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RESUMO

Estudo tedrico da lipase eversa transform 2.0 como biocatalisador para producao
de ésteres a partir da composicéo lipidica do 6leo da borra de café (Coffea arabica).

Millena Mara Rabelo Nobre,! Aluisio Marques da Fonseca®”

YInstituto de Engenharia e Desenvolvimento Sustentavel, Universidade da Integracio
Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira— UNILAB, Redencéo, Ceara — Brasil

2Instituto de Ciéncias Exatas e da Natureza, Universidade da Integragdo Internacional da
Lusofonia Afro-Brasileira — UNILAB, Redencéo, Ceara — Brasil

*Correspondéncia: Instituto de Ciéncias Exatas e da Natureza — ICEN da Universidade
da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira— UNILAB - Campus das
Auroras - Rua José Franco de Oliveira, s/n - Zona Rural, Redencdo — CE, Brasil. CEP:
62790-970, e-mail: aluisiomf@unilab.edu.br

O presente estudo investiga o comportamento do biodiesel produzido por meio da
esterificacdo enzimatica do Oleo da borra de café (Coffea arabica), utilizando a lipase
Eversa® Transform 2.0 como catalisador. Por meio de uma abordagem tedrica, foram
realizados estudos de docking e modelagem molecular para compreender as interaces
entre a lipase e os substratos lipidicos presentes no 6leo da borra do café. Os resultados
revelaram que o éster 6,9 octadecanoato de metila exibiu a melhor energia livre de ligacao
-6,1 kcal/mol., indicando uma forte afinidade pelo sitio ativo da enzima. Essas
descobertas proporcionam uma compreensdo detalhada dos mecanismos envolvidos na
catélise da lipase Eversa® Transform 2.0 e sua capacidade de converter as sete
substancias gordurosas presentes na borra de café em ésteres.

O estudo visa avaliar o potencial dessa lipase em otimizar a producéo de biodiesel a partir
da borra de café, contribuindo para a expansdo das fontes de matéria-prima para a
producdo de biocombustiveis. Além disso, a compreensdo dos mecanismos de interagdo
entre a enzima e 0s substratos lipidicos permite uma melhor otimizacéo das condicdes de
reacdo, visando um rendimento mais eficiente na producéao de ésteres desejados.

Em suma, este estudo fornece insights valiosos para o desenvolvimento de processos mais
eficazes e sustentaveis na producdo de biodiesel a partir da borra de café, destacando o
potencial da lipase Eversa® Transform 2.0 como catalisador nesse contexto.

Palavras-chave: Biodiesel, borra do café, Eversa Transform 2.0.



ABSTRACT

Theoretical study of eversa transform 2.0 lipase as a biocatalyst for the production
of esters from the lipid composition of coffee grounds oil (Coffea arabica).

Millena Mara Rabelo Nobre,* Aluisio Marques da Fonseca®”

YInstituto de Engenharia e Desenvolvimento Sustentavel, Universidade da Integracdo
Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira — UNILAB, Redencéo, Ceara — Brasil

?Instituto de Ciéncias Exatas e da Natureza, Universidade da Integracdo Internacional da
Lusofonia Afro-Brasileira — UNILAB, Redengdo, Ceard — Brasil

*Correspondéncia: Instituto de Ciéncias Exatas e da Natureza — ICEN da Universidade
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Auroras - Rua José Franco de Oliveira, s/n - Zona Rural, Redengéo — CE, Brasil. CEP:
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The present study investigates the behavior of biodiesel produced through the enzymatic
esterification of coffee grounds oil (Coffea arabica), using Eversa® Transform 2.0 lipase
as a catalyst. Using a theoretical approach, docking and molecular modeling studies were
carried out to understand the interactions between lipase and lipid substrates present in
coffee grounds oil. The results revealed that 6,9 methyl octadecanoate ester exhibited the
best binding free energy -6.1 kcal/mol., indicating a strong affinity for the active site of
the enzyme. These findings provide a detailed understanding of the mechanisms involved
in the catalysis of Eversa® Transform 2.0 lipase and its ability to convert the seven fatty
substances present in coffee grounds into esters.

The study aims to evaluate the potential of this lipase in optimizing the production of
biodiesel from coffee grounds, contributing to the expansion of raw material sources for
the production of biofuels. Furthermore, understanding the mechanisms of interaction
between the enzyme and lipid substrates allows for better optimization of reaction
conditions, aiming for a more efficient yield in the production of desired esters.

In short, this study provides valuable insights for the development of more effective and
sustainable processes in the production of biodiesel from coffee grounds, highlighting the
potential of Eversa® Transform 2.0 lipase as a catalyst in this context.

Keywords: Biodiesel, coffee grounds, Eversa Transform 2.0.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a preocupac¢do mundial com as mudancas climéticas é alta, pois a
cada dia as emissdes de compostos poluentes estdo sendo cada vez mais langcados na
atmosfera. Estes podem ser minimizados com a¢des sustentaveis, como o0 uso de varios
materiais residuais, incluindo residuos industriais, como borra de café. Devido ao
aumento significativo do consumo de café, os residuos gerados a partir dele tornaram-se
uma preocupacdo. O manejo da borra de café (BC) ou spent coffe grouns (SCG) néo é

feito como deveria, apesar de ser um recurso biologicamente valioso (Jeong, 2022).

O alto custo da energia e 0 aumento da dependéncia de fontes de combustiveis
ndo renovaveis tém levado muitos paises a investir e buscar fontes alternativas de energia,
visando reduzir a polui¢do causada principalmente por CO (mondxido de carbono) e CO2
(diéxido de carbono) (Xing et al., 2021). Dentre as fontes de enrgia utilizadas, o petréleo
é o combustivel fossil mais utilizado globalmente. Nos Gltimos tempos, tem-se observado
um répido aumento em seu consumo, e é previsto que essa tendéncia persista a medida
que a populacdo continua a crescer e se desenvolver. Esse consumo excessivo esta
exercendo um impacto significativo no agravamento do aquecimento global. Assim, optar
por fontes de energia renovaveis poderia atenuar este problema, reduzindo nossa

dependéncia dos combustiveis ndo renovaveis. (Mosarof et al., 2015).

O uso de combustiveis renovaveis desempenhara um papel essencial na
estabilizacdo do clima do planeta até 2050. Recentemente, tém sido feitos esforgos
significativos para mitigar os impactos ambientais. Nesse sentido, é crucial incluir a
biomassa e outros combustiveis de alta eficiéncia energética para alcancar esse objetivo
(Wolff et al., 2022).

2. REFERENCIAL TEORICO

Para o biodiesel ter vantagem sobre os combustiveis fésseis, ele deve ter bom
desempenho e rendimento energético. E para que o mundo tenha seguranca energética e
proteja 0 meio ambiente, paises como a China tém buscado desenvolver mais
biocombustiveis, com destaque para os bioliquidos (bioetanol e biodiesel). Estes, por sua
vez, apresentam bom desempenho e menor toxicidade, causando menos danos ambientais
(Lu et al., 2014).
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Devido a esses e outros fatores como lubricidade, armazenamento e transporte, o
governo brasileiro incluiu o biodiesel em sua matriz energética em 2005 através da Lei n°
11.097, que s6 foi implementada em 2008, tornando obrigatoria a adicdo de 2% de
biodiesel a todos os 6leo diesel vendido, aumentando gradativamente até atingir 15% em
2023 (ANP, 2022). Existem varias fontes de biodiesel, principalmente de gordura animal,
Oleos residuais e Oleos vegetais (Goh et al., 2019). Existem tembém outras fontes de
obtencdo de 6leos, como as oleaginosas, estas sdo estremamente usadas para aplicacdes
industriais e domesticas, como alimentos, produtos farmacéuticos, tintas, produtos de
beleza, entre muitos outros, é fundamental. Esses 6leos tém sido recentemente foco de
muitos estudos devido as suas especificidades na producao de biodiesel (Adenuga et al.,
2021).

A producdo de biocatalisadores em escala industrial encontra muitos entraves,
pois possuem altos valores e baixa estabilidade operacional. Assim, isso torna necessario
considerar outras estratégias para expandir o uso de enzimas, uma das alaternativas seria
0 uso a imobilizag&o de enzimas e o uso de solventes verdes (Elgharbawy et al., 2018).

Portanto, € necessario entender as enzimas em sua forma atdmica e molecular, o
que facilitara sua aplicacdo em escala industrial. Isso s é possivel devido a evolucdo de
softwares e computadores com alta capacidade de processamento de dados, permitindo
que a bioinformatica e a quimica computacional evoluam para visualizar niveis atdbmicos

e moleculares (Ramanathan, 2017).

2.1 Recursos naturais

Embora as fontes de energia ndo renovaveis conduzam a um crescimento
econbmico mais significativo, também aumentam as emissdes de poluentes como o COx.
Em contraste, as fontes de energia renovaveis reduzem as emissdes de carbono (Kuo et
al., 2022).

Para muitos paises, adotar estratégias que promovam o crescimento econémico
com a preservacdo do meio ambiente tornou-se recentemente uma questdo de honra.
Como resultado, muitos formuladores de politicas buscam fontes de energia mais limpas
sem interferir no crescimento econdmico, com 0 objetivo de reduzir os recursos nédo
renovaveis e garantir a seguranga energética. (Aftab et al., 2021).

Muitos recursos vém da natureza e podem ser derivados de fontes minerais,

biolégicas, ambientais e incidentes. Estes podem ser usados para satisfazer as
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necessidades da humanidade e possuem a capacidade de se renovar com facilidade na
velocidade com que a natureza pode reabastecé-los. Por outro lado, também existem
recursos naturais ndo renovaveis, como petréleo e minerais, que podem ter a mesma
funcdo energética que os renovaveis. No entanto, estes causam impactos ambientais
significativos (Barbosa, 2015).

Portanto, no futuro, as tecnologias verdes que usam fontes de energia renovaveis
serdo responsaveis pela reducdo das emissdes de carbono (EC), e o uso de fontes de

energia ndo renovaveis diminuira gradualmente (Habiba et al., 2022).

2.2 Crise Energética

Nas ultimas décadas, o setor de energia vem crescendo constantemente, e a
proporcionalidade dos impactos ambientais também vem aumentando. Isso se deve ao
crescimento exponencial da populacdo mundial, que consome e consumira cada vez mais
energia. Como resultado, muitos paises, como China e india, estdo passando por crises
energéticas, fazendo com que a demanda por eletricidade e as tarifas aumentem (Pretorius
et al., 2015), impactando significativamente o setor de energia.

Uma reducéo nas reservas de eletricidade caracteriza uma crise energética. Afinal,
0s consumidores sdo atendidos o tempo todo, e a energia restante é considerada energia
de reserva. Em paises que enfrentam escassez de energia, as emissdes de gases de efeito
estufa aumentam significativamente porque as pessoas muitas vezes precisam queimar
combustiveis solidos para atender as suas necessidades domesticas, causando poluigéo.
Torna-se necessario o uso de fontes de energia limpas e renovaveis para mitigar o
problema. Além da transicdo para fontes de energia limpas e renovaveis, a
sustentabilidade abrange uma ampla gama de praticas e politicas que visam preservar 0s
recursos naturais e minimizar o impacto ambiental das atividades humanas. Isso inclui
ndo apenas a producao de energia, mas também a conservacéo da agua, a gestao eficiente
dos residuos, a promoc¢do da mobilidade sustentavel e a adogdo de praticas agricolas e

industriais ambientalmente responsaveis. (Pretorius et al., 2015).

2.3 Sustentabilidade

Segundo Cavalcante (2021), as pessoas hoje estdo em busca de uma sociedade

mais sustentavel que reduza o uso de combustiveis fosseis e seus derivados e, com isso,
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esteja aproveitando mais outras fontes para a producdo de combustiveis e
biocombustiveis produzidos a partir de 6leos vegetais. Sendo a principal fonte de matéria-
prima, esses 0Oleos, além de apresentarem varios beneficios a mais que os derivados de
petrdleo, ainda podem ser fonte de renda para pequenos produtores. Outra caracteristica
marcante dos biocombustiveis é que podem ser produzidos por catalise enzimatica, o que
gera um produto que ndo agride o meio ambiente, preservando 0s recursos naturais.

Tais recursos vém da natureza e podem ser derivados de fontes minerais,
bioldgicas, ambientais e incidentes. Estes podem ser usados para satisfazer as
necessidades da humanidade e possuem a capacidade de se renovar com facilidade na
velocidade com que a natureza pode reabastecé-los. Por outro lado, também existem
recursos naturais ndo renovaveis, como petroleo e minerais, que podem ter a mesma
funcdo energética que os renovaveis. No entanto, estes causam impactos ambientais
significativos (Barbosa, 2015). Torna-se necessario o uso de fontes alternativas de
geracdo de energia. Uma das amplamente utilizadas é a energia da biomassa; é
frequentemente citada como uma alternativa de geracdo de energia por ser viavel e mais
limpa, tornando a sociedade mais sustentavel e capaz de suprir suas demandas

energéticas.

2.4 Fontes alternativas de energias

Torna-se necessario o uso de fontes alternativas de geracdo de energia. Uma das
amplamente utilizadas é a energia da biomassa; é frequentemente citada como uma
alternativa de geracdo de energia por ser viavel e mais limpa, tornando a sociedade mais
sustentavel e capaz de suprir suas demandas energéticas. A idade da energia desses
materiais reduz significativamente as emissGes de gases causadores do efeito estufa e
reduz consideravelmente o uso e geracdo de combustiveis como carvao, gas natural e
petréleo. O aproveitamento da energia proveniente desses materiais ndo sO reduz de
maneira substancial as emissdes de gases do efeito estufa, como também diminui
consideravelmente a dependéncia e a producéo de combustiveis como carvéo, gas natural
e petrdleo (Stougie et al., 2018).

Os combustiveis fosseis derivados do petroleo sempre tiveram sua produgdo em
larga escala, porém hoje, a busca por um planeta limpo vem tentando diminuir essa
producdo pois 0s motivos sdo muitos: 0 esgotamento dos recursos para a producdo de

petroleo, o aumento do preco do petroleo e o mais relevante de todos séo os problemas
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ambientais, com destaque para 0 aumento das emissdes de poluentes nocivos, aumento
do aquecimento global e dos gases de efeito estufa. Com isso, 0 uso de energias limpas,
principalmente de combustiveis de fontes alternativas, como o biodiesel, ganhou forca
por apresentar diversas vantagens em relacdo aos combustiveis derivados do petrdleo.
Porque séo biodegradaveis, ndo toxicos, ttm menos poluentes, tém baixo teor de enxofre

e sdo seguros (Zahan & Kano, 2018).

2.5 Biocombustiveis e biodiesel

Nos ultimos anos a crise do petréleo veio a tona, pois 0 combustivel aumentou
significativamente devido ao desenvolvimento exponencial da populagéo. Por outro lado,
a literatura cita que muitos tipos de pesquisas estdo em desenvolvimento para novas
formas de producdo de biocombustiveis no Brasil e no mundo e que sdo desvinculadas
do petrdleo, onde a biomassa pode ser uma dessas principais alternativas por ter excelente
disponibilidade, é biodegradavel e de baixo custo (Suarez et al., 2009).

Segundo Salaheldeen et al., (2021), a conversdo de fontes de energia renovaveis
a partir de combustiveis alternativos tem estado em evidéncia a cada dia. E um dos
combustiveis mais promissores € o biodiesel, que pode ser produzido a partir de diversas
fontes naturais, como 6leos vegetais, gorduras animais e residuos domésticos de 6leos.
Esse uso expressivo se deve a sua capacidade de se renovar, de se biodegradar, de emitir
menos gases poluentes, de ndo ser toxico, de ter alto ponto de fulgor, de aumentar a vida
util e operacional dos motores e menor desgaste das pecas, devido a sua alta capacidade
de lubrificacio. E um combustivel com capacidade de competir com o petréleo, do ponto
de vista econdmico e principalmente do ponto de vista ambiental.

A utilizacdo de dleos vegetais foi inicialmente utilizada por Adolf Diesel, que
utilizava 6leo de amendoim como combustivel em um motor. No entanto, o problema
com o uso de 6leos vegetais como fontes de combustivel € sua alta viscosidade e baixa
volatilidade. Porém, podem ser melhorados com outras técnicas, como pir6lise, blending,
microemulsificacdo e o processo de transesterificacdo, que é mais viavel e utilizado
ultimamente. O biodiesel é produzido por transesterificagdo pela reacdo de lipidios de
6leos e gorduras com alcool. E possivel ser uma fonte de extracdo de 6leo usando borra
de café (Sokac et al., 2020).
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Ainda é um grande desafio produzir biocombustiveis a partir de matérias-primas
que atendam as exigéncias impostas pelos programas energeéticos e que ndo impactem a

producdo mundial de alimentos (Suarez et al., 2009).

2.6 Biodiesel no Brasil

O Brasil foi pioneiro na producdo de biodiesel e estimulou a aplicagédo de
politicas publicas que aliem a equidade social a producao desse biocombustivel. Mas com
todas as expectativas criadas, ha preocupacGes com a producdo de matérias-primas que
possam impactar a Sociedade (Costa & Oliveira, 2022).

Somente em 2004 surgiu o Programa Nacional de Producéo e Uso do Biodiesel
(PNPB) do governo federal, onde foram definidos os parametros para a produgdo e uso
do biocombustivel. O Brasil foi o pais precursor no desenvolvimento e producdo de
biodiesel por volta de 1980 (Camargos, 2005).

O biodiesel brasileiro tem como principal matéria-prima o 6leo de soja; também
ha uso para girassol, amendoim, mamona e dendé, principalmente nas regides Norte e
Nordeste. O 6leo residual é mais comumente usado no sul do Brasil. O biodiesel teve
aumento em sua producdo gracas ao aumento das ampliacdes de suas unidades, onde a
capacidade média aumentou dez vezes mais em relacdo ao ano de 2005 (Rodrigues,
2021). O teor de biocombustivel na mistura de diesel foi designado inicialmente como
2%; esse percentual vem crescendo gradativamente até chegar a 13% e pode chegar a
15% em 2023.

Figura 1. Producdo de biodiesel (2004 a 2017)

5.000.000

Yoo

4.000.000

3.000.000

2.000.000

Biodiesel production (m?3)

1.000.000

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

year

Fonte: Rodrigues (2021).
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A utilizacdo da energia proveniente de biomassa pode ter um impacto positivo na
reducdo das emissOes de gases causadores do efeito estufa e na diminuicdo da
dependéncia de combustiveis fosseis como carvdo, gas natural e petrdleo. Aqui estdo
algumas razdes pelas quais isso ocorre:

Menor emissdo de CO2: Embora a queima de biomassa libere dioxido de carbono
(C0O2), a quantidade liberada é compensada pela absorc¢éo de CO- pelas plantas durante
0 crescimento. Portanto, o ciclo de carbono é relativamente neutro em carbono,
contribuindo para menores emissdes liquidas de CO: quando comparado aos
combustiveis fosseis.

Reducdo do desmatamento: O uso de biomassa como fonte de energia pode
reduzir a pressdo sobre as florestas, pois muitas vezes é derivada de residuos agricolas,
florestais e industriais, em vez de serem colhidas diretamente de &reas florestais
primarias.

Menor poluicdo atmosférica: A queima de biomassa pode produzir menos
poluentes atmosféricos em comparagdo com a queima de combustiveis fésseis, como
enxofre e particulas. Isso pode levar a uma melhor qualidade do ar em areas onde a
biomassa é utilizada como fonte de energia.

Diversificacdo energetica: O uso de biomassa diversifica a matriz energética,
reduzindo a dependéncia de fontes de energia ndo renovaveis e contribuindo para a
seguranca energetica.

No entanto, é importante observar que a eficacia da biomassa como alternativa
sustentavel depende de varios fatores, como préaticas de manejo florestal adequadas,
tecnologias de combustéo limpa e consideragdes socioecondmicas. Além disso, o uso de
biomassa ndo esta isento de impactos ambientais, e é crucial garantir que sua producéo e
uso sejam realizados de forma sustentavel, levando em conta preocupa¢fes ambientais,

sociais e econémicas.

2.7 Borra de café para producao de biodiesel

O café é um dos produtos agricolas mais importantes do mundo. Possui trés
caracteristicas principais (acidez, aroma e sabor), dela derivam mais de 1500 substancias
quimicas, das quais 850 sdo volateis e 700 solUveis. Depois de extraidos em agua, alguns
compostos hidrofobicos (6leos, lipidios, triglicerideos e &cidos graxos) e carboidratos

insoltveis (celulose e varios aclcares indigeriveis) permanecem no pd, assim como
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lignina, fendlicos e 6leos essenciais também estdo presentes em sua composi¢ao. graos
(Blinové et al., 2017).

De acordo com Jin; Zhang (2018) o café é uma das bebidas mais consumidas
no mundo em média, 8 milhdes de toneladas, com crescimento de cerca de 1,5% ao ano.
Assim, sua jazida é uma alternativa viavel para a geracédo de energia por meio da extracdo
do dleo nela contido. Pode ser uma fonte promissora para a geracao de biocombustiveis,
com destaque para o biodiesel.

Com a crescente tecnologia no estudo do biodiesel, um dos motivos que
restringe sua producdo € o preco de algumas matérias-primas. Apds a extracdo do o6leo,
esse lodo ainda pode ser reaproveitado para a produgdo de combustiveis sélidos. Assim,
ao utilizar o oleo extraido da borra do café, torna-se benéfico financeiramente e
ambientalmente (Zhang H, 2018).

A Transesterificacdo de triglicerideos com alcool é um processo fundamental
na producdo de biodiesel e outros produtos quimicos derivados de 6leos vegetais e
gorduras animais. Na sua forma genérica, a equacdo representa a transformacdo dos

triglicerideos em ésteres metilicos ou etilicos, essenciais para a fabricacao de biodiesel.

Figura 2. Transesterificacdo de triglicerideos com &lcool. (A) Equagéo genérica; (B)

trés reagdes consecutivas e reversiveis. R1, R2, R3 e R' representam grupos alquil
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Fonte: Camargos (2005).
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Durante esse processo, ocorrem trés reacOes consecutivas e reversiveis, onde 0s
grupos alquil (representados por R1, R2, R3 e R') séo transferidos dos triglicerideos para
0 &lcool. Essas reacdes resultam na formacéao de ésteres e glicerol como produtos finais.
Essa representacdo visual oferece uma compreensdo clara do mecanismo da
transesterificacdo e sua importancia na producédo de biocombustiveis e outros compostos

quimicos.

2.8 Composicao quimica do café

Desde 2010, o café aumentou de 140 para 152 milhdes de sacas. E uma das
maiores commodities, gerando uma grande quantidade de residuos, tornando-se um
desafio quando se trata de seu descarte. Ainda assim, também pode se tornar uma
oportunidade de aproveitamento de sua biomassa (Janissen & Huynh, 2018).

Fatores ambientais podem afetar e alterar a composicéo do café. Dentre eles
podem ser citados 0 armazenamento, métodos de colheita, beneficiamento, secagem, tipo
de cafe, entre outros (Camargos, 2005). Como visto na Tabela 1, os dados adaptados de
MOURA et al., 2019.

Tabela 1. Composi¢do quimica do café verde.

Componentes Café arabica (%) Café canéfora (%)
Carboidratos soluveis 9-12.5 6-11.5
Monossacarideos 0.2-0.5

Oligossacarideos 6-9 3-7
Polissacarideos 3-4

Polissacarideos insollveis 46-53 34-44
Hemicelulose 5-10 3-4
Celulose, b (104) manano 41-43 32-40
Acidos volateis 0.1

Acidos alifaticos ndo volateis 2-2.9 1.33-2.2
Acido clorogénico 6.7-9.2 7.1-12.1
Lignina 1-3

Lipidios 15-18 8-12
Oleo 7.7-17.7

Compostos nitrogenados 11.0-15.0

Aminoéacidos livres 0.2-0.8

Proteinas 8.5-12

Cafeina 0.8-1.4 1.7-4.0
Trigonelina 0.6-1.2 0.3-0.9
Minerais 3.0-5.4

Fonte: Elaborado pela Autora (2024).
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2.9 Estudo da composicédo lipidica da borra de café

Segundo Camargos (2005), o 6leo de café apresenta sua composicdo de
glicerideos e ndo glicerideos; os 6leos vegetais, principalmente o café, sdo compostos por
mais de 90% de glicerideos e um dos mais formados por triglicerideos, monoglicerideos
e diglicerideos, respectivamente.

A esse respeito, Moura et al. (2019), apontam que a fracdo lipidica do café
possui de 10 a 15% de acidos graxos saturados e insaturados e pode ser uma fonte

alternativa de triglicerideos, conforme Tabela 2.

Tabela 2. Composicéo lipidica do café

Tipos de tratamentos com . . . o o
Palmitico Estearico Oleico  Linoleico Linolénico

café
Café Cru 34% 9% 10% 41% 1%
Café Torrado 35% 9% 10% 40% 1%

Fonte: Elaborado pela Autora (2024).

A producdo de biodiesel pode envolver o uso de enzimas em certos processos. As
enzimas sao frequentemente utilizadas em etapas especificas da producdo de biodiesel,
como a transesterificacdo, que é o processo de conversao de 6leos vegetais ou gorduras
animais em ésteres metilicos ou etilicos de acidos graxos, que sdo 0s componentes
principais do biodiesel. As enzimas podem atuar como catalisadores nesse processo,

acelerando a reacdo quimica e aumentando a eficiéncia da producdo de biodiesel.

2.10 Lipase

Essa classe de enzimas esta amplamente disponivel na natureza e é obtida de
varias fontes: vegetal, animal e microbiana. Devido a sua versatilidade, as lipases sdo alvo
de muitos estudos. Suas propriedades especificas de substrato os tornaram amplamente
utilizados em escala industrial, especialmente os microbianos, porgque sao mais facilmente
produzidos em massa (Roveda et al., 2010).

A lipase é uma enzima que atua nos lipidios; estes sdo da classe hidrolases de
éster de triacilglicerol (EC 3.1.1.3) (Okoro et al., 2019). Essas enzimas tém sido foco de
estudos como catalisadores na obtencéo de biolubrificantes. Em qualquer aplica¢do na

indUstria, as enzimas imobilizadas ganham destaque, pois quando a imobilizacéo é feita
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corretamente, ha melhorias significativas em sua estabilidade, atividade e seletividade,

entre outros beneficios. A imobiliza¢do de enzima é uma importante ferramenta capaz de

processar a aplicacdo de biocatalisadores, permitindo a reutilizagdo e redugéo de sua

inativacdo por meio de temperatura e solventes organicos, melhorando a estabilidade

operacional da enzima. (Fernandes et al., 2021).

Em 1990, foi relatado por Mittelbach, a utilizag&o de lipases no processo de

reacOes de transesterificacdo para a producao de biodiesel a partir do 6leo de girassol. Ao

longo dos anos, muitos trabalhos foram escritos sobre lipases onde se pode concluir que

elas poderiam produzir biodiesel a partir de diferentes fontes de 6leo, como pode ser visto

na Tabela 3 dos dados adaptados da literatura (Amini et al., 2017; Bueso et al. , 2015;
Chen et al., 2009; Dizge et al., 2009; Huang et al., 2012; Lee et al., 2010; Naranjo et al.,
2010; Okoro et al., 2019; Shah et al., 2004; Yagiz et al., 2007).

Tabela 3. Produgéo de biodiesel usando lipase como catalisador

Substrato Lipase Alcool Forma Referéncias
Oleo de semente de Imobilizado em resina acrilica
Ocimum basilicum CH3OH (Amini et al., 2017)
(manjericdo doce)
candida antartica B CHsOH Imobilizacéo em uma matriz (Lee et al., 2010)
anfilica v
Azeite Isobutanol Imobilizado em carvéo ativado (Naranjo et al., 2010)
granular
Oleo de Jatrofa CHsOH livre (Bueso et al., 2015)
Canola Imobilizado em copolimero de
Thermomyces lanuginosus CHsOH estireno-divinilbenzeno (Dizge et al., 2009)
(TL) 1,3, lipase especifica microporius hidrofébico
Residuos de cozinha CH:OH Imobilizado em hidrotalcita e (Yagiz et al., 2007)
zeolitas
Oleo de Jatropha Chromobacterium viscosum
CHsCH20H  1mobilizado em Celite-545 (Shah et al., 2004)
?g;i'gﬁgs de 6leo de CHsOH Imobilizado em tecido téxtil (Chen et al., 2009)
- Rhizomucor miehei exibindo - :
Soja Pichia pastoris Usado como biocatalisador de
CH3OH células inteiras (Pichia (Huang et al., 2012)
pastoris)
Oleo de colza Saccharomyces cerevisiae CH:OH ImoblIlsad:\)/legrtlAr;ldrocalcna (Zeng et al., 2009)
Sebo e graxa Imobilisado em sol-gel de
] Burkholderia cepacia CHACH-OH filosilicato (Hsu etal., 2001)
Oleo de babagu CH3CH20H Imobilisado em SiO,-PVA (Da Rés et al., 2010)
Azeite de dendé Apergillus niger CHsOH Usado €omo uma célula inteira (XIAO et al., 2010)
biocatalisador
A . Rhizopus oryzae ATCC Usado como uma célula inteira .
Oleo de soja 24563 CHsOH biocatalisador (Y.H. Linetal, 2011)
Oleo de soja Pseudomonas flurescens CHsOH Livre (Kaieda et al., 2001)

Fonte: Elaborado pela Autora (2024).
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2.11 Estudo in silico

Atualmente, existem diversas formas de estudar compostos sem a necessidade
de utiliza-los fisicamente. Assim, isso é possivel gracas aos avancos da ciéncia que podem
prever os efeitos colaterais de drogas e substancias em nosso corpo e compostos que
podem se ligar a outros. Diante de diversas ferramentas cientificas que temos para
estudos, fica mais barato, e uma das principais séo 0s recursos computacionais. O que
pode ser feito a partir de experimentos in silica, simulando o material biolégico, onde sdo
escolhidos os melhores ligantes para serem sintetizados e depois 0s ensaios in vitro e in
Vivo se necessario (SOUZA, 2015).

Esse tipo de estudo tornou-se uma ferramenta essencial para quimicos e fisicos,
pois facilitam o entendimento molecular e atbmico como um dos primeiros passos para
sintetizar muitos compostos e se tornam ferramentas cada vez mais poderosas para o

desenvolvimento de novos compostos (Serrano & Neto, 2011).

2.12 Docking molecular

Barros (2015), também descreve que € possivel fazer uso de simulacdes
computacionais para a previsdo de moléculas, melhorando uma estrutura com outras, sem
que seja necessario estar em um laboratorio e analisa-las fisicamente, podendo prever as
orientacdes, estabelecer qual ou quais moléculas sdao melhor acomodadas no sitio ativo
de outras através do docking molecular. A molécula escolhida é aquela que apresenta
menor quantidade de energia para fazer a ligacdo com o sitio ativo, ou seja, aquela que
da o melhor resultado da atividade bioldgica. Portanto, na selecdo de uma molécula para
interagir com um sitio ativo bioldgico, é crucial considerar ndo apenas sua capacidade de
se ligar ao sitio ativo, mas também a eficiéncia energética dessa interacdo. A molécula
escolhida é aquela que demonstra a menor quantidade de energia necessaria para
estabelecer uma ligagcdo estavel com o sitio ativo. Essa escolha ¢ fundamental para
otimizar a atividade bioldgica desejada, uma vez que a interagdo molecular mais favoravel
tende a resultar em uma resposta biolégica mais eficaz.

Com o0 avango da tecnologia surgiram os computadores, que possibilitaram
desenvolver mais e melhores técnicas de analise e armazenamento de dados, tornando
viavel o estudo e desenvolvimento de diversos compostos e farmacos através da

bioinformatica. A partir de entdo, as industrias, principalmente as farmacéuticas, estdo
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utilizando a modelagem molecular para aprimorar seus produtos por meio da tecnologia
e reduzir o custo de aquisicdo de reagentes (Barnea & Dori, 1996).

Ainda segundo Sousa (2015), a técnica de modelagem molecular é feita a partir
dos elementos que se deseja estudar; sdo representacGes de suas estruturas aproximando-
se muito do modelo real; a modelagem é feita por meio de uma serie de calculos, que
envolvem quimica tedrica por meio de computacdo gréfica e modelos matematicos,
facilitando a relacdo entre a estrutura e a atividade bioldgica do composto estudado, como

a composicéo lipidica da borra de café.

3. METODOLOGIA

Figura 3. Esquema metodologico
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Fonte: Elaborado pela Autora (2024).

3.1 Modelagem de Homologia
Primeiro, foi realizada uma modelagem comparativa de quatro etapas da

proteina Eversa lipase transform 2.0® (Bresolin et al., 2020).
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3.1.1 Identificacdo e selecdo de proteinas dobradas

A sequéncia de aminoacidos da proteina lipase Eversa (nimero CAS 9001-62-
1 da empresa Sigma-Aldrich) foi submetida a uma analise comparativa usando o
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990) e seu
banco de dados PDB. Assim, foi identificada no organismo Aspergillus oryzae uma
proteina relacionada a sequéncia de aminodcidos (a enzima lipase, classificada como
hidrolase), expressa através da langadeira Escherichia coli-Pichia pastoris, obtida no

Banco de Dados de Proteinas com o codigo 5XK2 como proteina alvo.

3.1.2 Alinhamento de Sequéncias de Alvo e Molde
O alinhamento entre as sequéncias foi realizado com o uso do software Modeller
(Webb & Sali, 2016).

3.1.3 Construgdo e Otimizacdo de Modelos
A construcdo do modelo foi realizada pelo programa Modeller 10.4 (Webb &
Sali, 2016), resultando em uma nova proteina denominada Eversa, que foi avaliada quanto

a funcdo, alvo e parametros estereoquimicos (Bedoya & Tischer, 2015).

3.1.4 Validacéo de Proteina

A validacdo do modelo foi realizada nos niveis estereoquimico, conformacional
e energético. A qualidade do modelo gerado foi validada pela plotagem de Ramachandran
(Ramachandran & Sasisekharan, 1963) com o software PROCHECK, que avaliou sua
estrutura tridimensional e indicou a possivel qualidade estereoquimica (Laskowski et al.,
1993).

3.2 Preparacao de Proteina

A proteina criada pela homologia Eversa foi submetida a um processo de
correcdo de cargas e adicdo de &tomos de hidrogénio através do software AutoDock Tools
(Morris et al., 2009).

3.3 Obtendo o ligante

As estruturas da composicéo lipidica dos 6leos de Coffea arabica (Figura 6)
foram criadas no software ChemDraw 3D e depois minimizadas usando um campo de
forca MM2 com gradiente RMS de 0,0001 (Ahmadi et al., 2005). Para otimizagéo
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estrutural, o setup foi realizado no software Avogadro® (Hanwell et al., 2012),
configurado com o campo de forca molecular Merk (MMFF94), com ciclos de 500
interaces e um algoritmo mais ingreme com limite de convergéncia de 10e”’ ( Halgren,

1996) e depois convertido para o formato PDBQT.

Figura 4. Estrutura 2D da composicdo lipidica da espécie vegetal Coffea arabica
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Fonte: Elaborado pela Autora (2024).

3.4 Docking Molecular e Visualizacdo de Calculos

Simulagbes de acoplamento molecular foram realizadas com o codigo
AutoDock Vina (Trott & Olson, 2009), considerando tanto proteinas rigidas quanto
ligantes flexiveis. Para ambos os célculos, foi realizada uma configuracao de rede com 0s
parametros do sitio ativo da enzima (Ben Hlima et al., 2021; Cen et al., 2019). Os perfis
de energia das interacdes ligante-receptor também foram avaliados pelo software, e a
visualizacao das posi¢des ancoradas foi realizada pelo PyMol (DeLano, 2020).

O parametro estatistico RMSD (Root Mean Square Deviation) com valores até
2,0 A (Yusuf et al., 2008) e energia de afinidade, com valores inferiores a -6,0 kcal/mol,

(o que ¢é esperado) (Shityakov & Forster, 2014; Silvaetal., 2021 ), e a energia de afinidade
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também foi utilizada para avaliar a estabilidade dos complexos formados. Utilizando os
valores das distancias entre os &tomos doadores e receptores, avaliou-se a intensidade das
ligacGes de Hidrogénio (H-Bond) classificadas como ligacdes fortes quando apresentam
distancias entre 2,5-3,1 A, ligacdes médias entre 3,1-3,55 A e fracas ligages quando
apresentam comprimento maior que 3,55 A (Rose et al., 2018).

Para encontrar locais de conex&o de imobilizagdo, o CASTp 3.0 foi usado para
identificar e medir bolsbes de superficie alcancaveis (Tian et al., 2018). Alguns critérios
deveriam ser atendidos para que a imobilizacdo selecionada fosse aceita: o sitio deveria
estar distante do centro catalitico ativo da enzima para néo afetar a atividade catalitica; o
tamanho do site/pocket deve ser grande o suficiente para acomodar o link de afinidade
selecionado; e, finalmente, as propriedades de superficie da regido do sitio precisam ser

significativamente diferentes daquelas do sitio ativo.

3.4.1. Anélise estatistica

Os resultados sdo expressos como valores médios + erro padrdo da média para
cada grupo de estudo. Apos confirmacdo da distribuicdo normal e homogeneidade dos
dados, as diferencas entre os grupos foram submetidas a analise de variancia (one-way
ANOVA) e two-way ANOVA em experimentos com antagonistas (Fujikoshi, 1993),
seguido do teste de Tukey (Lin & Zhang, 2018). Todas as analises foram realizadas
usando o software GraphPad Prism v.8.0. O nivel de significancia estatistica foi
estabelecido em 5% (P < 0,05).

3.5 Dinamica molecular

Simulacdes de dindmica molecular (MD) foram realizadas com o programa
NAMD (Phillips et al., 2005). As melhores conformacdes obtidas no acoplamento
molecular foram resolvidas em agua no modelo TIP3P (Kato et al., 2021), no campo de
forca CHARMM36 e adicdo de ions para neutralizar a carga total do sistema. Por fim, foi
submetido a minimizacdo de energia pelo método Steepest Descent. O sistema foi entéo
introduzido nas balangas NVT e NPT nas condicOes descritas por Langevin (Farago,
2019). As simulagdes de producéo do sistema foram realizadas com um tempo de 100 ns.
O BLA foi utilizado como ligante de referéncia para analisar as interacbes do complexo
formado. A qualidade das estruturas obtidas em MDs foi avaliada usando os seguintes

parametros com NAMD:
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* Energia Potencial (kcal/mol) (Diez et al., 2014);

* Energia de Interagdo Ligante-Proteina (kcal/mol);

* O desvio quadratico médio das posicdes atdmicas de proteinas, ligantes e distancias
entre eles (RMSD, A) e o desvio quadratico médio das posicdes atdmicas de proteinas,
ligantes e distancias entre eles (RMSD, A);

* As pontes de hidrogénio foram avaliadas com Visual Molecular Dynamics (VMD)
(Humphrey et al., 1996).

* A flutuacao quadratica média das distancias minimas entre proteinas e ligantes foi
observada em DM (RMSF, A) (Arshia et al., 2021). Os graficos foram gerados utilizando
o0 programa Qtrace (Lima et al., 2012).

3.5.1. Célculos MM/GBSA

Com base no arquivo de log MD do software NAMD (Phillips et al., 2005), o
MM/GBSA foi calculado por MolAlCal (Bai et al., 2021) e foi estimado pelas equagdes
1-3.

AGpind = AH — TAS = AEmm + AGsol - TAS Eqg. 1
AEmM =AEintemal + AE€1e +AEvaw Eq. 2
AGsol =AGgp + AGsa Eq. 3

Onde AEMM, AGsol e TAS representam a energia MM da fase gasosa, energia
livre de solvatacdo (soma da contribuicao polar AGGB e contribuigdo apolar AGSA) e
entropia conformacional, respectivamente (Gohlke et al., 2003; Gohlke & Case, 2004).
Verificando a equacao é possivel observar que na eq. da Energia Livre de Gibbs tem-se
as contribuicdes de duas formas de energias bem importantes, que séo A entalpia e a
entropia, perceba que quanto maior a entropia, mais negativa sera a energia de Gibbs,
contudo, a energia utilizada para o aumento de entropia ndo esta disponivel para a
realizag&o de trabalho, logo a eficiéncia do processo diminui. AEMM contém energia de
Van Der Waals AEvdw, eletrostatica AEele e AEinterna de ligacdo, angulo e energia
diedro. Se ndo houver mudancas estruturais induzidas por ligacdo no processo de

simulagdes MD, o célculo da entropia pode ser omitido (DasGupta et al., 2017).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Locais de imobilizacéo

Para descobrir locais de imobilizacdo, o CASTp foi empregado para selecionar
bolsas de superficie acessiveis para ligacdo (Tian et al., 2018). Com base no principio da
selecdo do sitio de imobilizagdo, foram identificadas sete cavidades distantes da triade
catalitica — equivalente ao sitio ativo da enzima - conforme ilustrado na Figura 4. Essa
abordagem ajuda a evitar a competicao durante o processo de biocatalise. Vale ressaltar
que essa estratégia oferece vantagens em relagdo a outros métodos de imobilizagdo, pois
minimiza a interferéncia na atividade catalitica da enzima. Além disso, imobilizar a
enzima em locais distantes da area ativa pode aumentar sua estabilidade, prolongando sua

vida util e reduzindo os custos de manutencéo associados a substituicdo do biocatalisador.

Figura 5. Detec¢do de sete cavidades pelo CASTp.

Bolsos para
imobilizacao

» Sitio ativo

Fonte: Elaborado pela Autora (2024).
4.2 Modelagem de Proteinas

O grafico de Ramachandran (Figura 5) foi usado para avaliar a qualidade da
estrutura da proteina. Este grafico mostra a distribuicdo de residuos de aminoacidos em
diferentes regides da estrutura da proteina com base em seus angulos de tor¢éo de espinha
dorsal. A maioria dos residuos (91,5%) foi encontrada nas regides favoraveis (regido
vermelha), indicando a boa qualidade da estrutura da proteina. Uma pequena
porcentagem de residuos (6,5%) foi encontrada em regides adicionalmente permitidas

(regides a, b, I, p, amarelo), enquanto uma porcentagem ainda menor (1,6%) estava nas
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partes generosamente permitidas (~a, ~b, ~I, ~p regides, amarelo claro). Apenas 0,4% dos
residuos estavam nas regides desfavoraveis (regido vazia), o que pode ser atribuido ao
uso de templates para predicao da estrutura da proteina e alguns residuos localizados nas
extremidades da proteina. Estes resultados confirmam a confiabilidade do modelo de
proteina obtido.

Além disso, o alinhamento da estrutura protéica prevista com outras estruturas
protéicas conhecidas permitiu a identificacdo de regides conservadas e varidveis na
sequéncia primaria da proteina. Comparando os residuos estruturalmente equivalentes em
diferentes proteinas, € possivel determinar quais areas da proteina sao essenciais para sua
estrutura e funcdo. Este processo foi usado para identificar residuos criticos na proteina
lipase estudada (Pal et al., 2014).

Figura 6. Gréafico de Ramachandran de Eversa modelado.
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4.3 Interacdo entre Substrato e Lipase

Estudos de pareamento molecular foram realizados para validar as abordagens
usadas para explicar os resultados observados para Eversa. Consistente com as forgas de
van der Waals relatadas na literatura, as ligagcdes de hidrogénio foram favoraveis com
afinidades de ligacdo indicadas por estudos de acoplamento molecular (Barbany et al.,
2015). Portanto, para fins de imobilizacdo, a lipase Eversa foi estudada estruturalmente

por modelagem molecular com uma pesquisa de ligacdo de lipase usando o software
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AutoDock Vina e DS para prever sua afinidade, orientacdo e superficies ambientais
(Chaturvedi et al., 2015).

O sitio catalitico Eversa é uma triade representada pelos residuos Ser 153, His
268 e Asp 206 (Ben Hlima et al., 2021; Cen et al., 2019; Silvestrini & Cianci, 2020), dos
quais o residuo serina atua como um nucledfilo no grupo carbonila do substrato para
biorreacOes de esterificacéo apenas dentro do bolso do substrato (Hari Krishna & Karanth,
2002; Stergiou et al., 2013). Somente substratos de formas moleculares adequadas podem
ocupar esses subsitios e sofrer catalise, como os acidos carboxilicos e ésteres presentes
na composicao do 6leo da borra de cafe.

A afinidade de ligacdo para o 6leo da composi¢do ancorada com a enzima foi
estimada entre -5,1 kcal/mol a -6,1 kcal/mol (Tabela 4). A menor energia de ligagédo
sugere que a combinacdo de substrato e lipase foi mais estavel e adequada para

esterificacdo. Os resultados da simulacdo sdo mostrados em 2D na Figura 6.

Tabela 4. Composi¢do do dleo e resultados de ancoragem molecular.

Energia de
alelda(ie de RMSD (A)
igacdo

Amostra (kcal/mol)
CID985 Acido hexadecandico -5.6 1.679
C1D8181 Hexadecanoato de metila -5.4 1.321
CID8201 Octadecanoato de metila -5.6 1.579
CID13584 docosanoato de metila -5.4 1.132
CID14259 eicosanoato de metila -5.7 1.613
CID5284421 6 9 octadienoato de metila -6.1 1.649
C1D5364509 octadecenoato de metila -5.7 1.952

Fonte: Elaborado pela Autora (2024).
Observou-se que, de acordo com o estudo de docking molecular, com excec¢édo

do composto metilico octadecenoato, os demais derivados interagiram com pelo menos
um dos residuos da triade catalitica, mais precisamente com a aproximacao da regido do
acido carboxilico a Ser 153 e também da His 268 , que, segundo a literatura, favorece
ligeiramente a formacgdo de um éster na reacao de esterificacdo (Cen et al., 2019).

As conformacdes quase ataque (CQA) sdo definidas como compativeis com
conformac®es com ataque do sitio catalitico ao carbono eletrofilico do grupo acila (Bruice
& Lightstone, 1999). Em um NAC (Near Attack) tipico, a distancia entre o oxigénio do
residuo Ser 153 (Eversa) e o carbono carbonilico é geralmente observada como préxima

a 3 A de comprimento. Os mesmos atomos e a molécula de oxigénio da carbonila tendem
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a formar um angulo de aproximadamente 60°, com maximo de 90° (Corici et al., 2015),
0 que demonstrou um NAC forte para o composto acido hexandico.

Figura 7. Substrato em 2D — (a) acido hexadecandico; (b) hexadecanoato de metila; (c) octadecanoato de
metila; (d) docosanoato de metila; (€) eicosanoato de metila; (f) octadienoato de 6,9 metil; (g)

octadecenoato de metila.
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Assim, para aprofundar, este texto descreve uma investigacdo sobre as
interacOes entre diferentes compostos quimicos e uma enzima especifica. A imobilizacdo
da enzima € um processo critico para tornd-la mais estavel e eficiente em aplicacdes
especificas. A triade catalitica é uma parte fundamental da enzima que facilita sua fungéo
bioquimica.

Isso sugere que a triade permanecera ativa para a resposta Eversa apds a
imobilizacdo. A composicdo do 6leo que melhor interagiu com os residuos enzimaticos
foram 6,9 metil octadienoato e metil octadecenoato com afinidades de ligacédo de -6,1
kcal/mol e -5,7 kcal/mol, respectivamente. O octadecanoato de metila 6,9 apresentou uma
ponte de hidrogénio na Tyr 29. Além disso, foram observadas interagdes hidrogénio-
carbono convencionais na Tyr 92 e Ser 91, e residuos que comp8em a triade catalitica:
Ser 153 e His 268, onde ocorreu uma reacdo de esterificacdo. Além disso, interacdes
hidrofobicas foram observadas em Phe 265, Val 269 e Leu 283, todas do tipo alquil e -
alquil. Ja para o octadecenoato de metila, foram observadas duas interacdes polares com
0s residuos Leu 283 e His 274 do tipo hidrogénio-carbono, e interagdes apolares nos
residuos Tyr 29, lle 94, Tyr 92 e Phe 265. Porém, nenhuma interagdo foram observados
diretamente com os aminoacidos que compdem a triade catalitica. Essas interacGes
incluiram ligagbes de hidrogénio, interacbes hidrogénio-carbono e interacdes
hidrofobicas, que ajudam a estabilizar a enzima e permitem que ela funcione e séo

apresentadas na Figura 6 e na Tabela 5.
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Figura 8. InteracGes entre 6,9 metil octadienoato (A) e metil octadecenoato (B) com residuos

de aminoéacidos Eversa

His 274

Fonte: Elaborado pela Autora (2024).



Tabela 5. Interacfes entre residuos de aminoacidos e composicéo lipidica da borra de café.

Residuos
Amostra - - -
Tyr29 | Tyr92 lle94 | His152 | Ser 153 | Leu263 | Phe 265 | His268 | Val 269 | Trp 270 | His274 | Leu 283 | Leu 285
4.41(HI)
CID985 &cido hexadecandico 3.99(HI) | 5.38(HI) 2.27 (HB) | 5.02(HI) | 4.72(HI) 5.16(HI) 4.27(HI)
4.97(HI)
4.82(HI)
ClID8181hexadecanoato de metila | 5.50(HI) 4.33(H1) | 5.42(HI) 4.18(HI) | 5.34(HI) 4.16(HI)
4.07(HI) | 5.45(HI) 4.67(HI)
. 4.54(HI) 4.85(HI) | 4.64(HI) 3.96(HI) 3.78
CID8201octadecanoato de metila 3.75(CH) 5.05(HI) 3.72(CH) 4.92(H1) | 5.14(H1) 5.31(HI) | 4.45
3.71(PA)
4.15(HI) | 4.63(HI) 4.83(HI) 4.19(HI)
) 5.40(HI) | 4.55(HI) | 4.55(HI) | 5.31(HI) 3.55(CH) | 4.89(HI) | 4.73(HI) | 4.32(HI) 4.56 HI
CID13584 docosanoato de metila 5.08(HI) | 5.19(HI) 4.98(HI) S6(HI)
5.04(HI)
3.74
3.44 5.32 4.96 373 | 489
CID14259 eicosanoato de metila >.16
5.31
483 3.97
CID5284421 6_9 octadienoato de 329 365 534 354 4.94 4.38
518 5.18 5.28
. ' 5.50
metila
4,53
CID5364509 octadecenoato de metila | 5.30 3.96 5.09 4,73 3.79 4.75
4.88

Fonte: Elaborado pela Autora (2024).
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4.4 Dinamica molecular

Um sistema termodinamico que consiste em um soluto e um solvente pode ser
modelado usando um complexo proteina-ligante-solvente-ion. Este complexo ¢é
caracterizado por varios tipos de for¢as intermoleculares, bem como trocas térmicas entre
as moléculas e os ions presentes. As leis da termodindmica ditam que a relacéo entre essas
moléculas e como ocorre a transferéncia de calor esta relacionada a diversas mudangas
de energia, conforme evidenciado por estudos realizados anteriormente na literatura
(Arcon et al., 2017; Beretta, 2020; Chinaka, 2021; Struchtrup, 2020 ).

Para entender melhor o comportamento desses complexos proteina-ligante,
foram realizadas simulagdes de dindmica molecular usando NAMD (Phillips et al., 2005).
Estas simulacGes visaram avaliar possiveis alteragdes conformacionais globais e
estabilidade da proteina apds cada conformacdo, bem como obter informac6es sobre o
mecanismo de interacdo dos complexos em nivel molecular. Estudos recentes conduzidos
por Bylehn et al. (2021) e Du et al. (2016) utilizaram essa técnica para obter informacdes
valiosas sobre a estrutura e a fungdo dos complexos proteina-ligante (Byléhn et al., 2021;
Du et al., 2016).

4.4.1 Anélise RMSD

Logo apos a realizacdo do docking molecular, a composicao do 6leo de borra
de café foi selecionada por apresentar as melhores energias de ligacdo para realizar o
estudo de dindmica molecular, de acordo com o sitio catalitico da lipase Eversa transfom
2.0 ® (Figura 7).

As simulac@es revelaram que os valores médios de RMSD para Eversa lipase
permaneceram em torno de 3,1 A ao longo dos estagios de producéo de 100 ns. O 6,9
metil octadienoato apresentou valores estaveis com um RMSD médio de 2,0 A ao longo
de sua rota. A dindmica molecular observada para o acido hexandico e hexadecanoato de
metila com lipase apresentou maior estabilidade e consisténcia, com valor médio de
RMSD abaixo de 2,0 A na simulag&o. No entanto, outros &cidos apresentaram valores
estaveis com RMSD acima de 2,0 A, o que est4 de acordo com estudos anteriores como
Cavallari et al. (2006) que usaram simulacdes MD para avaliar a estabilidade de uma
enzima protease viral em uma solucdo aquosa com diferentes ligantes contendo niveis
variados de hélice a e folhas . As interagdes de longo alcance foram calculadas usando

o0 procedimento SPME e um banho termal de Langevin a 310 K (Miyamoto et al., 2014).
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Os desvios quadraticos médios (RMSD) foram usados para descrever as mudancas
conformacionais da proteina observadas durante as simulagdes de MD.

As alteragdes conformacionais da proteina observadas durante as simulagdes de
DM foram descritas por meio de desvios quadraticos médios (RMSD) na equacéo 5. ri(t)
e ri(0) séo as coordenadas do i-ésimo a&tomo no tempo t e O, respectivamente , e N é 0

ndmero de atomos no dominio de interesse.

RMSD = [% > ) - ri(O)Z]]l/Z Eq. 5.

Figura 9. Root Mean Square Deviation (RMSD), referente a confirmac&o inicial do complexo ligante-
enzima versus o tempo de simulagdo (ns) na etapa de simulag¢6es de producédo do MD com o complexo
ligante-enzima versus o tempo de simulacdo (ns) em a etapa de simulagdes de producdo do MD com

composic¢do de 6leo de borra de café/lipase Eversa.

—— hexanoic acid — methyl docosanoate methyl octadecenoate
— methyl hexadecanoate methy eicosanoale
methyl decanoate — 6_9 methyl octadienoate

Time (ns)

Fonte: Elaborado pela Autora (2024).

4.4.2 Anélise RMSF
Com base na analise RMSD, a estabilidade dos complexos foi confirmada. No
entanto, para obter informacdes mais detalhadas sobre as mudangas conformacionais

observadas na proteina durante as simulagdes de dinamica molecular (MD), as flutuagdes
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na estrutura média da proteina foram calculadas em termos de flutuacGes quadraticas
médias (RMSF) das posic¢des atbmicas, que foram determinadas usando a equagédo 6. Os
valores de RMSF foram calculados subtraindo-se a posi¢cdo média de cada atomo (r_i )
de sua posicdo em cada passo de tempo j, e entdo calculando os desvios quadraticos. O
tempo total de simulacdo | foi expresso como o numero total de etapas de tempo
coletadas. Este calculo forneceu informacdes mais detalhadas sobre a dindmica da
proteina durante as simulagdes, permitindo avaliar o impacto das interacbes com 0s

complexos formados (Karplus et al., 1977; VVorobjev, 2001).

3 . __q1/2
RMSF, =[5 37_[T() - Ti1?] Eq. 6.

O RMSF do sistema foi realizado para entender o deslocamento e a estabilidade
de cada residuo de proteina na trajetéria da simulacdo de 100ns.

A Figura 8 ilustra as principais interacbes dos complexos lideres (composicao
do 6leo da borra de café) estudados, sugerindo mudancas conformacionais significativas
dos complexos composto-Eversa lipase durante a simulagdo. Os resultados indicam que
as trajetorias de simulacdo de dinamica molecular para todos 0os complexos apresentaram
oscilacbes médias com correlagdes significativas com residuos criticos na replicacédo (Qin
etal., 2021; Roe & Brooks, 2020). Apenas 0s complexos formados entre metil decanoato
com Eversa apresentaram valores superiores a 2,0 A para os residuos His 268. Além disso,
observou-se que os complexos de lipase com metil docosanoato e 6,9 metil octadienoato
apresentaram valores de RMSF acima de 2,5 A, nos residuos Phe 63, Thr 102 e Asn 232.
Apesar das flutuac6es observadas, os resultados indicaram boa estabilidade das estruturas
em solucdo aquosa. As conformacdes obtidas a partir de simulagdes de MD para ambas
as proteinas foram complexadas com varios ligantes por meio de técnicas de docking,
gerando informacGes importantes sobre os modos de ligacdo de pequenas moléculas em

diferentes estados de enovelamento enzimatico (Thirumalai et al., 2020).

Figura 10. Root Mean Square Fluctuation (RMSF), referente a confirmacdo inicial do complexo ligante-
enzima versus o tempo de simulagéo (ns) na etapa de simula¢des de producdo do DM com composi¢do de

6leo de borra de café/lipase Eversa.



41

— hexanoic acid
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—— 6_9 methyl octadicnoate
methyl octadecenoate
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Fonte: Elaborado pela Autora (2024).

4.4.3 Anélise de ligagdes Hidrogénio (H)

O numero de ligacdes de hidrogénio, que de acordo com a literatura, no minimo
cinco é essencial para verificar se um complexo atingiu a estabilidade em um sistema
dindmico (Mascoli et al., 2021; Ragunathan et al., 2018).

Apos os 100ns, foi possivel verificar as pontes de hidrogénio formadas entre a
Eversa lipase com seus respectivos ligantes simulados em longas etapas de producdo em
dindmica molecular, na Figura 10. Durante a simulacdo, houve mudancas nas redes de
ligacGes de hidrogénio, e 0 nimero das interacdes variaram entre 3 ou 5 para a lipase. No
complexo Eversa com &cido hexandico, as ligaces de hidrogénio isoladas e o niumero
médio moderado de ligacbes de hidrogénio por periodo (até 5 ligagcdes) sugerem que as
redes de ligacdes de hidrogénio eram relativamente adequadas e medianas. Foi formando
conexdes razoaveis durante sua trajetoria. Metil decanoato e 6,9 metil octadienoato MD
mostraram ter mais intera¢des ao longo do curso (3 links), sugerindo outra rede de ligacao
de hidrogénio, moderadamente mais significativa que a anterior.

Para a simulacdo dos demais acidos com a enzima Eversa, foram formadas no
méaximo 2 pontes de hidrogénio, caracterizando uma rede de interacfes relativamente
mais fraca. O momento em que essas conexdes estiveram muito presentes sugere que essa
interacdo manteve a estabilidade do complexo além do tamanho dos compostos e suas
funcionalidades (Qin et al., 2021).
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Portanto, correlagcdes complementares podem ser observadas na comparacéo de
ligagbes de hidrogénio formadas em dindmica molecular com aquelas previamente
obtidas pelo processo de acoplamento, indicando a convergéncia de um método estatico
para um processo sistémico continuo.

Figura 11. Pontes de hidrogénio formadas entre a proteina e o ligante durante as etapas
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Fonte: Elaborado pela Autora (2024).

4.4.4 Calculos SASA

A Area de Superficie Acessivel ao Solvente (SASA) é uma medida da area de
superficie de uma proteina que é acessivel as moléculas do solvente e desempenha um
papel fundamental na compreensdo do comportamento das proteinas em solugcdo. O
SASA dos complexos de composicao do dleo da borra de café foi monitorado durante
100 ns de simulacdes de dinamica molecular (MD), que é uma técnica computacional
poderosa que pode fornecer informacdes detalhadas sobre a dindmica e a estabilidade das
biomoléculas (Mazola et al., 2015).

Os resultados da analise SASA revelaram algumas tendéncias interessantes. Em
particular, os valores SASA para alguns dos compostos, incluindo &cido hexadecandico,
metil octadecanoato, metil docosanoato, 6,9 metil octadienoato e metil octadecenoato,
mostraram um aumento acentuado durante a simulagdo, indicando relaxamento estrutural.

Por outro lado, os valores SASA para outros compostos, como metil eicosanoato e metil
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hexadecanoato, mostraram uma diminuicéo e tensdo da enzima quando o complexo se
formou (Durham et al., 2009; Street & Mayo, 1998) (Figura 11).

Curiosamente, a ligacéo dos ligantes n&o levou a nenhuma mudanca importante
nos valores de SASA. Isso sugere que a ligacdo dos ligantes a proteina nao alterou
significativamente a acessibilidade das moléculas do solvente a superficie da proteina
(Marsh & Teichmann, 2011).

Ap6s 100 ns de simulagdo, os valores SASA flutuaram em torno de um valor
constante, indicando que as simula¢es amostraram sistemas equilibrados. No entanto,
vale a pena notar que os valores SASA das moléculas Eversa com ions monovalentes
estabilizantes foram os mais altos. Os sistemas com maiores concentragbes de ions
tiveram areas menores e podem ter encolhido sob a influéncia da carga de superficie,
resultando em estruturas proteicas mais compactas.

Uma inspecdo mais aprofundada dos dados revelou que a flutuacdo ou
"respiracdo” da superficie relaxada foi principalmente devido a uma flutuacdo do SASA
da area C-terminal flexivel. Isso indica que a flexibilidade da regido C-terminal
desempenha um papel importante na determinacdo dos valores SASA globais da proteina
(Novotny et al., 2007).

Em resumo, a andlise dos valores SASA durante as simulagdes MD forneceu
informacdes importantes sobre a dinamica e estabilidade dos complexos de composicéao
do bleo da borra de café. Os resultados deste estudo poderiam ser usados para informar o
projeto de novos compostos que interagem de forma mais eficaz com a superficie da
proteina, ou para otimizar as condi¢fes sob as quais os complexos de proteinas sdo
formados.
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Figura 12. Area de superficie acessivel ao solvente (SASA) da lipase Eversa em funcio do tempo das

simulagBes MD. As curvas sdo médias dos dados brutos com uma janela de 100 ns.
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Fonte: Elaborado pela Autora (2024).

4.4.5 Calculos MM/GBSA

O calculo das energias livres de um complexo receptor pode ser feito calculando
as energias da mecanica molecular combinadas com a solvatacdo continua generalizada
de Born e da area de superficie (MM/GBSA) (Genheden & Ryde, 2015). MolAlCal,
portanto, é uma ferramenta computacional que estima rapidamente a energia livre de um
sistema, sem entropia do ligante, com base na aproximacao de trés trajetorias obtidas por
dindmica molecular.

O complexo octadecanoato de metila/Eversa foi o que obteve o melhor
resultado, com base em sua energia livre, com -26,86 kcal/mol, em relacdo aos outros
ligantes em estudo, eicosanoato de metila/Eversa e octadienoato de metila 6,9/Eversa,
que apresentaram uma energia livre de -23,62 kcal/mol e -23,41kcal/mol
respectivamente. Na outra simulagéo atual, os demais compostos com o complexo Eversa
deram energia livre, variando de -16,26 a -13,27 kcal/mol. Esses resultados s&o mostrados
na Tabela 6.

O termo variacdo de entropia diz respeito & perda de graus de liberdade
resultante da formacao de uma ou mais interacées, pois antes havia apenas duas moléculas

(ligante e proteina), que podiam acessar quaisquer graus de liberdade rotacional,
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translacional ou vibracional, agora ndo ha ¢ um complexo onde o movimento das
moléculas € muito mais limitado (Ben-Tal et al., 2000; Wright et al., 2014).

Esta estimativa pode entdo ser obtida a partir dos célculos dos modos normais
para os dois sistemas. Assim, para um complexo macromolecular com um alvo e um
ligante, a energia de interacdo deve ser estimada de acordo com as equacdes 7, 8 e 9
(Emirik, 2022; Sponer et al., 1999).

AAEZ(tlgactlon (Ecomplex Etarget) (Ecomplex llgand) + TASNORMODS Eq- 7

(vac)
AALZ:tlecractlon Ecomplex Etarget Ecomplex + Ellgand + TASNORMODS EQ- 8

AA) = Eligana — Etarget + TASnormobs = 9

interaction

Tabela 6. Dados de estimativa de energia livre da composi¢éo do 6leo lipidico da borra de café contra a
lipase Eversa.

AEele + AGsol AEvdw AGbind Desvio

Complexo (kcal/mol)  (kcal/mol) (kcal/mol) Padrio
acido hexadecanoico/Eversa 18.43 -29.14 -13.27 +/- 0.052
hexadecanoato de 1767 -33.93 -16.26 +/-0.023
metila/Eversa
octadecanoato de 1033 -37.19 -26.86 +/-0.027
metila/Eversa
docosanoato de metila/Eversa 20.76 -39.79 -19.03 +/-0.024
eicosanoato de metila/Eversa 13.75 -37.37 -23.62 +/- 0.027
69  octadienoato de g, -35.38 -23.41 +/-0.026
metila/Eversa
octadecenoato de 1956 3503 -15.47 +/-0.026

metila/Eversa

Fonte: Elaborado pela Autora (2024).

Uma maneira de determinar as energias livres de um complexo receptor é usar
o método MM/GBSA, que envolve o calculo das energias da mecanica molecular
juntamente com a solvatacdo continua de Born e de areas de superficies generalizada.
Com base nos célculos, o complexo octadecanoato de metila/Eversa foi o que obteve o
melhor resultado, com base em sua energia livre, com -26,86 kcal/mol, em relacdo aos
outros ligantes em estudo.

Os resultados obtidos dessas simulagcbes podem ser valiosos no
desenvolvimento de farmacos e terapéuticas, bem como na otimizagdo de processos

quimicos para melhorar a eficiéncia das reacOes. Portanto, as implicacGes dessas
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simulacdes sdo significativas para um amplo espectro de dominios cientificos e
industriais, como descoberta de medicamentos, biotecnologia e ciéncia de materiais
(Vamathevan et al., 2019).

5. CONCLUSAO

Esse estudo tem como objetivo avaliar o potencial da liapase Eversa®
Transform 2.0 em catalisar as sete substancias gosdurosas extraidas da borra de café. Foi
modelado com sucesso as interacdes entre a lipase Eversa Transform® 2.0 e substratos
potenciais para uso na producdo de biodiesel ou biolubrificantes, incluindo fontes
renovaveis e ecoldgicas, como a composicdo lipidica do 6leo de borra de café. A analise
in silico revelou que 0 6,9 octadienoato de metil se liga proximo ao sitio ativo da enzima
com energia livre favoravel e ligagdes H especificas, alquila e interagdes m-alquila.
Simulagdes de dindmica molecular demonstraram boa estabilidade e baixos valores de
RMSD, indicando que as posturas de acoplamento escolhidas foram adequadas para que
a reacao ocorresse sem impedimentos.

O estudo MM/GBSA sugeriu que o octadecenoato de metila teve a melhor
estimativa de energia livre para o complexo enzima-substrato. A andlise CASTp
identificou os principais bolsdes ativos para potencial imobilizacdo da enzima em estudos
experimentais, exceto para a regido nativa do ligante. No entanto, deve-se notar que,
embora as simulaces de computador fornecam uma ferramenta de triagem inicial util,
aplicacbes in vitro e expandidas podem enfrentar variaveis e desafios adicionais,
incluindo condicdes de transporte, atividade catalitica, inibicdo enzimatica, condi¢des de
equilibrio e caracteristicas fisico-quimicas do biodiesel produzido, que requerem mais

estudo e consideracao.
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