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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A pesquisa sobre a dinamica molecular de lipases em sistemas aquosos bifasicos com
liquidos ibnicos pode transformar a biotecnologia, otimizando processos industriais,
reduzindo custos e impactos ambientais, promovendo desenvolvimento sustentavel,
fortalecendo a competitividade cientifica e econémica do Brasil e avancando as areas

de dinamica molecular e quimica computacional no cenario global.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The study of the molecular dynamics of lipases in aqueous two-phase systems
containing ionic liquids holds significant potential to biotechnology. This research can
lead to the optimization of industrial processes, a reduction in costs and environmental
impact, and the promotion of sustainable development. Furthermore, it stands to
bolster Brazil's scientific and economic competitiveness while advancing the global

understanding of molecular dynamics and computational chemistry.
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RESUMO

Sistemas aquosos bifasicos (SAB) com liquidos idnicos (LI) representam a tecnologia
promissora para a purificagao de enzimas de interesse comercial, mas a influéncia da
estrutura do liquido idnico na estabilidade enzimatica durante a particdo permanecia
pouco compreendida. Neste contexto, este trabalho investigou, através de técnicas
computacionais, o impacto do comprimento da cadeia alquilica de anions a base de
colina no particionamento e a integridade estrutural da lipase. Para isso, empregaram-
se simulagdes de dindmica molecular (MD) combinadas com analises termodinamicas
e estruturais avancadas. Os resultados demonstraram que a lipase se comportou como
hidrofilica, e que o aumento da cadeia alquilica do anion intensificou seu
particionamento para a fase aquosa. Contudo, essa maior eficiéncia de particao veio
acompanhada de uma transicao conformacional complexa: observou-se aumento da
area de superficie acessivel ao solvente (SASA) simultdneo a diminuigdo do raio de
giro (RG). A analise de estrutura secundaria (DSSP) revelou que este rearranjo se
deveu a formacao de a-hélices na superficie da enzima, e ndo a desnaturacao
generalizada. Adicionalmente, as analises da termodinamica da solvatacao elucidaram
um segundo paradoxo: enquanto a MDDF mostrou que os anions do LI estabeleceram
interacdes fortes e localizadas com a lipase, a andlise de KBI indicou que, em média,
foram mais excluidos que o cation colina, que interagiu de forma mais difusa. O estudo,
portanto, concluiu que o design da cadeia alquilica do liquido iénico modula um
delicado equilibrio entre a eficiéncia da extracdo e a estabilidade da enzima,
fornecendo mecanismo molecular detalhado que é crucial para o desenvolvimento

racional de bioprocessos.

Palavras-chave: dindmica molecular; lipase; sistemas bifasicos aquosos; liquidos

iGnicos; solugdes complexas.



ABSTRACT

lonic liquid (IL)-based aqueous two-phase systems (ATPS) are a promising technology
for enzyme purification, yet the influence of the ionic liquids structure on enzymatic
stability during partitioning has remained poorly understood. In this context, this work
investigated, through computational techniques, the impact of the anion alkyl chain
length in choline-based ILs on the partitioning and structural integrity of lipase. To this
end, molecular dynamics (MD) simulations were combined with advanced
thermodynamic and structural analyses. The results demonstrated that the lipase
exhibited hydrophilic behavior, and that increasing the anion's alkyl chain length
enhanced its partitioning into the aqueous phase. However, this improved partitioning
efficiency was accompanied by a complex conformational transition, featuring a
simultaneous increase in the solvent-accessible surface area (SASA) and a decrease
in the radius of gyration (RG). Secondary structure analysis (DSSP) revealed that this
rearrangement was due to the formation of a-helices on the enzyme's surface, rather
than to general denaturation. Furthermore, solvation thermodynamics analyses
elucidated a second paradox: while Minimum Distance Distribution Functions (MDDF)
showed strong, localized interactions between the anions and the lipase, Kirkwood-Buff
Integral (KBI) analysis indicated that, on a volumetric average, these anions were more
excluded from the protein's vicinity than the more diffusely interacting choline cation.
This study, therefore, concludes that the anion design modulates a delicate balance
between extraction efficiency and enzyme stability, providing a detailed molecular

mechanism that is crucial for the rational design of bioprocesses.

Keywords: molecular dynamics; lipases; aqueous two-phase systems; ionic liquids;

complex solutions.
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1 INTRODUGAO

Lipases sao classes de enzimas biocatalisadoras capazes de promover lises de
lipideos, representam um dos pilares da biotecnologia moderna devido a
impressionante versatilidade e aplicabilidade em uma vasta gama de setores
industriais como a producao de farmacos e biocombustiveis. Contudo, para que o
potencial seja plenamente aproveitado, um processo de purificacdo eficiente,
conhecido como particionamento, € absolutamente crucial. O particionamento, no
contexto da biotecnologia, € uma técnica de separacao e purificacao, sendo a extracao
liquido-liquido a mais proeminente, representada neste estudo pelos sistemas aquosos
bifasicos (SAB).

Devido as caracteristicas de complexidade relacionada a peculiaridades
individuais para cada biomolécula existente e dos componentes quimicos que
constituem os SAB, estudos com simulacdes de dindmica molecular (MD) sao de
extrema importancia nos planejamentos e predicdes no desenvolvimento de técnicas
biotecnoldgicas que buscam ampliar para escala industrial e comercial 0 uso de uma

biomolécula de interesse.

Os SAB tém se destacado como ferramenta eficiente para a extracdo e
purificacdo de biomoléculas, devido a biocompatibilidade e seletividade.
Recentemente, a incorporagcdo de liquidos i6nicos (LI) a esses sistemas tem
despertado crescente interesse cientifico, uma vez que esses compostos oferecem
vantagens significativas, como a afinidade ajustavel e baixa toxicidade. Neste contexto,
a compreensao detalhada das interacdes moleculares em SAB baseados em LI é
essencial para otimizar processos de separagao e purificagcdo de enzimas, como a

lipase.

As simulagbes MD surgem como ferramenta poderosa para explorar o
comportamento conformacional e a solvatacdo de biomoléculas em solugdes
complexas. Através de simulagées de MD, é possivel obter informagdes detalhados
sobre as interacdes intermoleculares, a estabilidade estrutural e os parametros de
solvatacdo de biomoléculas em diferentes ambientes. Além disso, a teoria de

Kirkwood-Buff fornece base tedrica robusta para relacionar propriedades
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microscopicas com  grandezas termodindmicas  macroscopicas, como

compressibilidade isotérmica, coeficiente de atividade e volumes molares.

Neste estudo, é utilizado simulagdes de MD para investigar a influéncia das
propriedades fisico-quimicas de liquidos i6nicos sobre o comportamento
conformacional e a solvatagado da lipase em sistemas aquosos bifasicos. O trabalho
tem se concentrado na modificagao estrutural da cadeia alquilica da regidao aniénica
dos liquidos iGnicos a base de sais de colina, a fim de avaliar como essas alteragdes

impactam a estabilidade estrutural, a particdo enzimatica e a seletividade do SAB.
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2 OBJETIVO

Este estudo tem aprofundado, de forma inovadora, a compreensao do
comportamento de enzimas e proteinas em sistemas aquosos bifasicos (SAB)
compostos por liquidos idnicos (LI). Para tanto, sdo empregadas simulagdes de
dindmica molecular (MD) com o propoésito de avaliar parametros conformacionais e
propriedades fisico-quimicas da lipase. A investigagcao se concentrou na modificagao
estrutural da cadeia alquilica da regido aniénica de LI a base de sais de colina, para
delimitar como essas alteragbes influenciam os processos de solvatacdo e

particionamento.

Por meio da dindamica molecular, o estudo tem buscado atingir os seguintes

objetivos especificos:

1. Compreender interagdes moleculares em SAB:

¢ Analisar as interagdes intermoleculares entre a lipase e os componentes das
fases liquidas do sistema bifasico, avaliando como essas interagcdes
determinam a distribuicao da enzima entre as fases.

2. Auvaliar a estabilidade estrutural e conformacional da lipase:

e Investigar o impacto das condigdes fisico-quimicas de diferentes sistemas
bifasicos sobre a estabilidade e a conformacédo da lipase, destacando a
influéncia de cadeias alquilicas aniénicas.

3. Otimizacao de condicdes de separacao em SAB:

e |dentificar os parametros operacionais e estruturais que aumentem a

seletividade e eficiéncia do sistema aquoso bifasico para a separagéao e

purificacao da lipase.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 DINAMICA MOLECULAR

Para investigar as propriedades dinamicas de uma molécula, a comunidade
cientifica emprega um método conhecido como Dinamica Molecular (MD, do inglés
Molecular Dynamics). Esse método permite estudar a movimentagcado de um sistema
molecular composto por moléculas, biomoléculas e solventes ao longo do tempo,

levando em consideracgao as interagcdes moleculares que ocorrem nesse ambiente.

A MD é ferramenta extremamente poderosa por diversas razées (Hollingsworth;
Dror, 2018). Em primeiro lugar, proporciona controle preciso e refinado em
comparagao com técnicas experimentais. No caso de biomoléculas, por exemplo, é
possivel ajustar parametros como estados de protonacgao, temperatura, pressao e a
presenca de ligantes, permitindo analise detalhada do sistema sob diferentes
condicdes (Allen; Tildesley, 2017b). Além disso, a MD possibilita a observacao de
eventos moleculares em escalas de tempo variaveis, considerando processos
altamente dinamicos, como flutuagbes conformacionais, até interagdes

intermoleculares de longo prazo, como a estabilizacdo de complexos biomoleculares.

Devido a essas vantagens, os pesquisadores utilizam amplamente as
simulagdes de MD para obter informacgdes e predigdes sobre sistemas moleculares em
escala atbmica. Com isso, as simulagdes fornecem visao atomistica que complementa

a descrigcao macroscopica obtida por meio de analise experimental.

O método da MD baseia-se na aplicacao da segunda lei de Newton para
determinar as forcas atuantes em cada atomo a partir das condigdes iniciais do
sistema. O algoritmo, entao, usa essas for¢as para calcular as posi¢cées dos atomos no
proximo intervalo de tempo e repete esse processo continuamente ao longo da
simulacao. Além disso, diferentes parametros de simulacdo podem ser ajustados para
refletir a realidade experimental de maneira mais fiel, incluindo ajustes de potenciais
intermoleculares, solventes explicitos ou implicitos, e a inclusdo de modelos de

campos de forgas externos que possam influenciar as interagdes moleculares.
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Com o avango da capacidade computacional e o desenvolvimento de algoritmos
mais eficientes, a aplicacdo da MD tem se expandido para diversas areas, incluindo
biofisica, bioquimica, ciéncia dos materiais e nanotecnologia (Allen; Tildesley, 20173,
2017c; Berendsen; van der Spoel; van Drunen, 1995). Essa abordagem permite nao
apenas a compreensao detalhada do comportamento molecular, mas também a
modelagem e o design de novos materiais e farmacos, tornando-se ferramenta

indispensavel na pesquisa cientifica e no desenvolvimento tecnoldgico.

A realizacdo de simulacbes de MD requer o uso de softwares amplamente
difundidos e estabelecidos no meio académico, sendo os principais 0 GROMACS
(Berendsen; van der Spoel; van Drunen, 1995; Abraham et al., 2015), AMBER (Case et
al., 2005), NAMD (Phillips et al., 2020), LAMMPS (Thompson et al., 2022) e OpenMM
(Eastman et al., 2024).

As etapas basicas de uma simulagcdo de dindmica molecular utilizando
GROMACS (Abraham et al., 2015; Berendsen; van der Spoel; van Drunen, 1995;

Lemkul, 2024) compreendem:

e Preparo da topologia da biomolécula;
e Definindo a caixa de simulacao;

e Minimizagao do sistema;

e Equilibrio NVT e NPT, ¢;

e Producéao da dindmica molecular.

3.1.1 Preparo da topologia da biomolécula

A etapa inicial de uma simulagdo de Dinamica Molecular (MD) consiste na
preparacao da topologia da molécula, um processo fundamental para garantir a
precisao dos calculos ao longo da simulacao. Esse preparo envolve a obtencao das
coordenadas iniciais da biomolécula de interesse, as quais geralmente se extraem de
bancos de dados publicos e repositérios, como o Protein Data Bank (PDB) e
PubChem/Nation Institute Health. Para a obten¢ao de bons resultados, recomenda-se

o emprego de estruturas com resolucgéo inferior a 2,5 A.
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Apos a obtencao da estrutura da biomolécula de interesse, gera-se o arquivo
de topologia, o qual contém todas as informagdes relacionadas aos potenciais de
interacao do sistema, extraidas do campo de forga escolhido. Esse arquivo especifica
0s parametros necessarios para os calculos das forgcas atuantes sobre cada atomo.
Para a geracao da topologia € necessario a escolha do modelo de campo de forga
mais adequado ao sistema de estudo (Namba; Silva; Silva, 2008). Os modelos de
campos de forca determinam como as interagcbes moleculares atuam e influenciam
diretamente a precisdao dos resultados da simulagdao. Os modelos amplamente

utilizados incluem:

o« CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) (MacKerell et al.,
1998): frequentemente empregado para proteinas, acidos nucleicos e lipidios,
destaca-se por seu detalhamento e por ter sido parametrizado com funcdes

suaves. Utiliza uma versao modificada do modelo de agua TIP3P.

o AMBER (Assisted Model Building and Energy Refinement) (Sprenger; Jaeger;
Pfaendtner, 2015): desenvolvido com foco em biomoléculas, como proteinas e
RNA. Emprega o modelo de agua TIP3P, sendo o uso dos modelos TIP4P e SPC

nao recomendado para este campo de forga.

e GROMOS (GROningen MOlecular Simulation) (Schuler; Daura; van Gunsteren,
2001): projetado para simulagbes de solvatacdo e estudos da dinamica de

macromoléculas, utiliza o modelo de agua SPC.

o OPLS (Optimized Potentials for Liquid Simulations) (Doherty et al., 2017;
Doherty; Acevedo, 2018; Jorgensen et al., 2024; Jorgensen; Maxwell; Tirado-
Rives, 1996): utilizado em estudos de pequenos compostos organicos,
biomoléculas e solventes. E compativel com os modelos de agua TIP4P ou
TIP3P.

A escolha do modelo de campo de forga ideal depende das caracteristicas do
sistema estudado, da disponibilidade de parametros para as moléculas envolvidas e
da forma como se representam essas interagdes na simulagéo. A selecao apropriada
desse conjunto de parametros € essencial para garantir que os resultados obtidos

reproduzam de maneira fiel o comportamento da biomolécula no ambiente simulado.
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De forma geral, a energia potencial total (E) de um sistema, conforme descrita

por um campo de forga, € dada pela seguinte expressdo matematica (Rapaport, 2004):

E = Z Eestiramento+ Z Edobra+ Z Etorgéo+ Z Enéo—ligagao (1)

ligagdes angulos diedros pares

A energia total do sistema (E), representada na Equagao 1 e ilustrado na Figura
1, decompde-se em duas contribuicdes principais: interagdes de ligacao (Eestramentos
Edobra € Etorcao) € interagcdes de nao-ligacao (Eeietrostaticas € Evaw). Cada uma dessas energias

é definida como se segue:

e Energia de estiramento (Eesiamento): representam as variagbes no

comprimento das ligagbes covalentes entre atomos.

k; 2
Eestiramento = Z ?l(li - li.O) (2)
i

onde k;, [; e [; o representam respectivamente a constante de estiramento, o
comprimento final e inicial da ligagao covalente entre os atomos.
e Energia de dobra (Ebra): referem-se as mudangas nos angulos de ligagéao

entre trés atomos ligados.

k; 2
Eqobra = Z ?l (Bi - ei,O) (3)
i

onde k;, 6; e 6; , representam respectivamente a constante angular tipica, o
angulo final e inicial da interagao entre os atomos.
e Energia de tor¢ao (Ewreo): €stdo associados as tor¢gdes ao redor das ligagdes

quimicas, considerando quatro atomos ligados.

Vi .
Etorcio = Z ?(1 + cos (iw — v)) (4)

L

onde V;, w e y representam respectivamente o potencial referencial e as

constantes dos diedros tipicos das interagdes entre os atomos.
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e Termos eletrostaticos (Eeitostaicas): referem-se a polarizagao da molécula e as
forcas de Coulomb entre cargas parciais distribuidas na estrutura molecular.

E _ 4iq;
eletrostaticas — Ame, i (5)

i=1 j=i+1

onde q;q;, &, € 1;; representam respectivamente as cargas elétricas pontuais,
a constante eletrostatica tipica e o raio de interagao das cargas elétricas.

e Termos de Van der Waals (E.aw): representam as forcas de atragao e repulsao
entre os atomos nao ligados diretamente, modeladas pela equacao de
Lennard-Jones.

12 6
Evaw = ) ) 4sij[(%> ‘(%) ] 6)

i=1 j=i+1

onde g;;, & € 1;; representam respectivamente as distancias finitas de
interacdo, a constante eletrostatica tipica e o raio de interagdo das cargas

elétricas.

Figura 1 — Energias e termos de interacbes em uma molécula.

L
o

‘ ’ estiramento
Fonte: autor (2025).

Legenda: atomos de uma molécula organica demonstrando as interagdes existentes entre si. Os atomos
2-1-3 representam movimentos angulares, atomos 2-1-3-4 expressam movimentos de torgao entre si e
os atomos 3-5 sdo movimentos de estiramento da ligagcdo covalente. Cores artificiais.

torcao A
|
|
|
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3.1.2 Definindo a caixa de simulagao

Para a definicdo da caixa de simulagido, apds a geragao dos arquivos de
topologia na etapa anterior, especifica-se o tamanho e o formato da caixa que contera
o sistema molecular. Essa etapa é fundamental para a aplicagao das condi¢cdes de
contorno periédico (Figura 2A), garantindo que as interagdes entre moléculas sejam

tratadas corretamente durante a simulagao.

Apos a definicdo da caixa, adicionam-se moléculas de agua para solvatar o
sistema adequadamente e, se necessario, incorporam-se outros cossolventes para
simular condi¢cbes especificas (Figura 2B). Por fim, neutraliza-se o sistema com a

adicao de ions apropriados, a fim de equilibrar a carga total da simulacao (Figura 2C).

Figura 2 - Etapas de caixa de simulacgao.

Fonte: autor (2025).
Legenda: proteina PDB ID: 1A8K. Cores artificiais.

Nessa etapa, a escolha do modelo de agua requer atencao especial. Existem
modelos de agua rigidos e flexiveis, variam em seus sitios de interagcdo. Os mais

comuns S3o:

e SPC (Simple Point Charge) (Berendsen et al., 1981): considerado o modelos
mais antigos, este modelo de trés sitios contém um atomo de oxigénio com
carga negativa e dois hidrogénios com carga positiva, utilizando um
potencial Lennard-Jones apenas no oxigénio.

e SPC/E (Extended Simple Point Charge) (Berendsen; Grigera; Straatsma,

1987): representa uma versao aprimorada do modelo SPC, com ajustes na
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carga e nos parametros de interacdo a fim de reproduzir com maior
fidelidade as propriedades termodinamicas e estruturais da agua liquida.

e SPC/Fw (Flexible Simple Point Charge) (Wu; Tepper; Voth, 2006): é a verséao
flexivel do modelo SPC, caracterizada por permitir variagdes na geometria
da molécula.

e TIP3P (Transferable Intermolecular Potential with 3 Points) (Jorgensen et al.,
1983): € o modelo amplamente utilizado em simulagbes biomoleculares.
Apresenta estrutura semelhante a do modelo SPC, com diferentes
parametros de carga e interacao.

e TIP4P (Chialvo; Bartok; Baranyai, 2006; Jorgensen et al., 1983): este modelo
introduz um quarto sitio, conhecido como ponto M (um polo ficticio),
localizado préximo ao atomo de oxigénio. Essa caracteristica aprimora a
representacado do momento de dipolo da molécula, resultando em maior
precisao na descricao de diversas propriedades fisicas.

e TIP4P/2005 (Abascal; Vega, 2005): é uma versao ajustada do TIP4P para
reproduzir com maior exatiddo a densidade, o ponto de fusdo e as

propriedades estruturais da agua sob diferentes temperaturas e pressoes.

Para simulagdes biomoleculares, utilizam-se amplamente os modelos TIP3P e
SPC/E devido a sua compatibilidade com os principais campos de forca (CHARMM,
AMBER, OPLS, GROMOS). Para simulagdes que exigem alta precisao na estrutura da
agua, recomenda-se o uso de modelos como o TIP4P/2005. Em contextos que exigem
flexibilidade molecular, modelos como o SPC/Fw mostram-se mais adequados.
Portanto, a escolha do modelo ideal esta condicionada as propriedades especificas da
agua que se deseja reproduzir com maior fidelidade, uma vez que cada modelo

apresenta vantagens e limitagoes distintas (Mark; Nilsson, 2001).

3.1.3 Minimizagao do sistema

Nesta etapa, minimiza-se a energia do sistema por meio do método da descida

mais ingreme. O objetivo desse processo € reduzir a energia potencial do sistema,
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ajustando as coordenadas dos atomos de forma a eliminar colisdes atémicas ou

sobreposi¢des nao realistas.

A minimizacao de energia € passo essencial antes de iniciar a simulagao de MD,
pois garante que o sistema esteja em uma configuragao estrutural estavel e fisicamente
plausivel. Esse procedimento é relativamente simples e eficiente, permitindo que a
estrutura molecular alcance o estado de menor energia sem a introdugao de grandes

distorgdes estruturais.

3.1.4 Equilibrio NVT e NPT

ApoOs o sistema atingir uma energia potencial suficientemente baixa, submete-
se 0 mesmo a um processo de equilibragao dentro do conjunto candnico estatistico
adequado. Esse procedimento, realizado antes da fase de produg¢ao da MD, assegura
que as variaveis termodinamicas de interesse (como temperatura, pressao e volume)
se estabilizem, garantindo que o sistema represente um estado fisico realista antes da

simulagao produtiva (Ke et al., 2022).

O processo de equilibragdo compreende duas etapas, que utilizam dois

conjuntos candnicos estatisticos distintos:

NVT: neste conjunto, mantém-se constantes o numero de particulas (N),
o volume (V) e a temperatura (T). O objetivo é estabilizar a energia
cinética do sistema, garantindo que a distribuicdo de velocidades das
particulas siga a distribuicdo de Maxwell-Boltzmann para a temperatura
alvo.

e NPT: nesse conjunto, mantém-se fixos o numero de particulas (N), a
pressao (P) e a temperatura (T), o que permite ao volume do sistema
flutuar naturalmente até atingir uma densidade de equilibrio. Essa
condigao € essencial para simular sistemas em condi¢des experimentais

realistas.

Para o conjunto NVT, realiza-se a manutencao da temperatura do sistema por

meio de algoritmos denominados termostatos. Esses algoritmos ajustam a velocidade
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das particulas do sistema para regular a energia cinética e, consequentemente,
estabilizar a temperatura. Se a temperatura estiver abaixo do valor desejado, aumenta-
se a velocidade das particulas, enquanto uma temperatura acima da temperatura alvo
desejado resulta na reducao das velocidades. Entre os termostatos mais conhecidos,
incluem-se: Berendsen (Berendsen, 1991; Berendsen et al, 1984), Nosé-Hoover
(Hoover, 1985; Nosé, 1984), Andersen (Andersen, 1980) e V-rescale (Bussi; Donadio;
Parrinello, 2007). O uso do termostato V-rescale € o padrdao recomendado no
GROMACS, pois este algoritmo oferece excelente equilibrio entre estabilidade e

precisao estatistica na regulagcado da temperatura do sistema durante as simulagdes.

No conjunto NPT, realiza-se a manutengao da pressao do sistema por meio de
algoritmos denominados barostatos. Esses algoritmos regulam o volume da caixa de
simulagdao para manter a pressao em valor especifico, permitindo que o sistema
alcance o estado de equilibrio adequado as condigdes experimentais desejadas. Entre
0s barostatos mais conhecidos, incluem-se: Berendsen (Berendsen, 1991; Berendsen
etal., 1984), Parrinello-Rahman (Parrinello; Rahman, 1980, 1981) e C-rescale (Bernetti;
Bussi, 2020). O barostato C-rescale € o padrao recomendado no GROMACS.

3.1.5 Producao da dindmica molecular

Por fim, na etapa de producao, calculam-se todas as velocidades, posicdes e
aceleracbes de atomos e moléculas por um determinado periodo. A segunda lei de
Newton governa o movimento das particulas. Para determinar a posicao e a velocidade
dos atomos ao longo do tempo, utilizam-se algoritmos de integracdo numérica e
expansdes de Taylor, conhecidos como integradores de equacdes de movimento.
Esses métodos calculam a evolugao temporal do sistema a partir das forgas aplicadas

sobre cada particula.

Para cada molécula, os atomos possuem coordenadas de posi¢cao definidas.
Dadas as condigdes iniciais de posi¢cao, massas, velocidades e potenciais para cada
atomo, sao obtidas as aceleragdes e forcas atuantes, e entdo uma nova posicéao e

velocidade é fornecida, recomegando novamente o ciclo, conforme Figura 3.
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Figura 3 - Esquema de integragdo numérica da dinamica molecular.

Condigoes -
iniciais de dU(r) F. Nova posicéo e
posigédo, massas, Fi=- _ a; = — velocidade.
velocidade e " t . m - Recomega o
potenciais ciclo.

Fonte: autor (2025)
Legenda: integracao numérica basica realizada durante uma dinamica molecular.

Dentre os principais integradores utilizados, destacam-se:

Verlet (VERLET, 1968): trata-se de um dos integradores mais classicos e
amplamente utilizados em MD. Seu método calcula as posi¢coes futuras dos
atomos com base nas posi¢oes atuais e anteriores, o que elimina a necessidade
de armazenar as velocidades de forma explicita. Apesar da simplicidade, o
algoritmo de Verlet oferece boa conservagao de energia, embora a precisao no
calculo das velocidades possa ser limitada, exigindo etapas computacionais
adicionais para a obtencao de valores exatos.

Leap-Frog (Hockney, 1970): representa a variacao otimizada do método Verlet,
na qual se calculam as velocidades em intervalos de tempo intermediarios aos
passos de posicao, o que melhora a estabilidade e a precisdao numérica da
simulagao. Em virtude da eficiéncia computacional, da robusta conservacao das
propriedades do sistema e da menor sensibilidade a erros acumulativos,
posiciona-se como dos métodos mais implementados em pacotes de MD, como
o GROMACS.

Velocity Verlet (Swope et al., 1982): este algoritmo constitui melhoria do método
Verlet, caracterizado pelo calculo simultdneo de posigdes, velocidades e
aceleragdes em cada passo da simulagao. Embora mantenha as vantagens do
Verlet tradicional (simplicidade e boa conservagao de energia), oferece maior

precisdo na determinacdo das velocidades. Essa caracteristica o torna



26

particularmente util em simulagdes que exigem controle rigoroso de variaveis
termodinamicas, como aquelas que empregam termostatos e barostatos.

e Estocastico (Langevin ou Browniano) (Li et al., 2017; Tanygin; Melchionna,
2024): esta classe de integradores se caracteriza por adicionar um termo
aleatério as equagdes de movimento, simulando os efeitos de um banho
térmico. O integrador de Langevin, como exemplo proeminente, implementa
essa abordagem por meio da inclusédo de uma forga dissipativa e um ruido
estocastico, permitindo modelar sistemas em contato com um reservatorio
térmico. Embora o método seja eficiente para simulagbes com solventes
implicitos e para sistemas que exigem controle preciso da temperatura, a
dinamica de longo alcance da biomolécula pode ser alterada devido ao

amortecimento imposto pelo algoritmo.

Diversos textos abordam de maneira detalhada e abrangente os mais variados
aspectos das simulagdes de MD (Allen; Tildesley, 2017a, 2017b; Lemkul, 2024; Namba;
Silva; Silva, 2008). O Manual de Referéncia do GROMACS (Abraham et al., 2025)
destaca-se como o ponto de partida e material de aprofundamento fundamental para

a realizagao de simulagdes por dinamica molecular.

Toda a abordagem tedrica e pratica detalhada nesta dissertagdao, bem como os
materiais de apoio correspondentes, encontram-se disponiveis para consulta no
repositorio oficial do autor em https://github.com/patrickallanfaustino/tutorials-md

(Faustino, 2025).

3.2 ENZIMAS LIPASES

As lipases (Triacilglicerol acil-hidrolases, E.C. 3.1.1.3) constituem uma classe de
enzimas do grupo das hidrolases, cuja fungado candnica é catalisar a hidrolise de
ligacoes éster em triacilglicerdis insoluveis em agua, liberando éacidos graxos,
diacilgliceréis, monoacilglicerdis e glicerol. Distribuidas amplamente na natureza,
essas enzimas desempenham papéis fisiologicos vitais no metabolismo de lipidios em
animais, vegetais e microrganismos. Além de sua importancia bioldgica, as lipases

emergiram como biocatalisadores de imenso interesse para a ciéncia e a industria. Sua



27

capacidade de atuar sob condi¢gbes reacionais brandas, aliada a uma notavel

estabilidade e alta especificidade, as posiciona como ferramentas poderosas e

sustentaveis para uma vasta gama de processos biotecnologicos (Nascimento et al.,
2019; Xia et al., 2024).

A ubiquidade das lipases permite sua obtencao a partir de diversas fontes, que

podem ser classificadas em trés grandes grupos: microbianas, animais e vegetais.

Fontes Microbianas: Este grupo representa a principal fonte de lipases para fins
comerciais, devido as vantagens como alto rendimento, facilidade de cultivo em
larga escala, estabilidade e simplicidade na recuperagao do produto, uma vez
que muitas sao extracelulares. Entre os microrganismos produtores, destacam-

Se.

o Fungos: Espécies como Candida antarctica (notoria pela lipase B, CALB,
uma das mais estudadas e utilizadas), Thermomyces lanuginosus e

Rhizomucor miehei sao amplamente empregadas industrialmente.

o Bactérias: Géneros como Pseudomonas (P cepacia, P fluorescens) e
Bacillus sdao conhecidos por produzirem lipases com caracteristicas

particulares, como elevada termoestabilidade.

Fontes Animais: A lipase pancreéatica suina € o exemplo classico, sendo
fundamental para o processo digestivo em mamiferos. Contudo, seu uso
industrial é limitado devido aos custos de extracdo e purificagdo, além de

questdes éticas e de estabilidade.

Fontes Vegetais: Lipases sao encontradas em sementes oleaginosas, como as
de mamona, soja e girassol, onde atuam na mobilizagdo das reservas lipidicas
durante a germinacao. Apesar de seu potencial, sua aplicagdo em escala

industrial ainda € incipiente quando comparada as fontes microbianas.

A grande maioria das lipases compartilha uma estrutura tridimensional comum,

conhecida como enovelamento o/ hidrolase (a/f hydrolase fold). No coragao catalitico

dessa estrutura encontra-se a triade catalitica, um arranjo espacialmente conservado

de trés residuos de aminoacidos — geralmente Serina (Ser), Histidina (His) e um
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residuo acido (Aspartato ou Glutamato) — responsavel pela clivagem da ligagao éster
(Sampaio et al., 2022).

Um dos fendmenos mais fascinantes e que define funcionalmente as lipases &
a ativacgao interfacial. Em meio homogéneo aquoso, o sitio ativo da enzima encontra-
se frequentemente inacessivel, coberto por uma alca peptidica anfifilica denominada
"tampa" (lid). Contudo, na presenca de uma interface 6leo-agua, a enzima sofre uma
alteracdo conformacional. A tampa se desloca, expondo o sitio ativo hidrofébico e
permitindo a adsorgcao da enzima na interface e o acesso ao substrato lipidico. Este
mecanismo confere as lipases uma atividade catalitica minima em solugcéo aquosa, que
aumenta drasticamente na presenca de seu substrato agregado, distinguindo-as
funcionalmente das esterases (Nascimento; Pereira; de Carvalho Santos-Ebinuma,
2019).

O conjunto de propriedades das lipases as qualifica para um numero crescente

de aplicagbes industriais:

e Industria de Alimentos: Na modificacdo de dleos e gorduras para produgao de
margarinas com baixo teor de gorduras frans; na maturacdo de queijos para

desenvolvimento de aroma.

e Industria de Detergentes: Sao aditivos em formulagbes de sabdes em pé e
liquidos para promover a remogao eficiente de manchas de gordura em ciclos

de lavagem a frio, resultando em economia de energia.

e Producdao de Biocombustiveis: Atuam como catalisadores verdes na
transesterificacdo de 6leos vegetais e gorduras residuais para a producgao de
biodiesel, oferecendo uma alternativa sustentavel aos catalisadores quimicos

convencionais.

« Industria Farmacéutica e Quimica Fina: Sdo empregadas na resolucao cinética
de compostos racémicos para a producao de farmacos puros, como anti-

inflamatérios e agentes antivirais.

A pesquisa continua na area de lipases foca em superar limitagdes intrinsecas

e expandir seu potencial biotecnoldgico, seguindo tendéncias de vanguarda no estado
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da arte. Uma das frentes de maior destaque é a imobilizacdo de enzimas, estratégia
que consiste na fixagdo do biocatalisador a um suporte solido para aumentar sua
estabilidade operacional, facilitar a separagcdo do meio reacional e, crucialmente,
permitir sua reutilizacdo em multiplos ciclos, viabilizando economicamente os
processos industriais. Paralelamente, a engenharia de proteinas, utilizando
ferramentas como a evolugcédo dirigida e a mutagénese sitio-dirigida, permite a
modificagdo racional da estrutura enzimatica para aprimorar propriedades como
termoestabilidade, especificidade de substrato e atividade catalitica sob condi¢des nao
convencionais. Adicionalmente, para além da otimizagao de enzimas ja conhecidas, a
bioprospeccdo em ambientes extremos representa uma fronteira promissora,
concentrando-se na descoberta de novas lipases de organismos extremofilos que
possuam caracteristicas de robustez inatas, ideais para as condigdes severas
encontradas na industria. Em conjunto, essas linhas de pesquisa sao fundamentais
para consolidar o papel das lipases como ferramentas centrais e cada vez mais

eficientes da quimica verde e da biotecnologia moderna (Geow et al., 2021).

3.3 SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS E LIQUIDOS IONICOS

Os sistemas aquosos bifasicos (SAB) sdo misturas compostas por dois ou mais
componentes que, embora individualmente soluveis em agua, tornam-se mutuamente
imisciveis sob determinadas condi¢des, separando-se espontaneamente em duas
fases liquidas distintas (Bekavac et al., 2024; Igbal et al., 2016). Esses sistemas tém
amplo uso em processos de extracdo e purificacdo de biomoléculas, metais e
farmacos, devido a sua biocompatibilidade, seletividade e eficiéncia. No entanto, os

mecanismos da particao sao complexos e imprevisiveis.

O principio da técnica baseia-se no controle de diversos fatores que promovem
o particionamento seletivo: a biomolécula de interesse acumula-se preferencialmente
em uma das fases, enquanto as impurezas migram para a fase oposta. Esse processo,
conhecido como extracao liquido-liquido, consiste na transferéncia de massa de um
soluto entre duas fases liquidas imisciveis (ou parcialmente imisciveis) postas em
contato, entre as quais ocorre a distribuicdo do composto de interesse determinado

pelo equilibrio termodinamico (Kula; Kroner; Hustedt, 1982; Silva; Franco, 2000).
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O coeficiente de particao (K), que quantifica a distribuicdo de um soluto entre

as fases superior e inferior do SAB, é definido pela Equagéao 7:

[A] superior

K= (7)

[A] inferior

onde [Alsyperior © [Alinferior S80 respectivamente a concentragdo do

componente A na fase superior e na fase inferior, ambos em equilibrio.

As enzimas constituem alvos frequentes de processos de extracao devido a sua
relevancia biologica e industrial. Sdo moléculas de origem bioldgica e susceptiveis as
condi¢cbes ambientais. No entanto, a manutengao da integridade funcional durante
esses procedimentos é essencial para preservar a atividade catalitica. Métodos
tradicionais de extracdo podem ser agressivos, frequentemente resultando em
desnaturagdao enzimatica e perda de atividade, o que torna esses processos
ineficientes para aplicagdes biotecnoldgicas. (Geow et al., 2021). Nesse contexto, os
SAB surgem como alternativa mais suave e eficiente, pois oferecem ambiente menos
agressivo a estrutura enzimatica. Além de minimizar a desnaturagao, esses sistemas
promovem altos rendimentos e seletividade aprimorada, o que garante a preservagao
da funcionalidade enzimatica e facilita a purificacdo e recuperacao para aplicagdes

industriais e cientificas.

Tradicionalmente, formam-se os SAB a partir da combinagao de polimeros, sais
inorganicos e solventes organicos. No entanto, nos ultimos anos, os liquidos ibnicos
(LI) tém emergido como componentes alternativos para a geragdo dessas fases,
oferecendo vantagens como a ajustabilidade das propriedades fisico-quimicas, menor
toxicidade em sistemas bioldgicos e maior capacidade de estabilizacdo de
biomoléculas. (Janicka et al., 2022). Essa nova abordagem amplia as aplicagbes dos
SAB, o que os consolida como plataforma promissora para processos bioseparativos
e para o desenvolvimento de novas tecnologias sustentaveis na quimica e

biotecnologia.
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Tabela 1 - Vantagens e desvantagens para cada composi¢cao de uma SAB.

Polimero- i Liquido
Sal-Polimero Sal-Alcool
Polimero I6nico
- Nao téxico - Simplicidade e - Baixa - Alta eficiéncia
- Alta custo viscosidade de extragao
biocompatibilidade - Alta seletividade - Simplicidade e - Alta
Vantagens - Efetividade na - Ajustabilidade custo ajustabilidade
separagao - Efetividade para
pequenas
biomoléculas
- Alta viscosidade - Sal pode causar - Alcool pode - Alto custos
- Dificuldade na desnaturacao causar - Dificuldade na
Desvantagens | recuperagio do - Concentragao desnaturagao separacgao de

polimero para

reuso

de sal influencia

na separagao

- Solubilidade de

alcoois

fases.

Fonte: autor (2025).

Diversos fatores influenciam a particao,

transferéncia da biomolécula alvo de uma fase

classificam-se em dois grupos principais:

processo que corresponde a

para outra fase. Esses fatores

e Propriedades enzimaticas: Caracteristicas intrinsecas da biomolécula — como

hidrofobicidade, carga, peso molecular e conformacao estrutural —, as quais

podem afetar a distribuicao entre as fases.

e Propriedades da fase: Parametros relacionados a composi¢cao do sistema —

incluindo a concentragao dos componentes, o pH, a temperatura e os pesos

moleculares dos constituintes —, que influenciam a solubilidade e a seletividade

do ambiente para a biomolécula alvo.

Considerando os fatores que influenciam a partigdo, a Equagcao 8 decompde o

coeficiente de particao (K), nas contribui¢cdes individuais na forma logaritmica:

InK =1n KO +In Keletro + In KhidTOfOb + In Kafinid +In Ktam +In Kconf

(8)
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onde os indices representam respectivamente os fatores padroes,

eletroquimicos, hidrofobicidade, afinidade, tamanho e conformacao.

Tabela 2 - Propriedades e fatores envolvidos na extragao liquido-liquido.

Propriedades Fatores

- Hidrofobicidade: enzimas com regides hidrofébicas preferem particionar em
fases que contém alta concentragcdo de componentes hidrofébicos.

Coeficiente | . Carga liquida: enzimas carregadas podem interagir com ions na fase aquosa.
de Particao - Tamanho e conformacgao: enzimas maiores ou com conformacao especificas
apresentam comportamento de particdo diferente devido a impedimentos

estéricos.

- Concentracdo de solventes e cossolventes: os componentes de cada fase
influenciam na solvatagao e na interagdo com a enzima.

. - pH: o pH afeta a estabilidade e o estado de protonagcdo da enzima,
Composicao
influenciando na particao.
da Fase . e
- Afinidade: nesse caso, os componentes que possuem maior afinidade podem
aumentar a seletividade. Enzimas possuem seletividade diferentes com os

solventes e cossolventes.

- Temperatura: a temperatura influencia na estabilidade da enzima e no
equilibrio de fase. Geralmente, temperaturas por volta de 30 °C sao ideais para
Condicoes | aatividade enzimatica.

- Agitagdo: promove efetivo contato entre os componentes, aumentando a

transferéncia de massa e o equilibrio entre as fases.

Fonte: autor (2025)

O estabelecimento de um sistema aquoso bifasico (SAB) requer que um dos
seus componentes seja um composto cosmotropico (solvente-isolante) e o outro,
caotropico. Os compostos cosmotropicos caracterizam-se por raios ibnicos menores
e cargas mais elevadas, o que Ihes permite interagir fortemente com as moléculas de
agua. Essas interacdes reforcam a organizacao molecular da agua, promovendo a
separacdo de fases ao atrair as moléculas de agua para vizinhangca e,
consequentemente, deslocar o componente caotropico para a outra fase. Esse efeito
facilita a formagcdo de duas fases bem definidas. Em contraste, os compostos
caotropicos possuem raios ibnicos maiores e cargas mais baixas, resultando em

interacdes mais fracas com a agua. Tais interagcdes reduzidas desorganizam a estrutura
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da agua, o que promove ambiente menos ordenado e favorece a separagao do sistema
(Berton et al., 2019).

A representacgao visual tipica de um SAB é um diagrama de fases, que ilustra as
condi¢des sob as quais o sistema se separa em duas fases distintas. Embora um SAB
seja, na realidade, um sistema ternario (Figura 4), composto por dois componentes
quimicos e agua, frequentemente se representa de forma binaria para fins de

simplificacéo (Figura 5).

Figura 4 - Diagrama de fases de uma mistura ternaria.

04100 A

Regido monofasica

Curva Binodal

Regido bifasica
1,00~
0 0,25 0,50 0,75 100 B

Fonte: autor (2025).

Legenda: diagrama de uma mistura de trés componentes: A, B e agua. Composigao massica global
(ponto G) xa = 0,30; xs = 0,20 e xn20 = 0,50. Composi¢cao massica da fase superior (ponto g’) xa = 0,15;
xs = 0,15 e x120 = 0,70; e Composi¢cao massica da fase inferior (ponto g”’) xa = 0,20; x8 = 0,55 € Xn20 =
0,25.

No diagrama de fases de uma mistura ternaria, como o exemplificado na Figura
4, observa-se que o componente B nao apresenta miscibilidade total em agua, uma
vez que a regiao bifasica se localiza justamente entre esses dois componentes. A
chamada curva binodal delimita essa regiao, separando-as em regiao monofasica e

bifasica do sistema. Os pontos situados na regiao bifasica, como o ponto G destacado



34

no diagrama, indicam composigdes globais para as quais a mistura se separa em duas
fases distintas, cada uma com uma composicdo especifica de um dos trés
componentes. O ponto critico (C) € o ponto especifico na curva binodal onde as
composicdes das duas fases se tornam idénticas e a distingao desaparece. A linha de
amarracgao (tie-line, TLL) é utilizada para identificar a separagao dessas fases. Cada
extremidade da linha de amarragao, representadas por g’ e g”, indica a composigao
exata de uma das fases coexistentes: uma representa a fase rica em agua (Q’),
enquanto a outra representa a fase rica no componente B (g”) (Murari et al., 2015).
Esse comportamento permite obter, a partir de uma unica mistura global, duas fases
com caracteristicas distintas — propriedade fundamental em processos como extragao

liquido-liquido.

A composicao das fases no diagrama ternario determina-se por meio da leitura
das linhas paralelas as bases dos vértices de cada componente. Por exemplo, o ponto
M apresenta uma composi¢cdao em fragao massica de xa = 0,40; xg = 0,40 e X0 = 0,20,
0 que indica as propor¢oes de cada componente na mistura considerada. Dessa forma,
o diagrama de fases ternario ndo apenas evidencia os limites de miscibilidade entre os
componentes, mas também serve como ferramenta indispensavel para prever o

comportamento das misturas e planejar processos de separag¢ao ou formulagao.

No contexto de sistemas ternarios contendo, por exemplo, agua, um solvente
organico (componente B) e um terceiro componente (A), a regido bifasica do diagrama
corresponde as composicdes em que a mistura ndo € homogénea, resultando na
formacgao de duas fases em equilibrio: a fase aquosa e a fase organica. Geralmente, a
fase aquosa, por ser menos densa, constitui a fase superior, enquanto a fase organica,
mais densa, compoe a inferior. Essa ordem, entretanto, pode se inverter a depender

da densidade relativa dos componentes do sistema.

Ao preparar uma mistura cuja composi¢ao global se encontra na regiao bifasica
do diagrama ternario (por exemplo, no ponto G), a separag¢ao espontanea origina uma
fase rica em agua (fase aquosa — superior) e outra rica no componente organico (fase
organica — inferior). Neste cenario, a regra da alavanca (lever rule) permite determinar,

de forma quantitativa, as propor¢cées em massa de cada uma dessas fases formadas
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apos o equilibrio, o que é expresso pelas Equacdes 9 e 10 (Bekavac et al., 2024;
Williamson, 2021).

Linferior

Xsuperior = I 9)
Lsuperior

Xinferior = L (10)

onde Xsuperior € Xinfeiror SA0 respectivamente as propor¢coes da fase superior e
inferior; Lintsiror € Lsuperior SA0 respectivamente a disténcia entre o ponto G e g”’ para Linserior

e G e g’ para Lsuerior; € L € a distancia total da linha de amarragao.

Figura 5 — Diagrama de fases ternario simplificado.
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A : : Regido monofasica
| |

dx

Propor¢cao massica da fase superior

Fonte: autor (2025).
Legenda: representacao simplificada das regides para cada fase de um SAB. Cores artificiais.

A linha que conecta o ponto g’ ao g” sobre a curva binodal denomina-se linha
de amarracgao (tie-line, TLL), conforme mencionado anteriormente (Figura 5). O

comprimento dessa linha € dado pela Equacéao 11:
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TLL = Ax? + Ay? = (x — %)% + (y, — y1)? (11)

Os liquidos ibnicos sao sais organicos que permanecem no estado liquido
abaixo de 100°C (Nascimento et al., 2019; Patel; Kumari; Khan, 2014; Piccoli; Martinez,
2022; Schindl et al., 2019). A baixa volatilidade, alta estabilidade térmica e
ajustabilidade quimica os fazem uma classe promissora de solventes para diversas
aplicacoes. A incorporacao de liquidos ibnicos na formacao de SAB pode modificar as
propriedades fisico-quimicas do sistema, como a seletividade na particdo de
biomoléculas, a solubilidade de compostos orgéanicos e a eficiéncia na extracao de

substancias especificas.

Dentre as aplicacdes desses sistemas, destacam-se a recuperagao de proteinas
e enzimas, a extragao de metais de interesse tecnoldgico e ambiental, a purificagao de
farmacos e o fracionamento de biomoléculas complexas. Para otimizar essas
aplicacdes, o estudo desses sistemas por meio de simulagdes de MD permite uma
compreensao detalhada das interacdes intermoleculares que regem a separagao de
fases e a particao de solutos, contribuindo para o desenvolvimento de novos solventes

e processos mais eficientes.

3.4 TEORIA DE KIRKWOOD-BUFF E FUNCOES DE DISTRIBUICAO

A complexidade estrutural de algumas biomoléculas exige a compreensao das
interacdes com as moléculas do solvente em solugdo. Para entender o processo de
dissolugdo de um soluto genérico em solugcado aquosa, € fundamental analisar os
principios termodindmicos que governam essa interacdo. A dissolucdo de uma
substancia em um solvente ocorre de forma espontanea quando ha reducdo da

energia de Gibbs, que expressa a viabilidade termodinamica do processo.

Os estudos computacionais oferecem abordagem poderosa para a analise
microscopica do comportamento de biomoléculas em solugcdo, permitindo a
investigacao detalhada das interagées moleculares envolvidas (Varela et al., 2015). Um
dos aspectos fundamentais desse tipo de analise € a estrutura de solvatagdo, que

descreve a organizagao das moléculas do solvente ao redor da proteina.
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Para caracterizar essa estrutura, pode-se calcular a densidade de um
determinado componente da solugdo (como moléculas de agua, ions ou outros
solutos) em fungao da distancia a partir da superficie da proteina. Realiza-se esse
estudo por meio da obtencao das fungdes de distribuigdo, as quais quantificam a
variagao da densidade do solvente a medida que a distancia em relagao a proteina

aumenta (Levine; Stone; Kohlmeyer, 2011).

A fungao de distribuicao radial, g(r), € grandeza estatistica que descreve a
probabilidade relativa de se encontrar uma particula em uma casca esférica de
espessura dr, a uma distancia r de um sitio de referéncia. Essa probabilidade é
calculada em comparagdo com uma distribuicdo ideal em que as particulas se

distribuiriam uniformemente pelo solvente, considerada a mesma densidade global.

Matematicamente, a Equacado 12 define a fungao g(r) como a razao entre a
densidade local de particulas na vizinhanga de um ponto de referéncia e a densidade
meédia da solugao:

n(r)

— 12
Amtr?pAr (12)

g(r) =

Quando g(r) = 1, a distribuicdo do solvente ao redor do sitio de referéncia é
homogénea, indicando auséncia de influéncia especifica da particula central. Valores
de g(r) > 1 indicam regides de maior probabilidade de ocorréncia das particulas do
solvente, sugerindo interagdes preferenciais ou efeitos de solvatagao estruturada. Ja
valores de g(r) < 1 sugerem reducédo da densidade local, indicando repulsdo ou
exclusdo do solvente naquela regido. O célculo de g(r) é amplamente utilizado em
simulagdes de MD, sendo método essencial para investigar a estrutura de solvatacao
ao redor de biomoléculas, efeitos de interagdes intermoleculares e o comportamento

de solugdes em nivel microscopico.

O calculo tradicional das fungdes de distribuigdo radial toma o centro de massa
das espécies quimicas como sitio de referéncia. No entanto, essa abordagem
apresenta limitagao: nao considera explicitamente o formato da espécie quimica, o que

pode comprometer a representagao precisa das interacdes entre as moléculas do
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solvente e a sua superficie. Portanto, uma funcao de distribuicdo que considere o
formato do soluto deve fornecer uma caracterizagdo mais precisa e intuitiva da sua
estrutura de solvatagdo. Neste contexto, as funcdes de distribuicdo de minima
distancia (MDDF) surgem como alternativa mais adequada, pois levam em conta a

geometria molecular do soluto (Martinez, 2022; Martinez; Shimizu, 2017).

A Teoria de Kirkwood-Buff (Ben-Naim, 2023; Kirkwood; Buff, 1951) fornece uma
ponte rigorosa entre o mundo microscopico das interagdes moleculares e o mundo
macroscopico das propriedades termodinamicas, o que o torna ferramenta valiosa
para o estudo de solucdes. Baseia-se em integrais de fungdes de distribuicdo, que

descrevem a probabilidade de encontrar uma particula a uma distancia determinada.

O significado fisico da integral de Kirkwood-Buff (KBI) relaciona-se diretamente
com a quantidade de excesso ou déficit de uma espécie ao redor de outra em uma
solugao, comparado a uma distribuicdo homogénea. Em outras palavras, os KBls
descrevem a extensao e a intensidade das flutuagdes de densidade e das correlagdes
entre particulas em solucgdes liquidas (Newman, 1994; Ploetz; Bentenitis; Smith, 2010).

A representacdo matematica € dada pela Equacao13:

Gup = Jm[g(r) —1].4nr? dr (13)
0

Sendo Gas a KBI obtida, se Gas > 0, a espécie B esta preferencialmente
associada a espécie A, ou seja, existe um excesso de B ao redor de A comparando
uma solucao ideal. Para Gas < 0, a espécie B esta preferencialmente excluida da

vizinhancga de A, indicando uma repulsao efetiva entre as duas espécies quimicas.

A inversao das integrais de Kirkwood-Buff (KBI) (Ben-Naim, 2006), permite
relaciona-las diretamente com grandezas macroscopicas termodinamicas, como
compressibilidade isotérmica, coeficiente de atividade, volumes molares, potenciais
quimicos e parametros de solvatacdo. Essas propriedades sao cruciais para a
compreensao de sistemas complexos — como solugdes biomoleculares, misturas
liquidas e processos de solubilizacdo —, o que possibilita a interpretacao de fenémenos

quimicos e biolégicos em nivel atbmico e macroscopico.
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Em destaque, o pardmetro de solvatacdo preferencial (I') constitui uma
grandeza termodinamica fundamental para compreender as interacdes entre os
componentes de uma solugao e solutos complexos, como proteinas e outras
biomoléculas. Esse parametro quantifica o grau de solvatagao diferencial de uma
espécie quimica do meio multicomponente, indicando se uma determinada espécie do

solvente se acumula preferencialmente na vizinhanga do soluto ou é dela excluida.

No contexto de proteinas, o parametro de solvatacdo preferencial auxilia na
caracterizacao do efeito do solvente sobre a estabilidade, estrutura e atividade
biologica dessas biomoléculas, permitindo descrever preferéncias de solvatacao sob
diferentes condi¢cdes experimentais. Essa analise € crucial para a compreensao de
mecanismos como desnaturagao proteica, interacdes proteina-soluto e seletividade de

solvatacdo em misturas de solventes (Shimizu; Smith, 2004; Timasheff, 2002).

Para uma solucdo multicomponente, constituida por um solvente (3), um
cossolvente (2) e um soluto (1), a Equacdo 14 define o parametro de solvatagcao

preferencial em relagéo ao cossolvente (2):

I3 = p3(Gy3 — Ga1) (14)

onde I3 € o parametro de solvatagdo preferencial do cossolvente (2) em
relagéo ao solvente (3); p; € a densidade do solvente (3); G,3 e G,; Sado
respectivamente as KBl do cossolvente (2) e solvente (3), e o cossolvente (2) e o soluto

(1). A interpretagao do sinal do parametro de solvatagao preferencial (I') é a seguinte:

e Um valor negativo (I' < 0) indica hidratagdo preferencial. Nesse caso, a
biomolécula interage preferencialmente com o solvente (agua), o que resulta na

exclusao do cossolvente de sua camada de solvatagao.

« Um valor positivo (I' > 0) indica solvatagao preferencial pelo cossolvente. Nesse
cenario, as moléculas do cossolvente acumulam-se preferencialmente na

vizinhanga da biomolécula.

A aplicacdo da dindmica molecular no estudo do equilibrio de fases tem

implicacdes significativas em diversas areas cientificas e industriais. Na engenharia
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quimica, por exemplo, a compreensao detalhada das transi¢des de fase € crucial para
o design eficiente de processos de separacao e purificagdo. Na ciéncia dos materiais,
a MD auxilia no desenvolvimento de novos materiais com propriedades especificas,
enquanto na biologia molecular, contribui para o entendimento de processos como o
dobramento de proteinas e a interagao entre biomoléculas. Portanto, os estudos de
dindmica molecular sao fundamentais para a compreensao e controle dos fendmenos

associados ao equilibrio de fases em sistemas complexos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ARQUIVOS DE ENTRADA

Obtiveram-se os arquivos de coordenadas das moléculas utilizadas a partir do
banco de dados PubChem (National Institutes of Health). As moléculas, com os
respectivos identificadores de composto (CID) e representacdes na Figura 6, foram:
ion colina (CID 305; Figura 6A), ion acetato (CID 175; Figura 6B), ion propanoato (CID
104745; Figura 6C), ion butanoato (CID 104775; Figura 6D), ion pentanoato (CID
114781; Figura 6E), ion hexanoato (CID 4398339; Figura 6F) e o polimero Triton® X-
114 (CID 75622; Figura 6G).

Posteriormente, geraram-se as topologias e as coordenadas de entrada por
meio dos softwares LigParGen (Dodda et al., 2017) e BOSS 5.1, compativeis com o
campo de forca OPLS-AA (versao 2020) (Jorgensen et al., 2024; Jorgensen; Maxwell;
Tirado-Rives, 1996). A molécula de colina constituiu a unica excegao, para a qual se
aplicaram manualmente parametros do modelo de campo de forca OPLS-2009IL

(Doherty et al., 2017), por serem especificos para liquidos iénicos (LI).

A estrutura da lipase (sigla EstA) foi obtida do banco de dados Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB), sob o codigo de acesso PDB ID
1UKC". O arquivo corresponde a estrutura cristalografica da Estearase A de Aspergillus
niger, determinada por difracdo de raios X com resolucéo de 2,10 A. A topologia de
entrada, por sua vez, foi gerada com o software GROMACS, utilizando o campo de
forca OPLS-AA/M (versao 2015) (Robertson; Tirado-Rives; Jorgensen, 2015).

1 https://www.rcsb.org/structure/1UKC
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Figura 6 - Moléculas utilizadas nas simulagdes.
C

Fonte: autor (2025).
Legenda: fundo branco com as moléculas utilizadas nas simulagdes. Cores artificiais. A — colina, B —
acetato, C — propanoato, D — butanoato, E — pentanoato, F — hexanoato, e G — polimero Triton ® X-114.
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Para as simulagdes de dinamica molecular, denominou-se cada fase como "fase
superior aquosa" (Figura 7) e "fase inferior organica" (Figura 8). Simulou-se cada uma
separadamente, dada a impossibilidade técnica de analisar o sistema bifasico

completo em uma unica simulagao.

A composicao de cada fase determinou-se a partir da razado volumétrica e da
composicao global do sistema, dados obtidos da literatura (NASCIMENTO et al,,
2019a). Para este calculo, empregou-se um algoritmo desenvolvido em Python que
determinava a quantidade de moléculas de cada componente com base na fracao
massica, em relacao a um numero fixo de moléculas de agua (Equagao 15).

m
MM

n= * Ny (15)

Partiu-se de um sistema com composigcao global em fragdo massica de 0,08
para o LI, 0,07 para o polimero e 0,85 para a agua. Estabeleceu-se a razdo volumétrica
(R,) de 0,7, com predominio de volume da fase superior aquosa. A partir dessas
condicdes, determinaram-se as fragcdes massicas parciais € o consequente numero de
moléculas para cada componente nas fases de equilibrio. Esse calculo realizou-se por
meio de algoritmo desenvolvido em Python, que aplicava a regra da alavanca
(Equacdes 16 e 17).

VsCs + ViC;

Cglobal = V. + (16)

Vi i . ~ .
dado que R, = 7‘ , substituindo e reorganizando na equagao acima:
N

G+ R
Cgiopal = Rl

A Tabela 3 demonstra as fragbes massicas parciais de cada componente para

as fases, utilizadas para todos as simulagées de MD.
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Tabela 3 - Fragbes massicas de cada componente para as fases.

Polimero i
Fases Liquido Iénico Agua
Triton® X-114
Superior aquosa 0,10 0,01 0,89
Inferior organica 0,05 0,15 0,80

Fonte: autor (2025).

Figura 7 — Fase superior aquosa constituida por EstA, liquido idnico e polimero.

Fonte: autor (2025).

Legenda: fundo branco com as caixas preparadas para a fase aquosa com a lipase ao centro. Apenas
para efeito de visualizagdo, uma vez que ambas sdo mesma fase sendo uma caixa Unica. Figura A — EstA
com os ions de colina e acetato. Figura B — EstA com as moléculas de polimero Triton® X-114. Cores

artificiais
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Figura 8 — Fase inferior organica constituida por EstA, liquido idnico e polimero.

Fonte: autor (2025).

Legenda: fundo branco com as caixas preparadas para a fase organica com a lipase ao centro. Apenas
para efeito de visualizagdo, uma vez que ambas sdo mesma fase sendo uma caixa Unica. Figura A — EstA
com os ions de colina e acetato. Figura B — EstA com as moléculas de polimero Triton® X-114. Cores
artificiais

4.2 SIMULAGAO DE DINAMICA MOLECULAR COM GROMACS?

Realizou-se a simulagédo de MD com o software GROMACS 2025.2 (Abraham
et al., 2015; Berendsen; van der Spoel; van Drunen, 1995). Geraram-se os parametros
da topologia com base no modelo de campo de for¢a OPLS atualizado, utilizando-se o
modelo de agua TIP4P (Jorgensen et al., 1983). Para a integracdo numérica,
empregou-se o algoritmo Verlet leap-frog (Hockney, 1970; VERLET, 1968) com passo
de tempo de 2 fs. As interagdes de curto alcance e de Lennard-Jones foram tratadas
com raio de corte de 1,0 nm. A simulagcédo transcorreu em uma caixa cubica com

condic¢des de contorno periddicas.

Inicialmente, minimizou-se o sistema logo apods a adigao das moléculas de agua
na caixa de simulagado. Em seguida, neutralizou-se o sistema com NaCl a 0,9% (m/m)
para simular condi¢des bioldgicas. Posteriormente, realizou-se nova minimizagéo a fim

de eliminar possiveis conflitos estéricos entre as moléculas.

2 https://github.com/patrickallanfaustino
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A equilibragao do sistema ocorreu em multiplas etapas. Primeiramente, relaxou-
se o sistema a 298,15 K por 200 ps com o termostato Berendsen (Berendsen, 1991;
Berendsen et al., 1984), aplicando-se restricoes de posicao a lipase para estabilizar o
solvente. Em seguida, equilibrou-se o sistema no conjunto NPT por 200 ps, utilizando
o termostato V-rescale (BUSSI et al., 2007) a 298,15 K (constante de tempo de 1,0 ps)
e o barostato Berendsen a 1,0 bar (constante de tempo de 3,0 ps). Posteriormente,
substituiu-se o barostato pelo C-rescale (BERNETTI & BUSSI, 2020) para uma

equilibracao adicional de 600 ps, mantendo-se as restricoes de posi¢ao na lipase.

Na etapa de producado final, removeram-se as restricbes e conduziu-se a

simulagao por 50 ns.

4.3 INTEGRAIS DE KIRKWOOD-BUFF

Calcularam-se as integrais de Kirkwood-Buff (KBI) (Ben-Naim, 2023; Newman,
1994) a partir das fung¢des de distribuigdo para obter propriedades fisico-quimicas que
permitiram a compreensao das interagdes entre a lipase e os componentes das fases.
Por meio dessas integrais, avaliaram-se as preferéncias de solvatacao, os potenciais
quimicos, os coeficientes de particdo e as interagdes intermoleculares na solugao

complexa. Para este calculo, utilizou-se a Equagao 13, descrita anteriormente.

O parametro de solvatagao preferencial relativo, por sua vez, obtém-se a partir
da diferenca entre as integrais de Kirkwood-Buff (KBI) dos componentes em relagao a

lipase:

[gc= pc(Gpe — Gga) (18)

onde os subscritos B, C e A correspondem, respectivamente, a lipase, aos
cossolventes e a agua. Um valor positivo de I . indica que a KBI do cossolvente é

maior que a da agua, entao a lipase é preferencialmente solvatada pelo cossolvente.

O parametro de solvatagao preferencial relativo relaciona-se diretamente com
a variagao do potencial quimico da lipase, induzida pela adicdo de cossolventes a

solugao. O potencial quimico (u) de um componente em uma solugao, por sua vez,
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define-se como a soma de trés contribui¢cdes: o potencial quimico no estado padrao
(1°), a contribuicdo entrdpica ideal de mistura (RT Inxg) e o termo de excesso, que

representa o desvio da idealidade da solugéo (RT Inyp):

Apg = RT In(xgyg) = RTInxg + RT Inyp (19)

onde RT Inyy € dado por:

RTInyg = —RT InT}g (20)

Substituindo a Equagao 20 em 19, temos:

Aug = RTInxg — RT InTy (21)

O potencial quimico (i) e a variagao da energia livre de solvatagao (AGs,;,) S80
grandezas intimamente relacionadas na termodinamica de solugdes (Baynes; Trout,
2003; Matubayasi, 2017). O potencial quimico de um soluto depende da concentracao
e das interagdes com o solvente, sendo a solvatacdo o processo que modula esse
potencial. A energia livre de solvatagao, por sua vez, quantifica a variagao de energia
livre quando a molécula de soluto é transferida do vacuo (fase gasosa) para o interior
de um solvente, refletindo a magnitude das interagdes soluto-solvente. Portanto, tanto
o potencial quimico, quanto a energia livre de solvatagao, indicam a tendéncia de uma

substancia sofrer mudancgas e transferéncias de fase.

Calculou-se o logaritmo do coeficiente de particdo (Bannan et al., 2016), por
meio da relagao entre o potencial quimico e a energia livre de solvatacado, conforme a

seguinte expressao:

AGtransf)
_ 22
log K (RTln 10 (22)

onde AGyqnsp COrresponde a diferenga entre as energias livres de solvatagao

da fase inferior organica e da fase superior aquosa. Valores negativos para log P indica
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que a lipase preferencialmente se distribui na fase aquosa, ou seja, quanto menor log K

maior o carater hidrofilico.

4.4 FUNCAO DE DISTRIBUICAO DE DISTANCIA MINIMA

Para o calculo da func¢ao de distribui¢cao de distancias minimas (MDDF), utilizou-
se o0 software ComplexMixture v2.14.4 (Martinez, 2022; Martinez; Shimizu, 2017),
desenvolvido em linguagem Julia (Bezanson et al., 2017). Para cada sistema, ajustou-
se manualmente o intervalo do bulk range, com um raio de corte de 1,5 nm, a fim de
que o valor da MDDF convergisse para 1,0 (adimensional). Adicionalmente,
decompuseram-se as contribuicdes em grupos de atomos das moléculas do sistema,
0 que permitiu a interpretacao em termos da natureza quimica das espécies envolvidas

nas interagdes soluto-solvente.

Neste trabalho, adotou-se a fungao de distribuicao utilizando distancias minimas
(MDDF) para a andlise das interagbes soluto-solventes. O uso da MDDF é
particularmente adequado para sistemas envolvendo solutos geometricamente
complexos, como proteinas, pois permite calcular a distribuicdo do solvente ao redor
do soluto considerando diretamente a superficie molecular, refletindo com maior

precisao as interagdes entre o soluto e os solventes ou cossolventes (Figura 9B).

Por outro lado, as fungdes de distribuigao do tipo radial calculam a distribuigao
do solvente em relacao ao centro de massa das moléculas envolvidas (Figura 9A). Essa
abordagem pode introduzir um desvio na média das distribuicdes dos solventes e
cossolventes em relagcdo a superficie do soluto, potencialmente resultando em

descricao menos precisa das interagdes nesses sistemas.
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Figura 9 — Diferenca entre os tipos de fungdes de distribuigao
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Fonte: autor (2025).

Legenda: representacao de uma proteina em vermelho com sua superficie geometricamente complexa
e solventes ao redor em azul. Cores artificiais. A — Distribuicao radial em fungao do centro de massa da
proteina. B — Distribuicao de distancia minima em fung¢ao da superficie da proteina.

4.5 USO DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL

Em conformidade com a Resolugdo UNESP N° 13, de 22 de abril de 2025, que
orienta o uso ético de ferramentas de Inteligéncia Artificial (IA) na produgao
académica, declara-se que recursos de IA foram utilizados na fase de revisao deste
trabalho. A aplicagao de tais tecnologias limitou-se estritamente ao aprimoramento da
revisdo gramatical e a otimizagdo da clareza da escrita cientifica. Ressalta-se que a
concepcao do projeto, a formulagao da ideia central, a execugao de todas as atividades
de pesquisa e a interpretagao dos resultados sao de inteira autoria e responsabilidade
do autor, com a devida supervisdao de seu orientador. A IA foi, portanto, empregada
como uma ferramenta de suporte textual, sem interferir no mérito intelectual e no

conteudo original desta dissertagao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PREFERENCIA DE SOLVATAGCAO RELATIVA

A analise dos parametros de solvatagao preferencial relativos € fundamental
para determinar como a modificagao da cadeia alquilica na regido anidnica do liquido
i6nico influencia a predilecao da lipase por uma das fases. Esses parametros permitem
identificar em qual fase a lipase se solvata preferencialmente. Um valor elevado do
parametro preferencial relativo indica que a integral de Kirkwood-Buff (KBI) do liquido
iGnico é superior a da agua, o que sugere solvatagao preferencial da lipase pelo liquido
iGnico.

A fim de facilitar a discusséo dos resultados, adotou-se a seguinte convengao
para os anions de cadeia alquilica: 2C para o acetato, 3C para o propanoato, 4C para
o butanoato, 5C para o pentanoato e 6C para o hexanoato. Para as fases adotou-se
FSA para a fase superior aquosa e FIO para a fase inferior organica. A Figura 10 a

seguir estao os coeficientes de particao obtidos.

Figura 10 — Coeficiente de particao (log K) em fungcao das cadeias alquilicas

Coeficiente de particdo (log K) em funcao das cadeias

alquilicas
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Fonte: autor (2025).
Legenda: coeficientes de partigdo, em log K, obtidos de acordo com a modificagdo da cadeia alquilica.
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Observaram-se valores de log K negativos para todos os sistemas analisados
(Figura 10), o que indicou a predilecao da lipase pela fase superior aquosa. Portanto,
a lipase mostrou-se hidrofilica em todos os casos, apresentando maior afinidade pela

fase aquosa do SAB.

A interpretacao do coeficiente de particao (log K) permite avaliar a afinidade da
biomolécula pelas fases. Um valor de log K = 0 (K = 1) indica que a biomolécula nao
apresenta afinidade preferencial por nenhuma das fases. Quando log K< 0 (K< 1), a
biomolécula é hidrofilica e demonstra maior tendéncia de particao na fase aquosa. Por
outro lado, se log K > 0 (K > 1), a biomolécula é hidrofébica e acumula-se
preferencialmente na fase organica. Adicionalmente, a magnitude do valor indica o
grau dessa afinidade: quanto menor o valor de log K, maior o carater hidrofilico da

biomolécula, o que reflete maior solubilidade na fase aquosa.

A anadlise conjunta das Figuras 10 e 11 revelou aumento no parametro de

solvatacao preferencial relativo com o alongamento da cadeia alquilica do anion do LI.

Figura 11 — Parametro preferencial de solvatacao para as fases

Parametros preferencial de solvatacao para as fases
50,0
45,0

ATACAO

40,0
35,0
30,0 30,6

25,0
19,2
20,0 18,1

15,0 8,5
10,0 (4,4 5,9 6,0

5,0 7.6 71 8,3 8,3 8,2 8,7

PARAMETRO PREFERENCIAL DE SOLV.

0,0
FSA FIO FSA FIO FSA FIO FSA FIO FSA FIO

2C 3C 4C 5C 6C

EColina Cadeia alquilica

Fonte: autor (2025).
Legenda: contribuicdo de cada componente nas fases aquosas e organicas.
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Esse efeito foi particularmente pronunciado para os sistemas contendo os ions
pentanoato (5C) e hexanoato (6C). Este resultado indicou que o aumento da cadeia
alquilica promoveu o particionamento e a bioconcentracao da lipase na fase superior
aquosa. De fato, o parametro de solvatagao preferencial para todas as fases superiores
aquosas mostrou-se consistentemente mais elevado que o parametro correspondente
nas fases inferiores organicas, independentemente do comprimento da cadeia

alquilica.

A analise também permitiu discernir a contribuicao relativa do cation colina e da
cadeia alquilica do anion para a solvatacao da lipase. Para os anions de cadeia curta
— acetato (2C) e propanoato (3C) —, observou-se que o céation colina exerceu maior
influéncia. Em contraste, para os anions de cadeia longa — pentanoato (5C) e
hexanoato (6C) —, verificou-se a tendéncia oposta, na qual a influéncia da cadeia
alquilica do anion superou a do cation. Portanto, os resultados indicam que o aumento
no comprimento da cadeia alquilica do énion torna a contribuicao para o processo de

solvatagao progressivamente mais dominante.

Nao foram obtidos dados suficientes para a analise concreta da influéncia do
polimero Triton® X-114. De acordo com poucos dados obtidos relacionados ao
polimero, indicou que o polimero Triton® X-114 nao exerceu influéncia significativa no

processo de particionamento.

5.2 TERMODINAMICA DA SOLVATACAO

Para aprofundar a analise, realizou-se estudo criterioso da termodinamica da
solvatacao da lipase, com o objetivo de elucidar, sob perspectiva molecular, as razbes
para a solvatacao preferencial na fase superior aquosa, observada anteriormente. Para
tanto, analisaram-se as fungbes de distribuicdo de distancias minimas (MDDF),
decompostas nas contribuicées dos diferentes componentes do sistema, em conjunto

com as integrais de Kirkwood-Buff (KBI).

Nas Figuras 12 e 13, observa-se pico em aproximadamente 0,18 nm e outro em
0,30 nm, correspondentes, respectivamente, a primeira e a segunda camada de

solvatagcdo da agua em ambas as fases estudadas. A presenca dessas camadas reflete



53

interacdes especificas, principalmente ligacdes de hidrogénio. O primeiro pico (~0,18
nm) é caracteristico da distancia aceptor-hidrogénio em tais ligagcdes, onde o oxigénio

atua como aceptor.

Figura 12 —- MDDF: 1UKC/Agua na FSA para Colina/Acetato/Triton X-114
1UKC/Agua na Fase Aquosa com Ch+/Acetato/Triton X-114

Agua
O - Hidroxila
H - Hidroxila

MDDF

N

0.0 0.5 1.0 1.5

0.0

Distancia (nm)

Fonte: autor (2025).
Legenda: interagGes das moléculas de agua na fase superior aquosa com a lipase 1UKC.
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Figura 13 - MDDF: 1UKC/Agua na FIO para Colina/Acetato/Triton X-114
1UKC/Agua na Fase Organica com Ch+/Acetato/Triton X-114

Agua
20 O - Hidroxila
H - Hidroxila

| TN |

0.5 | /\

00 Y .
0.0 0.5 L0 L5
Distancia (nm)

MDDF

Fonte: autor (2025).
Legenda: interagGes das moléculas de agua na fase inferior organica com a lipase 1UKC.

Dessa forma, a analise evidencia a formacgao de rede de ligagcdes de hidrogénio
entre a lipase, a agua e os cossolventes na primeira camada de solvatagdo. Este
comportamento mostrou-se predominante em todas as simulagdes realizadas,

independentemente do comprimento da cadeia alquilica do anion do LI.

Para facilitar a analise dos comportamentos comuns a todos os sistemas, a
discussao a seguir focou-se na comparacgao entre o ion acetato (2C) e o ion hexanoato
(6C). Adotou-se essa abordagem, pois esses dois anions representam os extremos de

menor (2C) e maior (6C) comprimento da cadeia alquilica investigada.

As Figuras 14 a 17 revelam que, tanto na fase aquosa quanto na organica, o
anion do LI interage mais proximamente com a lipase em comparagao com o cation
colina. Observa-se pico acentuado e bem definido para o anion a uma distancia de
aproximadamente 0,18 nm. Essa posig¢ao € caracteristica de ligagbes de hidrogénio
formadas entre o grupo carboxilato (COO™) do anion e a superficie da proteina, o que
sugere interagao forte e especifica. O cation colina, por sua vez, apresenta seu pico

de maior probabilidade a uma distancia superior, em torno de 0,30 nm.
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Figura 14 - MDDF: 1UKC/Liquido Iénico na FSA para Colina/Acetato/Triton X-114
1UKC/Liquido I6nico na Fase Aquosa com Ch+/Acetato/Triton X-114

Colina
Acetato

MDDF

Distancia (nm)

Fonte: autor (2025).
Legenda: interagGes do liquido idnico na fase superior aquosa com a lipase 1TUKC.

Figura 15 - MDDF: 1UKC/Liquido I6nico na FIO para Colina/Acetato/Triton X-114
1UKC/Liquido Iénico na Fase Orgéanica com Ch+/Acetato/Triton X-114

8 -
ﬂ Colina
Acetato

MDDF

0.0 0.5 1.0 1.5
Distancia (nm)

Fonte: autor (2025).

Legenda: interagdes do liquido idnico na fase inferior orgéanica com a lipase 1UKC.
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Figura 16 - MDDF: 1UKC/Liquido Iénico na FSA para Colina/Hexanoato/Triton X-114
1UKC/Liquido I6nico na Fase Aquosa com Ch+/Hexanoato/Triton X-114
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Fonte: autor (2025).
Legenda: interagGes do liquido ibnico na fase superior aquosa com a lipase 1UKC.

Figura 17 - MDDF: 1UKC/Liquido I6nico na FIO para Colina/Acetato/Triton X-114
1UKC/Liquido Iénico na Fase Orgénica com Ch+/Hexanoato/Triton X-114
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Fonte: autor (2025).

Legenda: interagdes do liquido idnico na fase inferior orgéanica com a lipase 1UKC.
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Nas Figuras 18 e 19, observa-se que a integral de Kirkwood-Buff (KBI) para a
agua se torna altamente negativa a curtas distancias, o que indica déficit de moléculas
(volume de exclusdo) na vizinhanca imediata da lipase em comparagdo com uma
distribuicdo homogénea. Embora o valor da integral comece a aumentar a partir de

aproximadamente 0,18 nm, com a formagdo das camadas de solvatagdo, esse

......

Figura 18 — KBI: 1UKC/Agua na FSA para Colina/Acetato/Triton X-114
1UKC/Agua na Fase Aquosa para Ch+/Acetato/Triton X-114

. \
o

—20 \

KBI -43.67

KBI (L/mol)
I

—40 F \

Distancia (nm)

Fonte: autor (2025).
Legenda: KBI da agua na fase superior aquosa para o sistema formado pela Colina, Acetato e Triton X-
114.
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Figura 19 - KBI: 1UKC/Agua na FIO para Colina/Acetato/Triton X-114
1UKC/Agua na Fase Orgéanica para Ch+/Acetato/Triton X-114

KBI -43.9

—10 F

—40 F \
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Fonte: autor (2025).
Legenda: KBI da agua na fase inferior organica para o sistema formado pela Colina, Acetato e Triton X-
114.

Esse resultado agregado, portanto, sugere a exclusao preferencial da agua, o
que evidencia a solvatagao da enzima pelos cossolventes e corrobora maior afinidade
pelos liquidos ibnicos. Ressalta-se que esse comportamento foi o mesmo para

quaisquer sistemas.

Nas Figuras 20 e 21, se observa que as integrais de Kirkwood-Buff (KBI) para o
ion colina sao consistentemente menos negativas do que as de seu anion
correspondente, em ambas as fases. Este resultado indica que, sob perspectiva

volumétrica, os ions colina sdo menos excluidos da vizinhanga da lipase.
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Figura 20 - KBI: 1UKC/Liquido idnico na FSA para Colina/Acetato/Triton X-114
1UKC/Liquido Ionico na Fase Aquosa para Ch+/Acetato/Triton X-1°
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Fonte: autor (2025).
Legenda: KBI do liquido ibnico, separado em ion colina e ion acetato, na fase superior aquosa para o

sistema formado pela Colina, Acetato e Triton X-114.

Figura 21 - KBI: 1TUKC/Liquido idnico na FIO para Colina/Acetato/Triton X-114
1UKC/Liquido I6nico na Fase Organica para Ch+/Acetato/Triton X-1
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Fonte: autor (2025).
Legenda: KBI do liquido idnico, separado em ion colina e ion acetato, na fase superior aquosa para o

sistema formado pela Colina, Acetato e Triton X-114.
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A primeira vista, essa observac&o poderia sugerir contradicio com os dados da
MDDF (Figuras 14 e 15), que mostraram o anion acetato interagindo a distéancias mais
curta com a proteina. No entanto, a chave para conciliar esses resultados esta no

equilibrio entre a afinidade de interagao especifica e a ocupagao volumétrica.

O pico do ion acetato nas Figuras 14 e 15 indicou que a interacdao com a lipase
¢ forte e altamente localizada a uma distancia de ~0,18 nm. Isso sugere a formacao de
ligacbes de hidrogénio, nas quais o oxigénio do acetato atua como aceptor. Em
contraste, o pico correspondente ao ion colina surge distancia maior, o que reforca

que o acetato apresenta atracao especifica e mais intensa a curta distancia.

No entanto, as Figuras 20 e 21 revelaram que a KBl do ion acetato é mais
negativa que a do ion colina, indicando maior exclusdo, em média, da vizinhanga da
lipase. Esse aparente paradoxo €, na verdade, o comportamento caracteristico de
espécies que estabelecem interacbes muito fortes, porém altamente localizadas em

determinadas regides da lipase.

Isso sugere que o ion acetato se liga fortemente a lipase, mas apenas em sitios
especificos e de forma altamente localizada (Figura 22). Consequentemente, a maioria
das moléculas de acetato permanece mais distante da superficie, 0 que resulta em

menor densidade espacial média na vizinhanca.

Em contraste, os ions colina interagem de maneira mais fraca, porém mais
difusa, por toda a superficie da lipase (Figura 23). Como resultado, apesar de nao
possuirem afinidade pontual tdo pronunciada, densidade espacial média ao redor da

lipase € superior a do ion acetato.
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Figura 22 — Mapa de Densidade: 1UKC/Acetato na fase aquosa para
Colina/Acetato/Triton X-114

1UKC/Acetato na fase aquosa para o Ch+/Acetato/Triton X-114
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Fonte: autor (2025).

Legenda: mapa de densidade da interagéo do ion acetato com os residuos da lipase 1UKC.

Figura 23 - Mapa de Densidade: 1UKC/Colina na fase aquosa para

Colina/Acetato/Triton X-114

1UKC/Colina na fase aquosa para o Ch-+/Acetato/Triton X-114
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Fonte: autor (2025).

Legenda: mapa de densidade da interagao do ion colina com os residuos da lipase 1UKC.
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Na fase inferior organica, a agua e os ions colina demonstraram comportamento
molecular analogo ao observado na fase aquosa (Figuras 24 e 25).
Figura 24 - Mapa de Densidade: 1UKC/Acetato na fase organica para
Colina/Acetato/Triton X-114

1UKC/Acetato na fase organica para o Ch+ /Acetato/Triton X-114
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Fonte: autor (2025).
Legenda: mapa de densidade da interagao do ion acetato com os residuos da lipase 1UKC.

Figura 25 - Mapa de Densidade: 1UKC/Colina na fase aquosa para
Colina/Acetato/Triton X-114

1UKC/Colina na fase organica para o Ch+/Acetato/Triton X-114
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Fonte: autor (2025).
Legenda: mapa de densidade da interagao do ion colina com os residuos da lipase 1UKC.
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Analisou-se, em seguida, o sistema SAB formado com o ion hexanoato. Neste
caso, observou-se 0 mesmo padrao de interagdo descrito anteriormente para o ion

acetato, para ambas as fases, porém com maior intensidade.

O anion hexanoato apresentou forte interagado a curtas distancias, de forma
especifica e localizada (Figura 26 e 27). O cation colina, em contraste, manteve padrao

de interagao mais difuso por toda a superficie da lipase (Figura 28 e 29).

Para o hexanoato (6C), o KBI do anion torna-se menos negativo que o da colina,
indicando acumulo médio do 6C na vizinhanga da lipase. Esse resultado decorre da
adsorc¢ao anfifilica do 6C: o carboxilato ancora por interagdes de hidrogénio a curtas
distancias (MDDF), enquanto a cauda alquilica estabiliza contatos hidrofébicos em
sitios superficiais, aumentando o tempo de residéncia e a ocupagao volumétrica. A
reorganizagcao superficial observada para 6C cria microambientes ainda mais
favoraveis a retencao do anion, revertendo o verificado no acetato, no qual interacdes

locais fortes coexistem com exclusao média.

Figura 26 - MDDF: 1UKC/Liquido Iénico na FSA para Colina/Hexanoato/Triton X-114
1UKC/Liquido I6nico na Fase Aquosa com Ch+ /Hexanoato/Triton X-114
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Fonte: autor (2025).
Legenda: interagGes do liquido ibnico na fase superior aquosa com a lipase 1UKC.
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Figura 27 - KBI: 1UKC/Liquido idbnico na FSA para Colina/Hexanoato/Triton X-114
1UKC/Liquido Iénico na Fase Aquosa para Ch+ /Hexanoato/Triton X-
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Fonte: autor (2025).
Legenda: KBI do liquido ibnico, separado em ion colina e ion acetato, na fase superior aquosa para o
sistema formado pela Colina, Hexanoato e Triton X-114.

Figura 28 - Mapa de Densidade: 1UKC/Hexanoato na FSA para
Colina/Hexanoato/Triton X-114

1UKC/Acetato na fase aquosa para o Ch+/Hexanoato/Triton X-114
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Fonte: autor (2025).
Legenda: mapa de densidade da interagao do ion hexanoato com os residuos da lipase 1UKC.
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Figura 29 - Mapa de Densidade: 1UKC/Hexanoato na FSA para
Colina/Hexanoato/Triton X-114

1UKC/Colina na fase aquosa para o Ch+/Hexanoato/Triton X-114
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Fonte: autor (2025).
Legenda: mapa de densidade da interagao do ion colina com os residuos da lipase 1UKC.

Os ions de cadeia intermediaria — propanoato (3C), butanoato (4C) e
pentanoato (5C) — apresentaram comportamento analogo e intermediario aos casos
extremos analisados (2C e 6C). Verificou-se 0 aumento progressivo na intensidade das
interacdes observadas, que se mostrou diretamente proporcional ao alongamento da

cadeia alquilica.

A anélise de apenas alguns resultados obtidos indicou que o polimero Triton®
X-114 nao exerceu influéncia significativa nos processos de solvatagao investigados.
Devido a essa baixa influéncia e a alta complexidade conformacional inerente a

polimeros, ndo se realizou analise mais aprofundada do comportamento.

Cabe ressaltar, contudo, que o numero de moléculas de Triton® X-114
permaneceu constante em todas as simulagdes e fases. Manteve-se essa condi¢ao a
fim de garantir que o polimero atuasse apenas como componente formador de fase,

sem introduzir interagcdes indesejadas na analise das interagdes.
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5.3 ANALISE ESTRUTURAL DA LIPASE

A Area de Superficie Acessivel ao Solvente (SASA) é métrica que quantifica a
porgao da superficie de uma biomolécula que esta exposta e pode ser contatada pelas
moléculas do solvente. Essa medida é crucial para avaliar mudangas conformacionais

e a estabilidade da estrutura.

Uma diminuicdo no valor de SASA geralmente indica maior enovelamento e
compactacao da biomolécula. Esse processo € frequentemente impulsionado pelo
soterramento de residuos hidrofébicos, que se escondem do contato com a agua,
resultando em um estado mais estavel. Inversamente, o0 aumento no SASA sugere
processo de desenovelamento, no qual a biomolécula se torna mais expandida e

flexivel, expondo area maior ao meio circundante.

O Raio de Giro (RG) é a métrica que quantifica as dimensdes totais de uma
biomolécula, medindo a distribuicdo dos atomos em relagdo ao centro de massa e,

portanto, refletindo o grau de compactacao da estrutura.

Em simulacdo, valores de RG baixos e estaveis ao longo do tempo sao
indicativos de proteina que mantém sua estrutura compacta e bem enovelada. O
aumento do RG sinaliza um processo de desenovelamento ou expansao estrutural,
enquanto a redugdo no valor pode indicar maior enovelamento ou processo de

agregacao.

A analise termodinamica, apresentada na secao anterior, estabeleceu que a
lipase interagiu preferencialmente com o liquido ibnico, o que resultou no
particionamento para a fase superior aquosa. Para complementar essa perspectiva,
investigou-se o impacto estrutural dessas interagdes, a fim de determinar se houve a

desnaturacao da enzima.

As Figuras 30 a 33 estdo as SASA para os sistemas com 2C e 6C. Estudos
recentes demonstraram que o aumento na Area de Superficie Acessivel ao Solvente

(SASA) esta frequentemente associado a agao desnaturante da espécie quimica que
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se acumula preferencialmente na superficie da biomolécula (Piccoli; Martinez, 2022,

2024).

Figura 30 - SASA - 1UKC na FSA para o sistema colina/acetato/triton x-114
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Fonte: autor (2025).
Legenda: analise da média area de superficie acessivel ao solvente da lipase na fase superior aquosa
para o sistema colina/acetato/triton x-114.
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Figura 31 - SASA - 1UKC na FIO para o sistema colina/acetato/triton x-114

SASA (nm?)

210.0 4

207.5 4

205.0 A

N N
o o
o N
<) n
1 1

197.5 A

195.0 4

192.5 A

SASA da proteina 1TUKC/Acetato em fase organica

before = 192.416 nm?
after = 203.166 nm?

Fonte: autor (2025).
Legenda: analise da média area de superficie acessivel ao solvente da lipase na fase inferior organica
para o sistema colina/acetato/triton x-114.
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Figura 32 — SASA - 1TUKC na FSA para o sistema colina/hexanoato/triton x-114
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Fonte: autor (2025).
Legenda: analise da média area de superficie acessivel ao solvente da lipase na fase superior aquosa

para o sistema colina/hexanoato/triton x-114.

Figura 33 - SASA - 1UKC na FIO para o sistema colina/hexanoato/triton x-114
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Fonte: autor (2025).
Legenda: analise da média area de superficie acessivel ao solvente da lipase na fase inferior organica

para o sistema colina/hexanoato/triton x-114.
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A Tabela 4 resume os valores da Area de Superficie Acessivel ao Solvente
(SASA) e do Raio de Giro (RG) para a lipase em cada sistema e fase. Calcularam-se
esses valores a partir da média obtida ao final de cada simulagdo de dindmica
molecular. Como referéncia, adotou-se o valor da SASA da estrutura nativa

(cristalografica) da lipase, que corresponde a 192,416 nm?2.

Tabela 4 - SASA e RG para a lipase nos sistemas e fases estudados.

Sistema Fase RG (nm) SASA (nm?) Piferenca

(A nm?)

FSA 2,28 200,333 7,917

2¢ FIO 2,29 203,166 10,750
FSA 2,29 205,894 13,478

5 FIO 2,29 202,803 10,387
FSA 2,30 204,223 11,807

4e FIO 2,30 203,502 11,086
FSA 2,30 205,183 12,767

°C FIO 2,29 202,295 9,879
FSA 2,29 205,095 12,679

°c FIO 2,29 201,765 9,349

Fonte: autor (2025).

A comparacao entre a SASA da estrutura inicial (cristalografica) e a média final
obtida nas simulagdes indicou que, para a maioria dos sistemas, 0 maior aumento desta
métrica ocorreu na fase superior aquosa. Este resultado, a principio, sugeriu possivel
processo de desnaturacao ou desenovelamento da enzima. Contudo, uma observagao
contraditéria emergiu da andlise do RG (Figuras 34 a 37). Verificou-se que, ao longo
da simulagao, o RG diminuiu sutiimente antes de atingir platd estavel, o que apontou,

na verdade, para leve compactagao da estrutura.
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Figura 34 - RG - 1UKC na FSA para o sistema colina/acetato/triton x-114
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Fonte: autor (2025).
Legenda: andlise do raio de giro da lipase na fase superior aquosa para o sistema colina/acetato/triton
x-114.

Figura 35 - RG - 1UKC na FIO para o sistema colina/acetato/triton x-114
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Fonte: autor (2025).

Legenda: anélise do raio de giro da lipase na fase inferior organica para o sistema colina/acetato/triton
x-114.



71

Figura 36 - RG - 1TUKC na FSA para o sistema colina/hexanoato/triton x-114
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Legenda: andlise do raio de giro da lipase na fase superior aquosa para o sistema colina/hexanoato/triton

x-114.

Figura 37 - RG - 1UKC na FIO para o sistema colina/hexanoato/triton x-114
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Legenda: andlise do raio de giro da lipase na fase inferior organica para o sistema colina/hexanoato/triton

x-114.
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Um cenario no qual a SASA aumenta enquanto o Raio de Giro (RG) diminui
sutiimente nao indica, necessariamente, instabilidade, mas sim a transi¢cao
conformacional para um estado distinto. Esse novo estado €&, simultaneamente, mais

compacto e possui superficie mais complexa e exposta ao solvente.

Esse fenbmeno ocorre quando a estrutura central da proteina (o core) se torna
mais compacta, o que reduz o RG. Como consequéncia desse rearranjo, algas ou
dominios flexiveis que estavam previamente mais internalizados projetam-se para o
exterior. S30 essas alcas recém-expostas que aumentam a SASA, sem, contudo,

alterar significativamente as dimensdes gerais da molécula, refletidas no RG.

A anadlise da estrutura secundaria, realizada por meio do algoritmo DSSP
(Dictionary of Secondary Structure of Proteins), permite identificar e quantificar os
diferentes tipos de arranjos, como a-hélices e folhas-f em uma biomolécula (Gorelov
et al., 2024). E importante notar que o DSSP nZo prevé a estrutura, mas sim a atribui
a cada residuo com base na analise do padrao de ligagcdes de hidrogénio ao longo do
esqueleto polipeptidico (0 backbone). Sao os padrdes especificos e repetitivos dessas

ligacdes que definem cada tipo de estrutura secundaria.

Figura 38 - DSSP - 1UKC na FSA para o sistema colina/acetato/triton x-114

DSSP da proteina TUKC/Acetato em fase aquosa

160 -

|

=
N
o

Estruturas secundarias
=
)
o

M
'W“‘ WMW m T

a-Hélices: 146

L
|

i ”‘1 m ‘H\ lﬂ‘ H“' n M} M ‘ W N' W WW

‘\ udl ‘ UM“‘ l‘Hu “

co
o

0 30 40 50
Tempo (ns)
Fonte: autor (2025).
Legenda: analise DSSP da lipase na fase superior aquosa para o sistema colina/acetato/triton x-114.



Figura 39 -
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Legenda: analise DSSP da lipase na fase inferior organica para o sistema colina/acetato/triton x-114.

A analise das estruturas secundarias (Figuras 38 e 39) revelou que o sistema
formado com o ion acetato (2C) nao apresentou alteragdes significativas na estrutura
secundaria da lipase. Em contraste, no sistema com o anion de cadeia longa, o
hexanoato (6C), a lipase sofreu alteragdes estruturais distintas entre as fases, conforme
Figuras 40 e 41. Na fase superior aquosa, observou-se aumento no conteudo de a-
hélices, enquanto na fase inferior organica houve predominancia de estruturas de laco
(coil). Essa observagao é consistente com os resultados de RG e SASA discutidos
anteriormente: o aumento de a-hélices (estruturas mais ordenadas) corrobora

compactagao indicada pela redugao do RG, enquanto a formagao dessas novas hélices
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na superficie da proteina explica 0 aumento simultdneo da SASA.



Figura 40 - DSSP - 1UKC na FSA para o sistema colina/hexanoato/triton x-114
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Legenda: analise DSSP da lipase na fase superior aquosa para o sistema colina/hexanoato/triton x-114.

Figura 41 - DSSP - 1UKC na FIO para o sistema colina/hexanoato/triton x-114
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Legenda: anélise DSSP da lipase na fase inferior organica para o sistema colina/hexanoato/triton x-114.
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A Flutuagdo Média Quadratica (RMSF) € a métrica essencial em dinamica
molecular para caracterizar a flexibilidade de residuos individuais de uma proteina ao
longo da simulagado. Diferentemente do RMSD, que avalia a estabilidade estrutural
global, o RMSF calcula o desvio médio da posi¢cao de cada residuo em relagao a sua
propria posicao meédia durante a trajetoria. Isso gera perfil de mobilidade ao longo da
cadeia polipeptidica, permitindo a identificagdo precisa de quais partes da molécula

sao inerentemente rigidas e quais sdo mais dindmicas.

A interpretacao do grafico de RMSF permite correlacionar a dindmica com a
estrutura secundaria e a fungcdo da proteina. Regides com baixos valores de RMSF
geralmente correspondem a elementos estruturais estaveis, como a-hélices e folhas-
B, que formam o nucleo da proteina. Por outro lado, picos de alta flutuagao indicam
regides de maior mobilidade, como algas (loops) e as extremidades N- e C-terminais.
Essas regides flexiveis sdo frequentemente cruciais para a fungao bioldgica, estando
envolvidas em processos como o reconhecimento de ligantes, a catélise enzimatica e

as interagdes proteina-proteina, onde a plasticidade conformacional € necessaria.

A analise do RMSF (Figuras 42 e 43) para o sistema com ion acetato revelou
aumento localizado de flexibilidade na fase inferior orgéanica, especificamente na regiao
entre os residuos 350 e 450. Ressaltou-se, contudo, que esse aumento de mobilidade
nao provocou alteragdes significativas na estrutura secundaria da lipase. Essa
instabilidade localizada, portanto, corrobora menor afinidade da lipase pela fase
inferior organica, reforcando a conclusao de que a enzima se encontra mais estavel na

fase superior aquosa, para a qual demonstrou preferéncia.
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Figura 42 - RMSF - 1TUKC na FSA para o sistema colina/acetato/triton x-114
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Fonte: autor (2025).

Legenda: andlise das flutuagcdes médias dos residuos da lipase na fase superior aquosa para o sistema
colina/acetato/triton x-114.

Figura 43 - RMSF - 1UKC na FIO para o sistema colina/acetato/triton x-114
RMSF da proteina 1UKC/Acetato em fase organica (ref. Ca)
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Fonte: autor (2025).

Legenda: andlise das flutuagdes médias dos residuos da lipase na fase inferior organica para o sistema
colina/acetato/triton x-114.
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Para o anion de cadeia mais longa, o hexanoato (6C), observou-se acentuagao
do comportamento descrito anteriormente (Figuras 44 e 45). Neste caso, a
instabilidade localizada foi significativa a ponto de provocar alteragao na estrutura

secundaria da lipase, conforme se verificou na analise de DSSP.

Figura 44 - RMSF - 1UKC na FSA para o sistema colina/hexanoato/triton x-114
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Fonte: autor (2025).
Legenda: andlise das flutuagcdes médias dos residuos da lipase na fase superior aquosa para o sistema
colina/hexanoato/triton x-114.
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Figura 45 - RMSF - 1TUKC na FIO para o sistema colina/hexanoato/triton x-114
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Fonte: autor (2025).
Legenda: andlise das flutuagdes médias dos residuos da lipase na fase inferior organica para o sistema
colina/hexanoato/triton x-114.

A consolidacdo e a expansao deste trabalho abrem diversas avenidas
promissoras para investigagdes futuras. Uma etapa prioritaria consiste na validagao
experimental dos resultados computacionais aqui obtidos. A corroboragao dos dados
de simulacao, como densidades, viscosidades e parametros estruturais, por meio de
técnicas laboratoriais como espalhamento de raios-X, calorimetria diferencial de
varredura (DSC), espectroscopia vibracional (FTIR/Raman) e reologia, € fundamental
para atestar o poder preditivo dos modelos utilizados. Em paralelo, vislumbra-se o
desenvolvimento e a implementagao de algoritmos mais sofisticados para o calculo de
equilibrios de fases, com foco especial na complexidade dos sistemas envolvendo
liquidos i6nicos. A criagdo de rotinas computacionais otimizadas, possivelmente
integrando métodos de Monte Carlo no ensemble Gibbs (GEMC) com a dinamica
molecular, € essencial para prever com maior acuracia e eficiéncia diagramas de fase,
superando os desafios impostos pela baixa volatilidade e alta viscosidade desses
compostos. Finalmente, a acuracia de qualquer simulagido é intrinsecamente
dependente da qualidade do modelo matematico que descreve as interagdes

atdbmicas. Nesse sentido, uma terceira frente de pesquisa sera dedicada ao
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desenvolvimento e refinamento de campos de forga especificos para liquidos idnicos.
Isso envolve a parametrizacao de termos de energia a partir de dados quénticos de
alto nivel (ab initio) e dados experimentais, e, em um estagio mais avangado, a
exploragcao de campos de forga polarizaveis, capazes de capturar os efeitos de indugao
eletrénica que sao cruciais em sistemas com alta densidade de carga. A sinergia entre
essas trés frentes — validagao experimental, avango algoritmico e aprimoramento dos
campos de for¢ca — permitira a criagdo de uma metodologia multiescala poderosa e
confiavel para o design racional de processos e materiais baseados em liquidos

ibnicos.
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6 CONCLUSOES

Este estudo de dindmica molecular permitiu elucidar, em nivel atdmico, como
modificagdes estruturais na cadeia alquilica anidnica de liquidos ibnicos a base de
colina modulam simultaneamente a partigao e a estabilidade conformacional da lipase

em sistemas aquosos bifasicos.

A lipase exibiu carater predominantemente hidrofilico, particionando
preferencialmente para a fase aquosa. O aumento do comprimento da cadeia alquilica
do anion intensificou essa tendéncia, indicando que liquidos iGnicos com cadeias mais

longas favorecem a seletividade da separagao enzimatica.

No entanto, essa maior eficiéncia de particao esteve associada a uma transigao
conformacional complexa: observou-se aumento da area de superficie acessivel ao
solvente (SASA) acompanhado de reducao do raio de giro (RG). A analise de estrutura
secundaria (DSSP) demonstrou que tal comportamento ndo correspondeu a uma
desnaturagao global, mas sim a reorganizagao superficial da enzima, marcada pela
formacao de a-hélices expostas. A analise de flutuagées (RMSF) confirmou que as
mudancas ocorreram em regides especificas da proteina, sem comprometer a

estabilidade estrutural global.

Do ponto de vista da solvatacao, verificou-se comportamento contrastante entre
anions curtos e longos. Para o acetato (2C), a funcdo de distribuicdo de distancia
minima (MDDF) revelou interacdes fortes e localizadas com a lipase, mas o KBI mais
negativo indicou que, em média, o anion foi excluido em relagéo ao cation colina, que
se manteve mais difusamente associado a superficie. Para o hexanoato (6C), o KBI se
tornou menos negativo, refletindo um enriquecimento médio do anion junto a lipase.
Esse efeito decorre da anfifilicidade, combinando a ancoragem eletrostatica do grupo
carboxilato com interac¢des hidrofobicas da cauda alquilica em patches apolares da
proteina. Tal combinagdao aumenta o tempo de residéncia do anion e a ocupagao

volumétrica no entorno proteico, revertendo o paradoxo observado para o acetato.

O polimero Triton® X-114 apresentou efeito limitado sobre a particao e

estabilidade da lipase, confirmando que o design do anion € o fator mais relevante na
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modulag¢ao do equilibrio entre eficiéncia de extracdo e preservagao da integridade

enzimatica.

Em sintese, os resultados demonstram que o desenho estrutural do anion em
liquidos idnicos define equilibrio delicado entre particdo seletiva e estabilidade
conformacional da enzima. Esta dissertagdo fornece, assim, o mecanismo molecular
detalhado capaz de orientar o desenvolvimento racional de sistemas aquosos bifasicos
baseados em liquidos i6nicos, contribuindo para a otimizagdo de processos de
bioseparagao, formulacdo de SABs mais seletivos € o avango de bioprocessos

sustentaveis em escala industrial.
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APENDICE A - DECLARAGOES DE DISPONIBILIDADE DE DADOS

Em conformidade com as praticas de ciéncia aberta e para garantir a reprodutibilidade
deste estudo, todos os algoritmos, arquivos de parametros e dados relevantes
encontram-se publicamente disponiveis no repositério do autor na plataforma GitHub:

https://qgithub.com/patrickallanfaustino.
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