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Introduccién. El conocimiento acumulado en el area de las
estructuras de biocatalizadores estimula €l desarrollo de los
trabajos enfocados a la obtencion de los catalizadores
artificiales (xenoenzimas). El concepto de “aminoéacidos
conservativos’ se revel recientemente como resultado de
las investigaciones en el area de bicinformética (1). Se
demostré que existen aminoécidos que se caracterizan por un
bajo valor (practicamente nulo) de entropia de Shannon H =
=> p(i) log(p(i)) que esta en funcién de la probabilidad (p;)
de encontrar un aminodcido en cierta posicion de las
secuencias. Se ha revelado que existen 10 aminoécidos que
con la frecuencia de 90% se encuentran formando parte de
los centros activos y que los dos aminoéacidos: glicina
(37.5%) y é&cido aspértico (12.9%) tiene frecuencia de 50%.
Los aminoéacidos: aspartico, histidinay arginina forman parte
de los sitios cataliticos jugando €l papel de agentes nlcleo- y
eectrofilicos dentro de la catdlisis enzimatica. A pesar de
que la glicina no tiene los grupos funcionales se
responsabiliza de la flexibilidad de la cadena proteica dentro
del proceso conocido como correspondencia inducida (1).
Ademés, el andlisis de base de datos Swiss-Prot demostro
gue leucina (aminoacido hidrofébico) es més frecuente
encontrar en diferentes proteinas aun en posiciones distintas
asitios activos (1).

En e presente trabgjo, considerando estos resultados de
bioinformdtica, se propuso redizar la obtencion de
quimiotecas a partir de 5 aminoéacidos. 4 conservativos
(glicina, &cido aspartico, histidina, arginind) y leucina parala
busqueda de la actividad catalitica.

M etodologia. Para la sintesis de enlaces polipeptidicos se
usd la reaccion de policondensacion con @ 1,3-
diciclohexilcarbodiimida (DCC). La sintesis se reaizd en
fase acuosa y en el sistema de micelas inversas AOT (0.05
M)- hexano- fase acuosa (buffer fosfatos a pH 8). El disefio
de obtencién de quimiotecas se basd en la solubilidad de
aminoécidos seleccionados en buffer y en el sistema de
micelas inversas. La concentracion de DCC se varié: se
usaron las proporciones equimolares y en 10 veces menor y
mayor a la concentracién de aminoécidos. En diferentes
ensayos en las quimiotecas obtenidas se evalud la actividad:
laccasa (utilizando ABTS), peroxidasa (con ABTS en
presencia de hidroperéxido), hidrolasa (con NIPAB) y
fenoloxidasa (con catecol). La evaluacion de actividad se
realizé sin y con diferentes cofactores (iones de Zn, Cu, Mn
y hemina). En los ensayos iniciales, la actividad se aprecio
por aumento de absorbancia comparandolo con el observado
en la mezcla de reaccion obtenida en ausencia de

aminoécidos pero bgjo mismas condiciones como en la
sintesis. Posteriormente, las respuestas positivas se
sometieron alos ensayos cinéticos.

Resultadosy discusion. En la quimioteca obtenida mediante
la sintesis en buffer fosfatos no se detecté ninguna de las
actividades. En quimiotecas obtenidas en los sistemas de
micelas inversas se detectd la actividad de oxidacion de
ABTS solo en presencia de iones de Zn como cofactores. En
ausencia o presencia de otros cofactores no se observé la
diferencia en la cinética de la oxidacion de ABTS a
compararlo con control sin aminoacidos. Capacidad para
acelerar proceso de oxidacién de ABTS se observo en todas
quimiotecas obtenidas. Sin embargo, éste se aprecia
solamente después de nueve dias de la sintesis. En la Figura
1 se presentan las cinéticas obtenidas bajo diferentes
condiciones de ensayo.
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Figura 1. Cinética de oxidacion de ABTS en presencia de
quimioteca (curva de arriba) y el control obtenido sin aminoacidos
(curva de abajo): derecha,- en presencia de iones de Zn; izquierda
en presencia deiones de Cu.

Al agregar € reactivo azul de comassie se comprobé la
presencia de los polipéptidos que fue posible precipitar con
acetona. Las quimiotecas mostraron la precipitacion de DCC
a ser admacenadas a temperatura ambiente y una
disminucion en la actividad probablemente relacionada con
€l proceso de precipitacion.

Conclusiones. Los resultados obtenidos demuestran la
posibilidad de obtener los cataizadores a partir de
aminoécidos conservativos o que comprueba su importante
papel en proceso de catalisis enzimética. Se demostré que los
métodos de quimica combinatoria pueden ser (tiles en la
busqueda de nuevos catalizadores sintéticos.
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