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RESUMO

Foi realizado um estudo tedrico e experimental da producao biocatalitica do biodiesel de babagu
por meio da hidroesterificagdo enzimatica. A hidroesterificagdo ¢ uma rota sintética que se
baseia na hidrolise seguida da esterificacdo. A hidrolise completa do 6leo de babacu foi
conduzida utilizando uma solug@o com solu¢ao méssicade 1:1, a 40 °C por 4 horas empregando
0,4% da lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) em relacdo a massa de 6leo. Em seguida,
utilizando a lipase Eversa® Transform 2.0 na etapa de esterificacdo, foi realizado um
planejamento estatistico variando os parametros: temperatura (25-55 °C), razdo molar acidos
graxos livres (AGLs) e alcool (1:1 a 1:9), porcentagem de biocatalisador (0,1% a 0,9%) e tempo
de reacdo (1-5 horas) através do método Taguchi. A porcentagem de biocatalisador foi o fator
mais influente sob o processo com percentual de contribuicdo igual a 67,80%. Os niveis de
reacdo ideal obtidos ap6s o tratamento estatistico foram: L3 (5 horas) para o tempo, L2 (40 °C)
para a temperatura, L2 (1:5 AGL/alcool) para a razdo molar e L3 (0,9% de massa em relagdo a
massa de AGL) para a porcentagem de biocatalisador, nessas condi¢des, a conversao teorica foi
de 98,64%. Apos a realizagdo da reacao proposta, notou-se uma conversao de 95,15% + 0,1. O
resultado da reagdo otimizada foi menor que o valor teérico de conversdo proposto, pois,
biocatalisadores podem perder a sua atividade catalitica facilmente, visto que esses materiais
sdo suscetiveis a diversas interferéncias. Os resultados de viscosidade cinematica e densidade
indicam que o biodiesel produzido tem potencial para aplicagdes futuras. Por fim, realizou-se
um estudo de docking e dinamica molecular com o intuito de avaliar a estabilidade dos
complexos formados entre os acidos octanodico, decanodico, dodecanoico, tetradecandico,
hexadecanoico e cis-9-octadecenoico e a Eversa lipase. A proteina foi modelada por homologia,
através do digrama de Ramachandran foi possivel identificar as regides que mantiveram a
estrutura conservada e os locais variaveis com alinhamento. Além disso, o modelo obtido
apresentou pontuagdo média 3D-1D > 0,2 de 93,71% na funcao Verify 3D comprovando a
compatibilidade do modelo atdmico com a sequéncia de aminoacidos. Foi observado nos
resultados de docking molecular que os ligantes interagiram diretamente com o sitio catalitico
(Ser153, Asp206 e His268) e a cavidade oxianion (Leul54 e Ser91), esses resultados sugerem
que as combinagdes entre os ligantes com a enzima foram estaveis. Nas simulagdes de dinamica
molecular, constatou-se por meio do Root Mean Square Deviation (RMSD) que nao houve
grandes mudancgas conformacionais dos complexos estudados durante os periodos de simulagao,
com RMSD abaixo de 2,0A. Ademais, os resultados tedricos e experimentais expostos neste

trabalho, indicam que os acidos graxos advindos do 6leo de babagu formam complexos estaveis



com o sitio catalitico da Eversa, o que valida a sua aplicagdo na producdo de ésteres metilicos

de babacu.

Palavras-chave: biodiesel; hidroesterificacao; método taguchi; docking molecular; dinamica

molecular.



ABSTRACT

A theoretical and experimental study of the biocatalytic production of babassu biodiesel through
enzymatic hydroesterification was carried out. Hydroesterification is a synthetic route based on
hydrolysis followed by esterification. Complete hydrolysis of babassu oil was conducted using
a 1:1 solution by weight at 40 °C for 4 hours using 0.4% lipase from Thermomyces lanuginosus
(TLL) in relation to oil weight. Then, using Eversa® Transform 2.0 lipase in the esterification
step, a statistical planning was carried out varying the parameters: temperature (25-55 °C),
molar ratio free fatty acids (FFAs) and alcohol (1:1 to 1: 9), percentage of biocatalyst (0.1% to
0.9%) and reaction time (1-5 hours) using the Taguchi method. The percentage of biocatalyst
was the most influential factor in the process with a contribution percentage equal to 67.80%.
The ideal reaction levels obtained after statistical treatment were: L3 (5 hours) for time, L2
(40 °C) for temperature, L2 (1:5 AGL/alcohol) for molar ratio and L3 (0.9 % of mass in relation
to the mass of FFA) for the percentage of biocatalyst, under these conditions, the theoretical
conversion was 98.64%. After carrying out the proposed reaction, a conversion of 95.15% =+
0.1 was noted. The result of the optimized reaction was lower than the proposed theoretical
conversion value, since biocatalysts can easily lose their catalytic activity, since these materials
are susceptible to various interferences. The kinematic viscosity and density results indicate
that the biodiesel produced has potential for future applications. Finally, a study of docking and
molecular dynamics was carried out to evaluate the stability of the complexes formed between
octanoic, decanoic, dodecanoic, tetradecanoic, hexadecanoic, and cis-9-octadecenoic acids and
Eversa lipase. The protein was modeled by homology, through the Ramachandran diagram it
was possible to identify the regions that maintained the conserved structure and the variable
sites with alignment. In addition, the obtained model presented an average 3D-1D score > 0.2
of 93.71% in the Verify 3D function, proving the compatibility of the atomic model with the
amino acid sequence. It was observed in the molecular docking results that the ligands
interacted directly with the catalytic site (Ser153, Asp206, and His268) and the oxyanion cavity
(Leul54 and Ser91), these results suggest that the combinations between the ligands and the
enzyme were stable. In the molecular dynamics simulations, it was verified through the Root
Mean Square Deviation (RMSD) that there were no major conformational changes in the
complexes studied during the simulation periods, with RMSD below 2.0 A. Furthermore, the
theoretical and experimental results presented in this work indicate that the fatty acids from
babassu oil form stable complexes with the catalytic site of Eversa, which validates its

application in the production of babassu methyl esters.



Keywords: biodiesel; hydroesterification; taguchi method; molecular docking; molecular

dynamics.
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1 INTRODUCAO

Os combustiveis sdo compostos que durante a queima liberam uma determinada
quantidade de energia térmica. Podem ser obtidos de origem renovavel e ndo renovavel,
podendo ser classificados de acordo com a fase na qual sdo normalmente manuseados, quais
sejam: liquidos, solidos ou gasosos (CAVALCANTE et al., 2021). Os combustiveis de fontes
ndo renovaveis, que também sdo conhecidas como combustiveis fosseis, sdo substancias
formadas através da decomposi¢ao de residuos organicos ao longo dos anos. As principais
vantagens associadas ao uso desse material referem-se ao seu baixo custo de obtengio,
manuten¢do e transporte (MOSAROF et al., 2015). No entanto, a queima dessas substancias
gera diversos gases como o monoxido e dioxido de carbono (CO e COz, respectivamente) que
sdo nocivos a saude humana e ao meio ambiente. Ademais, como os combustiveis fosseis sdo
formados em um processo extremamente lento e consumidos em uma velocidade exacerbada,
ha grandes chances de haver problemas de abastecimento desses combustiveis com o passar
dos anos (AGHBASHLO et al., 2021; GOH et al., 2019; MANAF et al., 2019).

Sabe-se que o petréleo ¢ o combustivel f6ssil mais utilizado no mundo, uma vez
que ao ser refinado gera diversos subprodutos como, diesel, gasolina, lubrificantes, dentre
outros (FATIH DEMIRBAS, 2009; ZHANG et al., 2017). Por conta disso, a Agéncia
Internacional de Energia dos Estados Unidos (IEA), estima que haverad um déficit de oferta de
petrdleo no mundo a partir de 2025 (ABUDU; SAI, 2020). Desse modo, os combustiveis
renovaveis surgem como uma alternativa para suprir essa demanda energética (GOH et al., 2019;
MANAF et al., 2019).

Os combustiveis renovaveis, que também sao conhecidos como biocombustiveis,
sdo advindos de produtos agricolas como agucares, 6leos de origem animal e vegetal, biomassa
florestal, dentre outras fontes energéticas (PENG et al., 2020). Dentre os combustiveis
renovaveis destaca-se o biodiesel, uma vez que ¢ utilizado em mistura ao diesel fossil, em
motores de combustdo interna do ciclo Diesel (LI et al., 2014; PENG et al., 2020).

Beneficios como lubricidade, facil transporte e armazenamento, tornam o biodiesel
um combustivel interessante. Além disso, quando comparado ao diesel, o biodiesel apresenta
menor grau de toxicidade e danos ao ambiente. Por conta desses fatores, o governo brasileiro
introduziu o biodiesel em sua matriz energética no ano de 2005 através da Lei N° 11.097. No
ano de 2008, o Brasil passou a tornar obrigatoria a adi¢do de um percentual de 2% de biodiesel
no diesel comercializado. Ademais, foi instituido um cronograma que estabelece o aumento

percentual e progressivo, que deve chegar a 15% em 2023 (ANP, 2021).
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O biodiesel pode ser obtido através do 6leo vegetal, gordura animal, 6leos residuais,
dentre outros (GOH et al., 2019). As fontes oleaginosas sao formadas pela condensacdo de
acidos graxos e glicerol, formando glicerideos. Vale ressaltar que as caracteristicas fisiologicas
da fonte oleaginosas influéncia diretamente nas propriedades do 6leo e, consequentemente nas
caracteristica fisico-quimicas do biodiesel produzido (MUNIZ et al., 2016; TEMOTEO et al.,
2018; ZIEBA et al., 2010).

Por conta dos fatores supracitados, esse trabalho estudou a aplicagdao do dleo de
babacgu (Attalea speciosa) na producdo de biodiesel. O fruto do babacu foi escolhido por estar
presente em cerca de 196 mil km? do territorio brasileiro, sendo que a maior parte das palmeiras
estdo localizadas nas regides norte e nordeste (EMMERICH et al., 1987; STAUFENBERG et
al., 2018).

Conforme a resolugdo N° 45, de 25 de agosto de 2014, da Agéncia Nacional de
Petréleo Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), o biodiesel ¢ um combustivel composto por
alquil ésteres de acidos carboxilicos de cadeia longa (ANP, 2014). Essas substancias podem ser
produzidas por meio da modificacdo quimica de matérias graxas (gorduras de origem animal
ou vegetal) empregando rotas convencionais como a transesterificacdo e/ou esterificacdo. No
entanto, a producdo biocatalitica por hidrolise seguida de esterificagdo, denominada
hidroesterificacdo, vem sendo amplamente estudada, uma vez que esse processo pode ser
realizado com qualquer fonte graxa, independentemente do seu grau de pureza, acidez e
umidade (CARVALHO et al., 2021; WANCURA et al., 2019, 2021)

Os processos supracitados, com exce¢do do craqueamento térmico, podem ser
realizados na presenca de catalisadores homogéneos, heterogéneos ou enzimaticos. Os
catalisadores enzimaticos demonstram ser uma alternativa viavel dentre os diversos tipos de
catalisadores existentes, pois esses materiais geram menos residuos além de serem menos
agressivos ao meio ambiente quando comparados aos catalisadores quimicos (CACICEDO et
al., 2019; SHELDON; WOODLEY, 2017)

Todavia, ha problemas associados a aplicacdo dos biocatalisadores em escala
industrial, uma vez que esses possuem um preco elevado, além de apresentarem baixa
estabilidade operacional. Dessa forma, diversas estratégias sao empregadas com o objetivo de
ampliar a aplicagdo dos biocatalisadores na industria, técnicas de imobilizacdo enzimatica,
utiliza¢dao de solventes verdes e manipulagdo genética na producao de enzimas, sdo algumas
das técnicas que podem ser utilizadas (ELGHARBAWY et al., 2018; FILHO; SILVA; GUIDINI,
2019; MONTEIRO et al., 2021).

As manipulagdes genéticas sao empregadas na producao de enzimas soluveis, essa
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modificacdo pode ampliar a atividade da enzima, além disso, enzimas geneticamente
modificadas podem ser comercializadas com um valor de 30 a 50 vezes menor que as suas
alternativas imobilizadas. A Eversa® Transform 2.0 destaca-se entre as enzimas manipuladas
geneticamente. Esse material biologico ¢ produzido através da modificacao genética da lipase
de Thermomyces lanuginosus expressa em uma cepa de Aspergillus oryzae. Esse biocatalisador
foi projetado para ser um material vidvel economicamente, podendo ser aplicado em reacdes de
producao de acidos graxos livres, glicerideos e biolubrificantes (CARVALHO et al., 2021;
CHANG; CHAN; SONG, 2021; MOLINA-GUTIERREZ et al., 2021).

Com isso, compreender os processos enzimaticos em nivel atdbmico e molecular
pode facilitar a aplicagdo desses materiais em larga escala. O desenvolvimento de computadores
e softwares com alta capacidade de processamento, fez com que a quimica computacional ¢ a
bioinformatica se expandissem e se consolidassem como areas de fundamental importancia para
a compreensdo de processos em nivel atomico (AMARO; MULHOLLAND, 2018;
GAUTHIER et al., 2019; QIN; ZHONG; WANG, 2021). Desse modo, o presente trabalho
procurou avaliar o potencial da lipase Eversa® Transform 2.0 na sintese de ésteres metilicos do
6leo de babacu (FAME). Para produg¢do dos FAME foi empregada a hidroesterificacdo
enzimatica visto que essa estratégia ocasiona um menor impacto ao meio ambiente, quando
comparado a rotas convencionais. Além disso, foram realizados estudos tedricos da etapa de
esterificagdo. O docking molecular, foi utilizado com o intuito de obter as melhores poses de
conformacdo entre os acidos graxos e o sitio catalitico da enzima, bem como compreender a
natureza dessas interagdes. Ja nos estudos de dindmica molecular, foram avaliados a

estabilidade do complexo enzima-substrato em condi¢des reacionais de produgao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar um estudo tedrico e experimental da produgdo biocatalitica do biodiesel

de babacu (Orbignya sp.), empregando a Eversa® Transform 2.0 como biocatalisador.

2.2 Objetivos especificos

a) Sintetizar o biodiesel metilico de babagu empregando a Eversa® Transform 2.0
como biocatalisador;

b) Estudar a influéncia da temperatura, razao molar, tempo de reacdo e
porcentagem de biocatalisador no processo;

€) Realizar a caracterizagdo fisico-quimica dos ésteres metilicos de babagu;

d) Modelar e validar a estrutura da Eversa® Transform 2.0 por homologia;

e) Efetuar estudo in silico ¢ avaliar teoricamente o acoplamento molecular e
calcular as energias de interagdo enzima-substrato;

f) Avaliar a estabilidade dos complexos lipase-ligante utilizando dinamica

molecular.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Biodiesel

Os biocombustiveis sdo substancias renovaveis advindos da biomassa que possuem
a capacidade de substituir de maneira parcial ou total os combustiveis fosseis em motores de
combustio interna (ATADASHI; AROUA; AZIZ, 2011; SALUJA; KUMAR; SHAM, 2016).
Quando comparado ao diesel, o biodiesel apresenta vantagens como a redugao dos impactos ao
meio ambiente, 6tima da lubricidade, facilidade de transporte e armazenamento pois apresenta
um menor risco de explosao (LI et al., 2014).

Considerando os beneficios citados acima, a mistura do biodiesel ao diesel de
origem ndo renovavel vem aumentando consideravelmente com o passar do tempo. Essa
politica de inser¢ao do biodiesel na matriz energética brasileira, teve inicio no ano de 2003 de
maneira voluntaria com um percentual de 2% até o ano de 2007. No ano de 2008, a adi¢do de
2% de biodiesel ao diesel (B2) tornou-se obrigatdria. Com o passar dos anos esse percentual foi
progredindo, sendo que a meta estabelecida pelo governo € elevar esse percentual para 15% até

2023 (ANP, 2021).

3.2 Matéria Prima

O biodiesel pode ser obtido de matérias-primas distintas como oleaginosas (soja,
girassol, babagu, mamona, etc.), gorduras de origem animal, Oleos residuais, algas e
cianobactérias (FATIH DEMIRBAS, 2009; FERREIRA MOTA et al., 2022; PENG et al., 2020;
SALUJA; KUMAR; SHAM, 2016). Grande parte dos 6leos e gorduras sao formados por 4acidos
graxos ligados a uma molécula de glicerol formando mono, di ou triacilglicerideos, podendo
conter também acidos graxos em sua forma livre.

A origem do 6leo ou da gordura influencia diretamente na estrutura das cadeias
graxas e, por conseguinte, nas propriedades fisico-quimicas do biodiesel (MANAF et al., 2019).
As cadeias graxas se diferem em tamanho, nimero de saturacdo e nas suas proporgdes. Vale
ressaltar, que alguns acidos graxos podem conter em sua estrutura grupos funcionais, tais como
alcoois, epoxidos, cetonas, etc. (GOH et al., 2019).

O uso de 6leo, gorduras e seus derivados no processo de combustao interna teve
inicio no ano de 1900 na Exposi¢ao de Paris. Na época, Rudolph Diesel (criador do motor de
combustdo interna que leva o seu nome) realizou testes com uma mistura contendo petréleo
bruto com 6leo de amendoim (SHAY, 1993). Contudo, a necessidade eminente de aumentar a

eficiéncia do motor aliado a redu¢ao de custos ocasionou mudangas nos motores € combustiveis,
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essas modificacdes inviabilizaram o uso direto de 6leos vegetais in natura. Desse modo, para a
utilizagdo de dleos e gorduras como combustiveis, ¢ necessario realizar uma modificagao
quimica com o intuito de aproximar as suas propriedades ao do 6leo diesel (MA; HANNA,
1999).

Sabe-se que uma tnica fonte oleaginosa pode conter 10 tipos diferentes de acidos
graxos conectados ao glicerol, sendo que a composicdo quimica desses 6leos esta diretamente
relacionada com funcodes fisiologicas da planta (SHAY, 1993). Com isso, a diversidade natural
das matérias graxas amplia a necessidade de pesquisar e desenvolver processos com €nfase na
produgdo de 6leos com diferentes propriedades (AGHBASHLO et al., 2021; ATADASHI;
AROUA; AZIZ, 2011; PENG et al., 2020; SALUJA; KUMAR; SHAM, 2016).

3.2.1 O babacgu

O babacu ¢ um fruto obtido da palmeira da espécie Attalea speciosa, nativas da
regido norte e areas de cerrado brasileiro (JACKSON; LONGENECKER, 1944). Essas
palmeiras recobrem cerca de 196 mil km? do territério brasileiro e sio encontradas de maneira
macica nos estados do Maranhdo e Piaui, na Mata dos Cocais (regido de transi¢do entre a
Caatinga, Cerrado e Amazonia) (DOS SANTOS et al, 2017). Além disso, podem ser
encontradas também nos estados do Ceara, Para, Mato Grosso e Tocantins (TEIXEIRA, 2008)

O babagu contém de 8 a 15 centimetros de comprimento e pode ser dividido em trés
partes: externa (epicarpo), intermediaria (mesocarpo) e interna (endocarpo) (TEIXEIRA, 2008).
Na parte interna desse fruto estdo contidas varias sementes (ou améndoas) que sdo utilizadas na
extracdo de 6leo de coco de babagu (DA SILVA et al., 2019). A descrigao e ilustragcao dos

componentes do fruto estd exposta na figura 1.

Figura 1- Descrigao, ilustragcdo e composicao percentual dos componentes do babagu

COMPOSIGAO EM PORCENTAGEM (%)

Parte externa (epicarpo)- 12,0

Parte intermediaria (mesocarpo) - 23,0
Parte interna (endocarpo) - 58,0
Améndoa-7,0

L RIN b

Fonte: Adaptado de Da Silva et a., 2019.
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O epicarpo contém fibras resistentes que podem ser empregadas na produgdo de
escovas e tapetes (REUL et al., 2019). Do mesocarpo pode ser extraido uma farinha de alto
valor nutricional com propriedades anti-inflamatorias e analgésicas (MANIGLIA; TAPIA-
BLACIDO, 2016; SARAIVA RODRIGUES et al., 2020). O endocarpo é rico em lignina e pode
ser utilizado como matéria-prima para a producao de isolantes, fabricagdo de alcool metilico,
acido acético, alcatrdo e carvao. Ja as améndoas sdo empregadas na producdo cosméticos,
lubrificantes e biodiesel. Além disso, o material fibroso remanescente das sementes pode ser
utilizado na alimentagdo animal (EMMERICH et al., 1987; STAUFENBERG et al., 2018).

Estima-se que uma palmeira de babagu tenha a capacidade de produzir anualmente
aproximadamente 2 mil frutos (JACKSON; LONGENECKER, 1944; REUL et al., 2019;
TEIXEIRA, 2008). Cada fruto cont¢tm de 3 a 5 améndoas, sendo composto por,
aproximadamente, 68% de 6leo (TEIXEIRA, 2008). Destaca-se que em condicdes favoraveis
ao crescimento das palmeiras, esse valor pode chegar a 72% (JACKSON; LONGENECKER,
1944). Outro aspecto positivo, refere-se ao processo de secagem das améndoas que pode ser
realizado ao ar livre. Apds o processo, as améndoas podem absorver até 4% de umidade sendo
que esse aumento de umidade nao interfere na qualidade do 6leo (EMMERICH et al., 1987).

Somente em 2020, cerca de 47.640 toneladas de améndoas de babacu foram
coletadas. Conforme esta exposto na tabela 1, a regido nordeste ¢ responsavel diretamente por
cerca de 99% da extragdo do pais. Vale destacar que o estado do Maranhdo concentra cerca de

98,73 % da extracdo total (IBGE, 2020).

Tabela 1 - Quantidade de améndoas de babagu produzidas em tonelada por regido

Regido Quantidade produzida (t) Porcentagem relativa (%0)
Nordeste 47.164 99.00
Norte 402 0.84
Sudeste 71 0.15
Centro-Oeste 3 0,01
Sul - -
Total 47.640 100

Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2020)

O oleo de babagu, assim como todo 6leo vegetal, ¢ formado majoritariamente por
triacilglicerideos contendo em sua composi¢do 4cidos graxos livres (JACKSON;

LONGENECKER, 1944). A tabela 2 expde os principais acidos graxos presentes no 6leo
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babagu, bem como a sua composi¢ao percentual.

Tabela 2 - Composicao de acidos graxos presentes no 6leo de babacu segundo a literatura
Composicao Composicao
percentual (%) percentual (%)

Composicao
) percentual (%)
Acidos graxos

(JACKSON; (MOREIRA et al.,
LONGENECKER, (FIGUE;?E]O))O ctal, 2020b)
1944)
Acido Capréico 0,15 0,33 0,80
Acido Caprilico 4,8 5,35 9,64
Acido Céprico 6,61 5,49 6,85
Acido Laurico 44,1 50,99 41,55
Acido
Mirisitico 15,4 17,43 14,01
Acido
Palmitico 8,5 8.23 6,96
Acido Estearico 2,65 1,61 2,66
Acido Oléico 16,1 7,81 11,04
Acido Linoléico 1,4 2,76 1,76
Outros 0,29 - 4,73

Fonte: Adaptado de Jackson e Longenecker, 1944; Figueredo et al., 2020 e Moreira et al., 2020.

3.3 Processos de obtencao

O biodiesel pode ser produzido através de processos ja conhecidos como: pirdlise
ou craqueamento, esterificacdo, transesterificagdo e hidroesterificagdo. Nos ultimos anos o
processo de hidroesterificagdo vem sendo amplamente estudado, pois permite a aplicagdo de
qualquer matéria-prima (6leos vegetais, gorduras animais e 6leo residuais) independente do seu
nivel de umidade e acidez (HOANG et al.,, 2021; MOFIJUR et al., 2021; MOSTAFA
MARZOUK et al., 2021; SINGH et al., 2020).
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3.3.1 Hidroesterificagdo

A hidroesterificagdo ¢ uma rota sintética onde ocorre a hidrolise seguida de uma

esterificacdo (Figura 2).

Figura 2 - Representacao diagramatica da sintese de biodiesel por hidroesterificagao

Oleo ou gordura Alcool

Agua

C

Acido graxo

Separacdo
de fases

Hidrélise Esterificago Biodiesel

Glicerol

Fonte: elaborado pelo autor.

A hidrolise ¢ baseada na reagdo quimica entre um o6leo ou gordura com agua, no
final do processo ocorre a formacdo de glicerina e acidos graxos (Figura 3). Essa etapa ¢
empregada para aumentar propositalmente a acidez do 6leo, ou seja, mesmo que a gordura
utilizada seja de baixa qualidade, baixa acidez ou tenha umidade elevada, o produto final da
hidrélise terd uma alta acidez (WANCURA et al.,, 2019, 2021). Outra vantagem dessa
metodologia, € que a glicerina formada contém uma maior pureza que a glicerina obtida através

da transesterificagdo (COSTA et al., 2020; POURZOLFAGHAR et al., 2016).
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Figura 3 - Representagdo esquematica do processo de hidrélise
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Triacilglicerideo Agua Acidos graxos Glicerol

Fonte: elaborado pelo autor.

Logo apds a etapa de hidrolise e remocao da glicerina, ocorre a esterificacdo dos
acidos graxos formados (Figura 4). Esse processo gera um biodiesel de alta pureza, ou seja,
ndo hé a necessidade de etapas de lavagem. Vale ressaltar que a 4gua que ¢ formada ao final
do processo pode ser reutilizada na etapa de hidrolise (POURZOLFAGHAR et al., 2016;
WANCURA et al., 2021).

Figura 4 - Representagdo esquematica da reagao de esterificacdo
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Acidos graxos  Alcool (Metanol) Esteres Agua

Fonte: elaborado pelo autor.
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3.3.2 Pirdlise

A pirolise que também conhecida é como craqueamento térmico, consiste na quebra
das moléculas de 6leo (ou gordura) a altas temperatura. Durante esse processo, ocorre a ruptura
das ligacdes quimicas gerando moléculas menores. A principal vantagem dessa técnica ¢ que o
produto formado apresenta propriedades similares ao do diesel, entretanto, esse processo
contém um alto custo associado. Ademais, ao final do processo sdo geradas também moléculas
oxigenadas com alta acidez demandando a aplicagdo de um processo de purificagio (HOANG

etal., 2021; PATEL; AGRAWAL; RAWAL, 2019; POURKARIMI et al., 2019).

3.3.3 Esterificagdo

A reagdo de esterificagdo refere-se a formacao de ésteres a partir da reagdo de um
acido graxo com um alcool, como subproduto t€ém-se a formacdo de adgua (Figura 4). Esse
método apresenta vantagens em relacdo ao método de transesterificacdo, uma vez que diferem
no percussor utilizado (4cido graxo ao invés de triaglicerideos) tornando-o mais vantajoso por
conta da possibilidade de utiliza matérias primas de baixo valor agregado (como 6leos residuais
e borras acidas), outro aspecto positivo ¢ a ndo formagdo de glicerol. A maior desvantagem
desse método € que o rendimento estd associado ao nivel de acidez da matéria-prima, além
disso, ha pouca disponibilidade de residuos acidos o que inviabiliza a sua aplicagdo em larga
escala (CAO et al, 2021; MANDARI; DEVARAI, 2021; MUANRUKSA;
KAEWKANNETRA, 2020).

3.3.4 Transesterificacdo

A transesterificacdo ¢ a rota mais utilizada industrialmente para producdo de
biodiesel. A reagao consiste na transformag¢ao de um éster em um novo éster através da troca
do grupo alquil (Figura 5). Deste modo, a formag¢ao do biodiesel ocorre através da reacao entre
1 mol triacilglicerideo com 3 mols de alcool (metanol ou etanol), ao final do processo verifica-
se a formacdo de uma mistura de ésteres monoalquilicos de 4cidos graxos (metilicos ou etilicos)
e glicerol como subproduto (DING et al., 2018; MANDARI; DEVARALI, 2021; MOAZENI;
CHEN; ZHANG, 2019).
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Figura 5 - Representacdo esquematica da reacao de transesterificagdo
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Fonte: elaborado pelo autor.

As principais vantagens relacionadas a esse processo referem-se a simplicidade do
processo e producdo de biocombustiveis com caracteristicas similares ao diesel (ANAND
KUMAR et al., 2019). Contudo, a necessidade de utilizacdo de reagentes com alto grau de
pureza e a necessidade de um pré-tratamento podem ser grandes empecilhos na utilizagdo dessa

estratégia (MANDARI; DEVARALI 2021).

3.4 Tipos de catalisadores

Com exce¢do do craqueamento térmico, as reagdes citadas anteriormente sio
conduzidas na presenca de catalisadores. Deste modo, ¢ de suma importancia conhecer os tipos

de catalises e seus respectivos catalisadores.

3.4.1 Catalisadores homogéneos

A catalise homogénea, ¢ caracterizada pela utilizagdo dos catalisadores e reagentes
na mesma fase, ou seja, um sistema monofasico (KUMAR; DAW; MILSTEIN, 2022). Esse
processo pode ser empregue em reagdo na fase gasosa e, principalmente, em fases liquidas
(DOS PASSOS GOMES; POLLICE; ASPURU-GUZIK, 2021).

A produgdo de biodiesel pode ser conduzida empregando catalisadores 4cidos ou

basicos. Os catalisadores alcalinos (hidroxidos alcalinos ou alcoxidos metélicos) sdo utilizados
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comercialmente no processo de transesterificacio para a producdo de biodiesel
(SUNDARAMAHALINGAM et al., 2021). Vale destacar, que esses catalisadores demonstram
ser altamente eficazes, alcangando altissimos rendimentos. Contudo, esse tipo de catalise
contétm algumas desvantagens, como a necessidade de neutralizagdo, problemas de
envenenamento ¢ a necessidade da adi¢do de etapas de separagdo e purificacao (KASIRAJAN,

2021; MOHADESI et al., 2019; VICENTE; MARTINEZ; ARACIL, 2004).

3.4.2 Catalisadores heterogéneos

A catalise heterogénea, ¢ caracterizada pela utilizagdo de catalisadores e reagentes
em fases distintas (LEE et al., 2014). Vale destacar, que a velocidade de reacao esta diretamente
relacionada com a area superficial disponivel para o contato do catalisador com os reagentes,
ou seja, a reacdo ocorre na superficie através de fenomenos de adsor¢do, podendo ocorrer
quebra e/ou, formagado de ligacdes (AWOGBEMI; KALLON; AIGBODION, 2021; TANG et
al., 2018).

As principais vantagens relacionadas ao uso desses catalisadores, referem-se a sua
facilidade de remocao do meio reacional e regeneracao, além de sua reutilizagio (MUKHTAR
et al., 2022). A principal desvantagem do uso dos catalisadores heterogéneos refere-se a sua
baixa seletividade, quando comparados aos catalisadores enzimaticos (ALEMAN-RAMIREZ
et al., 2021; MAHMOOD KHAN et al., 2020).

3.4.3 Catalisadores enzimaticos

A biocatalise ¢ caracterizada pela aplicacdo de catalisadores enzimaticos (lipases)
no processo (CHANG; CHAN; SONG, 2021). Os biocatalisadores demonstram ser uma
alternativa viavel dentre os diversos tipos de catalisadores existentes, pois geram menos
residuos e sdo menos agressivos ao meio ambiente quando comparados aos catalisadores
quimicos (KHOOBBAKHT et al., 2020). Além disso, o uso de catalisadores enzimaticos gera
produtos com alto grau de pureza, outro aspecto positivo ¢ que durante o processo ndo ocorre
saponificagdo, ademais, o procedimento ¢ realizado sob condigdes brandas o que reduz os
custos de producdao (MOREIRA et al., 2020b; SANTOS; PUNA; GOMES, 2020)

Todavia, o custo das enzimas associada a sua estabilidade acabam atrapalhando o
seu uso em escala industrial (WU et al., 2021). Além disso, a reutilizacdo dessas enzimas pode
ser um procedimento complicado. Desse modo, uma alternativa vidvel para contornar esses

problemas, € o processo de imobilizagdo de enzimas em suportes so6lidos (BONAZZA et al.,
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2018; DA S. MOREIRA et al., 2022).

3.5 Enzimas

As enzimas sao macromoléculas organicas de origem geralmente proteicas (exceto
as Riboenzimas) desenvolvidas por organismos vivos, essas moléculas agem como
catalisadores biologicos em reagdes bioquimicas especificas, sendo essenciais para regulagao e
desenvolvimento da vida (FERREIRA-LEITAO et al., 2017). O uso das enzimas como
catalisadores em processos bioquimicos ¢ denominado como biocatalise (ASHKAN et al., 2021;
SARAVANAN et al., 2021). Essa biomolécula tem a capacidade de aumentar a velocidade de
reacdo por meio da reducdo da energia de ativagdo, sem alterar o equilibrio da reacdo, além de
serem conservadas ao final do processo (GHOSH; SOMASUNDAR; SEN, 2021; PLANAS-
IGLESIAS et al., 2021).

Os biocatalisadores podem operar em condi¢cdes brandas de temperatura e pressao
sem que haja perda de atividade, além disso, possuem alta seletividade e especificidade, sdo
biocompativeis e biodegradaveis (BELL et al., 2021; WU et al., 2021; Y1 et al., 2021). Devida
as propriedades citadas, os catalisadores bioldgicos podem apresentar algumas vantagens em
relagdo aos catalisadores quimicos, visto que seu uso pode impactar diretamente na redugdo dos
custos de processo, em virtude da diminui¢do do consumo de energia relacionado a reagdo e da
geragdo de coprodutos e residuos (CHAPMAN; ISMAIL; DINU, 2018).

Desse modo, as enzimas estdo cada vez mais requeridas em processos industriais
devida a necessidade de realizar processos mais sustentaveis (CHAPMAN; ISMAIL; DINU,
2018; WU et al., 2021). Todavia, ainda que os biocatalisadores possam apresentar maiores
beneficios a0 meio ambiente que os catalisadores quimicos, € preciso que suas aplicagdes sejam
mais rentaveis para que possa competir com os catalisadores quimicos em uma perspectiva
econdmica (FERREIRA-LEITAO et al., 2017; SARAVANAN et al., 2021).

No geral, as enzimas utilizadas em processos industriais pertencem a classe das
hidrolases, dentre essas, as lipases sao as enzimas que contém maior destaque por conta da série
de reagdes que estdo aptas a catalisar, podendo ser empregadas nas areas de modificacao de
alimentos, farmacéutica, quimica fina, produ¢do de biocombustiveis, dentre outras (BASSO;
SERBAN, 2019). Esses catalisadores bioldgicos contém uma elevada enantiosseletividade e
estabilidade na presenca de solventes organicos, além disso, apresentam uma grande
especificidade ao substrato (CHAPMAN; ISMAIL; DINU, 2018; WU et al., 2021; YI et al.,
2021).
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3.5.1 Lipases

As lipases sdo enzimas pertencentes a classe das hidrolases (E.C.3.1.1.3
triacilglicerol hidrolases) (PADJADJARAN, 2020; SALGADO; DOS SANTOS; VANETTI,
2022). Essas macromoléculas bioldgicas tém a fungao natural de catalisar a reagao de hidrolise
de triacilglicerideos em acidos graxos e glicerideos em superficies agua-6leo (BONAZZA et
al., 2018; SALGADO; DOS SANTOS; VANETTI, 2022). Em meios reacionais com agua em
excesso, as lipases agem na superficie organico-aquosa catalisando o processo de hidrolise de
ligagdes éster carboxilato, desta reacdo sao liberados acidos graxos e glicerol (PELLIS et al.,
2018). No entanto, ao entrarem em contato com meios organicos pode ocorrer reacdes adversas,
por conta de mudangas no comportamento enzimatico as lipases podem estar aptas a catalisar
as reacoes de alcoolise, acidolise, interesterificacao, esterificagdo, aminolise e diversas outras
reacdes para originar novos tipos de lipidios (CACICEDO et al., 2019; FILHO; SILVA;
GUIDINI, 2019; MONTEIRO et al., 2021a)

Além dos atributos supracitados, as lipases sdo enzimas que possuem a habilidade
de hidrolisar substratos insoluveis(SARMAH et al., 2018). Durante esse processo as lipases sao
adsorvidas a superficie do substrato por meio do mecanismo de ativacao interfacial (FILHO;
SILVA; GUIDINI, 2019; SARMAH et al., 2018). Em sistemas aquosos, o centro ativo dessas
enzimas ¢ mantido isoladas do meio reacional através de uma cadeia polipeptidica denominada
tampa (MONTEIRO et al., 2021a). As lipases podem assumir duas estruturas: fechada ou aberta.
A estrutura fechada, ocorre quando a tampa segrega o centro ativo deixando-o inalcancavel aos
substratos e solventes, durante esse fendmeno a parte interna da tampa que tem natureza
hidrofobica interage com a area hidrofobica do sitio ativo (SHELDON; WOODLEY, 2017). J&
na forma aberta, ocorre a interag@o entre a enzima e uma superficie hidrofobica proporcionando
a abertura da tampa, essa desobstrucdo viabiliza a entrada ao centro ativo (CHAPMAN;
ISMAIL; DINU, 2018; WU et al., 2021; YI et al., 2021). O sitio ativo das lipases ¢ composto
por trés residuos de aminoacidos, um residuo nucleofilico que pode ser composto por cisteina,
serina, ou aspartato, um residuo acido catalitico que pode ser constituido por glutamato ou
aspartato, € um residuo de histidina, ja a tampa pode ser formada por uma ou duas hélices, ou

uma regido em loop (DOS SANTOS et al., 2015).

3.5.1.1 Lipase de Thermomyces lanuginosus

A lipase de Thermomyces lanuginosus ¢ uma proteina de cadeia simples formada

por 269 aminoacidos pertencente a classe das hidrolases com (E.C 3.1.1.3)(FERNANDEZ-
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LAFUENTE, 2010). O peso molecular dessa macromolécula ¢ 31,700 g/mol e seu ponto
isoelétrico ¢ 4,4 (JHA et al., 1999). Essa lipase contém uma forma aproximadamente esférica,
com uma dimensdo em 35 A x 45 A x 50 A, seu niicleo central é composto de oito fita, com
pré estrutura de folha beta predominantemente com cinco alfa-hélices. A tampa dessa enzima ¢
um loop de interface movel alfa-helicoidal formada dos aminoacidos 86-93 que recobre o sitio
ativo dessa enzima(FERNANDES et al., 2004). O seu sito ¢ formado pela triade Ser-His-Asp
(FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). A figura 6 expoe a estrutura aberta dessa enzima.

Figura 6 - Representagdo da estrutura 3D da Lipase de Thermomyces
lanuginosus em conformacao aberta (codigo PDB: 1DT3)

Fonte: Adaptada de Protein Data Bank (2022).

3.5.1.2 Lipase Eversa® Transform 2.0

Com o objetivo de baratear a utilizagdo de enzimas na produgdo de biodiesel, a
empresa Novozymes elaborou uma lipase de Thermomyces lanuginosus, na qual nomeou de
Callera™ Trans, posteriormente, passou a ser chamada de Eversa® Transform, essa enzima foi
desenvolvida especificamente para a sintese de biodiesel (MONTEIRO et al., 2021). No ano de
2014, foi divulgada a sua primeira versdo, conhecida por Eversa® Transform, em 2016, foi
lancada a segunda versdo denominada Eversa® Transform 2.0 (MIRANDA et al., 2020). Essas
enzimas, sdo comercializadas em fase aquosa, apresentando uma elevada atividade na

esterificagdo de acidos graxos e transesterificacao de glicerideos (REMONATTO et al., 2022).
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A Eversa lipase, foi produzida por uma cepa geneticamente modificada de
Aspergillus oryzae, sendo ela uma enzima monomérica composta por 269 residuos de
aminoacidos. A sua triade catalitica ¢ composta por Asp206, His268 e Ser153. J& a cavidade
oxianion contém residuos de Leul54 e Ser91 (LAN et al., 2021). A sua fabricante afirma que a
enzima ¢ estabilizada em 4gua, além disso apresenta um alta estabilidade e vida itil (no minimo
dois meses a temperatura inferiores a 25 °C). A Eversa apresenta maior atividade catalitica em
40 °C, contudo, pode apresentar estabilidade a temperaturas maiores que 45 °C (ARANA-
PENA; LOKHA; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2018; MOLINA-GUTIERREZ et al., 2021).

3.6 Docking molecular

O docking molecular é uma estratégia de simulagdo empregada na analise das
interacdes moleculares entre uma proteina de conformagado tridimensional conhecida e um
ligante. Através dessa metodologia, ¢ possivel obter informagdes sobre as conformacdes
energeticamente estaveis do complexo proteina-ligante (BOHM, 1998; PAGADALA; SYED;
TUSZYNSKI, 2017). Para os métodos de amostragem de simula¢do de docagem molecular,
pode-se considerar modelos na qual tanto a proteina quanto o ligante sdo inflexiveis, modelos
em que tanto a proteina quanto o ligante sdo flexiveis, ou modelos onde a proteina ¢ fixa e o
ligante ¢ flexivel (GAUTHIER et al., 2019; HANWELL et al., 2012).

Os modelos em que a tanto a proteina quanto o ligante sdo fixos, € conhecida como
metodologia de docagem rigida. Nessa metodologia, considera-se trés graus de liberdade
rotacional e trés de liberdade translacionais, de modo que que essa estratégia ¢ mais adequada
para utilizagdo em sistemas onde ocorre interagcdo entre proteinas, uma vez que o nimero de
graus de liberdade conformacionais a serem estudados sdo altos (FAN; FU; ZHANG, 2019;
VAKSER, 1995).

No método de docagem flexivel, considera-se o ligante flexivel e a proteina ¢
considerada parcial ou totalmente flexivel. Vale destacar que o grau de liberdade do sistema
esta diretamente relacionado a flexibilidade da proteina. Com isso, a execugdo de docagens que
utilizem essa estratégia demandam nao s6 um maior tempo, mas como também computadores
com maior capacidade de processamento (ABDELSATTAR; DAWOUD; HELAL, 2020;
KROVAT; STEINDL; LANGER, 2006; VAKSER, 1995).

Ja a docagem semiflexivel, a proteina ¢ considerada rigida, com seis graus de
liberdade similar ao método de docagem rigida, e o ligante ¢ considerado flexivel, de maneira

que sdo considerados todos os seus graus de liberdade. Nesse método leva-se em consideragao
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que a proteina fixa tem a capacidade de identificar os ligantes a serem docados, vale ressaltar
que essa simplificagdo nem sempre condiz com a realidade (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY,
2006; JAKHAR et al., 2019; SHOICHET et al., 2002).

Os algoritmos de docagem molecular podem ser divididos em: métodos
estocasticos, técnicas de busca sistémica e métodos simulacionais. Os algoritmos de procura
estocasticos baseiam-se na modificagdo randdémica dos graus de liberdade, através dessa
metodologia a resolucdo do sistema ¢ obtida rapidamente. No entanto, essa estratégia ndo
assegura a execucao de uma varredura completa pelo espago conformacional, ou seja, a melhor
solugdo nem sempre ¢ obtida pelo algoritmo. As técnicas de busca sistémica baseiam-se na
associagdo de valores discretos a cada grau de liberdade, de maneira que as coordenadas sdo
obtidas através de combinagdes. Por fim, as metodologias simulacionais expdem mudancas do
sistema com o decorrer do tempo ¢ descrita, uma dessas metodologias que € bastante estudada
¢ dindmica molecular (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006; DIAS; DE AZEVEDO JR.,
2008; FAN; FU; ZHANG, 2019).

As fungdes de pontuacdo (scoring), sdao empregadas na defini¢do do
posicionamento dentro dos grupos de posi¢do obtidos através do sistema de amostragem. Essas
funcdes podem fundamentar-se em campos de forca, fungdes empiricas ou fungdes baseadas no
conhecimento (DIAS; DE AZEVEDO JR., 2008; GUEDES; DE MAGALHAES; DARDENNE,
2014).

As fungdes de pontuagdo que se baseiam em campo de for¢a sdo fundamentadas na
mecanica molecular, de maneira que ocorre a aproximagdo da energia potencial do sistema
através do somatorio das forgas inter e intramoleculares e demais contribuicdes. As fungdes
empiricas baseiam-se na soma dos termos de energia empirica, como em interacoes
eletroestaticas, forcas de Van de Waals, ligagdes de hidrogénio, modelos de dessolvatagao,
interagdes hidrofobicas, etc. Esses termos de energia sdo moderados por coeficientes, que sdo
desenvolvidos para descreverem dados de afinidade de ligacao de um conjunto de treinamento,
por meio da regulacdo de minimos quadrados (DIAS; DE AZEVEDO JR., 2008; FAN; FU;
ZHANG, 2019; KROVAT; STEINDL; LANGER, 2006).

Por fim, as fun¢des fundamentadas em conhecimento reconhecem que as interagdes
entre ligante e proteina estatisticamente mais estudadas referem-se a contatos mais favoraveis.
Desse modo, através de um banco de dados de estruturas, a periodicidade das interagdes de
todos os atomos do complexo ligante-proteina ¢ estimada e convertidas em componentes de
energia (GUEDES; DE MAGALHAES; DARDENNE, 2014; KROVAT; STEINDL; LANGER,
2006; SHOICHET et al., 2002).
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3.7 Dindmica molecular

A ampliacdo do poder de processamento de computadores possibilitou calculos de
sistema com milhares de 4tomos. Essas simulagcdes que sdo conhecidas como dindmica
molecular (DM), sdo empregadas no estudo da dindmica e estruturas de macromoléculas, dentre
elas, destaca-se as proteinas (HANSSON; OOSTENBRINK; VAN GUNSTEREN, 2002). Por
meio dessa metodologia, ¢ possivel avaliar, preliminarmente, experimentos complexos
(HILDEBRAND; ROSE; TIEMANN, 2019). Vale ressaltar, que essa estratégia pode ser
utilizada apds o processo de docking molecular, de maneira que, partindo da melhor pose, ¢
possivel compreender ndo s a interagdo ligante-proteina no transcorrer do tempo, mas como
também, o papel do solvente e as forgas atuantes no sistema (SEYYEDATTAR;
ZENDEHBOUDI; BUTT, 2019).

Para que simulagao de sistemas com um nimero de atomos elevados (centenas ou
milhares) sejam realizados € necessario seguir alguns passos (HANSSON; OOSTENBRINK;
VAN GUNSTEREN, 2002). Abaixo, estd exposto as etapas essenciais para realizagdo da
dinamica molecular:

a) Estabelecer configuragio iniciais, que podem ser encontradas em bancos de dados
especializados, gerados em cristalografia, ou obtidos através da docagem molecular;

b) Calcular as forgas atuantes sobre cada particula. Para o calculo dessas interagdes
interatomicas, utiliza-se um campo de forca;

C) Aprimoramento da estrutura, produzida por meio de algoritmos genéricos ou
métodos de gradiente;

d) Dinamica da estrutura. Realizada por meio da integragdo da equagdo de movimento
de Newton empregando-se métodos numéricos;

e) Avaliagao dos resultados mediante as propriedades de equilibrio.

3.7.1 Condigoes periodicas de contorno

As condicdes periddicas de contorno, sdo empregadas com um meio de assemelhar
o sistema estudado a um sistema macroscopico (HOLLINGSWORTH; DROR, 2018). Nessa
estratégia utiliza-se uma menor quantidade de particulas, que represente significativamente o
sistema estudado. Salienta-se que a defini¢do dessas condigdes ¢ de suma importancia, pois,
uma maior quantidade de particulas exigiria uma maior capacidade de processamento e,
consequentemente, um maior tempo se simulacdo (SEYYEDATTAR; ZENDEHBOUDI;

BUTT, 2019). As definigdes de limites possibilitam que os atomos do sistema sejam
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adicionados em uma caixa central rodeados de outras caixas similares a caixa original (POIER
et al., 2019). Com isso, os movimentos que ocorrem na caixa central, sdo replicados nas demais
caixas, de modo que se uma molécula sai da caixa inicial, seu reflexo entrara na face oposta,
com a mesma velocidade com o intuito manter o mesmo numero de moléculas da caixa central
(LEE et al., 2016). Conforme estd exposto na figura 7, a cada passo de integragdo, ocorre uma
verificagdo de coordenadas, caso alguma particula esteja fora da caixa, ela sera substituida por

sua imagem.

Figura 7 - Representagdo esquematica da célula de simulagdo. O circulo
(Raio de corte) ¢ delimitado partindo de um atomo de interesse i dentro
da célula central, e sua intera¢cdo com o atomo j’, imagem do 4tomo j
dentro do raio

o o oo,
® e 2@\ % e
QQ(OQC?I)O
° 4\® gl o o
e ,|® o |®,
e, ®

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

Na figura 7, R (raio) corresponde ao raio de corte. O raio de corte € empregado no
calculo de interacdo entre duas particulas, € possivel observar que sem essa restricao, uma dada
particula i poderia interagir com diferentes particulas da vizinhanga(PHILLIPS et al., 2020).
Logo, a defini¢dao do raio de corte reduz o esforco computacional e, por conseguinte, o tempo
gasto no processo (DENG; ROUX, 2009). Para essa delimitacao, utiliza-se um truncamento do
potencial de um raio esférico, em geral equivalente a L/2, onde L é o comprimento da caixa de
simulag¢do (BROOKS et al., 2009). Com isso, para uma dada particula i, s6 serdo contabilizadas
as interagdes com outras particulas com seu centro de massa menor ou igual ao intervalo

determinado pelo raio de corte (LEE et al., 2016; WAIDYASOORIYA et al., 2017).
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3.7.2 Campo de forca

O campo de forca ¢ uma fungdo que descreve as contribuicdes das energias
potenciais atuantes sob o sistema (LEE et al.,, 2016). Ele ¢ dividido em contribuigdes
intermoleculares (interagdes de Coulomb e de Van der Waals e de Coulomb) e intramoleculares
ligados (comprimentos e angulos de ligacdo, angulos diedros), de modo que a soma dessas
contribui¢des representa a energias potencial do sistema (BROOKS et al., 2009). A energia
potencial total do sistema pode ser calculada através do somatdrio dos termos de energias,

conforme esta exposto na equacao (1).

Vir)y= 2 Vr + X Vo +2 Ve + Y Viaw + D Vele (1)

Onde V,, Vo eV representam as contribui¢cdes intramoleculares. Sendo as energias:
de estiramento de ligacdo em relag@o ao seu valor de equilibrio, deformacdo do angulo de ligacao
em relagdo ao seu valor de equilibrio e a tor¢do em torno de uma ligagdo, respectivamente. Ja
Vvaw € Vele, referem-se as contribui¢des intermoleculares, sendo elas das intera¢cdes de Van de
Walls e eletroestatica, respectivamente (JO et al., 2013; LEE et al., 2016; PHILLIPS et al., 2020).
A fungdo que descreve o estiramento de ligacao (equacdo 2) pode ser obtida por meio da Lei de
Hook. Essa fun¢do, ¢ dada por Vr, onde K, refere-se a constante da mola, e r representa os
comprimentos de ligagdo:

Vr=kr (T - 7"0)2 (2)

Assim como a fun¢do de estiramento de ligacdo, a funcao de deformacgdo angular
pode ser obtida por meio da Lei de Hooke, descrita na equagao 3:

Vo = ko (6 — 60)° 3)

Onde, Ko € uma constante de proporcionalidade da forca e o refere-se ao angulo de
ligagdo. Outro fator de interagdo intermolecular € o movimento torsional que ocorre no entorno

da ligagdo, essa contribui¢dao pode ser obtida por meio da equagdo 4:

4)

(p=% (1+ cos (n®—-vy)

Onde n refere-se a periodicidade do nimero de minimos para o potencial, que variam
por meio dos orbitais envolvidos. Ja @, ¢ referente ao angulo diedro e y ¢ o angulo da fase.

Como foi citado, as contribui¢cdes intermoleculares podem ser descritas por termos de
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interagdes Coulombianas (Vere) e de Van der Walls (Vvaw) expressas pelos potencias de Leonard-

Jones e de Coulomb, elucidadas na equagdo 5 e 6, respectivamente:

O-i]' 12 O-i]' 6 (5)
Vvdw = 4'sij I'_ - l‘_
i i
V le= qiq; (6)
ele= 4sosrri]-

Na equagdo 5, €ij refere-se a a amplitude do potencial entre a barreira atrativa e
repulsiva, g;jcorresponde a distdncia em que o potencial interparticular € zero. Tais pardmetros
podem ser obtidos experimentalmente. Na equacdo 4, g; € q; referem-se ao valor das cargas
envolvidas, &, e &, sd0 as constantes de permissividade no véacuo e dielétrica do sistema,
respectivamente. Ademais, podem ser empregados outros parametros que incorporem o campo

de forca do sistema com o intuito de apropriar os espectros vibracionais obtidos

experimentalmente (WAIDYASOORIYA et al., 2017).

3.7.3 Simulagdo temporal do sistema

Empregando a dindmica molecular € possivel gerar sucessivas configuragdes de um
sistema, por meio da integracdo das equagdes de Newton(DENG; ROUX, 2009). Os produtos
dessas integracdes, geram trajetorias que especificam as variagdes das posicdes e velocidade
com o tempo(HOLLINGSWORTH; DROR, 2018). Essa metodologia possibilita a simulagao
de um sistema, em uma dada temperatura e pressao, pode ser representada para um sistema
atomico simples pela equacao 7:

Fi(t) = ma; (7

Onde, F; refere-se a forca atuante sob cada particula do sistema em um dado tempo
t, a; descreve a aceleracdo do atomo i de massa m;. Ao estabelecer o campo de forca do sistema
estudado, ¢ possivel determinar as forgas atuantes em cada atomo, por meio da derivada
primeira da energia potencial, calculada através do campo de for¢a escolhido em relacdo a
posicao dos atomos (HILDEBRAND; ROSE; TIEMANN, 2019), conforme estd exposto na
equagao 8:

av(r;) (®)

F: = —
w= -2
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Através da equacdo 8, gera-se de maneira direta a aceleracdo da particula. Partindo-
se dessa e, integrando-se as equagdes de movimento, ¢ possivel gerar as suas velocidades
(SEYYEDATTAR; ZENDEHBOUDI; BUTT, 2019). Por meio da integracao das velocidades,
obtém-se mudancas na posi¢ao do atomo. Com isso, por meio das novas posi¢des e velocidades
gera-se as energias potencial e cinética do sistema (HANSSON; OOSTENBRINK; VAN
GUNSTEREN, 2002). Aplicando esse procedimento de maneira sucessiva, obtém-se o que se
intitula de “trajetdria “. A trajetoria pode ser definida como o conjunto de posi¢des velocidades

das particulas de um dado sistema ao decorrer do tempo (POIER et al., 2019).

3.7.4 Integracdo numérica da equacdo de movimento

A resolugdo das equagdes de movimento por meio der integrais, pode ser realizada
com auxilio de algoritmos baseando-se na diferenciacdo finita, de modo que a integracdo ¢
fragmentada em pequenas fragdes de tempo (At) na qual denomina-se passos de integracao
(HOLLINGSWORTH; DROR, 2018). Essa estratégia permite simular movimentos de maior
frequéncia do sistema estudado. Desse modo, um dos métodos mais empregados em DM na
integracao das equacdes de movimento, ¢ o método de Verlet (HANSSON; OOSTENBRINK;
VAN GUNSTEREN, 2002). Esse método, usa as posi¢des ¢ aceleragdes dos a&tomos no tempo
(t) e as posi¢des dos passos anteriores, r (t-At) com o objetivo de estabelecer as novas posi¢oes

no tempo (t+At), conforme estd exposto na equacao 9:

r(t+ At) = 2r(t) — r(t — At) + a(t)At? 9)

O algoritmo de Verlet pode ser obtido por meio da expansao de Taylor das equagdes
10 e 11 (HILDEBRAND; ROSE; TIEMANN, 2019). Deste modo, para a obtencao da equagdo
9, apods a expansao, realiza-se a somas das equagdes e isola-se o r(t + At).

r(t+ At) = r(t) + v(t)At + %a(t)AtZ + . (10)

r(t—At) = r(t) —v(t)At + %a(t)AtZ _ (11)

Apos o desenvolvimento do algoritmo de Verler, sugiram diversos algoritmos, tais

como o de Beeman, Leap-Frog e Velocity-Verlet (LEE et al., 2016). O algoritmo de Velocity-
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Verlet ¢ uma versao aprimorada do algoritmo de Verlet, essa metodologia emprega as posicdes,
velocidade e aceleragdes nos mesmos passos de integragdo com o intuito de reduzir os erros de
aproximacoes numéricas (DANYLIV et al., 2017). Por conta disso, softwares como Nanoscale
Molecular Dynamics (NAMD), empregam esse algoritmo em suas simula¢des (PHILLIPS et al.,
2020).

3.7.5 Controle da temperatura e pressdo

A definicdo do conjunto de pressdo, temperatura e nimero de particulas sdo
constantes ¢ denominado ensemble NpT (KASSON; JHA, 2018). Nesse sistema, a fonte térmica
empregada ¢ um banho que conserva a temperatura. De modo similar, a pressao do sistema ¢
mantida empregando-se um barostato (DANYLIV et al., 2017). O NAMD, utiliza o algoritmo
pistdo de Langevin, para sistemas isobaricos e isotérmicos. Esse algoritmo, baseia-se nas
equagoes de pressao constante de Hoover aliada as flutuagdes de pistao controladas pela
dindmica de Langevin, com um termostato de nome idéntico (PHILLIPS et al., 2020).

No ensemble NVT, o conjunto de volume, temperatura e nimero de particulas sao
mantidas constate (LEE et al., 2016). Nesse sistema, a energia total ¢ mantida, em dinadmica
molecular, esse ensemble pode ser empregado com o intuito de manter o equilibrio

termodinamico na etapa de equilibra¢do ou producao (DANYLIV et al., 2017).

3.7.6 Andlise da trajetoria gerada
3.7.6.1 Raiz do desvio quadratico médio (RMSD)

A raiz do desvio quadratico médio (root mean square devation - RMSD), ¢ uma
equagdo que ¢ utilizada para obter o desvio padrao médio quadratico para atomos de uma
proteina. Por meio dessa equacdo, ¢ possivel avaliar o equilibrio do sistema, de maneira que
quanto menor o RMSD, maior sera o equilibrio do complexo estudado. O RMSD pode ser
obtido avaliando-se a posi¢do de um determinado 4tomo em diferentes tempos, a equacao 12

elucida o RMSD de um sistema:

L& (12)
RMSD = (t,t,) = NZIIr?(tl) — 1 ()2
i=1
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3.7.6.2 Ligagdo de hidrogénio

As ligagdes de hidrogénio sdo interagdes de grande importancia para as moléculas,
uma vez que podem influenciar diretamente nas propriedades quimicas (HANSSON;
OOSTENBRINK; VAN GUNSTEREN, 2002). Essas ligagdes, podem ser tanto inter quanto
intramoleculares (QIN; ZHONG; WANG, 2021). As interagdes intermoleculares, ocorrem entre
duas cargas elétricas parciais com cargas distintas. Em proteinas, essas interagdes podem estar
associadas a uma maior estabilidade do complexo avaliado (HOLLINGSWORTH; DROR,
2018).

3.8 Método Taguchi

O método Taguchi, que também ¢ conhecido como design robusto, ¢ uma estratégia
de planejamento experimental que tem o intuito de aumentar a produtividade focando na
otimizagdo de parametros (ZHANG et al., 2019). Através do método, ¢ possivel investigar a
influéncia dos parametros no processo, esse método mostra-se mais vantajoso ante aos métodos
tradicionais, pois, necessita de um menor tempo e recurso. No Taguchi, ¢ utilizado um arranjo
de matriz ortogonal apropriado permitindo assim a minimizacdo de calculos, além de expor
com clareza a influéncia das variaveis estudadas no processo (DA S. MOREIRA et al., 2022;

EL KHALIDI et al., 2018; ZHANG et al., 2019).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

A lipase comercial Eversa® transform 2.0 de Aspergillus oryzae e lipase de
Thermomyces lanuginosus foram adquiridas da Sigma-Aldrich Brasil Ltda (Cotia, Sdo Paulo,
Brasil). Todos os outros reagentes quimicos eram de grau analitico (Synth, Sao Paulo, Brasil e
Vetec, Sao Paulo, Brasil). O planejamento experimental foi desenvolvido no software
Statistica® 10 (Statsoft, EUA) baseando-se no método Taguchi. O 6leo de babacu refinado que
foi utilizado neste trabalho foi adquirido no comércio local de Teresina- PI, pertencente a marca

Leve (Maranhao, Brasil).

4.2 Métodos

4.2.1 Hidroesterificacdo

Neste estudo, os ésteres metilicos de babagu foram obtidos por meio do processo
de hidroesterificagdao enzimatica, essa estratégia € organizada em duas etapas. Na primeira etapa,
ocorreu a formag¢ao dos acidos graxo livres utilizando o 6leo refinado de babagu via hidrolise
enzimatica empregando a lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) livre como biocatalisador.
O sistema reacional foi elaborado baseando-se na metodologia proposta por Carvalho e
colaboradores (2021) com adaptagdes. Inicialmente, a solugdo contendo 6leo e agua na razao
massica de 1:1 foi aquecida até que o sistema atingisse a temperatura de 40 °C. Em seguida, foi
adicionado 0,4 % do biocatalisador em relacdo a massa do 6leo. O sistema permaneceu sob
temperatura de 40 °C durante 4 horas sob agitacao constante (CARVALHO et al., 2021).

ApoOs o processo, a solucdo foi transferida para um funil de separa¢do (500 mL),
logo apos, foi adicionado 100 mL de agua destilada a 60 °C com o intuito de separar a fase
aquosa dos acidos graxos livres (AGLs) produzidos. Com isso, a fase inferior (aquosa) foi
excluida e os AGLs foram lavados trés vezes. Logo em seguida, a mistura contendo os AGLs
foi transferida para um béquer e aquecida a 80 °C durante 10 minutos. Ao final dos 10 minutos,
a mistura foi transferida para um funil com papel filtro e sulfato de sodio anidro a 20% m.v'!
que foi previamente seco em forno mufla a 250 °C por 4 horas (CARVALHO et al., 2021;
MOREIRA et al., 2020a).

O indice de acidez (IA) inicial e final (apds a etapa de hidrélise) foi calculado a
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partir da Equagdo 13. Para isso, aliquotas de 0,3 g foram retiradas do volume do sobrenadante
dareagdo, diluidas em 10 mL de 4lcool etilico e adicionadas 3 gotas de fenolftaleina, em seguida

foram tituladas com a solu¢ao de hidréxido de sodio.

1A (mgNaOH) _ MMnaon -MnaonfVNaon (13)
g m

Onde, MMy 4oy (g/mol) € a massa molar de NaOH; My ,0y (mol/L) ¢ a molaridade da solugao
de NaOH; f ¢ o fator de corre¢dao determinado mediante a padronizacdo do NaOH; Vy,on € 0
volume de NaOH utilizado durante a titulacdo (L); e, m (g) ¢ a massa da amostra a ser estudada.
A conversao dos acidos graxos livres em ésteres (Equacao 14) foi determinada levando-se em
considera¢do a acidez inicial da amostra (IA;) e da amostra ap6s a reagcdo (IAr) (MOREIRA et

al., 2020a).

Conversio AGL (%) = (%) (14)
I

Na segunda etapa, realizou-se a esterificagdo direta dos AGLs derivados do 6leo
refinado de babacu e metanol utilizando a lipase Eversa® Transform 2.0 na sua forma livre
como biocatalisador. As reagdes de produgdo dos ésteres metilicos de acidos graxos foram
executadas em erlenmeyers de 10 mL com tampa, comportando o biocatalisador e o substrato,
em um agitador rotativo com controle digital de temperatura e rotacao (Incubadora TE — 4200)
a 200 rpm. Durante os estudos, foram variados a temperatura (25-55 °C), razao molar entre os
AGLs e alcool (1:1 a 1:9), porcentagem de biocatalisador (0,1% a 0,9%) e tempo de reagdo (1-
5 horas) conforme o planejamento estdtico proposto (MOREIRA et al., 2020a). Para a
determinagdo da massa molar dos acidos produzidos, levou-se em consideracdo o trabalho de
Figueredo e colaboradores (2020) (FIGUEREDO et al., 2020). Ja a concentragdo de proteina,
foi determinada usando o método descrito por Bradford (1976) e albumina de soro bovino foi

usada como referéncia (BRADFORD, 1976).

4.2.2 Anélise de Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Massa (GC/MS)

Para a determinagdo do teor de éster (C) das amostras de biodiesel obtidas, a anélise
GC/MS foi realizada com base na metodologia descrita na norma EN 14.103 (ALEXANDRE

et al., 2022), com adaptagdes. Aproximadamente 50 mg de amostra de biodiesel foram
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adicionados a um frasco (2 mL) contendo 1 mL da solu¢do de nonadecanoato de metila (10
mg/mL). Esta mistura foi injetada (1 pL) em um espectrometro de massa de cromatdgrafo a gés
SHIMADZU QP-2010 ULTRA (Kyoto, Japao) equipado com uma coluna capilar (5%-fenil) -
metilpolissiloxano (DB-5) (30 m x 0,25 mm x 0,25 um de espessura de filme) usando hélio

como gas de arraste no modo sem divisao.

4.2.3 Planejamento experimental e analise estatistica (Método Taguchi)

Para a determinagdo dos parametros reacionais empregou-se um planejamento
experimental avangado pelo método Taguchi com matriz ortogonal padrdo L9 (onde L refere-
se ao quadrado latino e 9 ao niimero de experimentos). Durante o estudo, foram examinados
quatro fatores em trés niveis a fim de otimizar a producao dos ésteres. A Tabela 3 correlaciona
os quatro fatores independentes (temperatura, tempo de reagdo, porcentagem de biocatalisador
e razdo molar entre AGLs e alcool) e seus respectivos niveis correspondentes (DA S.

MOREIRA et al., 2022).

Tabela 3 - Fatores independentes e seus respectivos niveis correspondentes para a otimizagao
da producao de biodiesel

Tempo Temperatura  Razido molar Biocatalisador
(horas) °O) (AGLs/alcool) (% m/m)
Nivel 1 (L1) 1 25 1:1 0,1
Nivel 2 (L2) 3 40 1:5 0,5
Nivel 3 (L3) 5 55 1:9 0,9

Fonte: elaborado pelo autor.

O software Statistica® foi empregado para a elaboracdo do design experimental e
analise estatistica. A Tabela 5, expde o design experimental junto com as conversoes e relacdes
S/R (sinal-ruido) obtidos. Os resultados das relagdes de S/R foram obtidos a partir das
caracteristicas da func¢do “maior ¢ melhor”, uma vez que a finalidade desta pesquisa foi
potencializar a resposta (conversdo). Os valores da relacdo S/R foram obtidos a partir da

Equacdo 15 (CHAKRABORTY; ROYCHOWDHURY, 2013).

s 1 15
> = —10log (>3, 1/y%).100 (15)
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Onde, y;i corresponde a varidvel de resposta, i representa o nimero de repeti¢des e
n o nimero de experimentos para a combinacao de niveis de fator para qualquer arranjo de
planejamento. Por meio da Equacdao 16, determinou-se a relacdo S/R aguardada para as

condicdes ideias de conversdo maxima prevista.

> = S|R+Y2,(SIR; - S/R) (16)

RpRrEVISTO

Onde, S|R ¢ referente a média aritmética de todas as relacdes S|R, S |R; € a razdo

de S/R no ponto 6timo para cada fator e n € o nimero de fatores que influenciam de maneira

significativa o procedimento.

4.2.4. Caracterizacdo fisico-quimica do 6leo produzido
4.2.4.1 Viscosidade cinematica

A viscosidade cinematica a 40 °C foi determinada com base na norma ASTM D-7042.
Durante a analise foi empregado um viscodensimetro digital Anton Paar SVM 3000-Stabinger

(Austria).

4.2.4.2 Densidade

Para a determinagdo da densidade a 20 °C foi utilizada a norma ASTM D-7042. Para

analise, utilizou-se um viscodensimetro digital Anton Paar SVM 3000-Stabinger (Austria).

4.2.5 Estudo teorico
4.2.5.1 Modelagem da proteina por homologia

A modelagem comparativa da proteina lipase Eversa ® Transform 2.0, foi realizada em

quatro etapas.

4.2.5.1.1 Reconhecimento e sele¢do da proteina modelo

O sequenciamento de aminodcidos da proteina lipase Eversa , com seu numero CAS
9001-62-1 da empresa Sigma-Aldrich
(https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/sae0065?lang=pt&region=BR ), foi

submetida a uma analise comparativa por meio do programa BLAST (Basic Local Alignment


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/sae0065?lang=pt&region=BR
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Search Tool) ( www.ncbi.nih.gov/BLAST ) (ALTSCHUL et al., 1990) e em sua respectiva base

de dados PDB. Assim, uma proteina que estava relacionada a sequéncia de aminoacidos, a
enzima lipase, classificada como hidrolase, foi reconhecida pelo organismo Aspergillus oryzae,
obtida do Banco de Proteinas ( https://www.rcsb.org/ ) com o codigo 5XK2 sendo a proteina

alvo (WEBB; SALI, 2016).

4.2.5.1.2 Alinhamento de sequéncias de alvo e molde

O alinhamento entre as sequéncias foi realizado utilizando o programa Modeller
(http://www.salilab.org/modeller/ ) (WEBB; SALI, 2016).

4.2.5.1.3 Construgao ¢ otimizacao de modelos

A elaboragdo do modelo foi realizada pelo programa Modeller (WEBB; SALI,
2016), para que uma nova proteina denominada Eversa ® Transform 2.0 fosse obtida, avaliada

de acordo com a func¢ao objetivo e parametros estereoquimicos (BEDOYA; TISCHER, 2015).

4.2.5.1.4 Validagao da proteina

A homologacdo do modelo foi efetuada nos niveis estereoquimico, conformacional
e energético. A qualidade do molde foi determinada pelo grafico de Ramachandran e Verify 3D
(RAMACHANDRAN; SASISEKHARAN, 1968) com o programa PROCHECK

( https://saves.mbi.ucla.edu/ ), que estimou sua estrutura tridimensional, indicando a possivel

qualidade estereoquimica.

4.2.5.2 Docking molecular
4.2.5.2.1 Preparagdo da proteina

Foi realizado um processo de correcdo de cargas e adicdo de d&tomos de hidrogénio
na proteina gerada pela homologia através do Programa Discovery Studio Visualizer (MORRIS

et al., 2009).

4.2.5.2.2 Obtencgao do ligante

As estruturas dos acidos graxos livres de babagu foram realizadas utilizando os
acidos caprilico, caprico, laurico, mirisitico, palmitico e oleico que juntos totalizavam cerca de

95% (Tabela 4) dos acidos graxo presentes no 6leo hidrolisado, conforme dados obtidos em


http://www.ncbi.nih.gov/BLAST
https://www.rcsb.org/
http://www.salilab.org/modeller/
https://saves.mbi.ucla.edu/
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cromatografia gasosa. Para modulacao dessas estruturas, utilizou-se o software ChemDraw 3D
e posteriormente a estrutura foi minimizada com o auxilio do campo de forga MM2 com

gradiente RMS de 0,0001.

Tabela 4 - Ligante utilizados no processo de docking molecular
Ligante Composto Formula Estrutura

ng(il)n te Acido Octandico CsHi602 H'O\K\N\/

Ligante

() Acido Decanoico Ci10H2002 YT T

Ligante o . 0
H \[(\/\/\/\/\/
(1) Acido Dodecanoico C12H2407

Ligante  Acido Tetradecandico

(IV) C14H2802 HD\H/\/\/\/\/\/\/

Ll%‘a];lte Acido Hexadecanoico Ci16H3202 B e



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C9H18O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C11H22O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C13H26O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C13H26O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H30O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H34O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H34O2
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Ligante Acido cis-9-

(VD) octadecendico C1sH3402

H

Fonte: elaborado pelo autor.

4.2.5.2.3 Docking molecular e visualizacao de calculos

A simulagdo do docking molecular foi realizada com o UCSF Chimera (TROTT;
OLSON, 2009), considerando um modelo semiflexivel. Os residuos que compdem sitio ativo
da lipase de estudo foram obtidos na literatura, sendo formado pela triade Ser 153-Asp 206-His
268 (BEN HLIMA et al., 2021; CEN et al., 2019). Os perfis de energia das interagdes ligante-
receptor também foram avaliados por software, e a visualizagdao das poses ancoradas foi feita

pelo Discovery Studio Visualizer (PETTERSEN et al., 2021).

4.2.5.3 Simulagoes de dinamica molecular

Para a construcdo das solucdes de estudo, além dos proprios scripts de dindmica

molecular, foi usando o site CHARMM-GUI (https://www.charmm-gui.org/) (BROOKS et al.,

2009; LEE et al., 2016). Onde se escolheu o arquivo PDB do complexo formado pela enzima e
o ligante em sua melhor pose de docagem, e adicionou-se uma caixa de dgua retangular ajustada
a uma distancia de borda de 10 A da proteina (JORGENSEN et al., 1983). Foi criado entdo um
sistema clibico de aresta igual a 75 A e angulos cristalinos de 90° (Alfa, Beta e Gama). As
condi¢des periddicas de fronteira PME e FFT foram geradas automaticamente (CHEATHAM
et al., 1995; HESS et al., 1997). O campo de forca adotado foi o Charmm36m (ref.). Em todas
as simulacdes de Dindmica Molecular, foram utilizadas as seguintes condigdes fixas:
temperatura de 310.15 K, pressdo de latm e pH 7,0 e o modelo de agua TIP3P (PHILLIPS et
al., 2020). Para cada simulacao, foi realizada uma minimizacao de energia com 10 mil passos
em ensemble NVT. Em seguida, foram realizadas simula¢des de equilibragdo com 10 ns em
ensemble NPT, e por fim uma simula¢do de produgao iniciando em 10 ns, sendo estendida até
se observar uma situacdo de equilibrio do complexo no grafico de RMSD, mas nunca
ultrapassando o tempo de 100 ns. Todas as simulagdes tiveram um passo de integracao de 1 fs
(FIELD et al., 2000; PHILLIPS et al., 2020). A visualizagdo dos graficos foi executada no
software Visual Molecular Dynamics (VMD) (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C19H36O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C19H36O2
https://www.charmm-gui.org/
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Hidrélise enzimatica

A hidrdlise enzimatica proposta, foi realizada de maneira satisfatoria, visto que
houve um aumento no indice acidez do 6leo de 0,75 para 127,03 mgNaOH/g. O indice de acidez
obtido ¢ condizente com as expectativas, uma vez que foi empregado durante a etapa de
hidrélise o 6leo de babacu refinado. Carvalho e colaboradores (2021), realizaram a hidrolise
completa do dleo refinado e residual em 3 horas de reacdo, neste processo foi empregado a
lipase livre de Candida Rugosa como biocatalisador (CARVALHO et al., 2021). J4 Moreira e
colaboradores (2020), optaram por realizar essa etapa através de uma hidrolise quimica, os
autores hidrolisaram completamente o 6leo de babagu por meio dessa metodologia (MOREIRA
et al., 2020b). Vale destacar que a hidrélise quimica gera diversos subprodutos necessitando
assim da adi¢do de etapas de separagdo e purificagdo. Dessa forma, a hidrolise enzimatica pode
ser uma alternativa vidvel a esse processo, uma vez que os biocatalisadores geram uma menor

quantidade de subprodutos.

5.2 Planejamento Taguchi- Otimizacdo da producio de ésteres metilicos de acidos graxos

de babacu

Nesta etapa do trabalho foi utilizado um planejamento Taguchi de matriz ortogonal L9.
Por meio desse método, € possivel compreender os efeitos das interagdes dos pardmetros
relacionadas ao processo (AMERI et al., 2020; LI et al., 2021; MOHD HUSSIN; ATTAN;
WAHAB, 2020). A Tabela 5 expde os resultados obtidos relacionando-os aos parametros
reacionais propostos. Vale destacar, que todos os experimentos expostos foram realizados em

triplicata e que os resultados se mantiveram dentro da margem de erro esperada.
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Tabela 5 - Planejamento Taguchi para a reacao de esterificacdo de AGL de babacu

Reacio T(}I:)I) ° Tem[():, éz)ltura (IZZZE(S) /2;:(1)?);) Bi(zf,ztf;i/:s;l °" " Conversio (%) S/R
1 1 25 1:1 0,1 3,16+ 0,48 9,99
2 1 40 1:5 0,5 58,79 £ 0,078 35,39
3 1 55 1:9 0,9 19,43 + 0,66 25,77
4 3 25 1:5 0,9 95,20 + 0,031 39,57
5 3 40 1:9 0,1 7,75+ 0,30 17,79
6 3 55 1:1 0,5 8,44 + 0,53 18,52
7 5 25 1:9 0,5 94,65 + 0,036 39,52
8 5 40 1:1 0,9 75,36 £ 0,51 37,54
9 5 55 1:5 0,1 2,80+0,18 8,94

Fonte: elaborado pelo autor.

Com base nos dados da Tabela 5, foi possivel observar que o ensaio 4 apresentou
os melhores resultados de conversdo e de razao sinal ruido (S/R), 95,20 + 0,031 e 39,57,
respectivamente. Neste ensaio, foi empregado 0,9% de biocatalisador, razdo molar de 1:5
(AGL/Metanol), em 3 horas de reacao a 40 °C. Observa-se que a porcentagem de biocatalisador
influenciou de maneira significativa no processo, visto que, os experimentos empregando 0,9 %
de catalisador (experimentos 3, 4 e 8) apresentaram, em média, melhores resultados de
conversao, ¢ de razdo sinal ruido quando comparados aos ensaios conduzidos com 0,1 e 0,5%
de biocatalisador. Para a identificagdo da influéncia da temperatura, tempo e razdo molar ¢

necessaria uma andlise estatistica mais aprofundada.

5.2.1 Analise da razao S/R

O planejamento Taguchi emprega relagdes S/R para identificar o impacto dos
parametros no processo. Neste trabalho, a funcdo “maior ¢ melhor” foi empregada para
determinar as razdes S/R, visto que o presente planejamento tem a inten¢do obter uma maior
conversao. A figura 8 elucida o impacto de cada um dos parametros com seus respectivos niveis.
J4 a tabela 6 expde os valores da figura 8, ademais, na tabela 6 estdo apresentados os valores de

Delta, esses valores sdo calculados por meio da diferenga entre a razao S/R mais alta e a mais
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baixa em cada fator. Por meio do delta, ¢ possivel avaliar o impacto dos niveis no processo e,

por conseguinte, identificar os parametros que tiveram maior influéncia.

Tabela 6 - Resposta de relagoes S/N
Fatores/level Tempo Temperatura Razio molar Biocatalisador

(h) ©0O) (AGL/AL) (% m/m)
1 23,72 29,70 22,02 12,24
2 25,29 30,24 27,97 31,14
3 28,67 17,74 27,69 34,29
Delta 4,95 12,50 5,95 22,05
Ranking 4 2 3 1

Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 8 - Efeito dos fatores do processo em termos de relacdes S/N médias

Tempo Temperatura Razdo molar Biocatalisador
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Fonte: elaborado pelo autor.

E possivel observar que a quantidade de biocatalisador e a temperatura foram as

variaveis mais influentes no processo, pois apresentaram os maiores valores de delta, 22,05 e
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12,50, respectivamente. Deste modo, os dados da tabela 6 confirmam a influéncia da
porcentagem de biocatalisador e da temperatura sobre o processo. Evidencia-se que a ampliacao
da porcentagem de biocatalisador no meio reacional do nivel 1 (0,1 %) para o nivel 3 (0,9 %)
aumentou de maneira significativa a resposta da relacao S/R e, consequentemente, a conversao.
Essa ampliagdo, pode ser atribuida ao aumento de sitios cataliticos disponiveis no meio
reacional, de modo que essa disponibilidade estd relacionada a um maior nimero de reagdes
ocorrendo de maneira simultdinea (BABAKI et al., 2017). Por outro lado, a temperatura
apresentou um comportamento diferente, observa-se que a mudanga do nivel 1 (25 °C) para o
nivel 2 (40 °C) favorece a amplia¢do da conversdo, entretanto, a mudanga do nivel 2 (40 °C)
para o nivel 3 (55 °C) tem efeito contrario. Isso ocorre, pois, as enzimas sao materiais bioldgicos
sensiveis que operam em uma faixa especifica de temperatura, ademais o aumento excessivo
da temperatura pode reduzir a atividade levando a desativagio (ARANA-PENA et al., 2021).
Por fim, os fatores razdo molar e tempo de reacdo demonstraram ser menos efetivos no processo
apresentando valores de delta igual a 6,75 e 3,73, respectivamente. Observa-se que a ampliagao
de metanol no meio reacional do nivel 1 (1:1 AGL/metanol), para o nivel 2 (1:5 1 AGL/metanol),
impactou significativamente na resposta da relacdo S/R e, consequentemente, na conversao.
Contudo, a mudanga do nivel 2 (1:5 1 AGL/metanol) para o nivel 3 (1:9 1 AGL/metanol),
apresentou uma leve queda na resposta. Essa baixa variancia pode ser atribuida a alta resisténcia
da Eversa ao metanol, uma vez que essa enzima foi desenvolvida para a produgdo de ésteres
metilicos (MONTEIRO et al., 2021). J4 a baixa variagdo da resposta da relacdo S/R do tempo
pode estar associada a alta atividade da enzima de modo que, conforme os dados expostos na

Tabela I, € possivel obter 95,20+ 0,029 (ensaio 4) em 3 horas de reagao.

5.2.2 Anélise de variancia (ANOVA)

Os dados de conversao obtidos através do planejamento experimental foram avaliados
estatisticamente através da Andlise de Variancia (ANOVA). O valor de p assegura a
significancia de cada fator para o processo estudado (CHAVAN; GAIKWAD, 2021). A Tabela
7 expde os resultados obtidos na ANOVA.
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Tabela 7 - Andlise de Variancia dos pardmetros que afetam na esterificacdo do 6leo de babagu

Fatores SS DF MS F-value p-value Cont(r;: )u 1540
Tempo (h) 38,40 2 - - - 3,05%
Teml(’fg't“m 29930 2 149,65 7,79 0,11 23,77%
Raziomolar o, 6o 5 33812 176 036 5,37%
(AGL/AL) ’ ’ ’ ’ 210
Biocatalisador o3 o3 5 426817 2223 0,043  67.80%
(% m/m)
Residual 3840 2 19,20 -
Total 125898 6 - - -

Fonte: elaborado pelo autor.

Para que seja assegurada a significancia de um fator com intervalo de confianga de
95%, ¢ necessario que o valor de p seja menor que 0,05. Deste modo, a tabela 7 elucida que
dentre os fatores estudados apenas a porcentagem de biocatalisador apresentou significancia
com valor de p igual a 0,043 e um percentual de contribuicdo igual a 67,80%. Moreira e
colaboradores (2020), estudaram a producdo de ésteres etilicos de babacgu, os pesquisadores
relataram que a porcentagem de biocatalisador foi o pardmetro mais influente no processo, com
valor de p igual ao obtido neste trabalho (MOREIRA et al., 2020a). Sun, Guo e Chen (2021)
estudaram a producdo de biodiesel etilico a partir da Semen Abutili (Abutilon theophrasti
Medic.) (oligenosa presente na China), utilizando a Eversa® Transform 2.0 em sua forma
liquida como catalisador. Durante o estudo, os autores verificaram a influéncia do biocatalisador
na velocidade da reagdo, foi observado que a elevagao da porcentagem de biocatalisador de 1%
para 6% amplia na mesma propor¢ao a velocidade de producao dos ésteres. Deste modo, os
resultados obtidos nesse trabalho estdo de acordo com os dados da literatura, pois, como foi
supracitado, a ampliacdo da porcentagem de biocatalisador esta relacionada ao aumento da
disponibilidade de sitios ativos e, consequentemente, a0 maior niumero de reacdes ocorrendo
simultaneamente (ARANA-PENA et al., 2021). Vale destacar, que esse trabalho demonstrou

que o oleo de babagu pode ser uma alternativa viavel para a produ¢do de FAME, pois, foi
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empregado uma menor quantidade de biocatalisador em um menor tempo quando comparado a
autores como Sun, Guo e Chen (2021) (SUN; GUO; CHEN, 2021).

Posto isto, apoOs a andlise estatistica e discussdo dos dados coletados, definiu-se a
condi¢do 6tima de produgao de ésteres metilicos baseando-se no intervalo dos niveis (1, 2 e 3)
de cada fator (tempo, temperatura, razdo molar (AGL/metanol) e porcentagem de biocatalisador)
proposto no Planejamento Taguchi ortogonal do tipo L9. A tabela 08 apresenta as quantidades

oOtimas em nivel de cada fator.

Tabela 8 - Condigdes 6timas de producgdo de ésteres metilicos de babagu estatisticamente
definidas

Tempo o Razao molar Biocatalisador
Fatores (h) Temperatura (C°) (AGL/alcool) (%om/m)
Nivel 3 2 2 3
Valf)r do 5h 40 °C 1:5 0,9%
nivel

Fonte: elaborado pelo autor

Nessas condigdes, a conversao tedrica foi de 98,64%. Apos a realizacao da reagdo
proposta, notou-se uma conversao de 95,76% que foi validada pela andlise cromatografica
seguindo a norma EM 14103. Essa varia¢do de aproximadamente 2,88% esta dentro da margem
de erro esperada, pois, biocatalisadores podem perder a sua atividade catalitica facilmente, visto
que apresentam uma maior sensibilidade a fatores externos do que os catalisadores quimicos

(ADEWALE; VITHANAGE; CHRISTOPHER, 2017).

5.3 Caracterizacao fisico-quimica do 6leo produzido

Apos areacdo de hidroesterificacdo, os ésteres metilicos de babagu foram separados dos

subprodutos (agua, glicerina e alcool em excesso) e foram caracterizados em relacdo a suas

propriedades fisico-quimicas. Os resultados encontram-se descritos na tabela 9.
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Tabela 9 - Propriedades fisico-quimicas do biodiesel de babagu

Propriedades ASTM D6751 ANP 45/2014 Oleo (FIGUEREDO et
produzido al., 2020)
Viscosidade 1,9-6,0 3,0-6,0 2,52 2,83
cinematica a 40°C,
cSt
Densidade a 20°C, 860 - 900 850 - 900 872,90 870,70
Kg/m?

Fonte: elaborado pelo autor

Os resultados expostos na tabela 9, estdo dentro dos padrdes de qualidade
estabelecidas pela “American Society for Testing and Materials” (ASTM). Contudo, ¢ possivel
observar que o biodiesel produzido apresentou valores de viscosidade cinematica a 40°C,
abaixo do indice de referéncia da resolucdo N°45/2014 da ANP. A viscosidade cinematica ¢
uma propriedade dos fluidos que relaciona a quantidade de movimento por difusdo molecular
de um fluido. Essa propriedade ¢ de suma importancia, pois, pode interferir de maneira direta
na eficiéncia do motor (KNOTHE; STEIDLEY, 2005). Ja a massa especifica ¢ uma propriedade
intensiva da matéria sendo calculada através da razdo entre duas propriedades extensivas
(massa/volume) (RAMIREZ VERDUZCO, 2013).

Vale destacar, que os resultados obtidos foram similares aos resultados de Figueredo
e colaboradores (2020), conforme estd exposto na tabela 9, os autores obtiveram ésteres
metilicos de babacu por meio da transesterificagdo empregando um catalisador bésico. Essa
rota pode gerar diversos subprodutos que podem dificultar a purificacdo dos produtos formados
(FIGUEREDO et al., 2020). Deste modo, a rota empregada neste trabalho mostra-se promissora,
visto que foi possivel obter resultados similares com uma menor quantidade de subprodutos

geradas (WANCURA et al., 2019, 2021).

5.4 Estudo tedrico
5.4.1 Modelagem da proteina por Homologia

Para validagdo da modelagem por homologia foi utilizado o grafico de
Ramachandran, Figura 10. Este diagrama ¢ empregado para representar todas as combinagdes
possiveis de angulos diédricos (‘¥ versus ¢) nos aminodcidos de uma cadeia polipeptidica (TAM;
SINHA; WANG, 2020). Essa técnica expde as combinacdes de maior estabilidade desses
angulos, possibilitando validar a provavel estrutura da biomolécula (SARKAR et al., 2020).
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Figura 9 - Grafico Ramachandran da proteina obtida por homologia
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Fonte: elaborado pelo autor.

Segundo o diagrama exposto acima, 91,5% dos residuos da proteina modelada estao
em regides favoraveis (regido vermelha), 6,5% dos residuos encontram-se na regido
adicionalmente permitidas (Regides a, b, I, p, amarelo), 1,6% estdo localizadas nas regides
generosamente permitidas (Regides ~a, ~b, ~1, ~p, ou seja, amarelo claro) e 0,4% estdo em
regides desfavoraveis (regido preta). Vale destacar que os residuos encontrados em regioes
desfavoraveis se referem as estruturas utilizadas como molde, ademais, alguns residuos estdao
localizados nas extremidades da proteina (SARKAR et al., 2020). A fungdo VERIFY 3D (Figura
11), foi empregada para estipular a compatibilidade de um modelo atomico (3D) com uma
sequéncia de aminoacidos (1D) para a proteina modelada. No geral, 80% dos residuos com
pontuacdo média 3D-1D >0,2 sdo aceitaveis (QIN; ZHONG; WANG, 2021). No presente
estudo, cerca de 93,71% dos residuos apresentaram pontuagdao média 3D-1D >0,2, esses

resultados evidenciam que modelo proposto era compativel com sua frequéncia.
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Figura 10 - Os resultados da verificagdo estrutural da lipase Eversa® por Verify 3D
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Fonte: elaborado pelo autor.

Deste modo, por meio do diagrama de Ramachandran foi possivel identificar as
regides que mantiveram a estrutura conservada e os locais varidveis com alinhamento, visto
que, 91,5% dos residuos da proteina modelada estdo em regides favoraveis. Ademais, o VERIFY
3D comprovou a compatibilidade do modelo atdomico (3D) com a sequéncia de aminoacidos
(1D), uma vez que o modelo elaborado apresentou pontuagdao média 3D-1D >0,2 de 93,71%.
Logo, os dados do grafico Ramachandran e do Verify 3D validam o modelo obtido nesse

trabalho.

5.4.2 Docking molecular

A partir do docking molecular foram geradas nove conformacgdes para cada ligantes e
os seus respectivos valores de afinidade vinculante e o desvio quadratico médio das posigdes
atomica (RMSD). A melhor conformacao estabelecida pelo Autodock Vina foi a que exibiu os
menores valores de afinidade vinculante e RMSD. A Tabela 10 elucida os valores obtidos na

docagem molecular dos seis substratos estudados.
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Tabela 11 - Resultados obtidos no processo de docking molecular. Os indices numéricos
referem-se a ordem apresentada na Tabela 4

Substrato Pose Afinidade vinculante Vina
(kCal/mol) RMSD (A)
Ligante (1) 2 -51 1,566
Ligante (I1) 2 -54 1,561
Ligante (111) 4 -5,6 1,658
Ligante (1V) 2 -5,8 0,970
Ligante (V) 4 -5,8 2,296
Ligante (V1) 5 -6,2 1,426

Fonte: elaborado pelo autor.

Por meio da Tabela 10, ¢ possivel observar que o ligante VI apresentou maior
afinidade vinculante com o sitio catalitico. Ademais, ¢ possivel observar que ha uma relagao
direta entre o aumento da afinidade vinculante € o aumento da cadeia carbOnica dos ésteres,
essa amplia¢do pode estar relacionada com ao aumento nimero de interagdes entre os ligantes
e o sitio catalitico da enzima. No geral, os ligantes estudados apresentaram boa afinidade
energética, a afinidade do Ligante VI (Acido cis-9-octadecendico) esteve por volta de -6,2
kcal/mol, este resultado sugere que a combinacdo desse substrato com a enzima foi a mais
estavel e adequada para esterificagdo (BRONOWSKA, 2011; QIN; ZHONG; WANG, 2021).

Os tipos de residuos envolvidos nas interagdes entre os acidos graxos livres e a
Eversa® Transform 2.0 estdo expostos na Tabela 11, e representados na Figura 11. Vale ressaltar,
que além do sitio ativo, a cavidade oxianion da enzima interagiu com o substrato, visto que a
funcdo dos residuos desta regido € equilibrar as cargas negativas dos intermediarios formados
durante a reagdo. Como foi supracitado, a triade catalitica da lipase Eversa® Transform 2.0 é
composta por Asp206, His268 e Ser153 (CAVALCANTE et al., 2022). Ja a cavidade oxidnion
contém residuos de Leul54 e Ser91 (LAN et al., 2021). As interagdes eletroestaticas, ligagdes
de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e de for¢as de Van der Walls sdo de grande importancia
pois dao estabilidade no processo de formagao do complexo enzima-substrato (LIU et al., 2018;

TAMBOLI et al., 2017).
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Tabela 11 - Interagdes dos ligantes com a lipase apds as docagens. Os indices numéricos
referem-se a ordem apresentada na Tabela 4

Ligante Residuos envolvidos
Ligacoes de Interacoes de Van der  Interacoes Hidrofobicas Interacio
hidrogénio Waals desfavoravel
Ligante (I) - ASP276, HIS268, ILE94, PHE265, TYR92, -
LEU154, SER91,
SER153, TYR29
ILE94, PHE265 -
Ligante (11) TYR92 (2,94 ASP276, HIS268
A) LEU154, SER91,
SER153, TYR29
Ligante (111) HIS152 (3,06 ASP276, HIS268, ILE94, LEU262, PHE265, -
A) LEU154, SER153, TYR92
TYR29
Ligante (1V) - ASP276, HIS266, LEU283, PHE265, TYR92, -
HIS268, HIS274, VAL269
ILE94, LEU154,
LEU285, SER153,
TYR29
Ligante (V) HIS152 (2,73 ASP276, LEU154, ILE94, LEU283, PHE265,
A), HIS268 LEU262, VAL269 TYR92 -
(2,96 A),
SER153 (2,86
A), TYR29
(2,78 A),
TYR29 (2,59
A)
Ligante (V1) SER 91 (2,27 APS276, HIS266, ILE94, LEU283, PHE265, -
A) HIS268, HIS274, VAL269, TYR92

LEU154, TYR29, SER
153, SER93

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 11 - Representagdo diagramatica das interagdes entre os ligantes e sitio ativo da enzima
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Fonte: elaborado pelo autor.

Pode-se observar que todos os ligantes interagiram com a His268 e Ser153. Vale
destacar, que o Asp206 foi o unico residuo que nao interagiu com os ligantes. Além disso, como
foi supracitado, ¢ possivel observar um aumento de afinidade energética entre o ligante e sito

catalitico com o aumento da cadeia carbonica do ligante, isso ocorre pois esse aumento no
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nimero de dtomos amplia o numero de interagades entre o ligante e a enzima, como pode ser
visto na Figura 11 (BRANDAO et al., 2021). O residuo da regido oxianion Leul54 interagiram
diretamente com todos os ligantes, em sua grande maioria, a partir de for¢as de Van der Waals.
Como foi citado, o ligante VI apresentou maior afinidade energética. Em geral, as interacaoes
de Van der Waals apresentam baixa energia de ligagdo. Contudo, a jun¢do de diversas forgas de
Van der Waals confere uma forga estabilizadora aos complexos proteina-proteina e proteina-
ligante (FATMA et al., 2021). Na maioria das vezes, as primeiras interagdes entre a enzima € o
substrato sdo nao covalentes, ou seja, sdo interacdes eletroestaticas, de Van der Waals,
hidrofébicas, dentre outras. Com isso, a formacao dessas interagdes irdo favorecer a ocorréncia
de reagdo (BRONOWSKA, 2011; QIN; ZHONG; WANG, 2021; WILLIAMS; WESTWELL,
1998).

5.4.3 Simulagdes de dindmica molecular

5.4.3.1 Root Mean Square Deviation — RMSD

Observou-se que os ligantes estudados foram acomodados com éxito no sitio catalitico
da lipase Eversa® (GUIMARAES et al., 2021). Deste modo, por meio dos complexos lipase-
ligantes (I-VI), foram realizados estudos de simulagdo com o intuito de avaliar ndo so as
mudangas conformacionais da enzima, mas como também, a sua estabilidade apods cada
mudanga conformacional. A Raiz Quadrada do Desvio Quadratico Médio (RSMD) dos
complexos lipase-ligante, foram empregadas com o intuito de avaliar as extensOes na qual
ocorre mudangas conformacionais na molécula estudada, durante o tempo de simulagdao. A

figura 12 expde os comportamentos RSMD dos complexos estudados na etapa de equilibragao.
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Figura 12 - Raiz Quadrada do Desvio Quadratico Médio (RMSD), em relagdo a conformagao
inicial dos complexos versus o tempo de simulagdo (ns) na etapa de equilibragdo. Os indices
numéricos referem-se a ordem apresentada na Tabela 4
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Fonte: elaborado pelo autor.

A partir das simulagdes de equilibro dos complexos lipase-ligante no solvente, foi
possivel obter informagdes preliminares do comportamento das conformagdes para a dindmica.
Antes da equilibragdo, ¢ realizada uma etapa de minimizagdo com o intuito de remover
possiveis tensdes existentes no arranjo inicial (HOLLINGSWORTH; DROR, 2018). Logo ap0s,
¢ realizada a fase equilibracdo com o objetivo de posicionar o sistema em estado de equilibrio
termodinamico (HILDEBRAND; ROSE; TIEMANN, 2019). Essas etapas sdo de suma
importancia para a remocao de interacoes repulsivas e de Van der Waals que possam estar

presentes no sistema. Caso seja mantida essas interagdes, pode haver alteracdes estruturais no
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local, interferindo de maneira direta na simulacdo (JOSHI et al., 2020). Nesta etapa foi
observado que os valores de estabilizacdo de RSMD dos ligantes estudados oscilaram entre
0,25 ¢ 1,0 A, no tempo avaliado. Esses baixos valores de RSMD podem estar associados a
movimentagdo dos ions e solvente do sistema, em relagcdo a conformacao inicial dos complexos.

A figura 13 expde os resultados obtidos na etapa de producao.

Figura 13 - Raiz Quadrada do Desvio Quadratico Médio (RMSD), em relagao a conformacao
inicial do complexo versus o tempo de simulagdo (ns) na etapa de produgdo. Os indices
numéricos referem-se a ordem apresentada na Tabela 4
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Observa-se que os valores de estabilizacdo de RMSD da etapa de produgdo,
variaram entre 0,5 e 3,5 A, no tempo analisado. Conforme a figura 13, os Ligante I, II, Il e IV,
(acidos, octanodico, decanoico, dodecanoico e tetradecanoico respectivamente) apresentaram,
em média, valores de RMSD abaixo de 2,0 A. J4 os Ligantes V e VI (hexadecanoico e cis-9-
octadecendico, respectivamente) apresentaram valores por volta de 3,0 A. Logo, conclui-se que
ndo houve grandes modificagdes conformacionais dos complexos estudados durante os
periodos de simulacao (JOSHI et al., 2020). Com isso, os resultados tedricos e experimentais
expostos nesse trabalho, indicam que os acidos graxos advindos do 6leo de babagu formam
complexos estdveis com o sitio catalitico da Eversa (Ser 153, His 268 ¢ Asp 206), o que
corrobora os dados obtidos experimentalmente e valida a aplicagdo da Eversa como
biocatalisador na produgao de esteres metilicos.

Vale destacar, que os dados apresentados neste trabalho estdo de acordo com os
resultados obtidos por Qin, Zhong ¢ Wang (2021). Os autores avaliaram a afinidade e
estabilidade molecular de diferentes dacidos graxos (acidos octandico, tetradecanoico,
octadecanoico, cis-9-octadecendico, (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoico e (97,127,157)-
octadeca-9,12,15-trienoico) com a T1 lipase de Geobacillus zaliha. Assim como no presente
trabalho, os autores observaram que dentre os complexos estudados, o acido cis-9-
octadecenoico apresentou um dos maiores valores de RSMD e, por conseguinte, uma das

menores estabilidade quando comparado aos demais complexos (QIN; ZHONG; WANG, 2021).

5.4.3.2 Ligagoes de hidrogénio

Outra analise realizada, refere-se ao nimero de ligagdes de hidrogénio intermoleculares,
uma vez que essas ligagdes sdo de grande importancia para a estabilidade do complexo. A
Figura 14, elucida as ligacdes de hidrogénio formadas entre os ligantes e a lipase nas etapas de

equilibragdo e producao.
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Figura 14 - Ligagdes de hidrogénio formadas entre a proteina e o ligante durante as duas
etapas de simulacao. Os indices numéricos referem-se a ordem apresentada na Tabela 4
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Fonte: elaborado pelo autor.

O ntmero de ligagdes de hidrogénio intermoleculares ¢ um fator de grande
importancia para a estabilidade dos complexos (RAGUNATHAN; MALATHI; ANBARASU,
2018). De acordo com a figura 11, ocorreram modifica¢des nas redes de ligagdes de hidrogénio
ao longo da simulacdo, de modo que o niimero de liga¢des variou entre 1 e 5. Os instantes nos
quais as ligagdes foram desfeitas indicam que a estabilidade foi mantida por interagdes de Van
der Walls ou hidrofobicas (QIN; ZHONG; WANG, 2021). Ademais, ¢ possivel verificar que o
aumento do nimero médio de ligagdes esta diretamente relacionado ao aumento da cadeia
carbdnica dos ligantes, esses resultados corroboram os dados obtidos no processo de docking
molecular (QU et al., 2022). Contudo, observa-se que ao contrario do que foi exposto nos
resultados do docking molecular (Tabela 11), na dinamica molecular todos os ligantes em algum

momento formaram ligacdo de hidrogénio. Esses resultados podem ser explicados devida a
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diferenca entre um processo dindmico (dinamica molecular) e estatico (docking molecular)

(FATMA et al., 2021).
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi avaliado a producao biocatalitica de biodiesel da composi¢ao
lipidica babagu por meio da hidroesterificagdo enzimatica. Esse processo apresenta diversas
vantagens em relagdo aos processos convencionais, pois permite a aplicagdo de qualquer
matéria-prima (6leo vegetal, gordura animal e oleo residuais) independente do seu nivel de
umidade e acidez. A hidrolise enzimatica proposta, foi realizada com sucesso, visto que houve
um aumento no indice acidez do 6leo de 0,75 para 127,03 mgNaOH/g.

Na otimizacdo da produgdo de ésteres de babagu foi utilizado um planejamento
Taguchi de matriz ortogonal L9. A andlise de variancia dos fatores relacionados ao processo
(ANOVA), expds que a porcentagem de biocatalisador contribuiu de maneira significativa no
processo (67,80%) com p-value 0,043. Nas condigdes Otimas (5 h, 40 °C, razdo molar
AGL/alcool 1:5 e 0,9% de biocatalisador) a conversao teorica foi de 98,64%. Apds a realizacao
da reagdo proposta, notou-se uma conversao de 95,76% que foi validada pela analise
cromatografica seguindo a norma EM 14103. A diferenc¢a de resultado entre a conversao tedrica
e a reagdo real, pode ser explicada devida a influéncia de fatores externos no sistema. Os
resultados de viscosidade cinemadtica e densidade indicam que o biodiesel produzido tem
potencial para aplicagdes futuras.

A modelagem da Eversa® transform 2.0 foi validada pelo grafico de Ramachandran,
onde apresentou 91,5% dos residuos da em regides favoraveis. Além disso, o modelo obtido
apresentou pontuacdo média 3D-1D >0,2 de 93,71% na fungdo Verify 3D comprovando a
compatibilidade do modelo atomico com a sequéncia. Deste modo, a enzima modelada
mostrou-se valida e adequada para estudos posteriores.

Os resultados de docking molecular sugerem que os ligantes estudados
apresentaram afinidade energética com o sitio catalitico da enzima. Foi possivel observar que
todos os ligantes estudados interagiram diretamente com o sitio catalitico € com a cavidade
oxianion. Através desses resultados, gerou-se os complexos que foram avaliados em simulagdes
de dindmica molecular.

Por meio da dindmica molecular, foi possivel observar que os complexos formados
apresentaram alta estabilidade durante as etapas de equilibragdao e producao. Os complexos
enzima-substrato apresentaram baixos valores de RMSD, esses resultados indicam que as poses
escolhidas foram apropriadas para o estudo. Os graficos de ligacdes de hidrogénio expuseram
que os complexos formados demonstraram estabilidade. Ademais, os resultados teodricos e

experimentais expostos nesse trabalho, indicam que os acidos graxos advindos do 6leo de
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babagu formam complexos estaveis com o sitio catalitico da Eversa (Ser 153, His 268 ¢ Asp

206), o que valida a aplicacao da Eversa como biocatalisador na produgdo de esteres metilicos.
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