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Resumen

La sintesis enzimatica de polipéptidos ofrece una alternativa verde a los
métodos convencionales de sintesis como Sintesis de péptidos en fase
solida (SPPS) ya que estas usan de reactivo tdxicos, condiciones de
reaccion duras (presiones y temperaturas altas), subproductos toxicos, o

procesos de purificacion costosos.

Usando una proteasa como Subtilisina Carlsberg, estando en un medio de
reccion hidrofébico no convencional 1, 1, 1, 2-tetrafluoroetano (R-134)
comprimido y que no dafa la capa de ozono permite polimerizar esteres
de aminoacido de lisina unida a el protector hidrofébico Cbz, usando

condiciones de reacciéon de moderadas a leves (presidon de 25 bares).

Los productos fueron analizados por RMN-H! y RMN-C!3 para confirmar su
estructura correcta de poli-a-L-Lisina protegida se logré identificar las
bandas del grupo protector Cbz. También fueron analizados por FT-
IR(ATR) para confirmar los anillos aromaticos del protector Cbz y los
enlaces amida del enlace peptidico. Posteriormente se planted eliminar
con una reaccién de desproteccién con HBr el grupo de proteccidén para

obtener poli- a -L-Lisina desprotegida.



Introduccion
Los antibidticos son un tipo de medicamentos utilizados para prevenir y

tratar infecciones bacterianas. La resistencia a los antibioticos se produce
cuando las bacterias mutan y se vuelven capaces de resistir los efectos
de estos farmacos. La resistencia a los antibidticos ha generado un
especial interés en desarrollar nuevas alternativas para combatir

patdogenos que aumentan la morbilidad y mortalidad de la poblacion.

La sintesis de polipéptidos polares que sean biocompatibles y con una
funcidon antimicrobiana (lo que los hace adecuados para combatir a estas
bacterias multirresistentes) son de alto interés y se han desarrollado
distintas técnicas para obtenerlos como: Sintesis de péptidos en fase
sélida (SPPS) o hidrolizados proteicos; el inconveniente de estas técnicas
es el uso de reactivos toxicos, condiciones de reaccidn duras (presiones y
temperaturas altas), subproductos téxicos, o procesos de purificacion

costosos.

Una alternativa a estas técnicas para sintesis de péptidos podria ser el
uso de proteasas, y aunque se les conoce por su facilidad para hidrolizar
proteinas, esta técnica también se puede utilizar en la direccién inversa,
lo que facilita la sintesis de péptidos. La sintesis enzimatica ofrece un
meétodo flexible, que emplea condiciones de reaccidn suaves, con ausencia

de racemizacion y haciendo uso de los principios de la quimica verde.

Los reportes de sintesis de polipéptidos por via enzimatica usan
disoluciones acuosas tamponadas. Sin embargo, la reaccién de hidrdlisis
en medio acuoso limita la elongacién de cadena de polipéptidos,
aumentando los productos de bajo peso molecular u oligopéptidos. Con
el fin de ampliar la aplicabilidad de las enzimas, se han desarrollado
algunas alternativas. En particular, el uso de procesos en medios no
acuosos (medio tipo GRAS) puede propiciar ventajas en la sintesis de

materiales poliméricos.



Ademas, la ausencia de trazas de residuos toxicos, como el grupo Fmoc,
gue se usa en SPPS, creemos puede tener un potencial biomédico
considerable, asi investigando las propiedades de los polipéptidos
sintetizados por la variacién sistematica de sus cadenas laterales y formar

estructuras con actividad farmacoldgica.



Antecedentes

Los 20 aminoacidos “estandares” que forman a las proteinas, todos ellos
coinciden en tener en su estructura un grupo carbéxilico (-COOH) y un
grupo amino (-NHz2) unido al mismo atomo de carbono, denominado
carbono q, al cual también esta unido un hidrégeno y una cadena lateral
( R); es esta cadena lateral la cual les diferencia y confiere propiedades

guimica especificas a cada aminoacido.

Los aminoacidos forman cadenas para formar proteinas funcionales, lo
consiguen a partir de una reaccion de condensacién (formacién de un
enlace con eliminacidon de una molécula de agua). El enlace resultante
(peptidico) CO-NH, es un enlace amida, también Ilamado enlace peptidico,
las estructuras formadas por dos, tres, unos pocos (3-10) y muchas
unidades de aminoacidos se conocen respectivamente, como dipéptidos,
tripéptidos, conocidos como oligopéptidos, y los polipéptidos cuando se

tienen pesos moleculares superiores. (Lodish, 2008)

Las proteinas al desempefiar funciones en las células de todo ser vivo
desde la parte estructural de la célula, hasta funciones metabdlicas y
reguladoras en la misma, se han convertido en una fuente de interés
cientifico, y con el afan de comprenderlas mejor se desarrollaron técnicas
para sintetizar péptidos en el laboratorio, y aunque son menos complejos
gue las proteinas, poseen caracteristicas que los hacen de importancia en

el area biomédica e industrial.



Métodos de sintesis

La sintesis de polipéptidos in vivo se realiza una vez sintetizado los mRNA
durante la traduccion que es la conversidon de la secuencia de nucleétidos
del RNA en la secuencia de aminoacidos de un polipéptido, donde
participan los distintos RNA (mensajeros, ribosémicos, y de
transferencia). Los primeros polipéptidos que se sinterizaron por métodos
guimicos estaban compuestos sélo por un tipo de aminoacidos y por lo

tanto se les conocia como homopdlimeros u homopolipéptidos.

Estos sirvieron como compuestos para modelos valiosos y abrieron la
puerta a nuevas formas de aplicacidn y sintesis. La primera sintesis
quimica de un polipéptido con actividad bioldgica fue la de la hormona
oxitocina que es un nonapéptido (formado por 9 aminoacidos), realizada
por Vincent de Vigmeaud por lo que se le otorgo el premio nobel en 1955
(Voet, 2007).

En la actualidad, los métodos de sintesis de péptidos usados con mayor
frecuencia son predominantemente de naturaleza quimica, un ejemplo de
estos es la sintesis peptidica en fase sdlida (SPPS) desarrollada por Bruce
Merrifield (1962), generalmente se llevan a cabo a través de una

secuencia de tres pasos.

a) Primero, todas las funcionalidades de los reactivos, que no deben
participar en la reaccion, deben protegerse selectivamente, Ej. Grupo

Fmoc que es utilizado para proteger el extremo N-terminal.

b) Luego, el grupo carboxilo debe activarse en un segundo paso para

permitir la formacién del enlace peptidico.

c) Finalmente, los grupos protectores deben eliminarse en su totalidad, si
la sintesis es completa, o el extremo amino o carboxilo terminal debe

liberarse selectivamente si la sintesis va a continuar.



Para esta metodologia es necesario un proceso riguroso que implica
protecciones y desprotecciones. Dos de los principales problemas
asociados con la sintesis quimica de péptidos son el peligro de
racemizacion, particularmente durante el paso de activacién, y un

riguroso paso de purificacion. (Gutte, 1995)

El uso de enzimas a nivel investigacién en sintesis de péptidos ha sido

reportada recientemente (Kullman, 1987)

Tabla 1. Comparacion de procesos quimico y enzimatico para sintetizar

péptidos.
QUIMICO ENZIMATICO
Estereoselectividad Baja Alta
Rango de aminoacidos | Ancho Limitado
Requisitos del grupo
i Alto Moderado
de proteccion
Subproductos Algunos (Toéxicos) Insignificantes
Peligro de _
L, Algunos Ninguno
racemizacion
Condiciones de Ia
B Muy altas Moderadas-Normales
reaccion

Se pueden usar proteasas que du funcion sea corte de péptidos para
catalizar la reaccion inversa (condensacion), siempre que el mecanismo
proceda a través de un intermedio de acil-enzima covalente,

generalmente involucrando un nucledfilo Ser-OH o Cys-SH.

Dado que muchas hidrolasas de éster carboxilico (esterasas, lipasas)
también forman un intermedio de acil-enzima, igualmente se pueden

emplear. (Yazawa, 2016)
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Hidrdlisis inversa (Control termodinamico)

2
O R Estereasa,

2
| lipasa n f
Z-HN <522 OH
Non Foun OH H,N + Hy0
L 2 | 0 proteasa NH
R ) rY o)

Amindlisis de ésteres (Control cinético)

Estereasa,
O lipasa o

2
| proteasa Q R
Z-HN X
x +HN | Rapido NH
R1 (0] Rl o)
\\y Hidrdlisis  lenta
del péptido (solo
X: Grupo saliente (Me, Et) con proteasas)

Z: Grupo protector del grupo N-terminal (Ph-CH,-O-CO-, t-Bu-O-CO-)

2

Figura 1. Sintesis enzimatica de péptidos por proteasas y carboxil éster

hidrolasas

Control termodinamico

Como la reaccion es reversible, esta se puede controlar
termodinamicamente. En condiciones fisioldgicas, el equilibrio en las
reacciones catalizadas por proteasas se favorece hacia el lado de la
protedlisis. Para hacer que la direccidn cambie hacia la sintesis de

péptidos, se pueden aplicar ciertas limitaciones en el proceso:

e Uno de los reactivos se usa en exceso.

e Disminuir el agua disponible del sistema mediante la adicion de co-
disolventes organicos miscibles en agua o sales.

e El uso de disolventes organicos puros inmiscibles en agua esta
limitado por la baja solubilidad de los reactivos en estos sistemas

lipofilicos.
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Control cinético

La amindlisis de ésteres, implica una reaccién irreversible controlada
cinéticamente, en la que un nucledfilo débil y uno fuerte (agua y una
amina) compiten por el intermedio acil-enzima. Como se menciond

anteriormente, esta reaccion puede considerarse irreversible.

El péptido formado durante la amindlisis del éster puede ser cortado
hidroliticamente por proteasas en una reaccion posterior (lenta) en
presencia de agua; estas reacciones deben terminarse antes de que se
alcance el equilibrio (fig. 2). Por supuesto, la hidrdlisis de péptidos puede
despreciarse cuando se utilizan hidrolasas no proteoliticas, tales como

esterasas y lipasas.

En general, los ésteres de L-aminoacidos de origen natural (N-
protegidos) de alcoholes de cadena corta, como los ésteres metilicos y
etilicos, suelen ser suficientemente reactivos como "aceptores" para
lograr una rapidez de reaccion razonable en la sintesis de péptidos

enzimaticos mediante amindlisis.

Rendimiento

del péptido Sintesis de péptido via

Hidrdlisis inversa
(Control termodinamico)

B Sintesis de péptido via
equilibrio Amindlisis de ésteres
""""" i —— =—-= (Control cinético)

C Hidrolisis del péptido

Tiempo

Figura 2. Sintesis enzimatica de péptidos bajo control termodindmico y

cinético.
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Cada enzima tiene cierta selectividad por su sustrato, y se tiene la
necesidad de cubrir la sintesis enzimatica de péptidos aplicable a todas
las posibles combinaciones de aminoacidos. Aunque la biblioteca existente
de proteasas no estad especificamente completa para cada aminoacido,
nos proporciona una buena cobertura para trabajar (Tabla 2). Es
importante destacar la "escasez" de una enzima dirigida a los derivados

de la prolina.

Tabla 2. Selectividad de Proteasas

PROTEASA TIPO ESPECIFICIDAD
Proteasa

-Lys-X
achromobacter

a-quimotripsina,
-Trp(Tyr,Phe,Leu,Met)-X

subtilisina
Elastasa ] -Ala(Ser,Met,Phe)-X
Serin-Proteasa
Tripsina, proteasa
-Arg(Lys)-X
Streptomyces griseus
Proteasa
Staphylococcus -Glu(Asp)-X
aureus V8
Papaina, ficina -Phe(Val,Leu)-X
Catepsina B Cisntein-Proteasa -Arg-X
Catepsina C X-Phe(Tyr,Arg)-X

Termolisina, proteasa
-Phe(Gly,Leu)-Leu(Phe)

B. subtilis Metaloprotasa
Proteasa ii myxobacter X-Lys
) _ _ -Phe(Tyr,Leu)-
Pepsina, catepsina D | Carboxil-proteasa
Trp(Phe, Tyr)

X: Residuo de aminoacidos o péptido no especificado.
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Proteasa para reacciones de polimerizacion

Las subtilisinas, también conocida como alcalasas, son serina
endoproteasa extracelulares derivan de la especie bacteriana de la que
fue aislada, Bacillus subtilis. La estrategia de condensacién de fragmentos
catalizados por subtilisina se establecid en un disolvente organico puro
usando fragmentos peptidicos con multiples grupos protectores de la
cadena lateral. (Yazawa, 2016) También se han utilizado otras proteasas
para sintesis de polipéptidos (en fasea acuosa) como: papaina, bromelina,

tripsina y lipasas.

Como la sintesis bajo control cinético depende de un éster C-terminal
levemente activado (o amida), acilando rapidamente una serina o cisteina
proteasa. El intermediario enzima-acilo formado sufre una desacilacion
competitiva limitada por la rapidez de ataque del agua y de un nucledfilo
(otro aminoacido) para dar la acumulacién temporal del producto formado
por la consiguiente hidrolisis debido al ataque del agua. Debido a este
mecanismo de reaccidén, el rendimiento del producto depende de la
diferente rapidez del ataque del agua y del nucledfilo al complejo enzima-
acilo y de la degradacidn del producto por la misma proteasa en presencia
del agua, debido a esto las propiedades de la misma enzima y la

concentracion del nucledfilo, son de vital importancia. (Yagasaki, 2008)

Quimicamente, la amindlisis de ésteres de aminoacidos implica el ataque
nucleofilico de la amina de un aminoacido al carbonilo del éster de otro
sustrato dando como producto un dipéptido y un alcohol. La hidrélisis
implica el ataque de la molécula de agua dando como producto ya sea
aminoacidos libres o el acortamiento de un polipéptido formado a
oligopéptidos. En la figura 3 se muestra un esquema general del

mecanismo en el caso de la reaccion enzimatica.

14



Donador de acilo Complejo Producto
acilo-enzima Hidrolizado

H,O 0

|O XH o)
HaN x + Enz-H A H,N | \ HoN
<« Enz OH
1 1
R R 1
R
RZ
A
X
S

X: Grupo saliente Enz-H
Nucledfilo
RZ
2
|O HZ)\/X Q R
H,N | <« HN
Enz” o) NH
L CH, )
R R

o
n

Péptido producido

Figura 3. Rutas de la reacciéon de hidrolisis o sintesis enzimatica de

péptidos.

Uso de grupos protectores

Uno de los principales estrategias en la sintesis de péptidos es la

proteccion de los grupos funcionales laterales de los aminoacidos, éstos

deben protegerse para evitar la formacion de un enlace peptidico no

deseado en algunas ocasiones como en el caso de la Lisina (Lys) por tener

un amino terminal en posicién €. Estos deben ser quimicamente estables

en las condiciones en las que se da la sintesis peptidica, y ser facilmente

removibles en condiciones suaves que no alteren la formacion del enlace

peptidico al final o en fases intermediarias de la sintesis. (Navarrete,

2007)

15



Carboxibencilo

También asignado con la abreviatura Cbz, este método de proteccion fue
el desarrollado por Zervas en 1932. Se basa en la acilacién de una amina
con cloruro de Carbobenzoxilo para dar una amida (Figura 4).

|
O

|O NH, | /\/\)\/
OH
@/\o/J\Cl + HZNMOH - ©/\O/\NH

L-Lisina L-Lys(Cb2)

Figura 4. Reaccion de acilacion para obtener un aminoacido protegido,

tomando a la &-lisina como ejemplo.

Estas amidas, a diferencia de las amidas comunes, pueden degradarse
por métodos que dejan intacto el enlace peptidico. La ruptura puede darse
por hidrogenacion catalitica o por hidrdlisis con HBr en acido acético frio.
(Merrifield,1997)

Uso de disolventes

El agua es un disolvente poco usado para casi todas las reacciones de
sintesis en la quimica organica preparativa porque la mayoria de los
compuestos organicos son poco solubles en este medio. Ademas, la
eliminacion de agua es tediosa y costosa debido a su alto punto de
ebullicién y alto calor de vaporizacion. Las reacciones secundarias como
la hidrélisis, la racemizacion, la polimerizacidon y la descomposicién a

menudo se facilitan en presencia de agua.

En el caso de los biocatalizadores, la cantidad de agua necesaria para
retener la actividad catalitica depende de la enzima (Bell, 1995). Por
ejemplo, la a-quimotripsina necesita solo 50 moléculas de agua por
molécula de proteina para permanecer cataliticamente activa (Zaks,
1986), que es mucho menos de lo que se necesita para formar una

monocapa de agua alrededor de la enzima. Otras enzimas, como la
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subtilisina y varias lipasas, son similares en su necesidad de
concentraciones bajas de agua (Zaks, 1988). En otros casos, sin

embargo, se requiere una concentracion alta.

Las transformaciones biocataliticas realizadas en medios organicos

ofrecen las siguientes ventajas:

a) Dado que un medio organico es un ambiente hostil ya que implica
someter a las células vivas a un reactivo toxico, la contaminacion
microbiana es insignificante. Esto es particularmente importante
para las reacciones a escala industrial, donde mantener Ila
esterilidad puede ser un problema grave.

b) Dado que muchas de las reacciones responsables de Ila
desnaturalizacion de las enzimas son reacciones hidroliticas y, por
lo tanto, requieren agua, se puede esperar que las enzimas sean
mas estables en un entorno hidrofébico de bajo contenido de agua
(Aldercreutz, 1987)

c) Sin embargo, la ventaja mas importante es la posibilidad de
cambiar los equilibrios termodinamicos para favorecer la sintesis
sobre la hidrélisis. Por lo tanto, al usar enzimas hidrolasas
(principalmente lipasas y proteasas), los ésteres (Koshiro,1985),
los poliésteres (Morrow, 1990) las lactonas (Gutman, 1989) las
amidas y los péptidos (Kullman, 1987) pueden sintetizarse en una
forma quimio, regio y enantioselectiva.

d) Al tener un sistema donde la Unica agua presente proviene de la
propia enzima y no del medio, esta toma Unicamente al nucledfilo
y sintetiza un polipéptido, evitando asi que las moléculas de agua

en el medio no lleven a cabo procesos de hidrélisis del producto.

17



1,1,1,2 Tetrafluoroetano como medio de reaccidn

En lugar de disolventes organicos volatiles y téxicos se pueden usar
fluidos comprimidos inocuos como el diéxido de carbono en estado liquido
supercritico, algunos hidrofluorocarbonos no toxicos, entre otros, que
tienen propiedades de solubilidad similares a las de un disolvente
convencional, o se pueden utilizar como co-disolventes para la

transformacidén enzimatica de compuestos organicos. (Nakamura, 1990).

Las ventajas mas importantes de este tipo de disolventes son la falta de
toxicidad, la facil eliminacién y la baja viscosidad, intermedia entre las de
los gases y las de los liquidos. Esta ultima propiedad asegura una alta
difusién, siendo aproximadamente de uno a dos érdenes de magnitud mas
alta que en los disolventes comunes. Ademas, pequefias variaciones de
temperatura o presién pueden producir grandes cambios de solubilidad
cerca del punto critico en el caso de CO2, lo que permite controlar las

propiedades cataliticas de una enzima, como la rapidez de reaccidn.

Ademas, algunos hidrofluorocarbonos organicos también son Uutiles para
prevenir la hidrélisis del complejo proteasa-acilo, debido a las cantidades
reducidas de agua incluidas en la reaccion. (Yazawa, 2016). Uno de estos
medios es el 1,1,1,2-Tetrafluoroetano (R134a) en estado liquido. Este
medio es mucho mas polar que el CO32, similar al THF o cloroformo, y dio
un buen resultado en la polimerizacion un homopolimero de L-
Fenilalanina, ademas de no ser toxico y no dafar la capa de ozono.
(Aguirre, 2018). Cabe decir que esta reaccion no es posible con CO:

debido a la baja solubilidad de sustratos en este disolvente.
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Hipdtesis

El uso de la proteasa Subtilisina Carlsberg polimerizara la L-lisina-OMe
utilizando 1,1,1,2-tetrafluoroetano comprimido como medio de reaccion,
en una ruta de dos etapas que incluye un paso de desproteccion del grupo
N-Cbz

Objetivo general
Determinar una ruta de sintesis enzimatica adecuada en medio no acuoso
para producir un polipéptido de L-Lisina-OMe.

Objetivos particulares
e Identificar si el mondmero es soluble en el medio de reaccion.

e Establecer una ruta de polimerizacién enzimatica adecuada para el
clorhidrato L-Lys(Z)-OMe.
e Estudiar la estructura del polipéptido sintetizado.

e Establecer la ruta de desproteccion del grupo CBz del producto.

19



Metodologia

Vélvulas de carga y descarga

Termopozo

Cavidad
principal Chaqueta de
calentamiento

i
k4
=
=
-
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Actividad enzimatica
Se utilizé la enzima Subtilisina Carlsberg o Subtilisina A de Bacillus

subtilis, con un peso molecular de 27 KDa, la medicién de la actividad
enzimatica de la proteasa se realizé con un método espectrofotométrico

al principio del proyecto, tomando a caseina como sustrato como sigue:

Se realizd por triplicado, donde se incubé 1mL de la enzima (0.047
mg/mL) y 5 mL de caseina (0.65% m/v) 10 min en bafio maria a 37°C.
Después se adicionaron 5 mL de Ac. Tricloroacético (110mM) para detener
la reaccién de hidrdlisis precipitando la proteina; se dejé reposar 30 min
y se centrifugd 9000 rpm/10 min para retirar la proteina precipitada. En
un tubo Falcon se adicionaron 2 mL de este sobrenadante, 5mL NaxCOs3,
1 mL de Reactivo de Folin & Ciocalteu’s se deja reaccionar 30 min y se
leyd la absorbancia a 660 nm, se realizd un blanco donde se adiciona
primero el Ac. Tricloroacético y después la enzima. Los resultados se
compararon con una curva patron de tirosina (1.1mM). En este

meétodo una unidad enzimatica (U) se define como la cantidad de enzima

que produce un pg de tirosina en 1 min. (Sigma Aldrich, 1999)

Desalinizacion
La desalinizacion del clorhidrato el mondmero sustrato se realizd

modificando la metodologia del trabajo de Bodansky (1994), se usaron
5.5 mL de carbonato de potasio (3.9 M) y 11 mL con una concentracién
de 21.4 %m/v del hidrato del mondmero H-Lys(Z)-OMe con agitacion
vigorosa durante una hora; el producto se aislé por medio de una
extraccion liquido-liquido con acetato de etilo y se recuperé el producto

con una evaporacién a presién reducida.

(0] fo) (o]

H H
+ + H,0
Cbz’N\/\/\)J\OCH3 Ky JLO_K 2 > Cbz’N\/\/\)LOCHs

«HCI NHz NHZ

Figura 5. Desalinizacién de clorhidrato de L-Lys(Z)-OMe
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Prueba de solubilidad
Se realizd una prueba de solubilidad al principio del proyecto del

mondmero desalinizado en el medio de reacciéon R134a, se utilizd un
reactor con mirillas de cuarzo capaces de soportar la presién vy
permitiendo observar al interior. Se desalinizé previamente el mondmero
y se colocé en la camara con mirillas junto con un agitador, se cerrd y se
colocd a condiciones de reaccidon (40 °Cy 25 bar de presién), visualmente

se confirmo la solubilidad en el medio.

Sintesis enzimatica
Para obtener el polimero deseado se siguid la metodologia propuesta por

Aguirre (Aguirre, I. 2018) en el reactor de alta presién se colocd dentro
un agitador de cruz, y la proporcion del mondmero desalinizado y de
enzima con las cuales se reportd para la sintesis de cadenas largas de
Poli-Fenilalanina (110U/6mmol de mondmero). Se prosiguid a cerrar el
reactor como se muestra la Figura 5 y llenarlo de R134a a través de la
valvula con ayuda de la bomba de aguja (260D high-pressure Teledyne
Isco syringe pump) se calentd la celda con una chaqueta de calentamiento
hasta llegar a los 40 °C medidos con termopares, hasta tener una presién

de 25 bares, se mantuvo la reaccion durante 24 h con agitacion.

Después del tiempo de reaccion se aumentd la temperatura a 110 °C por
15 min para detener la reaccién, se enfrio el reactor (5 °C aprox.) y se
liberd lentamente la presidn, se hizo un lavado con acetato de etilo para
recuperar el producto, se centrifugd a 7000 rpm por 20 min el
sobrenadante se recuperd y se secd con un extractor de disolventes a
presion reducida acoplado a una bomba de disolventes. Se realizd por
duplicado de los cuales se mandaron a caracterizar por RMN-H! para

observa que eran iguales, ademas de un control sin enzima.
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Figura 6. Diagrama del reactor de alta presion utilizado Aguirre (2018)

Desproteccion
Se siguid la metodologia propuesta por Seyhan (2004) eliminando el

grupo benciloxicarbonilo (CBz) utilizando acido bromhidrico 33% en
presencia de acido acético anhidrido, se mantuvo la reaccién 2 h a
temperatura ambiente. Se hizd precipitar adicionando un exceso de éter
etilico, el sdélido fue recuperado con centrifugacién y posteriormente

secada a vacio.

Caracterizacion

Resonancia Magnética Nuclear.

De una dimension fue realizada en un espectrémetro Varian MR-400
(400MHz); en una disolucion de las muestras secas en dimetilsulfoxido
deuterado (DMSO-de)/acido  trifluoroacetico  deuterado  (TFA-d)
(9.25:0.75),a una concentracion de 20 mg/mL. Los datos fueron
analizados por MestReNova, versiéon 12.0.2 (Mestrelab Reseach S.L.,

www.mestrelab.com, 2018)
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Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier.

Para determinar los grupos funcionales presentes en los productos de
reaccion, se analizaron las muestras secas por FT-IR(ATR). Los resultados

fueron obtenidos en un equipo Perkin-Elmer Spectrum 400.

Resultados y discusion
Los resultados de la actividad enzimatica residual se muestran en la Tabla
3.

Tabla 3. Actividad enzimatica de Subtilisina Carlsberg.

0.438 0.320 3.74
0.444 0.302 3.47
0.433 0.294 3.44

Promedio 3.55

Este promedio de la actividad de la enzima se relaciond con los mmol de
mondmero para que en el reactor tuviera una actividad de 110U/6mmol
de mondmero, esta actividad fue la establecida por Aguirre (2018) donde

se obtuvo una cadena de Poli-fenilalanina de mayor longitud.

Desalinizacion de Aminoacidos
Debido que los esteres de aminoacido estan clorhidratados para permitir

su solubilidad en agua, se realizd una reaccidon de desalinizacion para
permitir su solubilidad en el medio de reacciéon (R-134), después de la
evaporacién a presiéon reducida se obtuvo un liquido aceitoso ligeramente
amarillo con un rendimiento en masa de 60 %, se verifico la liberacién de
la sal del compuesto al poner a prueba su solubilidad en el medio 1,1,1,2-
Tetrafluoroetano en las condiciones en las que se realizaria el

experimento.
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Pruebas de solubilidad
La prueba de solubilidad de realizd ya que se debe de asegurar que el

sustrato de la enzima sea soluble en el medio de reaccion, el grupo
protector Cbz le confiere una hidrofobicidad al compuesto por lo que

deberia ser soluble en el medio de reaccion.

Como se muestra en la Figura 7, “a” se muestra el reactor de mirillas
después de ser llenado con R134a y se ven “gotas” insolubles de lo que
es el mondmero, al aumentar la temperatura del reactor a 40 °C que es
la temperatura de reaccidon, el mondmero se solubiliza por completo con
ayuda de la agitacion, se observd una sola fase lo que confirma que el
mondmero es soluble en el medio de reaccién y se prosiguid con la

reaccion de sintesis en el reactor de alta presion.

Figura 7. Experimento de solubilidad con Reactor de mirillas, a) Se
observa el mondmero sin solubilizarse, b) El monémero y el medio de

reaccion en una sola fase.

Duplicado de reaccion
Se obtuvieron dos espectros muy similares por lo que la reaccién tiene

reproducibilidad, en cuanto al rendimiento se obtuvo se mantuvo
constante, de la primera reaccion de 430 mg y la segunda 450 mg de

producto, hablando de un 44 % de rendimiento.
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Figura 8. RMN-H! de la reproducibilidad de la reaccion

En la Figura 9 se muestra el producto que se obtiene después de una

reaccion de sintesis enzimatica normal, un polvo fino de color blanco que

gueda en todo el reactor después de despresurizarlo. Este polvo blanco

es insoluble en agua, se lava con acetato de etilo y se evapora a presion

reducida para asi obtener nuestro producto seco.

Figura 9. Reactor recién abierto después de la reaccién de sintesis
enzimatica.
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Control sin enzima
Se realizd un control donde no se anadio al reactor la enzima Subtilisina

Carlsberg, para comprobar que era su actividad la que lograba la reaccion,
se procedid a las mismas condiciones, después de despresurizar el reactor
no se encontrd rastros de un polvo blanco (Fig. 9), Se encontrdé con un
semi-liquido viscoso que era insoluble, se realizaron pruebas de
caracterizacion donde no aparecian indicios de una polimerizacidén

(sefales de enlace peptidico) si no que era la estructura del mondmero.

Resultados RMN-H?

Las sefales que se presentan en la Figura 8 como parte del grupo
protector CBz son las marcadas con las letras “e” y “f” que corresponden
al grupo protector carboxibenxilo (Cbz) al metileno y al anillo bencilico
respectivamente, descartando las barras de referencia de los disolventes
deuterados, DO y DMSO, para el mondmero y la estructura polimérica

respectivamente.

La presencia de la nueva banda en campo alto a 8.25 ppm, marcada
como “g” se presenta como el protdén acoplado al nitrdgeno del grupo
amida que pertenece al enlace peptidico por lo que se asemeja a la
obtencion de una estructura de polipéptidos. Después de la desproteccion
con HBr/AcOH se tendra que disminuir o desaparecer la sefial “e” en 5
ppm y la sefial “f” en 7.4 ppm, se asegura que los enlaces peptidicos son
estables en cualquiera de las condiciones empleadas para la eliminacién
del grupo protector Cbz, por un lado los grupos amino se protegen en
forma de carbamato en esa forma no son ni basicos ni nucleofilicos y los
grupo carboxilo se protegen en forma de éster metilico o etilico que son
relativamente poco reactivos (Seyhan, 2004) si no es asi la sefial *h” se

veria aumentada por la hidrdlisis (Figura 10).
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Figura 9. RMN-H! en la parte superior se muestra el monémero L-Lys(Z)-
OMe y en la inferior el obtenido después de la reaccion con un

acercamiento desde 2.8 ppm a 4.0 ppm.

La banda marcada como “h” es el metilo terminal del éster del mondmero
se ve disminuida después de la reaccién (Figura 8) comprobando que se
ha removido para poder sintetizarse el enlace peptidico disminuyendo la
presencia de este metilo terminal y, por lo tanto, disminuyendo su sefal

en el espectro.

En la Figura 10 se muestra un acercamiento y cémo influye la
polimerizacion en la eliminacion del grupo metilo del éster del aminoacido,
asi mismo se hizo un calculo aproximado basado en el peso molecular del
mondmero y la proporcidn en la que disminuyo la sefal de este metileno
para calcular el peso molecular del producto final, al hacerlo nos dio un

peso molecular aproximado de 20 KDa.
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Figura 10. Acercamiento de RMN-H! comparando el mondmero y
polipéptido de L-Lisina protegida.

Resultados RMN-C13

Los resultados de la RMN-C!3 (Figura 11) arrojan la presencia de los dos
carbonilos arriba de 155ppm, la banda marcada con “1” se asigna al
aminoacido Lisina y el nUmero “2” perteneciente al grupo protector Cbz ,
la marca como “a” perteneciente al metilo terminal del monédmero que en
la estructura polipeptidica se observa una desaparicién de esta banda al
igual que en el RMN-H!, los carbonos intermedios debajo de 70ppm
pertenecen a los carbonos de la estructura de Lisina excepto la banda “g”
ya que es el metileno conectado al anillo bencilico del grupo protector, los
carbonos del anillo bencilico son un triplete en 130 ppm y un singulete en
138ppm son también parte del grupo protector carboxibencilo, las
sefales de los disolventes deuterados de referencia, DMSO-de y TFA-d
aparecen en 40ppm y con dos cuatripletes en 116 ppm y 160 ppm,

respectivamente.
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Figura 11. RMN-C!3 en la parte superior se muestra el monémero L-
Lys(Z)-OMe y en la inferior el obtenido después de la reaccidn.

Resultados FT-IR(ATR)
Se realiz6 una comparacion del mondmero protegido L-Lys(Z)-OMe con

el aminoacido natural L-lisina para poder localizar los grupos funcionales
agregados y la diferencia estructural que se esperaba en el polipéptido
(Figura 12), con intensidad media en 3350 cm! se observa el estiramiento
del grupo amida propio del mondmero al estar este grupo en la union del
aminoacido con el grupo protector, se observa una gran banda ancha por
parte del aminoacido L-lisina por el grupo -OH, esa banda cubre la regién
de los 2800-3000 cm™t donde se ven los metilos y metilenos, la banda en
2100 cm-! se puede deber a CO; presente al momento de hacer el analisis,
en 1600-1800 cm! se aprecia los grupos carbonilos de los compuesto,
como ya se menciond el mondmero tiene dos carbonilos uno ya presente
en la estructura del aminoécido y otro del grupo protector, hay una banda
de mayor intensidad en 1250 cm! estd pertenece al grupo éster del

monomero que claramente en el aminoacido natural no existe, por ultimo

30



una banda de baja intensidad pero con una gran diferencia entre ambos
espectros en la ubicada en 750 cm! pertenece a los estiramientos del

anillo bencilico del grupo protector del mondémero.
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mondmero L-Lys(Z)-OMe y de color verde una muestra de L-lisina.

Como se muestra en la Figura 13, la comparacidon del mondmero y del
polipéptido, se sigue apreciando la banda de 3350cm-! del grupo amida,
el area de 2400-3000 cm™! se ve mas definida y se aprecia lo que puede
ser -CH2- y -CH3 con una diferencia en intensidad entre el polimero que
tiene una menor intensidad, en 1700 cm™! se observa un sélo carbonilo
por parte del polipéptido ya que ambos estan haciendo una sefal de
amida, anteriormente habia dos sefiales una por cada uno de los grupos
carbonilos correspondiente al enlace amida y otro corresponde al grupo
éster, al estar estructurados en un polipéptido ambos dan la banda de

amidas.
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Figura 12. Espectro infrarrojo obtenido de color azul se muestra el
mondmero L-Lys(Z)-OMe y de color rojo el obtenido después de la
reaccién.

Después de la reaccién de desproteccion (Figura 14) a comparacion del
producto protegido se ve una disminucién en la banda del bencilo
caracteristica principal del grupo de protecciéon, a 3500 cm™! se muestra
un aumento de aquella banda que puede representar el aumento de
aminas (-NHz) resultado de la desproteccién, a comparacion con la L-
lisina (Figura 12) la banda de 3500 cm™ no es producto de un -OH y
similarmente tiene la banda de carbonilo desplazada, puede ser dado por

la vibracion N-H presentes de la amina a 1640-1560 cm™1.
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Figura 14. Espectro infrarrojo obtenido de color azul se muestra el
mondmero L-Lys(Z)-OMe, de rojo el polipéptido protegido obtenido y de
color morado el resultado después de la reaccion de desproteccion.

Conclusiones
Se logro trazar una ruta de polimerizacion enzimatica capaz de reproducir

la sintesis de un polipéptido de poli-a-L-Lisina a partir de un mondmero
con un grupo protector en la amina € en el medio de reaccién R-143
liguido. Se estudid la estructura del polipéptido producido por la enzima
Subtilisina Carlsberg a través de técnicas espectroscopicas, donde se
localizaron las bandas pertenecientes al enlace amida de produccion de
un polipéptido y del grupo de proteccion carboxibencilo (Cbz), después de
una reaccion de desproteccién con HBr, se logro apreciar disminucion de
bandas pertenecientes al grupo protector y al aumento de bandas

pertenecientes a grupos amina como resultado.
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Perspectivas
e Optimizar la reaccion de desproteccion para tener un mayor

rendimiento y caracterizar el producto.
e Probar una distinta ruta de desprotecciéon, como la hidrogenacién

catalizada con Pd-C.
e La sintesis de un polipéptido con aminoacidos polares como la lisina

y no polares como la fenilalanina podria tener actividad

antimicrobiana.
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