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RESUMO 

 

Biolubrificantes vem ganhando mais participação de mercado dado o aumento do interesse na 

substituição do uso de lubrificantes derivados de petróleo. Eles são produzidos usando 

matérias primas renováveis tais como óleos vegetais, e lipases podem ser utilizadas como 

catalisadores para suas sínteses, tornando estes processos mais ambientalmente amigáveis. 

Dentre as inovações criadas com ferramentas de engenharia enzimática, a lipase Eversa® 

Transform 2.0 surge como uma formulação enzimática, geneticamente modificada, de menor 

custo e possui alta atividade para produção de biodiesel, ácidos graxos e biolubrificantes. 

Além da engenharia enzimática, ferramentas computacionais, tais como a docagem e 

dinâmica molecular, podem ser aliadas no desenvolvimento de produtos competitivos e de 

baixo impacto ambiental. Estas ferramentas de simulação possibilitam o entendimento do 

mecanismo reacional de um processo, economizam no gasto de reagentes, e embasam a 

escolha dos materiais e condições que podem ser usados em processos reais. Desta forma, este 

trabalho propôs a modelagem e análise de reações de síntese de biolubrificantes derivados do 

ácido oleico, usando diferentes tipos de álcoois e a lipase Eversa® Transform 2.0 como 

catalisadora das reações. A partir das docagens moleculares foi observado que as interações 

predominantes entre os ligantes e os resíduos de aminoácidos que compõem o sítio ativo da 

lipase e seus arredores, foram de Van der Waals ou hidrofóbicas. Nas simulações de dinâmicas 

moleculares foi constatado que essas interações proporcionaram a estabilidade do complexo 

lipase-ligante, visto o baixo número de ligações de hidrogênio formadas nos tempos de 

simulação. Além disso, a pouca variação na posição dos complexos lipase/ligante em relação 

às suas conformações iniciais nas etapas de produção, atestaram que as poses de docagem 

escolhidas foram adequadas para descreverem as conformações dos ligantes na região do sítio 

ativo da lipase. Estes resultados proporcionam uma visão estrutural das interações entre a 

lipase Eversa® e ésteres graxos usados como lubrificantes e indicam quais possivelmente 

seriam os melhores álcoois usados para o processo, mas não podem atestar com segurança o 

comportamento dos sistemas propostos em condições experimentais, visto que muitas outras 

variáveis, tais como a atividade enzimática, mecanismos de inibição do catalisador, alteração 

do equilíbrio reacional, dentre outras, podem alterar significativamente a dinâmica do 

processo. 

 

Palavras-chave: Biolubrificantes; Docagem molecular; Dinâmica molecular. 



 

ABSTRACT 

 

Biolubricants have been gaining more market share given the increased interest in replacing 

the use of petroleum-based lubricants. They are produced using renewable raw materials such 

as vegetable oils, and lipases can be used as catalysts for their syntheses, making these 

processes more environmentally friendly. Among the innovations created with enzymatic 

engineering tools, lipase Eversa® Transform 2.0 appears as an enzymatic formulation, 

genetically modified, of lower cost, and has high activity for the production of biodiesel, fatty 

acids, and biolubricants. In addition to enzymatic engineering, computational tools, such as 

docking and molecular dynamics, can be allied in the development of competitive products 

with low environmental impact. These simulation tools make it possible to understand the 

reaction mechanism of a process, save on the expense of reagents, and support the choice of 

materials and conditions that can be used in real processes. Thus, this work proposed the 

modeling and analysis of synthesis reactions of biolubricants derived from oleic acid, using 

different types of alcohols and the lipase Eversa® Transform 2.0 as a catalyst for the reactions. 

From the molecular dockings, it was observed that the predominant interactions between the 

ligands and the amino acid residues that make up the active site of the lipase and its 

surroundings were Van der Waals or hydrophobic. In the molecular dynamics simulations, it 

was found that these interactions provided the stability of the lipase-ligand complex, given the 

low number of hydrogen bonds formed in the simulation times. Furthermore, the low 

variation in the position of the lipase/ligand complexes concerning their initial conformations 

in the production steps, attested that the chosen docking poses were adequate to describe the 

conformations of the ligands in the region of the active site of the lipase. These results provide 

a structural view of the interactions between lipase Eversa® and fatty esters used as lubricants 

and indicate which would possibly be the best alcohols used for the process, but they cannot 

reliably attest to the behavior of the proposed systems under experimental conditions, since 

many other variables, such as enzymatic activity, inhibition mechanisms of the catalyst, 

alteration of the reaction equilibrium, among others, can significantly alter the dynamics of 

the process. 

Keywords: Biolubricants; Molecular docking; Molecular dynamics. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Lubrificantes são substâncias capazes de formar um filme protetor em peças 

mecânicas em movimento, reduzindo a fricção, o desgaste e o aquecimento das peças 

envolvidas (GUNDA; NARALA, 2017). A escolha adequada de um lubrificante para uma 

determinada aplicação é capaz de aumentar a vida útil, a eficiência e a segurança de peças 

mecânicas, motores e máquinas nas mais diversas aplicações comerciais e industriais 

(BOYDE, 2002; ROYLANCE, 2003). As vendas globais de lubrificantes alcançaram 

US$ 126,5 bilhões em 2019, e sua taxa anual de crescimento era estimada em 2,4% até 2022 

(MORDOR INTELLIGENCE 2020). Entretanto, as vendas cairam em 8,1% devido à 

pandemia de Covid-19. As vendas projetadas para 2021 ainda estarão abaixo das alcançadas 

em 2019, em US$ 117,78 bilhões, mas estão projetadas para crescerem em 1,8% anualmente 

até atingirem US$ 133,55 bilhões em 2028. (FORTUNE BUSINESS INSIGHTS, 2021b). 

Seguindo a tendência na busca pela redução de consumo de combustíveis fósseis e 

de seus derivados, estudos estão sendo conduzidos para a produção em larga escala de 

lubrificantes oriundos de fontes renováveis, e a participação no mercado desses chamados 

biolubrificantes estava apresentando um alto crescimento, mas que também foi impactado 

pela pandemia (MCNUTT; HE, 2016; MOBARAK et al., 2014; SALIMON et al., 2014; 

TESSER et al., 2020). Foi estimado que o mercado global de biolubrificantes era de 

aproximadamente US$ 3,3 bilhões em 2019, com um crescimento anual previsto de 4,8% até 

2027 (FORTUNE BUSINESS INSIGHTS, 2021a). Em 2020, houve uma queda neste 

mercado em 18%, mas estima-se um crescimento anual ainda maior do que foi antes da 

pandemia, em torno de 5,3% até 2027 (PR NEWSWIRE, 2020). O crescimento da 

participação dos biolubrificantes no mercado é de grande importância ambiental, visto que a 

maior parte dos lubrificantes produzidos são extraídos do petróleo ou sintetizado a partir dele, 

fazendo com que o consumo desses produtos seja impactante nas emissões atmosféricas, além 

de apresentarem riscos aos recursos hídricos, caso sejam indevidamente descartados 

(MADANHIRE; MBOHWA, 2016; SAHA; VLACHOS, 2021). 

Nesse contexto, óleos vegetais podem ser usados como matérias-primas para a 

produção de biolubrificantes renováveis, biodegradáveis, com propriedades físico-químicas 

adequadas para as mais diversas aplicações (CUNNINGHAM et al., 2003; MCNUTT; HE, 

2016; TESSER et al., 2020). Além disso, esses biolubrificantes podem ser produzidos 

utilizando-se de catalisadores enzimáticos, tornando o produto final ainda mais amigável ao 

meio ambiente (DÖRMŐ et al., 2004; FERNANDES et al., 2018). Ainda existem poucas 
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investigações presentes na literatura sobre o uso de biocatalisadores para a produção de 

biolubrificantes, contudo, ela tem se apresentado como uma excelente alternativa à catálise 

química, que para este processo está associada à maiores custos energéticos, maiores tempos 

reacionais e a geração de resíduos químicos nas etapas de separação e purificação dos 

biolubrificantes (BOLINA; GOMES; MENDES, 2021). Dentro dos diversos grupos de 

enzimas, as lipases são as responsáveis por atuarem na transformação dessas matérias-primas 

oleaginosas em biolubrificantes. Seu uso, entretanto, ainda é limitado devido ao custo e à 

sensibilidade operacional (BASSI et al., 2016; BOLINA; GOMES; MENDES, 2021; DA 

SILVA et al., 2015). 

Diversas estratégias são estudadas com o intuito de amplificar o uso da biocatálise 

em processos industriais, destacando-se, técnicas de imobilização enzimática, o uso de 

solventes verdes, manipulações genéticas para produção de enzimas mais eficientes, dentre 

outras (ELGHARBAWY et al., 2018; FILHO; SILVA; GUIDINI, 2019; JIN et al., 2021). 

Manipulações genéticas podem ser usadas para a produção de formulações enzimáticas 

solúveis, que podem ser vendidas a preços de 30 a 50 vezes mais baratas do que suas versões 

imobilizadas ((REMONATTO et al., 2016). Dentre elas, destaca-se a Eversa®
, uma 

formulação geneticamente modificada da lipase de Thermomyces lanuginosus expressa em 

uma cepa de Aspergillus oryzae, que foi lançada como um produto economicamente mais 

acessível e competitivo para o emprego em produções de larga escala (MONTEIRO et al., 

2021; PELLIS et al., 2018). Esta lipase, entretanto, também já demonstrou outros potenciais 

de aplicação, tais como na produção de ácidos graxos livres, glicerídeos e biolubrificantes 

(GUIMARÃES et al., 2021). 

O entendimento dos processos enzimáticos pode ser enriquecido pelo 

conhecimento de detalhes do sistema à nível atômico e molecular. Com o avanço e 

popularização de computadores cada vez mais velozes e softwares mais eficazes, a química 

computacional e a bioinformática consolidaram-se como áreas de pesquisa fundamentais para 

o entendimento de processos a nível atômico e molecular (AMARO; MULHOLLAND, 2018; 

VIANELLO; DOMENE; MAVRI, 2016). Além disso, as predições de afinidade, 

enantioseletividade, ou de possíveis desativações catalíticas, resultantes das interações entre 

enzima, substrato e solvente, podem ser encontradas de maneira mais rápida e sem gasto de 

materiais, por meio de ferramentas como a docagem (docking) e dinâmica moleculares (DM) 

(MATHPATI; BHANAGE, 2016; QIN; ZHONG; WANG, 2021). Essas técnicas, já foram 

utilizadas para analisarem a capacidade catalítica de lipases em diferentes reações de 

esterificação e transesterificação (CHRISTELLE et al., 2011; MATHPATI; BADGUJAR; 
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BHANAGE, 2016; MATHPATI; BHANAGE, 2016).  

Dado o exposto, este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial da lipase 

Eversa® Transform 2.0 de catalisar as reações de produção de diferentes biolubrificantes, por 

meio de estudos de simulações computacionais. O substrato utilizado é o ácido oleico, um 

ácido presente em grandes quantidades em óleos vegetais, e álcoois de diferentes perfis de 

cadeia, dentre os mais utilizados para a produção desses compostos (BASSI et al., 2016; 

BOLINA; GOMES; MENDES, 2021; CAVALCANTI et al., 2018; HAPPE et al., 2014; 

PATEL et al., 2017; VILAS BÔAS et al., 2021; WAFTI et al., 2021). A partir dos estudos de 

docagem molecular foram encontradas as poses de conformação dos ligantes em relação ao 

sítio catalítico da lipase, assim como a quantidade e a natureza das interações 

intermoleculares entre eles. Em seguida, por meio das simulações de dinâmica molecular, 

foram avaliadas as estabilidades dos complexos enzima-substrato em condições reacionais de 

produção, considerando a presença de uma grade com moléculas de água ao redor da enzima, 

visto que, em pequenas quantidades, a água é essencial para o favorecimento das mudanças 

conformacionais da lipase em seus processos biocatalíticos (ATADASHI et al., 2012; 

KAJIWARA et al., 2017; KATAYAMA et al., 2017).     

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Lubrificantes e biolubrificantes 

 Lubrificantes são materiais utilizados para facilitar a movimentação relativa 

entre partes em contato, minimizando a fricção e o desgaste delas (GUNDA; NARALA, 

2017). Além desta função primária, eles também podem ser utilizados para remoção de calor, 

prevenção de corrosão, na transferência de potência, por meio da vedação líquida em partes 

móveis, e da suspensão e remoção de partículas de desgaste (MENEZES; REEVES; LOVELL, 

2013). As propriedades tribológicas dos lubrificantes estão relacionadas ao seu meio principal 

de atuação, que dependerão da espessura do filme produzido e da viscosidade da substância 

utilizada (SONI; AGARWAL, 2014). A espessura do filme lubrificante e sua viscosidade 

dependerão da composição química da substância base e de seus aditivos, bem como das 

condições operacionais, como a carga aplicada e a velocidade do deslizamento (SONI; 

AGARWAL, 2014). Essas propriedades definirão a eficiência do óleo lubrificante e o regime 

de lubrificação. Os regimes de lubrificação podem ser do tipo hidrodinâmico, marginal ou 

misto (GARREC; NORTON, 2012). Em alta velocidade, alta viscosidade ou baixa carga, a 

pressão hidrodinâmica gerada é suficiente para que as superfícies sólidas sejam totalmente 
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separadas por uma fina película de lubrificante caracterizando a lubrificação hidrodinâmica 

(GARREC; NORTON, 2012). Já em condições de velocidades e viscosidades mais baixas, ou 

cargas mais altas, a pressão hidrodinâmica é insuficiente para separar totalmente as 

superfícies e as asperezas nas superfícies opostas entram em contato, proporcionando uma 

lubrificação marginal (GARREC; NORTON, 2012). O regime misto ocorre quando partes de 

uma mesma peça operam em regimes diferentes (SONI; AGARWAL, 2014). 

Para minimizar o atrito e o desgaste, equipamentos são projetados para o regime 

de lubrificação hidrodinâmica (SCARAGGI et al., 2014). A viscosidade ideal de um 

lubrificante dependerá das velocidades relativas das superfícies e da carga a ser suportada. 

Como as velocidades e cargas variam muito de acordo com os tipos de máquina, e até mesmo 

entre diferentes locais na mesma máquina, a produção de lubrificantes com uma grande 

variedade de viscosidade é necessária (BOYDE, 2002). Além da composição química, a 

viscosidade de um fluido é uma função da temperatura, pressão e, em alguns casos, taxa de 

cisalhamento do sistema no qual ele é empregado (BUKOVNIK et al., 2007). Desta forma, 

essa variação também é considerada na escolha de um lubrificante apropriado. Além disso, os 

lubrificantes devem manter suas propriedades físicas ao longo de sua vida útil, durante a qual 

são expostos a altas temperaturas, altas taxas de cisalhamento e a presença de oxigênio 

atmosférico. Portanto, um lubrificante também deve ter uma boa resistência à degradação 

térmica, à autoxidação e ao cisalhamento de suas moléculas (BOYDE, 2002). Ele também 

deve ser inerte a reagentes químicos aos quais possa ser exposto, à água, e aos gases de 

processo (BOYDE, 2002). Eventuais formações de fuligem e partículas de desgaste devem ser 

mantidas em suspensão aos lubrificantes, para manutenção dos equipamentos (WANG et al., 

2018). Essa grande quantidade de parâmetros físicos e químicos a serem considerados, além 

de fatores econômicos, de segurança e ambientais, fazem com que o projeto e a formulação de 

lubrificantes sejam bastante delicados, onde terá que ser levado em conta quais serão as 

propriedades que serão priorizadas para uma determinada aplicação. Isso implica na 

inexistência de um único lubrificante ideal, apenas substâncias mais ou menos apropriadas 

para um propósito específico (BOYDE, 2002). 

 Como uma alternativa para a redução do consumo de produtos de origem 

fóssil, óleos vegetais podem ser empregados para a produção de biolubrificantes, agregando 

um caráter renovável, biodegradável, e excelentes desempenhos de lubrificação (MCNUTT; 

HE, 2016). Algumas propriedades físico-químicas de óleos brutos já apresentam 

conformidade com as propriedades desejáveis de biolubrificantes e  para o atendimento das 

demais propriedades, diversas técnicas são usadas para aplicação de óleos vegetais como 
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lubrificantes, tais como a modificação genética, o tratamento aditivo e a modificação química 

(SALIMON et al., 2014). No entanto, a baixa resistência à oxidação térmica e a baixa 

estabilidade térmica ainda atuam como grandes barreiras para a ampliação de seu uso 

(MCNUTT; HE, 2016). Apesar disso, biolubrificantes de óleos vegetais possuem grandes 

potenciais de aplicação na lubrificação de motosserras, ferrovias, como fluidos hidráulicos em 

equipamentos de força, na lubrificação de motores de dois tempos, na lubrificação de motores 

de barcos, dentre outras (SONI; AGARWAL, 2014).  

 

2.2 Uso de lipases para produção de biolubrificantes 

 

Conforme mencionado anteriormente, ésteres lubrificantes de fontes renováveis 

são alternativas aos lubrificantes à base de óleos minerais derivados do petróleo, devido à 

combinação de excelentes propriedades técnicas e ecológicas. Cerca de 50% de todos os 

lubrificantes vendidos mundialmente acabam no meio ambiente por meio de aplicações de 

perda total, como em óleos de motores de dois tempos e motosserras, como agentes 

desmoldantes, como graxas lubrificantes e outros, que são perdidos por derramamento, 

volatilidade e acidentes (REEVES; SIDDAIAH; MENEZES, 2017). As perdas de fluidos 

hidráulicos podem chegar a 70-80%, resultando em grave contaminação do solo, das águas 

subterrâneas e do ar (ÅKERMAN et al., 2011a). Para preservação dos recursos naturais, o 

interesse em biolubrificantes vem aumentando, sobretudo em aplicações onde pode ocorrer o 

contato destes produtos com água, alimentos ou pessoas (SALIMON et al., 2014).  Além 

disso, a síntese biocatalisada de ésteres de polióis requer condições brandas de temperatura e 

pressão, reduzindo o gasto energético em suas sínteses, além de evitarem ou reduzirem a 

formação de resíduos durante o processo (MOBARAK et al., 2014) 

 Ésteres de poliol, baseados em poliálcoois tais como o trimetilolpropano (TMP), 

o neopentil glicol (NPG) ou pentaeritritol (PET), e ácidos graxos lineares de cadeia entre oito 

e dezoito carbonos são as matérias-primas mais comuns de biolubrificantes (AGUIEIRAS et 

al., 2020). Sua formação se dá através de uma ou mais ligações entre a cadeia alquílica da 

fonte lipídica renovável e o poliól, fazendo com que essas modificações dos óleos naturais 

apresentem melhores estabilidades e propriedades térmicas, enquanto preservam a qualidade 

lubrificante e renovável desses materiais (CECILIA et al., 2020). Ésteres de polióis formam 

uma ampla variedade de fluidos de base biolubrificante com propriedades que variam 

dependendo da estrutura química do poliol empregado, por exemplo: ésteres de NPG podem 
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ser usados em formulações para aplicações como óleo de corte, de compressores e de cárteres.  

A combinação entre longas cadeias lineares; ramificações; ligações duplas e número de 

grupos hidroxila do biolubrificante irão influenciar em suas propriedades, seja na viscosidade, 

no ponto de fluidez, em sua resistência térmica e na sua estabilidade oxidativa (DA SILVA et 

al., 2015; MCNUTT; HE, 2016). 

No que se refere a escolha de álcool, sabe-se que dentre os polióis mais utilizados, 

quanto maior for a quantidades de grupos hidroxilas por moléculas, maiores serão a 

viscosidade, a estabilidade térmica e o ponto de fluidez (ZAINAL et al., 2018). Desta forma, 

essas propriedades se comportam sempre na seguinte ordem: PE (4 hidroxilas) > TMP (3 

hidroxilas) > NPG (2 hidroxilas). Como existem biolubrificantes produzidos com uma ampla 

faixa de propriedades, este conhecimento é importante para fundamentar a escolha de álcool 

para um lubrificante de uma determinada aplicação. 

Os processos reacionais mais comumente usados na literatura para a produção de 

biolubrificantes são a transesterificação, a esterificação, hidroesterificação e a epoxidação 

sequenciada de processos de abertura de anel (BOLINA; GOMES; MENDES, 2021). Ao se 

utilizarem lipases como catalisadores para este fim, os três primeiros mecanismos são 

utilizados na literatura (BOLINA; GOMES; MENDES, 2021). 

Na transesterificação, triglicerídeos ou ésteres alquílicos de ácidos graxos podem 

ser reagidos com álcoois de cadeias longa para produção de ésteres com características 

biolubrificantes (AFIFAH et al., 2019). São comumente usados ésteres metílicos produtos da 

transesterificação de óleos vegetais ou, estes óleos vegetais podem ser diretamente 

transesterificados com os álcoois (AFIFAH et al., 2019; ANGULO et al., 2018; DIAZ; 

KRONEMBERGER; HABERT, 2017). Na esterificação, ácidos graxos disponíveis 

comercialmente ou materiais de baixo custo tais como o lodo de refino de óleo vegetal são 

diretamente esterificados com diferentes álcoois para a produção de biolubrificantes 

(DÖRMŐ et al., 2004; FERNANDES et al., 2021). Já na hidroesterificação, os triglicerídeos 

comumente usados são óleos vegetais brutos ou ácidos graxos epoxidados são primeiramente 

hidrolisados, para em seguida serem esterificados com algum álcool de cadeia longa 

(GRECO-DUARTE et al., 2017). As reações estão esquematizadas na Figura 1. 

  

Dentro os meios mais estudados para barateamento de processos biocatalisados 

voltados para escala indstrial, está a imobilização enzimática em suportes sólidos. Esta técnica 

é utilizada com a finalidade de facilitar a recuperação do biocatalisador para a sua 

reutilização, podendo também, em alguns casos, aumentar a aticidade catalítica e melhorar a a 
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estabilidade dele às condições operacionais de temperatura, pH e estresse mecânico. Os 

estudos operacionais de produção de biolubrificantes com catalisadores enzimáticos 

normalmente são realizados com lipases imobilizadas, em maioria em reatores do tipo tanque 

de agitação mecânica contínua (do inglês, STR) operando em batelada, devido à facilidade de 

implementação para testes pleriminares, além da baixa necessidade de manutenção e menor 

custo para estes reatores nesse modelo de operação, quando comparados a reatores de fluxo 

contínuo tais como os de leito fixo (do inglês, PBR) e de leito fluidizado (do inglês, FBR) 

(BOLINA; GOMES; MENDES, 2021). Apesar da maior facilidade de implementação em 

processos industriais, ainda não existem estudos no emprego de reatores contínuos para a 

produção de biolubrificantes (BOLINA; GOMES; MENDES, 2021). 
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Figura 1 – Reações de síntese de biolubrificantes. Transesterificação 

direta (B), transesterificação de duas etapas (A+B), esterificação direta 

(D) e hidroesterificação (C+D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

2.3 Ferramentas de bioinformática 

 

A bioinformática é um campo interdisciplinar em rápida evolução, que extrai 
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conhecimentos de uma variedade de campos, da biologia à química, da física à matemática e 

da ciência da computação (SCHNEIDER et al., 2010). Tais conhecimentos são usados para 

recuperar, analisar e armazenar conhecimentos de sistemas biológicos, por meio de processos 

como na caracterização de genes, na determinação de propriedades físico-químicas de 

proteínas, em análises filogenéticas, e na simulação das interações de materiais biológicos em 

diferentes sistemas (AAMER MEHMOOD, 2014). No campo de desenvolvimento de novos 

fármacos, programas computacionais estão provocando diminuições significativas de tempo e 

recursos na triagem para a descoberta e o desenvolvimento de compostos. Além disso, a 

criação a partir de um banco de dados enorme exige uma filtragem adequada por meio de um 

procedimento analítico eficaz, com posterior interpretação adequada à enzima alvo (SWAIN 

et al., 2018). As análises in sílico (ou seja, de simulações computacionais) também podem ser 

usadas para orientar as tomadas de decisões para as realizações de experimentos, seja na 

produção ou seleção de biocatalisadores, na avaliação da enantioseletividade de uma reação, 

na avaliação de solventes adequados para o sistema, e também como forma de validação dos 

resultados experimentais a partir das interações moleculares, energias de afinidade, dentre 

outras análises (BARBOSA et al., 2019; BELL et al., 2021; CAMPBELL; MACDONALD; 

PROCOPIOU, 2018; DE SOUZA; MIRANDA; BORNSCHEUER, 2017; LAND; HUMBLE, 

2018; MATHPATI; BHANAGE, 2016; SHEHATA et al., 2020; ZÍGOLO; GARCÍA 

LIÑARES; BALDESSARI, 2016). 

 

 

2.3.1 Docagem molecular 

 

A docagem molecular, ou docking é uma técnica de simulação importante para a 

investigação das interações moleculares entre uma proteína de estrutura tridimensional 

conhecida e um ligante (BÖHM, 1998; PAGADALA; SYED; TUSZYNSKI, 2017). Por meio 

dela, é possível encontrar as conformações mais energeticamente estáveis do complexo 

proteína-ligante (LI et al., 2010). A Figura 2 representa um exemplo de conformação de um 

ligante à estrutura de uma proteína. Com relação aos métodos de amostragem das simulações 

de docagem molecular, podem ser considerados modelos onde tanto a proteína quanto o 

ligante são considerados rígidos, modelos onde a proteína é rígida e o ligante é flexível, ou 

onde ambos são flexíveis (SALMASO; MORO, 2018). 
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Figura 2 – Exemplo de aplicação de uma docagem entre um ligante e 

uma proteína quaisquer. 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor 

 

A docagem rígida é o método mais antigo de amostragem para os algoritmos da 

técnica de docagem. Nele, apenas são considerados três graus de liberdade rotacionais e três 

graus de liberdade translacionais, sendo mais apropriado para a interação entre proteínas, 

onde o número de graus de liberdade conformacionais são muito altos para serem amostrados 

(MENG et al., 2011). Na docagem semiflexível, a proteína é considerada rígida, com os seis 

graus de liberdade mencionados anteriormente, e o ligante é considerado flexível, 

considerando todos os seus graus de liberdade (TESSARO et al., 2020). Este método assume 

que a conformação fixa da proteína usada é capaz de reconhecer os ligantes a serem docados, 

o que não necessariamente corresponde com a realidade (SALMASO; MORO, 2018). Já a 

docagem flexível, ocorre quando o ligante é considerado flexível e a proteína é considerada 

parcialmente ou totalmente flexível, aumentando os graus de liberdade do sistema com o 

aumento da flexibilidade da proteína (WONG, 2008). Números elevados de graus de 

liberdade do sistema tornam as simulações mais complicadas e computacionalmente 

dispendiosas, fazendo com que seja mais eficiente tratar o receptor como parcialmente 

flexível (TAO et al., 2020). 

Algoritmos de docagem molecular podem ser categorizados em técnicas de busca 

sistemática, métodos estocásticos, e métodos simulacionais (YADAVA, 2018). Na busca 

sistemática, um conjunto de valores discretos é associado com cada grau de liberdade, e as 

coordenadas são exploradas por meio de combinações (GUEDES; DE MAGALHÃES; 
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DARDENNE, 2014). Nos algoritmos de busca estocástica, os valores dos graus de liberdade 

são modificados aleatoriamente, fazendo com que a solução do sistema possa ser encontrada 

de maneira rápida (GUEDES; DE MAGALHÃES; DARDENNE, 2014). Por outro lado, essa 

busca não garante uma varredura completa pelo espaço conformacional, de modo que a 

melhor solução do sistema possa não ser a encontrada pelo algoritmo (TORRES et al., 2019). 

Finalmente, os métodos simulacionais descrevem a evolução de um sistema com a passagem 

do tempo, como por exemplo na dinâmica molecular (YADAVA, 2018)    

 As funções de pontuação, ou de scoring, são usadas para selecionar as poses dentro 

dos grupos de poses gerados pelo sistema de amostragem. Dentre os seus tipos, estão as 

funções baseadas em campos de força, as funções empíricas e as funções baseadas no 

conhecimento (HUANG; GRINTER; ZOU, 2010). 

 Funções de pontuação baseadas em campos de força são baseadas em mecânica 

molecular, aproximando a energia potencial de um sistema em uma soma de forças intra e 

intermoleculares e outras contribuições, como termos de solvatação (LIU; WANG, 2015). 

Funções empíricas são baseadas no somatório de termos de energia empírica, como em 

interações de Van der Waals, eletrostáticas, ligações de hidrogênio, modelos de dessolvatação, 

entropia, interações hidrofóbicas, dentre outras (HUANG; GRINTER; ZOU, 2010). Estes 

termos são ponderados por coeficientes, que são otimizados para reproduzirem dados de 

afinidade de ligação de um conjunto de treinamento, por ajuste de mínimos quadrados 

(HUANG; GRINTER; ZOU, 2010). Já as funções baseadas no conhecimento assumem que os 

contatos entre ligante e proteína estatisticamente mais explorados estão relacionados com 

interações favoráveis. Então, por meio de um banco de dados de estruturas, as frequências dos 

contatos de todos os pares de átomos do complexo ligante-proteína são calculadas e 

convertidas em omponentes de energia (GOHLKE; HENDLICH; KLEBE, 2000). O Autodock 

Vina combina uma função de pontuação empírica e baseada em conhecimento (TROTT; 

OLSON, 2009). 

 

2.3.1.1 Parametrização de funções de pontuação 

A forma funcional geral da parte dependente da conformação de uma função de 

pontuação é dada pela equação 1: 

 

 

 

(1) 
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 Onde a soma é sobre todos os pares de átomos que podem se mover em relação uns 

aos outros, normalmente excluindo 1-4 interações, ou seja, átomos separados por três ligações 

covalentes consecutivas. Aqui, cada átomo i é atribuído a um tipo ti, e um conjunto simétrico 

de funções de interação fti tj da distância interatômica rij deve ser definido. Este valor pode ser 

visto como uma soma das contribuições intermoleculares e intramoleculares, conforme 

demonstra a equação 2 (TROTT; OLSON, 2009):  

 
 

(2) 

 O algoritmo de otimização tenta encontrar o mínimo global de c e outras 

conformações de baixa pontuação, que então classifica. A energia livre de ligação prevista é 

calculada a partir da parte intermolecular da conformação de pontuação mais baixa, designada 

como 1, conforme na equação 3 (TROTT; OLSON, 2009): 

 

 

 

(3) 

 Onde a função g pode ser uma função arbitrária, estritamente de crescimento suave, e 

possivelmente não linear. Na saída, outras conformações de pontuações baixas também 

recebem valores s formalmente, mas, para preservar a classificação, usando cintra do melhor 

modo de ligação, obtém-se a forma da equação 4: (TROTT; OLSON, 2009)  

 

 
(4) 

  

 Segundo os desenvolvedores do Autodock Vina, muito do programa não depende de 

nenhuma forma funcional particular de interações fti tj ou g. Essencialmente, essas funções são 

tratadas como parâmetros para o resto do código. Os átomos de hidrogênio neste software não 

são considerados explicitamente, exceto para tipagem de átomos, e são omitidos da equação 

(1). As funções de interação fti tj são definidas em relação à distância da superfície dij = rij - 

Rti− Rtj, explicitadas na equação 5 (TROTT; OLSON, 2009), 
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(5) 

 Onde Rt é o raio de van der Waals do tipo de átomo t. A função de pontuação, hti tj é 

uma soma ponderada de interações estéricas (os três primeiros termos na Tabela 1), idêntica 

para todos os pares de átomos, interações hidrofóbicas, e, quando aplicável, ligações de 

hidrogênio (TROTT; OLSON, 2009). Os pesos usados no Autodock Vina mostrados na Tabela 

1. Os termos estéricos do Vina são apresentados nas equações 6, 7 e 8: 

 

 

(6) 

 

 

(7) 

 

(8) 

 

Tabela 1 – Termos e pesos da função de pontuação do Autodock Vina.  

 

Termo Peso 

gauss1 -0,0356 

gauss2 -0,005167 

Repulsão 0,840 

Hidrofóbico -0,0351 

Ligação de hidrogênio -0,587 

Nrot -0,0585 

Fonte: (TROTT; OLSON, 2009). 

 

 O termo hidrofóbico é igual a 1, quando d <0,5Å; 0, quando d> 1,5Å, e é linearmente 

interpolado entre esses valores. O termo da ligação de hidrogênio é igual a 1, quando d 

<−0,7Å; 0, quando d> 0, e também é interpolado linearmente entre os dois. Nesta 
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implementação, todas as funções de interação fti tj são cortadas em rij = 8Å (TROTT; OLSON, 

2009).  

 A função independente de conformação g é apresentada na equação 9: 

 

 

 

(9) 

 Onde Nrot é o número de ligações rotativas ativas entre átomos no ligante e w é o peso 

associado (TROTT; OLSON, 2009). 

 O AutoDock Vina utiliza o algoritmo de Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno (BFGS), 

muito parecido com método de Newton. Tal método, usa não só o valor da função de 

pontuação, mas também sua variante, ou seja, as derivadas da função de pontuação em relação 

aos argumentos. Os argumentos são a posição e a orientação do ligante e os valores das 

torções para as ligações (TROTT; OLSON, 2009). As derivadas com respeito a posição, 

orientação e torções seriam a força total negativa agindo sobre o ligante, o torque total 

negativo e as projeções de torque negativo, respectivamente, onde as projeções se referem ao 

torque aplicado ao ramo "movido" pela torção, projetado em seu eixo de rotação. O cálculo 

dos gradientes provocaria um aumento no tempo de cálculo, mas o seu uso pode acelerar a 

otimização significativamente. O número de etapas em uma corrida é determinado de acordo 

com a aparente complexidade do problema, e várias corridas são realizadas partindo de 

conformações aleatórias do complexo (TROTT; OLSON, 2009). 

 

2.3.1.2 NNScore 2.0 

 

O NNScore 2.0 usa uma função de pontuação baseada em redes neurais. As 

características de ligação codificadas nas camadas de entrada das redes são derivadas das 

apresentadas pelo Autodock Vina. À partir de entradas derivadas de saídas do Autodock Vina, 

sua função de repontuação chamada HYDE adiciona contribuições empíricas para o cálculo 

da energia de ligação, termos derivados de ligações de hidrogênio, de efeitos hidrofóbicos,  e 

os efeitos negativos de desidratação hidrofílica, melhorando a estimativa da energia livre de 

ligação (HIDAYAT et al., 2015). Em segundo lugar, ele usa um algoritmo chamado BINANA, 

que fornece 12 características de ligação distintas, variando do número de ligações de 

hidrogênio à métricas aproximadas de flexibilidade do sítio ativo. A camada de saída do 
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NNScore 2.0 consiste em um único neurodo correspondente ao pKd previsto. Todos os 

neurodos ocultos são conectados a todos os neurodos de saída. Cada neurodo teve uma função 

de ativação log-sigmóide, dada pela equação 10 (DURRANT; MCCAMMON, 2011): 

  

 

 

(10) 

Onde t é a soma de entrada do respectivo nó. Todos os valores de entrada e saída 

foram normalizados usando um mapeamento linear para o intervalo (0,15, 0,85), para que 

cada variável recebesse igual importância independente de sua magnitude. Após o 

treinamento de 1000 redes neurais, as 20 melhores foram usadas para comporem o script de 

acesso livre desta ferramenta (DURRANT; MCCAMMON, 2011). 

 

2.3.2 Dinâmica molecular 

 

 Simulações de Dinâmica Molecular (DM) são amplamente utilizadas para estudar a 

dinâmica e estrutura de macromoléculas, tais como proteínas, ácidos nucleicos e bicamadas 

lipídicas (KLEPEIS et al., 2009). Estudos de DM podem ser realizados após o processo de 

docagem molecular, para que, partindo da melhor pose, seja possível compreender as 

interações ligante-proteína no decorrer do tempo, as forças envolvidas nessas interações, e o 

papel do solvente na dinâmica do sistema (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006). A 

Figura 3 mostra o princípio de funcionamento de algoritmos de dinâmica molecular. 
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Figura 3 – Representação de um procedimento de simulação de dinâmica 

molecular. 

 

 

Fonte: Reelaborado de (GRIGERA, 2002) 

 

2.3.2.1 Equações de movimento 

 

 Segundo a mecânica clássica, os átomos se movimentam de acordo com a equação de 

movimento de Newton, assim como na equação 11: 

  

 

 

(11) 

 Expressando a força como um gradiente de energia potencial, na equação 12: 
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(12) 

Combinando as duas expressões na equação 13: 

 

 

(13) 

 Onde i é um átomo qualquer. Simulações de DM requerem o cálculo do gradiente de 

energia pontecial V(r), tratando-se, portanto, de uma função diferenciável das coordenadas 

atômicas ri (GOEL; LUO; REUBEN, 2012). As grandezas termodinâmicas em equilíbrio 

podem ser obtidas pela média ao longo da trajetória, a qual se deve ser longa o suficiente de 

modo a formar um conjunto (ou ensemble) representativo do estado do sistema (VAN 

GUNSTEREN; BERENDSEN, 1990). Em geral, uma simulação de DM inclui três etapas: 

minimização, equilíbração e cálculo da trajetória no equilibrio para geração de dados (ROE; 

BROOKS, 2020). Após as etapas de minimização e equilibração, que são necessárias para 

garantir a estabilidade do sistema, ocorre o período da coleta de dados, na qual a trajetória 

gerada na simulação é gravada para posterior análise (ROE; BROOKS, 2020). 

 Para a resolução analítica da equação 13, usam-se algorítimos que aproximam 

posições, velocidades e acelerações das partículas a partir de uma expansão de Taylor. 

Iniciando o sistema com um valor de posição, velocidade e aceleração para um determinando 

tempo, uma nova configuração no tempo t+Δt pode ser encontrada pela expansão expressa 

nas equações 14, 15 e 16 (GAO, 2017): 

 

 

(14) 

 

 

(15) 

 

 

(16) 
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 Verlet desenvolveu um algoritmo de integração para ser utilizado em cálculos de DM 

para determinar as equações de movimento. Posteriormente, outros algoritmos de integração 

surgiram, dentre eles o de Beeman, Leap-Frog e Velocity-Verlet (GAO, 2017). O algoritmo de 

Velocity-Verlet, uma versão mais sofisticada do seu predecessor, utiliza as posições, 

velocidades e acelerações no mesmo passo de simulação, e os erros de aproximações 

numéricas são minimizados (GAI; GUO, 2014). O programa NAMD, ou Nanoscale 

Molecular Dynamics programs utiliza este algoritmo em suas simulações. Ao multiplicar-se a 

equação 16 por Δt/2 e isolando o último termo, obtém-se a equação 17: 

 

 

 

(17) 

 Substituindo este termo, que aparece na segunda derivada da velocidade na equação 

15, obtém-se a equação 18: 

  

 

 

 

(18) 

 

 Que pode ser reorganizada na equação 19: 

 

 

(19) 

Ao substituir-se a derivada da velocidade como a aceleração, obtém-se a 

expressão da velocidade no algoritmo de Velocity-Verlet, como na equação 20: 

 

. 

 

(20) 
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Desta forma, as equações de movimento para esse algoritmo são expressas nas 

equações 21 e 22: 

 

 

 

 

(21) 

 

 

 

(22) 

 O algoritmo começa com o cálculo da posição, equação 21, no tempo 𝑡+Δ𝑡 utilizando 

a posição, a velocidade, e a aceleração no tempo t, determina a força e a aceleração no tempo 

𝑡+Δ𝑡, para então calcular a nova velocidade, pela equação 22 (GAI; GUO, 2014). A repetição 

deste processo fornece a trajetória de todas as partículas do sistema ao longo do tempo, que 

serão registradas e posteriormente analisadas. Em uma simulação de DM a maior parte do 

gasto é no cálculo das energias de interação de cada sítio (MICHEL; ESSEX, 2010). Estas 

energias dependem do campo de força escolhido para a simulação (PONDER; CASE, 2003). 

2.3.2.2 Campo de força 

 

 Define-se como campo de força o conjunto de funções capaz de descrever o 

comportamento de um dado sistema molecular (PONDER; CASE, 2003). Ele pode ser escrito 

como a energia potencial total do sistema, V(r), calculada a partir de sua estrutura 

tridimensional. Esta energia potencial total é descrita como a soma de vários termos de 

energia, incluindo os termos para átomos ligados (comprimentos e ângulos de ligação, 

ângulos diedros) e os termos para átomos não ligados (interações de Coulomb e de Van der 

Waals e de Coulomb), assim como na equação 23 (PONDER; CASE, 2003):  

 

𝑉(𝑟) = ∑ 𝑉𝑟 + ∑ 𝑉𝜃 + ∑ 𝑉𝜑 + ∑ 𝑉𝑣𝑑𝑊 + ∑ 𝑉𝑒𝑙𝑒 

 

(23) 
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 Onde Vr é a energia de estiramento da ligação em relação a seu valor de equilíbrio, Vθ 

é a energia de deformação do ângulo de ligação em relação a seu valor de equilíbrio, V𝜑 é a 

energia devido à torção em torno de uma ligação, VνdW representa a energia das interações de 

Van der Waals e Vele representa as energias de atração ou repulsão eletrostática entre duas 

cargas. Os termos Vr e Vθ podem ser encontrados pela Lei de Hooke, expressas nas equações 

24 e 25: 

 

𝑉𝑟 = 𝑘𝑟 (𝑟 − 𝑟0)2 (24) 

 

𝑉𝜃 = 𝑘𝜃 (𝜃 − 𝜃0)2 (25) 

 

 Onde r e θ e são os comprimentos e ângulos de ligação, respectivamente. O índice 0 

correspondente ao valor no equilíbrio, e kr e k𝜃 são as constantes de proporcionalidade de 

força (NORRBY, 2001). O potencial de energia de torção, ou V𝜑 é definido como na equação 

26: 

 

 

(26) 

  

 A periodicidade n é o número de mínimos para o potencial, variando de acordo com os 

orbitais de ligação envolvidos.  é o ângulo diedro eγ é o ângulo de fase. As equações que 

representam as interações entre pares de átomos quaisquer (i,j) não ligados covalentemente são 

descritas por potenciais compostos pelos termos de Van der Waals (𝑉𝑣𝑑𝑊) e eletrostático (𝑉𝑒𝑙𝑒), 

representados pelos potenciais de Lennard-Jones e de Coulomb, nas equações 27 e 28, 

respectivamente (NORRBY, 2001):  

 

(27) 

 

 

(28) 
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 Onde, 𝜀𝑖𝑗 é a profundidade do potencial entre a barreira atrativa e a repulsiva, e 𝜎ij é a 

distância finita na qual o potencial interparticular é zero. Estes parâmetros podem ser 

ajustados de maneira teórica ou empirica. Já qi e qj correspondem ao valor das cargas 

envolvidas. 𝜀0  e 𝜀r são as constantes de permissividade e a constante dielétrica do sistema, 

respectivamente. Outros parâmetros também podem ser incluidos para comporem o campo de 

força do sistema, de modo que possam se adequarem com os espectros vibracionais obtidos 

experimentalmente (NORRBY, 2001). Em simulações de DM, a forma como ocorrem as 

interações induzidas pelo campo de força dependem de outros parâmetros, que são as 

condições periódiccas de contorno, o raio de corte, a soma de partículas de Ewald (PME) e 

dos controles de temperatura e pressão (NORRBY, 2001). 

 

2.3.2.3 Condições periódicas de contorno 

 

 As condições períodicas de contorno são usadas como um mecanismo de aproximação 

de um sistema macroscópico usando uma quantidade muito menor de partículas, mas ainda 

assim representativa do sistema (YEH; HUMMER, 2004). Isso é algo de fundamental 

importância, visto que quanto maior for a quantidade de partículas do sistema, serão exigidos 

maiores capacidades de processamento e tempos de simulação (VISCARDY; GASPARD, 

2003). Estas condições de fronteira permitem que os átomos do sistema sejam colocados em 

uma caixa central e rodeadas por outras caixas, réplicas da original (POIER et al., 2019). Os 

movimentos moleculares realizados na caixa central serão replicados nas demais caixas, e se 

uma molécula sai da caixa inicial, sua imagem entrará pela face oposta da mesma, com a 

mesma velocidade, de modo a conservar o número de moléculas da caixa central, conforme 

exemplificado na Figura 4 (VISCARDY; GASPARD, 2003). Para a implementação das 

condições periódicas de contorno, são consideradas todos os tipos de interações descritas pelo 

campo de força (POIER et al., 2019) 
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Figura 4 – Representação da célula de simulação de comprimento L 

qualquer. O raio de corte (círculo) é traçado a partir de um átomo de 

interesse 𝑖 dentro da célula central, e sua interação com o átomo 𝑗’, 
imagem do átomo j dentro do raio.  

 

 

 

 

 

 

 

 
          Fonte: Adaptado de WAIDYASOORIYA; HARIYAMA; KASAHARA, 2017. 

 

 

2.3.2.4 Raio de corte 

 

O raio de corte é usado para considerar apenas a contribuição das interações 

moleculares de curto alcance, como medida para redução do esforço computacional nos 

cálculos envolvidos em simulações de dinâmica molecular (SAGUI; PEDERSEN; DARDEN, 

2004). Para este limite na distância de busca dessas interações, é normalmente utilizado o 

truncamento do potencial em um raio de corte esférico, geralmente da ordem de L/2, sendo 

que L é o comprimento da célula de simulação. Ou seja, para a partícula qualquer i, somente 

serão contabilizadas as interações com outras partículas que possuam seu centro de massa a 

uma distância menor ou igual que o raio de corte do sistema, ignorando-se as interações além 

desta distância. Isto também pode ser observado na Figura 2 (TIRONI et al., 1995). 

 

2.3.2.5 Soma de Partículas de Ewald 

 

 Levando em consideração que os potenciais de Coulomb são potenciais de longo 

alcance, e ignorar suas contribuições levariam a sistemas simulados não condizentes com a 

realidade. Introduzir apenas o raio de corte, também implicaria em assumir que a energia 

potencial é drasticamente reduzida a zero, após esta distância (PAVÓN VALDERRAMA; 

ARRIOLA, 2006). O método da soma de partículas de Ewald é utilizada para lidar com essas 
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interações de longo alcance e suavizar a queda de energia potencial eletrostática. Desta forma, 

este método considera que íons no vácuo, com diferentes cargas e em diferentes posições no 

sistema possuem uma energia total potencial de Coulomb igual a definida pela equação 29: 

(ESSMANN et al., 1995) 

 

 

 

(29) 

 Onde ES é a contribuição da energia no espaço real, EL é a contribuição da energia no 

espaço recíproco e Eauto é o termo da energia de auto interação. O desenvolvimento desses 

termos não será tratado, mas a sua forma final é dada pela equação 30: (ESSMANN et al., 

1995) 

 

 

 

(30

) 

2.3.3.6 Controle de temperatura e pressão 

 

 O ensemble NpT, bastante utilizado em DM, permite simulações usando a pressão, 

temperatura e número de partículas constantes (KALIBAEVA; FERRARIO; CICCOTTI, 

2003). A fonte de energia térmica considerada é um banho que mantém a temperatura fixa. Da 

mesma forma, uma pressão é fixada usando um barostato. No NAMD, simulações isotérmico-

isobáricas são tratadas com uma implementação do algoritmo de pistão de Langevin, que 

combina as equações de movimento de pressão constante de Hoover com flutuações de pistão 

controladas pela dinâmica de Langevin, e um termostato de mesmo nome (LINDAHL, 2015; 

PHILLIPS et al., 2020).  

  Já em um ensemble NVT, a energia total não é conservada (HUANG et al., 2010). Em 

simulações de dinâmica molecular, esse ensemble pode ser utilizado na etapa de minimização, 

ou posteriormente, na etapa de produção, com o objetivo de reequilibrar termodinamicamente 
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um sistema (TUCKERMAN; MARTYNA, 2000). 

 

2.3.2.7. Análise da trajetória gerada 

 

2.3.2.7.1. Raiz do desvio quadrático médio (RMSD) 

 

 O RMSD (root mean square deviation) calcula a raiz do desvio padrão médio 

quadrático para os átomos da proteína, para observar o quanto ela se distanciou de sua posição 

inicial. Ele pode ser obtido analisando a posição de um átomo em diferentes tempos, segundo 

a equação 30 (SARGSYAN; GRAUFFEL; LIM, 2017): 

 

 

 

(30) 

 Onde N é o número de átomos para os quais quer se calcular o RMSD. 

 

2.3.2.7.2. Ligações de hidrogênio 

 

Uma ligação de hidrogênio é um tipo de força intermolecular atrativa que ocorre 

entre duas cargas elétricas parciais de polaridade opostas. Os critérios para ligação de 

hidrogênio utilizados neste estudo são: 3,5 Å para a distância para o raio de corte entre os 

átomos doador e aceptor, e 30˚ para o ângulo entre centros de referência escolhidos no doador 

e no aceptor (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996). 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Modelo de reação para produção dos biolubrificantes 

 

O modelo de reação sequencial biocatalisada adotado para os estudos de docagem 

e dinâmica molecular está apresentado na Figura 5: 

Figura 5 – Esquema reacional para a produção de biolubrificantes 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Em que R1 é a cadeia carbônica do ácido oleico, único receptor de alquila 

estudado neste trabalho, e R2 é a cadeia carbônica do álcool usado. A geometria dos 

compostos é apenas figurativa, pois irá variar de acordo com R2. Em uma situação ideal, a 

concentração dos ésteres intermediários com menos grupos carbonila do que hidroxilas de 

seus álcoois de origem, deve ser nula. Todavia, a literatura mostra que isto não ocorre em 

sínteses reais (AGUIEIRAS et al., 2020; ÅKERMAN et al., 2011a; CAVALCANTI et al., 

2018; FERNANDES et al., 2018, 2021; GRECO-DUARTE et al., 2017; HAPPE et al., 2012; 

WAFTI et al., 2021; ZHU et al., 2020). Desta forma, é interessante avaliar comparativamente 

a estabilidade desses compostos, para atestar se a formação do éster mais complexo é a 

situação teoricamente mais favorável.   
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3.2 Preparo do receptor e dos ligantes 

 

3.2.1 Preparo do receptor 

 

A enzima Eversa® Transform 2.0 foi a escolhida para a realização do estudo. Esta 

formulação enzimática produzida com o intuito de ser um biocatalisador mais barato e 

diretamente usado em sua forma líquida, já possui um resultado interessante na literatura para 

a síntese de biolubrificantes, onde o seu uso como agregado enzimático reticulado obteve 

90% de rendimento da síntese de ésteres graxos isoamílicos (GUIMARÃES et al., 2021). Esta 

lipase é produzida do microrganismo Aspergillus oryzae, cuja estrutura cristalina é encontrada 

na base de dados Protein Data Bank (PDB) registrada sob o código 5XK2. A mesma foi 

tratada no programa AutoDockTools 4.2.6 para remoção das moléculas de água e outros 

ligantes, correção de resíduos ausentes, e separação de um monômero para uso. A preparação 

do arquivo PDBQT necessário para a docagem ainda necessitou da adição de hidrogênios 

polares, da adição das cargas parciais Gasteiger (GASTEIGER e MARSILI, 1978; 

GASTEIGER e MARSILI, 1980) e da fusão de hidrogênios apolares, com todas as 

coordenadas necessárias para a execução da docagem.  

Em seguida, foi definido o espaço tridimensional de procura, dentro do qual o 

ligante, a partir de interações de cargas, se conforma à estrutura da proteína (Figura 6). Este 

espaço foi definido para englobar todo o sítio ativo da lipase, de forma que o ligante tivesse 

espaço suficiente para se conformar nesta zona, que é a responsável pelas interações 

catalíticas da enzima. Os resíduos que compõem sítio ativo da lipase de estudo foram obtidos 

na literatura, sendo formado pela tríade Ser 153-Asp 206-His 268 (LAN et al., 2021). As 

coordenadas obtidas dentro do AutodockTools foram salvas nos arquivos de configurações 

para uso posterior na docagem feita pelo software AutoDock Vina (Tabela 2).  
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Figura 6 – Demonstração do espaço tridimensional delimitado para a 

macromolécula, ou gridbox. Os parâmetros do mesmo são visualizados 

na caixa de diálogo do programa AutoDockTools. 

 

 

 
Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 

Tabela 2 – Exemplo de parâmetros utilizados para docagem no AutoDock 

Vina. 

 

Parâmetro Exemplo (Ligante I) 

receptor protein.pdbt 

ligand oleic.pdbqt 

center_x 17.027 

center_y 34.818 

center_z 80.130 

size_x 20 

size_y 20 

size_z 20 

energy_range 4 

exhaustiviness 8 
Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 

3.2.2 Preparo dos ligantes 
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(CAVALCANTI et al., 2018) Os ligantes, constituídos pelo ácido oleico na 

primeira etapa de reação, e pelos ésteres resultantes da combinação deste ácido com os álcoois 

usados foram primeiramente desenhados usando o software ChemDraw® 17.0, conforme 

apresentado na Figura 7. Os álcoois usados estão entre os mais mencionados na literatura para 

a transformação química de fontes oleaginosas em ésteres lubrificantes, além de também já 

serem citados na produção biocatalisada dessas substâncias (BASSI et al., 2016; BOLINA; 

GOMES; MENDES, 2021; GUIMARÃES et al., 2021; HAPPE et al., 2014; VILAS BÔAS et 

al., 2021). 
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Figura 7 – Ligantes usados nas simulações de docagem e dinâmica 

molecular. 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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Essas estruturas foram transferidas para o programa Chem3D® 17.0, onde tiveram 

suas geometrias otimizadas pela ferramenta de minimização de energia, usando o campo de 

força MM2 com um gradiente RMS de 0,001, conforme exemplifica a Figura 8. Este campo 

de força possui amplo uso para hidrocarbonetos e outras moléculas pequenas (ALLINGER, 

1977; LEWIS-ATWELL; TOWNSEND; GRAYSON, 2021; SON; RYBOLT, 2013).  

 

 Figura 8 – Exemplo de ligante (ácido oleico) com geometria otimizada 

usando o campo de força MM2 no software Chem3D® 17.0. 

 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

3.3 Execução das docagens e análise dos resultados 

 

Após a preparação dos ligantes, da proteína e dos arquivos de configurações, as 

docagens foram realizadas no software Autodock Vina, cuja metodologia de obtenção das 

melhores conformações em função da energia de afinidade se encontra discutida no trabalho 

de Trott e Olson (TROTT; OLSON, 2009). Foram obtidas as nove melhores conformações 

energéticas, que foram analisadas de duas formas para determinar a melhor pose. A primeira 

consistiu do uso da função de pontuação baseada em rede neural NNScore 2.0, que conforme 

observado no trabalho de Durant e Mccammon é geralmente mais capacitado de prever a 

afinidade entre proteína e substrato, além de estimar a constante de desativação enzimática 

pKd (DURRANT; MCCAMMON, 2011). Já a segunda, consistiu na observação das 
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interações entre os ligantes e os resíduos que constituem o sítio ativo da enzima, usando o 

programa Discovery Studio®.   

 

3.4 Simulações de dinâmica molecular 

 

Para a construção das soluções de estudo, além dos próprios scripts de dinâmica 

molecular, foi usando o site CHARMM-GUI (BROOKS et al., 2009; JO et al., 2008; LEE et 

al., 2016). Através da ferramenta solution builder e o PDB do complexo formado pela enzima 

e o ligante em sua melhor pose de docagem, foi adicionada uma caixa de água retangular 

ajustada à uma distância de borda de 10 Å da proteína. Foi criado então um sistema cúbico de 

aresta igual a 75 Å e ângulos cristalinos de 90º (Alfa, Beta e Gama). As condições periódicas 

de fronteira PME e FFT foram geradas automaticamente. O campo de força adotado foi o 

Charmm36m. Após isso, foram gerados os arquivos de input usando um script de linguagem 

tipo tcl, para execução no software Visual Molecular Dynamics (VMD). Em todas as 

simulações de Dinâmica Molecular, foram utilizadas as seguintes condições fixas: 

temperatura de 303.15 K, pressão de 1atm e pH 7,0 e o modelo de água TIP3P (PHILLIPS et 

al., 2020). Para cada simulação, foi realizada uma minimização de energia com 10 mil passos 

em ensemble NVT. Em seguida, foram realizadas simulações de equilibração com 30 ns em 

ensemble NpT, e por fim uma simulação de produção iniciando em 10 ns, sendo estendida até 

se observar uma situação de equilíbrio do complexo no gráfico de RMSD, mas nunca 

ultrapassando o tempo de 30 ns. Todas as simulações tiveram um passo de integração de 1 fs 

(PHILLIPS et al., 2020). 

  

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Análise dos resultados de docagem molecular 

 

A partir da docagem molecular foram obtidas nove conformações para cada 

ligante e os valores das suas energias de ligação da interação lipase-substrato. A melhor 

conformação definida pelo Autodock Vina foi q que apresentou valor de energia de interação 

mais negativo. A Tabela 3 mostra os valores das constantes de inibição (Kd) e as energias de 

ligação através das simulações de docagem molecular realizado no programa AutoDock Vina 

e usando o NNScore 2.0 para a enzima e os 12 substratos da síntese de biolubrificantes.  
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Tabela 3 – Dados das poses obtidas nos processos de docagem.  

Substrato 

Pose 

escolhida 

Vina ΔG 

(kCal/mol) 

Vina 

RMSD (Å) 

Vina 

pKi 

Binding score  

neural  

Predicted 

Kd 

Ligante (I) 8 -5 2,828 3,667 6,841 144,29 nM 

Ligante (II) 3 -5 5,005 3,667 7,348 44,88 nM 

Ligante (III) 3 -3,91 2,859 2,868 8,888 1,29 nM 

Ligante (IV) 1 -3,91 0 2,868 8,488 3,25 nM 

Ligante (V) 5 -4,52 1,635 3,315 13,876 13,31 fM 

Ligante (VI) 1 -4,33 0 3,155 7,953 11,14 nM 

Ligante (VII) 8 -4,47 1,282 3,278 7,635 23,18 nM 

Ligante (VIII) 4 -3,9 2,197 2,860 8,993 1,02 nM 

Ligante (IX) 2 -4,91 1,240 3,601 6,976 105,77 nM 

Ligante (X) 2 -4,03 2,483 2,955 7,806 15,64 nM 

Ligante (XI) 6 -5,1 6,001 3,740 10,304 49,49 pM 

Ligante (XII) 2 -5,27 5,363 3,865 10,391 40,63 pM 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

De acordo com a tabela, a energia de afinidade calculada pelo Autodock Vina e o 

NNscore 2.0 não tiveram correlação direta em quantidade, por exemplo, o caso do ligante XII, 

que teve menor energia de afinidade pelo Vina, mas não teve o menor Binding score calculado 

pelo NNscore. Segundo o trabalho de Hidayat (HIDAYAT et al., 2015), a previsão da 

afinidade de ligação calculada somente a partir de um programa de docagem, às vezes cria 

resultados falso-positivos ou falso negativos. Para obter resultados mais precisos, é necessário 

então o uso de uma nova função pontuação, usando um método mais robusto, além  da 

adição de cálculos empíricos para imitar o sistema real. A função de pontuação da rede neural 

Nnscore 2.0 é adequada para reclassificar os resultados do Autodock Vina, podendo se 

aproximar melhor do sistema real, dependendo do tipo do receptor (DURRANT; 

MCCAMMON, 2011; HIDAYAT et al., 2015). Somente para o ligante VI não foi escolhida a 

melhor pose definida pelo NNScore, foi observado que a pose 1 se conformava mais 

proximamente do resíduos do sítio catalítico da lipase. Além deste ligante, apenas para o 

ligante IV a melhor pose definida pelo Vina foi a mesma definida pelo NNscore. Segundo o 

Autodock Vina, a formação dos ésteres mais complexos, pelo caminho reacional direto, é 
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favorecida, exceto para o pentaeritritol, que aprensentou triésteres e tetraésteres teoricamente 

mais reativos do que os ésteres que lhe deram origem, possivelmente fazendo com que a 

reação seja deslocada para o sentido inverso. Segundo apenas o ΔG calculado pelo Vina, a 

combinação do ácido oleico com o neopentil glicol teria o melhor rendimento de reação, 

considerando as condições do ambiente de estudo. Já analisando a pontuação dada pelo 

NNscore 2.0, as conformações dos ésteres mais complexos também foram, em geral, maiores, 

com exceção das combinações com o trimetilolpropano. O aumento desse score calculado 

indica a estabilidade do complexo enzima/substrato formado (DURRANT; MCCAMMON, 

2011).  Para este álcool também foi observado um valor igual de ΔG calculado pelo Vina 

entre os di e triglicerídeos, indicando que possivelmente os produtos obtidos dessa reação 

seria de uma mistura com quantidades similares desses dois componentes. Uma suposição 

deste tipo seria coerente, visto o comportamento semelhante observado no trabalho 

experimental de Åkerman (ÅKERMAN et al., 2011b). Neste trabalho, foi observado que para 

as diferentes condições reacionais utilizadas de temperatura, razão molar e carga enzimática a 

conversão de diester em triesteres foi lenta, e para uma grande quantidade de experimentos, os 

diesteres representaram a maior fração percentual dos produtos formados da transesterificação 

do ácido oleico com TMP catalisada pela lipase Novozym® 435 (ÅKERMAN et al., 2011b). 

Com relação às constantes teóricas de desativação enzimática, todas apresentaram um valor 

muito menor que 25 µM, indicando a boa afinidade entre os ligantes e a lipase (HIDAYAT et 

al., 2015). Levando em consideração apenas o crescimento das pontuações do NNscore 2.0, 

além dos seus valores absolutos e das constantes de desassociação, o uso de octanol e do 

pentaeritritol como doadores de alquila foram os que mais se destacaram. 

É importante se destacar que essas análises se limitam em demonstrar as 

afinidades e especificidade da lipase para com os substratos. Para as aplicações de ésteres 

alquílicos como biolubrificantes, as propriedades físico-químicas e tribológicas do produto 

são mais importantes do que a taxa de conversão reacional. Entretanto, essas propriedades 

estão intrinsecamente ligadas à composição de seus hidrocarbonetos. Produtos intermediários 

de reações com polióis, tais como mono e diésteres não agregam estabilidade de corrosão, 

estabilidade térmica ou estabilidade à baixas temperaturas. Em altas temperaturas, estes 

chamados ésteres parciais também possuem baixas viscosidades (GUNSTONE; HAMILTON, 

2001). As propriedades térmicas dos biolubrificantes podem ser melhoradas à partir do uso de 

álcoois com cadeias alquílicas mais longas ou cadeias ramificadas, tais como o 

trimetilolpropano, neopentil glicol, pentaeritritol e 2-etilhexanol (BOLINA; GOMES; 
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MENDES, 2021). Álcoois de cadeia ramificada produzem biolubrificantes com menores 

índices de viscosidade e menores pontos de fluidez, que podem ser desejáveis para 

determinadas aplicações de biolubrificantes (CECILIA et al., 2020). Para a aplicação em 

motores de aeronaves, por exemplo, o uso de álcoois ramificados, como o neopentil glicol, é 

interessante para a formulação de seus biolubrificantes (AGARWAL, 2016). Já para 

aplicações em turbinas a gás, o uso do pentaeritritol é eficaz (AIREY et al., 2020; EL-

MAGLY; NAGIB; MOKHTAR, 2013). O trimetilolpropano, por outro lado, gera um 

lubrificante usado em óleos de motor marítimo, fluidos hidráulicos de óleo de compressor, 

óleos de engrenagens e em formulações de graxas (OWUNA et al., 2020; WU et al., 2013). 

Polióis de baixa massa molecular também conferem ao biolubrificante maiores estabilidades 

oxidativas e menores atividades hidrolíticas (KANIA et al., 2015). De toda forma, tomando o 

cuidado de remover o excesso de água formado no meio reacional, a literatura apresenta 

dados satisfatórios para a combinação do ácido oléico com todos os álcoois escolhidos para o 

presente estudo (BASSI et al., 2016; BOLINA; GOMES; MENDES, 2021; CAVALCANTI et 

al., 2018; HAPPE et al., 2014; VILAS BÔAS et al., 2021; WAFTI et al., 2021). Além do 

manejamento das propriedades mencionadas, também sabe-se que os tempos de reação 

também aumentarão de acordo com o número de hidroxilas do álcool escolhido. Levando em 

consideração esses aspectos e os resultados de docagem da Tabela 3, pode-se supor que ao 

utilizar o ácido oleico e a lipase Eversa®, os álcoois interessantes de serem avaliados 

experimentalmente seriam o octanol, o isoamílico e o neopentil glicol.    

Os tipos e os resíduos envolvidos nas interações entre os ligantes e a lipase estão 

discriminados na Tabela 4. Além do sítio catalítico, a cavidade oxiânion de uma enzima é 

formada por alguns de seus resíduos nesta região, tendo como papel ajudar a estabilizar a 

carga negativa dos intermediários formados durante o processo catalítico (ZHANG et al., 

2020). Conforme mencionado anteriormente, a tríade catalítica da lipase de Aspergillus 

oryzae é composta pelos três resíduos de aminoácidos Ser153, Asp206 e His268. Já a 

cavidade oxânion, é formada pelos resíduos Ser91 e Leu154 (LAN et al., 2021). Quatro tipos 

de interações não covalentes são particularmente importantes na ligação enzima-ligante. Estas 

são as interações eletrostáticas, as ligações de hidrogênio, interações hidrofóbicas e forças de 

van der Waals (COPELAND, 2001).  
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Tabela 4 – Interações dos ligantes com a lipase após as docagens. Os índices numéricos 

referem-se à ordem apresentada na Figura 5. 

 

Ligante Resíduos envolvidos 

 Ligações de 

hidrogênio 

Interações de Van der 

Waals 

Interações Hidrofóbicas Interação 

desfavorável 

Ligante (I) HIS274 (4,38 

Å). 

ARG95, HIS266, 

VAL269, ASP276. 

TYR92, ILE94, LEU262, 

PHE265. 

- 

Ligante (II) HIS274 (5,25 

Å). 

TYR92, HIS266, 

ASP276. 

ILE94, ARG95, LEU262, 

LEU263, PHE265, VAL269. 

- 

 

Ligante (III) 

 

 

- 

 

 

GLY90, SER91, SER93, 

HIS152, SER153, 

LEU154, GLY155, 

LEU262, HIS266, 

VAL269, HIS274 

ASP276 

 

 

TYR29, ARG89, TYR92, 

ILE94, ARG95, LEU263, 

PHE265, HIS268, TRP270. 

 

- 

 

 

Ligante (IV) 

 

TYR92 

(5,64Å). 

 

SER153, ASP231, 

ASN232, LEU262, 

HIS266, VAL269, 

HIS274, ASP276, 

LYS279. 

 

TYR29, ILE94, HIS152, 

LEU263, PHE265, HIS268, 

TRP270, ALA277. 

- 

 

Ligante (V) 

 

TYR92 

(6,03Å). 

 

TYR29, SER91, SER93, 

ARG95, SER153, 

LEU262, HIS266, 

HIS268, ASP276. 

 

ILE92, PH265, VAL269. 

 

- 

 

 

Ligante (VI) 
TYR92  

(4,09Å) 

SER93, ARG95, 

SER153, LEU263, 

HIS266, ASP276 

TYR29, ILE94, HIS152, 

LEU262, PHE265, VAL269 

- 
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Tabela 4 – Continuação. 

 

Ligante (VI) TYR92 (4,09Å) SER93, ARG95,  TYR29, ILE94, HIS152,  - 

  SER153, LEU263, 

HIS266, ASP276 

LEU262, PHE265, VAL269  

 

Ligante (VII) ARG95 

(5,41Å). 

VAL98, LEU211, 

PRO260, HIS266, 

ASP276. 

TYR92, ILE94, PRO207, 

VAL208, LEU262, LEU263, 

PHE265, VAL269 

- 

 

 

Ligante (VIII) - SER91, SER93, ARG95, 

HIS152, SER153, 

LEU154, LEU263, 

HIS266, HIS274, 

ASP276. 

TYR29, TYR92, ILE94, 

LEU262, PHE265, HIS268, 

VAL269, TRP270 

- 

 

 

Ligante (IX) ASP276 

(4,11Å). 

TYR29, SER153, 

HIS266, VAL269, 

HIS274, ALA277, 

LYS279. 

ILE94, PHE265, HIS268. TYR92 (5,68Å) 

 

 

 

Ligante (X) 

 

TYR92 

(5,83Å). 

 

TYR29, SER93, 

SER153, ASP231, 

ASN232, LEU262, 

LEU263, VAL269, 

HIS274, ASP276. 

 

ILE94, ARG95, PHE265, 

HIS266, HIS268, TRO270.  

 

- 

 

 

Ligante (XI) LEU262 

(3,98Å). 

SER93, PRO207, 

VAL208, MET216, 

LEU263, HIS266, 

HIS268, ASP276.   

TYR92, ILE94, ARG95, 

VAL98, ALA101, PHE103, 

LEU211, LEU213, LEU259, 

PRO260, PHE265, VAL269. 

- 

 

 

Ligante (XII) 

 

SER93, ASN 

96 (4,25 e 4,34 

Å).  

 

THR69, ASP70, GLY90, 

SER91, TYR92, TRP97, 

ALA101, PHE103, 

GLY119, SER153, 

HIS266, HIS274, 

ASP276.  

 

TYR29, ILE94, ARG95, 

VAL98, PHE120, ALA123, 

ILE158, PRO207, LEU211, 

PRO260, LEU262, PHE265, 

HIS268, VAL269, TRP270. 

 

- 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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Normalmente, ligações de Van der Waals possuem baixas energias de ligação. 

Entretanto, quando as condições permitem que um grande número de ligações de van der 

Waals se formem simultaneamente, suas forças de atração combinadas podem fornecer uma 

energia estabilizadora significativa para as interações proteína-proteína e proteína-ligante (K.; 

BRONOWSKA, 2011). Na maioria dos casos, as interações iniciais entre a enzima e as 

moléculas de substrato (ou seja, os eventos de ligação) são não covalentes, fazendo uso de 

ligações de hidrogênio, eletrostáticas, interações hidrofóbicas e forças de Van der Waals 

(COPELAND, 2001). Estas interações fracas irão favorecer a ocorrência de reações 

(WILLIAMS; WESTWELL, 1998). Dentre as observações gerais que podem ser feitas a 

respeito das interações, percebe-se: A ocorrência de ligações de hidrogênio apenas quando o 

substrato foi o ácido oleico, os monos e triésteres de ácidos graxos, indicando a preferência da 

lipase para esses substratos, à exceção do oleato de isopentila (ligante VI). Conforme o 

aumento da cadeia carbônica do ligante, cresceu também o número de interações hidrofóbicas 

com os resíduos da lipase, dado o próprio desenvolvimento desse caráter nas substâncias. Não 

houveram quaisquer interações dos ligantes com o resíduo Asp206 da lipase, que faz parte do 

seu sítio catalítico. O resíduo Ser153 do sítio, além dos resíduos da cavidade oxiânion 

interagiram com quase todos os ligantes, em sua maioria, a partir de forças de Van der Waals. 

Isso demonstra que essas interações foram as mais importantes no processo biocatalítico. Já o 

resíduo His268 do sítio, interagiu, em maioria, de forma hidrofóbica com os ligantes. O 

resíduo Tyr92 interagiu por ligação de hidrogênio com três ligantes, além de interagir de 

forma hidrofóbica com vários dos outros, sendo então bastante influente no processo catalítico 

deste sistema. Os resíduos que interagiram de maneira hidrofóbica se repetiram na maioria 

dos ligantes, vale também mencionar o resíduo Val269, que interagiu de maneira hidrofóbica 

com alguns ligantes, e por forças de Van der Waals com outros. As maiores energias de 

afinidade (em módulo) foram as dos ligantes que tiveram interações por ligações de 

hidrogênio, levando a valores menores de ΔG. Isso sugere que os contatos hidrofóbicos 

contribuem principalmente para a estabilidade do complexo lipase/substrato (QIN; ZHONG; 

WANG, 2021). A pose de cada ligante foi selecionada baseada conforme score de encaixe, 

que representa a afinidade da ligação entre o alvo e o receptor e na proximidade com os 

resíduos do sítio catalítico da lipase, que conferem maior probabilidade de se assemelharem 

com o mecanismo catalítico real. Estas poses foram usadas como conformações iniciais para 

as simulações de dinâmica molecular na presença de solvente. 
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4.2 Simulações de dinâmica molecular 

A partir dos estudos de docagem, os ligantes selecionados foram conformados 

com sucesso ao sítio catalítico da lipase Eversa®. As simulações de dinâmica molecular foram 

realizadas com os complexos lipase-ligante para avaliar a mudança conformacional geral e a 

estabilidade da lipase após cada conformação, além de obter informações sobre o mecanismo 

de interação dos complexos à nível molecular. Na etapa de equilibração das simulações. O 

comportamento do RMSD em relação ao tempo de simulação foi bastante similar, para todos 

os ligantes. Por esta razão, apenas uma representação é capaz de representar o sistema, que se 

encontra apresentado na Figura 9.  

Figura 9 – Raiz Quadrada do Desvio Quadrático Médio (RMSD), em relação à 

conformação inicial do complexo ácido oleico-lipase versus o tempo de simulação (ns) na 

etapa de equilibração. 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Das simulações de equilíbrio dos complexos lipase-ligante no solvente, 

obtiveram-se informações iniciais do comportamento conformacional para a dinâmica. A 

etapa de minimização, incluída no início de cada equilibração, é necessária para retirar 

possíveis tensões espúrias existentes na configuração inicial (BROOKS et al., 1983). Já a 

etapa de equilibração é requerida para colocar o sistema em uma configuração compatível 
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com o estado de equilíbrio termodinâmico, com valores fixos de pressão e temperatura (TAM; 

LAU, 2014). Estas etapas são fundamentais para remover possíveis interações repulsivas e de 

Van der Waals fortes. Se estas interações são mantidas, o sistema pode sofrer uma distorção 

estrutural local, resultando em uma simulação instável (PATEL; MACKERELL; BROOKS, 

2004). Como esta etapa de equilibração foi feita a partir apenas do movimento dos íons e do 

solvente do sistema, isto explica os baixos valores de RMSD em comparação com 

configuração inicial, no decorrer do tempo de simulação (JO et al., 2013). Já os valores de 

RMSD nas etapas de produção, estão encontrados na Figura 10. 

Figura 10 – Raiz Quadrada do Desvio Quadrático Médio (RMSD), em relação à 

conformação inicial do complexo versus o tempo de simulação (ns) na etapa de produção. Os 

índices numéricos referem-se à ordem apresentada na Figura 5. 

 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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Pode se observar que os valores de estabilização de RMSD foram baixos, em torno 

de 1 e 2 Å em baixos tempos de simulação, variando entre 10 e 25 ns. Assim, pode-se 

concluir que não houveram grandes alterações conformacionais dos complexos lipase-ligante 

durante os tempos de simulações. Esses resultados sugerem que as trajetórias das simulações 

de dinâmica molecular para todos os complexos após as etapas de equilibração e produção são 

confiáveis para análises posteriores (QIN; ZHONG; WANG, 2021). O número de ligações de 

hidrogênio intermoleculares é importante para a estabilidade de um complexo de proteínas 

(RAGUNATHAN; MALATHI; ANBARASU, 2018). A Figura 11 representa as ligações de 

hidrogênio formadas entre a lipase e os ligantes nas etapas de equilibração e produção longo 

de dinâmica molecular 
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Figura 11 – Ligações de hidrogênio formadas entre a proteína e o ligante durante 

as duas etapas de simulação. Os índices numéricos referem-se à ordem apresentada na Figura 

5. 

 

Fonte: elaborado pelo autor 

 

 

 



 
55 

 

 

 

Figura 11 – Continuação. 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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Figura 11 – Conclusão. 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Houveram mudanças nas redes de ligações de hidrogênio ao longo da simulação, 

e o número de ligações de hidrogênio flutuando entre 0 e 3. As ligações de hidrogênio 

isoladas e o baixo número médio de ligações de hidrogênio por período de tempo sugeriram 

que as redes de ligações desse tipo foram fracas nos complexos. Os momentos nos quais estas 
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ligações desaparecem sugerem que a estabilidade do complexo foi mantida por outros tipos de 

interações (QIN; ZHONG; WANG, 2021). As ligações de hidrogênio transientes, observadas 

na maioria dos ligantes, contribuem pouco para a afinidade de associação, e indicam alta 

reatividade dos ligantes na presença da lipase (LIU et al., 2007). Ao se comparar as ligações 

de hidrogênio formadas na dinâmica molecular com as obtidas anteriormente no processo de 

docagem, pode ser observar poucas correlações, indicando a divergência de um processo 

estático com um processo contínuo, além de possivelmente indicar que as ligações de 

hidrogênio excedentes formadas foram em decorrência da interação com o solvente do 

sistema. 

 

5 CONCLUSÃO 

 

Este estudo permitiu modelar as ligações entre a lipase Eversa Transform® 2.0. 

com substratos que podem ser matérias-primas de biolubrificantes, que são produtos 

renováveis, ambientalmente amigáveis e de alto valor agregado. Os ligantes, constituídos do 

ácido oleico e de seus produtos de esterificação com álcoois de diferentes tipos, foram 

modelados e tiveram suas geometrias otimizadas. Através dos resultados de docagem 

conseguiu-se observar a natureza das interações entre os resíduos no entorno do sítio catalítico 

da enzima com cada ligante, concluindo-se que as forças de Van der Waals, e as interações 

hidrofóbicas foram as principais responsáveis pela manutenção dos complexos enzima-

substrato, em suas poses de conformação. 

A partir dos resultados de afinidade do Autodock Vina, pode se perceber que o 

neopentil glicol, o octanol e o álcool isoamílico podem ser receptores de alquila com 

potenciais de maior conversão em produtos. Já pelos scores de docagem calculados pelo 

NNScore 2.0, os produtos obtidos pelo uso do octanol e do pentaeritritol obtiveram melhores 

poses de conformação com a lipase. Levando em consideração as condições do estudo e os 

resultados de docagem, foi possível identificar os álcoois octanol, isoamílico e neopentil 

glicol como mais promissores para o processo. 

Por meio da dinâmica molecular foi possível se observar que as simulações 

apresentaram estabilidade durante seus processos de equilibração e produção. Os baixos 

valores de RMSD indicam que as poses de docagem escolhidas foram adequadas e que para as 

condições de estudo, a reação pode ocorrer sem impedimentos. A partir dos gráficos de 

ligações de hidrogênio pode se comprovar que as ligações desse tipo não foram as primordiais 

para estabilidade dos complexos enzima-substratos modelados. 
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As simulações presentes nesse trabalho permitiram a avaliação de escolhas de 

álcoois para a síntese de biolubrificantes, utilizando o ácido oleico e a lipase Eversa® 

Transform 2.0, eliminando-se, portanto, o gasto dos demais reagentes, que seria inevitável 

para uma abordagem experimental desse estudo. Entretanto, deve se levar em consideração 

que para situações experimentais, outras variáveis possuem crítica importância para a 

otimização da síntese desses produtos, tais como as condições de transporte no meio, a 

alteração de atividade catalítica, a possibilidade de inibição enzimática, as alterações das 

condições de equilíbrio do sistema, e as características físico-químicas dos biolubrificantes 

produzidos, para determinar se eles são serão apropriados para a aplicação de interesse. Essas 

devem ser as etapas a serem superadas em estudos futuros.  
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