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DERIVATIZATION AND SPECTROSCOPIC CHARACTERIZATION OF A BIOPOLYMER BASED ON L-LYSINE WITH
D-BIOTIN ANALOGS: CO-POLY (L-LYSINE)-GRAFT-(E-N-[X-D-BIOTINYL]-L-LYSINE). We report the single-step derivatization
reaction of a biopolymer based on L-lysine with D-biotin analogs: Co-poly(L-lysine)-graft-(e-N-[X-D-biotinyl]-L-lysine) (PLL-X-

Biotin). The valeric acid carboxylate of D-biotin is activated to an NHS ester for direct modification of amine groups in proteins

and other macromolecules. NHS esters react by nucleophilic attack of an amine in the carbonyl group, releasing the NHS group,

and forming a stable amide linkage. NHS-X-Biotin is the simplest biotinylation reagent commercially available. In contrast with

D-biotin, it has a longer spacer arm off the valeric acid side chain allowing better binding potential for avidin or streptavidin probes.
Derivatization of poly(L-lysine) (PLL) with NHS-X-Biotin led to a copolymer PLL-X-Biotin. UV-Visible, IR-FT and 'H NMR

characteristics derived from synthesis are briefly discussed.
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INTRODUCCION

Los polimeros policatiénicos a base de poli(L-lisina) (PLL) y
modificaciones realizadas a su estructura han sido aprovechados hoy
en dia en numerosas aplicaciones relacionadas con ciencia de mate-
riales, polimeros, bioquimica molecular y celular,' disefio de vectores
no-viricos para la liberacién controlada de genes,liberacién contro-
lada de farmacos antitumorales,® nanotecnologia,* biotecnologia’ y
biomedicina.® Dentro de las modificaciones realizadas a su estructura,
los derivatizados conteniendo las fracciones €-N-[D-biotinil]-L-lisina’
y &-N-[X-D-biotinil]-L-lisina*!" han sido ampliamente utilizados en
estudios biofisicos y fisicoquimicos de superficie, en los cuales la
orientacion y adsorcidn especifica de biomoléculas, desempefian un
papel trascendental. En el reporte original,’ este tipo de copolimero
fue sintetizado pero ningtin dato sobre su rendimiento ni caracter-
izacién quimica fue evidenciado. Extendiendo nuestros intereses
de investigacién en este campo, hemos introducido con éxito la
interaccion biomolecular especifica avidina/biotina'? en la molécula
objeto de estudio’® al formar peliculas delgadas sobre distintos tipos
de substratos.'*!> NHS-LC-Biotina es un derivado de la D-biotina
conteniendo un brazo espaciador alejado de la cadena lateral del acido
valérico, terminando en un éster de NHS. El compuesto también es
conocido como succinimidil-6-(biotinamido)hexanoato o NHS-X-
Biotina. El espaciador del 4cido 6-aminocaproico provee una longitud
mas grande en el caso de presentarse una molécula modificada cova-
lentemente y los anillos de biotina biciclica. La distancia total desde
una molécula ligada a la componente de biotina es aproximadamente
22.4 A, 1a cual es significativamente mas grande que la longitud de
13.5 A de la molécula de NHS-Biotina sin un brazo espaciador.’
Este incremento en distancia puede resultar en un mejor potencial de
enlace para sondas conteniendo avidina o estreptavidina, porque los
sitios de enlace en este tipo de proteinas generalmente se encuentran
localizados en el interior de su contorno superficial.

Empleando un enfoque modernista basado en la filosoffa de
la quimica verde,'® se presenta en este trabajo la derivatizacion y

*e-mail: jhernandez @cideteq.mx

dilucidacién de la estructura quimica de un biopolimero a base de
L-lisina y andlogos de la D-biotina: Co-poli(L-lisina)-graft-(e-N-[X-
D-biotinil]-L-lisina) (PLL-X-Biotina). Brevemente, la quimica verde
plantea el disefio de productos o procesos que reduzcan o eliminen
el uso o la produccion de sustancias peligrosas,'” asi como prevenir
la contaminacion al ofrecer alternativas de mayor compatibilidad
ambiental, comparadas con los productos o procesos disponibles
actualmente, cuya peligrosidad es mayor.'® Se reportan detalles
estructurales sobre la caracterizacion espectroscépica basada en los
espectros UV-Visible, IR-FT y RMN 'H.

EXPERIMENTAL
Materiales y reactivos

Succinimidil-6-(biotinamido)hexanoato 98% (NHS-X-Biotina,
PM = 454.54 Da), hidrobromuro de poli(L-lisina) > 99.9% (PLL,
PM = 12000 Da), NaHCO, 99.95%, D,0, DMSO > 99%, DMSO-D,
> 99.96% y albumina de suero bovino (BSA) fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich (EUA); kit HABA-Avidina para la cuantificacién de
biotina, reactivo de Bradford (colorante azul de Coomassie), cassettes
de didlisis (membrana de corte de peso molecular, MWCO = 3.5 kDa)
y buffer de fosfatos salino (PBS) BupH™ Packs (0.1 mol/L Na,PO,,
0.15 mol L' NaCl, pH 7.2) fueron adquiridos de Thermo Scientific
(EUA). Agua desionizada tipo I (p = 18.2 MQ cm; TOC < 10 ppb)
fue suplida por un sistema dispensador de agua EMD Millipore
(EUA) Simplicity. Todas las disoluciones preparadas se esterilizaron
por medio de filtracién usando filtros de membrana hidrofilica (0.22
wm) adquiridos de Millipore (EUA).

Sintesis y purificacion del co-poli(L-lisina)-graft-(s-N-[X-D-
biotinil]-L-lisina)

Derivatizacion de la PLL con andlogos de la D-Biotina

La reaccién de derivatizacién para producir 3 fue realizada de
acuerdo a la referencia 9 con modificaciones (véase Esquema 1).
El procedimiento es el siguiente: 1.67 mg mL! (0.003 mmol) de
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NHS-X-Biotina (1), disueltos en una mezcla de DMSO/H,O DI al
10% v/v, fue esterilizada por filtracion. Posteriormente, ésta fue adi-
cionada rapidamente a una disolucion que contiene 1.0 mg mL"' de
PLL (2) en buffer de NaHCO, 50 mmol L' (0.012 mmol de residuos
de lisina) manteniendo la agitacién en un Vortex durante 15 min a
temperatura ambiente. Finalmente, el producto obtenido se resguardé
de la luz en un tubo cénico de plastico.'

Purificacion de la PLL-X-Biotina

El subproducto de sintesis de 3 (NHS) fue removido de la mezcla
de reaccién por medio de didlisis de alto desempefio. Para ello, se
utilizaron cassettes de didlisis con membrana de corte MWCO = 3.5
kDa y como buffer de elucién NaHCO, 5.0 mmol L'}, pH = 8.0. La
didlisis fue mantenida bajo agitacion constante, a temperatura ambi-
ente, haciendo recambio de buffer cada 2 h. En el segundo, y tltimo
recambio de buffer, la agitacién prosiguid por 12 h y la temperatura
se ajusté a4 °C.B

Determinacion del nivel de biotinilacion y concentracion total de
aminodcido de la PLL-X-Biotina

El contenido de biotina de la PLL-X-Biotina se determin6 usando
la metodologia basada en el reactivo HABA (4cido 4-hidroxiazo-
benceno-2-carboxilico) (Pierce® Biotin Quantitation Kit; Thermo
Scientific).” Brevemente, los residuos de biotina presentes en las
cadenas terminales de 3 interaccionan con la avidina presente en el
complejo HABA-avidina, desplazando al reactivo HABA, debido a
la gran afinidad existente en la interaccidn avidina-biotina (K, = 1
x 10" mol! L). La fraccién de biotina presente en 3 se obtiene por
diferencia en el decremento del valor de absorbancia registrada a una
longitud de onda de 500 nm (véase Figura 1)."*!° Para determinar la
concentracion total de aminodcido presente en el compuesto 3 se
empled la version estandar del método de Bradford micrométrico.?
Este ensayo se fundamenta en la unién especifica entre el colorante
azul de Coomassie y ciertos aminodcidos presentes en la muestra de
proteina que se analiza, i.e., arginina (R), lisina (K) e histidina (H).!>%

Caracterizacion espectroscopica de la PLL-X-Biotina

Los espectros de absorcién fueron registrados en un espectrofot6-
metro Cintra 101 GBS usando los siguientes pardmetros instrumen-
tales: tamafio de paso = 0.16 nm, velocidad de escaneo =400 nm min’!
y ancho de paso de banda =2 nm. Los espectros IR-FT fueron regis-
trados entre 4000 y 400 cm™ en un espectrémetro Bruker Vector 33,
las muestras de los precursores (compuestos 1y 2) fueron tomadas del
envase correspondiente, colocando los sélidos directamente en un por-
tamuestras de ATR. Para el caso del producto 3 un volumen suficiente
de muestra se depositd sobre el portamuestras y se dejo secar a tem-
peratura ambiente protegiendo de la luz hasta el momento del analisis.

Los espectros de RMN 'H (300 MHz) fueron registrados en un
espectrémetro Varian Unity-Plus. Dichos espectros fueron procesados
y editados con ayuda del software MestReC 4.9.9.9. Las mediciones
fueron realizadas a temperatura ambiente en tubos de 5 mm de didmetro
empleando dos diferentes disolventes: 1) mezcla al 20% v/v de D,0/
agua DI 'y 2) DMSO-D, respectivamente. Para la caracterizacién del
compuesto 3 en estado sélido fue necesario preconcentrar la muestra
por medio del proceso de liofilizacién en una trampa de vapor refrig-
erado (Refrigerated Vapor Trap, Modelo RVT 400) y desecador con
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ultramicrocentrifuga (Speed Vac SC210A), ambos de la marca Savant.

IR (v, cm™): Compuesto 1 (NHS-X-Biotina): 3290 (combinacién
de los estiramientos amida y amina NH); 1660 y 1540 [bandas Amida
I (estiramiento C=0) y Amida II (doblaje N-H + estiramiento C-N),
respectivamente]; 1067 (enlace C-N del grupo amino); 2862 y 2930
(bandas de estiramiento que corresponden al grupo metileno en su
forma simétrica y asimétrica, respectivamente); 1817 (grupo éster del
NHS); 867 (banda de estiramiento del enlace N-O, de la NHS); 1788
y 1741 (bandas de estiramiento, simétrica y asimétrica, asignadas al
grupo carbonilo del NHS, respectivamente); 1707 (banda de estira-
miento muy intensa del grupo carbonilo ureido de la biotina); ~ 650
(banda vibracional de estiramiento del enlace C-S presente en el anillo
heterociclico de la molécula de biotina); 1240 (modo vibracional de una
urea ciclica).”® Compuesto 2 (PLL): 3410 (corresponde al estiramiento
del enlace O-H, debido a un enlace de hidrégeno intermolecular);
3260 (combinacién de los estiramientos amida y amina NH); 1650
y 1540 (Amida I y Amida II del polipéptido PLL, respectivamente);
2865 y 2923 (estiramiento del grupo metileno en su forma simétrica y
asimétrica, respectivamente); 1150 (banda de doblaje en el plano (3) del
grupo metileno); 1250-1000 (sefiales caracteristicas de la vibracion del
enlace C-N del grupo amino que no reacciona en la molécula de PLL);
692 (banda vibracional de meneo (®) del grupo amino).'* Compuesto
3 (PLL-X-Biotina): 3290 (combinacion de los estiramientos amida);
2862 y 2930 (bandas de estiramiento del grupo metileno en su forma
simétrica y asimétrica, respectivamente); 1707 (grupo carbonilo ureido
de la biotina); 1660 (modo vibracional del estiramiento C=0, Amida
I); 1540 (doblez N-H + estiramiento C-N, Amida II); ~ 1200 (modo
vibracional de la urea ciclica de la biotina); 1067 (C-N amino); ~ 650
(C-S anillo heterociclico de la biotina)."

RMN 'H (3, ppm): Compuesto 3 (PLL-X-Biotina): 8.405 (s,
1H, H,, PLL); 7.766 (d, J = 5.36 Hz, 1H, H,, biotina); 4.394 (m,
1H, Hg,, biotina); 4.243 (m, 1H, H,,, biotina). Se observaron sefiales
caracteristicas en el intervalo 1.00 — 3.00 ppm, propias de los grupos
metileno 4.308 (s, 1H, Hy, PLL); 1.760 (dd, J = 7.80, 14.90 Hz, 2H,
Hc, PLL); 1.670 (dd, J = 14.71, 7.20 Hz, 2H, H,, PLL); 1.430 (dt, J
=15.28,15.16,7.77 Hz, 2H, Hg, PLL), 3.004 (t,J = 7.48 Hz, 2H, H,
PLL), de la PLL y 3.083 (dd, J = 12.06, 6.32 Hz, 1H, H,, biotina);
2.84 (d,J =5.84 Hz, 1H, Hg,, biotina); 2.80 (d, J = 5.55 Hz, 1H, Hg,
biotina); 2.650 (t, J = 7.460 Hz, 2H, H,, biotina); 1.497 (dd, J = 13.66,
6.36 Hz, 2H, H;., biotina); 1.298 (dd, 8.51, 4.38 Hz, 2H, H,, biotina);
1.497 (dd, J = 13.66, 6.36 Hz, 2H, H,, biotina); 2.043 (t, J = 7.260
Hz, 2H, H,., biotina), del precursor NHS-X-Biotina."

DISCUSION DE RESULTADOS

Sintesis y purificacion del co-poli(L-lisina)-graft-(e-N-[X-D-
biotinil]-L-lisina)

La transformacién quimica que sufren los compuestos de aco-
plamiento (1) y (2) es resumida en el Esquema 1.

Se obtuvieron aproximadamente 10 mg (% Rendimiento = 85-90%)
de un polvo amorfo blanco, de aspecto escarchado, soluble en agua.
El resultado de la cuantificacién de biotina arrojé un 22% molar de
injercién de moléculas de biotina (Figura 1)."* La determinacién del
grado de biotinilacién del copolimero se efectud indirectamente medi-
ante la medicion de la disminucién en el valor de la absorbancia a 500
nm debida al colorante HABA, los célculos se condensan como sigue:

(0.9 x A,,, HABA — Avidina) — (A,,, HABA — Avidina — Biotina) L
- - x 10 x Factor de dilucién
mmol Biotina (34000 x b)
mmol Muestray, ., Concentracién Muestra,, ;.. (mg mL")

Peso molecular Muestra,, ... (mg mmol™)
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Esquema 1. Estructura de 3 (PLL-X-Biotina). La biotinilacion tiene lugar en los grupos €-amino terminales de la PLL, X corresponde a un espaciador mo-

lecular de cadena alifdtica de 6 C

Donde “b”, es la longitud del paso 6ptico de la celda; “34000”, es
el coeficiente de extincién molar del colorante HABA; “10”, corres-
ponde al factor de las diluciones siguiendo la metodologia del ensayo
y “Factor de dilucién”, corresponde al factor de correccion en el caso
de que la muestra fuere diluida al inicio del ensayo. El método fue
previamente validado ensayando una muestra control positiva y una
negativa. Como control positivo se utilizé una muestra de peroxidasa
de rdbano silvestre conjugada con una molécula de D-biotina, siendo
el control negativo una muestra de PLL."

La dilucidacién estructural del compuesto 3 fue corroborada
por medio de espectroscopia UV-Visible, espectroscopia IR-FT y
RMN 'H.

Por otra parte, previo a la realizacién de los estudios de carac-
terizacién espectroscopica, se determind la concentracion total de
aminodcido de la PLL-X-Biotina mediante el método de Bradford
en su variante de micro-método para ensayo en microplaca; de esta
manera, la cantidad de muestra no fue un factor limitante. La concen-
tracién de copolimero resultante fue = 3.3 mg mL"!, ésta se obtuvo
mediante interpolacién en una curva de calibracién Absorbancia vs.
[BSA]. Para ello, se utiliz6 BSA (No. de residuos/molécula de BSA:
K =124, H=4,R =59) como proteina control a una c = 1 mg mL'.
Regresion lineal: Y = 0.0551 X + 0.0431; R?> = 0.989, en el intervalo
de trabajo comprendido entre 0 — 12 mg mL1.13

Caracterizacion espectroscépica de la PLL-X-Biotina

Evidencia quimica de la injercion de biotina

En la caracterizacion por espectroscopia IR-FT (Figura 2) fue
observada la presencia de las principales bandas de vibracién carac-
teristicas atribuidas a los enlaces de los precursores 1y 2 en 3: tres
bandas caracteristicas aparecieron a 3290, 1660 y 1540 cm™, presentes
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Figura 1. Determinacion del porcentaje de biotinilacion del compuesto 3
de acuerdo al ensayo HABA-Avidina. El andlisis arrojo un 22% molar de
injercion de biotina en la cadena principal de la PLL

también en el precursor con biotina (compuesto 2).

La banda localizada a 3290 cm™ se asignd a una combinacién
de los estiramientos amida y amina N-H. Las bandas presentes a
1660 y 1540 cm™ se asignaron a las bandas Amida I (estiramiento
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C=0) y Amida II (doblaje N-H + estiramiento C-N), las cuales se
intensificaron como consecuencia del incremento en el nimero de
enlaces amido formados como resultado de la derivatizacion.” 132128

Una muy intensa banda de estiramiento fue encontrada a 1067
cm’! y se relaciond con el enlace C-N de un grupo amino.

Por otro lado, se observo la aparicién de dos bandas de estira-
miento que correspondieron al grupo metileno, en su forma simétrica
y asimétrica, a 2862 y 2930 cm’!, respectivamente.”!>??

Adicionalmente, se observé que las bandas debidas a la NHS,
1817 (grupo éster del NHS); 867 (banda de estiramiento del enlace
N-O, de la NHS); 1788 y 1741 (bandas de estiramiento, simétrica y
asimétrica, asignadas al grupo carbonilo del NHS, respectivamente)
yano son visibles en el espectro IR-FT, lo cual era de esperarse, debi-
do a que la NHS es el grupo saliente en la reaccion de derivatizacion
y fue excluida en el proceso de purificacion.'

A su vez, se observo la presencia de una banda de estiramiento
muy intensa a 1707 cm! la cual se adscribi6 al grupo carbonilo ureido
de la biotina.?>?

Otra sefial que también se mantuvo fue la banda vibracional de
estiramiento muy acentuada que se presenté a ~ 650 cm'y que se
asignd al enlace C-S presente en el anillo heterociclico de la molécula
de biotina." Finalmente, se observé una banda a ~ 1250 cm, la cual
ya ha sido reportada como un modo vibracional del grupo ureido de
la biotina en su porcién ciclica.?®

A
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Figura 2. Comparativo mediante espectroscopia IR-FT de: A) NHS-X-Biotina,
B) PLL y C) PLL-X-Biotina

El anilisis por espectroscopia RMN 'H (Figura 3) muestra la
presencia de una sefial muy caracteristica de la molécula de biotina,
en la forma de un triplete ca. 2.050 ppm, que se asigna a los protones
del grupo metileno préximos al enlace amido que une a la PLL con
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la biotina." El grupo biotina de los compuestos 1y 3 fue identificado
a través de los dos protones tipo metino de la estructura ciclica de la
biotina, los cuales ocurren a 4.394 ppm y 4.243 ppm, y que visible-
mente estdn ausentes en la PLL.!32229-36

PLL Hp
Hy

Hl\

NHS — X — Biotina

PLL— X — Biotina

L L e S S B L e e

90 80 70 6.0 50 40 30 20 1.0

Figura 3. Esquema comparativo donde se presentan los espectros de RMN
'H de los compuestos precursores 1y 2, y del derivatizado 3 (PLL-X-Biotina
en D,0, concentracion ~ 5.0 mg mL")

Mientras tanto, los protones tipo urea, de la estructura ciclica de
la molécula de biotina, fueron apreciados en el compuesto 1 en ca.
6.45 y 6.35 ppm,'3222*3236 perono asi en 3, debido a la supresion del
disolvente en el espectro. Se encontraron sefiales entre 1.00 — 3.00
ppm, propias de los grupos metileno. Una sefial singulete ca. 4.308
ppm, adscrita al protén mds proximo al extremo carboxilo de la PLL;
sefiales tipo multiplete (dd, dty tt) se observaron en 1.760 ppm, 1.670
ppm, 1.430 ppm y 3.004 ppm, respectivamente; estos corresponden
a protones del tipo metileno del precursor 2 (PLL)."3??

Por otro lado, fue posible adscribir las sefiales propias del pre-
cursor 1 (NHS-X-Biotina): multiplete ca. 3.083 ppm corresponde al
protén mds proximo al dtomo de azufre dentro la estructura ciclica de
la biotina; un grupo de sefiales centradas en 1.497 ppm, 1.298 ppm,
2.043 ppm, corresponderian a protones tipo metileno de la cadena
alifdtica de la biotina.!3>2-43

CONCLUSIONES

El copolimero PLL-X-Biotina fue sintetizado de manera simple y
eficiente, siguiendo principios de la quimica verde. La derivatizacion
de las cadenas €-amino laterales de la PLL se efectud en una reaccion
de un solo paso con un andlogo de la D-Biotina. El porcentaje de
injercion de biotina, concentracién total de aminodacido asi como la
dilucidacién de la estructura quimica del copolimero fue determinada
exitosamente con ayuda de un kit de ensayo comercial, metodologia
de Bradford y técnicas espectroscopicas como son UV-Visible, IR-FT
y RMN 'H, respectivamente. Trabajos relacionados con la aplicacién
exitosa de este compuesto, utilizado como un bloque de construc-
cién nanoscopico en el desarrollo de biosensores de afinidad, seran
publicados a su debido curso.
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