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RESUMO

O biodiesel destaca-se por suas vantagens ambientais, como a reducdo nas emissdes de
monoxido de carbono e material particulado em comparacdo ao diesel convencional. A
producdo de biodiesel, no entanto, ainda enfrenta desafios relacionados a eficiéncia e custo dos
processos, especialmente no uso de biocatalisadores. Neste contexto, este estudo teve como
objetivo analisar o potencial das combolipases derivadas de Candida antarctica, CALA e
CALB, como biocatalisadores para otimizar a producdo enzimatica de biodiesel. A pesquisa
utilizou uma abordagem integrativa, combinando técnicas de docking molecular e dindmica
molecular para estudar as interacfes entre as proteinas e 0 &cido oleico, o principal substrato na
producdo de biodiesel. A metodologia envolveu a modelagem molecular das enzimas CALA e
CALB, utilizando programas de simulacdo para realizar o docking molecular e as simulagdes
de dindmica molecular. Durante as simulacOes, foram analisadas as melhores poses de
acoplamento entre as lipases e o acido oleico, com base na energia livre de ligacdo e nas
interaces entre os residuos cataliticos. Os resultados revelaram que a pose de melhor
estabilidade apresentou uma energia livre de -8,5 kcal/mol e um RMSD de 1,54 A,
demonstrando fortes interacGes com o &cido oleico. A analise indicou a participacao de residuos
especificos nas interacdes: Ser 184, His 366 e Asp 334 para a lipase CALA, e Asp 187, His 224
e Ser 105 para a lipase CALB. A anélise do gréafico de Ramachandran revelou que 92,7% dos
residuos estavam em regides favoraveis, o que sugere o melhoramento e a estabilidade das duas
cadeias proteicas. As simulacdes de dindmica molecular confirmaram a estabilidade dessas
conformac@es ao longo do tempo de simulacdo, destacando a lipase CALA como a mais
eficiente para interacdo com o acido oleico. Conclui-se que as enzimas CALA e CALB possuem
potencial para serem utilizadas na biocatalise de biodiesel, com a CALA se destacando pelo
melhor desempenho em termos de afinidade ao substrato. A analise também demonstrou que a
interacdo das enzimas com o tipo de acido carboxilico é crucial para a eficiéncia da biocatalise.
Estes achados podem contribuir para o desenvolvimento de processos mais eficientes e
econémicos na producdo de biocombustiveis sustentaveis.

Palavra-Chave: Biodiesel; Lipases; CALA-CALB; Docking Molecular; Biocatalise.



ABSTRACT

Biodiesel stands out for its environmental advantages, such as the reduction in carbon monoxide
and particulate matter emissions compared to conventional diesel. Biodiesel production,
however, still faces challenges related to process efficiency and cost, especially in the use of
biocatalysts. In this context, this study aimed to analyze the potential of combolipases derived
from Candida antarctica, CALA and CALB, as biocatalysts to optimize the enzymatic
production of biodiesel. The research used an integrative approach, combining molecular
docking and molecular dynamics techniques to study the interactions between the proteins and
oleic acid, the main substrate in biodiesel production. The methodology involved molecular
modeling of the CALA and CALB enzymes, using simulation programs to perform molecular
docking and molecular dynamics simulations. During the simulations, the best docking poses
between the lipases and oleic acid were analyzed, based on the free energy of binding and the
interactions between the catalytic residues. The results showed that the pose with the best
stability had a free energy of -8.5 kcal/mol and an RMSD of 1.54 A, demonstrating strong
interactions with oleic acid. The analysis indicated the participation of specific residues in the
interactions: Ser 184, His 366 and Asp 334 for CALA lipase, and Asp 187, His 224 and Ser
105 for CALB lipase. Analysis of the Ramachandran plot revealed that 92.7% of the residues
were in favorable regions, which suggests the enhancement and stability of the two protein
chains. Molecular dynamics simulations confirmed the stability of these conformations over
the simulation time, highlighting the CALA lipase as the most efficient for interaction with
oleic acid. It is concluded that the CALA and CALB enzymes have the potential to be used in
biodiesel biocatalysis, with CALA standing out for its better performance in terms of affinity
to the substrate. The analysis also showed that the interaction of the enzymes with the type of
carboxylic acid is crucial for the efficiency of the biocatalysis. These findings could contribute
to the development of more efficient and economical processes for the production of sustainable
biofuels.

Keywords: Biodiesel; Lipases; CALA-CALB; Molecular Docking; Biocatalysis.
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1 INTRODUCAO

O crescente desafio de atender a demanda energética global de maneira sustentavel tem
levado a busca por alternativas inovadoras. Nesse contexto, 0 uso em larga escala de energias
provenientes da biomassa emerge como uma Opgdo promissora, capaz de contribuir
significativamente para o desenvolvimento sustentavel nos ambitos ambiental, social e
econémico (CORDEIRO et al. 2011).

O uso de biocombustiveis derivados de matéria organica, como o bioetanol e biodiesel,
para fins energéticos pode reduzir o crescimento do efeito estufa. Estes biocombustiveis séo
renovaveis ao contrario dos combustiveis fosseis, como o petroleo e o carvdo mineral
(CHAVES; GOMES, 2013). Como solucao, uma producdo mais limpa e eficaz de biodiesel se
destaca como uma resposta crucial, alinhando-se aos principios da sustentabilidade ambiental,
principalmente em paises com alta emissdo de gases do efeito estufa CO2, CHs4, NOx e SOx
(WALTER, 2011).

O biodiesel, uma alternativa ao diesel convencional, é descrito pela "National Biodiesel
Board" (EUA) como o éster monoalquil derivado de acidos graxos de cadeia longa (COSTA et
al. 2000). Originado de fontes renovaveis, como 0leos vegetais por meio da liberacdo de
glicerina como subproduto (Figura 1), seu emprego estd vinculado a substituicdo de
combustiveis fosseis em motores de igni¢do por compressao, conhecidos como motores de ciclo
diesel (LOBO et al. 2009). Em confronto com sua contraparte convencional, apresenta um perfil
ambiental notavelmente superior (REIS et al. 2015).

Figura 1 - Equagao geral da reacdo de transesterificacao de triacilglicerol com alcool e acido
graxo de Oleos vegetais e/ou gorduras animais.

CH-OOC-R R-COO-R CH -OH
| |
CH 'OOC'p .Spc_ CATALIZADOR Q'COOR + CH 'O"'J
| — l
CH-O0C-R R-COO-R CH.-OH

Fonte: Autor (2025)
Durante o processo de combustdo, o biocombustivel exibe baixos niveis de emissdo de
monoxido de carbono e material particulado, contribuindo para uma atmosfera mais limpa e

saudavel. Além disso, sua utilizacdo representa uma ruptura significativa com a liberagédo de
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compostos de enxofre na atmosfera, uma fonte comum de poluicdo associada aos combustiveis
tradicionais (RAMOS et al. 2011).

Ao abracar o biodiesel, ndo apenas mitigamos 0s impactos negativos frequentemente
vinculados aos combustiveis convencionais, mas também conseguimos reduzir
significativamente as emissdes dos principais gases do efeito estufa (ALMEIDA et al. 2021).
Essas caracteristicas, fundamentais para a preservacdo ambiental, consolidam o biodiesel como
uma alternativa essencial na transicdo para uma matriz energética mais sustentavel e
ecologicamente responsavel (CHRISTOPHER et al. 2014).

Para otimizar a produgdo desse biocombustivel, torna-se essencial conduzir estudos
tedricos por meio da uma abordagem dindmica molecular, visando reduzir custos nos
experimentos e nos reagentes (MONTEIRO et al. 2021). O avanco tecnol6gico impulsionou o
emprego de simula¢bes computacionais, conhecidas como Testes in silico, que desempenham
um papel vital no planejamento, proporcionando eficiéncia na reducdo de algumas etapas
essenciais, fundamentados em técnicas computacionais, sdo de suma importancia na pesquisa
ambiental, dada a sua capacidade de andlise rapida e de baixo custo (RUBA et al. 2014).

As simulac@es in silico, baseadas em ferramentas como o docking molecular e a
mecanica molecular, emergem como metodologias estruturais fundamentais (BROOIJMANS;
KUNTZ, 2003). Estas ndo apenas facilitam a previsao de interacdes entre ligantes e receptores,
mas também desempenham um papel crucial na descoberta de novos agentes e compostos, tanto
na area farmacéutica quanto na industrial (ARAUJO et al. 2019).

No estudo computacional, é necessario uma proteina (receptor) e um ligante, 0s quais
sdo utilizados na ancoragem (KUHN, 2023). O receptor utilizado nesse projeto sdo as lipases
Candida Antarctica dos tipos A e B, pois tem alta afinidades em relagdo com 0s mecanismos
reacionais e cataliticos. O acido oleico, utilizado como ligante, desempenha um papel crucial
ao favorecer o mecanismo de esterificacao de acidos graxos, por sua estrutura acida carboxilica
e uma interacdo com sitio ativo da proteina formando complexos (CORDEIRO et al. 2011).

Devido a sua composicdo quimica altamente promissora, 0 &cido oleico exibe
miscibilidade com diversos solventes, como etanol, éter, acetona e cloroformio (FERREIRA et
al. 2013). Essa propriedade é atribuida & presenca do grupo funcional carboxilico em sua
estrutura, uma caracteristica compartilhada pelos acidos graxos destilados a partir de 6leos
vegetais (LEAO, 2009). Essa particularidade foi determinante na selecdo deste ligante para a
sintese enzimatica de biodiesel, utilizando a rea¢cdo com combolipases.

Este estudo se propde a analisar o potencial das combolipases derivadas de Candida

antarctica CALA e CALB como biocatalisadores, utilizando uma abordagem integrativa de
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docking molecular e dindmica molecular por etapas, futurando a otimizacdo da producdo
enzimética de biodiesel. Com foco na transesterificacdo, um processo quimico fundamental
para a obtencdo de biodiesel, a pesquisa emprega o docking molecular para analisar as
interacdes bidimensionais e otimizar o processo (BATISTA et al. 2020).

As lipases provenientes da Candida antarctica, pertencentes a mesma familia e,
portanto, facilitando a adaptagdo para a obtencdo da combolipase, desempenham um papel
crucial neste estudo. Sua relevancia destaca-se pela habilidade significativa de catalisar reacdes
reversas, como esterificacdo e transesterificacdo, além de apresentarem elevada
termoestabilidade, permitindo um desempenho eficiente mesmo em temperaturas elevadas
(CARVALHO et al. 2003b, 2009).

A utilizacdo de lipases como catalisadores em reacfes que envolvem triglicerideos
oferece uma variedade de vantagens. Entre estas, destacam-se a notavel estabilidade dessas
enzimas, a exigéncia de quantidades reduzidas de &gua e a viabilidade de reutilizacdo em
processos continuos ou em batelada (ABDALA et al. 2013).

Desta forma, ao buscar graus de liberdade configuracionais e conformacionais na
interacdo por docking molecular, o estudo visa ndo apenas posicionar o ligante no sitio ativo,
mas também estimar a afinidade de ligacdo em diferentes contextos reacionais (OGBODO et
al. 2023). Antecipamos que esse enfoque ndo apenas chamaré a atengdo para a relevancia da
pesquisa, mas também contribuira para a busca de meios sustentaveis e energéticos, derivados
da otimizacdo das interacGes bidimensionais.

Ao fornecer uma base sélida, este estudo in silico visa ndo apenas enriquecer a
compreensdo das interacfes moleculares na producdo de biodiesel, mas também servir de
catalisador para futuras pesquisas na area de modelagem molecular aplicada a producéo de

biocombustiveis biodegradaveis.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Analisar o potencial das combolipases derivadas de Candida antarctica CALA e CALB como
biocatalisadores, utilizando uma abordagem integrativa de docking molecular e dinamica

molecular por etapas, para alcancar a otimizacao da producdo enzimatica de biodiesel.

2.2 Objetivos Especificos

» Realizar o acoplamento molecular (docking) entre as combolipases de Candida
antarctica e o substrato relevante (acido oleico) para a producédo de biodiesel, visando

identificar e caracterizar as interacdes moleculares chave no processo biocatalitico;

* Investigar a estabilidade termodindmica das interacdes das combolipase ao longo do
tempo de simulagdo, avaliando as contribuigdes energéticas e identificando os
determinantes da eficiéncia biocatalitica;

* Analisar a influéncia de varidveis operacionais, proximo ao NAC e RMSD, na atividade
biocatalitica das combolipases, correlacionando os resultados das simulagGes com

condicdes experimentais para estabelecer parametros otimizados;

» Averiguar a proximidade espacial do sitio catalitico das lipases CALA + CALB em
resposta ao acoplamento com a estrutura otimizada do acido oleico, e investigar a

significancia das interacdes resultantes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A producéo de biodiesel empregando acidos graxos e lipases representa uma alternativa
promissora e ambientalmente mais benéfica em relacdo aos métodos convencionais. Através de
estudos computacionais, é viavel antecipar combinac6es mais eficazes para minimizar residuos,
empregar condi¢cbes de processo mais suaves e obter um produto final de alta qualidade. Esta
abordagem tem o potencial de reduzir os impactos ambientais associados a producgédo e ao
consumo de combustiveis fésseis.

Uma base tedrica sélida é essencial para explorar esse tema, compreendendo a producéo
de biodiesel e seus aspectos ambientais, bem como o conhecimento das proteinas enzimaticas
CALA e CALB, o acido oleico como ligante, além do estudo através de técnicas como docking
molecular e dindmica molecular. Essa fundamentac&o teorica é crucial para orientar os esforgos
na direcdo de uma producdo mais limpa e sustentavel de biodiesel, contribuindo assim para

mitigar os desafios ambientais associados aos combustiveis fosseis.

3.1 Producao de biodiesel e aspectos ambientais

O biodiesel, ¢ uma mistura derivada de reacdes quimicas de alquilésteres de cadeia
linear, resulta da transesterificacéo dos triglicerideos presentes em 6leos e gorduras, utilizando
alcoois de cadeia curta (LOBO et al. 2009). Sua aplicacdo representa um paradigma do
aproveitamento da biomassa na producéo de energia.

Como biocombustivel € um substituto natural e renovavel do diesel de petréleo,
podendo ser obtido por meio da alcodlise de 6leos vegetais e/ou gorduras animais ou pela
esterificacdo de acidos graxos, que podem ser catalisados por meio de métodos homogéneos,
heterogéneos ou enzimaticos (Tabela 1, p. 20) (KUCEK et al. 2007).

As reacOes de transesterificacdo de 6leos ou gorduras sdo realizadas na presenca de
catalisadores &cidos, basicos ou enzimaticos. Essa abordagem resolve o problema da
viscosidade dos 6leos vegetais, gerando monoésteres alquilicos (biodiesel) com viscosidades
cinematicas comparaveis as do diesel, enquanto os Oleos vegetais puros apresentam
viscosidades significativamente superior e tem como subproduto o glicerol (RAMOS et al.
2011).
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Tabela 1 - Meios de Producao do Biodiesel.

Métodos Descricao
Transesterificacdo Alcalina Reacdo catalisada por bases, geralmente NaOH ou KOH.
Transesterificacio Acida Reacéo catalisada por acidos, como H,SO4 ou HCI.
Transesterificagdo Enzimatica Utilizacdo de enzimas como catalisadores, como lipases.
Esterificacdo Acida Producéo de ésteres através da reagdo de acidos graxos com alcoois.
Alcodlise Reacéo de 6leos e gorduras com alcoois, geralmente, metanol ou etanol.
Hidroesterificacdo Rota de sintese quimica que combina a hidroformilacdo e em seguida o

processo de esterificacdo, para a obtencdo de ésteres a partir de olefinas.
Fonte: Autor (2025)

A qualidade do biodiesel pode variar conforme as estruturas moleculares dos ésteres
constituintes ou devido a presenca de contaminantes na matéria-prima, no processo de producéo
ou formados durante o armazenamento (LOBO et al. 2009). A absor¢do de umidade e os
processos de degradacdo oxidativa durante 0 armazenamento contribuem para a presenga de
agua, peroxidos e acidos carboxilicos de baixa massa molecular.

A (Tabela 2) apresenta as diversas matérias-primas empregadas nos diferentes processos
de producéo de biodiesel, promovendo a avaliacdo dos rendimentos alcancados pesquisadores
da area e disponibilizados em diferentes literaturas. Esses rendimentos podem sofrer variacdes
consideraveis dependendo de elementos como a qualidade do insumo, a pureza dos reagentes,
as condicOes da reacdo (temperatura, tempo, relacdo molar alcool/6leo) e o tipo de catalisador
utilizado. A otimizacdo desses parametros € crucial para potencializar a eficacia do
procedimento (RODRIGUES; MISTURA, 2022).

Tabela 2 - Taxa de Rendimento dos diferentes métodos de producao do Biodiesel.

Meétodos Matéria-Prima Rendimento (%) Referencias
Transesterificagdo Alcalina Oleo de soja 97,5 (DIB, 2010)
Transesterificagio Acida Oleo de coco 90,24 (ORSI, 2021)
Transesterificagdo Enzimatica Oleo de abacate 76,30 (FRANCISCO et al. 2022)
Esterificacdo Acida Acidos graxos livres 90,0 (SHINDE; KALIAGUINE, 2019)
Alcodlise Etanol-6leo de soja 82,58/92,28 (TORQUATO, 2019)
Biomassa oleaginosa de

Hidroesterificagdo 92,0 (NETO, 2019)

levedura

Fonte: Autor (2025)
Contudo, o biodiesel produzido a partir de matérias-primas com alto teor de &cidos
graxos saturados tende a apresentar problemas de solidificacdo em condi¢des de baixas

temperaturas, assim a transesterificacdo enzimatica que utiliza lipases, facilitando a producéo,
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separagdo e recuperacao do subproduto para outros fins e o processo de purificacdo dos ésteres
é mais simples (REIS et al. 2015).

Além disso, a producéo de um biodiesel mais verde, vai possibilitar uma redugdo maior
nos impactos ambientais mais amplos, como o uso intensivo de terras para cultivo de matérias-
primas, emissdes de gases de efeito estufa, consumo de &gua na producdo e seu potencial
impacto em ecossistemas aquaticos e terrestres. A avaliacdo desses impactos, juntamente com
a consideracdo de alternativas sustentaveis e pesquisas em desenvolvimento, proporciona uma
visdo holistica da sustentabilidade do biodiesel (COSTA et al. 2000).

3.2 Proteinas enzimaticas CALA e CALB

Os biocatalisadores, tambem conhecidos como catalisadores biologicos, sdo proteinas
que desempenham uma funcdo crucial na catalisagao de reag6es em organismos vivos. Eles séo
amplamente empregados na quimica organica como uma alternativa aos métodos tradicionais
devido a uma série de vantagens significativas. Entre estas, destacam-se sua alta eficiéncia na
aceleracdo das reacOes, a capacidade de operar em condicdes suaves, a compatibilidade com
uma variedade de substratos sintéticos, em alguns casos, a habilidade de catalisar reagcbes em
ambos o0s sentidos e a seletividade em relacdo ao tipo de reacdo catalisada (PAQUES;
MACEDO, 2006).

As lipases, ou enzimas lipoliticas, desempenham um papel crucial como
biocatalisadores, catalisando reagdes de hidrdlise que convertem 6leos em éacidos graxos livres,
monoacilgliceroéis, diacilglicerois e glicerol (VILLENEUVE et al. 2000). Além da hidrdlise,
essas enzimas possuem a capacidade de catalisar uma variedade de reacdes reversas, como
esterificacdo, transesterificacdo (incluindo interesterificacdo, alcdolises e acidolises), amindlise
(utilizada na sintese de amidas) e lactonizacdo. A atividade de agua no meio reacional emerge
como um dos fatores determinantes para a eficiéncia de cada classe de reacdo (PAQUES;
MACEDO, 2006).

As lipases em estudo nessa pesquisa sdo provenientes da Candida antarctica, uma
especie de levedura do género Candida, conhecido por suas propriedades enzimaticas unicas,
especialmente sua capacidade de produzir lipases altamente eficazes (OLIVEIRA et al. 2014).
As duas variantes sao CALB e CALA, amplamente utilizadas na industria biotecnologica em
uma variedade de aplicag¢fes, como na producdo de biodiesel, industria alimenticia, industria
de detergentes, entre outros (CANSIAN et al. 2022). Sua eficiéncia e estabilidade tornam-na

uma escolha valiosa em muitos processos industriais.
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A lipase do tipo B (CALB), uma enzima globular, € composta por 317 residuos de
aminoacidos, com dimensdes de 30 A x 40 A x 50 A, uma massa molecular (MM) de 33 kDa e
um ponto isoelétrico (pl) de 6.0 (FERNANDES et al. 2014; VILLENEUVE et al. 2000) Esta
classe de enzimas é reconhecida por sua notavel estabilidade, alta especificidade de substrato e
impressionante regio-, quimio- e estereosseletividade (Figura 2) (CANSIAN et al. 2022;
GHANEM, 2007).

Possui forte capacidade de biocatalisar as reacOes de transesterificacdo entre 6leos
vegetais ou gorduras animais e alcoois, produzindo ésteres metilicos de acidos graxos. Além da
sua capacidade de permanecer ativa em diferentes pHs e temperaturas torna-as extremamente

versateis em vérias aplicagOes industriais (FERRAZ et al. 2018).

Figura 2 - Estrutura cristalografica da lipase CALB.

Fonte: (UPPENBERG et al. 1994).

Ja, a lipase do tipo A (CALA) é composta por 431 aminoacidos, com uma massa
molecular (MM) de 45 kDa e um ponto isoelétrico (pl) (Figura 3, p. 23). A CALA exibe
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diversas propriedades vantajosas para catalisar rea¢@es, incluindo notavel estabilidade térmica;
pode operar de forma altamente eficiente em temperaturas superiores a 90 °C, tornando-a
possivelmente a lipase de tipo selvagem mais termoestavel (DOMINGUEZ et al. 2005). Além
disso, essa lipase demonstra uma notavel tolerancia a uma ampla faixa de pHs, mantendo sua

estabilidade em ambientes acidos, embora seu pH 6timo seja 7.0 (MONTEIRO et al. 2019).

Figura 3 - Estrutura cristalografica da lipase CALA.

Fonte: (BRANDT et al. 2008).

Este biocatalisador também demonstra seletividade para acidos graxos trans e alta
quimioseletividade em relacdo aos grupos amina (ONDUL et al. 2012). Além disso, a CALA é
notavelmente a Unica lipase do tipo selvagem capaz de catalisar a resolucdo cinética de alcoois
terciarios volumosos e estereotipados (LOFGREN et al. 2019). Quando se trata de substratos
como triglicerideos ou ésteres de acidos graxos, a CALA exibe uma preferéncia significativa

por acidos graxos de cadeia longa em vez de &cidos mais curtos (DOMINGUEZ et al. 2005).
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Consequentemente, observa-se que o emprego de lipases na biotransformacéao de 6leos
e gorduras apresenta diversas vantagens em relagdo a catalise quimica. Isso viabiliza a
investigacdo da producdo de biodiesel utilizando essas proteinas, uma vez que incluem
beneficios como a sintese seletiva de novos triacilglicer6is com propriedades caldricas
desejaveis e facilmente metabolizaveis pelo organismo, além da hidrolise de éleos para a
producdo de ésteres, glicerol e acidos graxos de grande valor industrial (CANSIAN et al. 2022).

As lipases CALA e CALB possuem particularidades estruturais e funcionais que
impactam sua utilizacdo em processos biotecnologicos. A (Tabela 3) faz uma analise
comparativa entre essas duas lipases, ressaltando suas caracteristicas fisico-quimicas e
cataliticas.

Tabela 3 - Comparacado entre as lipases CALA e CALB.

Caracteristica

CALA

CALB

Organismo de origem

Candida antarctica

Candida antarctica

Ndmero de aminoéacidos

431 317
Massa molecular (MM) 45 kDa 33 kDa
Ponto isoelétrico (pl) ~7.0 6.0

Estabilidade térmica

Alta (resistente a >90°C)

Alta, adaptavel a diferentes
temperaturas.

Estabilidade ao pH

Mantém-se estavel em ambientes
acidos.

Ativa em diferentes pHs

Seletividade

Alta quimioseletividade para
grupos amina e 4cidos graxos
trans.

Regio-, quimio- e
estereosseletividade elevada.

Preferéncia por substratos

Acidos graxos de cadeia longa

Alta especificidade de substrato.

Aplicages industriais

Resolucdo cinética de alcoois
terciarios volumosos,
biotransformacdo de dleos.

Transesterificacdo de dleos e
gorduras para producéo de
biodiesel.

Reacbes catalisadas

Esterificacdo, transesterificacdo,
amindlise, lactonizago.

Transesterificacdo, hidrdlise,
esterificacdo.

3.3 Acido oleico como ligante

Fonte: Autor (2025)

Lipidos constituem um grupo heterogéneo de compostos intimamente relacionados com
0s &cidos graxos, caracterizados por sua relativa insolubilidade em agua e solubilidade em
solventes apolares. Nesse contexto, destacam-se os acidos graxos, os triglicerideos (TG) e os
fosfolipidios (SANTOS et al. 1999).

Os é&cidos graxos sdo compostos por cadeias hidrocarbonadas com grupos carboxila
(Figura 4, p. 25), podendo ser classificados como saturados ou insaturados. Exemplos de acidos

graxos saturados incluem o laurico, o palmitico, o miristico e o estearico, enquanto 0s
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insaturados incluem o oleico, o linoleico e os &cidos dmega-3. Além de sua funcéo energética,
0s &cidos graxos desempenham um papel essencial na sintese de lipoproteinas e prostaglandinas
(SANTOS et al. 1999).

O acido oleico é um &cido graxo monoinsaturado, tradicionalmente reconhecido por
suas propriedades antioxidantes, contribuindo para a reducéo da oxidacdo do LDL-colesterol,
forma aterogénica (CARLOTA, 2001). Este acido é liquido e oleoso, insoltvel em agua, mas
soltvel em solventes organicos como benzeno, alcool e éter. Possui odor suave e é incolor, com
propensdo a mudar para tonalidades amareladas ou marrons quando exposto ao ar (CORDEIRO
et al. 2011). Tem como formula molecular CisHs4O2, sua massa molar esta em torno de
282,47g/mol, ponto de fusdo aproximadamente 13-14° C, ponto de ebuligdo aproximadamente

360°C e Log P (coeficiente de parti¢do octanol/agua) aproximadamente 7,73 (SILVA, 2018).

Figura 4 - Estrutura molecular do Acido oleico.

Omega-9 -

Formula: C13H3402
Exact Mass: 283._/26 .
Mol Wt.: 282. '

Carboxila

Fonte: Autor (2025)

O écido oleico torna-se um bom modelo exploratério no docking molecular devido as
suas propriedades de ligacdo ao receptor, facilitando a esterificacdo de &cidos graxos utilizando
acidos de Lewis como catalisadores. As moléculas de acidos graxos sdo adsorvidas na

superficie do catalisador, resultando em um aumento da densidade de carga positiva no carbono
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carbonilico, devido a interacdo entre o par de elétrons do oxigénio carbonilico do &cido graxo
e 0 metal presente na estrutura do catalisador. Isso favorece o ataque nucleofilico do par de
elétrons da hidroxila alcoolica, levando a formacdo de um intermedidrio tetraédrico, seguido
pela eliminacdo de uma molécula de agua e a formacéo do monoéster graxo (FERREIRA et al.
2013).

E um é&cido graxo amplamente utilizado na producdo de biodiesel devido as suas
propriedades favoraveis. Sua aplicacdo nesse contexto ndo apenas contribui para a reducéo das
emissdes de gases de efeito estufa, mas também promove a utilizacdo de fontes renovaveis de
energia. Como resultado, o biodiesel produzido a partir do &cido oleico oferece uma alternativa
mais sustentavel e ambientalmente amigavel aos combustiveis fdsseis convencionais
(SANTOS; REZENDE, 2012).

Perspectivas futuras nessa area incluem a investigacao de novas tecnologias e métodos
para melhorar a eficiéncia da producéo de biodiesel, bem como o desenvolvimento de processos
mais limpos e sustentaveis. Esses avangos podem ajudar a impulsionar ainda mais a adogéo do
biodiesel como uma fonte de energia alternativa e contribuir para a transicdo para uma

economia de baixo carbono.

3.4 Docking molecular e Dinimica molecular

O docking molecular, originado da traducdo do inglés significa "ancoramento”, é uma
técnica computacional utilizada nas areas de Quimioinformatica e Bioinforméatica como
ferramenta metodolodgica estrutural (ALVES et al., 2018). Essa abordagem é empregada na
modelagem de interacBes entre moléculas, especialmente no contexto da quimica medicinal e
do design de farmacos, permitindo prever a conformacdo e a afinidade de interacdo entre um
ligante e um receptor biolégico. O receptor pode ser uma macromolécula, proteina, receptor de
membrana ou enzima, e a interacdo é simulada por meio de repetidas tentativas de encaixe no
alvo (VERLLI, 2014). Para isso, diferentes modelos sdo utilizados, variando em complexidade e
realismo, o que possibilita analises mais precisas das intera¢cbes moleculares.

O docking molecular ¢ um método essencial no planejamento molecular, onde se busca
encontrar a melhor conformacéo de um ligante ao se encaixar na proteina receptora, priorizando
interacdes de baixa energia e alta afinidade (FERRO et al., 2019; RUBA et al., 2014). Para isso,
diferentes modelos sd@o empregados, variando o grau de flexibilidade do ligante e do receptor,
0 que impacta diretamente a precisao e a demanda computacional da simulagé&o.

O modelo rigido considera tanto o ligante quanto o receptor como estruturas fixas, sem

alteracdes estruturais durante o processo de docking. Embora essa abordagem reduza o custo
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computacional, torna-se menos realista, pois ignora ajustes conformacionais naturais. Além
disso, esse modelo apresenta maior complexidade devido a limitacdo imposta por grades
predefinidas (grid-based docking), que restringem o espaco de busca e a localizacdo da
cavidade de interacdo (LOBATO et al. 2023; VERLLI, 2014).

J& o modelo semirrigido equilibra precisdo e eficiéncia computacional, sendo
amplamente utilizado. Nele, o ligante é tratado como uma estrutura flexivel, permitindo que
sofra modificacdes conformacionais, como torcdes e estiramentos, enquanto o receptor
permanece rigido (PICCIRILLO; DO AMARAL, 2018). Essa abordagem melhora a acuracia
da predicédo ao possibilitar um melhor ajuste do ligante ao sitio de ligagéo.

Por fim, o modelo flexivel é o mais realista, pois permite que tanto o ligante quanto o
receptor sofram ajustes estruturais durante o docking. Isso possibilita uma interacdo mais
préxima do comportamento molecular real, minimizando a energia do complexo formado. No
entanto, o custo computacional elevado torna esse modelo menos viavel para triagens virtuais
de larga escala (VERLI, 2014).

Os Algoritmos Genéticos (AGs) sdao métodos inspirados na biologia evolutiva e
amplamente utilizados para resolver problemas de otimizacdo e busca (CARVALHO et al.,
2003). No contexto do docking molecular, esses algoritmos simulam a evolucdo das interacoes
entre um ligante e um receptor, onde 0 geno6tipo é representado pela estrutura do ligante e o
fendtipo corresponde as coordenadas atbmicas no receptor. Durante esse processo, pares
aleatdrios de individuos passam por cruzamentos e mutacBes, permitindo a selecdo das
conformac@es mais estaveis enquanto as menos adequadas sdo eliminadas (KUMA et al., 2010).

Além dos AGs, outra ferramenta fundamental no estudo computacional de interagdes
moleculares é a Dindmica Molecular (MD) (COSTA, 2018). Essa abordagem simula o
comportamento microscopico de moléculas ao longo do tempo, utilizando equacbes de
movimento baseadas em campos de forca. Na pratica, os 4&tomos sdo representados como
esferas, enquanto as ligagdes quimicas sdo modeladas como molas conectadas a essas esferas.
A trajetoria da simulacgéo é determinada pelos calculos de movimento de Newton, enquanto as
interacOes entre a&tomos seguem a lei de Hooke (JIANG et al. 2022). Atraves da MD, é possivel
analisar mudancas conformacionais, interacfes intermoleculares e propriedades cinéticas,
fornecendo informagdes complementares as anélises de docking (NAMBA et al., 2008).

Os modelos empregados na Modelagem Dimensional variam de acordo com o grau de
detalhamento e a complexidade do processamento computacional.

e Modelo Classico: Utiliza a mecéanica tradicional para explicar os movimentos atbmicos.

Campos de forca, tais como AMBER, CHARMM e OPLS, sédo empregados para
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calcular as interacGes entre atomos, 0 que o torna um método frequentemente usado

devido ao seu custo computacional reduzido (PACHECO et al. 2010; SOUTO, 2006).

¢ Modelo Quantico: Emprega conceitos da mecanica quantica para detalhar as interagdes
moleculares de maneira mais precisa. Técnicas como a Teoria do Funcional da

Densidade (DFT) e a ab initio possibilitam analises mais aprofundadas, porém requerem

grande capacidade computacional, sendo mais recomendadas para moléculas de

pequeno tamanho (JUNIOR, 2024; OLIVEIRA et al. 2022).

e Modelo Hibrido (QM/MM): Combina a mecénica quéntica (QM) para regifes de
interesse especificas, como o sitio ativo de uma enzima, e a mecanica molecular (MM)
para o restante do sistema. Este modelo concilia exatiddo e eficacia no processamento
de dados, sendo frequentemente utilizado em pesquisas sobre reacdes enzimaticas e
interacdes entre proteinas (SILVA et al. 2014).

Para a aplicacdo eficaz dessas técnicas, € essencial conhecer as estruturas dos compostos
envolvidos, definir o modelo de simulagdo adequado e compreender os principios basicos dos
calculos empregados. O método da Teoria do Funcional da Densidade (DFT), por exemplo, é
amplamente utilizada para otimizar a estrutura do ligante, garantindo uma configuracdo mais
estavel e prevendo suas interacfes com proteinas, metais ou superficies cataliticas (OLIVEIRA
etal., 2022). Quando combinada com docking molecular, especialmente utilizando o Algoritmo
Genético Lamarckiano (AGLc), essa abordagem permite obter simulagdes mais proximas da
realidade, garantindo a estabilidade do complexo proteina-ligante e reduzindo a ocorréncia de
falsos positivos (RUBA et al., 2014).
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4 METODOLOGIA

Este estudo adotou uma abordagem qualitativa-quantitativa, focalizando a analise in
silico das lipases CALA e CALB como biocatalisadores em meio reacional contendo acido
oleico, visando otimizar a producao enzimatica de biodiesel, utilizado como biocombustivel. A
metodologia empregada envolveu uma abordagem integrativa, combinando técnicas de docking
molecular e dindmica molecular para estudar as interacGes entre as proteinas e o ligante. As
etapas dessa interacdo foram analisadas por meio de programas de computador e interpretadas
com base na literatura (CAVALCANTE et al. 2022; FONSECA et al. 2021, 2023), incluindo
comparagOes experimentais da reacao de esterificacéo.

4.1 Materiais e Métodos: Estudo In Silico
4.1.1 Preparacéo de ligantes e proteinas

As moléculas do &cido oleico em sua forma livre foram construidas utilizando o
software Chem3D (AHMADI et al. 2005), em suas configuracGes de auto otimizagdo foi
aplicado o campo de forca MMFF94S (WAHL et al. 2019), a fim de gerar conformac6es
bioativas por minimizacao de conformadores gerados aleatoriamente, com algoritmo Steepest
Descente (PETROVA; SOLOV’EV, 1997), Step per Update 4 (SUTTON et al. 2016), pelo
software AVOGADRO (HANWELL et al. 2012). O ficheiro com o ligante foi convertido para
o formato correspondente (pdbgt) com adi¢do dos estados de ionizagdo e tautomeria a pH 7,4,
utilizando o software OpenBabel ver. 3.0.0 (O’'BOYLE et al. 2011). Essa estrutura também esta
disponivel sob o cédigo CID: 445639 no repositorio PubChem (TAN et al. 2020).

O receptor em estudo foi a estrutura das lipases CALA e CALB, obtida no repositorio
do Protein Data Bank (PDB) com o codigo ID CALA (3GUU) e CALB (1TCA) (BERMAN et
al. 2000), cuja estrutura cristalina foi obtida por difracdo de raios X complexa. Para viabilizar
a acoplagem molecular, foi eliminado os residuos interferentes, as moléculas de &gua e o
inibidor sintético. Utilizando o software Discovery Studio (BIOVIA, 2015), hidrogénios
polares foram adicionados de forma separada aos ligantes e a proteina. Esta técnica visa
explorar potenciais bases de dados de ligantes virtuais especificos para um determinado alvo
proteico. O software utilizado foi o Autodock tools (MORRIS et al. 2009).

4.2 Docking Molecular

A acoplagem molecular foi realizada utilizando o AutoDock Vina (TROTT; OLSON,

2010), com a implementagdo de multifilamento de 3 vias e a aplicagdo da genética Lamarkiana.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/445639
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Para a ligacdo da lipase CALA (3GUU) a protease principal, foram definidos os seguintes
parametros: nimero de pontos na grade em xyz (30, 30, 30), espacamento (0.642), e centro da
grade em xyz (9.159433 53.119167 2.118367). No caso da ligacdo da lipase CALB (1TCA) a
protease principal, foram empregados parametros similares: nimero de pontos na grade em Xxyz
(30, 30, 30), espacamento (0.642), e centro da grade em xyz (-2.847793 22.862241 14.848931).
Os demais parametros foram mantidos conforme configuragdes padrdo. Os ligantes de entrada,
contendo hidrogénios polares, foram formatados no estilo (pdbqt). Foram realizados entre 10 a
40 simulacBes, com mais ou menos 20 redes por vez.

Para validar a eficacia da simulacdo e avaliar a qualidade dos dockings, adotou-se o
critério de pontuacdo RMSD (Desvio Quadratico Médio), que sugere que um docking realizado
de acordo com os pardmetros, apresenta um valor RMSD inferior ou igual a 2.0 A
(SUTHERLAND et al. 2007), simultaneamente, utilizou-se a rede neural NNScore, levando
em conta a medida em concentragcdo molar da melhor pose (DURRANT; MCCAMMOM, 2010,
2011). O critério de menor energia de ligagdo sugere que, no complexo previsto pela docagem
molecular, a menor energia de ligacdo é assumida como mais proxima do estado do sitio ativo
da enzima, podendo ser associada a uma constante de afinidade (FU et al. 2018; HAVRANEK;
ISLAM, 2020). As simulagdes com as principais interagdes receptor-ligante foram visualizadas
utilizando o software Discovery Studio (BIOVIA, 2015) e Pymol (DELANO, 2020).

4.3 Analise Estatistica

Os resultados sdo expressos em valores médios + erro padrdo da média. Apds verificar
a normalidade da distribuicdo e a homogeneidade dos dados, as diferencas entre 0s grupos
foram submetidas a Andlise de variancia (ANOVA), utilizando o modelo unidirecional ou
bidirecional em experiéncias com antagonistas (FUJIKOSHI, 1993). Para identificar quais
grupos apresentam diferentes estatisticamente significativas, aplicou-se o teste de Tukey (LIN;
ZHANG, 2018), um método que compara diretamente as médias dos grupos e ajusta os valores
para minimizar erros de multiplas comparac@es. Esse teste calcula a Diferenga Honestamente
Significativa (HSD), gerando uma interpretagcdo mais confiavel dos resultados (SOUSA et al.
2012). Todas as analises foram realizadas com o software GraphPad Prism v.8.0., adotando um
nivel de significancia estatistica fixado em 5% (P <0,05) (SILVA et al. 2022).

4.4 Dindmica Molecular

As simulagdes de dindmica molecular (MD) foram efetuadas com o programa NAMD
(PHILLIPS et al. 2005). As melhores conjugacdes obtidas no acoplamento molecular foram
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resolvidas em &gua no modelo TIP3P (KATO et al. 2021), no campo de forcas CHARMM36 e
adicdo de ions para neutralizar a carga total do sistema. Finalmente, foi submetido a
minimizacao de energia pelo método Steepest Descent. O sistema foi entdo introduzido nos
equilibrios NVT e NPT nas condicdes descritas por Langevin (FARAGO, 2019). As simulacdes
de producéo do sistema foram realizadas com um tempo de 100 ns. A qualidade das estruturas
obtidas em MDs foi avaliada usando os seguintes parametros com NAMD:
e Energia potencial (kcal/mol) (DIEZ et al. 2014);
e Energia de Interacdo Proteina-Ligante (kcal/mol);
e O desvio quadratico médio das posicbes atdbmicas das proteinas, dos ligantes e das
distancias entre eles (RMSD, A), e o desvio quadratico médio das posi¢des atomicas
das proteinas, dos ligantes e das distancias entre eles (RMSD, A);
e As ligacGes de hidrogénio foram avaliadas com Dinamica Molecular Visual (VMD)
(HUMPHREY et al. 1996);
e A flutuacdo quadratica média das distancias minimas entre proteinas e ligantes foi
observadaem MD (RMSF, A) (ARSHIA et al. 2021). Os graficos foram gerados usando
o0 programa Qtrace (LIMA et al. 2012).

4.5 Calculos MM/GBSA

Utilizando o registro de dinamica molecular (MD) gerado pelo software NAMD
(PHILLIPS et al. 2005), o calculo do MM/GBSA foi realizado por meio do MolAlCal (BAI et
al. 2021), sendo as estimativas obtidas através das equacdes de variacao livre de Gibbs 1-3.

AGpind = AH — TAS = AEmm + AGso1 - TAS Equacdo 1.
AEmM =AEinteral + AE€1e +AEvdw Equacéo 2.
AGsol =AGgp + AGsa Equagdo 3.

Onde AEmm, AGsol € TAS representam a energia MM da fase gasosa, a energia livre de
solvatagdo (soma da contribui¢ao polar AGes ¢ da contribui¢do ndo polar AGsa) e a entropia
conformacional, respetivamente (GOHLKE; CASE, 2004; GOHLKE et al. 2003). A AEvm
contém a energia de Van Der Waals AEvqw, a energia eletrostatica AEeie ¢ a AEintema das
energias de ligacdo, angular e diedral. Se ndo houver altera¢Ges estruturais induzidas pela
ligacdo no processo de simulagbes MD, o calculo da entropia pode ser omitido (DASGUPTA
etal. 2017).

Esta estimativa pode entdo ser obtida a partir dos calculos dos modos normais para 0s

dois sistemas. Assim, para um complexo macromolecular com um alvo e um ligando, a energia
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de interacdo deve ser estimada de acordo com as equagdes 7, 8 e 9 (EMIRIK, 2022; SPONER
et al. 1999).

(vac)
AALZ(tleCractlon (Ecomplex Etarget) (Ecomplex llgand) + TASNORMODS Eq- 7
(vac)
AALZ(tleCractlon Ecomplex Etarget Ecomplex + E%%nd + TASNORMODS Eq- 8
AASZ?eczactzon - Ellgand Etarget + TASNORMODS EQ- 9

4.6 Processo Experimental

4.6.1 Reac0es de esterificacdo

Para verificar a atividade enzimatica das lipases CALA e CALB nas reacdes de
esterificacdo, foram medidas as conversdes de etanol em ésteres etilicos. Foram realizadas trés
reacOes variando a propor¢do dos biocatalisadores: (1) utilizando exclusivamente a enzima
CALA, (2) utilizando exclusivamente a enzima CALB, e (3) uma mistura equimolar das
enzimas de CALA + CALB. As reacdes foram realizadas em triplicatas, sem a adi¢do de
solventes organicos adicionais no meio. O etanol serviu tanto como reagente quanto como meio
reacional.

Foi utilizada uma relacdo &cido-alcool de 1:4, de &cido oleico e etanol com a enzima,
como mostra o esquema 1 (Figura 5, p. 33). Cada reacdo foi realizada em um Erlenmeyer de 5
mL, ao qual foram adicionados 3 mL da mistura reacional. Para minimizar a evaporacao do
etanol, os frascos foram hermeticamente vedados com parafilme antes de serem submetidos as
condigdes experimentais. A adi¢do das enzimas foi realizada da seguinte forma:

e Sistema reacional 1: 150 uL de CALA (5% v/v em relagdo ao volume total da reagdo);
e Sistema reacional 2: 150 pL de CALB (5% v/v em relagdo ao volume total da reacéo);

e Sistema reacional 3: 150 uLL de CALA + 150 uLL de CALB (5% v/v de cada enzima).

Para cada sistema, foi preparado um controle negativo, onde a reagéo foi conduzida nas
mesmas condicBes, porém sem a adicdo de enzima, a fim de verificar a conversdo espontanea
do &cido oleico. Os sistemas foram mantidos sob agitagdo orbital a 250 rpm e temperatura de
45 °C por 300 minutos, conforme parametros descritos por Brand&o et al. (2021).

A (Figura 5, p. 33) ilustra a configuracdo experimental dos processos de reacao

empregados na producdo de ésteres etilicos a partir do acido oleico e etanol, catalisados por
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lipases comerciais. Contendo o controle negativo, reacdo realizada nas mesmas condigdes, mas

sem a presenga de enzima, utilizada para avaliar a conversdo espontanea do substrato.

Figura 5 - Trés esquemas de reagdo de biocatalise para a reagdo de esterificagao.

Reaction 1. 5% CALA + EtOH (1:4)
Reaction 2. 5% CALB + EtOH (1:4)
Reaction 3. 5% CALA+ 5% CALB + EtOH (1:4)

o o
VW‘\/:‘\,"‘\./’\/\JH‘OH \/\/’\MJH\DF&..
1 T

Fonte: Autor (2025)

4.6.2 Estimativa do grau de sintese

Para quantificar a conversao dos acidos graxos livres (AGL) em ésteres etilicos, foram
retiradas aliquotas de 100 uL. do meio reacional e o padrao de reagdo sem a enzima, em tempos
especificos. Cada aliquota foi diluida em 5 mL de etanol previamente neutralizado e, em
seguida, os AGL residuais foram titulados com NaOH 0,1 M, utilizando fenolftaleina como
indicador da reacdo (SANTQOS, 2015).

O indice de acidez (IA) foi determinado antes (1Ai) e ap0s a reacdo (IAf) e a conversao

foi calculada conforme a Equacéo 4:
Conversion (%) = % %X 100 Equacdo 4.

IAi representa o indice de acidez inicial, indicando a quantidade inicial de Acidos
Graxos Livres (AGL) introduzida na rea¢do. Enquanto isso, 1A refere-se ao indice de acidez
final, representando a quantidade remanescente de AGL em soluc¢éo, que nao foi utilizado pela
enzima (ALEXANDRE, 2022). Para garantir a precisdo dos resultados, todas as titulacdes
foram realizadas em triplicata e corrigidas utilizando um branco, composto por uma solugéo de

etanol neutralizado titulado nas mesmas condi¢des, sem amostra.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Reacio de Esterificacio Homogénea

As reacOes de sintese dos ésteres metilicos do &cido oleico, utilizando a enzima
comercial CALA e CALB livre como catalisador homogéneo, foram baseadas nos valores
Otimos da pesquisa de Sousa (2013), em que a razdo molar foi de 1:4 (&cido e alcool), a
temperatura foi de 37 °C e a velocidade de agitacédo foi de 150 rpm. O tempo de reacao foi de
Sh e, para cada reagdo, foram adicionados 3,0 uL. da enzima livre ao meio para um total de 80
UpNPB/g. No final do dia e para cada reacdo, foi efetuada a suavizacdo. O teor restante de
4cidos gordos livres foi utilizado para determinar a taxa de consumo de Acidos Graxos Livres
(AGL) e para selecionar os melhores resultados para efetuar a analise do teor de ésteres
formados por cromatografia gasosa. Os resultados das taxas de consumo de AGL obtidas séo
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Taxas de consumo de AGL por reacdes de esterificagdo homogénea.

Reaco Volumel Volume2 Volume3 Branco Convercao
(mL) (mL) (mL) volume (mL) (%)
5% CALA 4.6 4.2 4.2 9.5 53.12
5% CALB 3.0 3.2 3.0 9.3 67.75
5% CALA + 5% CALB 2.6 2.8 2.7 9.2 70.67

Fonte: Autor (2025)

A utilizagdo da enzima comercial CALA na forma livre como catalisador na reagéo de
esterificacdo dos AGL do acido oleico promoveu conversfes 6timas em ésteres etilicos com
apenas 53,12% de conversao. O valor do AGL para a CALB aumentou em quase 15% na sua
conversao. Por fim, a que melhor apresentou a conversao em massa foi com a mistura, com um
ligeiro aumento e passou a registar 70,67%, sob as mesmas condicdes de reacao.

Em suma, os resultados das reacdes foram moderados e relativamente proximos entre
si. Observou-se que as enzimas comerciais, CALA e CALB na forma livre, apresentam boa
atividade na presenca de etanol. No entanto, o desempenho catalitico é significativamente
influenciado pela natureza do &cido carboxilico utilizado, uma vez que sua acidez afeta a
polarizacdo do carbono carbonilico, interferindo na eficiéncia do ataque nucleofilico da
hidroxila alcodlica e, consequentemente, na formagdo do monoeéster graxo.

Os processos de sintese de biodiesel tém-se revelado eficientes quando se utilizam
alcoois de cadeia curta (metanol, etanol, isomeros de butanol), sendo o metanol o mais

adequado na rota quimica por ter boa reatividade e ndo formar uma mistura azeotropica com a
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agua (GRUNWALD, 2014). O processo enzimatico ndo requer condi¢des de alcool anidro, uma
vez que a maioria das enzimas necessita de alguma &gua para ser mais ativa. Porém, essa
quantidade de agua é tdo limitada que ndo facilita o processo reversivel de esterificacdo ou
transesterificacdo, que € a hidrolise (GRUNWALD, 2014; REMONATTO et al. 2018).
Estudos realizados por Remonatto (2017), mostraram que as enzimas livres obtiveram
bons rendimentos na sintese de ésteres etilicos (FAEE), sendo que as melhores taxas
apresentadas pelos pesquisadores foram as obtidas com etanol, porém com uma razdo molar

etanol/acido de 4:1.

5.2 Analises de Dados Molecular
5.2.1 Docking molecular

Com base na literatura de (ALMEIDA et al. 2020) e com algumas adaptacOes de
(FONSECA et al. 2020a), este estudo de simulacao de acoplamento molecular foi utilizado para
elucidar a reacdo de interacdo de hidrélise entre o acido oleico e as lipases CALA/CALB.

Mediante a analise do docking molecular pelo Autodock Vina (TROTT; OLSON,
2010), conseguimos compilar a afinidade e as energias do desvio quadratico médio (RMSD)
dos ligantes, conforme demonstrado na Tabela 5.

Tabela 5 - Resultado de acoplamento molecular com as respectivas pontuacdes de acoplamento.

Energia de Afinidade

Compostos (kcal/mol) RMSD Lipase
Acido Oleico -4.9 <2.0A CALA
Acido Oleico -6.0 <20A CALB
Acido Oleico -8.5 1.54 A CALA/CALB misturada

Fonte: Autor (2025)

Apesar de todos se alocarem na mesma regido do sitio ativo da proteina, que
normalmente é constituido pela triade catalitica (Ser-His-Asp), no caso da lipase CALA, a
simulagdo sugere uma composicdo de residuos Ser 184, His 366 e Asp 334 (SANDSTROM et
al. 2009), e para a CALB, os residuos Asp 187, His 224 e Ser 105 (CEN et al. 2019).

Os NACs (Nucledfilos no Sitio Catalitico) sdo caracterizados pela sua compatibilidade
com as conformacdes que envolvem o ataque do sitio catalitico ao carbono eletrofilico do grupo
acila (BRUICE; LIGHTSTONE et al. 1999). Em um NAC tipico, a distancia entre o0 oxigénio
do residuo Ser 184 (CALA)/Ser 105 (CALB) e o carbono carbonilico geralmente se observa
proximaa 3 A, enquanto os mesmos 4tomos, juntamente com a molécula de oxigénio carbonila,
formam um angulo de aproximadamente 60°, alcangando um méaximo de 90° (CORICI et al.
2015).
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Nesta simulacdo, para a lipase CALA, ndo foram observadas caracteristicas que
configurariam uma NAC em todas as 10 poses estudadas para cada substrato. Entretanto,
apresentam-se as interacdes mais destacadas da pose considerada mais proxima ao sitio ativo
da enzima. No complexo entre a CALA e o acido oleico, conforme ilustrado na (Figura 6),
evidencia-se uma ligacio de hidrogénio com a Ser 184 (3.063A) da triade catalitica,
configurando assim uma NAC, dada a aproximacdo entre a carbonila do acido e o referido
residuo. Além disso, foram identificadas interac@es hidrofobicas do tipo alquila com os residuos
Phe 149, lle 150, Thr 221, Phe 222, Leu 225, Val 238, Leu 241, Leu 296, lle 301, lle 336 e, por
fim, Val 337 (LEVANDOSKI et al. 2015).

Figura 6 - O sitio ativo da lipase CALA com a triade catalitica Asp334-His366-Ser184 (azul)
¢ as interacdes dos residuos com Acido oleico.

Catalytic triad
CALA

His 366

Fonte: Autor (2025)

Ao investigar a lipase CALB em interacdo com o &cido oleico, na simulacdo os
resultados indicaram uma proximidade notavel do sitio catalitico da lipase com a regido onde
ocorreria a hidrdlise. As 10 poses de acoplamento foram, portanto, categorizadas como NACs
fortes, uma vez que a distancia entre a Ser-O (105) e a carbonila-C do substrato ficou abaixo de
3 A Figura 8, acompanhada de um &ngulo inferior a 60°, como documentado por (FONSECA
et al. 2020).

Portanto, em relagédo ao 4cido oleico, é evidente uma aproximacao hidrofilica com o Ser
105 (2.063A) (Figura 7, p. 37), estabelecendo uma ligac&o de hidrogénio na triade catalitica, e
o Thr 40 (2.64A), e uma ligacao de hidrogénio envolvendo o oxigénio do grupo carbonila. Além
disso, observa-se uma aproximacao hidrofobica nos residuos Thr 40, Thr 138, Leu 144, Val
154, Ala 281, Ala 282, lle 285 e lle 189, do tipo alquila. Finalmente, para o acido oleico,
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destaca-se outra interacdo intrigante nos residuos da triade catalitica, em particular com His
224, formando um p-anion na regido da carboxila (FONSECA et al. 2020).

Figura 7 - O sitio ativo da lipase CALB com a triade catalitica Asp187-His224-Ser105 (azul)
e as interacoes dos residuos com Acido oleico.

Catalytic triad > . %
CALB @ A e

The 133 /

lle 169

¢

| " Ala 261
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Fonte: Autor (2025)

Na (Figura 7), o acido oleico interage com residuos hidrofébicos do tipo alquila. Na
simulacdo subsequente com a combolipase (Figura 8, p. 37), observamos uma modificacdo na
combinacdo e agrupamento de outros residuos livres, resultando em uma maior proximidade
com Leu 295, Val 239 e Ala 218. Além disso, foram identificados outros residuos relevantes,
como Leu 296, Leu 305, Leu 241, lle 150, Phe 149, Phe 233, Leu 225, Phe 222, Val 286 e Phe
287, caracterizados por suas tendéncias apolares e hidrofébicas (LEVANDOSKI et al. 2015).

Na simulacéo da combinacdo das lipases CALA+CALB, em interagdes com 0s residuos
do &cido oleico (Figura 8, p. 38), observou-se uma notavel aproximacao hidrofilica do sitio
catalitico da lipase CALA, especialmente com Ser 184, mantendo-se estavel, coerente com 0s
resultados obtidos nas simulagdes individuais. Por outro lado, a estrutura do sitio catalitico da
CALB demonstrou uma proximidade mais evidente com os residuos Leu 225 e Phe 233, sem,
contudo, reproduzir a ligacdo de hidrogénio anteriormente estabelecida na triade catalitica com
a Ser 105 e a His 224. Essa diferenciacao sugere possiveis variagdes na interagéo entre as lipases
em conjunto, enriquecendo nossa compreensdo das dinamicas moleculares envolvidas
(FONSECA et al. 2020).
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Figura 8 - Combinag¢ao do combolipase CALA+CALB com as triades cataliticas e as
interagdes dos residuos com o Acido oleico.

{ = Catalytic triad
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Phe 287 Asp 187 -1 g “ ‘Ser 105
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Val 286 Leu225 Catalytic triad
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Asp 324

Phe 233
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Leu 305 35A

3 Ser 184
¢ . Phe 149 ) t

Leu 241
e 150

Fonte: Autor (2025)

5.3 Estudo In Silico
5.3.1 Acoplamento molecular entre as duas Lipases

As triades identificadas nas interfaces consistem em Ser 184, His 366 e Asp 334
provenientes da Cadeia A (CALA), e Asp 187, His 224 e Ser 105 da Cadeia B (CALB). Apesar
de termos incluido esses residuos como locais de interagdo nas interagdes proteina-proteina,
ndo detectamos um envolvimento direto de ambos os residuos. N&o ha evidéncias de
participacdo direta na estabilizacdo do complexo, seja por meio de liga¢des hidrogénicas ou
interacOes hidrofdbicas.

A anélise dos resultados da interacao proteina-proteina, obtidos com base nos minimos
de energia, revela a interagdo entre aminoacidos livres, dispostos nas estruturas das lipases. As
interacbes mediadas por ligacGes de hidrogénio entre as proteinas destacam a participacdo
especifica de Asp 17 e Leu 20 com GIn 428, Thr 267 com Thr 248, Glu 46 com Arg 270 e GIn
23 com Leu 111 (Figura 9, p. 40). E importante notar que todos os residuos presentes na

interface sdo conservados em termos de sequéncia, conforme evidenciado por alinhamentos e
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pesquisa de dominios conservados no NCBI (RAYCHAUDHURI et al. 2006; VANCE et al.
2003).

Ao analisar a representacdo da superficie do complexo nas Cadeias A e B na figura
abaixo, destacamos uma notavel complementaridade de formas, indicando uma possivel
interacdo estavel entre as duas proteinas. Cada oval colorido representa um residuo de
aminoacido indicados nas cadeias, e as conexdes entre eles indicam diferentes tipos de
interacdes, sendo as linhas azuis referentes as ligacdes de hidrogénio, que séo interacbes polares
importantes para a estabilidade da proteina. As linhas vermelhas indicam contatos ndo polares,
que envolvem interacOes hidrofébicas ou de Van der Waals (VANCE et al. 2003).

As estruturas polares acidas séo identificadas em vermelho (negativamente carregados,
tendem a formar ligacdes de hidrogénio e interacGes eletrostaticas com residuos &cidos), as
polares neutras em verde (participam de ligacdes de hidrogénio e estabilizam interacfes
proteina-proteina), as alifaticas em tons de cinza (esses residuos normalmente participam de
interacOes hidrofdbicas), as aromaticas em parpura (envolvem-se em empilhamento aromatico
e interacdes hidrofdbicas), glicina e prolina em laranja (referente a residuos especiais, a prolina
pode ser encontrada em regides estruturais rigidas) e residuos basicos em azul (sdo comuns em
ligacdes de hidrogénio e interacOes eletrostaticas com residuos acidos) (SARKER et al. 2024).
Esses resultados fortalecem a robustez e a viabilidade da interagdo proteica, proporcionando
uma visdo mais abrangente da natureza especifica dessa interacdo. Sugestivamente, a coloracéo
revela padrGes que podem ser fundamentais para compreender aspectos especificos dessa
interacdo molecular (FAZIL et al. 2012).
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Figura 9 - Interacdo proteina-proteina entre Chain A (CALA) Chain B (CALB).

Chain A Chain B

Ala1s @D @D Gly432
Aspt7 @D . @D Pheddl
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T™he267 @D @D Vall 17
Thra3 @D @D Thr280
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Fonte: Autor (2025)

O diagrama Topoldgico de Hera, analisa a estrutura de proteinas e a distribuicdo integral
de todos os residuos, livres das estruturas secundarias como hélice de o e folhas de 8, de maneira
simplicada (Figura 10, p. 41), por meio de agrupamentos de aminoécidos em cadeias e suas
rupturas, além da organizacdo espacial e topoldgica (VAZQUEZ, 2018). O numero de
cisalhamento/ruptura do cano, uma medida do escalonamento dos fios na folha fechada, € 13.
Pois dois lacos dispostos na cadeia f9 podem ser considerados como uma dupla de lagos
simétricos, sugerindo uma simetria na estrutura da proteina (HUET et al. 2013).
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A primeira al¢ca é formada por um eixo 4, que esta topologicamente relacionado a 1,
B2, B3, P4 e BS, respectivamente, sendo conectado a 6, 7, B8 e 9. As cadeias B1, B2 e B3 sdo
paralelas entre si, porém sdo separadas da cadeia 4 pela cadeia B5. Essa interferéncia sugere
que B4 esteja em uma orientacdo antiparalela em relacao ao seu conjunto primario de algas. As
cadeias 6, B7, B8 e B9 permanecem paralelas a estrutura, apesar de sofrerem interferéncia de
outras cadeias. Essa conformacéo dobrada € denominada "double-barrel” e foi observada em

varias outras estruturas proteicas, conforme mencionado por (CASTILLO et al. 1999).

Figura 10 - Diagrama topoldgico Hera da estrutura CALA e CALB.
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A estrutura secundéria das proteinas CALA+CALB foi analisada utilizando o método
PSIRED, revelou uma distribuicdo diversificada de elementos estruturais. Esses elementos
incluem bobinas, hélices alfa e folhas beta. O diagrama topoldgico resultante representa
graficamente a disposicdo desses elementos na subunidade da proteina (GHAZI et al. 2023).

A disposicdo dos elementos da estrutura secundaria na subunidade séo caracterizados
por, setas grandes cor-de-rosa representam as cadeias beta, enquanto cilindros vermelhos
indicam alfa-hélices, as setas azuis menores indicam de ligacdo a direcionalidade da cadeia
proteica e 0s numeros dentro dos elementos estruturais secundarios correspondem aos numeros
do primeiro e do ultimo residuo (Figura 11, p. 43) (LISNYAK, 2017).

Neste diagrama, as setas grandes cor-de-rosa séo usadas para representar as cadeias beta,
que sdo segmentos de cadeias polipeptidicas estendidas e organizadas em folhas planas. Os
cilindros vermelhos indicam as alfa-hélices, que sdo estruturas secundarias enroladas,
conferindo estabilidade a proteina. As setas azuis menores indicam a direcionalidade da cadeia
proteica, fornecendo informacGes sobre a orientacdo dos residuos ao longo da cadeia
polipeptidica (GHAZI et al. 2023).

Além disso, os nimeros dentro dos elementos estruturais secundarios correspondem aos
nameros do primeiro e do Gltimo residuo de cada elemento, ajudando a identificar sua extenséo
ao longo da sequéncia proteica (HAGHROOSTA et al. 2020). Foi observado 9 segmentos de
cadeias polipeptidicas que formam as folhas betas, 48 sdo as regides em que a cadeia politipica
muda de direcdo, conectando segmentos de estruturas beta, possuindo assim um total de 425

aminoéacidos (aa) ligantes e ndo ligantes.
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Figura 11 - Diagrama topoldgico representante de ligacdo da estrutura secundaria da
CALA+CALB.

Fonte: Autor (2025)

5.3.2 Andlise do complexo de enzimas CALA+CALB

A validacéo estrutural das lipases é realizada através da elaboracéo e analise do Gréafico
de Ramachandran. Este grafico possibilita a visualizacdo das areas conformacionalmente
favoraveis e desfavoraveis, baseadas nos angulos de tor¢ao phi (@) e psi (y) dos aminoacidos
em uma cadeia polipeptidica (RODWELL et al. 2021). Cada angulo foi calculado com base nas
coordenadas atdmicas da proteina, o que permitiu a elaboracdo do diagrama. Os valores de
(p,y) foram plotados em um grafico bidimensional (FERREIRA, 2016), onde:

e O eixo X representa o angulo ¢, que varia entre -180° a +180°.

e Oceixo Y representa o angulo y, que varia entre -180° a +180°.

As regides do grafico foram coloridas conforme a probabilidade de ocorréncia das
conformacdes estruturais, sendo classificadas da seguinte forma (KZIOZEK et al. 2021):
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e Regides Favoraveis (azul escuro): Representa conformacfes de alta estabilidade e
frequentemente encontradas.

e Regides Adicionalmente Permitidas (azul médio): Representam conformacdes
possiveis, porém menos frequentes.

e Regides Generosamente Permitidas (azul claro): Representa conformagcdes raras, porém
aceitaveis.

e Regides Desfavoraveis (branco ou vazio): Representam conformacgoes

estereoquimicamente desfavoraveis, geralmente ligadas a limitagGes estruturais severas.

O grafico de Ramachandran (Figura 12, p. 45) revelou que 92,7% dos residuos estao
situados nas regides favoraveis (representadas em azul). Nas areas adicionalmente permitidas
(em azul escuro), a porcentagem foi de 6,4%; enquanto nas regides generosamente permitidas
(indicadas em azul claro), alcancou 1,5%. A presenca de residuos nas regies desfavoraveis
(vazias) foi de 0,45%. Vale ressaltar que os residuos localizados nas regides desfavoraveis
refletem as estruturas utilizadas como modelos, alguns dos quais estdo localizados nas
extremidades da proteina (MUHL; VITORIA, 2017).

Esses dados do grafico corroboram o modelo obtido. Dessa forma, por meio do
alinhamento, foi possivel identificar as regifes estruturalmente conservadas e variaveis,
impedimento examinando os residuos estruturalmente equivalentes na sequéncia primaria
durante o processo de identificagdo da lipase (PAL et al. 2014). Essa abordagem contribui
significativamente para a compreensdo das caracteristicas estruturais e funcionais da lipase em

questao.
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Figura 12 - O grafico de Ramachandran do complexo enzimatico CALA+CALB.
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Fonte: Autor (2025)

5.4 Dinamica Molecular

Um sistema termodindmico que consiste num soluto e num solvente pode ser modelado
utilizando um complexo proteina-ligante. Este complexo é caracterizado por vérios tipos de
forcas intermoleculares, bem como por trocas térmicas entre as moléculas e os ions presentes.
As leis da termodindmica ditam que a relacdo entre estas moléculas e a forma como a
transferéncia de calor ocorre estd relacionada com véarias mudancas de energia, como
evidenciado por estudos realizados anteriormente na literatura (ARCON et al. 2017,
BERETTA, 2020; CHINAKA, 2021; STRUCHTRUP, 2020).

Para compreender melhor o comportamento destes complexos proteina-ligando, foram
efectuadas simulagdes de dinamica molecular utilizando NAMD (PHILLIPS et al. 2005).
Estas simulagdes visavam avaliar possiveis alteracdes conformacionais globais e a estabilidade
da proteina ap6s cada conformacdo, bem como obter informagbes sobre o mecanismo de
interacdo dos complexos a nivel molecular. Estudos recentes realizados por Byléhn et al. (2021)
e Du et al. (2016), utilizaram esta técnica para obter informacGes valiosas sobre a estrutura e a
funcdo dos complexos proteina-ligando.

Os resultados obtidos com estas simulagfes podem ser valiosos para o desenvolvimento

de um processo mais dinamico e eficiente na producgdo otimizada do biodiesel, bem como para
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a otimizacao de processos quimicos com vista a melhorar a eficiéncia das reages. Assim, as
implicacOes destas simulagdes séo significativas para um vasto espetro de dominios cientificos
e industriais, a biotecnologia e a ciéncia dos materiais (VAMATHEVAN et al. 2019).

5.5 Analise de RMSD

Logo apds a docagem molecular, a melhor pose do acido oleico foi selecionada por
apresentar as melhores energias de ligagéo para realizar o estudo da dindmica molecular, de
acordo com o sitio catalitico de CALA, CALB e CALAB.

O grafico apresenta a Raiz do Desvio Quadratico Médio (RMSD) (Figura 13, p. 47),
para as lipases, tanto o complexo CALA como CALB e &cido oleico, onde é possivel visualizar
as simulaces referente a confirmacdo inicial do complexo ligante-enzima versus o tempo de
simulacgdo (ns) na etapa de simulagdes de producdo do MD com o complexo ligante-enzima
versus o tempo de simulacédo (ns) na etapa de simulacdo de produ¢do do MD com os complexos
CALA/acido oleico (vermelho); CALB/acido oleico (verde); CALA-CALB/acido oleico
(preto).

A estabilidade relativa do sistema CALB/&cido oleico (verde), apresenta os maiores
valores de RMSD e maior flutuacdo ao longo do tempo, sugerindo maior
flexibilidade/dinamicidade estrutural em torno de 3.0 A (salto brusco) — 4.5 A, ocorrendo a
variacdo ao longo do tempo, com um aumento acentuado no RMSD apds 20ns da trajetdria
estabilizando-se em 100ns, sugerindo uma mudanga conformacional significativa. A
estabilidade relativa dos sistemas CALA/acido oleico (vermelho) e CALA-CALB/acido oleico
(preto), apresentam RMSD menores e relativamente estaveis, indicando que essas
configuracdes mantém conformagBes mais consistentes em regides mais rigidas da estrutura.

No entanto, os sistemas CALA/&cido oleico (vermelho) e CALA-CALB/acido oleico
(preto) apresentam valores mais baixos de RMSD e com menor variacéo ao longo da simulacdo,
sendo de 1.7 A - 2.5 A (inicio em 20ns) entrando em estabilidade em 2.3 A a 100ns e CALA-
CALB/4cido oleico (preto) 1.5 A - 2.5 A (salto de 50ns a 80ns) estabilidade também em 2.3 A
a 100ns.

A estabilizacdo estrutural pode estar relacionada a afinidade de acido oleico pelos
diferentes complexos enzimaticos, j& a alta flutuacdo do sistema CALB/&cido oleico (verde)
pode indicar menor estabilidade dessa interagdo, enquanto os sistemas que envolvem CALA
parecem mais estaveis. O gque € consistente nos estudos anteriores como Cavallari et al. (2006),
que utilizaram simula¢6es MD para avaliar a estabilidade de uma enzima protease viral em uma

solugdo aquosa com diferentes ligantes contendo diferentes niveis de hélice de o e folhas de B,



47

onde, os picos indicam regides moveis (loops em peoteinas) e vales indicam regifes estaveis
(hélice de o e folhas de B). As interacbes de longo alcance foram calculadas usando o
procedimento SPME e um banho termal Langevin a 310K (MIYAMOTO et al. 2014). Os
desvios quadraticos medios (RMSD) foram wusados para descrever as mudancas
conformacionais da proteina observadas durante as simulagdes de DM.

As alteracbes conformacionais da proteina observadas durante as simula¢des de DM
foram descritas por meio de desvios quadraticos medios (RMSD) na equacéo 5. ri(t) e ri(0) séo
as coordenadas do i-ésimo atomo no tempo t e 0, respectivamente, e N € 0 nimero de atomos

no dominio de interesse.
1 oN 2113 <
RMSD = [~ 3" [ry(t) — r,(0)?]] Equagio 5.

Figura 13 - Raiz do Desvio Quadratico Médio (RMSD).
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Fonte: Autor (2025)
5.6 Analise de RMSF

Com base na analise RMSD, a estabilidade dos complexos foi confirmada. No entanto,
a fim de obter informac6es mais detalhadas sobre as mudangas conformacionais observadas na
proteina durante simulacdes de dindmica molecular (DM), as flutuacfes na estrutura media da

proteina foram calculadas em termos de Flutuacdes Raiz Méedia Quadrada (RMSF) das posic¢des
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atdmicas, as quais foram determinadas usando a equagdo 6. Os valores de RMSF foram
calculados subtraindo-se a posi¢do média de cada atomo 7; de sua posi¢do em cada passo de
tempo j e, em seguida, calculando-se os desvios quadraticos (KARPLUS; GELIN, 1997).

O tempo total de simulagdo | foi expresso como o namero total de passos de tempo
coletados. Este calculo forneceu informacgdes mais detalhadas sobre a dindmica da proteina
durante as simulacdes, possibilitando a avaliagdo do impacto das interagdes com os complexos
formados (KARPLUS; GELIN, 1997; VOROBJEV 2001).

~ 1/2
RMSF,; = [% R OE r_l-]z] Equagio 6.

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

A (Figura 14, p. 49), exibe o grafico de RMSF ao longo dos residuos da proteina para
trés sistemas diferentes: MD CALA_CALB (preto), MD CAL_A (vermelho) e MD CAL_B
(verde), logo o eixo X representa os residuos das proteinas, enquanto o eixo Y indica a variacao
do RMSF em A. O sistema MD CAL_A (vermelho) apresenta picos mais pronunciados,
especialmente nos residuos Leu 57 (A) e Phe 380 (A), sugerindo maior mobilidade nesses
pontos estruturais. Além disso, foi a flutuacdo observada no sistema, podendo indicar variacdo
de maior flexibilidade estrutural, o que pode afetar sua estabilidade funcional (LIRA et al.
2021). Ou seja, valores maiores em algumas regides, podem sugerir que o ligante causa maior
movimento ou desestabilidade estrutural.

O sistema MD CALA_CALB (preto) exibe uma flutuacdo intermediaria, sugerindo que
a interacdo entre as duas proteinas pode modular a estabilidade global. E o sistema CAL_B
(verde) é o mais estavel, com menores oscilagdes na maioria dos residuos, parece ser mais
rigido, o que pode estar relacionado a uma maior estabilidade conformacional. Os resultados
indicam que as trajetorias de simulacdo de dindmica molecular para todos os complexos
apresentaram oscilaces médias com correlagdes significativas com residuos criticos na
replicacéo (QIN et al. 2020). Dessa forma, valores menores de RMSF em muitos casos indicam
que o ligante estabiliza essas regides, reduzindo sua flexibilidade.

Os residuos Asp 18 (A), Ala 102, Val 137 e Ala 141 (B), apresentam flutuacfes
moderadas, em comparacéo aos residuos Phe 380 (A) e Phe 431 (A) que possuem 0s maiores
picos, indicando que essas regides da proteina podem ser mais flexiveis ou expostas ao solvente,

esses picos mais altos de RMSF geralmente correspondem a regifes que podem estar



49

envolvidas na interagdo com ligantes ou sofrer mudangas conformacionais importantes . No
entanto, a maior parte dos residuos exibem RMSF abaixo de 2 A, indicando uma estrutura
relativamente rigida, apenas algumas regides apresentam flutuacéo acima de 5 A, o que pode
estar associado a regides de loops ou dominios flexiveis (SILVA et al. 2022).

As conformagdes obtidas a partir de simulagdes de MD para ambas as enzimas foram
complexadas com 0 mesmo ligante através de técnicas de acoplamento, gerando informacdes
importantes sobre os modos de ligacdo de pequenas moléculas em diferentes estados de
enovelamento enzimatico (THIRUMALAI et al. 2020).

Figura 14 - Flutuacdo da raiz quadrada média (RMSF).
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5.7 Analise de ligacdes de Hidrogénio

O namero de ligagdes de hidrogénio é essencial para verificar se um complexo atingiu
a estabilidade em um sistema dinamico (MASCOLI et al. 2021; RAGUNATHAN et al. 2018).
O gréfico apresentado na (Figura 15, p. 51), mostra a evolucéo das ligacdes de hidrogénio entre
as proteinas e um ligante ao longo do tempo de simulagdo molecular, para trés condi¢Ges
distintas: MD CAL_B (verde), MD CALA_CALB (preto) e MD CAL_A (vermelho).

O complexo MD CAL_B (verde) apresenta uma variabilidade maior nas ligacOes de
hidrogénio ao longo do tempo, com flutuagdes frequentes entre 0 e 4 ligacGes, com um pico

oscilante entre 50ns a 60ns. Esse comportamento sugere interacBes mais dinamicas, podendo
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indicar ligacdes menos estaveis ou intermitentes. O sistema MD CAL_A (vermelho) exibe uma
regido continua de pelo menos uma ligacao de hidrogénio em quase toda a simulagéo, indicando
maior estabilidade na interacdo proteina-ligante, essa condi¢do favorece uma interacdo mais
estavel com o ligante, mostra oscilacdes ao longo do tempo entre 60ns a 100ns. Ja o sistema
MD CALA_CALB (preto) demonstra manter um namero reduzido de ligaces de hidrogénio,
com oscilagdes variantes de 1-2 ligacbes com interacdes esporédicas ao longo do tempo,
precisamente de 10ns a 60ns. Pode indicar que essa condi¢do ndo seja nada favoravel em
interacdes fortes entre proteinas e ligante.

A simulacdo sugeri que as redes de ligacdo de hidrogénio relativamente adequadas e
medianas, agrega a condi¢do que mantém o ligante mais firmemente associado a proteina do
sistema MD CAL_A (vermelho), seria a condi¢do mais favoravel, dada sua estabilidade nas
ligacGes de hidrogénio. O momento em gue essas conexdes estavam muito presentes sugere que
essa interacdo manteve a estabilidade do complexo além do tamanho dos compostos e suas
funcionalidades (QIN et al. 2021).

Por outro lado, a flutuacdo do sistema MD CAL_B (verde) pode advertir possiveis
mudancas conformacionais na proteina ou no ligante, que impactam a formacéo das ligacoes.
Portanto, correlacbes complementares podem ser observadas na comparacdo de ligacGes de
hidrogénio formadas em dindmica molecular com aquelas previamente obtidas pelo processo
de acoplamento, indicando a convergéncia de um método estatico para um processo de sistema
continuo (SOARES; CALIRI, 2009).

Um maior numero corresponde de ligacGes de hidrogénio podem indicar uma estrutura
mais estavel, no entanto a perda de liga¢6es ao longo do tempo pode sugerir desdobramento ou
instabilidade. J&, o nimero de persisténcia das ligacGes entre uma proteina e um ligante indicam
a forca da interacdo, ou seja, ligagdes mais duradouras ao longo de uma simulacdo molecular
sugerem uma afinidade maior entre as moléculas (NAMBA et al. 2008)

Nas interacOes proteina-proteina as ligagdes de hidrogénio indicam areas de interacao
importantes, pois alteracfes no padrao de ligacdes de hidrogénio o longo de uma simulacédo de
dindmica molecular pode sugerir transi¢fes entre diferentes estados conformacionais. Além
disso, mudancas no ambiente molecular podem afetar a formacéo de ligagOes alterando a fungéo
e estabilidade da proteina (HASSUNUMA; YONEZAWA, 2023).
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Figura 15 - Ligacdes de hidrogénio formadas entre a proteina e o ligante durante as etapas de
simulacgao.
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5.8 Calculos de SASA

A Area de Superficie Acessivel ao Solvente (SASA) é uma medida da &rea de superficie
de uma proteina que é acessivel as moléculas do solvente, e desempenha um papel fundamental
na compreensdo do comportamento das proteinas em solucdo. O SASA dos complexos com 0
acido oleico foi monitorado durante simulaces de 100ns de dindmica molecular (DM), que é
uma poderosa técnica computacional que pode fornecer informacGes detalhadas sobre a
dinmica e estabilidade de biomoléculas (MAZOLA et al. 2015).

O grafico mostra a evolugdo SASA para trés condicfes ao longo de 100ns, sendo elas
MD CALA_CALB (preto), MD CAL_A (vermelho) e MD CAL_B (verde) (Figura 16, p. 53).

A curva MD CALA_CALB (preto) apresenta os maiores valores de SASA (~28.000-
30.000 A?), indicando que essa estrutura tem maior exposi¢do ao solvente, sugerindo uma
estrutura mais aberta ou expandida, em questdo molecular CALA/CALB contém ions
monovalentes estabilizadores e altos. A curva MD CAL_A (vermelho) mantém valores
intermediarios/oscilantes entre (~18.000-20.000 A?), enquanto a curva MD CAL_B (verde)
apresenta os menores valores entre (~12.000-14.000 A?), sugeri ao longo da simulagdo uma
conformacdo mais compacta, onde menos superficie da lipase esta exposta ao solvente, ou

possui regides mais flexiveis.
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Residuos com alto SASA estdo expostos ao meio aquoso, hidrofilicos ou em regibes de
superficie. Ja os residuos com baixos indices de SASA estdo enterrados no interior da proteina,
hidrofobicos ou envolvidos em interagfes intramoleculares (FIDELIS, 2017). No entanto, a
diminuicdo do SASA de um residuo pode sugerir que ele esta envolvido na interagdo com um
ligante ou outra proteina, dessa forma proteinas estaveis tendem a manter uma distribuicdo
consistente de SASA ao longo da simulacéo e o aumento do mesmo pode fornecer indicagéo
de desdobramento parcial ou instabilidade da estrutura (AUSAF ALl et al. 2014).

A SASA esta diretamente relacionada ao grau de compactacdo da estrutura da lipase.
Uma estrutura mais aberta permite maior interagdo com o solvente, enquanto uma estrutura
mais fechada reduz essa interacdo (OLIVEIRA, 2020). Para lipases, a acessibilidade ao solvente
pode afetar a interacdo com substrato e a eficiéncia ao solvente (DALLA-VECCHIA et al.
2004).

A diferenga nos valores observados sugere que a interacdo entre as subunidades ou
diferentes conformacgdes impactam diretamente na acessibilidade ao solvente (CHITOLINA et
al. 2021). Logo, A diferenca nos valores de SASA entre as trés condi¢cdes pode estar associada
a variacdes conformacionais da lipase, onde a estrutura MD CAL_B pode apresentar maior
exposicao de residuos hidrofilicos, ao mesmo tempo que parece estar mais compacta e menos
acessivel ao solvente.

As trés curvas mostram uma tendéncia de estabilidade ao longo do tempo, indicando
que as estruturas alcangam um equilibrio na acessibilidade ao solvente ap6s um periodo inicial
de adaptacdo. Isso sugere que a ligacdo dos ligantes a proteina ndo alterou significativamente a
acessibilidade das moléculas do solvente a superficie da proteina (MARSH; TEICHMANN,
2011).

Os sistemas com maiores concentracfes de ions apresentaram menores areas € podem
ter encolhido sob a influéncia da carga superficial, resultando em estruturas proteicas mais
compactas. Tornando possivel observar um aumento acentuado durante a simulacédo, indicando
relaxamento estrutural, os valores de SASA flutuaram em torno de um valor constante,
indicando que as simulacdes tiveram sistemas equilibrados amostrados. Uma inspe¢do mais
aprofundada dos dados revelou que a flutuagdo ou "respiracdo” da superficie relaxada foi
principalmente devido a uma flutuagdo da SASA da area C-terminal flexivel. Isso indica que a
flexibilidade da regido C-terminal desempenha um papel importante na determinacdo dos
valores globais de SASA da proteina (NOVOTNY et al. 2007).

Logo, a andlise dos valores de SASA durante as simulagdes MD forneceu informagdes

importantes sobre a dindmica e estabilidade dos complexos de composi¢éo do acido oleico. Os
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resultados deste estudo poderiam potencialmente ser usados para informar o planejamento de
novos compostos que interagem mais efetivamente com a superficie da proteina, ou para

otimizar as condic¢des sob as quais os complexos proteicos sdo formados.

Figura 16 - Area superficial acessivel por solvente (SASA) da lipase em fungio do tempo a
partir das simulagdes MD. As curvas sao médias dos dados brutos com uma janela de 100ns.
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Fonte: Autor (2025)

5.9 Calculo de MM/GBSA

O célculo das energias livres de um complexo receptor pode ser efetuado através do
calculo das energias da mecénica molecular combinadas com a solvatacdo continua
generalizada de Born e da éarea de superficie (MM/GBSA) (GENHEDEN; RYDE, 2015). O
MolAlCal é, portanto, uma ferramenta computacional que estima rapidamente a energia livre
de um sistema, sem a entropia do ligando, com base na aproximacéo de trés trajetorias obtidas
por dinamica molecular.

O complexo formado pelo &cido oleico com CALA e CALB simultaneamente
demonstrou a melhor estabilidade energética, com uma energia livre de -26,86 kcal/mol, em
comparagdo com as interacdes individuais entre o acido oleico e cada uma das lipases em
estudo. Os complexos acido oleico/CALB e éacido oleico/CALA apresentaram energias livres
de -16,26 kcal/mol e -13,27 kcal/mol, respectivamente. Em outra simulagdo, os complexos
formados separadamente com CALB e CALA exibiram uma interagdo com o ligante de -37,19
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kcal/mol e -29,14 kcal/mol, respectivamente. Esses resultados sdo resumidos na (Tabela 3, p.
32). Esses achados sugerem que a formagéo simultanea do complexo com ambas as lipases
resulta em uma estabilidade termodinamica mais favoravel em comparagdo com as interacoes
individuais (Tabela 6).

O termo variacdo de entropia diz respeito a perda de graus de liberdade resultante da
formagéo de uma ou mais interagdes, uma vez que, anteriormente, existiam apenas duas
moléculas (ligando e proteina), que podiam aceder a quaisquer graus de liberdade rotacional,
translacional ou vibracional, agora existe um complexo onde 0 movimento das moléculas é
muito mais limitado (BEN-TAL et al. 2000; Wright et al. 2014).

Tabela 6 - Dados de estimativa de energia livre da composi¢do lipidica do acido oleico contra

as lipases CALA e CALB.
AEele + AGsol AEvdw AGbind Desvio
Complexos (kcal/mol) (kcal/mol)  (kcal/mol) padrio
Acido Oleico/CALA 18.43 -29.14 -13.27 +/- 0.052
Acido Oleico/CALB 17.67 -33.93 -16.26 +/-0.023
Acido Oleico/CALA+CALB 10.33 -37.19 -26.86 +/-0.027

Fonte: Autor (2025)
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6 CONCLUSAO

O estudo detalha com sucesso a modelagem das interagdes entre as combolipases CALA
e CALB em conjunto com o &cido oleico. Os resultados revelam uma conversao significativa
de acidos graxos livres em ésteres etilicos, atingindo 70,67% ao utilizar a combinacado de CALA
e CALB, em comparacdo com 53,12% para CALA e 67,75% para CALB individualmente. Essa
complementaridade entre as enzimas sugere que a sinergia de suas propriedades cataliticas pode
aprimorar substancialmente a eficiéncia do processo de esterificagdo homogénea.

Além disso, os resultados indicam que a sintese de ésteres metilicos do acido oleico
utilizando CALA e CALB como catalisadores homogéneos pode ser uma alternativa
promissora aos métodos tradicionais de transesterificacdo alcalina. Enquanto 0s processos
convencionais frequentemente exigem condicGes rigorosas, como altas temperaturas e pressoes,
além da geracdo de subprodutos indesejados, a abordagem enzimatica se mostra uma rota mais
seletiva e ambientalmente sustentavel para a producéao de biodiesel.

A andlise computacional demonstrou que o docking molecular do acido oleico
apresentou pontuaces de afinidade de -4.9 kcal/mol para CALA, -6.0 kcal/mol para CALB e -
8.5 kcal/mol para a combinacdo CALA/CALB, evidenciando uma forte interacdo entre o
substrato e os biocatalisadores. A andlise da estrutura secundaria das proteinas CALA e CALB
revelou uma distribuicdo diversificada de elementos estruturais, incluindo bobinas, hélices alfa
e folhas beta, reforcando a estabilidade conformacional do sistema. O grafico de Ramachandran
indicou que 92,7% dos residuos estavam situados em regides favoraveis, sugerindo uma
conformacao estrutural adequada e estavel do complexo enzimatico CALA/CALB. Além disso,
os calculos MM/GBSA demonstraram que o complexo formado pelo acido oleico com a
combinacdo CALA/CALB apresentou uma energia livre de ligacdo de -26,86 kcal/mol,
comparado com -13,27 kcal/mol para CALA e -16,26 kcal/mol para CALB individualmente.
Esses achados reforcam que a formacao simultanea do complexo com ambas as lipases resulta
em uma estabilidade termodindmica mais favoravel.

Apesar dos resultados promissores obtidos neste estudo, é fundamental considerar
algumas limitagOes e perspectivas futuras. Embora as anélises in silico forne¢cam insights
valiosos sobre as interagdes entre as enzimas e 0 4cido oleico, a validacdo experimental se faz
necessaria para confirmar a eficiéncia catalitica observada e avaliar possiveis discrepancias
entre 0os modelos tedricos e a realidade laboratorial. Além disso, aspectos fisico-quimicos do
sistema, como a influéncia do ambiente catalitico, a dindmica da “tampa” das lipases ¢ a

imobilizacdo enzimética em suportes sélidos, sdo fatores criticos que podem impactar a
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estabilidade e o desempenho dos biocatalisadores em aplicacfes industriais. A exploragédo
desses parametros poderia ampliar a aplicabilidade dos resultados e contribuir para o
desenvolvimento de estratégias mais robustas para a producao enzimatica de biodiesel.

Em suma, os resultados indicam que a formagéo simultanea do complexo CALA/CALB
com o &cido oleico é termodinamicamente mais favoravel e pode representar uma abordagem
mais eficiente e ambientalmente sustentavel para a sintese de ésteres metilicos. Dessa forma, a
utilizacdo de lipases como catalisadores homogéneos pode viabilizar uma rota mais suave e
seletiva para a producdo de biodiesel, contribuindo para a substituicio de métodos

convencionais menos sustentaveis.
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