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RESUMO

Eversa® Transform 2.0 ¢ uma lipase derivada de Thermomyces lanuginosus produzida por um
gene geneticamente modificado. Possui baixo custo de produgdo, alta especificidade de
substrato e alta atividade catalitica em sintese organica. O glicerol ¢ um subproduto da
industria de biodiesel, neste trabalho ¢ usado como substrato para a obtencao dos glicerideos.
O método Taguchi foi utilizado para avaliar as melhores condi¢des para a esterificacao
enzimatica do glicerol com o acido acético como agente esterificante. Obteve-se um
rendimento de 84,8%, nas condi¢des 6timas (temperatura = 40 °C; razdo molar glicerol/acido
= 1:1; biocatalisador = 15% 1/1; tempo = 12,5 horas). Apos a andlise estatistica, a temperatura
foi considerada o parametro mais significativo que influenciou a conversdo. A técnica de
modelagem molecular foi utilizada para gerar um modelo de homologia da enzima, baseado
em outras lipases naturais. O Docking molecular, dindmica molecular e simulagdes QM/MM
foram aplicados para entender o mecanismo de esterificacdo e os dados termodinamicos e
cinéticos da reagdo. A etapa de ataque nucleofilico foi identificada como a etapa limitadora
dos mecanismos de reacao de acilagao (13,1 kcal/mol) e desacilacao (13,8 e 12,9 kcal/mol).
Embora a enzima seja capaz de esterificar todas as hidroxilas do glicerol, os resultados
teoricos mostraram que a esterificacdo dos alcoois primarios ¢ termodinamicamente mais

favoravel (5 kcal/mol), especialmente em temperaturas mais elevadas.

Palavras-chave: Glicerol; enzima Eversa; método Taguchi; docking molecular; dindmica

molecular.



ABSTRACT

Eversa® Transform 2.0 is a lipase derived from Thermomyces lanuginosus produced by a
genetically modified microorganism. It has a low production cost, high substrate specificity,
and high catalytic activity in organic synthesis. Glycerol is a subproduct of the biodiesel
industry, and in this research, glycerol is used to produce glycerides. The Taguchi method was
used to evaluate the best conditions for the enzymatic esterification of glycerol with acetic
acid. A yield of 84.8% was obtained, under the optimal conditions (temperature = 40 °C;
molar ratio glycerol/acid = 1:1; biocatalyst = 15% w/w; time = 12.5 h). After the statistical
analysis, the temperature was found to be the most significant parameter influencing the
reaction conversion. A theoretical study was carried out to generate a homology model of the
enzyme, based on other natural lipases. Molecular docking, molecular dynamics, and
QM/MM simulations were applied to understand the mechanism of esterification and to
derive thermodynamic and kinetic data. The nucleophilic attack step was identified as the
rate-limiting step for both acylation (13.1 kcal/mol) and deacylation (13.8 and 12.9 kcal/mol)
reaction mechanisms. Although the enzyme is capable of esterifying all three alcohol groups
of glycerol, the esterification of the primary alcohols is thermodynamically more favorable (5

kcal/mol), especially at higher temperatures.

Keywords: Glycerol; Eversa enzyme; Taguchi method; molecular docking; molecular

dynamics.
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1 INTRODUCAO

Esteres derivados do glicerol apresentam diversas aplica¢des industriais, como
substrato para biolubrificantes, precursores de farmacos e cosméticos, dentre outras diversas
finalidades para a sintese organica (CHATZIFRAGKOU; PAPANIKOLAOU, 2012; ZHENG;
CHEN; SHEN, 2008). Apesar de serem obtidos naturalmente em gorduras e Oleos, os
processos que envolvem sua separacao levam a baixos rendimentos, o que torna esse método
muitas vezes inviavel do ponto de vista econdmico (TAN; ABDUL AZIZ; AROUA, 2013). As
rotas quimicas, utilizando catalisadores convencionais, requerem altas temperaturas e levam a
geracao de subprodutos (PEARLSON; WOLLERSHEIM; HILEMAN, 2013). O uso de
enzimas como catalisadores dessas reagdes resulta em produtos mais puros, pois apresentam
alta eficiéncia catalitica (MEHMOQOD et al., 2021), permitem condi¢des brandas de reagao
(NETO et al., 2023), o uso de solventes atdxicos, como a agua e baixas temperaturas
(CAVALCANTE et al., 2021b), além da alta seletividade e especificidade desses
biocatalisadores (WU et al., 2021). O emprego da biocatdlise vem sendo investigado em
muitos trabalhos que visam a produ¢ao de compostos com alto valor agregado e aparece como
uma alternativa a catdlise quimica, que para este processo, estd associada a maiores custos
energéticos, tempos reacionais e geragdo de residuos nas etapas de separacdo e purificacdo
dos monoacilglicerideos (MAG), diacilglicerideos (DAG) e triacilglicerideos (TAG), que sao
usados como matéria-prima de diversos medicamentos, cosméticos, produtos alimenticios e
materiais (ROCHA et al., 2021; RODRIGUEZ; BECKMAN, 2020; SOUZA et al., 2020).

Dentre os diversos estudos direcionados a ampliacdo do uso de lipases em rotas
sintéticas e processos industriais, estd o uso de formulacdes enzimaticas soluveis de baixos
custos (ALMEIDA et al., 2021). Dentre elas, a Eversa® Transform 2.0 (ET2), uma formulagio
enzimdtica geneticamente modificada da lipase de Thermomyces lanuginosus expressa em
uma cepa de Aspergillus oryzae, foi lancada como um produto economicamente mais
acessivel e competitivo para o emprego em produgdes de larga escala (FRAGA et al., 2019).
Possui baixo custo de producdo (15 $/kg), conta com 269 residuos de aminoacidos,
apresentando peso molecular equivalente a 31,5 kDa e atividade de 9100 IU/mL (ACHERKI,
BOUAID; MARCHETTI, 2022). Da mesma forma que outras lipases naturais, o sitio
catalitico da ET2 possui uma triade catalitica formada por serina (153), histidina (268) e acido
aspartico (206) (BRANDAO et al., 2021; DING et al., 2019; POLGAR, 2005a). O sitio ativo
do ET2 estd localizado em uma cavidade enterrada, protegida do solvente externo, onde

apenas substratos com conformagdes apropriadas e afinidade quimica pelos residuos
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cataliticos podem se associar e sofrer catalise (CAVALCANTE et al., 2022). Atualmente, sua
producdo ¢ patenteada pela Novozymes e embora venha se mostrado como um biocatalisador
mais eficiente que a enzima nativa, o volume de artigos académicos relatando o seu uso ainda
¢ reduzido (CHANG; CHAN; SONG, 2021). Dessa forma, esta lipase também ja demonstrou
um alto potencial de aplicacdo em reacdes de hidrolise de é4cidos graxos, além de serem
usadas em sinteses de triglicerideos de cadeia longa, esterificacoes, alcodlise e na producao de
biomateriais (GERMANO DE SOUSA et al., 2022a).

A compreensdo dos processos enzimdticos pode ser enriquecida pelo
conhecimento de detalhes do sistema a nivel atobmico e molecular (MOREIRA et al., 2020b).
Com o avan¢o ¢ dominio de técnicas computacionais cada vez mais velozes e softwares mais
eficazes, a quimica computacional e a bioinformatica consolidaram-se como areas de pesquisa
fundamentais para o entendimento desses processos (CAVALCANTE et al., 2021a). As
predicdes de afinidade, enantioseletividade, ou de possiveis desativagcdes cataliticas,
resultantes das interagdes entre enzima, substrato e solvente, podem ser encontradas e
determinadas a partir de analises teodricas, como o docking molecular e a modelagem
molecular (DM) (OLIVEIRA et al., 2022).

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial da lipase ET2 de
catalisar as reacdes de produgdo dos ésteres gliceridicos por meio de estudos de simulacdes
computacionais, otimizar as rotas sintéticas de obtencdo desses compostos a partir de
parametros estatisticos e a caracterizagio do meio reacional por meio de técnicas
cromatograficas. O substrato utilizado ¢ o glicerol, um subproduto da industria de biodiesel e
o acido acético usado como agente esterificante. A partir dos estudos obtidos com o docking
molecular foram encontradas as poses de conformacdes dos ligantes em relagdo ao sitio
catalitico da lipase, bem como a quantidade e a natureza das interagdes intermoleculares entre
eles. Posteriormente, por meio das simula¢des de dinamica molecular, foram avaliadas as
estabilidades dos complexos enzima-substrato em condigdes reacionais de produgdo,
considerando a presenca de uma grade com moléculas de dgua ao redor da enzima, pois em
pequenas quantidades, a 4gua ¢ essencial para o favorecimento das mudangas
conformacionais da lipase em seus processos biocataliticos. Por fim, foram avaliados os
parametros cinéticos e termodindmicos dos mecanismos enzimaticos da lipase com os

substratos.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
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2.1 Otimizac¢ao dos parametros reacionais com o Método Taguchi

Embora as reacdes catalisadas por enzimas sejam bastante promissoras € na
maioria das vezes apresentem Otimos rendimentos, o planejamento experimental ¢
determinante para a escolha das melhores condi¢des reacionais (MOREIRA et al., 2020a).
Esse design experimental possibilita uma redu¢do no numero de reagdes, o que
consequentemente diminui a produg¢do de residuos quimicos, materiais e aparelhagem,
tornando ainda mais vidvel o uso da biocatalise (MONTEIRO et al., 2019). O método Taguchi
permite a escolha dos pardmetros experimentais, empregando um planejamento fatorial
fracionario na forma de matriz ortogonal. Esse método tem por objetivo projetar o menor
numero de reacdes, usando todas as combinagdes possiveis das mesmas variaveis
selecionadas, o que apresenta inumeros beneficios, como a diminui¢do de erros experimentais,
custo e montagem, além de aumentar a precisdo e eficiéncia global do processo (ROCHA et
al., 2021). Sao escolhidos os parametros independentes, que sdo variaveis do meio reacional,
como a temperatura, quantidade de catalisador, razdo molar, tempo e dentre outras. O
programa ¢ capaz de fornecer as melhores combinagdes para essas varidveis dentro de uma
taxa determinada pelo operador, também chamada de niveis reacionais. Esses niveis seguem
um padrdo estabelecido pelo programa, onde o valor minimo e maximo sdo usados para
determinar o valor médio, a partir de uma média simples, obtendo-se trés pontos de referéncia,
o0 minimo, o médio e o maximo (DA S. MOREIRA et al., 2022). Com a determina¢do dessa
taxa, o programa faz uma combinacdo estatistica com a finalidade de se obter a méxima
resposta para a variavel dependente, para este trabalho, a conversdo. Por fim, o programa gera
nove experimentos com a combinagdo dos parametros independentes, determinando as
condigdes reacionais mais apropriadas estatisticamente, dentro dos niveis reacionais
(CHAVAN; GAIKWAD, 2021). Apés a etapa estatistica, realiza-se os experimentos
considerando os parametros fornecidos para cada reagdo e ao obter-se as conversdes, O
programa gera o ponto 6timo, onde espera-se uma taxa maxima de conversao, podendo essas
condigdes estarem dentro ou ndo dos nove experimentos previamente realizados na primeira

etapa (MONTEIRO et al., 2022).

2.2 Desenho de estruturas quimicas

Softwares de desenho de estruturas quimicas sdo especializados no processamento,

armazenamento, renderiza¢do e edicdo das estruturas quimicas, com base nas suas
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propriedades (FATEMAH; RASOOL; HABIB, 2020). Devido ao aumento da utilizacao
desses programas, os desenvolvedores iniciaram um processo de melhorias e aproximagdes
cada vez mais compativeis com dados os experimentais, o que elevou a qualidade de
computadores e softwares nos ultimos anos, tornando possivel a utiliza¢ao dessas ferramentas
profissionais em computadores de uso pessoal, o que antes era exclusivo de computadores
com processadores de alto armazenamento e funcionamento (LI et al., 2019). Atualmente,
existem dezenas de softwares para o desenho de estruturas quimicas, tais como o ChemSketch,
0 BIOVIA Draw, o PyMOL € o ChemDraw®.

Esses programas podem ser usados para construir, visualizar e analisar estruturas
quimicas tridimensionais. Uma estrutura bidimensional pode ser convertida, criando
automaticamente uma estrutura tridimensional apropriada, usando os comprimentos e angulos
de ligacdao padriao (ERIKSEN; NIELSEN; PITTELKOW, 2020). A estrutura tridimensional
pode entdo ser minimizada, usando diferentes métodos de otimizagdo, dentre eles, uma
minimizacdo de energia MM2. Esse campo de forca apresenta boas correlagdes com valores
experimentais, sobretudo com pequenas moléculas organicas (DANA et al., 2023). Embora
ndo apresentem os melhores resultados, eles ainda conseguem atingir boas conformidades em

baixos tempos de processamento e custos computacionais.

2.3 Ferramentas de bioinformatica

A Dbioinformatica ¢ um campo interdisciplinar que une a bioquimica e a
computa¢do com a finalidade de recuperar, analisar e armazenar conhecimentos de sistemas
biologicos, por meio do sequenciamento genético de macromoléculas, como na caracterizagao
de genes, funcionamento de estruturas bioldgicas e na determinacao de fungdes das proteinas,
dentre outras (GAUTHIER et al., 2019). Esses resultados sdo obtidos com base em analises
filogenéticas, e na simulacdo das interagdes de materiais bioldgicos em diferentes sistemas.
Apesar de essas ferramentas apresentarem um modelo apenas aproximado dos sistemas reais,
elas podem ser utilizadas como base para orientar trabalhos experimentais, que sem elas,

demandariam um alto custo e tempo (ZHONG et al., 2020).

2.3.1 Discovery Studio®

Discovery Studio® é uma ferramenta de visualizagdo tridimensional e interativa,

que oferece visualizagdo, compartilhamento, analise de proteinas e dados de modelagem.



18

Possui uma interface grafica com um pacote abrangente de modelagem e simulagao,
permitindo a modelagem de proteinas, analise de farmacoforos, desenho baseado em
estruturas e avaliagdo das interagdes intermoleculares de macromoléculas com seus ligantes,

com base nas propriedades fisico-quimicas (PAWAR; ROHANE, 2021).

2.3.2 Docking molecular

O docking molecular ¢ uma técnica de simula¢do muito utilizada na investigagao
das interagdes moleculares entre uma macromolécula de estrutura tridimensional previamente
conhecida e um ligante, permitindo determinar as conformag¢des mais energeticamente
estaveis do complexo proteina-ligante (CHAUDHARY et al., 2020). Com essa técnica
computacional sdo permitidas simula¢des das interacdes onde tanto a proteina quanto o
ligante sdo considerados rigidos ou modelos onde a proteina ¢ rigida e o ligante ¢ flexivel.

O modelo de simulagdo que considera a macromolécula e o ligante rigidos ¢ o
método mais antigo e utilizado nas simulagdes de docking (STANZIONE; GIANGRECO;
COLE, 2021). Nele, apenas sdo considerados trés graus de liberdade rotacionais e trés graus
de liberdade translacionais, sendo mais apropriado para a intera¢do entre proteinas, onde o
nimero de graus de liberdade conformacionais sdo muito altos para serem amostrados
(BEIER; ZACHARIAS, 2010). No docking semiflexivel, apenas a macromolécula ¢
considerada rigida, ainda com trés graus de liberdade rotacional e trés translacional, entretanto
o ligante ¢ considerado flexivel, considerando todos os seus graus de liberdade permitidos
estericamente. Este método assume que a conformacdo fixa da proteina usada ¢ capaz de
reconhecer os ligantes que irdo interagir com os residuos de aminoacidos do sitio catalitico
(GREENIDGE et al., 2014).

No docking molecular as fungdes de pontuagdo, ou de scoring, sio usadas para
selecionar as poses dentro dos grupos de poses gerados pelo sistema de amostragem. Dentre
os seus tipos, estdo as funcdes baseadas em campos de forga, as fungdes empiricas e as
fungdes baseadas no conhecimento (VIDAL-LIMON; AGUILAR-TOALA; LICEAGA, 2022).

Funcdes de pontuagcdo baseadas em campos de forca sdo baseadas em mecanica
molecular, aproximando a energia potencial de um sistema em uma soma de forcas intra e
intermoleculares e outras contribui¢des, como termos de solvatagcdo. Fung¢des empiricas sdo
baseadas no somatorio de termos de energia empirica, como em interagdes de Van der Waals,
eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio, modelos de dessolvatagdo, entropia, interacdes

hidrofébicas, dentre outras (JAKHAR et al.,, 2020). Estes termos s3o ponderados por
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coeficientes, que sdo otimizados para reproduzirem dados de afinidade de ligacdo de um
conjunto de treinamento, por ajuste de minimos quadrados. Ja as fung¢des baseadas no
conhecimento assumem que os contatos entre ligante e proteina estatisticamente mais
explorados estdo relacionados com interagdes favordveis. Entdo, por meio de um banco de
dados de estruturas, as frequéncias dos contatos de todos os pares de atomos do complexo
ligante-proteina sdo calculadas e convertidas em componentes de energia (FAN; FU; ZHANG,
2019).

Para uma andlise mais complexas das fungdes de pontuagdo e consequentemente das
interagdes entre o complexo enzima-ligante, ¢ necessario o uso de técnicas mais abrangentes
que considerem todos os graus de liberdade da macromolécula e do ligantes, as energias
atrativas e repulsivas do complexo e as propriedades do solvente no sistema, como € possivel

nas simula¢des de DM (TORRES et al., 2019).

2.3.3 Dinadmica molecular

Simulagdes de DM sdo amplamente utilizadas para estudar a dindmica e estrutura de
macromoléculas, tais como proteinas, acidos nucleicos e bicamadas lipidicas. Estudos de DM
podem ser realizados apds o docking molecular, para que, partindo da melhor pose, seja
possivel compreender as interacdes ligante-proteina no decorrer do tempo, as forcas
envolvidas nessas interagdes, € o papel do solvente na dinamica do sistema (SANTOS;
FERREIRA; CAFFARENA, 2019).

Em geral, uma simulagdo de DM inclui trés etapas: minimizagdo, equilibra¢do e
calculo da trajetoria no equilibrio para geragao de dados. Apos as etapas de minimizacao e
equilibragdo, que sdo necessarias para garantir a estabilidade do sistema, ocorre o periodo da
coleta de dados, na qual a trajetoria gerada na simulagdo ¢ gravada para posterior analise

(JOSHI; DESHMUKH, 2021).

Para descrever o comportamento de um dado sistema molecular, utiliza-se um campo
de forga. Ele pode ser escrito como a energia potencial total do sistema calculada a partir de
sua estrutura tridimensional. Esta energia potencial total ¢ descrita como a soma de varios
termos de energia, incluindo os termos para atomos ligados (comprimentos ¢ angulos de
ligacdo, angulos diedros) e os termos para dtomos nao ligados (interacdes de Coulomb e de
Van der Waals ¢ de Coulomb) (PALL et al., 2020). Em simulagdes de DM, a forma como

ocorrem as interacdes induzidas pelo campo de forca dependem de outros parametros, que sao
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as condig¢des periodicas de contorno, o raio de corte, a soma de particulas de Ewald (PME) e
dos controles de temperatura e pressao (WANG; LAMIM RIBEIRO; TIWARY, 2020).

As condigoes periodicas de contorno sdo usadas como um mecanismo de aproximacao
de um sistema macroscopico usando uma quantidade muito menor de particulas, mas ainda
assim representativa do sistema. Isso ¢ algo de fundamental importincia, visto que quanto
maior for a quantidade de particulas do sistema, serdo exigidos maiores capacidades de
processamento e tempos de simulagdo (SALO-AHEN et al., 2020). O raio de corte ¢ usado
para considerar apenas a contribui¢do das interacdes moleculares de curto alcance, como
medida para redugdo do esfor¢o computacional nos calculos envolvidos em simulagdes de
dindmica molecular. O método da soma de particulas de Ewald ¢ utilizada para lidar com as
interacoes de longo alcance e suavizar a queda de energia potencial eletrostatica. O ensemble
NpT, bastante utilizado em DM, permite simulagdes usando a pressdo, temperatura € nimero
de particulas constantes. A fonte de energia térmica considerada ¢ um banho que mantém a
temperatura fixa. Da mesma forma, uma pressao ¢ fixada usando um barostato (HU et al.,

2023).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

O presente trabalho teve por objetivo geral avaliar o uso do glicerol residual da
industria de biodiesel via biocatilise, como uma estratégia para a obtencdo de lipideos
estruturados, visando impulsionar inovagdes no aproveitamento deste residuo industrial bem

como agregar valor comercial aos produtos obtidos.

3.2 Especificos
* Otimizar as etapas reacionais da catalise enzimatica do glicerol com &cido

acético utilizando o método Taguchi;

« Avaliar estatisticamente a influéncia dos paradmetros reacionais para a

conversao do glicerol em ésteres gliceridicos;

* Confirmar a formacdo dos produtos reacionais via analise cromatografica e

espectroscopica;

* Estudo de docking e DM dos produtos com a ET2 para avaliar parametros

termodinamicos da reagao;

« Utilizar QM/MM para determinar aspectos do mecanismo enzimatico da

reacao.
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4 METODOLOGIA

4.1 Parametros experimentais e analises estatisticas

Para determinagdo do numero de experimentos e variagdes experimentais foi
adotado o método estatistico de planejamento Taguchi, utilizando uma matriz ortogonal L9
representando o quadrado latino e o numero total de experimentos realizados (LIMA et al.,
2022). A Tabela 1 apresenta os quatro fatores independentes escolhidos para o procedimento
experimental: a razdo molar entre o glicerol e o 4cido acético (GL:AA), a porcentagem de
enzima liquida no meio reacional, onde esta propor¢ao ¢ avaliada em relacdo ao conteudo

liquido de toda a reagdo (% de biocatalisador 1/1), a temperatura (°C) e o tempo de reagao (h).

Tabela 01: Determinacgao dos niveis experimentais e faixa de pardmetros independentes.

Razio molar Biocatalisador
Niveis Temperatura (°C) Tempo (h)
(GL/AA) (% wiw)
Nivel 1 (L1) 1:1 5 25 1
Nivel 2 (L2) 1:5 15 40 12.5
Nivel 3 (L3) 1:9 25 55 24

Fonte: elaborado pelo autor.

A relacdo sinal-ruido (S/R) avalia como a resposta da variavel dependente (% de
conversao) muda sob diferentes condi¢cdes de ruido, geradas pelas varidveis independentes
(raz3o molar, biocatalisador, temperatura e tempo). A relagdo sinal-ruido utilizada nesta
analise foi a fun¢do “maior ¢ melhor”, pois o objetivo do estudo ¢ maximizar a resposta da
atividade do biocatalisador, onde um S/R maior sera considerado mais relevante e mais
influente nas taxas de conversdo da reagdo (SOSA-MARTINEZ et al., 2021). As relagdes S/R
para cada experimento foram calculadas usando a Equagdo 1.

S 12": 1 (1)
R —101log n yjz

i=1

Onde y ¢ a atividade do biocatalisador para o experimento correspondente, i ¢ o
nimero de repeti¢des, n € o numero de respostas para a combinacdo de niveis de fator em

qualquer combinagdo paramétrica especifica, conforme Tabela 1.

A relagdo S/R prevista em condi¢des ideais para obter a atividade do

biocatalisador foi estimada pela Equacao (2).
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Onde S/R ¢ a média aritmética de todas as relagdes S/R, S/Rj é a razdo S/R no
ponto ideal para cada fator, e n ¢ o numero de fatores que afetam significativamente o

processo.
4.2 Procedimento experimental
4.2.1 Materiais e métodos

A lipase comercial Eversa® transform 2.0 de Aspergillus oryzae e a lipase de
Thermomyces lanuginosus foram adquiridas da Sigma-Aldrich Brazil Ltda (Cotia, Sao Paulo,
Brasil).Os substratos, glicerol e acido acético, e os solventes de grau analitico foram
adquiridos da Synth (Sao Paulo, Brasil) e da Vetec (Sao Paulo, Brasil). Para o delineamento
experimental foi utilizado o software Statistica® 10 (StatSoft, EUA), seguindo o método

Taguchi.
4.2.2 Sintese dos ésteres gliceridicos

Para a etapa experimental foram selecionadas as condi¢des dos parametros
escolhidos no ponto 6timo de reacao listado pelo método Taguchi, onde se espera uma maior
taxa de conversao. Nessas condi¢des, foram utilizados 73,1 pL de glicerol (1 mmol) e 57,2 pL.
de acido acético (1 mmol) e a mistura reacional foi colocada em tubo eppendorf de 1 mL e
tampada para evitar evaporagdo do solvente. Em seguida, adicionou-se 19,5 puL da enzima
ET2 (15% do meio reacional) e o meio reacional foi agitado a 250 rpm, a 40 °C por 12,5 h.
Simultaneamente, um meio reacional sem a enzima foi utilizado como uma espécie de
controle de reacdo, nas mesmas condi¢des, para que pudesse ser utilizado como padrdo no
calculo da taxa de conversao (DE SOUSA et al., 2023a).

A Figura 1 mostra os possiveis produtos formados na esterificagdo do glicerol
com acido acético utilizando ET2. Existem duas possibilidades de formagdo do produto
monoacilado, MAG, duas possibilidades para os produtos diacilados, DAG, ¢ uma unica

possibilidade de formag¢ao do produto triacilado, TAG.
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Figura 1 - Reagdo de esterificagdo de glicerol e acido acético. Sao possiveis dois produtos
mono-acilados (MAG) e dois produtos di-acilados (DAG), mostrados em (1) e (2),

respectivamente. O produto tri-acilado final (TAG) € representado em (3).

y o Lot Ans R
oA e Y:Y)L \KY\)\/Y
oS o a

(3)

Fonte: elaborado pelo autor.

Foram retiradas quatro aliquotas de 3,0 mg, duas do controle (sem enzima) e duas
do meio reacional (com enzima), e foram adicionados 7,5 mL de etanol neutralizado para
interromper a reacdo e analisar a conversao em cada uma delas, utilizando 3 gotas de
fenolftaleina como indicador acido-base (ALEXANDRE et al., 2022a). A titulacao do acido
acético nao consumido pela enzima foi realizada com NaOH 0,1 M. O indice de acidez foi

estimado utilizando a Equag¢ao (3) como parametro.

IA

(mgNﬂOH) _ MMyaon -Myaon-f-Vnaon 3)
m

Onde, MMy oy (g/mol) é a massa molar do NaOH; My,oy (M) € a molaridade
da solucdo de NaOH; f¢ o fator de correcdo determinado pela padronizacdo do NaOH; Vy,on

¢ o volume de NaOH utilizado durante a titulagdo e, m (g) ¢ a massa da amostra a ser estudada.

A conversdo do acido acético em ésteres (Equacdo 4) IA; corresponde ao valor de
acidez inicial, ou seja, a quantidade de AA adicionado na reagdo, e [Arao valor de acidez final,
equivalente ao AA restante em solucdo, ndo utilizado pela enzima (YESILOGLU; KILIC,

2004).

IA; — IA
Conversion (%) = lle x 100 “4)
i

Foram adicionados 5 mL de agua a solucdo e, em seguida, foi realizada uma
particdo liquido-liquido utilizando 5 mL de acetato de etila como fase organica. O

procedimento foi repetido trés vezes para garantir que a maior quantidade de produto
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esterificado migrasse para a fase organica (HIROSE et al., 2006). Finalmente, o solvente foi
recuperado em evaporador rotativo sob pressao reduzida.

4.2.3 Anadlise e caracterizagcdo do meio reacional

4.2.3.1 Cromatografia liquida de alta resolug¢do (HPLC)

Uma aliquota do meio reacional no ponto 6timo de conversdo foi analisada por
cromatografia liquida de alta resolu¢do (HPLC), equipada com coluna Shimadzu LC-18 e
detector ultravioleta. O método isocratico foi utilizado na propor¢ao de 70% de metanol e 30%
de acetonitrila. O volume injetado foi de 20 puL por minuto durante 5 minutos a 40°C. O
comprimento de onda escolhido para a andlise foi 254 nm, onde o espectro apresentou

maiores absor¢des (DE SOUSA JUNIOR et al., 2023).

4.2.3.2 Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros unidimensionais de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN 'H) e Carbono (RMN '3C) foram obtidos em um espectrometro Bruker, modelo
Advance DRX-500, pertencente ao Centro Nordestino de Aplicagdo e Uso de Ressonancia
Magnética Nuclear, localizado na Universidade Federal do Ceara (CENAUREMN-UFC). O
experimento foi realizado na frequéncia de hidrogénio em 500 MHz e na frequéncia de
carbono em 75 MHz. O solvente utilizado para a dissolu¢ao das amostras foi o cloroférmio

deuterado (CDCl3) e foram analisadas em tubos de 5 mm (VEGA et al., 2021).

4.3 Estudo in silico

4.3.1 Otimizacado e cdlculo de frequéncia dos ligantes

A obteng¢do dos modelos dos produtos reacionais foi realizada com o uso do
programa GaussView 6.0, onde cinco modelos dos ésteres foram desenhados, considerando as
possibilidades de modificagdo estrutural do glicerol para a formagao dos MAG, DAG e TAG.
O método da Teoria do Funcional da Densidade (DFT) foi utilizado para realizar as
otimizagoes estruturais com o funcional hibrido de trés parametros B3LYP de Becker com o
funcional de correlagdo Lee-Yang-Parr juntamente com o conjunto de bases 6-31+G(d,p)

implementado em Gaussian 16 pacote (DO NASCIMENTO et al.,, 2023). Os modos
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vibracionais das geometrias otimizadas foram obtidos para verificar se as geometrias sao
verdadeiros minimos ou estados de transi¢do. Todos os calculos foram realizados com o
Modelo Continuo Polarizdvel com o Formalismo de Equagdo Integral utilizando dgua como
solvente (COUTINHO et al., 2023). Realizou-se a otimizagao e frequéncia das estruturas nos
computadores do CENAPAD-UFC, com o objetivo de buscar as menores energias e
consequentemente as melhores conformagdes de cada ligante. Os seus estados de protonacao

também foram avaliados no programa Avogadro 1.2.0.

4.3.2 Modelagem da ET2 via homologia

A enzima ET2 foi modelada por homologia. A sequéncia primaria de aminoacidos
foi obtida pelo numero CAS 9001-62-1, que ¢ proxima da enzima natural produzida pela
Sigma-Aldrich. A sequéncia de aminodcidos, a estrutura primaria da enzima e o alinhamento
da sequéncia de aminoacidos obtida foram realizados com o banco de dados BLASTp (Basic
Local Alignment Search Tool Program) (MAHRAM; HERBORDT, 2015), que foi utilizado
para realizar a modelagem por homologia. Dentre as sequéncias adquiridas, foi possivel
preencher as lacunas restantes no sequenciamento da ET2 com a sequéncia com maior
percentual de identidade da proteina alvo (LI; LU, 2019).

As sequéncias de aminoacidos usadas para preencher as lacunas da enzima foram
modeladas pelo software Modeller (ESWAR et al., 2008). Assim, a proteina relacionada a
sequéncia de aminoacidos mais proxima da enzima lipase, classificada como hidrolase, foi
identificada pelo organismo Aspergillus oryzae e expressa através de Escherichia coli-Pichia,
obtida do Protein Data Bank (RCSB PDB) (BURLEY et al., 2017) sendo o cédigo 5XK2 da
proteina alvo. O Modeller também foi utilizado para construir o modelo tridimensional da
ET2. E frequentemente descrito na literatura quando a modelagem por homologia é usada,
pois ¢ baseada na satisfagdo de restrigdes espaciais e pardmetros estereoquimicos, fornecendo
um modelo 3D otimizado de uma fun¢do de densidade de probabilidade molecular. A
validacdo do modelo foi realizada nos niveis estereoquimico, conformacional e energético
(STECULA; HUSSAIN; VIOLA, 2020). O grafico Ramachandran validou a qualidade do
modelo gerado com o programa PROCHECK, que avaliou sua estrutura tridimensional,

indicando a possivel qualidade estereoquimica (LASKOWSKI et al., 1993).

4.3.3 Conformacoes
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O CONCOORD (de CONstraints to COORDinates) versao 2.1.2 37 foi utilizado
para gerar 500 novas estruturas com diferentes conformagdes, com base no modelo otimizado
da modelagem por homologia da ET2. O principio do programa ¢ baseado em restrigoes
geométricas, onde a forca da interacdo e uma gama de limites geométricos superiores e
inferiores sdo adotados para todos os pares de atomos em interagdo (MUHAMMED; AKI -

YALCIN, 2019). Das 500 conformagdes geradas, as trés melhores foram selecionadas
considerando alguns fatores, entre eles, a soma das violagdes, o valor associado a correcdo das
distancias das localizagdes dos atomos que estdo envolvidos em distancias interatdmicas que
violam o ou limite inferior de distancia 20. O processo de corre¢cdo termina quando a soma

das violagdes for igual a zero (HAMEDUH et al., 2020).

4.3.4 Docking molecular

Com a ET2 modelada e validada, foi possivel a realizacdo do Gridbox. Nesta fase,
também chamada de pré-docking foi preparado o sistema para realizacdo das simulagdes. Os
hidrogénios polares foram adicionados e as cargas de Gasteiger de cada dtomo do sistema

foram calculadas (CANDRA; WIJAYA, 2021).

A adicao de 4tomos de hidrogénio foi feita no servidor H++, sistema automatizado
que calcula valores de pKa de grupos ionizédveis em macromoléculas e adiciona atomos de
hidrogénio faltantes de acordo com pH 6,0, referente ao meio reacional (PAHARI; SUN;

ALEXOV, 2019).

A caixa de interacdo foi definida no programa AutoGrid, sendo de tamanho
66Ax66Ax66A (direcdes x, y e z), mapeando energias de interagdo para diversos tipos de
atomos dos ligantes com o sitio ativo da ET2. O tamanho escolhido foi suficiente para
envolver todos os aminodcidos do sitio ativo e adjacentes, juntamente com cada ligante
(CALLIL-SOARES; BIASI; PESSOA FILHO, 2023). Estes mapas foram utilizados
posteriormente pelo programa AutoDock para a determinagdo da energia total de interagdo
entre a macromolécula e o ligante.

O Docking Molecular foi realizado utilizando o programa AutoDockVina
considerando a enzima rigida e os ligantes flexiveis. Uma configuragdo de grade, que delimita
o perimetro para o acoplamento, foi realizada centralizando o sitio ativo da enzima definido
na etapa do GridBox (SERis3, ASP2os € HIS268). Os perfis de energia das interagdes ligante-

receptor também foram avaliados por software, e a visualizagdo das poses ancoradas foi feita
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pelo AutoDock Tools (VALDES-TRESANCO et al., 2020). Ao final dessa etapa, para cada um
dos cinco ligantes ancorados com a enzima, foram selecionados os complexos com melhores
conformacdes e valores de energia, e suas estruturas tridimensionais salvas em formato PDB.
Essas escolhas levaram em consideracdo os menores valores de energia de ligagdo, por serem

as mais provaveis para justificar as interagdes ET2-ligante.
4.3.5 Dindmica molecular (DM)

Das trés conformagdes mais favoraveis geradas pelo CONCOORD, simulacdes
DM foram realizadas para a conformagao da ET2, usando o pacote GROningen Machine for
Chemical Simulations (GROMACS) versao 2020.4 implementado com o campo de forga
CHARMM?27 (RABET; RAABE, 2022). Os parametros da topologia CHARMM foram
gerados pelo servidor SwissParam (DAINA; ZOETE, 2019). O potencial intramolecular
transferivel com 3 pontos (TIP3P) foi o0 modelo molecular da agua utilizado como solvente. A
neutralizacdo dos sistemas foi conseguida pela adi¢do de contra-ions (MARK; NILSSON,
2001). O algoritmo Leap-Frog incluiu movimento na equagdo com um intervalo de tempo de
1,0 fs. As interagdes de longo alcance foram medidas usando a soma de Ewald da Malha de
Particulas (PME) com ponto de corte de 1,0 nm. A etapa de equilibrio consistiu em duas
etapas de 0,1 ns, as condi¢des experimentais foram ajustadas com o termostato de reescala V
de Berendsen e o barostato Parrinello-Rahman para controlar a temperatura e a pressao das
simulagdes. Finalmente, a simulacdo DM foi realizada em triplicata, a saida de 100 ns usando
as mesmas condicdes, foi realizada em cada sistema para determinar a interagdo entre a ET2 e
cada ligante. Para cada ligante, a distribui¢ao microespacial e os estados de protonagao foram
verificados para uma faixa de pH proximo a 6 com o programa MarvinSketch (CSIZMADIA,
1999). Apods as simulagdes de DM, o complexo de interacdo mais estdvel foi analisado
utilizando a Energia Potencial de Interagdo (EPI, em kcal.mol™!), que pode ser definida como
a energia potencial total de interacdo entre dois grupos, ou seja, a soma das interagdes
intermoleculares do tipo van der Waals e contribuicdes eletrostaticas de estruturas, que podem
ser calculadas de acordo com a equagao 5.

Ni Nj

IPE,',]' = ZZ VvdW(ri,-) + Velec(rj)

i j#i

©)
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Onde /PE;; ¢ a energia potencial de intera¢do entre um grupo de atomos de i com
um grupo de atomos de j, ¢ Ni e Nj sdo os numeros totais de atomos nos grupos i € j, Veiec €
Viaw s@0 as variaveis correspondentes ao contribui¢do eletrostatica e interagdes do tipo van

der Waals, respectivamente.

4.3.6 Calculos hibridos de OQM/MM

Todos os célculos QM/MM hibridos foram realizados usando o pacote de software
Gaussian 16. O método utiliza um padrdo substrativo no qual a energia MM [Emm (modelo)]
da parte QM (modelo) ¢ subtraida da soma da energia QM do modelo [Eqm (modelo)] e da

energia MM [Ewmwm (real)] de todo o sistema (real), conforme mostrado na equacao 6:

Eom/mm(real) = Eyy(real) — Eyy(modelo) + Egy(modelo)

Este método de subtracdo corrige os artefatos introduzidos usando os atomos de
ligagdo. O procedimento de otimizacdo utiliza macro/microinteragdes, € as interagdes
eletrostaticas entre 0 QM e a parte MM foram tratadas por incorporagdo mecanica (ME). A
regido QM foi definida como a triade catalitica (Seris3, Hiszes € Aspaos), um segundo residuo
de coordenacao Tyrag € 0s substratos. A parte restante do sistema foi incluida na regido MM. A
regido QM foi otimizada sem qualquer restrigdo geométrica usando o funcional hibrido de
correlagdo de troca B3LYP (LEE et al., 2022). O conjunto de bases 6-311G+(d,p) foi utilizado
para implementar os célculos, e a fungcdo de Grimme com efeito de amortecimento de Becke-
Johnson (GD3BJ) foi utilizada para levar em conta os efeitos dispersivos. A regido MM foi
modelada usando o campo de forca AMBER implementado no software Gaussian 16
(PEDRON et al., 2023).

Os hessianos foram calculados no mesmo nivel tedrico das otimizacOes para
confirmar a natureza dos pontos estaciondrios ao longo da coordenada de reagdo. Os estados
de transicdo foram confirmados como tendo apenas uma frequéncia imaginaria
correspondente as coordenadas da reagao. Corregdes vibracionais, térmicas e de entropia de

ponto zero foram adicionadas as energias finais (em 298,15 K e 1 atm).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Parametros estatisticos

O método de planejamento Taguchi foi utilizado para a andlise estatistica dos
dados. Esta estratégia foi adotada para otimizar e reduzir o niimero de etapas experimentais
necessarias. Assim, através desta metodologia, ¢ possivel compreender o efeito e a correlagao
de cada parametro relacionado ao processo (GERMANO DE SOUSA et al., 2022b). A Tabela
2 mostra os valores determinados no desenho experimental e a resposta a atividade do
biocatalisador em cada um dos 9 experimentos realizados. E importante ressaltar que todos os
experimentos foram realizados em triplicata e que os resultados relatados permaneceram

dentro da margem de erro esperada.

Tabela 2. Desenho experimental das reacdes geradas pelo método Taguchi, valores de

conversao e sinal-ruido para cada um dos nove experimentos.

c Tempo Temperatura Raziio molar Biocatalisador Conversio SR
(h) ©O) (GL/AA) (% 1D (%)
1 1 25 1:1 5 43+0.3 12.66
2 12.5 40 1:1 15 84.8+0.6 38.56
3 24 55 1:1 25 38.6+0.6 31.73
4 24 40 1:5 5 66.2 +0.3 36.41
5 1 55 1:5 15 18.4+0.6 25.29
6 12.5 25 1:5 25 16.3+0.0 24.24
7 12.5 40 1:9 5 51.7+0.1 34.26
8 24 25 1:9 15 22.8+0.6 27.15
9 1 55 1:9 25 61.2+0.3 35.73

Fonte: elaborado pelo autor.

Conforme mostrado na Tabela 2, a andlise estatistica classificou os parametros
mais relevantes do sistema enzimatico para a conversao de glicerol em ésteres de glicerideos
utilizando ET2 como biocatalisador. Percebemos que a temperatura ¢ o pardmetro mais
significativo que influencia a conversdo do glicerol em ésteres gliceridicos, visto a seguir na

analise de variancia. Porém, a influéncia positiva da temperatura na reagdo enzimatica atinge
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seu pico em torno de 40°C. Apos este ponto, a enzima reduz drasticamente sua atividade
catalitica, possivelmente devido a dissociacdo do complexo enzima-substrato ou a

desnaturacao da estrutura terciaria (KUMAR et al., 2011).

A razdo molar dos substratos apresentou influéncia moderada na reagdao onde foi
observada maior conversdo para maior concentracio de AA no meio reacional. Isso ¢
esperado, uma vez que uma molécula de glicerol pode reagir com até trés moléculas de acido
acético, para produzir produtos mono, di ou triacetilados (LIU et al., 2023). Por fim, a carga
de biocatalisador apresentou a menor influéncia na reacdo, como pode ser observado na
Tabela 3, que determina um ranking de varidveis para a reagdo, tendo o percentual de
biocatalisador como a menor influéncia do sistema. A partir da andlise de variancia que sera
discutida na Tabela 4, também ¢ possivel considerar que a contribuicdo das proporgdes do
biocatalisador, dentro dos niveis selecionados, ndo ¢ significativa. Embora uma propor¢do
maior de catalisador para substrato aumente o rendimento do produto na maioria dos sistemas
cataliticos (em um periodo de tempo fixo), a quantidade de ET2 ndo afetou significativamente
a conversao de glicerol em glicerideos dentro dos niveis de tempo estabelecidos para
biocatalise. O catalisador apenas reduz a energia de ativagdo necessaria para que a reacao
ocorra, se o tempo de reagdo fosse maior a conversdo final deveria ser a mesma com ou sem 0
catalisador. Isto indica que a ET2 pode catalisar eficientemente a esterificagdo do glicerol,

mesmo em baixas concentragoes.

5.1.1 Anadalise da relacdo sinal-ruido (S/R)

O planejamento Taguchi gera um conjunto de relagdes S/R para identificar a
significancia de cada parametro estudado. Neste trabalho, a funcdo “maior ¢ melhor” foi
empregada para determinar as relagdes S/R, uma vez que este tratamento estatistico €
amplamente utilizado para analisar as taxas de conversdo de reacdes de sistemas enzimaticos
(DE SOUSA et al., 2023b). A Tabela 3 apresenta os dados referentes as médias S/R de cada
fator, nivel e valores de delta. Esses valores sdao calculados pela diferenca entre a maior e a
menor relacdo S/R de cada fator. Através da andlise dos valores delta ¢ possivel avaliar o
impacto de cada nivel no processo e identificar os parametros que tém influéncia mais

significativa (ALEXANDRE et al., 2022b).
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Tabela 3. Ranking de variaveis baseado nas respostas médias das relacdes S/R obtidas.

Razao molar Biocatalisador
Fatores/Niveis  Temperatura (°C) Tempo (h)

(GL: AA) (% 1)
1 21.36 24.56 27.66 27.78
2 36.91 32.36 28.65 30.57
3 30.43 31.77 32.39 30.34

Delta 9.1 7.2 4.7 2.5
Ranking 1 2 3 4

Fonte: elaborado pelo autor.

E possivel observar que a temperatura ¢ o tempo de reagdo foram as variaveis
mais influentes no processo, pois apresentaram os maiores valores de delta, 9,1 e 7,2,
respectivamente. Assim, os dados da Tabela 3 resumem a significancia dessas duas varidveis
no procedimento experimental, obtidas a partir dos 9 experimentos apresentados na Tabela 2.
E possivel inferir que 40°C é a temperatura ideal para o meio reacional, mostrando que o
incremento do nivel 1 (25°C) ao nivel 2 (40°C) apresenta uma resposta mais significativa da
relagdo S/R e, consequentemente, um impacto positivo na conversao da reagdo. Este resultado
estd de acordo com a temperatura ideal da maioria dos processos enzimaticos, que apresenta
maxima atividade catalitica. Por outro lado, a mudanga do nivel 2 (40°C) para o nivel 3 (55°C)
teve o efeito oposto. Como mencionado anteriormente, como os catalisadores biologicos sdo
sensiveis as mudancgas de temperatura, uma temperatura elevada no meio reacional pode levar
a desnaturagdo ou desativacdo, reduzindo consequentemente a atividade enzimatica.

Além disso, € possivel observar que o tempo tem um efeito positivo na conversao
da reacdo, uma vez que do nivel 1 (1h) para o nivel 2 (12,5 h) h4d um aumento significativo na
resposta da relacdo S/R. Porém, observa-se estabilidade na atividade enzimatica quando se
analisa a transi¢cdo do nivel 2 para o nivel 3, formando um platd, com leve diminui¢ao das
12,5h para as 24h. O aumento de AA no meio reacional do nivel 1 (1:1 GL/AA) para o nivel 2
(1:5 GL/AA), impactou significativamente a resposta da relagdo S/R e, consequentemente, a
conversao. A passagem do nivel 2 (1:5 GL/AA) para o nivel 3 (1:9 GL/AA) também levou a
uma resposta positiva na relacdo S/R. Isso mostra que o excesso de substrato ndo inibe esta
enzima. Por fim, o aumento da carga do biocatalisador do nivel 1 (5%) para o nivel 2 (15%)
mostrou um aumento na taxa de resposta da relacdo S/R. Do nivel 2 (15%) para o nivel 3

(25%) houve queda na taxa de conversdo, o que ja era esperado devido a satura¢do do meio
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reacional com a enzima. Estes resultados destacam que a ET2 possui notdvel atividade
catalitica para reagdes de esterificagdo e potencial aplicabilidade em processos bioquimicos

em larga escala.

5.1.2 Anadlise de varidncia (ANOVA)

Os valores de conversdo obtidos no delineamento experimental também foram
avaliados estatisticamente por meio de andlise de variancia (ANOVA). O valor p se destaca na
literatura e ¢ utilizado como pardmetro para garantir a significancia de cada fator para o
processo estudado (NOBRE et al., 2023). A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos na
ANOVA, onde a Soma dos Quadrados (SS) ¢ utilizada para quantificar a variacdo das
diferencas entre a interacdo dos parametros escolhidos. Os graus de liberdade (DF) avaliam as
interagdes entre pilares e linhas estabelecidas no planejamento experimental. Os quadrados
médios (MS) sdo obtidos dividindo um valor SS especifico pelo seu valor DF correspondente.
Por outro lado, o valor F ¢ calculado dividindo um valor MS especifico por outro valor MS. O
valor no denominador da equagdo do valor F ¢ definido pelo desenho experimental. O valor p
¢ utilizado para avaliar a significancia de um parametro dentro do desenho experimental e
pode indicar a varidvel independente mais influente na taxa de resposta da varidvel
dependente. Para que a significincia de um parametro seja garantida com intervalo de
confianga de 95%, o valor p deve ser inferior a 0,05 (BERTINETTO; ENGEL; JANSEN,
2020).

Tabela 4. Resultados da Analise de Variancia (ANOVA) para parametros que afetam a

producao de glicerideos.

Contribuicao
Fatores SS DF MS Valor f Valor p
(%)
Tempo 112.96 2 56.48 7.87 0.112 21.8%
Temperatura  366.06 2 183.03 25.53 0.037 71.0%
Razao molar 37.33 2 18.66 2.60 0.277 7.2%
Biocatalisador  14.33 (2) - - 0.430 -
Total 516.35 6 - - - 100

Fonte: elaborado pelo autor.
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Dentre os parametros avaliados, apenas a temperatura apresentou valor de p
dentro do intervalo de confianca (0,037), enquanto todos os demais parametros nao
apresentaram resultados estatisticamente expressivos. Assim, a temperatura foi o fator que
mais influenciou a conversao (contribui¢do: 71,0%), confirmando os resultados discutidos nas
se¢Oes anteriores. Apos analise estatistica e discussao dos dados coletados, foram definidas as
condigdes Otimas para producdo de ésteres glicerideos de glicerol com ET2. Com base na
faixa de niveis (1, 2 e 3) de cada fator (tempo, temperatura, razdo molar ¢ carga de
biocatalisador), as condi¢des 6timas foram: tempo 12,5 h, temperatura 40 °C, razdo molar 1:1,
e carga de catalisador de 15% 1/l. Nestas condicdes, a conversdo da reagdo foi de 84,80% =+

0,6.

5.1.3 Grdficos de superficie de contorno

Como a temperatura foi o parametro mais significativo que afetou a conversao da
reacdo, sua correlacdo com outros parametros independentes foi avaliada para melhor
compreender o perfil da conversdo da reacdo. Um grafico de contorno de superficie
demonstrando a correlagdo entre a temperatura e a razdo molar, carga de biocatalisador ou
tempo ¢ mostrado na figura 2. Nestes graficos, as regides de alta conversdo sdo obtidas
avaliando, individualmente, a mudanga em cada parametro em relacio a mudanca de
temperatura. Na figura 2, os eixos X € y nao correspondem as condi¢gdes de reacao, sao apenas
escalas proporcionais fornecidas pelo programa, para demonstrar os contornos da superficie.
As regides mais escuras e mais proximas do vermelho, apresentam valores de conversdo
elevados quando combinadas. J4 as regides mais claras e proximas do verde, apresentam

baixas taxas de conversao quando combinadas (LI; LU; GAO, 2021).
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Figura 2 - Gréaficos de superficies de contorno geradas para avaliar o efeito do parametro mais
relevante, a temperatura, nas demais varidveis independentes: (a) razao molar (b) carga do

biocatalisador e (c¢) tempo.
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Fonte: elaborado pelo autor.

O grafico de médias ¢ outra ferramenta que pode determinar quais pardmetros
sofreram mais variagdo e consequentemente mais influenciaram na conversdo. Conforme
mostrado na Figura 3, a temperatura mais uma vez provou ser o fator mais significativo para
uma alta conversdo da reagdo, como mostra a maior variagdo média no grafico, maior
inclinagdo e deslocamento mais significativo entre os pontos. A percentagem de
biocatalisadores permaneceu como um parametro pouco significativo, demonstrado pela baixa

inclinagdo do grafico e ligeira variacdo média.
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Figura 3 - Grafico médio das variagdes dos parametros para cada parametro estudado.
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5.2 Caracterizacao do meio reacional

5.2.1 CLAE

O sistema reacional foi por CLAE com a finalidade de se obter um perfil dos
produtos esterificados, como forma qualitativa para confirmar a formagdo das trés
possibilidades avaliadas inicialmente a partir do glicerol. Os picos exibidos no cromatograma
mostrado na Figura 4 estdo associados aos produtos de reacdo mono-, di- e tri-acetilados
obtidos da reagdo enzimatica. A coluna de fase reversa interage mais fortemente com os
produtos de polaridade mais baixa, enquanto a combinagdo polar de solventes arrasta os
produtos de polaridade mais alta (AITZETMULLER, 1977; TAKANO; KONDOH, 1987). Os
picos para cada componente da mistura de ésteres tiveram sua absorbancia maxima observada

na regiao de 254 nm.

O primeiro pico foi atribuido aos produtos MAG, por apresentarem maior
polaridade devido a presenca de mais hidroxilas, grupo mais polar que o éster. Esse produto
interage com o solvente polar e elui mais rapidamente pela coluna, o que leva a um menor
fator de retencdo. Atribui-se o segundo pico aos produtos DAG, apresentando polaridade
intermediaria dentre os produtos reacionais. O terceiro pico foi atribuido ao produto TAG que

apresenta a menor polaridade e consequentemente uma forte interacdo com a coluna de fase
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reversa, portanto, o maior fator de retencao esta associado a esse composto (BAUZA et al.,

1992).

Figura 4 - Cromatograma dos picos obtidos pelo método isocratico (7:3) metanol/acetonitrila

no comprimento de onda de 254 nm.

. i
500+ s m\)\/{:\fﬂ wim B
. S / 1

1 n %r‘-"\.j:v—“\lé" o \La\Fo (2)

Comprimento de onda (nm)

20 Tns ®
£ D50 0.0 2
| el .
| 5
c L] ¥ L T L] T T T ] T T L T T T T T ] L) T T T T T T T L] T T T L3
1.5 20 2.5 3.0 35 40 45 5.0

Tempo (min)

Fonte: elaborado pelo autor.

5.22RMN'HE 3C

No espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl;) do meio reacional é possivel
observar os picos em comum para os ¢ésteres gliceridicos. Na Figura 5A destacam-se alguns
deslocamentos quimicos importantes do produto TAG, como o sinal intenso préximo a o 2.11,
caracteristico de singleto relacionado aos hidrogénios metilicos nas posi¢des o a carbonila
(CORAL et al., 2013). O dupleto com deslocamento quimico proximo a & 4.32 ppm esta
relacionado aos hidrogénios metilénicos ligados diretamente ao atomo de oxigénio do grupo
éster. Além disso, o multipleto (quinteto) observado na regido de & 5.12 ppm esté relacionado
ao hidrogénio do grupo — CH ligado diretamente ao éster central da molécula (SARAF et al.,
2021). Apesar de o espectro da mistura reacional apresentar diversos picos em comum
sobrepostos, ¢ possivel destacar os picos mais importantes como critério para determinar

presenca desses produtos no meio reacional.

Picos dos demais produtos MAG e DAG produzidos no meio reacional, também

sdo exibidos no espectro. Os hidrogénios de ésteres gliceridicos apresentaram sinais com
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deslocamento quimico muito proximo, devido as suas semelhancgas estruturais (TSUZUKI et
al., 1995). Entretanto, ¢ possivel destacar alguns picos e perfis de deslocamentos quimicos
esperados para os demais compostos.

Na Figura 5B foram selecionados os dois compostos do tipo MAG e DAG ambos
com centro de quiralidade, para destacar as suas particularidades no espectro. Moléculas
quirais ndo possuem elementos de simetria e com isso os grupos metilénicos vizinhos ao
centro de quiralidade irdo apresentar deslocamentos quimicos diferentes, onde cada
hidrogénio ird apresentar um deslocamento caracteristico diferente do esperado caso o
carbono vizinho ndo apresentasse assimetria (LI; YANG; SUN, 2023). Na Figura 5B, os
multipletos em o 3.95 e 3.61 ppm foram atribuidos aos hidrogénios ligados diretamente a
hidroxila em DAG e em 6 4.23 ¢ 4.17 ppm aos hidrogénios ligados diretamente ao éster da
extremidade da molécula. Para o produto MAG o mesmo perfil foi observado, onde os
multipletos em 6 3.85 e 3.71 ppm foram atribuidos aos hidrogénios ligados diretamente a
hidroxila e os deslocamentos em 6 4.11 e 4.42 ppm aos hidrogénios ligados diretamente ao
éster da extremidade da molécula (MELLO et al., 2008). E importante ressaltar que o espectro
equivale a uma mistura dos ésteres gliceridicos, para uma caracterizagdo estrutural minuciosa
de cada componente, seria necessdrio a aplicacdo de uma técnica cromatografica para

isolamento previamente a caracterizacao.

Figura 5 - A) Espectros de hidrogénio para a molécula de triacilglicerideo (TAG), destacando
seus sinais e deslocamentos quimicos; B) Espectro para o DAG e MAG, destacando alguns de

seus picos mais caracteristicos.
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A Figura 6 representa o espectro de '*C, responsavel por indicar o pico do carbono
carbonilico do éster, comprovando que houve conversao do glicerol em ésteres (BELLA;
ROTONDO, 2020). No espectro de '*C os sinais de menor intensidade na regido de & 30 ppm
foram atribuidos aos carbonos metilicos dos ésteres (b, b’, b’’), por apresentarem os menores
deslocamentos quimicos. Os picos na regido proxima a & 60 ppm foram atribuidos aos
carbonos metilénicos dos ésteres ligados diretamente aos atomos de oxigénio das
extremidades da molécula (c, ¢’, ¢) (VLAHOV, 2008). O carbono central da molécula, CH,
(d) foi referenciado ao sinal em ¢ 70 ppm, apresentando um deslocamento quimico um pouco
maior devido a uma maior intensidade do efeito de desprotecdao dos dois grupos retiradores de
densidade vizinhos a ele. Os sinais de baixa intensidade em 6 175 ppm foram atribuidos aos
carbonos carbonilicos dos ésteres (a, a’ e a”’) (MANNINA et al., 1999; RABILLER; MAZE,
1989). Essa regido de deslocamento quimico € caracteristica de carbonos nao-hidrogenados
ou carbonilicos de um éster, podendo ser alterada por alguns fatores como ressonancia, grupos
doadores ou retiradores de densidade eletronica, quelacdo, dentre outras (VLAHOV;
CHEPKWONY; NDALUT, 2002).

Figura 6 - Espectro de ressonincia magnética nuclear de carbono (RMN de *C) dos produtos

da reacdo de esterificacdo do glicerol.
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5.3 Resultados computacionais
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5.3.1 Modelagem molecular da ET2

O grifico de Ramachandran foi utilizado para avaliar a qualidade do
empacotamento global da proteina, as possiveis incertezas estruturais em regides especificas
do modelo e os parametros estereoquimicos que tém grande relevancia na qualidade geral do
modelo (SOBOLEV et al., 2020). Na Figura 7 ¢ possivel observar que a estrutura prevista
apresentou cerca de 91,5% dos residuos nas regides vermelhas, representando regides
favoraveis ao arranjo (DONG et al., 2020). As regides em amarelo (a, b, 1 e p) sdo
adicionalmente permitidas e representaram 6,5%. As regides mais claras (~a, ~b, ~1 e ~p) sdo
altamente permitidas e representaram 1,6%. Nas regides desfavoraveis, representadas pelos
pontos pretos, foi de 0,4%. Alguns dos residuos presentes na proximidade do terminal N e C
da enzima sao aqueles encontrados em regides desfavoraveis e estdo associados a estruturas
da enzima modelo escolhida (ROSE, 2019). Assim, ao analisar os resultados do grafico
Ramachandran, pode-se inferir que o modelo computacional ¢ uma boa representagao da
estrutura tridimensional da proteina, considerando seus aspectos espaciais, angulares e
torcionais (PARK et al., 2023).

Figura 7 - Gréafico de Ramachandran para modelagem por homologia de ET2, mostrando

regides favoraveis e desfavoraveis para alinhamento de residuos de aminodcidos.
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5.3.2 Docking molecular e simulag¢oes de DM

Os ligantes otimizados apresentaram frequéncias positivas, mostrando que ndo sio
estados de transicdo. A melhor conforma¢do, com menor valor energético, foi selecionada
para o trabalho de docking com a enzima (LEE et al., 2023). A Figura 8 mostra os melhores
conformeros e seus respectivos valores de energia, com todas as estruturas otimizadas e o
calculo de frequéncia feito para determinar se os ligantes em questdo sdo quimicamente
possiveis.

Figura 8 - Energia dos melhores conformeros obtidos nos arquivos de saida da otimizacdo e

frequéncia dos ligantes (1) monogly1; (2) monogly2; (3) digly1; (4) digly2 e (5) trigly.

(2) (3)

4 | 4
_ > @
25050 A,
S S Sl o
d ¥ - '(J
- 5.1804 kcal - 5.1802 kcal - 6.7701 kcal ‘
(4)
¢ *?k
A »( 2 [ X e
R e ?

- 6.7702 kcal - 8.3599 kcal

4

Fonte: elaborado pelo autor.

O Docking Molecular gerou nove poses para cada ligante, e dentre os modelos,
aquele com menor energia e mais proximo do sitio catalitico da enzima foi selecionado para
visualizagao no AutoDock Tools. A triade catalitica compreende os residuos de aminoaciodos
Seris3, Hiszes € Aspaos, com o residuo de serina atuando como nucleofilo. Substratos com
conformacdes adequadas e afinidade quimica com os residuos cataliticos podem ocupar esses
subsitios para serem submetidos a catdlise. O ligante TAG apresentou energias mais
favoraveis e melhores conformagdes no sitio catalitico quando orientado pelo carbono alfa de

Ser153.
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Simulagdes de DM foram realizadas para determinar a energia de interagao entre a
ET2 e os ligantes estudados. As imagens da Figura 9 foram geradas a partir de simulagdes
DM. As Figuras 9A e 9B mostram a aproximacdo do ligante MAG. Dentre as duas
possibilidades, monoglyl e monogly2, observou-se que a segunda apresenta melhor
aproximacdo e energia de interacdo com o sitio ativo da ET2 menor do que a primeira
possibilidade. A Figura 9C corresponde ao ligante TAG e mostra, que dentre os demais
ligantes, ¢ o complexo ligante-proteina mais estavel, com menores valores de energia de
interagdo e posi¢des muitos favoraveis no sitio catalitico.
Figura 9 - Complexo ET2 com os ligantes (A) monogly1; (B) monogly2 e (C) trigly, obtidos e
tratados no programa Pymol. Os 50 ns finais foram utilizados para formar a figura, mostrando

a distancia dos ligantes ao sitio ativo.

Fonte: elaborado pelo autor.
A partir desses resultados foram selecionados os extremos de energia, os de maior
energia, os monoacilglicerois, e os de menor energia, os triacilgliceréis, para calculos de DM,

para avaliar suas diferengas energéticas e conformacionais.

A Figura 10 ilustra 0 RMSD (Root Mean Square Deviation) entre a ET2 e os
ligantes. Os complexos analisados atingiram o equilibrio na faixa triplicada de 50-100 ns.
Assim, as andlises do EPI foram realizadas dentro deste intervalo de tempo. O RMSD foi
utilizado para calcular a diferenca de energia dos conformeros da proteina ao longo da DM,

mostrando as deformagdes espaciais da proteina (DA FONSECA et al., 2023).

Para cada simulagdo de DM, foi realizada uma triplicata para garantir a validacao
dos célculos para os ésteres gliceridicos. Em média, os resultados do RMSD de cada ligante
triplicado apresentaram variagdo aceitavel entre uma simulacdo DM e outra, demonstrando

resultados satisfatorios. Agora, analisando o RMSD entre os ligantes, percebe-se que a
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variagdo mais estavel do esqueleto da enzima orientado pelo Ca ¢ atribuida ao produto TAG,
sendo termodinamicamente mais favorecida em relagdo aos dois casos dos produtos MAG,
pré-definindo variagdes brutas em aproximadamente 50 ns de simulagdo. Isto pode indicar
que a interacdo entre a ET2 e o produto TAG ¢ a mais favoravel.

Figura 10 - RMSD do complexo ET2 com os ligantes (a) monoglyl; (b) monogly?2 e (c) trigly,

destacando os extremos de energia obtidos anteriormente em resultados de dindmica

molecular.
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.3.3 Calculos mecanisticos de QM/MM

O sitio ativo da ET2, semelhante a outras lipases naturais, ¢ composto por uma
triade catalitica formada pelos residuos Seris3, Hisass € Aspaos, conforme mostrado na Figura
11 (POLGAR, 2005b). Substratos com conformacdes adequadas e afinidade quimica com os
residuos cataliticos podem ligar-se a esse local e sofrerem catalise (HALL; BARLOW, 2003).
O mecanismo catalitico geral dessas enzimas ¢ dividido em duas vias individuais: acilagio e

desacilagdo. Na etapa de acilagdo, a enzima ativa uma molécula de acido acético, produzindo
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um intermediario acil-enzima. Consecutivamente, na etapa de desacilagdo, o residuo de acil-
serina ativado entrega o grupo acil a uma molécula de glicerol livre. No caso do glicerol, este
ciclo pode ser repetido multiplas vezes, produzindo produtos mono, di ou trissubstituidos.

Figura 11 - Modelo computacional da ET2 utilizado nos célculos mecanisticos. A camada
MM inclui toda a estrutura da enzima, substratos e moléculas de dgua explicitas. A camada
QM inclui a triade catalitica da enzima (Seriss, Hisass € Aspaos), um segundo residuo de

coordenacado (Tyrz) e as moléculas de substrato.

QM/MM

Fonte: elaborado pelo autor.

5.3.3.1 Mecanismo de acila¢do

Na estrutura do reagente (Ra) para a etapa de acetilagcdo, o atomo de carbono
eletrofilico da molécula de AA est4 posicionado a 2,98 A do 4tomo de oxigénio nucleofilico
de Seris3. Além disso, o atomo de oxigénio carbonilico de AA forma uma ligacdo de

hidrogénio com o segundo residuo de coordenacdo Tyrzo. Intera¢des fracas entre o grupo
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metila do AA e os residuos hidrofobicos Ileos e Leuiss também sdao responsaveis pela

estabilizacao do complexo enzima-substrato.

Na primeira etapa do mecanismo de acetilagdo, mostrado na Figura 12, o atomo
de carbono eletrofilico do AA sofre um ataque nucleofilico do residuo Seriss. Essa etapa
ocorre com uma barreira de energia livre de 13,1 kcal/mol e ¢ a etapa limitante de todo o
mecanismo. Juntamente com o ataque nucleofilico, também ocorre uma etapa de transferéncia
de protons, onde o atomo de hidrogénio do grupo hidroxila de Seris; € transferido para o
atomo de nitrogénio de Hiszs. O estado de transi¢do Tla tem uma distancia eletrofilo-
nucleofilo de 1,95 A e uma distancia de ligacdo de hidrogénio de 2,52 A entre o dtomo de
oxigénio da Seris; e 0 atomo de nitrogénio da Hiszes. O papel do Asp206 neste mecanismo ¢
aumentar a basicidade de Hisaes, tornando os eventos de protonagdo-desprotonagdo mais
favoraveis. A distancia entre os atomos pesados desses aminoacidos (O e N) sugere que o

proton ¢ igualmente compartilhado entre esses residuos (SERAFIM et al., 2023).

Um intermediario gem-diolato ¢ gerado apo6s o primeiro estado de transi¢cao. No
intermediario Ia, o segundo residuo de coordenagdo Tyrzg € responsavel por estabilizar a carga
negativa desenvolvida no dtomo de oxigénio carbonilico do diolato. No entanto, 1o ainda ¢
endergénico em 7,2 kcal/mol. Este intermediario relativamente instdvel pode entdo se
desfazer através de uma etapa de transferéncia de protons, promovida pelo Hiszes protonado
que atua como um acido geral. O colapso deste intermediario gem-diolato ocorre com uma
barreira energética de 5,8 kcal/mol de Ia. Nesse processo € liberada uma molécula de agua,
que leva a forma acilada da enzima Pa, que ¢ exergonica em 4,6 kcal/mol.

Figura 12 - Mecanismo de acilagdo promovido por ET2 e 4cido acético. Os residuos nao
cataliticos sdo omitidos para maior clareza. Os valores de energia livre dos estados de

transicao ¢ intermediarios sao mostrados em kcal/mol ¢ sao relativos a Ra.
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5.3.3.2 Mecanismo de desacilacdo

A enzima acil ativada, formada apds o processo de acilacdo, pode reagir com uma
molécula de alcool livre para promover uma reagdo de esterificagdo. Como existem dois
alcoois primarios e um alcool secundario na estrutura quimica do glicerol, sdo possiveis
multiplos produtos de esterificagdo. A energética das duas reagdes distintas de esterificagdo

foi avaliada e ¢ mostrada na Figura 13 (4lcool primério) e Figura 14 (dlcool secundario).

Na primeira etapa do mecanismo de desacilacdo, o grupo OH do glicerol ataca o
atomo de carbono eletrofilico da Seris3 acilado. Esta etapa ocorre com uma barreira de energia
livre de 13,8 e 12,9 kcal/mol para os grupos OH primario e secundario, respectivamente. A
distancia eletréfilo-nucleédfilo em Tlp e Tls é aproximadamente a mesma (1,58 A), e a
diferenca de energia entre os dois estd associada a acomodacdo do substrato no sitio ativo da
enzima. Sabe-se que as enzimas facilitam uma via de reacdo em detrimento de outras com
base na orientacdo do substrato. As lipases sdo comumente exploradas como catalisadores
quirais em sintese organica devido a sua notavel enantioseletividade (ITOH et al., 2004;
MALDONADO et al., 2021). Ambas as etapas de ataque nucleofilico também ocorrem
acopladas a uma etapa de transferéncia de protons promovida pela Hiszes, que atua como base,
polarizada por Aspaos, gerando os intermedidrios gem-diolato. No entanto, o substrato

(glicerol) ¢ a fonte de proton neste mecanismo, € ndo o Serjss.
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Figura 13 - Mecanismo de esterificagdo do alcool priméario de glicerol por ET2. Os residuos
nao cataliticos sao omitidos para maior clareza. Os valores de energia livre sdo mostrados em

kcal/mol.
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Os intermediarios Ip e Is possuem uma diferenca energética mais significativa (3,5
kcal/mol). Embora o gem-diolato secundario seja produzido mais rapidamente do que o seu
homologo primdrio (0,9 kcal/mol de energia de ativagdo mais baixa), ele ¢ mais instavel e
pode sofrer dissociagdo, especialmente em altas temperaturas. Ambos os intermediarios
podem colapsar com barreiras de energia livre de 10,7 e 3,2 kcal/mol para os élcoois
primarios e secundarios, respectivamente de Ip e Is. Essa etapa ocorre com a transferéncia de
protons de Hisyeg para Seriss, liberando o produto e regenerando a enzima livre (ndo acilada).
O monoacilglicerol, acilado na posi¢do primaria, ¢ 5 kcal/mol mais exergdnico que seu
equivalente secundario. Com base na energética dessas duas possiveis vias, ¢ possivel inferir
que a esterificagdo do alcool secundario produz o produto cinético e ¢ favoravel em baixas
temperaturas. Por outro lado, a esterificacio do 4&lcool primario produz o produto
termodinamico mais estavel e ¢ provavelmente o mecanismo de reag¢do utilizado pela ET2,

uma vez que a reacao € realizada a 40°C.
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Figura 14 - Mecanismo de esterificacao do alcool secundario de glicerol por ET2. Os residuos

nao cataliticos sao omitidos para maior clareza. Os valores de energia livre sdo mostrados em

kcal/mol.
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Fonte: elaborado pelo autor.

O grafico da Fig. 15 mostrou aspectos cinéticos e termodindmicos para esse perfil
reacional. O caminho reacional em vermelho equivale ao produto cinético da reagdo, pois
possui barreira energética de ativacdo menor, entretanto, a variagdo de energia entre o
intermediario reacional e o segundo estado de transi¢do ¢ pequena, podendo deslocar o
equilibrio da reagdo no sentido da hidrdlise. J& o caminho reacional em preto representa o
caminho reacional para o produto termodindmico, que embora apresenta maior barreira
energética associada a sua formagdo, possui maior variacdo de energia entre o intermedidrio
reacional e o segundo estado de transicao, favorecendo a continuagao do equilibrio da reacao
no sentido dos produtos.

Figura 15 - Grafico de reacdo considerando Energia Livre de Gibbs e Caminho reacional.
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6 CONCLUSAO

Através da aplicacdo do método estatistico Taguchi foi possivel determinar quais
sdo os parametros mais influentes para uma conversdo enzimatica eficiente de glicerol em
ésteres. Os resultados indicaram que a temperatura na qual a reacdo ¢ realizada pode
influenciar grandemente a quantidade de glicerideos produzidos (conversdao) em um periodo
fixo. Conforme previsto pelas analises S/R e ANOVA, os demais parametros: a razao molar
dos substratos, a carga do biocatalisador e o tempo de reagdo tiveram menos influéncia na
conversao da reacdo do que a temperatura. Com base em todas as andlises estatisticas
realizadas, as condi¢des Otimas para uma sintese eficiente de glicerideos a partir de glicerol e

acido acético por ET2 sao 40°C, Gl:AA 1:1, 15% I/l de biocatalisador e 12,5h.

Através de técnicas de modelagem por homologia, foi proposto um modelo
computacional de ET2 (lipase de Thermomyces lanuginosus), considerando toda a estrutura

primaria (286 aminoacidos). O grafico de Ramachandran confirmou a precisdo do modelo,

apresentando regides minimas desfavoraveis (0,4%).

Os valores de EPI para as simulagdes de DM sdo consistentes com os resultados

estatisticos e experimentais do trabalho. O menor valor médio de EPI (-35,9071 kj.mol™)
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refere-se ao ligante TAG, o que concorda com os resultados experimentais, onde o
triacilglicerol obteve o perfil com maior rendimento entre os possiveis produtos do meio
reacional. Comparando com os resultados estatisticos obtidos com o auxilio do método
Taguchi € possivel perceber a correlagdo entre os resultados tedricos e experimentais uma vez
que o rendimento da reagcdo obtido trouxe a maior parte do triglicerideo em solugdo o que
pode ser justificado pela menor energia e, consequentemente, maior estabilidade do complexo
triglicerideo formado. Além disso, o caso monogly2 (valor médio: -13,8055 kj.mol!) é mais
favoravel que o monogly1 (valor médio: -10,9877 kj.mol ™), mostrando que o carbono central
possui a caracteristica de monoesterificagdo. Portanto, estudos experimentais e teodricos

apontam que o caso dos triglicerideos apresenta as condigdes mais favoraveis para conversao.

Os estudos mecanisticos QM/MM mostraram que a reagdo de esterificagdo do
glicerol e do 4cido acético pode prosseguir através de um ciclo catalitico de acilagdo e
desacilagdo. Nesse mecanismo, a enzima ativa uma molécula de 4cido acético, com energia
livre de ativagdo de 13,1 kcal/mol, através de um ataque nucleofilico acoplado a uma
transferéncia de protons, promovida pela triade catalitica. O ciclo de desacilagdo ocorre com
barreira energética semelhante, 13,8 e 12,9 kcal/mol, para os alcoois primarios e secundarios
do glicerol. Estes resultados sugerem que a esterificacdo do alcool secundario gera o produto
cinético, enquanto a esterificagdo do alcool primario leva ao produto termodinamico mais
estavel, com maior probabilidade de ser produzido na temperatura em que o experimento foi
realizado. A area de biocatalise associada aos avangos em bioinformatica tem trazido mais
precisdo na aplicagdo de residuos industriais e demais subprodutos na obtengdo de produtos

de alto valor agregado
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