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INTRODUCCION

Los contaminantes emergentes (CEs) comprenden una amplia variedad de compuestos (fairmacos, productos de
cuidado personal, retardantes de llama, plastificantes, etc.) que representan una amenaza creciente para los
ecosistemas acudticos debido a su alta toxicidad y persistencia, por su dificil eliminacién en las plantas de
tratamientos de aguas residuales, que es su principal entrada en el medioambiente. Entre las tecnologfas auxiliares
que pueden incrementar su eliminacién se encuentra el uso de enzimas. Entre éstas, las oxidoreductasas son
prometedoras para la eliminacion por oxidacion de estos compuestos, entre las cuales se encuentra la lacasa, la cual
ha demostrado su eficacia en la degradacién de polifenoles, aminofenoles y atilaminas.

La inmovilizaciéon de enzimas, en soportes como minerales de arcilla mejora su estabilidad y eficiencia, pero el
proceso puede afectar a la actividad enzimatica. La simulacién molecular, en particular la dinamica molecular,
permite estudiar a nivel microscopico las interacciones entre las enzimas y los soportes, proporcionando
informacién valiosa sobre los aspectos estructurales y energéticos de la inmovilizacién, responsables de las
alteraciones observadas en el comportamiento enzimatico. Estas simulaciones pueden ayudar a optimizar el disefio
de los sistemas enzimaticos, mejorando su rendimiento en la degradacion de CEs. Este enfoque computacional es
clave para abordar aspectos que no pueden resolverse dnicamente mediante experimentacién, lo que abre nuevas
posibilidades para el desarrollo de tratamientos mas eficaces para la eliminacién de CEs.

MATERIALES Y METODOS

Materiales.

Lacasa de Aspergillus sp, (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES) y glutaraldehido (GLUT) fueron obtenidos de
Sigma Chemical Co. (St. Louis,Missouri, EEUU). Sepiolita (Pangel S9) fue amablemente suministrada por Tolsa
S.A. (Madrid, Espafia).

M¢étodos.

La dinamica molecular se realiz6 a través del software GROMACS. Las topologias de moléculas organicas simples
se generaron usando Automated Topology Builder & Repository (ATB), con el campo de fuerzas GROMOS 54.47.
La topologia de la sepiolita se obtuvo con ATOM, una libreria de Matlab para construir y manipular sistemas de
arcillas con campos de fuerzas como Clayff o Interfaceff (Holmboe, 2019). La estructura de la lacasa (ID 6F5K) se
descargd del Protein Data Bank (PDB).

El complejo sepiolita-APTES (SA) se sintetiz6 segin descrito en Undabeytia y col. (2019). El complejo sepiolita-
APTES-GLUT (SAG) se obtuvo mediante la adicién de 15 mL de GLUT al 0,1% v/v a 100 mg de SA, permitiendo
que la reaccién transcurriera durante 1 hora. Tras centrifugacién y eliminacién del sobrenadante, el complejo
resultante se liofilizé.

Se realiz6 la isoterma de adsorcién mediante concentraciones variables de lacasa (1.5 pM — 30 pM) en contacto con

10 g/ L de los complejos SA y SAG. Tras 1 h, se centrifugaron las suspensiones y se determiné en el sobrenadante
la concentracion de enzima remanente mediante el método de Bradford.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Se realizaron simulaciones en el colectivo NPT (nimero de moléculas, presién y temperatura constantes) para
estudiar la interaccidon enzima-sustrato en los complejos SA y SAG. En la Figura 1 se muestra una representacion
esférica de la enzima, destacando las diferentes zonas de interaccién con el sustrato. En el complejo SA se observo
una mayor heterogeneidad en la distribucién de la energfa superficial, con valores mas negativos en comparacion
con el SAG, lo que sugiere interacciones mas fuertes con el complejo SA.
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Fig 1. Mapa esférico de la distribucion de energia (KJ/mol) en la interaccion enzgima-sustrato para los complejos SA (izquierda) y SAG (derecha).

En la isoterma de adsorcién de lacasa (Fig. 2), se observo
una clara diferencia en la afinidad hacia el sustrato entre

N . . L T los complejos SA y SAG. El complejo SA presentaba una
& . Loa T mayor capacidad de adsorcién de lacasa, con un valor
Dog = WETEIEN maximo expetimental de adsorcién (qmax) de 0.91 pmol/g
E Tedrico (SA) SA. En contraste, el complejo SAG mostraba una
Eos— * Exptal (SAG) | capacidad significativamente menor, con un gmax de 0.39
g ’ Tedrico (SAG) meol/g SA.
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g La modelizacion molecular ha mostrado un excelente
E ajuste con los resultados experimentales de las isotermas

de adsorcion, permitiendo una estimacion precisa de los
datos. Esto proporciona una comprensiéon mas profunda
18 20 22 24  delasinteracciones enzima-complejo y abre la posibilidad
Enzima en solucion (M) de estudiar en el futuro las propiedades cataliticas de la
Fig 2. Isotermas de adsorcién de la enzima en SA y SAG. Ajuste  enzima inmovilizada.
tedrico segiin isoterma de Langmuir.
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