrir las hidrólisis tantodel grupoéster

como del grupo amida. Aunque se ha descritola hidrólisis del acetatode p-nitrofenilo

(actuando la enzima como una simple esterasa y no como una proteasa), (67, 288)

(Introducción, SecciónIV.3.1.4.5), estegrupoacetilono hidrolizaen el casodel N-acetil-L-

triptofanato de etilo, sustrato enzimático,dondesólo se puededarla interacciónA, ya que e]

grupo acetilo no es capazde ocupar el subsitio p2, ya que el anillo aromáticodirige la

disposiciónde la moléculaen el centroactivo, no dandoseel acoplamiento8.

Estosresultadossoncoherentescon los obtenidoscon los (II) y ($) mandelatosde etilo

dondeya comentamosque los gruposricos en electronesfenilo y -01-1 eranintercambiables

entrelos centrosp> y p2, lo cual conduiaa bajosexcesosenantioméricosen la hidrólisis de

estosésteres.

ti 1
ff’’’

H
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ACOPLAMIENTO “A”

H
04:

o

ACOPLAMIENTO “8”

Figura 94. Interacciones del confónnero de mínima energía del N-<4-clorobutiril)-

triptofanato de metilo con el centro activo.
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Finalmente,se intento hidrolizar el compuesto(13) (Esquema40), en Las mismas

condicionesque los anteriores, sin obtener exitoalguno, resultadoqueparecelógico, ya que,

estecompuestono esun derivadodel triptófano si no de la glicina, cuyosesteres,comohan

comentadonumerososautoressehidrolizan muy lentamentecon la cc-quimotripsina(100).

Ademásestecompuestopresentala dificultad añadidafrente a la glicina de poseerun anillo

aromático, que fija la molécula al centro activo dificultando el acercamientodel grupoester

al hidroxilo de la Ser1%y las interaccionesdel grupoaminocon la Ser214.

Así pues, la naturaleza electrónica de los sustituyentesjuegaun papelimportantea la

horadel reconocimientodel sustratopor los subsitiosp~ y p2, controlandola estereoquímica

del proceso.Todoello nos lleva a concluirqueel centrop2 6 “ar” no estanespecificopara

anillosaromáticoscomosepensabahasta la fecha,ya quepuedereconocera gruposricosen

electronestalescomo-CH2-CI y -(CO)C112-CH2-CH2-CI.

Por otro lado, la presenciade un -NR- no pareceser tan indispensable a la horadel

reconocimientode la moléculapor la «-quimotripsina,pudiendoser sustituidopor un -O- u

-OH quetambiénson reconocidospor el subsitio p1. Por el contrario, si pareceser muy

importanteparael controlestereoqulmicodel procesodehidrólisis la presenciadeungrupo

amido-NH-CO-R(R = alquilo 6 fenilo) , el cual interaccionacon los restosSer214y Met1~,

segúndescribende Norin y cols (110).

Así pues, creemos que esteestudioha servido para modelizarla interaccióna-

quimotripsina-sustratono naturaldandoun pasosignificativo respectoa lo realizadohastaLa

fechapor el grupode trabajoconderivadosde fenilalaninasustituidosen el anillo aromático

(290).
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Conclusiones

Y.- CONCLUSIONES

1) Empleando la “metodologíasecuencial”sehan obtenidoderivadosinmovilizadosde

a-quimotripsinasobrecopolimeros,superioresen cuantoa:

a) cargaenzimática

b) actividadretenida

c) actividad especifica

a los descritoshastaahoraen la bibliogafía.

2) El grado de injerto y/o el porcentajede hidrólisis del copolímero alteran

drásticamentela micromorfologíadel soporte,permitiendoasí obtenercatalizadorescon

propiedades diferentes.

3) La naturalezadel soporte(hidrófilo/hidrófobo), influye de formadecisiva en las

propiedadescatalíticasde los derivados inmovilizados, tanto en procesos de síntesis de péptidos

comoen la hidrólisis de ésteres.

4) Se ha desarrolladouna metodologíaoperativade síntesisde péptidosen que

combinando la hidrofobicidad del disolvente con la hidrofilia/hidrofobia de los sustratos y

productos podemos extraer el péptidoen la faseorgánicay llevar a caboprocesosde síntesis

continuosdegran sencillezoperativa anivel preparativo.

5) Utilizando la combinaciónde la síntesisdepéptidoscinéticay termodinamicamente

controlada,nuestrosderivadosinmovilizadosconducena unaalta relaciónpéptido/ácido.

6) Estosderivadospuedenserreutilizadosmásde 10 ciclos,enprocesosde síntesisde

24 h. cadaciclo, con rendimientosy relacionespéptido/ácidosatisfactorios.

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

nucleófilocomodel donadorde acilo.
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8) Empleando sustratos no naturaleshemosdeterminadouna seriede requerimientos

estéricosy electrónicosque debencumplir estossustratospara ser reconocidospor la a-

qui motnpsina.

4,4-4,3A

Nube electrénioa

H ~ 3,6-3,7 A

x
O HO\

Ser

$ a-CT

9) La inmovilización de la a-quimotripsinarealizadaen la presenteTesis Doctoralno

altera la enantiopreferenciade la misma, como hemos comprobadotanto con sustratos

naturalescomocon sustratosno naturales.Asimismo, la enantioselectividadhacialos sustratos

no naturalesse incrementapor efecto de la inmovilización al rigidificarse la moléculade

enzima.
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