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ABREVIAÇOES

Os resíduos de aminoácidos e reagentes químicos sao a

breviados de acordo com as normas de IUPAC-IUB (3. Biol.

Chem. 242: 6489-6497, 1970;Ibid 250: 3215-3216, 1975) exce-

to alguns solventes orgânicos.

Acn - acetonitrila

AcOEt - acetato de etila

An - acetona

Boc - terc-butiloxicarbonil

Boc-SDP - tiocarbonato de t-butil-S-(4,6-dimetil)-2-pirimi-

dina

Bzh - benzidril

CCD - cromatografia em camada delgada

CDC1 3 - clorofórmio deuterado

CD 3COCD 3 - acetona deuterada

CHC1 3 - clorofórmio

DCC - diciclo-hexil-carbodiimida

DMSO-d 6 - dimetilsulfóxido deuterado

EE - éter etílico

~p - éter de petróleo

EtOH - etanol

6G o
hid - variação de energia livre de Gibbs de hidrólise

6G o . - variação de energia livre de Gibbs de ionização
lon

IV - infravermelho

K. - constante de sínteseSln

MeOH - metanol

Moz - p-metoxi-benziloxicarbonil



OBu
t

- éster terc-butílico

OBzl - éster benzílico

OEt - éster etílico

ONp - éster p-nitrofenílico

OPCP - éster pentaclorofenílico

OPFP - éster pentafluorofenílico

P.F. - ponto de fusão

RM1H - ressonância magnética protônica

TFA - ácido trifluoroacético

TMS - tetrametilsilano

Tos - 4~toluenosulfonil

Tris-HCl - cloridrato de tris-hidroximetil-amino-metano

Z - benziloxicarbonil
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I. INTRODUÇÃO

1. Síntese de peptídeos

A descoberta e o isolamento de vários peptídeos

biologicamente ativos, na década de 1950, estimularam o estu

do da síntese laboratorial dos mesmos. Os métodos desenvo1-

vidos foram o da síntese clássica ou em solução, o da sínte

se em fase sólida ou síntese de Merrifield e mais recentemen

te o método enzimático.

A formação de ligação peptídica baseia-se no pri~

cípio do ataque nuc1eofí1ico do a-aminogrupo de um aminoáci

do (componente amínico) à carboxi1a de baixa densidade ele

trônica de outro aminoácido (componente carboxí1ico). Os re

quisitos necessários para sua formação são: 1) Proteção ade

quada dos grupos funcionais dos componentes carboxílico e

amínico, para que se obtenha uma sequência inequívoca. Z)

Ativação da carboxi1a do componente carboxí1ico através da

formação de um intermediário reativo do tipo Rl-NH-CHR-COOR Z'

onde Rl é ·um grupo protetor de a-aminogrupo e RZ um grupo

que atrai elétrons (Esquema 1).

Esquema 1 - Reasªo de formação de ligação peptídica.

Rl-NH-CHR-COOH + RZ-OH
-HZO
~

..-- IR1-NH-CHR-COORZI+~ZN-~3

R1 -NH-CHR-CONHR3 + RZOH.

A síntese total de um peptídeo ê um processo lab~

rioso, pois consiste na sorna de um grande numero de etapas:
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proteção dos grupos funcionais de aminoácidos, ativação da

carboxila do componente carboxílico, formação da ligação

peptídica entre os componentes (reação de acoplamento), de~

proteção parcial para a elongação desejada e adição do novo

resíduo de aminoácido ou fragmento peptídico convenientemen

te protegido. Estas etapas se repetem até que a - .sequencla

desejada seja concluída, quando é realizada a desproteção t~

tal que fornece o peptídeo a ser purificado e caracterizado.

Atualmente, o conhecimento amplo das metodolo-

gias de síntese clássica e em fase sólida, permite a obten-

ção de cadeias peptídicas bastante longas com mais de urna

centena de resíduos de aminoácidos (Yajima e Fujii, 1981;

Gutte e Merrifield, 1971).

2. Síntese química de peptídeos contendo asparagina como

componente carboxílico

Algumas reações de acoplamento na síntese
....

qUlm~

ca de peptídeos, são acompanhadas de reações secundárias

que resultam na formação de subprodutos indesejáveis no

meio reacional. A incorporação de N -acil-L-asparagina aa

peptídeos ou derivados de L-aminoácidos é uma destas rea-

ções (Bodanszky, 1984). Gish e colo (1956) observaram a

formação de um composto anidro juntamente com o peptídeo de
I -

sejado, nos acoplamentos entre Z-Asn-OH e H-Cys(SBzl)-OMe e

entre Tos-Gln-Asn-OH e H-Cys(Bzl)-OMe pelos métodos de ati-

comevaçao com pirofosfito em solução de dietilfosfito

N,N' -diciclo-hexilcarbodiimida em solução de tetra-hidrofurano e

utilizandimetilformamida. No mesmo ano l' Ressler (1956)
a(JC'~L-

do tetraetilpirofosfito para mLcpa'~r Tos-Ile-Gln-Asn-OH e
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J '1-

H-Cys-(S-Bzl)~ sugeriu a possibilid~de de formação ae ni-

trila no meio de reaç~o, como consequência da desidratação da

cadeia lateral carboxamida da asparagina. O mesmo subprod~

to foi detectado por Bodans~~y e du Vigneaud(1959) durante a

preparação de Z-Asn-ONp utilizando N,N'-diciclo-hexilcarbodii.,....

mida como agente de ativação. Na tentativa de estudar esta

reação secundária, Ressler e Ratzkin (1961) trataram Z-Asn-OH

com N,N'-diciclo-hexilcarbodiimida, em solução de piridina.O

produto por eles obtido, com rendimento de 78%, apresentou

características concordantes com as da carbobenzoxi-S-ciano-

alanina, resultante da reação de Z-Asn-OH e cloreto de p-to-

luenosulfonila. Este resultado indicou que N,N'-diciclo-he

xilcarbodiimida é capaz de converter Z-Asn-OH ã nitrila cor

respondente em grande extensão. Mais tarde, Kisfaludy e

colo (1975) demonstraram a ocorrência de rearranjo intramol~

cular em compostos como Z-Asn-OPCP, Z-Asn-OPFP e Z-Asn-ONp,em

presença de dimetilformamida, resultando na formação das ni-

trilas correspondentes. Estes rearranjos se mostraram fort~

mente dependentes da temperatura e do solvente utilizado,se~

do que nenhuma reação foi observada em dioxano e acetato de

etila. Todos estes estudos permitiram concluir que a desi

dratação daNa-acil-L~asparaginaocorre durante a etapa de

sua ativação por reagentes acopladores.

O mecanismo pelo qual ocorre a formação deste su~

produto anidro foi estudado por vários pesquisaaores.Stammer

(1961) sugeriu a possibilidade da formação de uma isoimida

intermediária através da interação intramolecular do grupo

carboxamida e a carboxila ativada de Z-Asn-OH. Esta suges

tão foi baseada na proposta feita anteriormente por Khorana

(1953) de que o primeiro passo nas reações de acoplamento
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que utilizam N,N'-diciclo~hexilcarbodiimida,poderia ser a

formação de um aduto entre a carboxila do componente carboxi

lico e a carbodiimida. O mecanismo proposto por Stammer (E~

quema 2 - Mecanismo A) teria portanto, como primeiro passo,

a ligação da carboxila de Z~Asn-OH (1) e a carbodiimida para

dar o composto 2a. Em seguida, o oxigênio da amida ataca-

ria a carboxila ativada de 2a, formando uma isoimida cÍcli-

ca' (4) e a diciclo-hexilurêia (3). A reação posterior de 4

com base produziria a nitrila (5). Um mecanismo alternati-

vo, similar ao já descrito para a síntese de maleisoimidas

(Cotter e col., 1961), proposto por Liberek (1962) sugeria a

formação de um composto cíclico (2b) a partir de Z-Asn-OH na

presença de base. Este seria, em seguida, atacado pela N,N'

diciclo-hexilcarbodiimida protonada resultando num intermedi

ário reativo (3b), o qual desidrataria através da formação de

uma isoimida cíclica (4) e diciclo-hexiluréia(3). A perda do

próton de 4 resultaria na formação da nitrila (5),

me mostra o Esquema 2, mecanismo B.

confor-

Estudos realizados por Kashelikar e Ressler (1964)

e Paul e Kende (1964), utilizando a marcação de Z-Asn-OH com

0 18 b'l . . 1 . - dna sua car OXl a, permltlram cone Ulr que a reaçao e

formação de nitrila se processa preferencialmente pelo meca-

nismo A. Concomitantemente, B ou outro mecanismo diferente

de A e B, pode ocorrer em pequena extensão.

Para contornar o problema acima exposto, os aco-

plamentos que envolvem a asparagina como componente carbo-

xÍlico, têm sido realizados através do método do êster ativo

(Bodanszky, 1984). Por este método, o Z-Asn-ONp, obtido a

partir da reação de Z-Asn~OH e p-nitrofenol na presença de
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Esquema Z - Mecanismos propostos por Starnrner (1961) e Libe

rek (196Z) para a formação de nitri1a a partir de Z-Asn-OH

e N,N'-dicic1o-hexi1carbodiimida.

MECANISMO A

o

Z-NH

o
(1)

+
RN=C-NHR

OH
NH Z '"

MECANISMO B

BASE
~

Z-NH-
/

/
/

/
/

H N"~O
Z

(Zb)1RN=~-NHR

O

O

'\..?
H C-NHR
'r~

N
I
R

(3b)

O
11

+ R-NH-C-NHR

(3)

-Z-NH

O
11
('

/~"'"
Z-NH-j ;6

HZC"
C

~
(41)

O

Z-NH-~.\: O - ~-NHR
"/.O N\
C~ i

H-rp R
H

(Za)

CO H
Z-NH-C/ Z

t
C(H Z
C=N

(s)

Onde Z = C6HS-CH Z-0-CO e R = cíç1o-hexi1.
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N,N' diciclo-hexilcarbodiimida, é separado da nitrila corre~

pondente por meio de recristalizaçoes sucessivas e utiliza

do na forma pura nas reações de acoplamento. O dipeptídeo r~

sultante é geralmente livre de contaminação por subprodutos,

mas o rendimento obtido no processo total de síntese é insa

tisfat6rio, ficando na orde~ de 30% (Bodanszky e du Vigneau4,

1959). Além disso,a reação se processa vagarosamente exi

gindo algumas vezes longos períodos de tempo (Mojsov e col.,

1980). Outros métodos alternativos têm sido explorados tais

como a realização dos acoplamentos via 6xido-redução (Mukai

yama e col., 1968) ou anidridos simétricos (Hemmasi e Bayer,

1974) e a adição de l-hidroxibenzotriazol juntamente com a

"N,N'-diciclo-hexilcarbodiimida (Konig e Geiger, 1970a). To-

dos estes métodos, entretanto, não conseguem eliminar total-

mente a ocorrência da desidratação (Mojsov e col., 1980). A

proteção da função amida com o grupo 4,4'-dimetoxibenzidril

(Mbh) descrita por Ktlnig e Geiger (1970b) tem se mostrado

bastante efetiva na prevenção da formação de nitrila. Esta

proteção, porém, nem sempre propicia altos rendimentos de a

coplamento, além de requerer mais uma etapa na preparação do

aminoácido protegido. Uma forma alternativa de proteção do

grupo amida descrita por Liberek (1961) é a sua transforma-

ção total em nitrila, que é então utilizada nos acoplame~

tos. Obtido o S-ciano-alanil peptídeo, a nitrila pode ser

reidratada na presença de carbonato de s6dio/per6xido de hi

drogênio ou brometo de hidrogênio/ácido acetico glacial pa-

ra produzir o asparaginil peptídeo desejado. Uma das des-

vantagens desta desproteção, entretanto, ê o fato de a rei-

dratação não ser quantitativa.
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A anâlise destes dados indica que, até o momento,

o problema da formação de nitrila durante a incorporação de

Na-acil -L-asparagina a peptídeos ou derivados de L-aminoâci 

dos pelo método químico, não está totalmente resolvido.

3. Síntese enzimática de peptídeos

3.1. Histórico

o método enzimático de síntese de ligações peptí

dicas data do século passado. Danilewski em 1886 (citado

por Henriques e Gjaldbak, 1912) ohservou a formação de um

precipitado de complexidade próxima a de urna proteína, quan

do extrato estomacal foi adicionado a urna solução contendo fi

brina parcialmente digerida. Acreditou que essa precipi

tação era efetuada por urna enzima, pois o mesmo não ocorria

quando o extrato era previamente aquecido a 100oC. Este re

sultado foi confirmado em 1895 por Okunew (citado por Henri

ques e Gjaldbak, 1912) e em 1901 Sawjalov deu ao precipita

do obtido o nome de plasteína (Wasteneys e Borsook, 1930). A

síntese de plasteína a partir de hidrolisados proteicos, na

presença de pepsína e tripsina, foi intensamente estudada por

vários pesquisadores no início deste século. Wasteneys e

Borsook (1930, 1931) mostraram que a formação de plasteí

na, mediada por pepsina, era dependente do pH, da temperat~

ra e da concentração de enzima.

As primeiras evidências inequívocas da formação de

ligaçoes peptídicas catalisadas por enzimas foram fornecidas

por Bergmann e Fraenkel-Conra t (19.38) e por Bergmann e Fruton

(1938). Eles demonstraram que papaína e a-quimotripsina eram
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capazes de catalisar a condensação de N-acil-L-aminoácidos

com anilidas e fenil-hidrazidas de L-aminoácidos.

Até 1950, as investigações real izadas neste Cc...>

po tinham como principal objetivo esclarecer o processo de

biossíntese de proteínas. O esclarecimento deste mecanis

mo, na década de 1950, causou o esquecimento da síntese en

zimática de peptídeos.

Na mesma época, peptídeos tais como ocitocina,a~

giotensina e bradicinina foram descobertos e isolados. A

necessidade de confirmação de suas estruturas bem como o es

clarecimento de seus mecanismos de ação sob os aspectos biQ

químico, farmacológico e fisiológico, estimularam o desen

volvimento dos métodos de síntese química e de grupos prot~

tores adequados. Como resultado destes fatores ,vários pro-

cessos de formação de ligação peptídica foram descritos e

a síntese química teve um grande avanço, tornando-se o méto

do usual para a obtenção de peptídeos em laboratório. Con-

tudo, problemas como racemização, ocorrência de reaçoes se

cundárias, cisão de ligação peptídica durante a desproteção

final, não estão totalmente resolvidos. Por essa razão, a

partir de 1977, surgiu um novo interesse na utilização de

enzimas proteolíticas para a síntese de peptídeos. Saltman

(1977), Morihara e Oka (1977/1 e Isowa e cola (1977à)des

creveram a síntese de vários peptídeos utilizando a-quimo-

tripsina como catalisador. No mesmo ano, Isowa e colo

(1977b)realizaram um estudo comparativo da síntese de vá~

rios di- e tripeptídeos com diferentes enzimas proteo11ti

cas tais como: papaína, nagarse, pepsina e termolisina. Oka

e Morihara (1977) comprovaram a viabilidade de se utilizar
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tripsina para formação de ligações peptídicas entre deriva

dos de L-aminoácidos ou peptídeos. Os trabalhos posteriores,

desçritos no período de 1978 a 1984, podem ser agrupados con

forme o tipo de estudo realizado: 1) Síntese enzimática to

tal ou parcial de oligopeptídeos biologicamente ativos ou de

seus fragmentos: Kullmann (1979, 1980, 1981, 1982), Wong e

colo (1979), Tominaga e colo (1983); 2) Estudo metodológico

de síntese enzimática de peptídeos: Isowa e colo (1978), Oka

(1980), Tsuzuki e colo (1980); 3) Estudo dos fatores cinéti

cos e termodinâmicos que determinam a formação de ligação pe~

tídica catalisada por enzimas: Homandberg e colo (1978), Isowa

e colo (1982), Fruton (1982), Petkov (1982), Petkov e Stoin~

va (1984), Martinek (1981). Todos estes estudos visam esta-

belecer as potencialidades, limitações, vantagens e desvan

tagens do método, com o intuito de torná-lo usual na obten -

ção de peptídeos.

3.2. Fatores que favorecem a formação de ligação peptídica

A reação de hidrólise de uma ligação peptídica,c~

talisadá por proteases, é um processo reversível que consis

te de f~as etapas:

Khid
RCONHR' T H20 ~ RCOOH + NH 2R'

kl /k 2
... RCOO + NH;R'

onde R e R' são grupos protetores.

O primeiro passo, a hidrõlise da ligação peptídica para dar

produtos não ionizados, ~ um processo enderg6nico (6G~id >0).

O segundo passo, a ionização do grupo carboxila e protona-

ção do aminogrupo, ê um processo exerg6nico (6G. <O)
lon



-10-

ção de síntese ê favorecida e se

ligação peptídica é favorecida;

<(Carpenter, 1960). Se 16G~id I 16Gionl

se IliG~idl >

o I
16Ghid!

a hidrólise da

>lliG. I a realon

16 Gion I, o e-

quilíbrio pode ser controlado pela lei da açao das massas

(Petkov. 1982). Em solução aquosa, 16G~idl ( 16G.- I prelon -
dominando, portanto, a reação de hidrólise. Entretanto, as

considerações acima mostram que em condições adequadas a rea

çao de síntese de ligação peptídica, em solução aquosa, pode

vir a predominar. Estas condições são alcançadas através de:

a) adição de solvente orgânico ao meio de reaçao e intro-

dução de grupos protetores; b) remoção do produto formado do

meio de reação; c) utilização de componentes carboxílicos na

forma de ésteres ou amidas.

a) Adição de solvente orgânico ao meio de reação e introdu -

ção de grupos protetores:

Devido ao fato do valor de o6Ghid ter aproxima-

damente o mesmo valor para ligações peptídicas típicas (Car

penter, 1960), a ocorrência de síntese depende do valor de

6G
ion

6G.lon

pH-pK pK 2-pH pK -pK
= - RT'ln (1 + 1 O 1 + 1 O + 1 O 2 I )

onde R = constante dos gases, T = temperatura absoluta,pKI
pKa da carboxila do componente carboxílico e pK 2 = pKa
aminogrupo do componente amínico.

=

do

Consequentemente, a porcentagem de síntese para um cer

to valor de pH é diretamente dependente dos valores de
~pKI e pK 2 (Pettov, IS82) e fatores que propiciem uma eleva-

çao no pK I ou diminuição no pK2 devem, portanto, aumentá-la.
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(1978) descreveram o efeito de va-

rios solventes orgâncios no pKa aparente da Ac-Gly-OH e

H-Gly-NH Z' Concluiram que conforme a natureza e a concentra

çaü do solvente utilizado, o valor de pKl da Ac-Gly-OH pode

aumentar até três unidades de pK enquanto que o pK Z da

H-Gly-NH z permanece praticamente inalterado. Estudaram tam

bem o efeito da adição ~o solvente orgânico sobre a constan-

te de equilíbrio para a reação de síntese de Z-Trp-Gly-NHz,a

partir de Z-Trp-OH (1 mM) e H-Gly-NH Z (0,1 M) catalisada por

a-quimotripsina e encontraram para K. os valores de 0,45
Sln

-1 -1
M e 38 M em solução aquosa e na presença de 1,4 butan~

diol 85% (v/v), respectivamente. Este aumento foi atribuído

a um provável aumento do pK l do componente carboxílico.

A introdução de grupos protetores causa também mudan-

ças nos valores de pKa dos aminoácidos. Perrin (1965) oQ

servou que em solução aquosa, os valores de pKl de aminoáci

dos aumentam de urna unidade após a acilação do ·a-aminogru-

po e os de pK Z diminuem mais de urna unidade após o bloquea

mento da carboxila. Isto sugere que a escolha adequada de

grupos protetores pode alterar o valor de ~Gion de modo a

favorecer a síntese de ligação peptídica (Petkov, 198Z).

b) Remoção do produto formado do meio de reaçao

A extensão de síntese de R-CO-NH-R', em solução ~

- +
quosa, a partir de R-COO e NH 3-R' não depende somente de

seus valores de pK l e pK Z ' mas também da concentração das

formas ionizadas e não ionizadas dos reagentes e da solubi-

lidade do produto formado no meio de reação. Do ponto de

vista termodinâmico, a separação do produto do meio de rea-

ção, quer seja corno precipitado ou Óleo, é um processo exer-
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gônico. Portanto, fatores que reduzem a sua solubilidade ten

dem a aumentar a porcentagem de síntese (Fruton, 1982) . Es

tes fatores sao: a) Adição de sais inorgârücos ao meio

de reaçao ou utilização de solução tampão mais concen -

trada (Okachi e Isowa, 1978; Isowa e col., 1979); b) uti-

lização de grupos protetores hidrofóbidos

Isowa e Ishikawa, 1979).

(Fruton, 1949;

Além do fator termodinâmico, a remoção do produto do

meio de reação favorece a formação de ligação peptídi-

ca, em solução aquosa, pela lei da ação das massas, pois com

a sua retirada o equilíbrio da reação fica deslocado no senti

do de síntese. O mesmo efeito é conseguido com a utiliza-

ção do sistema bifásico, que consiste na realização da reação

de síntese em urna mistura constituída por tampão e solvente

orgânico imiscível, sob vigorosa agitação. O produto forma

do é continuamente retirado da fração aquosa pelo solvente o~

gânico. Este tipo de sistema tem sido estudado por Martinek

e colo (1981) com sucesso. A síntese, por eles realizada, de

Ac-Trp-Leu-NH2 no sistema tampão/acetato de etila apresentou

um rendimento 105 vezes maior do que o obtido ~m solução aqu~

sa.

c) Utilização de componentes carboxílicos na forma de

res ou amidas

éste-

C\..ll-aA'YI....---

Bergmann e Fraenkel-Conrat (1937) observ~ que

a formação de Bz-Gly-NH-Ph, catalisada por papaína, foi mais

rápida quando se utilizou Bz-Gly-NH 2 ao invªs de BZ~Gly-OH. ~

tribu{~iferença observada à troca do grupo NH 2 da amida p~

la anilina, sem a ocorrencia da hidrôlise da mesma. Fruton
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(1950) deu a este tipo de reação o nome de transamidação ou

transpeptidação. A síntese de Bz~Tyr-G1y-NH2 a partir de

Bz-Tyr-NH 2 e H-G1y-NH 2 cata1isada por a-quimotripsina, foi

descrita por Fruton e co1. (1951). Paralelamente, Tauber

(1952) descreveu a formação de H-Phe-Phe-OEt pela mesma enzi

ma, a partir de H-Phe-OEt. Através de vários dados termodinâ

micos posteriormente descritos, ficou comprovado que reações

de transamidação ou transpeptidação e de transesterificação,

eram processos fortemente exergônicos (Fruton, 1982) e por

tanto capazes de favorecer termodinamicamente a reação de

síntese de ligação peptídica, catalisada por proteases.

Um fator importante nas reações de transesterificação

é a nucleofilicidade do componente amínico. Fastrez e

Fersht(1973) sintetizaram Ac-Phe-Gly-NH 2 e Ac-Phe-Ala-NH 2 , a

partir de Ac-Phe-OEt, H-Gly-NH 2 e H-Ala-NH 2 na presença de

a-quimotripsina e verificaram que H-Ala-NH 2 reage quatro ve

zes mais rápido do que H-Gly-NHz,apesar de ambas apresent~

rem valores de pKa similares.

3.3. Especificidade de proteases

o conhecimento da especifidade de urna protea-

se para a hidrólise de urna ligação peptídica ou éster de

substratos sintéticos, é essencial para o uso adequado da

enzima corno catalisador de síntese da mesma, pois as carac

terísticas do substrato que influenciam a velocidade de qu~

bra desta ligação estão envolvidas em sua síntese (Fruton,

1982) .

De um modo geral, a escolha de uma protease, pa~

ra a realização de um determinado acoplamento, é feita
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analisando-se sua especificidade primária. Entretanto, quan

do se deseja sintetizar oligopeptídeos deve~se considerartam

bém sua especificidade secundária, que tem grande influên

cia sobre a especificidade primária. Na Tabela 1, página 14

estão mostradas as especificidades primárias de vârias enzi-

mas proteolíticas utilizadas na síntese de peptfdeos.

Tabela 1 - Especificidade primária aparente de proteases pa
ra substratos sintéticos (Fruton, 1982)

Enzima

Serina Proteases

Tripsina, Protease de Strepto

myces griseus,

Protease I de Achromobacter

Quimotripsina, Subtilisina,

Elastases, Protease a-lítica,

Protease de Staphylococcus

aureus VB.

Tiol Proteases

Papaína, Ficina, Protease

estreptocôcica,

Clostripaína, Catepsina B ,

Cateps ina C.

Metaloproteases

Termolisina, Protease neutra

de B. subtilis

Acil Proteases

Pepsina, Penicilipepsina,

Rhyzopus Pepsina, Quimosina,

Catepsina D, etc.

Sítio de clivagem preferencial

+ArgCLys)-

+-LY5--
+-Trp(Tyr',Phe,Leu,Met)-

~A1a(Ser ,Met ,Phe)-+-

+-Glu-(Asp)-

+-Phe(Val,Leu)-X--

+-Arg-_-
+H-X-Phe(Tyr,Arg)-

+-Phe(Gly,Leu)-Leu(Phe)

-Phe(Tyr,Leu)-±-Trp(Phe,Tyr)
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4. Termolisina como catalisador na síntese de peptídeos

A termolisina ê uma metaloendopeptidase neutra de

peso molecular 37.500 isolado de Bacillus termoproteoliticus

(Ohta e col., 1966). Requer para sua atividade um átomo de

zinco que está ligado no sítio ativo e sua termoestabilidade

depende da presença de quatro íons cálcio, que se situam em

três sítios distintos localizados na superfície da enzima

(Latt e col., 1969; Feder e col., 1971; Dalhquist e col.,

1976 e Matthews e col., 1974). Sua sequência de aminoácidos

foi determinada por Titani e colo (1972). Vários estudos fo

ram realizados com intuito de estabelecer o mecanismo de ação

desta protease. Pangburn e Walsh (1975), concluiram através

de modificação do sítio ativo da enzima com anidrido etoxifór

mico, que o resíduo His 231 era essencial para sua ativida

de catalítica. Sugeriram um mecanismo pelo qual His 231 fun

cionaria como um doador de prótons durante a catálise e Glu

143 como um nucleófilo. Baseados nesta proposta, Kester e

Matthews (1977), propuseram o mecanismo de ação ilustrado no

esquema 3, página 16 que envolve a participação de três

grupos da enzima: Glu 143, His 231 e zinco.

Este mecanismo, que ê o mais aceito atualmente~ão

leva obrigatoriamente à formação de um intermediário acil-en

zima como as serino- e tiol-proteases, mas sim ã formação de

um complexo de enzima com os dois produtos de hidrólise, sen

do que qualquer um deles pode ser liberado primeiro.

Para determinar a ordem de saída destes produtos,

Morihara e colo (1978) baseado em estudos realizados anterior

mente para a pepsina (Takahashi e Hofmann, 1975) ,incubaram p~

ralelamente Z-Leu-Leu~OH e Z-Phe-Leu-OH com termolisina, a
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Esquema 3 - Mecanismo de ação da termolisina proposto por

Kester e Matthews (1977)

Asp 226

His 231

~~
H.,

e: Oo
'c~

J

Glu 143
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H 2N--{;
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I
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/ ~
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I Asp 226

H
HO

I
C Glu 143
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I +2~Zn . \~),. His 231

N
H
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H H ,1

-{;--{;-N--{;

lI/H
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pH 7,0. Pelos resultados obtidos, sugeriram que o mecanismo

de ação desta protease pode se processar via formação de um

intermediârio acil- ou amino-er 7 ima. Sínteses de vários di-

peptídeos catalisadas por termolisina, levaram Oka e Morihara

(1980) a propor a formaçao destes intermediários conforme o

seguinte esquema:

Z-Phe~OH + H-Leu-NH Z

Z~Phe-E+H-Leu~NHz

+E <: lacil.enzima~ -E
~ Z-Phe,..,Leu-NHz

E-Leu~NHZ+Z-Phe-OH

(9l1lino-enz ima)
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Até o momento, entretanto, não existem trabalhos descritos

que comprovem a formação destes intermediários e em conse

quência a ordem de saída dos produtos de hidrólise.

No que se refere ~ especificidade, os primeiros

estudos realizados neste sentido indicaram que esta enzima

hidrolisa preferencialmente ligações peptídicas nas quais

o resíduo de aminoácido doador do aminogrupo é hidrofóbi

co (Ile,Phe,Leu,Val). Esta preferência é acentuada pela pr~

sença de um resíduo de aminoácido hidrofóbico como doador da

carbonila da ligação peptídica a ser hidrolisada (Morihara,

1974).

Em 1968, Morihara e Oka mostraram que o sítio a

tivo desta enzima é bastante extenso e que pode ser dividi

do em seis sub-sítios. Realizando hidrólise de substratos de

peso molecular elevado com termolisina, Morihara e Tsuzuki

(1970) demonstraram que a especificidade desta enzima é afe

tada por três resíduos do lado N-terminal, vicinais ~ liga

ção peptídica a ser clivada, e por dois do lado C-terminal,

confirmando a sugestão anterior.

o conhecimento das características acima discu

tidas tem levado vários pesquisadores a utilizar termolisi

na como catalisador na síntese de pentídeos (Isowa e Ichi, -

kawa, 1979; Kullmann, 1982; Fruton, 1983). Os excelentes re

sultados por eles obtidos têm mostrado que esta enzima

e um potente catalisador podendo ser amplamente utilizada no

desenvolvimento desta metodologia
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5. Proposição

o objetivo deste trabalho ª estudar a viabili-

dade de incorporar N -acil-T., -asparagina a derivados de L-ami
a

noácidos e a peptídeos por catálise enzimática. Visa, tam-

bém, desenvolver e ampliar os conhecimentos sobre esta meto-

dologia de síntese de peptídeos, pois os dados existentes na

literatura não permitem sua utilização sistemática.

Inicialmente, foram determinadas as condiçoes ô

timas de obtenção do dipeptídeo Boc-Asn-Ile-OBzl, mediante a

catálise por termolisina, realizando-se um estudo metodolô

gico que consistiu em analisar a influência de diversos fato

res sobre sua extensão de síntese.

Posteriormente, foram realizadas sínteses enzima

ticas de vários di- e tripeptídeos contendo L-asparagina co

mo componente carboxílico.
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11. MATERIAIS E MBTODOS

1. Reagentes e solventes

Os seguintes derivados de L-aminoácidos foram pr~

parados em nosso laboratório: Boc~Asn-OH, Boc-Ile~OH, Moz-Asn-

OH, Z-Asn-OEt, Boc-Asn-ONp, H-Ile-OBzl.Tos, H-Leu-OBzl.Tos,H

Val-OBzl.Tos, H-Phe-OBzl.Tos, H-Gly-OBzl.Tos, H-Ala-OBzl.Tos,

H-Leu-OEt.HCl e H-Ile-OEt-HC1.

Foram empregados reagentes de diversas procedên 

cias: L-aminoácidos (Ajinomoto do Brasil S.A.), H-Phe-OEt.HCl

e termolisina (Protein Research Foundation), Z-Asn-OH (Depar-

tamento de Biofísica da Escola Paulista de Medicina) ,

na (Sigma Chemical Co.), a-quimotripsina (Biobrás do

...
papal-

Brasil

S.A.). Os demais reagentes e solventes foram adquiridos da

Merck, Carlo-Erba, Grupo Química e Riedel.

As enzimas foram utilizadas sem prévia purific~

çao e apresentaram as seguintes atividades específicas: termo

lisina (9000-10000 PU.mg- l ), papaína (1,14 ].lmoles de

BAEE.min-l.mg- l de proteina) e a-quimotripsina (700 UNF.mg- l ).

2. Métodos analíticos

2.1. Análise elementar

As quantidades porcentuais de carbono, hidrogê-

nio e nitrogênio foram determinadas em um microanalisador do

tipo CHN, modelo 240 da Perkin-Elmer, no laboratório de micro

análise do Instituto de Química da Universidade de São

lo.

Pau-
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2.2. Análise de aminoácidos

As hidrólises dos peptídeos foram realizadas u

sando cerca de 1,0 x 10-
3

g de material,na presença de áci

do clorídrico 6M a 1100C por 72 horas. As amostras hidroli-

sadas foram secas em um evaporador rotatório, diluídas em

2 ml de tampão citrato de sódio, pH 2,2 (0,2M) e analisadas

pelo m~todo de Moore e Stein (1954) modificado por Moore

(1968), em um analisador Beckman, modelo l20C, provido de

válvulas injetoras de amostras de 0,25 ml. A estimativa da

relação molar dos aminoácidos no hidrolisado foi feita consi

derando-se unitária a concentração do aminoácido mais próx~

mo da m~dia para todos os resíduos. O conteúdo de peptí-

deo (C.P.), em porcentagem, foi obtido relacionando-se o va-

lor médio de milimoles por resíduo encontrado com o
...

numero

de milimoles de peptídeos correspondente ao hidrolisado apl~

cado na coluna. Estas análises foram realizadas no Departa

mento de Biofísica da Escola Paulista de Medicina.

2.3. Cromatografia em camada delgada

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram

feitas em placa~ Je sílica-gel G-60 (Merck) de 0,25 mm de

espessura, preparadas em nosso laboratório. Os sistemas de

solventes empregacios foram: clorofórmio/metanol, 95:5 (A);

clorofórmio/metanol/ácido acético, 95:5:3 (B); clorofór

mio/metanol/ácido ac~tico 85:10:5, (C) e clorofórmio/meta 

nol/ácido ac~tico, 70:20:10 (D); n-butanol/acetato de eti

la/acido acético/água 1:1:1:1 (E). O Rf para cada um dos sol

ventes foi indicado como RfA , RfB , Rf C ' RfD e RfE sendo os

índices correspondentes aos sistemas de solventes acima des-

critos.
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As substâncias foram localizadas borrifando-se as

placas com uma solução de ácido clorídrico 3M ou uma mistu

ra constituída por ácido bromídrico e ácido acético (1:3,

v/v) seguida de uma solução alcoôlica de ninidrina (2%, m/v)e

aquecendo-as posteriormente até o desenvolvimento de colora-

çao.

2.4. Ponto de fusão

Os pontos de fusão dos peptídeos e derivados de

L-aminoácidos sintetizados foram determinados em um aparelho

tipo Kofler, marca Monoscop V.S. Hans Bock, sem correção das

temperaturas de fusão observadas.

2.5. Poder rotatôrio específico

O poder rotatôrio específico lal D foi determina

do através do polarímetro fotoelétrico "Pepol 60" (Bellingham

e Stanley Ltda.) equipado com galvanômetro acessôrio modelo

7606/S da W.C. Pye Co., a fim de aumentar a sensibilidade das

leituras. Foi utilizada uma fonte de xenônio, sendo que o

comprimento de onda foi selecionado por meio de um monocro-

mador Zeiss M4QIII. A cubeta de quartzo empregada, de

nho ôptico de 5 cm, tinha capacidade para 2,3 ml.

2.6. Ressonância magnética protonica

cami

Os espectros de ressonância magnética protônica

(RMlH) foram obtidos num espectrofotômetro Varian,modelo T-60.

As amostras foram dissolvidas em dimetilsulfõxido (DMSO-d 6),

clorofôrmio (CDC1 3) e acetona (CD 3COCD 3) deuterados e o pa

drão de referência foi o tetrametilsilano (TMS).
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2.7. Espectros de absorção no infravermelho

Os espectros de absorç~o no infravermelho (IV)f~

ram obtidos no espectrofotômetro Perkin Elmer, modelo IR-

180, empregando-se pastilhas de KBr.

2.8. Eletroforese

As eletroforeses foram realizadas em tampão ace

tato de piridina, pH 4,9, 5,0 x 10- 2 M e em tampão carbonato

de sDdio 0,2 M, pH 9;9, sendo o material aplicado em papel

Whatman n?l, embebido previamente no tampão e submetido a

uma tensão de 1000 volts por 60 minutos. As revelações fo-

ram feitas borrifando-se uma solução alcoólica de ninidri-

na (2%, m/v) sobre o papel, que foi aquecido a 1000C até o

desenvolvimento de coloração.

3. Métodos preparativos

3.1. Síntese de derivados de L-aminoácidos

3.1.1. Síntese de N -terc-butiloxicarbonil-L-asparagina (Naa -

gasawa e col., 1973)

A uma solução contendo 0,1 moI (13,2 g) de L-as

paragina, 55 ml de água e 21 ml de trietilamina foi adicio

nado 0,11 moI (26,4 g) de tiocarbonato de t-butil-S-4,6-dim~

til-2-pirimidina (Boc-SDP) dissolvido em 55 ml de dioxano.

A mistura resultante foi mantida a temperatura ambiente por

tempo variável (20-24 horas) e o desenvolvimento da reaçao

acompanhado por CCD. Após o seu término, a mistura foi di

luída com 150 ml de água sendo o Boc-SDP que não reagiu ex-
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traído com 200 ml (2 x 100 ml) de acetato de etila. A fra

ção aquosa, resfriada a OoC e acidif±cada com gcido clorídri

co 5 M até pH 2, foi deixada na geladeira por uma noite para

a cristalização do produto. Após a sua filtração, lavagem

com etanol gelado e recristalização em etanol, o produto ob

tido mostrou-se cromatograficamente puro. O rendimento da

reaçao e alguns dados de caracterização do produto estão des

critos na Tabela 2, página 40, seção de resultados.

3.1.2. Na-p-metoxibenziloxicarbonil-L-asparagina (Nagasawa

e col., 1973)

Este derivado foi obtido através do método des

crito no item 3.1.1, página 22, partindo-se de 0,10 ml(l3,2

g) de L-asparagina e de 0,11 mal (33,4 g) de 2-tiocarbonato

de p-metoxibenzil-S-4,6-dimetilpirimidina (Moz-SDP). O pro

duto cristalizado em água mostrou-se cromatograficamente pu

ro. Os dados de sua caracterização estão expressos na Tabe

la 2, página 4 O, seção de resul tados.

3.1.3. Bsteres benzílicos de L-aminoácidos (Cipera

cholls, 1955)

Em um balão de 500 ml contendo 50 ml de

e Ni-

álcool

benzílico e 100 ml de benzeno, foram colocados 0,10 mal de

L-aminoácido e 0,12 mal (22,8 g) de ácido p-tolueno-sulfôni

co monohidratado. Este balão foi, em seguida, adaptado ao

aparelho de Dean e Stark e aquecido em banho de óleo manti

do a 100-110oC. Após a reação, que foi acompanhada por CCD,

ter se completado foram adicionados 160 ml de ~ter etílico

e 160 ml de éter de petr8leo ao meio de reação, para a cris-
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talização do produto. Este foi filtrado e recristalizado em

sistema de solventes adequado até se apresentar puro em CCD.

Os rendimentos obtidos e os dados de caracterização encontra

dos p~~a os ésteres sintetizados estão descritos na

2, página 40,seção de resultados.

Tabela

3.1.4. Esteres etílicos de L-aminoâcidos (Goodman e McGah-

ren, 1967)

A suspensão de 0,10 mal de L-aminoácido em 200

ml de etanol saturada com cloreto de hidrogênio anidro foi

agitada até a dissolução total do aminoácido. O desenvolvi

menta da reação foi acompanhado por CCD. Após o seu térmi

no, o resíduo sólido obtido da evaporação do etanol e do cIo

reto de hidrogênio a pressão reduzida, foi recristalizada em

sistema de solventes apropriado e mostrou-se puro em CCD. Os

rendimentos e os dados de caracterização encontrados para ca

da um dos ésteres sintetizados, estão expressos na Tabela 2,

página 40, seção de resultados.

3.1.5. Ester etílico de Na-benziloxicarbonil-L-asparagina

(a: Taschner e cal., 1963; b:Wang e cal., 1977)

a: A suspensão resultante da adição de 60 ml de ace

tato dd etila em 10,0 x 10- 3 mal (2,7 g) de Z-Asn-OH, foi

adicionado 14,7 x 10-
3

mal (2,8 g) de ácido p-tolueno-sulfô

nico monohidratado. Após 4 dias de reação ã temperatura am

biente, sob agitação, o Z-Asn~OH que não reagiu foi elimina

do através de filtração. O filtrado, lavado com solução de

bicarbonato de sódio (ate atingir pH 7) e água, foi seco com

sulfato de sódio anidro. O resíduo resultante da elimina-
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çao do solvente, à pressão reduzida, foi recristalizado no

sistema acetato de etila/ligroína atê se mostrar puro em

CCD. O rendimento da reação e as caracterrstica~ do produ

to encontrados estão expressos no item 1.2, página 39, seção

de resultados.

- -3 (b: A soluça0 contendo 15,0 x 10 moI 3,6 g) de

Z-Asn-OH em 42 ml de metanol e 200 ml de água foi transform~

do em sal de césio, mediante a adição de solução de carbona-

to de césio (20%, m/v). Em seguida, o solvente foi elimina

do e o resíduo dissolvido em 39 ml de dimetilformamida segul

do de eliminação do solvente ã pressão reduzida por duas ve

zes. Ao sal branco resultante foram adicionados 16,0 x 10-
3

moI (1,3 ml) de iodeto de etila e 39 ml de dimetilformami

da e a mistura foi deixada à temperatura ambiente, sob agit~

ção, por 6 horas. Após a evaporação do solvente e tratamen

to com 50 ml de água, o produto solidificou. Este foi fil

trado, dissolvido em 200 ml de acetato de etila, lavado com

60 ml de água (2 x 30 ml) e seco sobre sulfato de sódio ani-

dro. O resíduo sólido obtido da evaporação do solvente,
~

a

pressao reduzida, foi recristalizado no sistema c~etato de

etila/éter de petróleo e mostrou-se puro em CCD. 3uas carac

terísticas estão expressas no item 1.2, página 42,seção de

resultados.

3.2. Síntese química de dipeptídeos

3.2.1. bster benzílico de N -terc-butiloxicarbonil-L-aspa
a

ragil-L~isoleucina (Bodansky, 1955)

- d -3 )A soluça0 conten o 1,0 x 10 moI (391 mg de

H-Ile-OBzl.Tos em dimetilformamida (volume suficiente para a
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total dissolução de êster) foi resfriada em banho de gelo s~

co e acetona e neutralizada com N~metilmorfolina. A esta

mistura foi adicionado 1,0 x 10-
3

mal (352 mg) de Boc-Asn-ONp

e a reação foi deixada ~ temperatura ambiente, sob agitação.

Seu desenvolvimento foi acompanhado por CCD e o pH verifica

do em intervalos de tempo regulares. Completada a reaçao, o

produto formado foi precipitado pela adição de ãgua. Sua p~

reza foi confirmada por CCD. O rendimento e a caracteriza -

ção do produto estão mostrados na Tabela 3, página 41, seção

de resultados.

3.2.2. Ester benzílico de N -terc-butiloxicarbonil-L-isoleua -

cil-L-leucina (Kenig e Geiger, 1970a)

-3
À solução de 7,7 x 10 mal (3,0 g) de H-Leu-

OBzl.Tos em 22 ml de diclorometano foi resfriada em banho de

gelo seco e acetona e neutralizada com N-metil-morfolina. A

esta mistura foram adicionados 7,S x 10- 3 mal (17 g) de

Boc-Ile-OH, 7,5 x 10-
3

mal (1,5 g) de N,N' -diciclohexi~carb~

diimida, 15,0 x 10- 3 mal (2,0 g) de l-hidroxibenzotriazol e

22 ml de diclorometano. A reação foi deixada por 30 minutos

em banho de gelo seco e acetona e posteriormente ã tempera-

tura ambiente, sendo o seu desenvolvimento acompanhado por

CCD. Seu pH foi verificado em intervalos de tempos regul~

res. Terminada a reação, a dic{clo-hexiluréia formada foi

filtrada e o solvente evaporado ã pressão reduzida. O resí-

duo resultante foi dissolvido em acetato de etila, lavado com

ácido clorídrico 1 M, água, bicarbonato de sõdio 5% (m/v) e

agua e seco sobre sulfato de sôdio anidro. Apbs a evapor~

ção do acetato de etila, o produto foi recristalizado no sis

tema êter etílico/eter de petr6leo até se se apresentar puro
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em CCD. O rendimento e a caracterização do produto estão ex

pressos na Tabela 3, pagina 41, seçao de resultados.

3.2.3. Ester benzílico de Na-terc-butiloxicarbonil-L-isoleu

cil-L-glicina (K~nig e Geiger, 19~Oa)

Este dipeptídeo foi sintetizado segundo o méto

do descrito no item 3.2.2, página 26, partindo-se de 7,4xlO-
3

-3moI (1,7 g) de Boc-Ile-OH, 7,5 x 10 moI (1,7 g) de H-Gly-

OBzl.Tos, 7,5 x 10-
3

moI (1,5 g) de N,N'-diciclo-hexilcarbo

diimida, 15,0 x 10-
3

moI (2,0 g) de l-hidroxibenzotriazol e

de 44 ml de diclorometano. O produto oleoso obtido apos a

eliminação do acetato de etila, foi cristalizado no sistema

éter etílico/éter de petróleo e recristalizado no mesmo sis

tema de solventes até se mostrar cromatograficamente puro.O

rendimento e os dados de sua caracterização estão descri-

tos na Tabela 3, página 41, seção de resultados.

3.2.4. Ester benzílico de Na-terc-butiloxicarbonil-L-isole~

cil-L-alanina (K~nig e Geiger, 1970a)

Este dipeptídeo foi sintetizaio segundo o méto

do descrito no item 3.2.2, página 26, a partir de 10,OxlO-
3

-3moI (2,3 g) de Boc-Ile-OH, 10,0 x 10 moI (3,5) de H-Ala-

OBzl.Tos, 10,0 x 10-
3

moI (2,0 g) de N,N'-diciclo-hexilcarb~

diimida, 20,0 x 10- 3 moI (2,7 g) de l-hidroxibenzotriazol e

58 ml de diclorometano. O produto oleoso obtido após a eli

minação do acetato de etila, foi cristalizado no sistema g

ter etílico/éter de petrôleo e recristalizado no mesmo siste

ma de solventes até se apresentar puro na CCD. O rendimento

e a caracterização do produto estão expressos na Tabela 3,

página 41, seção de resultados.
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3.2.5. bster benzílico de N -terc-butiloxicarbonil-L-isoleua

cil-L-fenilalanina (K~nig e Geiger, 1970)

Este dipeptídeo foi sintetizado de acordo com o

método descrito no item 3.2.2, página 26, partindo-se de

-3 -3
6,9 x 10 moI (1,6 g) de Boc-Ile-OH, 7,0 x 10 moI (3,0 g)

de H-Phe-OBzl.Tos, 7,0 x 10-
3

moI (1,4 g) de N,N'-diciclo-h~

xilcarbodiimida, 14,0 x 10- 3 moI (1,9 g) de l-hidroxibenzo -

triazol e 41 ml de diclorometano. O produto oleoso obtido,

após a evaporação do acetato de etila,foi cristalizado no

sistema etanol/água, mostrando-se cromatograficamente puro.

O rendimento da reação e caracterização do produto estão ex

pressos na Tabela 3, página 4l,seção de resultados.

3.3. Remoção do grupo terc-butiloxicarbonil com ácido tri-

fluoroacético (Schnabel e col., 1968)

O composto contendo o grupo Boc como protetor de

a-aminogrupo a ser removido foi suspenso em diclorometano e

resfriado em banho de gelo seco e acetona. À suspensão resul

tante foi adicionado o ácido trifluoroacético. Após 10 minu

tos a -70
0

C, a reação foi deixada se processar à temperatu

ra ambiente, sob agitação. Seu desenvolvimento foi acompa 

nhado por CCD e após o seu término, o solvente e o ácido tri

fluoroacético foram eliminados sob pressão reduzida. Ao re

síduo obtido foi adicionado éter etílico anidro. Quando 0-

correu a cristalização do produto, este foi filtrado e seco

adequadamente. Nos casos em que o produto nao cristalizou,o

solvente foi eliminado por decantação e evaporação em evapo

rador rotatório. O óleo resultante foi deixado por uma noi-

em dessecador a vácuo na presença de hidróxido de potássio.
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3.4. Remoção do grupo benziloxicarbonil por hidrogenação ca

talitica lBergmann e Zervas, 1932)

o composto contendo o grupo benziloxicartc~;l (Z)

como protetor de a-aminogrupo foi dissolvido em metanol junta

mente com o catalisador (carvão paladiado, 10%). A mistura

resultante foi submetida ã hidrogenação em uma bomba Parr a

15 psi ( 1 atmosfera). Completada a reação, que foi acompa

nhada por CCD, o catalisador foi eliminado por filtração em

funil de placa sinterizada contendo uma camada de celulose em

pô e o filtrado foi concentrado sob pressão reduzida.

3.5. Incubação de Na-terc-butiloxicarbonil-L-asparagina com

papaína

Em 5 ml de solução-tampão acetato, 3 M, pH 4,9 f~

ram dissolvidos 1,0 x 10- 3 moI (232 mg) de Boc-Asn-OH, 0,05 ml

-6de B-mercaptoetanol e 3,9 x la mol (90 mg) de papaína. A

mistura resultante foi incubada a 5 ~ 1 e 38 ~ lOC por 3 1/2

e 4 horas respectivamente. O desenvolvimento da reação foi

acompanhado por CCD nos sistemas de solventes D e E, utili-

zando-se como padrões Boc-Asn-OH, Boc-Asp-OH, Asn e

Asp. A mistura de reação foi submetida ã eletro~~rese em

pH 9,9. Os resultados obtidos estão descritos no item 2, pa-

gina 42 , seção de resultados.

3.6. Incubação de N -benziloxicarbonil-L-asparagina com paa..
palna

Em 4 ml de uma mistura constituída por tampão ace

tato 3 M, pH 4,9 e dimetilformamida (1:1, v/v) foram dissolvi

-3dos 1,0 x 10 mol (267 mg) de Z-Asn-OH, 0,05 ml de B-mercaE
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-6 ~etanol e 3,9 x 10 mal [90 mg) de papalna. A mistura re-

sultante foi incubada a 38 0 C por 6 h, sob agitação. O de-

senv0lvimento da reaçao foi acompanhado por CCD nos siste

mas de solventes B e C, utilizando-se como padrões:Z-Asn-OH,

Asn e Asp. Os resultados obtidos estão descritos no item 2,

pigina 42, seção de resultados~

3.7. Incubação de éster etílico de Na-benziloxicarbonil-L

asparagina com a-quimotripsina.

À suspensão resultante da adição de 10 ml de so

lução-tampão carbonato pH 9,9 em 2,5 x 10- 4 mal (74 mg) de

Z-Asn-OEt foi adicionadodimetilformamida ou acetonitrila a

té a dissolução total do reagente. A solução resultante foi

incubada por 30 minutos ã temperatura ambiente, sob agita

çao, na presença de 1,6 x 10- 6 mal (40 mg) de a-quimotripsi

na. O desenvolvimento da reação foi acompanhado por CCD

nos sistemas de solventes B e C utilizando-se corno padrão

Z-Asn-OEt dissolvido em acetato de etila. Após o término

da incubação, a enzima foi precipitada pela adição de aceto

na e filtrada. O solvente foi parcialmente evaporado e a

solução resultante submetida ã hidrogenação catalítica, de

acord0 com a técnica descrita no item 3.4, pigina 29.0s re

sultados da eletroforese, realizada a pH 4,9 após saponifi

cação estão descritos no item 2, pigina 42, seção de resul-

tados.

3.8. Incubação de N -benziloxicarbonil-L~asparagina com tera

molisina

Em 1,5 ml de urna mistura constituída por igua e

dimetilformamida (1:2, v/v) foram dissolvidos 0,5 x 10- 3 mal
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(134 mg) de Z-Asn-OH e 1,9 x 10-S mal (0,7 mg)de termolisi

na. A solução resultante foi incubada a 3S oC por 24 horas,

sendo a reação acompanhada por CCD, utilizando-se como pa

drão Z-Asn-OH. Os resultados obtidos estão descritos no

item 2, página 42, seção de resultados.

3.9. Síntese enzimática de dipeptÍdeos contendo asparagina

3.9.1. Mêtodo geral empregado na formação de ligações pep-

tÍdicas

As reações enzimáticas de síntese para a obten

çao dos dipeptÍdeos contendo asparagina foram realizadas em

sistemas homogêneos de reação: os componentes carboxílico e

amÍnico foram dissolvidos em tampão ou solução salina de pH

e concentração conhecidos contendo acetato de cálcio 5,OxlO-2M.

Após a dissolução completa ou parcial destes reagentes, qua~

tidades estequiomêtricas de solução de hidróxido de sódio,de

título conhecido, foram adicionadas ao meio de reação para

neutralizar os componentes amÍnicos, que se encontravam na

forma de tosilato ou cloridrato. O pH da solução foi verifi

cada e a termolisina adicionada. A mistura resultante, inc~

bada a temperaturas definidas,foi agitada por i_ ..... ervalos de

tempo definidos. Os produtos obtidos, precipitados no meio

de reação, foram filtrados em funis de placa porosa e lava

dos sucessivamente com ácido clorídrico 1M, água, bicarbona

to de sódio 5% (m/v) e agua gelados. Após a lavagem, foram
;L ~ ~ ~

secos em dess/cador na presença de pentoxido de fosforo, ate

peso constante.

Nas reações em que os componentes carboxÍlico e

amÍnico eram totalmente insolúveis nos tampoes ou nas saIu
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çoes salinas utilizadas, foram adicionados mínimos volumes

de solventes orgânicos miscíveis tais como etanol, metanol,

e dimetilformamida.

Nas reações em que o componente amínico era

ésteretílico de L-aminoácido, foi adicionado 20% (m/v) de

sulfato de amônio, após a adição da enzima.

3.9.2. Determinação da condição

Boc-Asn-Ile-OBzl

3.9.2.1. Estudo do efeito do pH

ótima de síntese de

Um milimol (232 mg) de Boc-Asn-OH, 1,0 x 10-
3

moI (391 mg) de H-Ile-OBzl.Tos, 1 ml de hidróxido de sódio

1 M e 2,7 x 10- 7 moI (10 mg) de termolisina foram dissolvi

dos, na ordem descrita no item 3.9.1., página 31, em 20 ml

de solução tampão 0,2 M de pH variáveis, contendo aceta

to de cálcio 5,Ox 10- 2 M. As misturas obtidas foram incu

badas a 38 ~ 10e por 72 horas, sob agitação. Os produtos

precipitados foram isolados conforme a técnica descrita no

item 3.9.1, página 31 e os resultados encontrados estão

expressos no item 3.2.1, página 44, seçao de resultados.O

mesmo estudo foi realizado paralelamente na presença de

-75,3 x 10 moI (20 mg) de enzima.

3.9.2.2. Estudo do efeito do tempo de reaçao

Um milimol (232 mg) de Boc-Asn-OH -31, O x 10

moI (391 mg) de H-Ile-OBzl.Tos, 1 ml de hidróxido de sódio

1 M e 5,3 x 10- 7 moI (20 mg) de termolisina foram dissolvi-

dos, na ordem descrita no item 3.9.1, página 31, em 20 ml
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de solução de acetato de sódio 0,2 M, pH 6 contendo acetato

de cilcio 5,0 x 10-
2

M. As misturas obtidas foram incuba

das por tempos variiveis a 38 : 1°C, sob agitação. Os pro-

dutos precipitados foram isolados conforme a técnica descri

ta no item 3.9.1, página 31 e os resultados encontrados es

tão expressos no item 3.2.2, página 45, seção de resultados.

3.9.2.3. Estudo do efeito da concentração de enzima

Um milimol (232 mg) de Boc-Asn-OH, 1,0 x 10-
3

moI (391 mg) de H-Ile-OBzl.Tos, 1 ml de hidróxido de sódio

1 M e diferentes quantidades de termolisina foram dissolvi-

dos, na ordem descrita no item 3.9.1, página 31, em 20

ml de solução de acetato de sódio 0,2 M, pH 6, contendo ace-

de ci1cio
-2 As misturas resultantes fo-tato 5,0 x 10 M.

ram agitadas + oa 38 - 1 C por 48 horas. Os produtos obtidos

foram isolados de acordo com o método descrito no item

3.9.1, pigina 31 e os resultados encontrados estão descri-

tos no item 3.2.3, página 45.

3.9.2.4. Estudo do efeito da concentração de acetato de so-

dio

As misturas -3 (231 mg)contendo 1,0 x 10 moI

de Boc-Asn-OH, -3 (391 mg) de H-Ile-OBzl.Tos, 11,0 x 10 moI

ml de hidróxido de sódio 1 M e 2,7 x 10- 7 moI (10 mg) de

termolisina dissolvidos, na ordem descrita no item 3.9.1, p~

gina 31, em 20 ml de solução de acetato de sódio, pH 6, de

diferentes concentrações, contendo acetato de cilcio 5_;0 x 10-
2

M foram incubadas a 38 ~ 10e, sob agitação, por 48 horas. Os

produtos precipitados foram isolados conforme descrito no
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Os resultados obtidos estão expre~

sos no item 3.2.4, página 48, seção de resultados.

3.9.2.5. Estudo do efeito do volume de acetato

0,2 M

de sódio

Um milimol (232 mg) de Boc-Asn-OH, -31,0 x 10

moI (391 mg) de H-Ile-OBzl.Tos, 1 ml de hidróxido de sódio

1 M e 2,7 x 10- 7 moI (10 mg) de termolisina foram dissolvi

dos, na ordem descrita no item 3.9.1, página 31, em diver

sos volumes de solução de acetato de sódio 0,2 M, pH 6 con

tendo acetato de cálcio 5,0 x 10- 2 M. As misturas resultan

tes foram incubadas a 38 : 10e, sob agitação, por 48 horas.

Os precipitados obtidos foram isolados conforme descrito no

item 3.9.1, página 31. Os resultados estão apresentados no

item 3.2.5, página 48, seção de resultados.

3.9.2.6. Estudo do efeito da variação da proporçao entre os

componentes carboxílico e amínico

As misturas contendo diversas proporções molares

entre os componentes carboxílico (Boc-Asn-OH) e
4' •

amlnlCO

(H-Ile-OBzl.Tos), quantidades equimolares às de componen

te amínico de hidróxido de sódio 1 M e 5,3 x 10- 7 moI (20

mg) de termolisina dissolvidos, na ordem descrita no item

3.9.1, página 31, em 20 ml de solução de acetado de sódio

~ -2
0,2 M, pH 6, contendo acetato de calcio 5,0 x 10 M, foram

incubadas a 38 : 10e por 48 horas, sob agitação. Os prod~

tos obtidos foram isolados conforme a têcnica descrita no

item 3.9.1, página 31 e os resultados estão descritos no

item 3.2.6, página 51, seção de resultados.
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3.9.2.7. Estudo do efeito da temperatura

Um milimol (232 mg) de Boc-Asn-OH, 1,0 x 10-
3

moI (391 mg) de H-Ile-OBzl.Tos, 1 ml de :.idr6xido de s6dio

1 M e 5,3 x 10- 7 moI (20 mg) de termolisina foram dissolvi

dos, na ordem descrita no item 3.9.1, pigina 31, em 20 ml

de solução de acetato de s6dio 0,2 M, pH 6, contendo aceta

to de cilcio 5,0 x 10- 2 M. Estas misturas foram incubadas

a 38 : 1 e a 48 : 10e por 9 horas, sob agitação. O mesmo

estudo foi realizado para 13 horas de reação. Os precipi-

tados obtidos foram isolados de acordo com a técnica des-

crita no item 3.9.1, pigina 31. Os resultados estão descri

tos no item 3.2.7, pigina 63.

3.9.2.8. Estudo do efeito da adição de solventes orgânicos

ao meio de reaçao

Sínteses deste dipeptÍdeo foram realizadas, con

forme a técnica descrita no item 3.9.1, página 31, na pre

sença de volumes variáveis de metanol e acetato de etila.

As condições utilizadas e os respectivos rendimentos estão

descritos no item 3.2.8, página 53.

3.9.3. Estudo do efeito da variação do grupo protetor de

N -aminogrupo no acoplamento entre N -acil-L-aspara-
a a

gina e o tosilato do éster benzílico de isoleucina

-3As misturas contendo 2 x 10 moI de componen-

te carboxÍlico (Boc-Asn-OH, Z-Asn-OH e Moz-Asn-OH), 1,OxlO-3

moI (391 mg) de H-Ile-OBzl.Tos, I ml de hidr6xido de s6dio

I M e 5,3 x 10- 7 moI (20 mg) de termolisina dissolvidos na
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ordem descrita no item 3.9.1, página 31, em 20 ml de solução

de acetato de sódio 0,2 M, pH 6, contendo acetato de cálcio

5,0 x 10-
2

M foram incubados,sob agitação, a 38!10C por 48

horas. O mesmo estudo foi realizado partindo-se de 1,0 x 10-3

~ -3
moI de componente carboxllico e 1,0 x la moI de componen-

te amínico na presença de 10 mg de termolisina. Os precipl

tados foram isolados de acordo com a técnica descrita no

item 3.9.1, página 31. Os resultados estão descritos no

item 3.3, página 53, seção de resultados.

3.9.4. Estudo comparativo do acoplamento entre Boc-Asn-OH e

tosilatos de ésteres benzílicos de isoleucina, leuci

na e fenilalanina

Um milimol (232 mg) de Boc-Asn-OH, 1,0 x 10-
3

moI de componente amínico (H-Ile-OBzl.Tos, H-Leu-OBzl.Tos ou

H-Phe-OBzl-Tos.), 1 ml de hidróxido de sódio 1 M e 2,7 xlO-
7

moI (10 mg) de termolisina foram dissolvidos na ordem des-

crita no item 3.9.1, página 31, em 30 ml de solução de ace-

tato de sódio 0,2 M, pH 6, contendo acetato de calcio

-2 . d5,0 x 10 M. As misturas resultantes foram aglta as a

+ o38 - 1 C por 48 e 72 horas. Os produtos foram isolados co-

mo o descrito no item 3.9.1, página 31. Os resultados es

tão apresentados no item 3.4, página 55, seção de resultados.

3.9.5. Síntese de Z-Asn-Ile-OBzl, Moz-Asn-Ile-OBzl, Boc-Asn-

Leu-OBzl, Z-Asn-Leu-OBzl, Moz-Asn-Leu-OBzl, Z-Asn-

Leu-OEt, Boc-Asn-Phe-OBzl, Z-Asn-Phe-OBzl, Moz-Asn-

Phe-OBzl, Z-Asn-Phe-OEt ,Z-Asn-Val-OBzl e Moz-Asn-Val-

OBzl

Todos estes dipeptídeos foram sintetizados e iso

lados segundo o método geral de formação de ligação peptídi-
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ca, descrito no item 3.9.1, p~gina 31. As condições de sfn-

tese e os respectivos rendimentos estao descritos no

3, seção de resultados.

item

3.9.6. Estudo da influência da temperatura sobre a síntese

de Z-Asn-Ile-OBzl

Um milimol (267 mg) de Z-Asn-OH, 1,0 x 10- 3 moI

(391 mg) de Ile-OBzl.Tos, 1 ml de hidróxido de sódio 1 M e

2,7 x 10- 7 moI (10 mg) de termolisina foram dissolvidos, na

ordem descrita no item 3.9.1, página 31, em 20 ml de solu

ção de acetato de sódio 0,2 M, pH 6, contendo acetato de

cálcio 5,0 x 10- 2 M. As misturas obtidas foram incubadas em

diversas temperaturas, por 3 horas, sob agitação. O mesmo

estudo foi realizado para 1 hora de reação. Os produtos ob-

tidos foram isolados conforme a técnica descrita no item

3.9.1, página 31.

3.5, página 55,

Os resultados estão expressos

seção de resultados.

no item

3.10. Sfntese enzimática de tripeptídeos contendo asparagi-

na - Método geral empregado na síntese de Moz-Asn-Ile-

Gly-OBzl, Moz-Asn-Ile-Ala-OBzl, Moz-Asn-Ile-Leu-OBzl e

Moz-Asn-Ile-Phe-OBzl

Um milimol de Boc-Ile-Gly-OBzl, Boc-Ile-Ala-OBzl,

Boc-Ile-Leu-OBzl e Boc-Ile-Phe-OBzl foram desprotegidos com

ácido trifluoroacêtico conforme a técnica descrita no item

3.3., página 28. Os produtos obtidos dissolvidos em 20 ml de

solução de acetato de sódio 0,2 M, pH 6, contendo acetato de

cálcio 5,0 x 10- 2 M, foram neutralizados com hidróxido de

sódio 1 M. Após a adição de 1,0 x 10-
3

moI (298 mg) de
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Moz-Asn~OH e da enz~mal as misturas resultantes foram agit~

das a 38 : 10 e por intervalos de tempo determinados. Os pr~

áutos obtidos ,precipitados no meio de reação,foram filtra

dos em funis de placa porosa e lavados sucessivamente com

ácido clorídrico 1M, água, bicarbonato de sódio 5% (m/v) e

água gelados. A secagem foi realizada em dessecador na pr~

sença de pentóxido de fósforo, até peso constante. As condi

ções de síntese e os respectivos rendimentos estão descri

tos no item 4.
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111. RESULTADOS

1. Síntese de derivados de L-aminoácidos e de alpeptídeos

por método químico

1.1. Rendimentos e caracterização dos derivados de L-aminoá

dos e dos dipeptídeos

Os resultados da preparação de Boc-Asn-OH e

Moz-Asn-OH e deésteres benzjjlicos e etílicos de L-aminoácidos ob

tidos de acordo com os métodos descritos nos itens 3.l.l,p~

gina 22,3.1.2, página 23,3.1.3, página 23,3.1.4, - .pagl-

na 24, respectivamente, estão resumidos na Tabela 2, - .pagl-

na 40. A Tabela 3, página 41, mostra os dados de rendimen-

to e caracterização dos dipeptídeos preparados por método

químico, conforme descrito no item 3.2, páginas 25-28.

1.2. Ester etílico de N -benziloxicarbonil-L-asparagina
a

a) A síntese descrita no item 3.1.5, página

24 forneceu 1,18 g (rendimento: ~2%) de Z-ftsn-OEt croma

tograficamente puro, que apresentou as seguint~~ caracterís

ticas:

Análise elementar (%) : Calculado: C 56,93; N 9,49; H 6,09

Encontrado:C 56,81; N 9,32; H 6,00

P.F. l25-l26 0 C (Li t. : l26-l27 0 C

C.C.D. RfA 0,30; RfB 0,52; RfC 0,74
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1
RM H(60 MHz, CD 3COCD 3 , TMS};

(d) O O Cc} Cal

{@- 11 "(e) () CH -O-C-NH-CH-C-O-CH -CH
2 I 2 3

CH 2 (b)
C/ \

# NH
O 2

<5 (ppm) : (a): 1,20 (t); J = 7,0 Hz (d) : 5,07 (s)

(b) : 2,78 (m,l) (e) : 7,30 (s)

(c) : 4,22 (q); J = 7,0 Hz

O espectro de RM1H deste composto está mostrado no item 5,

- . 85.paglna

b) O procedimento descrito no item 3.1.5.b, pa-

gina 25 forneceu um produto que quando analisado aprese~

tou as seguintes características:

Análise elementar (%): Calculado

Encontrado

P.F.: 103-104o C (Lit: 126-127o C)

C 56,93; N 9,49; H 6,09

C 58,83; N 11,71;H 5,16

CCD : Rf
A

: 0,31; Rf
B

: 0,59; Rf
C

: 0,63

2. Incubação de N -terc-buti1oxicarboni1-L-asparagina,a

benzi1oxicarboni1-L-asparagina e éster etílico de

N 
a

N a

benzi1oxicarbonil-L-asparagina na presença de

a-quimotripsina e termo1isina

papaína,

As CCD das misturas de incubação de Boc-Asn-OH

com papaína, realizadas nos sistemas de solventes D e E, a-

presentaram várias manchas, entre as quais uma com Rf simi-

lar aos Rf dos padrões Asn e Asp. As e1etroforeses
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(pH 9,9) apresentaram duas manchas com migrações correspon-

dentes à Asn e Asp.

Os mesmos resultacic- foram obtidos nas CCD da

mistura de incubaçao de Z~Asn-OH com papaína, realizadas nos

sistemas de solventes B e C.

As CCD da mistura de incubaçao de Z-Asn~OEt com

a-quimotripsina, realizadas no sistema de solventes B, apr~

sentaram três manchas: uma com Rf correspondente ao reagen-

te de partida (0,4), outra com Rf similar ao de Z-Asn-OH e

uma terceira com Rf 0,3. Esta última de coloração amare-

la, sob aquecimento prolongado se tornou verde. A eletrofo

rese (pH 4,9) apresentou duas manchas principais tendo uma

delas migração correspondente a Asp.

As CCD da mistura de incubação de Z-Asn-OH com

termolisina, realizadas no sistema de solventes B, apresen-

taram uma única mancha de Rf similar ao do reagente de par-

tida.

3. Síntese enzimática de dipeptídeos contendo asparagina

3.1. Sintese de Boc-Asn-I1e-OBz~

Este dipeptídeo sinte~izado de acordo com o me-

todo geral descrito no item 3.9.1, página 31 apresentou o

mesmo comportamento cromatográfico quando comparado ao pa

drão autêntico obtido pelo método químico. Suas caracterís

ticas, após recristalização no sistema metanol/água, foram

as seguintes:

Análise elementar (%): Calculado

Encontrado

C 60,67; N 9,65; H 7,64

C 60.76; N 9,60; H 7,64



P. F. :

CCD :

126-127 0 C

RfA: 0,35;
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RfB: 0,60; Rf
C

: 0,86

Análise de aminoácidos: Ãcido aspártico: 1,01

Isoleucina : 0,98

1
RM H (60 MHz, DMSO-d6 , TMS):

~ (f) ~(j)(f) ~ (g)-@
(CH ) C-O-C-NH-CH-C-NH-CH-C-O-CH O} (i)

3 3 I I' 2
(c) yH 2 (e) CH-CH 3 (b)

C tH 2 (d)
I ~ I

(h)H 2N O CH 3 (a)

ô (ppm): (a) : 0,63-1,13 (m) (f) : 3,95-4 65 (m)

(b) : 0,63-1,13 (m) (g) : 5,17 (s)

(c) : 1,42 (s) (h) : 6,88 (s ,1)

(d): 1,45-2,03 (m) (i) : 7,38 (s)

(e) : 2,45 (d) (j) : 7 ,95 (d)

O espectro de RM1H deste produto está mostrado no item 5,pá-

gina 86.
3. 2. Determinação da condição ótima de síntese de Boc-Asn-

Ile-OBzl

3.2.1. Estudo da influência do pH

A Tabela 4 e a Figura 1, páginas 45 e 46 mostra

ram os resultados do estudo do efeito do pH na síntese des-

te peptídeo, realizado nas condições descritas

3.9.2.1., pág ina 32.

no item
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Tabela 4 - Efeito do pH na síntese de Boc-Asn~Ile-OBzl

Tampão Acetato Acetato Acetato Acetato Tris/HCl Tris/HCl

(pH) 4,3 5, O 6, O 6,5 7,0 8,0

Rendimento (%) 15 49 64 58 48 la

59
a

7l
a

53 a

Condições experimentais: 1,0 x 10~3 moI (232 mg) de Boc-Asn
OH; 1,0 x 10- 3 moI (391 mg) de H-Ile-OBz1.Tos; ,2,7 x 10- 7
mo1 (la mg) de termolisina, 1 ml de solução NaOH 1 M; 20 m1
de solução tampão 0,2 M contendo acetato de cálcio 5,0 xlO- 2
M; tempo de reação: 72 horas, temperatura: 38±10C.
a - A mistura reaciona1 continha 5,3 x 10- 7 moI (20 mg) de

termolisina

3.2.2. Estudo do efeito do tempo de reaçao

Os resultados obtidos no estudo do efeito do

tempo de reação na síntese deste dipeptídeo, descrito no 1-

tem 3.9.9.2, página 32 estão expressos na Tabela 5 e na Fi

gura 2, páginas 45 e 47.

Tabela 5 - Efeito do tempo de reação na síntese de Boc-Asn-

Ile-OBzl

Tempo de reação (h)

Rendimento (%)

6

26

12

43

24

64

48

66

72

67

Condições exp~rimentais: 1,0 x 10- 3 moI (232 mg) de
OH; 1,0 x 10- moI (391 mg) de H-I1e-OBzl.Tos; 5,3 x
(20 mg) de termolisina; 1 rnl de solução de NaOH 1 M;
de solução de acetato de sódio 0,2 M, pH 6, contendo
de cálcio 5,0 x 10- 2 M; temperatura: 38 ~ lOCo

3.2.3. Estudo do efeito da concentração de enzima

Boc-Asn
10- 7 moI

20 m1
acetato

A Tabela 6 e a Figura 3, páginas 48 e 49 mos

tram os resultados obtidos no estudo do efeito da concentra -

ção de termolisina, descrito no item 3.9.2.3, página 33.
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Figura 1 - Estudo do efeito do pH na síntese de Boc-Asn-Ile

OBzl. Condições experimentais: 1,0 x 10-3mol de Boc-Asn-Oiji

1,0 x 10- 3 moI de H-Ile-OBzl.Tos; 1 ml de NaOH 1 M; 20 ml

de solução tampão 0,2 M contendo acetato de cálcio 5,OxlO-
2

M; Tempo de reação:72 horas; temperatura: 38 ! lOCo Enzi

ma: 2,7 x 10- 1 moI ce); 5,3 x 10- 7 moI CO).



-47-

·75

*-
=
~ 50z:
~

:e-=z:
~

cc:

25

o 24 48 72

TEM PO OE REAçÃO (horas)

Figura 2 - Estudo do efeito do tempo de reação na síntese de
Boc-Asn-Ile-OBzl. Condições experimentais: 1,0 x 10- 3 moI de

-3Boc-Asn-OH; 1,0 x 10 moI de H-Ile-OBzl.Tos; 1 ml de NaOHl M;

5,3 x 10- 7 moI de termolisina; 20 ml de solução de acetato de
- _-2sodio 0,2 M, pH 6, coutendo acetato de calcio 5,0 x 10 M;te~

peratura: 38 ! lOCo



-48-

Tabela 6 - Efeito da concentração de enzima na síntese de

Boc-Asn-Ile-OBzl

Concentração de
enzima (10-6 M)

Rendimento(%)

3,8

38

5,1

40

6,3

48

12,7

62

19,0

64

25,4

66

31,7

64

38,0

65

50,i

66

Condições ~xperimentais: 1,0 x 10-3 moI (232 mg) de Boc-Asn-OH;
1,0 x 10~ moI (391 mg) de H-Ile-OBzl.Tos; 1 ml de solução de
NaOH 1 M; 20 ml de soluça0 de acetato de sôdio 0,2 M, pH 6,
contendo acetato de cálcio 5,0 x 10- 2 M; tempo de reação: 48
horas; temperatura: 38 ~ lOCo

3.2.4. Estudo do efeito da concentração de acetato de sódio

Este estudo foi realizado nas condições descri-

tas no item 3.9.2.4, página 33 Os resultados obtidos estão

mostrados na Tabela 7 e na Figura 4, páginas 48 e 50.

Tabela 7 - Efeito da concentração da solução de acetato de so
dio na síntese de Boc-Asn-Ile-OBzl

Concentração da
solu~ão de acetato
de sodio pH 6,0

(M)

0,05 0,10 0,15 0,20 0,50 1,00 2,00

Rendimento (%) 62 62 63 63 59 49 33

Condiçoes exp~rimentais: 1,0 x 10- 3 moI (232 mg) de ~nc-Asn
OH; 1,0 x 10- moI (391 mg) de H-Ile-OBzl.Tos, 2,7 xlO 7 moI
(10 mg) de termolisina, 1 ml de solução de NaOH 1 M; 20 ml
de solução de acetato de sódio pH 6, contendo acetato de cál
cio 5,0 x 10- 2 M; tempo de reação: 48 horas; temperatura 38 ~PC.

3.2.5. Estudo do efeito do volume de acetato de sódio

Os resultados obtidos neste estudo, descrito no

item 3.9.2.5, página 34 estão expressos na Tabela 8 e na

Figura 5, páginas 51 e 52.



-49-

70

-~-
o....
z 50u.I

:e-c
z
u.I
cc

3D

o 25

CONC. DE ENZIMA (lÕ
6

Ml

50

Figura 3 - Estudo do efeito da concentração de enzima na sÍn

tese de Boc-Asn-Ile-OBzl. Condições experimentais: 1,0 x 10- 3

-3moI de Boc-Asn-qH; 1,0 x 10 moI de H-Ile-OBzl.Tos; 1 ml de

NaOH 1 M; 20 ml de solução de acetato de sódio 0,2 M, pH 6,

contendo acetato de cálcio 5,0 x 10- 2 M; tempo de reação: 48

horas; temperatura: 38 : lOCo
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Figura 4 - Estudo do efeito da concentração de acetato de sódio

na síntese de Boc-Asn-Ile-OBzl. Condições experimentais:I,OxI0-3

-3 dmoI de Boc-Asn-OH; 1,0 x 10 moI de H-Ile-OBzl.Tos; 1 ml e

NaOH 1 M; 2,6 x 10- 7 moI de termolisina; 20 ml de solução de

acetato de sódio pH 6,0 contendo acetato de cálcio 5,0 x lO-2M;

tempo de reação: 48 horas; temperatura: 38 ~ lOCo
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Tabela 8 - Efeito do volume da solução de acetato de sódio na

síntese de Boc-Asn-Ile-OBzl

Volume da solução
de acetato de só
dio 0,2 M, pH 6,0

(ml)a

Rendimento (%)

5

70

10

66

15

63

20

62

25

67

.)0

60

35

38

de Boc-Asn
10- 7 moI (10
tempo de re~

Condições experimentais: 1,0 x 10- 3 moI (232 mg)
OH; 1,0 x 10- 3 (391 mg) de H-Ile-OBzl.Tos; 2,7 x
mg) de termolisina; 1 ml de solução de NaOH 1 M;
ção: 48 horas; temperatura: 38 : lOCo
a - A solução de acetato de sódio 0,2 M, pH 6, continha

to de cálcio 5,0 x 10- 2 M.
aceta

3.2.6. Estudo do efeito da variação da proporçao entre os

componentes carboxílico e amínico na síntese de Boc-

Asn-Ile-OBzl

A Tabela 9, página 51 mostra os rendimentos ob

tidos na síntese deste dipeptídeo partindo-se de diferen-

tes proporções entre os componentes carboxílico e amínico,de~

cri ta no item 3.9.2.6, página 34.

Tabela 9 - Efeito da variação da proporção entre os componen

tes carboxílico e amínico na síntese de Boc-Asn-Jle-OBzl

Proporção Boc-Asn-OH H-Ile-oBzl-Tos Rendimento
Boc-Asn-oH: H-Ile-OBzl.Tos (10-3 moI) (10-3 moI) (%)

1,° 1,0 1,0 I,° 66
1,0 1,5 1,0 1,5 67

1,° : 2,0 1,° 2,0 61
1,5 1,0 1,5 1,0 75
2,0 1,0 2,° 1,° 83

2., ° : 1 Oa 2, ° 1,0 53,

Condições experimentais: 5,3 x 10- 7 moI (20 mg) de terrnolisi
na; quantidades equimolares as de H-Ile-OBzl.Tos de solução de
NaOH 1M, 20 ml de solução de acetato de sódio 0,2 M, pH 6,con
tendo acetato de cálcio 5,0 x 10- 2 M; tempo de reação: 48 ho~
ras; temperatura: 38 : lOCo
a - Síntese realizada na presença de 2,6 x 10- 7 moI (10 mg)de

termolisina.
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Figura 5 - Estudo do efeito do volume de acetato de sódio na

síntese de Boc-Asn-Ile-OBzl. Condições experimentais:l,OxlO- 3

-3
moI de Boc-Asn-OH; 1,0 x la moI de H-Ile-OBzl.Tos; 1 ml de

NaOH 1 M; 2,7 x 10- 7 moI de termolisina; solução de acetato de
- --2sodio 0,2 M, pH 6 contendo acetato de calcio 5 x 10 M; tempo

de reação: 48 horas; temperatura: 38 ~ lOCa
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3.2.7. Estudo do efeito da temperatura na síntese de

Asn-Ile-OBzl

Boc-

Na Tabela 10, página 53 estão mostrados os ren

dimentos obtidos na síntese deste dipeptídeo a 38:: 1 e a

48 :: 10C conforme a tecnica descrita no item 3.9.2.7, pági-

na 35.

Tabela 10 - Efeito da temperatura na síntese de Boc-Asn-Ile

OBzl

Temperatura Rendimento (%)

(oC)

38 :: 1

48 :: 1

9 horas

36

53

13 horas

51

56

Condições experimentais: 1,0 x 10- 3 moI (232 mg) de Boc-Asn
OH; 1,0 x 10- 3 moI (391 mg) de H-Ile-OBzl.Tos; 5,3xlO- 7 moI
(20 mg) de termolisina; 1 ml de solução de NaOH 1 M; 20 ml
de solu~ão de acetato ~e sódio 0,2 M, pH 6, contendo aceta
to de calcio 5,0 x 10- M.

3.2.8. Estudo do efeito da adição de solvente orgânico ao

meio de reação

A Tabela 11, página 54, mostra as condições e

os rendimentos obtidos na síntese de Boc-Asn-Ile-OBzl, segu~

do o método geral descrito no item 3.9.1, página 31, na pr~

sença de volumes variáveis de metanol e acetato de etila.

3.3. Estudo do efeito da variação do grupo protetor de N 
a.

aminogrupo no acoplamento entre N-acil-L-asparagina e

o tosilato de êster benzilico de isoleucina

A Tabela 12, página 55 mostra os rendimentos

da reação de acoplamento entre Boc-Asn~OH, Z-Asn-OH e
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Moz~Asn-OH com H-Ile-OBzl.Tos,obtidos e~ diferentes propo~

çoes entre os componentes carboxílico e amínico, nas condi-

çoes descritas no item 3.9.3, páglna 35.

Tabela 12 - Estudo do efeito da variação do grupo protetor de

Na-aminogrupo no acoplamento entre Na-acil-L-asparagina e

H-Ile-OBzl.Tos

Componente

carboxílico

Proporção

componente carboxílico
componente amínico

2:1

Proporção

componente carboxílico
componente amínico

1:1

Boc-Asn-OH

Z-Asn-OH

Moz-Asn-OH

83

95

95

Rendimento (%)

62

87

87

Condições experimentais: 1 moI de solução de NaOH 1 M, 20 ml
de solução de acetato de sódio 0,2 M, pH 6, contendo acetato
de cálcio 5,0 x 10- 2 M, 5,3 x 10- 7 moI (20 mg) de termolisi
na, tempo de reação: 48 horas; temperatura: 38 ~ lOCo

3.4. Estudo comparativo do acoplamento entre N -terc-butiloxi
a

carbonil-L-asparagina e os tosilatos de ésteres benzíli

cos de L-isoleucina, L-leucina e L-fenilalanina

A Tabela 13, página 56 ;Ápressa os rendimentos

obtidos no estudo comparativo do acoplamento de Boc-Asn-OH com

H-Ile-OBzl.Tos, H-Leu-OBzl.Tos e H-Phe-OBzl.Tos, segundo as

condições descritas no item 3.9.4, página 36.

3.5. Síntese de Z-Asn~Ile-OBzl

A Tabe la 14, página 56 expres sa as condições de sín

tese estudadas para a obtenção deste dipeptídeo de acordo com

o método descrito no item 3.9.1, página 31 e indica os
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Tabela 13 - Estudo comparativo do acoplamento de Boc-Asn-OH

com H-Ile-OBzl.Tos, H-Leu-OBzl.Tos e H-Phe-OBzl.Tos

Componente amínico

H-Ile-OBzl.Tos

H-Leu-OBzl.Tos

H-Phe-OBzl.Tos

Rendimento C%)

48 horas

50

25

57

72 horas

49

29

60

Condições experimentais: 1,0 x 10-3 moI de componente carbo
xílico; 1,0 x 10- 3 moI de componente amínico; 2,7 x 10- 7 moI
(10 mg) de termolisina; 1,0 ml de solução de NaOH 1 M; 30
ml de solução de acetat0

2
de sódio 0,2 M, pH 6+ contendo ace 

tato de cálcio 5,0 x 10- M; temperatura: 38 - lOCo

rendimentos encontrados em presença de duas concentrações di-

ferentes de termolisina,quando se utiliza diferentes propor

ções entre os componentes carboxílico e amínico.

Tabela 14 - Influ~ncia da proporção entre os substratos e _da

concentração de enzima na síntese de Z-Asn-Ile-OBzl

Proporção Z-Asn-OH H-Ile-' Rendimento

componente carboxílico: OBz.l.Tos (%)

componente arnínico (10-3mol) (10-3mol) -5 E =2 5xlO-5ME ::1,3xlO M ,

1:1 1,0 1,° 87 86

2:1 2,0 1,0 94 96

20 ml
acetato

temperat~

Condições experimentais: 1 ml de solução
de SOlUÇa0 de acetato de s6dioO,2 M, pH
de cãlcio 5,0 x 10- 2 M; tempo de reação:
ra: 38 ± lOCa

de NaOH 1 M;
6, contendo
48 horas;

o estudo do efeito da temperatura na síntese de

Z-Asn-Ile-OBzl, foi realizado de acordo com a técnica descri-

ta no item 3.9.6,página 37 para tempos de reação de 1 e 3 ho
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ras respectivamente, Os resultados deste estudo estão ex-

pressos na Tabela 15 e Fígura 6, pgginas 57 e 58.

Tabela 15 - Efeito da temperatura na síntese

OBzl

de Z-Asn-Ile-

Tempo de reaçao

(h) 28!1

Temperatura (oC)

38~1 48~1 55~1 68!1

746653331
75J0ICvll t{:

3 - 73 80 83 81 /l~tC~;"7

Condiçõe~3experimentais: 1,0 x 10- 3 moI (267 mg) de Z-As~-OH;
1,0 x 10 moI (391 mg) de H-Ile-OBzl.Tos; 1 ml de SOlUÇa0 de
NaOH 1 M; 2,7 x 10- 7 moI (10 mg) de termolisina; ZO ml de so
lução de acetato de sódio O,Z M, pH 6, contendo acetato de
cálcio 5,0 x 10- 2 M.

O dipeptídeo obtido nestas incubações, recristalizado no sis

tema acetato de etila/éter de petróleo, mostrou-se cromato 

graficamente puro e apresentou as seguintes características:

Análise elementar (%): Calculado

Encontrado

C 63,95; N 8,95; H 6,65

C 64,30; N 8,85; H 6,7Z

P.F.: l60-l630C

CCD : RfA: 0,39; RfB: 0,64; RfC 0,86

Análise de aminoácidos: Ácido as~ártico: 1,03

Isoleucina: 0,97

RMlH (60 MHz, DMSO~d6' TMS):

(f) O O (j) (e)O (g)

{~ 11 11 11 ~}O) 0 CH 2-O-C-NH-yH-C,",NH-rH-C""0-CH Z 0 (i)
CH Z(d) CH-CH3 (b)I . I -
C CH ZCc)

/ ~ I
(h)HZN O CH 3(a)
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Figura 6 - Estudo do efeito da temperatura na síntese de

Z-Asn-Ile-OBzl. Condições experimentais: 1,0 x 10-
3

moI de
-3Z-Asn-OH; 1,0 x 10 moI de H-Ile-OBzl; 1 ml de NaOH 1 M~

2,7 x 10- 7 moI de termolisina; 20 ml de solução de acetato de

sódio 0,2 M, pH 6 contendo acetato de cálcio 5,0 x 10-
2

M;tem-

po de reação: 1 hora.
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<5 (ppm) (a): O, 67- O, 83 (m1 (J1; 5 1 OO (s )

(b): 0,67 - O,83 (m) Cg): 5, 1 O (s )

(c): 0,83-1,47 (m) (h): 6,87 Cs, 1)

(d): 2,43 (d) (i): 7,32 (s)

(e): 3,90-4,70 (m) (j): 7,93 (d)

O espectro de RM1H deste composto está mostrado no item 5 ,

página 87.

3.6. Síntese de Moz-Asn-Ile-OBzl

As condições de síntese de Moz-Asn-Ile-OBzl es-

tudadas de acordo com o método descrito no item 3.9.1., ~

pa-

gina 31 e os respectivos rendimentos obtidos estão descri-

tas na Tabela 16, página60.

O dipeptídeo obtido nestas incubações, recrista
r ._.

lizado no sistema clorof6rmio/éter de petr6leo, mostrou cro-

matograficamente puro e apresentou as seguintes característi

cas:

Análise elementar (%): Calculado: C 62,50; N 8,41; H 6,66

Encontrado: C 62,17; N 8,14; H 6,60

oP.F.: 127-129

CCD: RfA: 0,41; RfB: 0,60; RfC: 0,85

Análise de aminoácidos: Ácido aspártico: 1,03

Isoleucina: 0,97

RM1H (60 MHz, DMSO-d 6 , TMS):

(i) (j)
Cf) O(l) (f) O (h)

-@ 11 11 @}(e) CH O O -CH -O-C-NH-CH-C-NH-CH-C-O-CH O (k)
3 2 1\ I I 2

(i) (j) O i~2 (d) ~H-CH3 (b)
H2N C=O (c)CH 2-CH3 (a)
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o (ppm) : (a): 0,50-0,97 (m) (g1; 4 1 8 7 (s)

(b): 0,50-0,97 (jn) (h): 5,07 (s)

Cc): 0,97-1,53 (m) (i): 6,83 (d)

(d): 2,37 (d) (j): 7,22 (d)

(e): 3,67 (s) (k): 7,33 (s)

Cf): 4,07-4,57 (m) (1): 8,00 (d)

O espectro de RMlH deste composto está mostrado no item 5,

página 88.

3.7. Síntese de Boc-Asn-Leu-OBzl

Na Tabela 17, página 61 estão descritas as

condições de síntese estudadas para a obtenção deste dipeptí

deo, segundo o método descrito no item 3.9.1, página 31

e os respectivos rendimentos obtidos.

Tabela 17 - Efeito da adição de solvente orgânico ao meio

de reação na síntese de Boc-Asn-Leu-OBzl

Volume de soluçãoa Volume Volume Tempo_de Rendimento
de acetato de sódio de EtOH de DMF reaçao (%)
0,2M,pH 6,0 (ml) (ml) (ml) (h)

20 - - 48 34

30 - - 48 25

30b - - 72 29

36 - . - 48 30

8 5 - 48 10

14 4 2 72 9

10 3 3 48 10

Condições experimentais: 2,0 x 10-3 moI (464 mg), 1:0 x 10- 3

moI (391 mg) de H-Leu-OBzl.Tos, 5,3 x 10- 7 moI (20 mg) de ter
molisina; 1 ml de solução de NaOH 1 M; temperatura: 38 t l oC. 
a - A solução salina de acetato de sódio,0,2 M , pH 6, conti
nha acetato de cálcio 5,0 x 10- 2 M. b - A mistura reacional
continha 1, O x 10- 3 moI (231 mg) de Boc-Asn-OH, 1, O x 10- 3 moI
(391 mg) de H-Leu-OBzl e 2,7 x 10- 7 (10 mg) de termolisina.
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Quando a reação foi realizada nas condições: 2,0 x 10- 3 moI

-3(464 mg) de Boc-Asn-OH,l,O x 10 moI (391 mg) de H-Leu-

OBzl.Tos, 5,3 x 10-
7

moI (ZO mg) de termolisina, 1 ml de

solução de NaOH 1 M, 36 ml de tampão Tris/HCl, O,Z M, pH

- -Z8, contendo acetato de calcio 5,0 x 10 M, temperatura:

38 : lOC; tempo de reação: 48 horas, o rendimento obtido foi

menor do que 10%.

o dipeptídeo resultante destas reações, recristalizado no

sistema acetato de etila/éter de petróleo, quando analisa

do por CCD mostrou-se puro e apresentou as características:

Análise elementar (%): Calculado: C 60,67; N 9,65; H 7,64

Encontrado: C 60,86; N 9,50; H 7,66

P. F. : l40-l43 0 C

CCD : RfA 0,36; RfB 0,59; RfC
0,83

Análise de aminoácidos: Ácido aspártico: 1,03

Leucina: 0,97

RMlH (60 MHz, DMSO-d 6 , TMS):

(b) O O (i)(e)O (f)
11 II 11 -@}(CH ) 3-C-O-C-NH-CH-C-NH-CH-C-O-CH O (h)

3 I' 2
CHZ(d) CH 2 (C)
/ " I(g)HZN C=O CH

/ \
(a)H 3C CH 3 (a)

o (ppm): (a): 0,70-1,13 (m) (f): 5,15 (s)

(b): 1,38 (s) (g): 6,93 (s,l)

(c): 1,38-1,83 (m) (h): 7,40 (s)

(d): Z,42 (d) (i): 8,17 (d)

(e): 4,10-4,60 (m)
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o espectro de RMlH obtido para este dipeptideo esti mostra

do no item 5, pigina 89.

3.8. Sintese de Z-Asn-Leu-OBzl

o rendimento encontrado na sintese deste dipep-

tideo realizada conforme o descrito no item 3,9.1, pâgi

-3 -3na 31, partindo-se de 1,0 x 10 moI (267 mg) ,1,OxlO moI

-7(391 mg) de H-Leu-OBzl.Tos, 5,3 x 10 moI (20 mg) de termo-

lisina, 1 ml de solução de NaOH 1 M; 20 ml de solução de ace

tato de sódio 0,2 M, pH 6, contendo acetato de cálcio

-2 + o5,0 x 10 M; tempo de reação: 48 horas; temperatura: 38-1 C,

foi de 79%. O produto, recristalizado no sistema acetato de

etila/éster de petróleo, mostrou-se cromatograficamente puro

e apresentou as seguintes caracteristicas:

Anilise elementar (%): Calculado: C 63,95; N 8,95; H 6,65

Encontrado: C 63,07; N 8,69; H 6,56

P.F.: l39-l4l oC.

CCD: RfA 0,38; RfB 0,57; RfC: 0,81

Análise de aminoácidos: Ácido aspirtico: 1,00

Leucina: 1,00
1RM H (60 MHz, DMSO-d 6 , TMS):

(e) O (i) (d)O (i) (d)O (f)

{~ 11 11 11 ~}(h) &CHZ-O-C-NH-yH-C-NH-yH-C-O-CH Z--&
yHZ(c) rH2(b)
C CH(b)

# \ / "-
O NH Z H3C CH 3

(g) (a) (a)

(h)



o (ppm): (a): 0,63-1,07 (m)

(b): 1,30-1,80 (m)

(c): 2,42 (d)

(d): 4,07-4,63 (m)

(e): 4,98 (5)
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(f): 5, 07 (s)

(g): 6,80 (s,l)

(h): 7,27 (s)

(i): 8,13 (d)

o espectro de RMlH deste produto encontra-se no item 5, pâg!

na 90.

3.9. Síntese de Moz~Asn-Leu-OBzl

A síntese deste dipeptídeo foi realizada confor

me a técnica descrita no item 3.9.1, página 31 utilizando

se as proporções 1:1 e 2:1 entre os componentes carboxíli

co e amínico, nas seguintes condições experimentais: Moz

Asn-OH (1,0 x 10-3 ou 2,0 x 10- 3 moI), 1,0 x 10- 3 moI (391

mg) de H-Leu-OBzl.Tos, 5,3 x 10- 7 moI (20 mg) de termolisi

na, 1 ml de solução de NaOH 1 M, 20 ml de solução de aceta

to de sódio 0,2 M, pH 6, contendo acetato de cálcio 5,OxlO- 2

M, tempo de reação: 48 horas~ temperatura: 38 ! lOCo Os ren

dimentos obtidos foram 80 e 94 para as proporções 1:1 e

2:1 respectivamente.

Quando analisado em CCD, ap6s recristalização no

c~orof6rmioléter de petróleo, o produto se apresentou puro.

Suas características são:

Análise elementar (%): Calculado

Encontrado

oP.F.: 161-163 C

C 62,50~ N 8,4l~ H 6,66

C 62,7l~ N 8,29~ H 6,63

CCD : RfA 0,34~ Rf
B

0,66; Rf
C

0,85
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Análise de aminoácidos: Ácido aspártico: 1,07

Leucina: 0,92

1RM H (60 MHz, DMSO-d 6 , TMS):

(h) (i) (f) ~ ~ (k) (e)O (g)
(d)CH O-!()\--CH -O-C-NH-CH-C-NH-CH-~-O-CH~}(j)

3 ~ 2 I I 2~
(h) (i) CH 2 (C) CH 2 (b)

I I
C CH (b)

~ " / "-O NH 2 H3C CH 3

(a) (a)

ô (ppm): (a): 0,63-1,07 (s,l) (g): 5,03 (s)

(b): 1,22-1,78 (m) (h) : . 6 ,78 (d)

(c): 2,33 (d) (i): 7,18 (d)

(d): 3,63 (s) (j): 7,23 (s)

(e): 4,10-4,47 (m) (k): 8,13 (d)

(f): 4,85 (s)

O espectro de RM1H deste dipeptídeo encontra-se no item 5 ,

página 91.

3.10. Síntese de Z-Asn-Leu-OEt

A síntese deste dipeptídeo foi realizada confor

me o procedimento descrito no item 3.9.1, página 31 em pH

6 e pH 8. Na Tabela 18, página 66 encontram-se apresen-

tados os rendimentos obtidos e as condições experimentais u-

til i zadas .

O produto obtido nestas reaçoes, recrista1iza

do no sistema acetona/H20, mostrou-se cromatograficamente pu

ro e apresentou as características:
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Tabela 18 - Influência do pH e da temperatura na síntese de

Z-Asn-Leu-OEt

pH

8,0

8,0

6,0

Tempo de reação Temperatura Rendimento
(h) (oC) (%)

48 38 ~ 1 45
+24 48 - 1 31
+24 48 - 1 62

Condições experimentais: 1,0 x 10-3 moI (267 mg) de
7

Z-Asn-OH,
1,0 x 10- 3 moI (196 mg) de H-Leu-OEt-HCl, 2,7 x 10- moI (la
mg) de termolisina, 1 ml de solução de NaOH 1 M, 2 g de sul
fato de amônio, la ml de solução tampão Tris/HCl 0,2 M, pH
8 ou solução de acetato de sódio 0,2 M, pH 6,0, ambas conten
do acetato de cálcio 5,0 x 10- 2 M.

Análise elementar (%): Calculado: C 58,95; N 10,31; H 7,17

Encontrado: C 58,80; N 10,19; H 7,17

P.F.: l58-l60oC

CCD: RfA 0,34; RfB 0,57; RfC 0,82

Análise de aminoácidos: Ácido aspártico = 1,01

Leucina = 0,99

1RM H (60 MHz, CDC1 3 , TMS):

(g; O (f)O (f) O (e) (b)
.{~ li 11 11

(J) V-CHZ-O-C-NH-CH-C-NH-CH-C-O-CH2-CH3
(i) I (i)1

CH 2 (d) CH 2I I
HZN-C=O H3C-CH-CH3
(h) (a) (c) (a)

o (ppm): (a): 0,96 (d) (f): 4,4-4,8 (m)

(b): 1,3 (t) (g): 5,16 (s)

(c): 1,5-1,8 (m) (h): 5,9 (s,l)

(d): 2,75 (d) (i): 6,5 (d)

(e): 4,2 (q) (j): 7,36 (s)
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o espectro de RM1H deste dipeptídeo está mostrado no item 5,

página 92.

3.11. Síntese de Boc-Asn-Phe-OBz1

A Tabela 19, página 68 expressa as condições e~

tudadas para sintetizar Boc-Asn-Phe-OBz1 conforme o procedi

mento descrito no item 3.9.1, página 31 e os respectivos ren

dimentos encontrados.

Quando a síntese foi realizada nas mesmas condi

çoes descritas na Tabela 19, página 68 utilizando-se 26 m1

de tampão Tris/HC1 0,2 M, pH 8, contendo acetato de cálcio

5,0 x 10- 2 M ou uma mistura constituída por 14 m1 do mesmo,

4 m1 de etano1 e 2 m1 de dimeti1formamida, os rendimentos en

contrados foram de 30 e 25% respectivamente.

o dipeptídeo obtido em todas estas reações foi

recrista1izado no sistema metano1/água e mostrou-se cromato-

graficamente puro. Quando analisado, apresentou as seguintes

características:

Análise elementar (%): Calculado: C 63,95; N 8,95; H 6,55

Encontrado: C 63,51; N 8,85; H f 60

oP.F.: 148-150 C

CCD: Rf
A

0,35; RfB 0,58; Rf
C

0,81

Análise de aminoácidos: Xcido aspártico: 0,99

Feni1a1anina: 1,01

1RM H (60 MHz, DMSO-d 6 , TMS):
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(o) O O(i) (d) O (e)

11 " " -@}(CH ) C-O-C-NH-CH-C-NH-CH-C-O-CH O (h)3 3 . I I 2

/C~2 (b) ):2 (c)

(f) H2N c=o l.SJ
~

(g)

õ (ppm) : (a): 1,27 (s) (f): 6,75 (s,l)

(b) : 2,28 (d) (g) : 7,10 (s)

(c) : 2,92 (d) (h): 7,20 (s)

(d): 3,95-4,63 (m) (i): 8,03 (d)

(e): 4,97 (s)

O espectro de RMlH obtido para este composto está mostrado

no item 5, página 93.

3.12. Síntese de Z-Asn-Phe-OBzl

O rendimento encontrado na síntese deste com-

posto, realizada de acordo com a técnica descrita no item

3.9.1, página 31 foi de 78%. As condições experimentais u

tilizadas foram: 1,0 x 10- 3 mal (267 mg) de Z-Asn-OH;1,OxlO- 3

-7mal (427 mg) de H-Phe-OBzl.Tos, 5,3 x 10 mal (20 mg) de

termolisina, 1 ml de solução de NaOH 1 M; 35 ml de solução de

acetato de sódio 0,2 M, pH 6, contendo acetato de cálcio
_2 + o

5,0 x 10 M; tempo de reação: 72 horas;temperatura: 38-1 C.

O produto obtido, recristalizado em acetona, mostrou-se cro

matograficamente puro e apresentou as características:

Análise elementar (%): Calculado: C 66,79; N 8,34; H 5,80

Encontrado: C 66,17; N 8,19; H 5,83

P.F.: l65-l68 oC
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CCD: RfA 0,39; Rf
B

0,72; Rf
C

0,85

Análise de aminoácidos: Ácido aspártico: 0,97

Fenilalanina: 1,02

RMlH (60 MHz, DMSO-d6 , TMS):

(d) O (c)O (i) (c)O (e)

{@ II II 11 -@}(h) O -CH 2-O-C-NH-rH-C-NH-rH-C-0-CH 2 O (h)

CH 2 (a) CH 2 (b )

t@1
I ~

(f)H 2N O O
"---T-'"

(g)

<5 (ppm): (a): 2,35 (d) (f): 6,78 (s,l)

(b): 2,97 (d) (g): 7,10 (s)

(c): 4,12-4,70 (m) (h): 8,25 (s)

(d): 4,92 (s) (i): 8,17 (d)

(e): 5,02 (s)

O espectro de RMlH deste dipeptídeo encontra-se no item

página 94.

3.13. Síntese de Moz-Asn-Phe-OBzl

Os rendimentos obtidos quando este dipeptídeo

foi sintetizado segundo o procedimento descrito no item

3.9.1, página 31 utilizando-se 30 e 35 ml de soluça0 de

acetato de sódio 0,2 M, pH 6, para as concentrações de en-

-5 -5zima de 1,3 x 10 M e 2,5 x 10 M e os tempos de reaçao

de 48 e 72 hoas, foram 79 e 95% respectivamente. As condi

ções experimentais utilizadas foram as seguintes: 1,OxlO- 3

-3moI (298 mg) de Moz-Asn-OH, 1,0 x 10 moI (427 mg) de
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H-Phe-OBzl.Tos, 1 ml de solução de NaOH lM,temperatura:38~loC.

o dipeptídeo obtido nestas reações, recristaliz~

do no sistema clorofórmio/etano~léter de petróleo, mostrou-se

cromatograficamente puro e apresentou as características a-

baixo:

Ani1ise elementar (%): Calculado: C 65,28; N 7,88; H 5,86

Encontrado: C 65,68; N 7,80; H 5,98

P.F.: 191-l92oC

CCD: Rf 0,29;
A

Rf 0,59;
B

Rf
C

0,82;

Análise de aminoácidos: Ácido aspártico: 0,97

Fenila1anina: 1,02

RM1H (60 MHz, DMSO-d6 , TMS):

(g) O (d) O (j) (d)O

@ 11 " 11 -@}CH 30- O -CH 2-O-C-NH-yH-C-NH-<fH-C-O-CH 2 O (i)

(9) (e) ~H2 Ca)@CH2 (b)(f)

/~
H

2
N ~O O

~

(h)

o (ppm): (a): 2,38 (d) Cf): 5,05 (s)

(b): 3,00 (d) (g): 6,85 (d); J = 8, O Hz

(c): 3,70 (s) (h): 7,15 (s)

(d): 4,05-4,68 (m) (i): 7,27 (s)

(e): 4,92 (s) (j): 8,22 (d)

Seu espectro de RM1
H encontra-se no item 5, página 95.

3.14. Síntese de Z-Asn-Phe-OEt

As condições de síntese estudadas para a obten

çao deste dipeptídeo, segundo o procedimento descrito no
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3.9.1, página 31. e os respectios rendimentos obtidos estão

expressos na tabela abaixo:

Tabela 20 - Influência do pH e da temperatura na síntese de

Z-Asn-Phe-OEt

pH

8,0

8,0

6,0

Tempo Temperatura Rendimento

(h) (oC) (%)
-

48 38 ~ 1 69

24 48 ~ 1 62

24
+ 8048 - 1

Condições eX~3rimentais: 1,0 x 10- 3 mal (267 mg) de Z-A,n
OH, 1,0 x la mal (230 mg) de H-Phe-OEt.HCl, 2,7 x 10- mal
(la mg) de termolisina, 1 ml de solução de NaOH 1 M; 2 g de
sulfato de amônia, la ml de solução tampão Tris/HCl 0,2 M,
pH 8,ou solução de acetato de sódio 0,2 M, pH 6, ambas con
tendo acetato de cálcio 5,0 x 10- 2 M.

o produto obtido nestas incubações, recristali

zado de metanol mostrou-se puro quando analisado em CCD e

apresentou as seguintes características:

Análise elementar (%): Calculado: C 62,57; N 9,52; H 6,16

Encontrado: C 62,49; N 9,37; H 6,11

P.F.: l72-l74 0 C

CCD: RfA 0,26; Rf
B

0,53; Rf
C

0,81

Análise de aminoácidos: Ácido aspártico: 0,95

Fenilalanina: 1,05

1RM H (60 MHz, DMSO-d 6 , TMS):

(f) O O(j) (e) O (d) (a)

{@ II II II

(i) () -CH -O-C-NH-CH-C-NH-CH-C-O-CH -CH
2. I I 2 3

~H2 (b) ®CH2

/~ O
(g) H2N O

(li)
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o (ppm): (a): 1,07 (t); J = 7,0 Hz (f): 4,95 (s)

(b): 2,38 (d) (g): 6,83 (s,l)

(c): 2,95 (d) (h): 7,J.Q (s)

(d): 3,98 (q); J = 7,0 Hz (i): 7,28 (s)

(e): 4, 05 - 4. , 75 (m) (j): 8,12 (d)

O espectro de RM
1

H deste dipeptídeo está mostrado no item 5,

página 96.

3.15. Síntese de Z-Asn-Va1-0Bz1

Os rendimentos obtidos bem como as condições de

síntese estudadas para a obtenção deste dipeptídeo, segun-

do a técnica descrita no item 3.9.1, página 31 estão expressos

na Tabela 21, página 74.

O produto destas reações, recrista1izado no sis

tema acetato de eti1a/éter de petróleo, mostrou-se cromato-

graficamente puro e quando analisado apresentava as segui~

tes características:

Análise elementar (%): Calculado: C 63,28; N 9,22; H 6,42

Encontrado: C 63,11; N 9,08; H 6,33

oP.F.: 162-164 C

CCD: RfAO, 36 ; Rf
B

0,65; RfC 0,78

Análise de aminoácidos: Ãcido aspártico: 1,01

Va1ina: 0,98

RM1H (60 MHz, DMSO-d 6 , TMS):
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(e) O, (d) O (d) O

{@- I " 11 J";;\}(h) O CH2-0-C-NH-1H-C-NH-rH-C-O-CH2\~ (h)

CH 2 (c) CH(b) (f)
. / \ / "-

(g)H2~ .C=O H3C CH 3
(a) (a)

o (ppm) : (a): 0,78 (d); J = 6,9 Hz (f): 5,03 (s)

(b): 1,73-2,10 (m) (g): 6,78 (s,l)

(c): 2,38 (d) (h): 7,22 Cs)

(d): 3,97-4,42 (m) (i) : 7,93 (d,l)

(e): 4,93 (s)

O espectro de RMlH deste dipeptídeo está mostrado no item 5,

página 97.

3.16. Síntese de Moz-Asn-Val-OBzl

A síntese deste composto foi realizada de acor

do com o método descrito no item 3.9.1, página 31 utilizan

do-se as proporções 1:1 e 2:1 entre os componentes carboxíli

co e amínico, nas seguintes condições experimentais:Moz-Asn-

-3 -3 -3OH (1,0 x 10 e 2,0 x 10 mal), 1,0 x 10 moI (379 mg) de

H-Val-OBzl.Tos, 5,3 x 10- 7 moI (20 mg) de !ermolisina, 1 ml

de NaOH 1 M, 20 ml de solução de acetato de sódio 0,2 M, pH

6, contendo acetato de cálcio 5,0 x 10- 2 M; tempo de reação:

48 horas, temperatura: 38 ~ lOCo Os rendimentos encontra

dos para as proporções 1:1 e 2:1 foram 80 e 91% respectiva -

mente.

O dipeptídeo resultante destas reaçoes, apos re

cristalização no sistema clorofórmio/éter de petróleo mos

trou-se cromatograficamente puro e apresentou as seguintes ca

racterísticas:
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Análise elementar (%): Calculado: C 61,80; N 8,65; H 6,43

Encontrado: C 61,01; N 8,44; H 6,25

oP.F.: 155-157 C

CCD: RfA 0,32; RfB 0,63; RfC 0,84

Análise de aminoácidos: Ácido aspártico: 1,03

Valina: 0,97

RMlH (60 MHz, DMSO-d6 , TMS):

(d)

(h) H H(i) O (e)O (e) O

~
11 11 1\

CH 0- O -CH -O-C-NH-CH-C-NH-CH-C-O-CH -0} (j)
3 (ti I I 2~
(h) H H(i) CH 2 (c) CH(b) (g)

I \ I \
H2N _~=O H3C CH 3

(a) (a)

o (ppm): (a) :0,65 (d); J = 6,9 Hz (g): 4,97 (s)

(b):1,62-2,10 (m) (h): 6,68 (d); J=8,OHz

(c):2,28(d) (i): 7,08 (d); J=8,OHz

(d):3,55 (s) (j): 7,18 (s)

(e):3,88-4,48 (m) (k): 7,87 (d,l)

(f):4,77 (s)

O espectro de RMlH deste dipeptídeo está mostrado no item 5,

página 98.

Os rendimentos encontrados nas melhores condições

de síntese dos dipeptÍdeos descritos neste item e alguns da-

dos de sua caracterização estão expressos na Tabela 22, págl

na 77.

4. Síntese enzimática de tripeptídeos contendo asparagina

4.1. Síntese de Moz-Asn-Ile-Gly-OBzl

A Tabela 23, página 78 expressa os rendimentos

de síntese deste tripeptídeo nas condiçoes estudadas confor-
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me o método descrito no item 3.10, página 37 e os respectivos

rendimentos encontrados.

Tabela 23 - Influência da concentração da enzima e do tempo

de reação na síntese de Moz-Asn-Ile-Gly-OBzl

Concentração de

termolisina

(10- 5 M)

1,3

1,3

0,5

Tempo de

reaçao

(h)

3

6

5

Rendimento

(%)

78

88

88

Condições experimentais: 1,0 x 10- 3 moI (298 mg) de Moz
Asn-OH,H-Ile-Gly-OBzl.TFA obtido da desproteção com TFA
de 1,1 x 10- 3 moI de ~oc-Ile-Gly-OBz1, volume de solução de
NaOH 1 M necessário para neutralizar o componente amínico;
20 ml de solução de acetato de sódio 0,2 M, pH 6, conten
do acetato de cálcio 5,0 x 10- 2 M, temperatura: 38 ! lOCo

o tripeptídeo obtido nestas reações, recrista

lizado no sistema clorofórmio/etanol/éter de petróleo, mos-

trou-se cromatograficamente pUTO e apresentou as seguintes

características:

Análise elementar (%): Calculado: C 60,42; N 10,07; H 6,51

Encontrado: C 60,29; N 9,92; H 6,54

oP.F.: 225-230 C

CCD: Rf
A

0,67; RfB 0,75; Rf
C

0,89.

Análise de aminoácidos: Ácido aspártico: 1,03

Isoleucina: 0,95

Glicina: 1,01

RMlH (60 MHz, DMSO-d 6 , TMS):
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(j) (k) O (g) O(m) (g) O (f) O

-@- II iI li 1/ @}
CH O () CH -O-C-NH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH -C-O-CH 2- () (1)

3 2 I I 2
(e). (h) CHid)(c) CH-CH (b) (i)

(J) (k) I I 3

C CH 2 (C)
/ ~ I

H2N O CH 3 (a)

(h): 4,90 (s)

(i): 5,08 (s)

(j): 6,82 (d); J=8,0 Hz

(k): 7,22 (d); J=8, O Hz

(1): 7,32 (s)

(m): 8,28 (d)

o(ppm) : (a): 0,55-1,02 (m)

(b): 0,55-1,02 (m)

(c): 1,42-1,95 (m)

(d): 2,42 (d)

(e): 3,68 (s)

(f): 3,85 (d); J=6,0 Hz

(g): 3,98-4,60 (m)

O espectro de RM1H deste composto encontra-se no item 5 pág.99.

4.2. Síntese de Moz-Asn-I1e-A1a-OBz1

As condições estudadas para a síntese deste

composto, realizada conforme o método descrito no item 3.10,

página 37 e os respectivos rendimentos obtidos estão ex

pressos na Tabela 24, página 80.

O produto recrista1izado no sistema clorofôrmio/

etano1/éter de petrô1eo mostrou-se cromatograficamente puro

e apresentou as seguintes características:

Análise Elementar: Calculadu: C 61,04; N 9,82; H 6,71

Encontrado: C 6O, 08; N 9, 58; H 6, 59
oP.F.: 219-224 C

CCD : RfA 0,60; Rf B 0,77; Rf
C

0,90

Análise de aminoácidos: Ácido aspártico: 1,01

Isoleucina: 1,03

Alanina: 0,96



-80-

Tabela Z4 - Influência da concentração de enzima e do tem

po de reação na síntese de Moz-Asn-Ile-Ala-OBzl

Concentração de enzima
(x 10- 5 M)

1,3
1,3
0,5

Tempo de reação Rendimento
(h) (%)

-
Z 93,4

6 94,5

5 90,5

Condições experimentais: 1,0 x 10- 3 moI (Z98 mg) de Moz-Asn
OH, H-Ile-Ala-OBzl.TFA obtido da desproteção com TFA de
1,1 x 10- 3 moI de Boc-Ile-Ala-OBzl, volume de solução de NaOH
1 M necessário para neutralizar o componente amínico, zo ml
de solução de acetato de sódio O,Z M, pH 6, contendo acetato
de cálcio 5,0 x 10-Z M; temperatura: 38± lOCo

RMlH (60 MHz, DMSO-d6 , TMS):

(j) (k) O (g) O (m) (g) O (g) O

@ 11 11 11 " -@}CH 0- O -CH -O-C-NH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH-C-O-CH O (1)
3 (hf I I I . Z

(f) (j) (k) CH Z(e) (d)CH-CH3(b)CH 3 (c) (1)
I I
C CH Z(d)

1'\ I
HZN O CH 3 (a)

ô (ppm): (a): 0,53-0,97 (m) (h): 4,88 (5)

(b): 0,53-0,97 (m) (i): 5,03 (5)

(c): 1,23 (d); J=7,0 Hz (j): 6,78 (d); J=8,0 Hz

(d): 1,37-1,97 (m) (k): 7,13 (d), J=8,OHz

(e): 2,37 (d) (1): 7,27 (5)

(f): 3,68 (5) (m): 8,33 (d)

(g): 3,93-4,53 (m)

O espectro de RMlH deste tripeptídeo encontra-se no item 5,pág.lOO.
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4.3. Síntese de Moz-Asn-Ile-Leu-OBzl

o rendimento obtido na síntese deste peptídeo.

realizada conforme c ~étodo descrito no item 3.10, página

exper-imen ta i s:

H-Ile-Leu-OBzl.TFA

obtido da desproteção com TFA de 1,1 x 10- 3 moI de Boc~Ile-

37 foi de 88% nas seguintes condições

-31,0 x 10 moI (298 mg) de Moz-Asn-OH,

Leu-OBzl, volume de solução de NaOH 1 M necessário para neu

tralizar o componente amínico, 1,1 x 10- 7 moI (4 mg) de ter

molisina, 20 ml de solução de acetato de sódio 0,2 M, pH

6, contendo acetato de cálcio 5,0 x 10- 2 M, tempo de rea

ção: 5 horas; temperatura: 38 ! lOCo

o produto recristalizado no sistema acetonitri

la/éter de petróleo, mostrou-se cromatograficamente puro

e apresentou as seguintes características:

Análise elementar (%): Calculado: C 62,73; N 9,14; H 7,23

Encontrado: C 59,08; N 8,56; H 6,90

P.F.: 2l4-2l6oC

CCD: RfA 0,36; RfB 0,71; RfC 0,87

Análise de aminoácidos: Ácido aspártico: 1,00

Isoleucina: 1,03

Leucina: 0,98

RMlH (60 MHz, DMSO-d 6 , TMS):

(h) (i) O O (k) (e) O (e) O

" 1/ 11 " }CH O-I()\-CH2-0-C-NH-CH-C-NH-CH~C-NH-CH-C-O-CH ~
3 ~ I I I 2~

(d) (h) (i) (f) CHie) CH-CH 3(a)CH 2 (b) (g)
I I I
C CH 2(b) CH

I ~ I / "
H2N O CHja)H 3C CH 3

(a) (a)

(j)
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o (ppm): (a): 0,53-1,03 (m) (g): 5,07 (s)

(b): 1,40-1,72 (m) (h): 6,85 (d); J=8,0 Hz

(c): 2,40 (d) (i): 7,22 (d); J=8,OHz

(d): 3,70 (s) (j): 7,30 (s)

(e): 3,9°-4 ,60 (m) (k): 8,28 (d)

(f): 4,92 (s)

O espectro de RMlH deste peptídeo está mostrado no

item 5, página 101.

4.4. Síntese de Moz-Asn-Ile-Phe-OBzl

Os rendimentos encontrados na síntese deste tri

peptídeo realizada conforme o método descrito no item 3.10,

página 37 utilizando-se as concentrações de 1,3 x 10-5M

e 0,5 x 10- 5 M de termolisina para os tempos de 5 e 6 horas,

foram de 89 e 90% respectivamente. As condições experimen

tais escolhidas foram as seguintes: 1,0 x 10-~ moI (298 mg)

Moz-Asn-OH, H-Ile-Phe-OBzl.TFA obtido da desproteção com TFA

obtido da desproteção com TFA de 1.1 x 10- 3 moI de Boc-Ile

Phe-OBzl, volume de solução de NaOH 1 M necessário para ne~

tralizar o componente amínico, 20 ml de solução de aceta-

to de sódio 0,2 M, pH 6, contendo acetato

-2 + o5,0 x 10 M; temperatura: 38 - 1 C.

de cálcio

o tripeptídeo obtido,recristalizado no siste

ma clorofórmio/etanol/éter de petróleo, mostrou-se cromato-

graficamente puro e apresentou as seguintes características:

Análise elementar (%): Calculado: C 64,70; N 8,62; H 6,52

Encontrado:C 63,29; N 8,37; H 6,37

P.F.: 194-l97 0 C

CCD : RfAO, 72 ; RfB 0,87; Rf
C

0,94·
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Análise de aminoácidos: Ácido aspártico: 1,01

Isoleucina: 0,96

Fenilalanina: 1,03

RM1H (60 MHz, DMSO-d6 ) TMS):

(j) O (g) O (m)(g) O O

-@- II 11 11 II -@}
CH O O CHZ-O-C-NH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH-C-O-CH O

3 I I I • Z

(f) (j) (h) ~HZ (d)(C)9H-CH3(b@)CHz(e)(1)

C CHZ(c) O
/ \\ I

HZN O CH 3(a) ~

(k)

(1)

o(ppm) : (a) : O,5 Z- O,93 (m) (h) : 4,92 (s)

(b) : 0,52-0,93 (m) (i) : 4,98 (s)

(c): 1,22-1,95 (m) (j): 6,85 (d); J = 8,0 Hz

(d) : 2,38 (d) (k) : 7,15 (s)

(e) : 2,98 (d) (l) : 7 ,23 (s)

(f) : 3,68 (s) (m) : 8,40 (d)

(g) : 3,93-4,77 (m)

O espectro de RM1H deste composto encontra-se no item 5 ,

página 102.

Os rendimentos encontrados nas melhores condi-

çoes de síntese dos tripeptídeos descritos neste item e

alguns dados de sua caracterização estão expressos na Tabe

la 25, página 84.

Os dados de lal D calculados para os peptí-

deos sintetizados não foram relatados devido ao fato das

medidas obtidas para um mesmo peptídeo apresentarem um des

vio superior ao tolerável.
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IV. DISCUSSÃO

1. Esterificação de Na-benziloxicarbonil-L-asparagina

A esterificação deste derivado de L-asparagina p~

10 método a, forneceu um produto cujos dados de análise ele

mentar, 'P.F., Rf, RMlH, mostrados no item 1.2, pági

na 39, são concordantes com as de Z-Asn-OEt. A presença d0

grupo éster foi confirmada por espectroscopia no infraverme

lho.

1055

-1 -1As bandas características foram: 1725 cm . 1255 cm e

cm- l correspondentes respectivamente a estiramento c=o

e C-O-C assimétrico e simétrico, corno pode ser observado na

Figura 25, página 104. O composto obtido pelo método b, en-

tretanto, apresentou as características de análise elemen-

tar, PF e Rf descritas no item 1.2, página 42, que sao di-

NH
O~ / '\. ~O
~C C~

ferentes das esperadas para Z-Asn-OEt. Em seu espectro de

RMlH não foi detectada a presença do grupo éster, corno mostra

a Figura 26, página 105. Os deslocamentos químicos observa

dos foram:

RMlH (60 MHz, CD 3COCD 3 , TMS); o(pprn): (a): 2,92 (d); J=7, 7 Hz

(b): 4,57 (0.); J=7,7 Hz

(c): 7,30 (s)

I I
(b)HC--CH 2 (a)

I
HN

~-0-CH2-@
(c)

(d)
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o espectro no infravermelho (Figura 27,

na 107) forneceu bandas em 1785 cm- l devido ã vibração

- .pagl-

assl-

métrica de C=O e em 1720-1730 cm- l devido à vibração ~imétri

ca de C=O, características de imida ~Nakanishi, 1962). Estes

resultados sugerem que o composto obtido por este método e

benziloxicarbonil-L-aminosuccinimida. Os valores de microa-

nálise encontrados confirmam esta afirmação, pois estão em

perfeita concordância com os cálculos teóricos. Sondheimer

e Holley (1954) sintetizaram, através da reação de Z-Asn-OEt

o -e NaOH, este composto que apresentou P.F. 79-81 C. Sua ana-

lise elementar ,entretanto, não foi satisfatória pois a mesma

foi realizada com o composto na forma impura. Este fato ex-

plica a diferença observada nos valores de PF entre o produ

to por nós obtido e o sintetizado por eles.

2. Estabilidade de Na-acil-L-asparagina na presença de papaí

na, a-quimotripsina e termolisina

Durante o estudo da síntese de Boc-Asn-Cys(SBzl)

NHNHC 6H5 catalisada por papaína (Tominaga e col., 1983) foi

verificada a formação de um subproduto. Os resultados de

análise elementar e eletroforese sugeriram ser o contaminan

te um produto resultante da hidrólise da carboxamida do resí

duo de asparagina. Com o objetivo de estudar o comportamen

to deN -acil-L-asparagina na presença de papaína, a-quimotripa -

sina e termolisina foram realizadas as incubações cujos re-

sultados estão descritos no item 2, página 42.

A análise dos resultados da incubação de Boc-

Asn-OH e Z-Asn-OH com papaína sugere a formação de Asp e Asn

no meio de reação, resultante da hidrólise da carboxamida da

asparagina e dos grupos Boc e Z.
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A incubação do Z-Asn-OEt com ~quimotripsina for

neceu os mesmos produtos.

A termolisina foi a única enzima (1 "'1"
l -, quando in-

cubadacomN -acil-L-asparagina, não provocou alterações do
a

substrato. Este fato pode ser atribuido à ausência de ativi

dades esterásica e amidásica características desta protease.

Com base nestes resultados, a termolisina foi

escolhida como catalisador das reações de incorporação de N a

acil-L-asparagina a derivados de aminoácidos e peptídeos.

3. Síntese enzimática de di- e tripeptídeos

Para estudar a viabilidade de incorporação de N 
a

acil-L-asparagina a ésteres de aminoácidos e a peptídeos, me

diante a catálise por termolisina, foram sintetizados os se-

guintes peptídeos: Boc-Asn-Ile-OBzl, Z-Asn-Ile-OBzl, Moz-

Asn-Ile-OBzl, Boc-Asn-Leu-OBzl, Z-Asn-Leu-OBzl, Moz-Asn-Leu-

OBzl, Boc-Asn-Phe-OBzl, Z-Asn-Phe-OBzl, Moz-Asn-Phe-OBzl, Z-

Asn-Val-OBzl, Moz-Asn-Val-OBzl, Moz-Asn-Ile-Gly-OBzl, Moz-

Asn-Ile-Ala-OBzl, Moz-Asn-Ile-Leu-OBzl e Moz-Asn-Ile-Phe-

OBzl. A escolha dos componentes amínicos, na síntese dos

dipeptídeos, foi baseada na especificidade primá~ia desta e~

zima. A síntese dos tripeptídeos foi realizada visando tam

bém o estudo da especificidade secundária da termolisina pa-

ra o resíduoP Z" que até o momento, foi pouco estudada.

3.1. Estudo metodológico da síntese de Boc-Asn-Ile-OBzl

A condição ótima de síntese de Boc-Asn-Ile_OBzl

foi estabelecida após a realização do estudo metodológico ,no
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qual analisamos a influêlicia do pH, concentração de enzima,

concentração e volume da solução de acetato de sódio que

foi utilizada como solvente, proporção entre os componen-

tes carboxílico e amínico, temperatura e adição do

te orgânico ao meio de reação.

solven

o estudo da influência do pH na síntese de Boc-

Asn-Ile-OBzl, Tabela 4, página 45 e Figura 1, página 46

mostrou que o ótimo do pH para a síntese deste dipeptídeo é

6,0. As sínteses que utilizam termolisina como cata

lisador, entretanto, tem sido realizadas em pH 7,0, 7,5 e

8,0 (Oka e Morihara, 1980; Isowa e Ichikawa, 1979; Kullmann,

1982 e Fruton, 1983). O nosso resultado está de acordo com

o mecanismo de ação da termolisina proposto em 1977 por

Kester e Matthews (Esquema 3, página 16) no qual os resí-

duos de His 231 e Glu 143 participam da catálise nas formas

protonada e desprotonada, respectivamente. Pangburn e

Walsh (1975) determinaram o pKa desta His através de modi-

ficação com anidrido etoxifórmico. o valor por eles en-

contrado foi 7,5. No mesmo trabalho, concluiram que o pKa

do Glu 143 é 5,95. Como consequência, o ótimo de pH desta

enzima se encontra na faixa intermediária entre estes valo-

res de pKa.

O estudo do efeito do tempo de reação na forma

çao deste dipeptídeo (Tabela 5, página 45 e Figura 2, pági-

na 47) mostrou que, nas condições utilizadas, a reaçao

atinge o equilíbrio aparente em 24 horas, já que nenhuma di

ferença significativa de rendimento foi observada para os

tempos de 48 e 72 horas. A utilização do termo equilíbrio-
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aparente se explica pelo fato de o produto precipitar no

meio de reaçao.

Nossos resultados obtidos n8 estudo da inf1uên

cia da concentração de enzima indicaram que a extensão de

síntese de Boc-Asn-I1e-OBz1 aumenta em função do aumento da

concentração de enzima até 1.27 x 10-
5

M (Tabela 6, página 48

e Figura 3, página 49). Acima desta concentração o rendimen

to permanece praticamente inalterado.

Como pode ser observado na Tabela 7, página 48

e Figura 4 , - .paglna 50, a extensão de síntese deste dipe~

tídeo se mostrou dependente também da concentração da solu 

ção de acetato de sódio. A queda de rendimento, observada a

partir de 0,5 M, pode ser explicada em termos da diminuição

da solubilidade dos reagentes no meio de reação.

Visando obter informações com relação à influên

cia da concentração dos substratos na porcentagem de sínte

se, foi realizado o estudo de variação do volume da solução

de acetato de sódio, 0,2 M. Os resultados obtidos indicam

que o rendimento da reação de síntese diminui para1e1ame~

te a diminuição da concentração dos substratos, como mostra

a Tabela abaixo:

TABELA 26 - Estudo do efeito da concentração dos reagentes na

síntese de Boc-Asn-I1e-OBz1*

Volume da lasolução de acetato 5 10 15 20 25 35
de sódio 0,2 M

-

Concentração do 200 100 66 50 40 33 29substrato (lO-3M)

Rendimento (%} 70 66 63 62 57 50 38

* As con~ições experimentais estão descritas na Tabela 8, p~

gina .5 j
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Estes dados entretanto, não podem ser considerados conclusi-

vos, pois com o aumento do volume de solução de acetato de

sódio, ocorreu diminuição concomitante da concentração de

enzima.

o estudo do efeito da variação entre os compone~

tes carboxílico e amÍnico (Tabela 9, pagina 51) mostra que

uma maior porcentagem de síntese pode ser conseguida com o

uso da proporção 2:1, para a qual foi obtido um

to de 85%. A utilização de proporções 1,0:1,5 e

rendimen-

1:2,en-

tretanto, não produz o mesmo efeito. Este fato pode ser ex-

plicado pela diferença de solubilidade entre Boc-Asn-OH e

H-Ile-OBz1.Tos, já que o primeiro é bastante solúvel na solu

çao de acetato de sódio e o segundo é de difícil dissolu-

çao na mesma. Como consequência, quando a quantidade de

Boc-Asn-OH é aumentada no meio reacional, ocorre o desloca -

mento do equilíbrio da reação para o sentido de formação de

ligação peptídica, enquanto que o aumento da quantidade de

H-Ile-OBzl.Tos não provoca este efeito, pois permanece prati

camente insolúvel no meio de reação.

A influência da temperatura na extensão de sínte

se foi estudada em duas temperaturas apenas 38 e

48 0 C , já que o grupo Boc é termosensive1.Para 9 horas de

reação, foi observada uma diferença razoável entre os rendi-

mentos obtidos, diferença esta que passa a ser insignifi -

cante para o tempo de 13 horas, apesar de a reação não ter

ainda atingido o equilíbrio (Tabela la, página 53). Duas

hipóteses podem ser levantadas para explicar este fato: 1

decomposição do componente carboxílico devido à quebra da

ligação entre o grupo Boc e L-asparagina. 2- Denaturação da
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enzima devido ao aquecimento prolongado (13 horas). Para

estudar a termoestabilidade da enzima nas condições de rea

ção utilizadas foi realizado o estudo do acoplamento de Z

Asn-OH e H-Ile-OBzl~Tos, em v5rias temperaturas. A escolha

deste grupo protetor de N -aminogrupo foi baseada no fato
a

de o mesmo ser mais est5vel que o Boc. O estudo realiza-

do mostrou que os rendimentos de reaçao em 3 horas

sao significativamente maiores do que os obtidos para

1 hora de incubação (Tabela 15, p5gina 57) , suge-

rindo que a termolisina mantém, mesmo que parcialmente, sua

atividade após 1 hora de incubação a temperaturas superio

res a 50
0

C. Em relação aos rendimentos obtidos, para 1

hora de reação as diferenças são significativas e o aumen

to da temperatura provoca o aumento da porcentagem de sÍnte

se. Para 3 horas, entretanto, os rendimentos obtidos fica

ram em torno de 80%, sem diferenças significativas, mostra~

do que a reação atingiu o equilíbrio. Do ponto de vista de

estratégia de síntese, os resultados acima indicam que o

grupo Z, além da sua termoestabilidade, apresentou-se como

um grupo protetor de L-asparagina mais adequado do que Boc,

j5 que os rendimentos obtidos foram maiores em menor tempo

de reaçao.

Como j5 foi discutido anteriormente, a utiliza

çao da proporção 1:2 entre os componentes na síntese de

Boc-Asn-Ile-OBzl, não produziu aumento no rendimento da rea

ção em relação ao obtido na proporção 1:1, devido ao fato

de o componente amÍnico ser pouco soluvel em solução de ace

tato de sódio 0,2 M. Visando dissolver o H-Ile-OBzl.Tos,foi

realizado o estudo da adição de solventes orgânicos ao meio
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de reaçao. Na presença de acetato de etila foi observada

uma maior porcentagem de acoplamento (Tabela 11, pigina 54).

Na presença de metanol, entretanto, ocorreu a diminuiçao do

rendimento da reação que pode ser explicado pelo fato de o

produto formado ser bastante solúvel neste solvente. Por

outro lado, o aumento do rendimento na presença de acetato

de etila pode ser atribuído ao aumento da solubilidade do

componente amínico no meio de reação e ao fato de o produ-

to formado ser muito pouco solúvel neste solvente. A influ

ência do mesmo no pK de Boc-Asn-OH deve ser descartado,pois

o volume adicionado corresponde a apenas 5% do volume total

da solução.

Os resultados acima discutidos indicam que a

condição ótima de síntese de dipeptídeo Boc-Asn-Ile-OBzl e:

-2 -2Boc-Asn-OH, 9,5 x 10 M; H-Ile-OBzl 4,7 x 10 M;termolisi

-7 -na, 1,3 x 10 M; solvente: acetato de sodio 0,2 M, pH 6,

contendo acetato de cilcio 5 x 10- 2 M; tempo de reação: 48

horas; temperatura 38 0 C.

3.2. Análise comparativa dos resultados obtidos na

se de di- e tripeptídeos

sínte-

Com o intuito de escolher um grupo protetor que

permitisse o acoplamento entre Na-acil-L-asparagina e H-

Ile-OBzl.Tos em maior extensão, realizamos a síntese de

dipeptídeos protegidos com os grupos Boc, Z e Moz, sob

as mesmas condições experimentais. Nossos resultados indi-

caram que os acoplamentos entre Z-Asn-OH ou Moz-Asn-OH e

H-Ile-OBzl.Tos, forneceram produtos com rendimentos superi~

res aos obtidos quando foi utilizado o Boc (Tabela 12, pâgi

na
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A possibilidade de sintetizar com bons rendimen-

tos peptídeos protegidos com Z, Moz e Boc é importante do

ponto de vista de estratégia de síntese, pois estes grupos

apresentam diferentes comportamentos em relação às reações de

desproteção. Por exemplo, o Boc e Moz podem ser facil-

mente removidos pelo ácido trifluoroacético enquanto que Z não.

Por outro lado, os grupos Z e Moz podem ser removidos por

hidrogenação catalítica.

Os resultados do estudo comparativo dos acopla -

mentos entre Boc-Asn-OH com H-Ile OBzl, H-Leu-OBzl e H-Phe-

OBzl, expressos na Tabela 13, página 56, mostram que a sín-

tese de dipeptídeo Boc-Asn-Leu-OBzl, nas condições estuda-

das, apresentou rendimento menor em relação ao de Boc-Asn-

Ile-OBzl e Boc-Asn-Phe-OBzl. Durante a dissolução dos subs-

tratos para a realização deste estudo, foi observado que a

maior parte de H-Leu-OBzl.Tos permaneceu insolúvel. Para

contornar este problema foram feitas sínteses deste dipeptí

deo na presença de etanol e da mistura constituída por eta-

nol e dimetilformamida. Os rendimentos obtidos ficaram em

torno de 10%, corno mostra a Tabela 17, página 61. Isowa e

cal. (1982 ) observaram a ocorrência de ext ens a

Z-Ala-Phe-OBzl catalisada por papaína, quando a

síntese de

proporçao

solvente orgânico-água variava na faixa de 20:80 atê 80:20.

Devido ao fato das proporções solvente orgânico-água nas rea

ções de síntese de Boc-Asn-Leu-OBzl se encontrarem nesta fai

xa, os rendimentos obtidos deveriam ser maiores.

Corno os acoplamentos entre Z e Moz-Asn-OH com

H-Ile-OBzl foram bem sucedidos realizamos as sínteses de

Z-Asn-Leu-OBzl e Moz-Asn-Leu-OBzl, segundo as condições des-
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critas nos itens 3.8, página 63 e 3.9, página 64.Excelen-

tes resultados foram observados nestas reações, pois Z-Asn-

Leu-OBzl e Moz-Asn-Leu-OBzl foram obtidos com rendimentos

de 79 e 80%, respectivamente. Quando a síntese do último

foi realizada utilizando-se a proporção 2:1 entre os compo

nentes carboxílico e amínico, o rendimento da reação foi

de 94%. Estes dados são concordantes com os obtidos por

Oka e Morihara (1980) que utilizaram H-Leu-NH 2 , H-Leu-OBu
t

e

H-Leu-NHPh nos acoplamentos com Z-Phe-OH obtendo os peptí-

deos com rendimentos superiores a 80%.

Os mesmos estudos realizados no acoplamento

entre N --acil-L-asparagina e H-Leu-OBzl foram feitos para
a

H-Phe-OBzl. A adição de etanol ou de dimetilformamida na

reaçao entr~ Boc-Asn-OH e H-Phe-OBzl resultou na diminui-

ção de rendimento de acoplamento, enquanto que o aumento do

volume da solução de acetato de sódio, 0,2 M e do tempo de

reaçao propiciaram maiores rendimentos de reação (Tabela 19,

página 68). As reações utilizando o componente carboxíli-

co protegido com Z e Moz , na ausência de solvente orgâni

co, apresentaram excelentes rendimentos (itens 3.12 e 3.l3p~

ginas 69 e 70). A Tabela 27, página 116 resume os resul

tados obtidos na síntese de dipeptídeos contendo H-Ile

OBzl, H-Leu-OBzl e H-Phe-OBzl, em diferentes condições.

Os resultados discutidos acima permitem con-

cluir que entre os três grupos protetores utilizados Boc ,

Moz e Z em síntese catalisada por termolisina, Z e Moz

se mostraram como protetores melhores, permitindo a obten

ção dos dipeptídeos com excelentes rendimentos. Pelo menos

dois fatores devem ter contribuído para a maior extensão de
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síntese dos dipeptídeos protegidos com estes grupos em rel~

çao aos protegidos· como o grupo Boc menor solubili

dade dos produtos formados no meio de reação e maior inter~

ção do grupo protetor com o subsítio 52 da termolisina. Es

ta última hipótese é baseada no trabalho de Fruton (1983),

que demonstrou a preferência estereoespecífica da termolisi

na por aminoácidos hidrofóbicos na posição P 2 .-Uo mesmo ~r~

-1 -1balho esse autor mostra que o valor de Kcat/Km (min .mM )

na síntese de Z-Phe-Leu-NHPh é 73 ~ 5 e o de Boc-Phe-Leu-

- +NHPh e49 - 3.

Foi efetuada também a síntese de Boc-Asn-Val-

OBzl, nas condições descritas no estudo da variação do com

ponente amínico. A quantidade do dipeptídeo formado foi

desprezível e por essa razão o mesmo não foi isolado.

A constatação do fato de Z e Moz apresentarem-

se como melhores protetores de a-aminogrupo, levou-nos a

estudar a síntese de Z-Asn-Val-OBzl e Moz-Asn-Val-OBzl. Os

acoplamentos entre Z-Asn-OH e H-Val-OBzl.Tos foram real i-

zadas em pH 8 na presença de metanol e dimetilformamida uti

lizando-se as condições descritas por Kullmann(1982). Os

rendimentos obtidos foram de 44 a 49%, quando se utilizaram

volumes diferentes de solvente. A mesma síntese

da em pH 6 forneceu o peptídeo com rendimento de 25%

realiza

(Tab~

la 21, página 74). Estas foram as únicas reaçoes de sín-

tese por nós realizadas que apresentaram maior

em pH 8. O fato de as três reações terem sido

rendimento

realizadas

com volumes diferentes de solvente, isto é, em condições di

ferentes, não permite correlacionar e discutir os resulta

dos obtidos. A síntese do mesmo dipeptídeo em ambos
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os valores de pH na ausência de solvente orgânico, não foi

realizada.

Os acoplamentos de Moz-Asn-OH com H-Val-OBzl.Tos

em pH 6, na ausência de solvente orgânico foram de 80 e 91%

para as proporções dos substratos 2:1 e 1:1, respectivamente.

Corno estes resultados são comparáveis aos rendimentos obser

vados para os demais peptídeos protegidos com Moz e Z , pr~

vavelmente em pH 6,0 e na ausência de solvente orgânico, o

rendimento da reação de Z-Asn-Val-OBzl seria da mesma ordem

de grandeza.

Os resultados das sínteses dos tripeptídeos Moz-

Asn-Ile-Gly-OBzl, Moz-Asn-Ile-Ala-OBzl, Moz-Asn-Ile-Leu-OBzl

e Moz-Asn-Ile-Phe-OBzl, expressos nas Tabelas 23 e 24 páginas

78 e 80 e nos itens 4.3 e 4.4, páginas 81 e 82, mostraram que

os mesmos foram obtidos com rendimentos superiores a 85% em

5 horas de reação, utilizando a concentração de enzima de 0,5xlO-5M.

O rendimento obtido na síntese de Boc-Asn-Ile-

OBzl utilizando-se a mesma concentração de termolisina, em

48 horas de reação foi de 40%, mostrando que a velocidade de for-

mação de tripeptídeos ê maior do que a de dipeptídeos

uma determinada concentração de enzima.

para

Corno não foram obtidas diferenças significativas

nos rendimentos dos tripeptídeos não foi possível estabele

cer a especificidade secundária da termolisína para o

duo P; como havia sido proposto.

4"

res~

Um resumo das melhores condições de síntese en-

contradas para os dí- e tripeptídeos estudados encontra-se na

Tabela 28, página
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Todos os tripeptídeos sintetizados foram obti-

dos com excelentes rendimentos e livres da contaminação por

subprodutos. Estes resultados somados ao fato de a rea-

estabelecido, o método enzimático de incorporação de

ção enzimática ser estereoespecífica sugerem que uma vez

N 
a

acil-L-asparagina a resíduos de aminoácido e a peptídeos po

derá se tornar usual na obtenção de cadeias peptídicas con

tendo este aminoácido.

Nenhum dos peptídeos por nós sintetizados en

zimaticamente foram obtidos, até o momento, utilizando o

mesmo método.
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V. CONCLUSOES

1.Na-acil-L-asparagina pode ser incG_~orada a

derivados de L-aminoácidos e às cadeias peptídicas, median

te catâlise por termolisina com bom rendimento e livre de

contaminação por subprodutos.

2. Os excelentes rendimentos por nós obtidos se

devem principalmente à precipitação dos produtos formados no

meio de reação, já que a mesma favorece termodinamicamente a

formação de ligação peptídica.

3. Os resultados do estudo metodológico realiza

do indicam que a condição ótima de síntese de Boc-Asn-Ile-

~ -2 -2OBzl e: Boc-Asn-OH, 9,5 x 10 M; H-Ile-OBzl, 4,7 x 10 M;

termolisina 1,3 x 10- 7 M; solvente, acetato de sódio 0,2 M,

pH 6, contendo acetato de cálcio 5,0 x 10-
2

M; tempo de rea

ção: 48 horas; temperatura 38 0 C.

4. O valor do pH ótimo por nós encontrado para

as reações de síntese catalisadas por termolisina está de a-

corda com o mecanismo de ação da mesma, no qual Hís-23l e

Glu-143 participam da catálise nas formas proton __~a e despr~

tonada respectivamente.

,
5. Quando se utiliza o' grupo Z como protetor de

asparagina~ a síntese enzimática pode ser realizada a tempe

raturas superiores a 50 0 C, pois tanto o Z-Asn-OH como a ter-

molisina são termoestáveis.

6. Entre os grupos Boc, Z e Moz utilizados como

protetores de asparagina, Z e Moz permitiram a obtençao dos
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dipeptídeos com excelentes rendimentos. Pelo menos dois fa

tores devem ter contribuido para a maior extensão de sínte

se de dipeptídeos protegidos corno estes grupos em relação ao

grupo Boc: menor solubilidade dos produtos formados no meio

de reação e maior interação do grupo protetor' com o subsítio

S2 da termolisina.

7. Os tripeptídeos requerem para a sua síntese

menores concentrações de enzima e tempo de reação em rela

çao aos dipeptídeos.

8. Corno não foram obtidas diferenças significa

tivas nos rendimentos dos tripeptídeos, não foi possível es

tabelecer a especificidade secundária da termolisina para o

resíduo Pz corno havia sido proposto.

9. No método enzimático de formação de ligação

peptídica, as características estruturais dos reagentes e

produtos tem importância relevante, motivo pelo qual as con

dições ótimas de síntese diferem de um peptídeo para outro.
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SUMÁRIO

Com o objetivo de estudar a potencialidade do

emprego de termolisina como catalisador nas reações de in

corporaçao de N-acil-asparagina a ésteres de aminoácidos e

peptídeos, foram sintetizados os seguintes di- e tripeptí -

deos:

Boc-Asn-Ile-OBzl, Z-Asn-Ile-OBzl, Moz-Asn-Ile-OBzl, Boc-Asn

Leu-OBzl, Z-Asn-Leu-OBzl, Moz-Asn-Leu-OBzl, Z-Asn-Leu-OEt,

Boc-Asn-Phe-OBzl, Z-Asn-Phe-OBzl, Moz-Asn-Phe-OBzl, Z-Asn

Phe-OEt, Z-Asn-Val-OBzl, Moz-Asp-Val-OBzl, Moz-Asn-Ile-Gly

OBzl, Moz-Asn-Ile-Ala-OBzl, Moz-Asn-Ile-Leu-OBzl e Moz

Asn-Ile-Phe-OBzl. Todos os peptídeos foram obtidos na

forma pura, com bom rendimento e foram analisados e

caracterizados por cromatografia em camada delgada, po~

to de fusão, análise elementar, análise de

cidos e ressonância magnética protônica. Entre os

aminoá

grupos

protetores de asparagina, benziloxicarbonil e p-metoxibenzi

loxicarbonil permitiram a obtenção dos dipeptídeos com exce

lentes rendimentos. Foi observado que os tripeptídeos requ~

rem para a sua síntese menores concentração de cilzima e tem

po de reação em relação aos dipeptídeos. Não f~i possível es

tabelecer a especificidade secundária da termolisina para o

resíduo Pz pois os rendimentos dos tripeptídeos sintetizados

não apresentaram diferença significativa. Foi também reali

zado um estudo metodológico para determinar as condições óti

mas de síntese de Boc-Asn-Ile-OBzl, que consistiu em anali

sar a influência do pH, concentração de enzima, concentra

çao e volume da solução de acetato de sadio, proporção entre

os componentes carboxílico e amínico, temperatura e adição

de solvente orgânico ao meio de reação.
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SUMMARY

With de objective of studying the potential

for the use of thermolysin as a catalyst in reactions of

incorporation of N-acyl-asparagine into esters of amino-

acids and peptides, the following di- and tripeptides were

synthesized:

Boc-Asn-Ile-OBzl, Z-Asn-Ile-OBzl, Moz-Asn-Ile-OBzl, Boc-

Asn-Leu-OBzI, Z-Asn-Leu-OBzI, Moz-Asn-Leu-OBzl, Z-Asn-Leu-

OEt, Boc-Asn-Phe-OBzl,Z-Asn-Phe-OBzl, Moz-Asn-Phe-OBzl,Z-

Z-Asn-Phe-OEt, Z-Asn-Val-OEt, Moz-Asn-Val-OBzl, Moz-Asn-

Ile-Gly-OBzl, Moz-Asn-Ile-Ala-OBzl, Moz-Asn-Ile-Leu-OBzl e

Moz-Asn-Ile-Phe-OBzl. AlI of these peptides wereobtained

in pure form in good yield and analyzed and characterized

by thin layer chromatography, melting point, elemental

analysis, aminoacid analysis and proton magnetic resonance.

Among the protecting groups of asparagine, benzyloxy-

carbonyl and p-methoxybenzyloxycarbony1 gave excellent

yields of the dipeptides. Relative to the dipeptides, the

synthesis of the tripeptides was found to require lower

enzyme concentrations and temperatures. Since the yields

of the tripeptides failed to exhibit significant

differences, it was not posslble to establish the existence

of a secondary specificity of thermolysin for the residue
I

P 2 . A methodological study was also performed to determine

the optimum conditions for synthesis of Boc-Asn-Ile-OBzl.

This study consisted of an analysis of the influence of pH,

enzyme concentration, concentration and volume of the

solution of sodium acetate, relative proportions of the

carboxyl and amino components, temperature, and addition of

organic solvent to the reaction medium.
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