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RESUMO 

 

Foi realizado um estudo teórico e experimental da produção biocatalítica do biodiesel de babaçu 

por meio da hidroesterificação enzimática. A hidroesterificação é uma rota sintética que se 

baseia na hidrolise seguida da esterificação. A hidrólise completa do óleo de babaçu foi 

conduzida utilizando uma solução com solução mássica de 1:1, a 40 °C por 4 horas empregando 

0,4% da lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) em relação a massa de óleo. Em seguida, 

utilizando a lipase Eversa® Transform 2.0 na etapa de esterificação, foi realizado um 

planejamento estatístico variando os parâmetros: temperatura (25-55 °C), razão molar ácidos 

graxos livres (AGLs) e álcool (1:1 a 1:9), porcentagem de biocatalisador (0,1% a 0,9%) e tempo 

de reação (1-5 horas) através do método Taguchi. A porcentagem de biocatalisador foi o fator 

mais influente sob o processo com percentual de contribuição igual a 67,80%. Os níveis de 

reação ideal obtidos após o tratamento estatístico foram: L3 (5 horas) para o tempo, L2 (40 °C) 

para a temperatura, L2 (1:5 AGL/álcool) para a razão molar e L3 (0,9% de massa em relação a 

massa de AGL) para a porcentagem de biocatalisador, nessas condições, a conversão teórica foi 

de 98,64%. Após a realização da reação proposta, notou-se uma conversão de 95,15% ± 0,1. O 

resultado da reação otimizada foi menor que o valor teórico de conversão proposto, pois, 

biocatalisadores podem perder a sua atividade catalítica facilmente, visto que esses materiais 

são suscetíveis a diversas interferências. Os resultados de viscosidade cinemática e densidade 

indicam que o biodiesel produzido tem potencial para aplicações futuras. Por fim, realizou-se 

um estudo de docking e dinâmica molecular com o intuito de avaliar a estabilidade dos 

complexos formados entre os ácidos octanóico, decanóico, dodecanoico, tetradecanóico, 

hexadecanóico e cis-9-octadecenóico e a Eversa lipase. A proteína foi modelada por homologia, 

através do digrama de Ramachandran foi possível identificar as regiões que mantiveram a 

estrutura conservada e os locais variáveis com alinhamento. Além disso, o modelo obtido 

apresentou pontuação média 3D-1D ≥ 0,2 de 93,71% na função Verify 3D comprovando a 

compatibilidade do modelo atômico com a sequência de aminoácidos. Foi observado nos 

resultados de docking molecular que os ligantes interagiram diretamente com o sítio catalítico 

(Ser153, Asp206 e His268) e a cavidade oxiânion (Leu154 e Ser91), esses resultados sugerem 

que as combinações entre os ligantes com a enzima foram estáveis. Nas simulações de dinâmica 

molecular, constatou-se por meio do Root Mean Square Deviation (RMSD) que não houve 

grandes mudanças conformacionais dos complexos estudados durante os períodos de simulação, 

com RMSD abaixo de 2,0Å. Ademais, os resultados teóricos e experimentais expostos neste 

trabalho, indicam que os ácidos graxos advindos do óleo de babaçu formam complexos estáveis 



 

com o sítio catalítico da Eversa, o que valida a sua aplicação na produção de ésteres metílicos 

de babaçu.  

 

Palavras-chave: biodiesel; hidroesterificação; método taguchi; docking molecular; dinâmica 

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 

(Leu154 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 Å. 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 INTRODUÇÃO 

 

Os combustíveis são compostos que durante a queima liberam uma determinada 

quantidade de energia térmica. Podem ser obtidos de origem renovável e não renovável, 

podendo ser classificados de acordo com a fase na qual são normalmente manuseados, quais 

sejam: líquidos, sólidos ou gasosos (CAVALCANTE et al., 2021). Os combustíveis de fontes 

não renováveis, que também são conhecidas como combustíveis fosseis, são substâncias 

formadas através da decomposição de resíduos orgânicos ao longo dos anos. As principais 

vantagens associadas ao uso desse material referem-se ao seu baixo custo de obtenção, 

manutenção e transporte (MOSAROF et al., 2015). No entanto, a queima dessas substâncias 

gera diversos gases como o monóxido e dióxido de carbono (CO e CO2, respectivamente) que 

são nocivos à saúde humana e ao meio ambiente. Ademais, como os combustíveis fosseis são 

formados em um processo extremamente lento e consumidos em uma velocidade exacerbada, 

há grandes chances de haver problemas de abastecimento desses combustíveis com o passar 

dos anos (AGHBASHLO et al., 2021; GOH et al., 2019; MANAF et al., 2019). 

Sabe-se que o petróleo é o combustível fóssil 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 Agência 

Internacional de Energia dos Estados Unidos (IEA), estima que haverá um déficit de oferta de 

petróleo no mundo a partir de 2025 (ABUDU; SAI, 2020). Desse modo, os combustíveis 

renováveis surgem como uma alternativa para suprir essa demanda energética (GOH et al., 2019; 

MANAF et al., 2019). 

Os combustíveis renováveis, que também são conhecidos como biocombustíveis, 

são advindos de produtos agrícolas como açucares, óleos de origem animal e vegetal, biomassa 

florestal, dentre outras fontes energéticas (PENG et al., 2020). Dentre os combustíveis 

renováveis destaca-se o biodiesel, uma vez que é utilizado em mistura ao diesel fóssil, em 

motores de combustão interna do ciclo Diesel (LI et al., 2014; PENG et al., 2020). 

Benefícios como lubricidade, fácil transporte e armazenamento, tornam o biodiesel 

um combustível 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 Nº 11.097. No 

ano de 2008, o Brasil passou a tornar obrigatória a adição de um percentual de 2% de biodiesel 

no diesel comercializado. Ademais, foi instituído 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 óleo vegetal, gordura animal, óleos residuais, 

dentre outros (GOH et al., 2019). As fontes oleaginosas são formadas pela condensação de 

ácidos graxos e glicerol, formando glicerídeos. Vale ressaltar que as características fisiológicas 

da fonte oleaginosas influência diretamente nas propriedades do óleo e, consequentemente nas 

característica físico-químicas do biodiesel produzido (MUÑIZ et al., 2016; TEMÓTEO et al., 

2018; ZIȨBA et al., 2010). 

Por conta dos fatores supracitados, esse trabalho estudou a aplicação do óleo de 

babaçu (Attalea speciosa) na produção de biodiesel. O fruto do babaçu foi escolhido por estar 

presente em cerca de 196 mil km2 do território brasileiro, sendo que a maior parte das palmeiras 

estão localizadas nas regiões norte e nordeste (EMMERICH et al., 1987; STAUFENBERG et 

al., 2018).  

Conforme a resolução N° 45, de 25 de agosto de 2014, da Agência Nacional de 

Petróleo Gás Natural e Biocombustíveis (ANP), o biodiesel é um combustível composto por 

alquil ésteres de ácidos carboxílicos de cadeia longa (ANP, 2014). Essas substâncias podem ser 

produzidas por meio da modificação química de matérias graxas (gorduras de origem animal 

ou vegetal) empregando rotas convencionais como a transesterificação e/ou esterificação. No 

entanto, a produção biocatalítica por hidrólise seguida de esterificação, denominada 

hidroesterificação, 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 exceção do craqueamento térmico, podem ser 

realizados na presença de catalisadores homogêneos, heterogêneos ou enzimáticos. Os 

catalisadores enzimáticos demonstram ser uma alternativa viável dentre os diversos tipos de 

catalisadores existentes, pois esses materiais geram menos resíduos além de serem menos 

agressivos ao meio ambiente quando comparados aos catalisadores químicos (CACICEDO et 

al., 2019; SHELDON; WOODLEY, 2017) 

Todavia, há problemas associados a aplicação dos biocatalisadores em escala 

industrial, uma vez que esses possuem um preço elevado, além de apresentarem baixa 

estabilidade operacional. Dessa forma, diversas estratégias são empregadas com o objetivo de 

ampliar a aplicação dos biocatalisadores na indústria, técnicas de imobilização enzimática, 

utilização de solventes verdes e manipulação genética na produção de enzimas, são algumas 

das técnicas que podem ser utilizadas (ELGHARBAWY et al., 2018; FILHO; SILVA; GUIDINI, 

2019; MONTEIRO et al., 2021). 

As manipulações genéticas são empregadas na produção de enzimas solúveis, essa 
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modificação 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 biológico é produzido através da modificação genética da lipase 

de Thermomyces lanuginosus expressa em uma cepa de Aspergillus oryzae. Esse biocatalisador 

foi projetado para ser um material viável economicamente, podendo ser aplicado em reações de 

produção de ácidos graxos livres, glicerídeos e biolubrificantes (CARVALHO et al., 2021; 

CHANG; CHAN; SONG, 2021; MOLINA-GUTIÉRREZ et al., 2021).  

Com isso, compreender os processos enzimáticos em nível atômico e molecular 

pode facilitar a aplicação desses materiais em larga escala. O desenvolvimento de computadores 

e softwares com alta capacidade de processamento, fez com que a química computacional e a 

bioinformática se expandissem e se consolidassem como áreas de fundamental importância para 

a compreensão de processos em nível atômico (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 síntese de ésteres metílicos do 

óleo de babaçu (FAME). Para produção dos FAME foi empregada a hidroesterificação 

enzimática visto que essa estratégia ocasiona um menor impacto ao meio ambiente, quando 

comparado a rotas convencionais. Além disso, foram realizados estudos teóricos da etapa de 

esterificação. O docking molecular, foi utilizado com o intuito de obter as melhores poses de 

conformação entre os ácidos graxos e o sítio catalítico da enzima, bem como compreender a 

natureza dessas interações. Já nos estudos de dinâmica molecular, foram avaliados a 

estabilidade do complexo enzima-substrato em condições reacionais de produção.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Realizar um estudo teórico e experimental da produção biocatalítica do biodiesel 

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

 

2.2 Objetivos específicos 

 

a) Sintetizar o biodiesel metílico de babaçu empregando a Eversa® Transform 2.0 

como biocatalisador; 

b) Estudar a influência da temperatura, razão molar, tempo de reação e 

porcentagem de biocatalisador no processo; 

c) Realizar a caracterização físico-química dos ésteres metílicos de babaçu; 

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

e) Efetuar estudo in silico e avaliar teoricamente o acoplamento molecular e 

calcular as energias de interação enzima-substrato; 

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

molecular. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Biodiesel  

 

Os biocombustíveis são substâncias renováveis advindos da biomassa que possuem 

a capacidade de substituir de maneira parcial ou total os combustíveis fósseis em motores de 

combustão interna (ATADASHI; AROUA; AZIZ, 2011; SALUJA; KUMAR; SHAM, 2016). 

Quando comparado ao diesel, o biodiesel apresenta vantagens como a redução dos impactos ao 

meio ambiente, ótima da lubricidade, facilidade de transporte e armazenamento pois apresenta 

um menor risco de explosão (LI et al., 2014). 

Considerando os benefícios citados acima, a mistura do biodiesel ao diesel de 

origem não renovável vem aumentando consideravelmente com o passar do tempo. Essa 

política de inserção do biodiesel na matriz energética brasileira, teve início no ano de 2003 de 

maneira voluntária com um percentual de 2% até o ano de 2007. No ano de 2008, a adição de 

2% de biodiesel ao diesel (B2) tornou-se obrigatória. Com o passar dos anos esse percentual foi 

progredindo, sendo que a meta estabelecida pelo governo é 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, babaçu, mamona, etc.), gorduras de origem animal, óleos residuais, algas e 

cianobactérias (FATIH DEMIRBAS, 2009; FERREIRA MOTA et al., 2022; PENG et al., 2020; 

SALUJA; KUMAR; SHAM, 2016). Grande parte dos óleos e gorduras são formados por ácidos 

graxos ligados a uma molécula de glicerol formando mono, di ou triacilglicerídeos, podendo 

conter também ácidos graxos em sua forma livre. 

A origem do óleo ou da gordura influencia diretamente na estrutura das cadeias 

graxas e, por conseguinte, nas propriedades físico-químicas do biodiesel (MANAF et al., 2019). 

As cadeias graxas se diferem em tamanho, número de saturação e nas suas proporções. Vale 

ressaltar, que alguns ácidos graxos podem conter em sua estrutura grupos funcionais, tais como 

álcoois, epoxidos, cetonas, etc. (GOH et al., 2019). 

O uso de óleo, gorduras e seus derivados no processo de combustão interna teve 

início no ano de 1900 na Exposição de Paris. Na época, Rudolph Diesel (criador do motor de 

combustão interna que leva o seu nome) realizou testes com uma mistura contendo petróleo 

bruto com óleo de amendoim (SHAY, 1993). Contudo, a necessidade eminente de aumentar a 

eficiência do motor aliado a redução de custos ocasionou mudanças nos motores e combustíveis, 
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essas modificações inviabilizaram o uso direto de óleos vegetais in natura. Desse modo, para a 

utilização de óleos e gorduras como combustíveis, é necessário realizar uma modificação 

química com o intuito de aproximar as suas propriedades ao do óleo diesel (MA; HANNA, 

1999). 

Sabe-se que uma única fonte oleaginosa pode conter 10 tipos diferentes de ácidos 

graxos conectados ao glicerol, sendo que a composição química desses óleos está diretamente 

relacionada com funções fisiológicas da planta (SHAY, 1993). Com isso, a diversidade natural 

das matérias graxas amplia a necessidade de pesquisar e desenvolver processos com ênfase na 

produção de óleos com diferentes propriedades (AGHBASHLO et al., 2021; ATADASHI; 

AROUA; AZIZ, 2011; PENG et al., 2020; SALUJA; KUMAR; SHAM, 2016). 

 

3.2.1 O babaçu  

 

O babaçu é um fruto obtido da palmeira da espécie Attalea speciosa, nativas da 

região norte e áreas de cerrado brasileiro (JACKSON; LONGENECKER, 1944). Essas 

palmeiras recobrem cerca de 196 mil km2 do território brasileiro e são encontradas de maneira 

maciça nos estados do Maranhão e Piauí, na Mata dos Cocais (região de transição entre a 

Caatinga, Cerrado e Amazonia) (DOS SANTOS et al., 2017). Além disso, podem ser 

encontradas também nos estados do Ceará, Pará, Mato Grosso e Tocantins (TEIXEIRA, 2008) 

O babaçu contém de 8 a 15 centímetros de comprimento e pode ser dividido em três 

partes: externa (epicarpo), intermediaria (mesocarpo) e interna (endocarpo) (TEIXEIRA, 2008). 

Na parte interna desse fruto estão contidas várias sementes (ou amêndoas) que são utilizadas na 

extração de óleo de coco de babaçu (DA SILVA et al., 2019). A descrição e ilustração dos 

componentes do fruto está exposta na figura 1. 

 

Figura 1- Descrição, ilustração e composição percentual dos componentes do babaçu 

 
Fonte: Adaptado de Da Silva et a., 2019. 
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O epicarpo contém fibras resistentes que podem ser empregadas na produção de 

escovas e tapetes (REUL et al., 2019). Do mesocarpo pode ser extraído uma farinha de alto 

valor nutricional com propriedades anti-inflamatórias e analgésicas (MANIGLIA; TAPIA-

BLÁCIDO, 2016; SARAIVA RODRIGUES et al., 2020). O endocarpo é rico em lignina e pode 

ser utilizado como matéria-prima para a produção de isolantes, fabricação de álcool metílico, 

ácido acético, alcatrão e carvão. Já as amêndoas são empregadas na produção cosméticos, 

lubrificantes e biodiesel. Além disso, o material fibroso remanescente das sementes pode ser 

utilizado na alimentação animal (EMMERICH et al., 1987; STAUFENBERG et al., 2018). 

Estima-se que uma palmeira de babaçu tenha a capacidade de produzir anualmente 

aproximadamente 2 mil frutos (JACKSON; LONGENECKER, 1944; REUL et al., 2019; 

TEIXEIRA, 2008). Cada fruto contém de 3 a 5 amêndoas, sendo composto por, 

aproximadamente, 68% de óleo (TEIXEIRA, 2008). Destaca-se que em condições favoráveis 

ao crescimento das palmeiras, esse valor pode chegar a 72% (JACKSON; LONGENECKER, 

1944). Outro aspecto positivo, refere-se ao processo de secagem das amêndoas que pode ser 

realizado ao ar livre. Após o processo, as amêndoas podem absorver até 4% de umidade sendo 

que esse aumento de umidade não interfere na qualidade do óleo (EMMERICH et al., 1987). 

Somente em 2020, cerca de 47.640 toneladas de amêndoas de babaçu foram 

coletadas. Conforme está exposto na tabela 1, a região nordeste é responsável diretamente por 

cerca de 99% da extração do país. Vale destacar que o estado do Maranhão concentra cerca de 

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

 

Tabela 1 - Quantidade de amêndoas de babaçu produzidas em tonelada por região 

Região Quantidade produzida (t) Porcentagem relativa (%) 

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 Estatística (2020) 

  

O óleo de babaçu, assim como todo óleo vegetal, é formado majoritariamente por 

triacilglicerídeos contendo em sua composição ácidos graxos livres (JACKSON; 

LONGENECKER, 1944). A tabela 2 expõe os principais ácidos graxos presentes no óleo 
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babaçu, bem como a sua composição percentual. 

 

Tabela 2 - Composição de ácidos graxos presentes no óleo de babaçu segundo a literatura 

Ácidos graxos 

Composição 

percentual (%) 

 

(JACKSON; 

LONGENECKER, 

1944) 

Composição 

percentual (%) 

 

(FIGUEREDO et al., 

2020) 

Composição 

percentual (%) 

 

(MOREIRA et al., 

2020b) 

 

Ácido Capróico 0,15 
0,33 

 
0,80 

Ácido Caprílico 4,8 5,35 9,64 

Ácido Cáprico 6,61 5,49 6,85 

Ácido Láurico 44,1 50,99 41,55 

Ácido 

Mirísitico 
15,4 17,43 14,01 

Ácido 

Palmítico 
8,5 8.23 6,96 

Ácido Esteárico 2,65 1,61 2,66 

Ácido Oléico 16,1 7,81 11,04 

Ácido 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 obtenção 

 

O biodiesel pode ser produzido através de processos já conhecidos como: pirólise 

ou craqueamento, esterificação, transesterificação e hidroesterificação. Nos últimos anos o 

processo de hidroesterificação vem sendo amplamente estudado, pois permite a aplicação de 

qualquer matéria-prima (óleos vegetais, gorduras animais e óleo residuais) independente do seu 

nível 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 Hidroesterificação 

 

A hidroesterificação é uma rota sintética onde ocorre a hidrólise seguida de uma 

esterificação (Figura 2). 

 

Figura 2 - Representação diagramática da síntese de biodiesel por hidroesterificação 

  

                  Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 

A hidrolise é baseada na reação química entre um óleo ou gordura com água, no 

final do processo ocorre a formação de glicerina e ácidos graxos (Figura 3). Essa etapa é 

empregada para aumentar propositalmente a acidez do óleo, ou seja, mesmo que a gordura 

utilizada seja de baixa qualidade, baixa acidez ou tenha umidade elevada, o produto final da 

hidrólise terá uma alta acidez (WANCURA et al., 2019, 2021). Outra vantagem dessa 

metodologia, é que a glicerina formada contém uma maior pureza que a glicerina obtida através 

da transesterificação (COSTA et al., 2020; POURZOLFAGHAR et al., 2016). 
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Figura 3 - Representação esquemática do processo de hidrólise 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Logo após a etapa de hidrólise e remoção da glicerina, ocorre a esterificação dos 

ácidos graxos formados (Figura 4). Esse processo gera um biodiesel de alta pureza, ou seja, 

não há a necessidade de etapas de lavagem. Vale ressaltar que a água que é formada ao final 

do processo pode ser reutilizada na etapa de hidrolise (POURZOLFAGHAR et al., 2016; 

WANCURA et al., 2021). 

 

Figura 4 - Representação esquemática da reação de esterificação 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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3.3.2 Pirólise 

 

A pirolise que também conhecida é como craqueamento térmico, consiste na quebra 

das moléculas de óleo (ou gordura) a altas temperatura. Durante esse processo, ocorre a ruptura 

das ligações químicas gerando moléculas menores. A principal vantagem dessa técnica é que o 

produto formado apresenta propriedades similares ao do diesel, entretanto, esse processo 

contém um alto custo associado. Ademais, ao final do processo são geradas também moléculas 

oxigenadas com alta acidez demandando a aplicação de um processo de purificação (HOANG 

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

 

3.3.3 Esterificação 

 

A reação de esterificação refere-se à formação de ésteres a partir da reação de um 

ácido graxo com um álcool, como subproduto têm-se a formação de água (Figura 4). Esse 

método apresenta vantagens em relação ao método de transesterificação, uma vez que diferem 

no percussor utilizado (ácido graxo ao invés de triaglicerídeos) tornando-o mais vantajoso por 

conta da possibilidade de utiliza matérias primas de baixo valor agregado (como óleos residuais 

e borras ácidas), outro aspecto positivo é a não formação de glicerol. A maior desvantagem 

desse método é que o rendimento está associado ao nível de acidez da matéria-prima, além 

disso, há pouca disponibilidade de resíduos ácidos o que inviabiliza a sua aplicação em larga 

escala (CAO et al., 2021; MANDARI; DEVARAI, 2021; MUANRUKSA; 

KAEWKANNETRA, 2020). 

 

3.3.4 Transesterificação 

 

A transesterificação é a rota mais utilizada industrialmente para produção de 

biodiesel. A reação consiste na transformação de um éster em um novo éster através da troca 

do grupo alquil (Figura 5). Deste modo, a formação do biodiesel ocorre através da reação entre 

1 mol triacilglicerídeo com 3 mols de álcool (metanol ou etanol), ao final do processo verifica-

se a formação de uma mistura de ésteres monoalquílicos de ácidos graxos (metílicos ou etílicos) 

e glicerol como subproduto (DING et al., 2018; MANDARI; DEVARAI, 2021; MOAZENI; 

CHEN; ZHANG, 2019). 
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Figura 5  - Representação esquemática da reação de transesterificação 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

As principais vantagens relacionadas a esse processo referem-se à simplicidade do 

processo e produção de biocombustíveis com características similares ao diesel (ANAND 

KUMAR et al., 2019). Contudo, a necessidade de utilização de reagentes com alto grau de 

pureza e a necessidade de um pré-tratamento podem ser grandes empecilhos na utilização dessa 

estratégia (MANDARI; DEVARAI, 2021). 

 

3.4 Tipos de catalisadores 

 

Com exceção do craqueamento térmico, as reações citadas anteriormente são 

conduzidas na presença de catalisadores. Deste modo, é de suma importância conhecer os tipos 

de catálises e seus respectivos catalisadores. 

 

3.4.1 Catalisadores homogêneos 

 

A catalise homogênea, é caracterizada pela utilização dos catalisadores e reagentes 

na mesma fase, ou seja, um sistema monofásico (KUMAR; DAW; MILSTEIN, 2022). Esse 

processo pode ser empregue em reação na fase gasosa e, principalmente, em fases liquidas 

(DOS PASSOS GOMES; POLLICE; ASPURU-GUZIK, 2021). 

A produção de biodiesel pode ser conduzida empregando catalisadores ácidos ou 

básicos. Os catalisadores alcalinos (hidróxidos alcalinos ou alcóxidos metálicos) são utilizados 
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comercialmente no processo de transesterificação para a produção de biodiesel 

(SUNDARAMAHALINGAM et al., 2021). Vale destacar, que esses catalisadores demonstram 

ser altamente eficazes, alcançando altíssimos rendimentos. Contudo, esse tipo de catálise 

contém algumas desvantagens, como a necessidade de neutralização, problemas de 

envenenamento e a necessidade da adição de etapas de separação e purificação (KASIRAJAN, 

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

 

3.4.2 Catalisadores heterogêneos 

 

A catalise heterogênea, é caracterizada pela utilização de catalisadores e reagentes 

em fases distintas (LEE et al., 2014). Vale destacar, que a velocidade de reação está diretamente 

relacionada com a área superficial disponível para o contato do catalisador com os reagentes, 

ou seja, a reação ocorre na superfície através de fenômenos de adsorção, podendo ocorrer 

quebra e/ou, formação de ligações (AWOGBEMI; KALLON; AIGBODION, 2021; TANG et 

al., 2018). 

As principais vantagens relacionadas ao uso desses catalisadores, referem-se a sua 

facilidade de remoção do meio reacional e regeneração, além de sua reutilização (MUKHTAR 

et al., 2022). A principal desvantagem do uso dos catalisadores heterogêneos refere-se a sua 

baixa seletividade, quando comparados aos catalisadores enzimáticos (ALEMAN-RAMIREZ 

et al., 2021; MAHMOOD KHAN et al., 2020). 

 

3.4.3 Catalisadores enzimáticos 

 

A biocatálise é caracterizada pela aplicação de catalisadores enzimáticos (lipases) 

no processo (CHANG; CHAN; SONG, 2021). Os biocatalisadores demonstram ser uma 

alternativa viável dentre os diversos tipos de catalisadores existentes, pois geram menos 

resíduos e são menos agressivos ao meio ambiente quando comparados aos catalisadores 

químicos (KHOOBBAKHT et al., 2020). Além disso, o uso de catalisadores enzimáticos gera 

produtos com alto grau de pureza, outro aspecto positivo é que durante o processo não ocorre 

saponificação, ademais, o procedimento é realizado sob condições brandas o que reduz os 

custos de produção (MOREIRA et al., 2020b; SANTOS; PUNA; GOMES, 2020) 

Todavia, o custo das enzimas associada à sua estabilidade acabam atrapalhando o 

seu uso em escala industrial (WU et al., 2021). Além disso, a reutilização dessas enzimas pode 

ser um procedimento complicado. Desse modo, uma alternativa viável para contornar esses 

problemas, é o processo de imobilização de enzimas em suportes sólidos (BONAZZA et al., 
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2018; DA S. MOREIRA et al., 2022). 

 

3.5 Enzimas 

 

As enzimas são macromoléculas orgânicas de origem geralmente proteicas (exceto 

as Riboenzimas) desenvolvidas por organismos vivos, essas moléculas agem como 

catalisadores biológicos em reações bioquímicas específicas, sendo essenciais para regulação e 

desenvolvimento da vida (FERREIRA-LEITÃO et al., 2017). O uso das enzimas como 

catalisadores em processos bioquímicos é denominado como biocatálise (ASHKAN et al., 2021; 

SARAVANAN et al., 2021). Essa biomolécula tem a capacidade de aumentar a velocidade de 

reação por meio da redução da energia de ativação, sem alterar o equilíbrio da reação, além de 

serem conservadas ao final do processo (GHOSH; SOMASUNDAR; SEN, 2021; PLANAS-

IGLESIAS et al., 2021). 

Os biocatalisadores podem operar em condições brandas de temperatura e pressão 

sem que haja perda de atividade, além disso, possuem alta seletividade e especificidade, são 

biocompatíveis e biodegradáveis (BELL et al., 2021; WU et al., 2021; YI et al., 2021). Devida 

as propriedades citadas, os catalisadores biológicos podem apresentar algumas vantagens em 

relação aos catalisadores químicos, visto que seu uso pode impactar diretamente na redução dos 

custos de processo, em virtude da diminuição do consumo de energia relacionado a reação e da 

geração de coprodutos e resíduos (CHAPMAN; ISMAIL; DINU, 2018). 

Desse modo, as enzimas estão cada vez mais requeridas em processos industriais 

devida à necessidade de realizar processos mais sustentáveis (CHAPMAN; ISMAIL; DINU, 

2018; WU et al., 2021). Todavia, ainda que os biocatalisadores possam apresentar maiores 

benefícios ao meio ambiente que os catalisadores químicos, é preciso que suas aplicações sejam 

mais rentáveis para que possa competir com os catalisadores químicos em uma perspectiva 

econômica (FERREIRA-LEITÃO et al., 2017; SARAVANAN et al., 2021). 

No geral, as enzimas utilizadas em processos industriais pertencem a classe das 

hidrolases, dentre essas, as lipases são as enzimas que contém maior destaque por conta da série 

de reações que estão aptas a catalisar, podendo ser empregadas nas áreas de modificação de 

alimentos, farmacêutica, química fina, produção de biocombustíveis, dentre outras (BASSO; 

SERBAN, 2019). Esses catalisadores biológicos contêm uma elevada enantiosseletividade e 

estabilidade na presença de solventes orgânicos, 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 são enzimas pertencentes à classe das hidrolases (E.C.3.1.1.3 

triacilglicerol hidrolases) (PADJADJARAN, 2020; SALGADO; DOS SANTOS; VANETTI, 

2022). Essas macromoléculas biológicas têm a função natural de catalisar a reação de hidrolise 

de triacilglicerídeos em ácidos graxos e glicerídeos em superfícies água-óleo (BONAZZA et 

al., 2018; SALGADO; DOS SANTOS; VANETTI, 2022). Em meios reacionais com água em 

excesso, as lipases agem na superfície orgânico-aquosa catalisando o processo de hidrolise de 

ligações éster carboxilato, desta reação são liberados ácidos graxos e glicerol (PELLIS et al., 

2018). No entanto, ao entrarem em contato com meios orgânicos pode ocorrer reações adversas, 

por conta de mudanças no comportamento enzimático as lipases podem estar aptas a catalisar 

as reações de alcóolise, acidólise, interesterificação, esterificação, aminolise e diversas outras 

reações para originar novos tipos de lipídios (CACICEDO et al., 2019; FILHO; SILVA; 

GUIDINI, 2019; MONTEIRO et al., 2021a) 

Além dos atributos supracitados, as lipases são enzimas que possuem a habilidade 

de hidrolisar substratos insolúveis(SARMAH et al., 2018). Durante esse processo as lipases são 

adsorvidas a superfície do substrato por meio do mecanismo de ativação interfacial (FILHO; 

SILVA; GUIDINI, 2019; SARMAH et al., 2018). Em sistemas aquosos, o centro ativo dessas 

enzimas é mantido isoladas do meio reacional através de uma cadeia polipeptídica 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 inalcançável aos 

substratos e solventes, durante esse fenômeno a parte interna da tampa que tem natureza 

hidrofóbica interage com a área hidrofóbica do sítio ativo (SHELDON; WOODLEY, 2017). Já 

na forma aberta, ocorre a interação entre a enzima e uma superfície hidrofóbica proporcionando 

a abertura da tampa, essa desobstrução viabiliza a entrada ao centro ativo (CHAPMAN; 

ISMAIL; DINU, 2018; WU et al., 2021; YI et al., 2021). O sítio ativo das lipases é composto 

por três resíduos de aminoácidos, um resíduo nucleofílico que pode ser composto por cisteína, 

serina, ou aspartato, um resíduo ácido catalítico que pode ser constituído por glutamato ou 

aspartato, e um resíduo de histidina, já a tampa pode ser formada por uma ou duas hélices, ou 

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

 

3.5.1.1 Lipase de Thermomyces lanuginosus 

 

A lipase de Thermomyces lanuginosus é uma proteína de cadeia simples formada 

por 269 aminoácidos pertencente a classe das hidrolases com (E.C 3.1.1.3)(FERNANDEZ-
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LAFUENTE, 2010). O peso molecular dessa macromolécula é 31,700 g/mol e seu ponto 

isoelétrico é 4,4 (JHA et al., 1999). Essa lipase contém uma forma aproximadamente esférica, 

com uma dimensão em 35 Å × 45 Å × 50 Å, seu núcleo central é composto de oito fita, com 

pré estrutura de folha beta predominantemente com cinco alfa-hélices. A tampa dessa enzima é 

um loop de interface móvel alfa-helicoidal formada dos aminoácidos 86-93 que recobre o sítio 

ativo dessa enzima(FERNANDES et al., 2004). O seu sito é formado pela tríade Ser-His-Asp 

(FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). A figura 6 expõe a estrutura aberta dessa enzima.  

 

Figura 6 - Representação da estrutura 3D da Lipase de Thermomyces 

lanuginosus em conformação aberta (código PDB: 1DT3) 

 

Fonte: Adaptada de Protein Data Bank (2022). 

 

3.5.1.2 Lipase Eversa® Transform 2.0 

 

Com o objetivo de baratear a utilização de enzimas na produção de biodiesel, a 

empresa Novozymes elaborou uma lipase de Thermomyces lanuginosus, na qual nomeou de 

CalleraTM Trans, posteriormente, passou a ser chamada de Eversa® Transform, essa enzima foi 

desenvolvida especificamente para a síntese de biodiesel (MONTEIRO et al., 2021). No ano de 

2014, foi divulgada a sua primeira versão, conhecida por Eversa® Transform, em 2016, foi 

lançada a segunda versão denominada Eversa® Transform 2.0 (MIRANDA et al., 2020). Essas 

enzimas, são comercializadas em fase aquosa, apresentando uma elevada atividade na 

esterificação de ácidos graxos e transesterificação de glicerídeos (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 resíduos de 

aminoácidos. A sua tríade catalítica é composta por Asp206, His268 e Ser153. Já a cavidade 

oxiânion contém resíduos de Leu154 e Ser91 (LAN et al., 2021). A sua fabricante afirma que a 

enzima é estabilizada em água, além disso apresenta um alta estabilidade e vida útil (no mínimo 

dois meses a temperatura inferiores a 25 °C). A Eversa apresenta maior atividade catalítica em 

40 °C, contudo, pode apresentar estabilidade a temperaturas maiores que 45 °C (ARANA-

PEÑA; LOKHA; FERNÁNDEZ-LAFUENTE, 2018; MOLINA-GUTIÉRREZ et al., 2021).  

  

3.6 Docking molecular 

 

O docking molecular é uma estratégia de simulação empregada na análise das 

interações moleculares entre uma proteína de conformação tridimensional conhecida e um 

ligante. Através dessa metodologia, é possível obter informações sobre as conformações 

energeticamente estáveis do complexo proteína-ligante (BÖHM, 1998; PAGADALA; SYED; 

TUSZYNSKI, 2017). Para os métodos de amostragem de simulação de docagem molecular, 

pode-se considerar modelos na qual tanto a proteína quanto o ligante são inflexíveis, modelos 

em que tanto a proteína quanto o ligante são flexíveis, ou modelos onde a proteína é fixa e o 

ligante é flexível (GAUTHIER et al., 2019; HANWELL et al., 2012).   

Os modelos em que a tanto a proteína quanto o ligante são fixos, é conhecida como 

metodologia de docagem rígida. Nessa metodologia, considera-se três graus de liberdade 

rotacional e três de liberdade translacionais, de modo que que essa estratégia é mais adequada 

para utilização em sistemas onde ocorre interação entre proteínas, uma vez que o número de 

graus de liberdade conformacionais a serem estudados são altos (FAN; FU; ZHANG, 2019; 

VAKSER, 1995).  

No método de docagem flexível, considera-se o ligante flexível e a proteína é 

considerada parcial ou totalmente flexível. Vale destacar que o grau de liberdade do sistema 

está diretamente relacionado a flexibilidade da proteína. Com isso, a execução de docagens que 

utilizem essa estratégia demandam não só um maior tempo, mas como também computadores 

com maior capacidade de processamento (ABDELSATTAR; DAWOUD; HELAL, 2020; 

KROVAT; STEINDL; LANGER, 2006; VAKSER, 1995). 

Já a docagem semiflexível, a proteína é considerada rígida, com seis graus de 

liberdade similar ao método de docagem rígida, e o ligante é considerado flexível, de maneira 

que são considerados todos os seus graus de liberdade. Nesse método leva-se em consideração 
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que a proteína fixa tem a capacidade de identificar os ligantes a serem docados, vale ressaltar 

que essa simplificação 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 

estocásticos, técnicas de busca sistêmica e métodos simulacionais. Os algoritmos de procura 

estocásticos baseiam-se na modificação randômica dos graus de liberdade, através dessa 

metodologia a resolução do sistema é obtida rapidamente. No entanto, essa estratégia não 

assegura a execução de uma varredura completa pelo espaço conformacional, ou seja, a melhor 

solução nem sempre é obtida pelo algoritmo. As técnicas de busca sistêmica baseiam-se na 

associação de valores discretos a cada grau de liberdade, de maneira que as coordenadas são 

obtidas através de combinações. Por fim, as metodologias simulacionais expõem mudanças do 

sistema com o decorrer do tempo é descrita, uma dessas metodologias que é bastante estudada 

é dinâmica molecular (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006; DIAS; DE AZEVEDO JR., 

2008; FAN; FU; ZHANG, 2019). 

As funções de pontuação (scoring), são empregadas na definição do 

posicionamento dentro dos grupos de posição obtidos através do sistema de amostragem. Essas 

funções podem fundamentar-se em campos de força, funções empíricas ou funções baseadas no 

conhecimento (DIAS; DE AZEVEDO JR., 2008; GUEDES; DE MAGALHÃES; DARDENNE, 

2014). 

As funções de pontuação que se baseiam em campo de força são fundamentadas na 

mecânica molecular, de maneira que ocorre a aproximação da energia potencial do sistema 

através do somatório das forças inter e intramoleculares e demais contribuições. As funções 

empíricas baseiam-se na soma dos termos de energia empírica, como em interações 

eletroestáticas, forças de Van de Waals, ligações de hidrogênio, modelos de dessolvatação, 

interações hidrofóbicas, etc. Esses termos de energia são moderados por coeficientes, que são 

desenvolvidos para descreverem dados de afinidade de ligação de um conjunto de treinamento, 

por meio da regulação de mínimos quadrados (DIAS; DE AZEVEDO JR., 2008; FAN; FU; 

ZHANG, 2019; KROVAT; STEINDL; LANGER, 2006).  

Por fim, as funções fundamentadas em conhecimento reconhecem que as interações 

entre ligante e proteína estatisticamente mais estudadas referem-se a contatos mais favoráveis. 

Desse modo, através de um banco de dados de estruturas, a periodicidade das interações de 

todos os átomos do complexo ligante-proteína é estimada e convertidas em componentes de 

energia (GUEDES; DE MAGALHÃES; DARDENNE, 2014; KROVAT; STEINDL; LANGER, 

2006; SHOICHET et al., 2002).  
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3.7 Dinâmica molecular 

 

A ampliação do poder de processamento de computadores possibilitou cálculos de 

sistema com milhares de átomos. Essas simulações que são conhecidas como dinâmica 

molecular (DM), são empregadas no estudo da dinâmica e estruturas de macromoléculas, dentre 

elas, destaca-se as proteínas (HANSSON; OOSTENBRINK; VAN GUNSTEREN, 2002). Por 

meio dessa metodologia, é possível avaliar, preliminarmente, experimentos complexos 

(HILDEBRAND; ROSE; TIEMANN, 2019). Vale ressaltar, que essa estratégia pode ser 

utilizada após o processo de docking molecular, de maneira que, partindo da melhor pose, é 

possível compreender não só a interação ligante-proteína no transcorrer do tempo, mas como 

também, o papel do solvente e as forças atuantes no sistema (SEYYEDATTAR; 

ZENDEHBOUDI; BUTT, 2019).  

Para que simulação de sistemas com um número de átomos elevados (centenas ou 

milhares) sejam realizados é necessário seguir alguns passos (HANSSON; OOSTENBRINK; 

VAN GUNSTEREN, 2002). Abaixo, está exposto as etapas essenciais para realização da 

dinâmica molecular: 

a) Estabelecer configuração iniciais, que podem ser encontradas em bancos de dados 

especializados, gerados em cristalografia, ou obtidos através da docagem molecular;  

b) Calcular as forças atuantes sobre cada partícula. Para o cálculo dessas interações 

interatômicas, utiliza-se um campo de força; 

c) Aprimoramento da estrutura, produzida por meio de algoritmos genéricos ou 

métodos de gradiente; 

d) Dinâmica da estrutura. Realizada por meio da integração da equação de movimento 

de Newton empregando-se métodos numéricos; 

e) Avaliação dos resultados mediante as propriedades de equilíbrio. 

 

3.7.1 Condições periódicas de contorno 

 

As condições periódicas de contorno, são empregadas com um meio de assemelhar 

o sistema estudado a um sistema macroscópico (HOLLINGSWORTH; DROR, 2018). Nessa 

estratégia utiliza-se uma menor quantidade de partículas, que represente significativamente o 

sistema estudado. Salienta-se que a definição dessas condições é de suma importância, pois, 

uma maior quantidade de partículas exigiria uma maior capacidade de processamento e, 

consequentemente, um maior tempo se simulação (SEYYEDATTAR; ZENDEHBOUDI; 

BUTT, 2019). As definições de limites possibilitam que os átomos 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, são replicados nas demais 

caixas, de modo que se uma molécula sai da caixa inicial, seu reflexo entrará na face oposta, 

com a mesma velocidade com o intuito manter o mesmo número de moléculas da caixa central 

(LEE et al., 2016). Conforme está exposto na figura 7, a cada passo de integração, ocorre uma 

verificação de coordenadas, caso alguma partícula esteja fora da caixa, ela será substituída por 

sua imagem.  

 

Figura 7 - Representação esquemática da célula de simulação. O círculo 

(Raio de corte) é delimitado partindo de um átomo de interesse 𝑖 dentro 

da célula central, e sua interação com o átomo 𝑗’, imagem do átomo j 

dentro do raio 

 

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

 

Na figura 7, R (raio) corresponde ao raio de corte. O raio de corte é empregado no 

cálculo de interação entre duas partículas, é possível observar que sem essa restrição, uma dada 

partícula i poderia interagir com diferentes partículas da vizinhança(PHILLIPS et al., 2020). 

Logo, a definição do raio de corte reduz o esforço computacional e, por conseguinte, o tempo 

gasto no processo (DENG; ROUX, 2009). Para essa delimitação, utiliza-se um truncamento do 

potencial de um raio esférico, em geral equivalente a L/2, onde L é o comprimento da caixa de 

simulação (BROOKS et al., 2009). Com isso, para uma dada partícula i, só serão contabilizadas 

as interações com outras partículas 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 força 

 

O campo de força é uma função que descreve as contribuições das energias 

potenciais atuantes sob o sistema (LEE et al., 2016). Ele é dividido em contribuições 

intermoleculares (interações de Coulomb e de Van der Waals e de Coulomb) e intramoleculares 

ligados (comprimentos e ângulos de ligação, ângulos diedros), de modo que a soma dessas 

contribuições representa a energias potencial do sistema (BROOKS et al., 2009). A energia 

potencial total do sistema pode ser calculada através do somatório dos termos de energias, 

conforme está exposto na equação (1).  

 

𝑉(𝑟) = ∑ 𝑉𝑟 + ∑ 𝑉𝜃 + ∑ 𝑉𝜑 + ∑ 𝑉𝑣𝑑𝑊 + ∑ 𝑉𝑒𝑙𝑒 (1) 

 

Onde Vr, 𝑉𝜃 e 𝑉𝜑 representam as contribuições intramoleculares. Sendo as energias: 

de estiramento de ligação em relação ao seu valor de equilíbrio, deformação do ângulo de ligação 

em relação ao seu valor de equilíbrio e a torção em torno de uma ligação, respectivamente. Já 

𝑉𝑣𝑑𝑊 e 𝑉𝑒𝑙𝑒, referem-se as contribuições intermoleculares, sendo elas das interações de Van de 

Walls e eletroestática, respectivamente (JO et al., 2013; LEE et al., 2016; PHILLIPS et al., 2020). 

A função que descreve o estiramento de ligação (equação 2) pode ser obtida por meio da Lei de 

Hook. Essa função, é dada por 𝑉𝑟, onde Kr, refere-se a constante da mola, e 𝑟 representa os 

comprimentos de ligação: 

𝑉𝑟 = 𝑘𝑟 (𝑟 − 𝑟0)
2 (2) 

 

 Assim como a função de estiramento de ligação, a função de deformação angular 

pode ser obtida por meio da Lei de Hooke, descrita na equação 3: 

𝑉𝜃 = 𝑘𝜃 (𝜃 − 𝜃0)
2 (3) 

 

Onde, K𝜃 é uma constante de proporcionalidade da força e 𝜃 refere-se ao ângulo de 

ligação. Outro fator de interação intermolecular é o movimento torsional que ocorre no entorno 

da ligação, essa contribuição pode ser obtida por meio da equação 4: 

𝐕
𝛗=

𝐕𝐧
𝟐

 ( 𝟏+ 𝐜𝐨𝐬 (𝐧𝚽− 𝛄)
 (4) 

 

Onde n refere-se à periodicidade do número de mínimos para o potencial, que variam 

por meio dos orbitais envolvidos. Já Φ, é referente ao ângulo diedro e 𝛾 é o ângulo da fase. 

Como foi citado, as contribuições intermoleculares podem ser descritas por termos de 
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interações Coulombianas (𝑉𝑒𝑙𝑒) e de Van der Walls (𝑉𝑣𝑑w) expressas pelos potencias de Leonard-

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

𝐯𝐯𝐝𝐰 =  𝟒𝛆𝐢𝐣 [(
𝛔𝐢𝐣

𝐫𝐢𝐣
)

𝟏𝟐

− (
𝛔𝐢𝐣

𝐫𝐢𝐣
)

𝟔

] 
(5) 

 

 

𝐕
𝐞𝐥𝐞= 

𝐪𝐢𝐪𝐣

𝟒𝛆𝟎𝛆𝐫𝐫𝐢𝐣

 (6) 

 

Na equação 5, 𝜀𝑖𝑗 refere-se a a amplitude do potencial entre a barreira atrativa e 

repulsiva, 𝜎𝑖𝑗corresponde a distância em que o potencial interparticular é zero. Tais parâmetros 

podem ser obtidos experimentalmente. Na equação 4, 𝑞𝑖 e 𝑞𝑗 referem-se ao valor das cargas 

envolvidas, 𝜀0  e 𝜀𝑟  são as constantes de permissividade no vácuo e dielétrica do sistema, 

respectivamente. Ademais, podem ser empregados outros parâmetros que incorporem o campo 

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

experimentalmente (WAIDYASOORIYA et al., 2017).   

 

3.7.3 Simulação temporal do sistema 

 

Empregando a dinâmica molecular é possível gerar sucessivas configurações de um 

sistema, por meio da integração das equações de Newton(DENG; ROUX, 2009). Os produtos 

dessas integrações, geram trajetórias que especificam as variações das posições e velocidade 

com o tempo(HOLLINGSWORTH; DROR, 2018). Essa metodologia possibilita a simulação 

de um sistema, em uma dada temperatura e pressão, pode ser representada para um sistema 

atômico simples pela equação 7: 

𝑭𝒊(𝒕) = 𝒎𝒊𝒂𝒊  (7) 

 

 

Onde, Fi refere-se a força atuante sob cada partícula do sistema em um dado tempo 

t, aí descreve a aceleração do átomo i de massa mi. Ao estabelecer o campo de força do sistema 

estudado, é possível determinar as forças atuantes em cada átomo, por meio da derivada 

primeira da energia potencial, calculada através do campo de força escolhido em relação a 

posição dos átomos (HILDEBRAND; ROSE; TIEMANN, 2019), conforme está exposto na 

equação 8: 

𝑭𝒊(𝒕) =  −
𝝏𝑽(𝒓𝒊)

𝝏𝒓𝒊
→   

(8) 
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Através da equação 8, gera-se de maneira direta a aceleração da partícula. Partindo-

se dessa e, integrando-se as equações de movimento, é possível gerar as suas velocidades 

(SEYYEDATTAR; ZENDEHBOUDI; BUTT, 2019). Por meio da integração das velocidades, 

obtém-se mudanças na posição do átomo. Com isso, por meio das novas posições 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 “trajetória “. A trajetória pode ser definida como o conjunto de posições velocidades 

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

 

3.7.4 Integração numérica da equação de movimento 

 

A resolução das equações de movimento por meio der integrais, pode ser realizada 

com auxílio de algoritmos baseando-se na diferenciação finita, de modo que a integração é 

fragmentada em pequenas frações de tempo (∆t) na qual denomina-se passos de integração 

(HOLLINGSWORTH; DROR, 2018). Essa estratégia permite simular movimentos de maior 

frequência do sistema estudado. Desse modo, um dos métodos mais empregados em DM na 

integração das equações de movimento, é o método de Verlet (HANSSON; OOSTENBRINK; 

VAN GUNSTEREN, 2002). Esse método, usa as posições e acelerações dos átomos no tempo 

(t) e as posições dos passos anteriores, r (t-∆t) com o objetivo de estabelecer as novas posições 

no tempo (t+∆t), conforme está exposto na equação 9: 

 

𝒓(𝐭 + ∆𝐭) =  𝟐𝒓(𝐭) − 𝒓(𝐭 − ∆𝐭) + 𝒂(𝒕)∆𝒕𝟐  (9) 

 

 

O algoritmo de Verlet pode ser obtido por meio da expansão de Taylor das equações 

10 e 11 (HILDEBRAND; ROSE; TIEMANN, 2019). Deste modo, para a obtenção da equação 

9, após a expansão, realiza-se a somas das equações e isola-se o 𝑟(t + ∆t). 

𝒓(𝐭 + ∆𝐭) =  𝒓(𝐭) + 𝒗(𝒕)∆𝒕 +
𝟏

𝟐
𝒂(𝒕)∆𝒕𝟐 + ⋯ 

(10) 

 

 

𝒓(𝐭 − ∆𝐭) =  𝒓(𝐭) − 𝒗(𝒕)∆𝒕 +
𝟏

𝟐
𝒂(𝒕)∆𝒕𝟐 − ⋯ 

(11) 

 

Após 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 é uma versão aprimorada do algoritmo de Verlet, essa metodologia emprega as posições, 

velocidade e acelerações nos mesmos passos de integração com o intuito de reduzir os erros de 

aproximações numéricas (DANYLIV et al., 2017). Por conta disso, softwares como Nanoscale 

Molecular Dynamics (NAMD), empregam esse algoritmo em suas simulações (PHILLIPS et al., 

2020). 

 

3.7.5 Controle da temperatura e pressão 

 

A definição do conjunto de pressão, temperatura e número de particulas são 

constantes é denominado ensemble NpT (KASSON; JHA, 2018). Nesse sistema, a fonte térmica 

empregada é um banho que conserva a temperatura. De modo similar, a pressão do sistema é 

mantida empregando-se um barostato (DANYLIV et al., 2017). O NAMD, utiliza o algoritmo 

pistão de Langevin, para sistemas isobáricos e isotérmicos. Esse algoritmo, baseia-se nas 

equações de pressão constante de Hoover aliada as flutuações de pistão controladas pela 

dinâmica de Langevin, com um termostato de nome idêntico (PHILLIPS et al., 2020).  

No ensemble NVT, o conjunto de volume, temperatura e número de partículas são 

mantidas constate (LEE et al., 2016). Nesse sistema, a energia total é mantida, em dinâmica 

molecular, esse ensemble pode ser empregado com o intuito de manter o equilíbrio 

termodinâmico na etapa de equilibração ou produção (DANYLIV et al., 2017).  

 

3.7.6 Análise da trajetória gerada 

 

3.7.6.1 Raiz do desvio quadrático médio (RMSD) 

 

A raiz do desvio quadrático médio (root mean square devation - RMSD), é uma 

equação que é utilizada para obter o desvio padrão médio quadrático para átomos de uma 

proteína. Por meio dessa equação, é possível avaliar o equilíbrio do sistema, de maneira que 

quanto menor o RMSD, maior será o equilíbrio do complexo estudado. O RMSD pode ser 

obtido avaliando-se a posição de um determinado átomo em diferentes tempos, a equação 12 

elucida o RMSD de um sistema: 

𝐑𝐌𝐒𝐃 = (𝐭𝟏𝐭𝟐) =  √
𝟏

𝐍
∑‖𝐫𝐢

→(𝐭𝟏) −  𝐫𝐢
→(𝐭𝟐)‖𝟐

𝐍

𝐢=𝟏

 

(12) 
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3.7.6.2 Ligação de hidrogênio 

 

As ligações de hidrogênio são interações de grande importância para as moléculas, 

uma vez que podem influenciar diretamente nas propriedades químicas (HANSSON; 

OOSTENBRINK; VAN GUNSTEREN, 2002). Essas ligações, podem ser tanto inter quanto 

intramoleculares (QIN; ZHONG; WANG, 2021). As interações intermoleculares, ocorrem entre 

duas cargas elétricas parciais com cargas distintas. Em proteínas, essas interações podem estar 

associadas a uma maior estabilidade do complexo avaliado (HOLLINGSWORTH; DROR, 

2018).  

 

3.8 Método Taguchi 

 

O método Taguchi, que também é conhecido como design robusto, é uma estratégia 

de planejamento experimental que tem o intuito de aumentar a produtividade focando na 

otimização de parâmetros (ZHANG et al., 2019). Através do método, é possível investigar a 

influência dos parâmetros no processo, esse método mostra-se mais vantajoso ante aos métodos 

tradicionais, pois, necessita de um menor tempo e recurso. No Taguchi, é utilizado um arranjo 

de matriz ortogonal apropriado permitindo assim a minimização de cálculos, além de expor 

com clareza a influência das variáveis 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 MÉTODOS 

 

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, São Paulo, 

Brasil). Todos os outros reagentes químicos eram de grau analítico (Synth, São Paulo, Brasil e 

Vetec, São Paulo, Brasil). O planejamento experimental foi desenvolvido no software 

Statistica® 10 (Statsoft, EUA) baseando-se no método Taguchi. O óleo de babaçu refinado que 

foi utilizado neste trabalho foi adquirido no comércio local de Teresina- PI, pertencente a marca 

Leve (Maranhão, Brasil).  

 

4.2 Métodos 

 

4.2.1 Hidroesterificação 

 

Neste estudo, os ésteres metílicos de babaçu foram obtidos por meio do processo 

de hidroesterificação enzimática, essa estratégia é organizada em duas etapas. Na primeira etapa, 

ocorreu a formação dos ácidos graxo livres utilizando o óleo refinado de babaçu via hidrólise 

enzimática 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 adaptações. Inicialmente, a solução contendo óleo e água na razão 

mássica de 1:1 foi aquecida até que o sistema atingisse a temperatura de 40 °C. Em seguida, foi 

adicionado 0,4 % do biocatalisador em relação a massa do óleo. O sistema permaneceu sob 

temperatura de 40 °C durante 4 horas sob agitação constante (CARVALHO et al., 2021). 

Após o processo, a solução foi transferida para um funil de separação (500 mL), 

logo após, foi adicionado 100 mL de água destilada a 60 °C com o intuito de separar a fase 

aquosa dos ácidos graxos livres (AGLs) produzidos. Com isso, a fase inferior (aquosa) foi 

excluída e os AGLs foram lavados três 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 sódio anidro a 20% m.v-1 

que foi previamente seco em forno mufla a 250 °C por 4 horas (CARVALHO et al., 2021; 

MOREIRA et al., 2020a).  

O índice de acidez (IA) inicial e final (após a etapa de hidrólise) foi calculado a 
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partir da Equação 13. Para isso, alíquotas de 0,3 g foram retiradas do volume do sobrenadante 

da reação, diluídas em 10 mL de álcool etílico e adicionadas 3 gotas de fenolftaleína, em seguida 

foram tituladas com a solução de hidróxido de sódio.  

 

𝑰𝑨 (
𝒎𝒈𝑵𝒂𝑶𝑯

𝒈
) =

𝑴𝑴𝑵𝒂𝑶𝑯 .𝑴𝑵𝒂𝑶𝑯.𝒇.𝑽𝑵𝒂𝑶𝑯

𝒎
   (13) 

 

 

Onde, 𝑀𝑀𝑁𝑎𝑂𝐻 (g/mol) é a massa molar de NaOH; 𝑀𝑁𝑎𝑂𝐻 (mol/L) é a molaridade da solução 

de NaOH; f é o fator de correção determinado mediante a padronização do NaOH; 𝑉𝑁𝑎𝑂𝐻 é o 

volume de NaOH utilizado durante a titulação (L); e, 𝑚 (g) é a massa da amostra a ser estudada. 

A conversão dos ácidos graxos livres em ésteres (Equação 14) foi determinada levando-se em 

consideração a acidez inicial da amostra (IAI) e da amostra após a reação (IAF) (MOREIRA et 

al., 2020a). 

 

𝐂𝐨𝐧𝐯𝐞𝐫𝐬ã𝐨 𝐀𝐆𝐋 (%) = (
𝑰𝑨𝑰− 𝑰𝑨𝑭 

𝑰𝑨𝑰
)   (14) 

 

Na segunda etapa, realizou-se a esterificação direta dos AGLs derivados do óleo 

refinado de babaçu e metanol utilizando a lipase Eversa® Transform 2.0 na sua forma livre 

como biocatalisador. As reações de produção dos ésteres metílicos de ácidos 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 rotação (Incubadora TE – 4200) 

a 200 rpm. Durante os estudos, foram variados a temperatura (25-55 °C), razão molar entre os 

AGLs e álcool (1:1 a 1:9), porcentagem de biocatalisador (0,1% a 0,9%) e tempo de reação (1-

5 horas) conforme o planejamento estático proposto (MOREIRA et al., 2020a). Para a 

determinação da massa molar dos ácidos produzidos, levou-se em consideração o trabalho de 

Figueredo e colaboradores (2020) (FIGUEREDO et al., 2020). Já a concentração de proteína, 

foi determinada usando o método descrito por Bradford (1976) e albumina de soro bovino foi 

usada como referência (BRADFORD, 1976). 

 

4.2.2 Análise de Cromatografia Gasosa – Espectrometria de Massa (GC/MS) 

 

Para a determinação do teor de éster (C) das amostras de biodiesel obtidas, a análise 

GC/MS foi realizada com base na metodologia descrita na norma EN 14.103 (ALEXANDRE 

et al., 2022), com adaptações. Aproximadamente 50 mg de amostra de biodiesel foram 
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adicionados a um frasco (2 mL) contendo 1 mL da solução de nonadecanoato de metila (10 

mg/mL). Esta mistura foi injetada (1 µL) em um espectrômetro de massa de cromatógrafo a gás 

SHIMADZU QP-2010 ULTRA (Kyoto, Japão) equipado com uma coluna capilar (5%-fenil) -

metilpolissiloxano (DB-5) (30 m × 0,25 mm × 0,25 µm de espessura de filme) usando hélio 

como gás de arraste no modo sem divisão. 

 

4.2.3 Planejamento experimental e análise estatística (Método Taguchi) 

 

 Para a determinação dos parâmetros reacionais empregou-se um planejamento 

experimental avançado pelo método Taguchi com matriz ortogonal padrão L9 (onde L refere-

se ao quadrado latino e 9 ao número de experimentos). Durante o estudo, foram examinados 

quatro fatores em três níveis a fim de otimizar a produção dos ésteres. A Tabela 3 correlaciona 

os quatro fatores independentes (temperatura, tempo de reação, porcentagem de biocatalisador 

e razão molar entre AGLs e álcool) e seus respectivos níveis correspondentes (DA S. 

MOREIRA et al., 2022). 

 

Tabela 3 - Fatores independentes e seus respectivos níveis correspondentes para a otimização 

da produção de biodiesel 

 Tempo 

(horas) 

Temperatura 

(°C) 

Razão molar 

(AGLs/álcool) 

Biocatalisador 

(% m/m) 

Nível 1 (L1) 1 25 1:1 0,1 

Nível 2 (L2) 3 40 1:5 0,5 

Nível 3 (L3) 5 55 1:9 0,9 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

O software Statistica® foi empregado para a elaboração do design experimental e 

análise estatística. A Tabela 5, expõe o design experimental junto com as conversões e relações 

S/R (sinal-ruido) obtidos. Os resultados das relações de S/R foram obtidos a partir das 

características da função “maior é melhor”, uma vez que a finalidade desta pesquisa foi 

potencializar a resposta (conversão). Os valores da relação S/R foram obtidos a partir da 

Equação 15 (CHAKRABORTY; ROYCHOWDHURY, 2013). 

 

𝑺

𝑹
=  −𝟏𝟎 𝐥𝐨𝐠 (

𝟏

𝒏
∑ 𝟏/𝒚𝒊

𝟐𝒏
𝒊=𝟏 ) . 𝟏𝟎𝟎   (15) 
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Onde, yi corresponde a variável de resposta, i representa o número de repetições e 

n o número de experimentos para a combinação de níveis de fator para qualquer arranjo de 

planejamento. Por meio da Equação 16, determinou-se a relação S/R aguardada para as 

condições ideias de conversão máxima prevista. 

 

𝐒

𝐑𝐏𝐑𝐄𝐕𝐈𝐒𝐓𝐎
=  𝐒̅|𝐑 + ∑ (𝐒|𝐑𝐣 − 𝐒̅/𝐑)𝐧

𝐢=𝟏    (16) 

 

Onde, 𝑆̅|𝑅 é referente a média aritmética de todas as relações 𝑆|𝑅, 𝑆|𝑅𝑗 é a razão 

de S/R no ponto ótimo para cada fator e n é o número de fatores que influenciam de maneira 

significativa o procedimento. 

 

4.2.4. Caracterização físico-química do óleo produzido 

 

4.2.4.1 Viscosidade cinemática 

 

A viscosidade cinemática a 40 °C foi determinada com base na norma ASTM D-7042. 

Durante a análise foi empregado um viscodensímetro digital Anton Paar SVM 3000-Stabinger 

(Áustria). 

 

4.2.4.2 Densidade 

 

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

analise, utilizou-se um viscodensímetro digital Anton Paar SVM 3000-Stabinger (Áustria). 

 

4.2.5 Estudo teórico 

 

4.2.5.1 Modelagem da proteína por homologia 

 

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

quatro etapas.  

 

4.2.5.1.1 Reconhecimento e seleção da proteína modelo 

 

O sequenciamento de aminoácidos da proteína lipase Eversa , com seu número CAS 

9001-62-1 da empresa Sigma-Aldrich 

(https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/sae0065?lang=pt&region=BR ), foi 

submetida a uma análise 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 proteína que estava relacionada à sequência de aminoácidos, a 

enzima lipase, classificada como hidrolase, foi reconhecida pelo organismo Aspergillus oryzae, 

obtida do Banco de Proteínas ( https://www.rcsb.org/ ) com o código 5XK2 sendo a proteína 

alvo (WEBB; SALI, 2016). 

 

4.2.5.1.2 Alinhamento de sequências de alvo e molde 

 

O alinhamento entre as sequências foi realizado utilizando o programa Modeller 

(http://www.salilab.org/modeller/ ) (WEBB; SALI, 2016). 

 

4.2.5.1.3 Construção e otimização de modelos 

 

A elaboração do modelo foi realizada pelo programa Modeller (WEBB; SALI, 

2016), para que uma nova proteína denominada Eversa ® Transform 2.0 fosse obtida, avaliada 

de acordo com a função objetivo e parâmetros estereoquímicos (BEDOYA; TISCHER, 2015). 

 

4.2.5.1.4 Validação da proteína 

 

A homologação do modelo foi efetuada nos níveis estereoquímico, conformacional 

e energético. A qualidade do molde foi determinada pelo gráfico de Ramachandran e Verify 3D 

(RAMACHANDRAN; SASISEKHARAN, 1968) com o programa PROCHECK 

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

qualidade estereoquímica. 

 

4.2.5.2 Docking molecular 

 

4.2.5.2.1 Preparação da proteína 

 

Foi realizado um processo de correção de cargas e adição de átomos de hidrogênio 

na proteína gerada pela homologia através do Programa Discovery Studio Visualizer (MORRIS 

et al., 2009).  

 

4.2.5.2.2 Obtenção do ligante 

 

As estruturas dos ácidos graxos livres de babaçu foram realizadas utilizando os 

ácidos caprílico, cáprico, láurico, mirísitico, palmítico e oleico que juntos totalizavam cerca de 

95% (Tabela 4) dos ácidos graxo presentes no óleo 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 modulação dessas estruturas, utilizou-se o software ChemDraw 3D 

e posteriormente a estrutura foi minimizada com o auxílio do campo de força MM2 com 

gradiente RMS de 0,0001. 

 

Tabela 4 - Ligante utilizados no processo de docking molecular 

Ligante Composto Formula Estrutura 

Ligante 

(I) 
Ácido Octanóico  C8H16O2 

 

Ligante 

(II) 
Ácido Decanóico C10H20O2 

 

Ligante 

(III) 
Ácido Dodecanoico 

 

C12H24O2 

 

 

Ligante 

(IV) 

Ácido Tetradecanóico 

 
C14H28O2 

 

Ligante 

(V) 
Ácido Hexadecanóico 

 

C16H32O2 

 

 

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 

(VI) 

Ácido cis-9-

octadecenóico 

 

C18H34O2 

 

 
Fonte: elaborado pelo autor. 

 

4.2.5.2.3 Docking molecular e visualização de cálculos 

 

A simulação do docking molecular foi realizada com o UCSF Chimera (TROTT; 

OLSON, 2009), considerando um modelo semiflexível. Os resíduos que compõem sítio ativo 

da lipase de estudo foram obtidos na literatura, sendo formado pela tríade Ser 153-Asp 206-His 

268 (BEN HLIMA et al., 2021; CEN et al., 2019). Os perfis de energia das interações ligante-

receptor também foram avaliados por software, e a visualização das poses ancoradas foi feita 

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

 

4.2.5.3 Simulações de dinâmica molecular 

 

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

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 água retangular ajustada 

à uma distância de borda de 10 Å da proteína (JORGENSEN et al., 1983). Foi criado então um 

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

condições periódicas de fronteira PME e FFT foram geradas automaticamente (CHEATHAM 

et al., 1995; HESS et al., 1997). O campo de força adotado foi o Charmm36m (ref.). Em todas 

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

temperatura de 310.15 K, pressão de 1atm e pH 7,0 e o modelo de água TIP3P (PHILLIPS et 

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

em ensemble NVT. Em seguida, foram realizadas simulações de equilibração com 10 ns em 

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

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

ultrapassando o tempo de 100 ns. Todas as simulações tiveram um passo de integração de 1 fs 

(FIELD et al., 2000; PHILLIPS et al., 2020). A visualização dos gráficos 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 DISCUSSÃO 

 

5.1 Hidrólise enzimática 

 

A hidrólise enzimática proposta, foi realizada de maneira satisfatória, visto que 

houve um aumento no índice acidez do óleo de 0,75 para 127,03 mgNaOH/g. O índice de acidez 

obtido é condizente com as expectativas, uma vez que foi empregado durante a etapa de 

hidrólise o óleo de babaçu refinado. Carvalho e colaboradores (2021), realizaram a hidrolise 

completa do óleo refinado e residual em 3 horas de reação, neste processo foi empregado a 

lipase livre de Candida Rugosa como biocatalisador (CARVALHO et al., 2021). Já Moreira e 

colaboradores (2020), optaram por realizar essa etapa através de uma hidrolise química, os 

autores hidrolisaram completamente o óleo de babaçu por meio dessa metodologia (MOREIRA 

et al., 2020b). Vale destacar que a hidrólise química gera diversos subprodutos necessitando 

assim da adição de etapas de separação e purificação. Dessa forma, a hidrólise enzimática pode 

ser uma alternativa viável a esse processo, uma vez que os biocatalisadores geram uma menor 

quantidade de subprodutos.  

 

5.2 Planejamento Taguchi- Otimização da produção de ésteres metílicos de ácidos graxos 

de babaçu 

 

Nesta etapa do trabalho foi utilizado um planejamento Taguchi de matriz ortogonal L9. 

Por meio desse método, é possível compreender os efeitos das interações dos parâmetros 

relacionadas ao processo (AMERI et al., 2020; LI et al., 2021; MOHD HUSSIN; ATTAN; 

WAHAB, 2020). A Tabela 5 expõe os resultados obtidos relacionando-os aos parâmetros 

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 reação de esterificação de AGL de babaçu 

Reação 
Tempo 

(h) 

Temperatura 

(°C) 

Razão molar 

(AGLs/álcool) 

Biocatalisador 

(% m/m) 
Conversão (%) 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 possível observar que o ensaio 4 apresentou 

os melhores resultados de conversão e de razão sinal ruído (S/R), 95,20 ± 0,031 e 39,57, 

respectivamente. Neste ensaio, foi empregado 0,9% de biocatalisador, razão molar de 1:5 

(AGL/Metanol), em 3 horas de reação 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 

conversão, e de razão sinal ruído quando comparados aos ensaios conduzidos com 0,1 e 0,5% 

de biocatalisador. Para a identificação da influência da temperatura, tempo e razão molar é 

necessária uma análise estatística mais aprofundada. 

 

5.2.1 Análise da razão S/R 

 

O planejamento Taguchi emprega relações S/R para identificar o impacto dos 

parâmetros no processo. Neste trabalho, a função “maior é melhor” foi empregada para 

determinar as razões S/R, visto que o presente planejamento tem a intenção obter uma maior 

conversão. A figura 8 elucida o impacto de cada um dos parâmetros com seus respectivos níveis. 

Já a tabela 6 expõe os valores da figura 8, ademais, na tabela 6 estão apresentados os valores de 

Delta, esses valores são calculados por meio da diferença entre a razão S/R mais alta e a mais 
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baixa em cada fator. Por meio do delta, é possível avaliar o impacto dos níveis no processo e, 

por conseguinte, identificar os parâmetros que tiveram maior influência. 

 

Tabela 6 - Resposta de relações S/N 

Fatores/level Tempo 

(h) 

Temperatura 

(°C) 

Razão molar 

(AGL/AL) 

Biocatalisador 

(% 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 relações S/N médias 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

É possível observar que a quantidade de biocatalisador e a temperatura foram as 

variáveis 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 influência da 

porcentagem de biocatalisador e da temperatura sobre o processo. Evidencia-se que a ampliação 

da porcentagem de biocatalisador no meio reacional do nível 1 (0,1 %) para o nível 3 (0,9 %) 

aumentou de maneira significativa a resposta da relação S/R e, consequentemente, a conversão. 

Essa ampliação, pode ser atribuída ao aumento de sítios catalíticos disponíveis no meio 

reacional, de modo que essa disponibilidade está relacionada a um maior número de reações 

ocorrendo de maneira simultânea (BABAKI et al., 2017). Por outro lado, a temperatura 

apresentou um comportamento diferente, observa-se que a mudança do nível 1 (25 °C) para o 

nível 2 (40 °C) favorece a ampliação da conversão, entretanto, a mudança do nível 2 (40 °C) 

para o nível 3 (55 °C) tem efeito contrário. Isso ocorre, pois, as enzimas são materiais biológicos 

sensíveis que operam em uma faixa específica de temperatura, ademais o aumento excessivo 

da temperatura pode reduzir a atividade levando à desativação (ARANA-PEÑA et al., 2021). 

Por fim, os fatores razão molar e tempo de reação demonstraram ser menos efetivos no processo 

apresentando valores de delta igual a 6,75 e 3,73, respectivamente. Observa-se que a ampliação 

de metanol no meio reacional do nível 1 (1:1 AGL/metanol), para o nível 2 (1:5 1 AGL/metanol), 

impactou significativamente na resposta da relação S/R e, consequentemente, na conversão. 

Contudo, a mudança do nível 2 (1:5 1 AGL/metanol) para o nível 3 (1:9 1 AGL/metanol), 

apresentou uma leve queda na resposta. Essa baixa variância pode ser atribuída a alta resistência 

da Eversa ao metanol, uma vez que essa enzima foi desenvolvida para a produção de ésteres 

metílicos (MONTEIRO et al., 2021). Já a baixa variação da resposta da relação S/R do tempo 

pode estar associada a alta atividade da enzima de modo que, conforme os dados expostos na 

Tabela I, é possível obter 95,20± 0,029 (ensaio 4) em 3 horas de reação. 

 

 5.2.2 Análise de variância (ANOVA) 

 

 Os dados de conversão obtidos através do planejamento experimental foram avaliados 

estatisticamente através da Análise de Variância (ANOVA). O valor de p assegura a 

significância de cada fator para o processo estudado (CHAVAN; GAIKWAD, 2021). A Tabela 

7 expõe os resultados obtidos na ANOVA. 
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Tabela 7 - Análise de Variância dos parâmetros que afetam na esterificação do óleo de babaçu 

Fatores SS DF MS F-value p-value 
Contribuição 

(%) 

Tempo (h) 38,40 2 - - - 3,05% 

Temperatura 

(°C) 
299,30 2 149,65 7,79 0,11 23,77% 

Razão molar 

(AGL/AL) 
67,62 2 33,812 1,76 0,36 5,37% 

Biocatalisador 

(% m/m) 
853,63 2 426,817 22,23 0,043 67,80% 

Residual 38,40 2 19,20   - 

Total 1258,98 6 - - -  

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Para que seja assegurada a significância de um fator com intervalo de confiança de 

95%, é necessário 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 significância 

com valor de p igual a 0,043 e um percentual de contribuição igual a 67,80%. Moreira e 

colaboradores (2020), estudaram a produção de ésteres etílicos de babaçu, os pesquisadores 

relataram que a porcentagem de biocatalisador foi o parâmetro mais influente no processo, com 

valor de p igual ao obtido neste trabalho (MOREIRA et al., 2020a). Sun, Guo e Chen (2021) 

estudaram a produção de biodiesel etílico a partir da Semen Abutili (Abutilon theophrasti 

Medic.) (oligenosa presente na China), utilizando a Eversa® Transform 2.0 em sua forma 

líquida como catalisador. Durante o estudo, os autores verificaram a influência do biocatalisador 

na velocidade da reação, foi observado que a elevação da porcentagem de biocatalisador de 1% 

para 6% amplia na mesma proporção a velocidade de produção dos ésteres. Deste modo, os 

resultados obtidos nesse trabalho estão de acordo com os dados da literatura, pois, como foi 

supracitado, a ampliação da porcentagem de biocatalisador está relacionada ao aumento da 

disponibilidade de sítios ativos e, consequentemente, ao maior número de reações ocorrendo 

simultaneamente (ARANA-PEÑA et al., 2021). Vale destacar, que esse trabalho demonstrou 

que o óleo de babaçu pode ser uma alternativa viável para a produção de FAME, pois, foi 



52 

 

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, após a análise estatística e discussão dos dados coletados, definiu-se a 

condição ótima de produção de ésteres metílicos baseando-se no intervalo dos níveis (1, 2 e 3) 

de cada fator (tempo, temperatura, razão molar (AGL/metanol) e porcentagem de biocatalisador) 

proposto no Planejamento Taguchi ortogonal do tipo L9. A tabela 08 apresenta as quantidades 

ótimas em nível de cada fator. 

 

Tabela 8 - Condições ótimas de produção de ésteres metílicos de babaçu estatisticamente 

definidas 

Fatores 
Tempo 

(h) 
Temperatura (C°) 

Razão molar 

(AGL/álcool) 

Biocatalisador 

(%m/m) 

Nível 3 2 2 3 

Valor do 

nível 
5 h 40 °C 1:5 0,9% 

Fonte: elaborado pelo autor 

 

Nessas condições, a conversão teórica foi de 98,64%. Após a realização da reação 

proposta, notou-se uma conversão de 95,76% que foi validada pela análise cromatográfica 

seguindo a norma EM 14103. Essa variação de aproximadamente 2,88% está dentro da margem 

de erro esperada, pois, biocatalisadores podem perder a sua atividade catalítica facilmente, visto 

que apresentam uma maior sensibilidade a fatores externos do que os catalisadores químicos 

(ADEWALE; VITHANAGE; CHRISTOPHER, 2017). 

 

5.3 Caracterização físico-química do óleo produzido 

 

Após a reação de hidroesterificação, os ésteres metílicos de babaçu foram separados dos 

subprodutos (água, glicerina e álcool em excesso) e foram caracterizados em relação a suas 

propriedades físico-químicas. Os resultados encontram-se descritos na tabela 9. 
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Tabela 9 - Propriedades físico-químicas do biodiesel de babaçu 

Propriedades ASTM D6751 ANP 45/2014 Óleo 

produzido 

(FIGUEREDO et 

al., 2020) 

Viscosidade 

cinemática a 40°C, 

cSt 

1,9 – 6,0 3,0 - 6,0  2,52 2,83 

Densidade a 20°C, 

Kg/m3
 

860 - 900 850 - 900 872,90 870,70 

Fonte: elaborado pelo autor 

 

Os resultados expostos na tabela 9, estão dentro dos padrões de qualidade 

estabelecidas pela “American Society for Testing and Materials” (ASTM). Contudo, é possível 

observar que o biodiesel produzido apresentou valores de viscosidade cinemática a 40°C, 

abaixo do índice de referência da resolução N°45/2014 da ANP. A viscosidade cinemática é 

uma propriedade dos fluidos que relaciona a quantidade de movimento por difusão molecular 

de um fluído. Essa propriedade é de suma importância, pois, pode interferir de maneira direta 

na eficiência do motor (KNOTHE; STEIDLEY, 2005). Já a massa específica é uma propriedade 

intensiva da matéria sendo calculada através da razão entre duas propriedades extensivas 

(massa/volume) (RAMÍREZ VERDUZCO, 2013).  

Vale destacar, que os resultados obtidos foram similares aos resultados de Figueredo 

e colaboradores (2020), conforme está exposto na tabela 9, os autores obtiveram ésteres 

metílicos de babaçu por meio da transesterificação empregando um catalisador básico. Essa 

rota pode gerar diversos subprodutos que podem dificultar a purificação dos produtos formados 

(FIGUEREDO et al., 2020). Deste modo, a rota empregada neste trabalho mostra-se promissora, 

visto que foi possível obter resultados similares com uma menor quantidade de subprodutos 

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

  

5.4 Estudo teórico 

 

5.4.1 Modelagem da proteína por Homologia 

 

Para validação da modelagem por homologia foi utilizado o gráfico de 

Ramachandran, Figura 10. Este diagrama é empregado para representar todas as combinações 

possíveis de ângulos diédricos (Ψ versus φ) nos aminoácidos de uma cadeia polipeptídica (TAM; 

SINHA; WANG, 2020). Essa técnica expõe as combinações de maior estabilidade desses 

ângulos, possibilitando validar a provável estrutura da biomolécula (SARKAR et al., 2020).  
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Figura 9 - Gráfico Ramachandran da proteína obtida por homologia 

 
                               Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Segundo o diagrama exposto acima, 91,5% dos resíduos da proteína modelada estão 

em regiões favoráveis (região vermelha), 6,5% dos resíduos encontram-se na região 

adicionalmente permitidas (Regiões a, b, l, p, amarelo), 1,6% estão localizadas nas regiões 

generosamente permitidas (Regiões ~a, ~b, ~l, ~p, ou seja, amarelo claro) e 0,4% estão em 

regiões desfavoráveis (região preta). Vale destacar que os resíduos encontrados em regiões 

desfavoráveis se referem as estruturas utilizadas como molde, ademais, alguns resíduos estão 

localizados nas extremidades da proteína (SARKAR et al., 2020). A função VERIFY 3D (Figura 

11), foi empregada para estipular a compatibilidade de um modelo atômico (3D) com uma 

sequência de aminoácidos (1D) para a proteína modelada. No geral, 80% dos resíduos com 

pontuação média 3D-1D ≥0,2 são aceitáveis (QIN; ZHONG; WANG, 2021). No presente 

estudo, cerca de 93,71% dos resíduos apresentaram pontuação média 3D-1D ≥0,2, esses 

resultados evidenciam que modelo proposto era compatível com sua frequência.  
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Figura 10 - Os resultados da verificação estrutural da lipase Eversa® por Verify 3D 

 
Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Deste modo, por meio do diagrama de Ramachandran foi possível identificar as 

regiões que mantiveram a estrutura conservada e os locais variáveis com alinhamento, visto 

que, 91,5% dos resíduos da proteína modelada estão em regiões favoráveis. Ademais, o VERIFY 

3D comprovou a compatibilidade do modelo atômico (3D) com a sequência de aminoácidos 

(1D), uma vez que o modelo elaborado apresentou pontuação média 3D-1D ≥0,2 de 93,71%. 

Logo, os dados do gráfico Ramachandran e do Verify 3D validam o modelo obtido nesse 

trabalho. 

 

5.4.2 Docking molecular 

 

 A partir do docking molecular foram geradas nove conformações para cada ligantes e 

os seus respectivos valores de afinidade vinculante e o desvio quadrático médio das posições 

atômica (RMSD). A melhor conformação 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 índices numéricos 

referem-se à ordem apresentada na Tabela 4 

Substrato Pose 
Afinidade vinculante 

(kCal/mol) 

Vina 

RMSD (Å) 

Ligante (I) 2 -5,1 1,566 

Ligante (II) 2 -5,4 1,561 

Ligante (III) 4 -5,6 1,658 

Ligante (IV) 2 -5,8 0,970 

Ligante (V) 4 -5,8 2,296 

Ligante (VI) 5 -6,2 1,426 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 

  

Por meio da Tabela 10, é possível observar que o ligante VI apresentou maior 

afinidade vinculante com o sítio catalítico. Ademais, é possível observar que há uma relação 

direta entre o aumento da afinidade vinculante e o aumento da cadeia carbônica dos ésteres, 

essa ampliação pode estar relacionada com ao aumento número de interações entre os ligantes 

e o sítio catalítico da enzima. No geral, os ligantes estudados apresentaram boa afinidade 

energética, a afinidade do Ligante VI (Ácido cis-9-octadecenóico) esteve por volta de -6,2 

kcal/mol, este resultado sugere que a combinação desse substrato com a enzima foi a mais 

estável e adequada para esterificação (BRONOWSKA, 2011; QIN; ZHONG; WANG, 2021). 

Os tipos de resíduos envolvidos nas interações entre os ácidos graxos livres e a 

Eversa® Transform 2.0 estão expostos na Tabela 11, e representados na Figura 11. Vale ressaltar, 

que além do sítio ativo, a cavidade oxiânion da enzima interagiu com o substrato, visto que a 

função dos resíduos desta região é equilibrar as cargas negativas dos intermediários formados 

durante a reação. Como foi supracitado, a tríade catalítica da lipase Eversa® Transform 2.0 é 

composta por Asp206, His268 e Ser153 (CAVALCANTE et al., 2022). Já a cavidade oxiânion 

contém resíduos de Leu154 e Ser91 (LAN et al., 2021). As interações eletroestáticas, ligações 

de hidrogênio, interações hidrofóbicas e de forças de Van der Walls são de grande importância 

pois dão estabilidade no processo de formação do complexo enzima-substrato (LIU et al., 2018; 

TAMBOLI et al., 2017). 
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Tabela 11 - Interações dos ligantes com a lipase após as docagens. Os índices numéricos 

referem-se à ordem apresentada na Tabela 4 
Ligante Resíduos envolvidos 

 Ligações de 

hidrogênio 

Interações de Van der 

Waals 

Interações Hidrofóbicas Interação 

desfavorável 

Ligante (I) - ASP276, HIS268, 

LEU154, SER91, 

SER153, TYR29 

ILE94, PHE265, TYR92,  - 

 

Ligante (II) 

 

TYR92 (2,94 

Å) 

 

ASP276, HIS268 

LEU154, SER91, 

SER153, TYR29 

ILE94, PHE265 - 

 

 

Ligante (III) 

 

HIS152 (3,06 

Å) 

 

ASP276, HIS268, 

LEU154, SER153, 

TYR29 

 

ILE94, LEU262, PHE265, 

TYR92 

 

- 

 

 

Ligante (IV) - ASP276, HIS266, 

HIS268, HIS274, 

ILE94, LEU154, 

LEU285, SER153, 

TYR29 

LEU283, PHE265, TYR92, 

VAL269 

- 

 

Ligante (V) HIS152 (2,73 

Å), HIS268 

(2,96 Å), 

SER153 (2,86 

Å), TYR29 

(2,78 Å), 

TYR29 (2,59 

Å) 

ASP276, LEU154, 

LEU262, VAL269 

ILE94, LEU283, PHE265, 

TYR92 

 

- 

 

 

Ligante (VI) SER 91 (2,27 

Å) 

APS276, HIS266, 

HIS268, HIS274, 

LEU154, TYR29, SER 

153, SER93 

ILE94, LEU283, PHE265, 

VAL269, TYR92  

- 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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Figura 11 - Representação diagramática das interações entre os ligantes e sítio ativo da enzima 

 

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 não interagiu com os ligantes. Além disso, como 

foi supracitado, é possivel observar um aumento de afinidade energética entre o ligante e síto 

catalítico com o aumento da cadeia carbônica do ligante, isso ocorre pois esse aumento no 
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número de átomos amplia o numero de interaçaões entre o ligante e a enzima, como pode ser 

visto na Figura 11 (BRANDÃO et al., 2021). O resíduo da região oxiânion Leu154 interagiram 

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

Como foi citado, o ligante VI apresentou maior afinidade energética. Em geral, as interaçãoes 

de Van der Waals apresentam baixa energia de ligação. Contudo, a junção de diversas forças de 

Van der Waals confere uma força estabilizadora aos complexos proteina-proteína e proteína-

ligante (FATMA et al., 2021). Na maioria das vezes, as primeiras interações entre a enzima e o 

substrato são não covalentes, ou seja, são interações eletroestáticas, de Van der Waals, 

hidrofóbicas, dentre outras. Com isso, a formação dessas interações irão favorecer a ocorrência 

de reação (BRONOWSKA, 2011; QIN; ZHONG; WANG, 2021; WILLIAMS; WESTWELL, 

1998). 

 

5.4.3 Simulações de dinâmica molecular 

 

5.4.3.1 Root Mean Square Deviation – RMSD 

 

Observou-se que os ligantes estudados foram acomodados com êxito no sítio catalítico 

da lipase Eversa® (GUIMARÃES et al., 2021). Deste modo, por meio dos complexos lipase-

ligantes (I-VI), foram realizados estudos de simulação com o intuito de avaliar não só as 

mudanças conformacionais da enzima, mas como também, a sua estabilidade após cada 

mudança conformacional. A Raiz Quadrada do Desvio Quadrático Médio (RSMD) dos 

complexos lipase-ligante, foram empregadas com o intuito de avaliar as extensões na qual 

ocorre mudanças conformacionais na molécula estudada, durante o tempo de simulação. A 

figura 12 expõe os comportamentos RSMD dos complexos estudados na etapa de equilibração. 
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Figura 12 - Raiz Quadrada do Desvio Quadrático Médio (RMSD), em relação à conformação 

inicial dos complexos versus o tempo de simulação (ns) na etapa de equilibração. Os índices 

numéricos referem-se à ordem apresentada na Tabela 4 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 

A partir das simulações de equilibro dos complexos lipase-ligante no solvente, foi 

possível obter informações preliminares do comportamento das conformações para a dinâmica. 

Antes da equilibração, é realizada uma etapa de minimização com o intuito de remover 

possíveis tensões existentes no arranjo inicial (HOLLINGSWORTH; DROR, 2018). Logo após, 

é realizada a fase equilibração com o objetivo de posicionar o sistema em estado de equilíbrio 

termodinâmico (HILDEBRAND; ROSE; TIEMANN, 2019). Essas etapas são de suma 

importância para a remoção de interações repulsivas e de Van der Waals que possam estar 

presentes no sistema. Caso seja mantida essas interações, pode haver alterações estruturais no 
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local, interferindo de maneira direta na simulação (JOSHI et al., 2020). Nesta etapa foi 

observado que os valores de estabilização de RSMD dos ligantes estudados oscilaram entre 

0,25 e 1,0 Å, no tempo avaliado. Esses baixos valores de RSMD podem estar associados a 

movimentação dos íons e solvente do sistema, em relação a conformação inicial dos complexos. 

A figura 13 expõe os resultados obtidos na etapa de produção. 

 

Figura 13 - Raiz Quadrada do Desvio Quadrático Médio (RMSD), em relação à conformação 

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

numéricos referem-se à ordem apresentada na Tabela 4 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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Observa-se que os valores de estabilização de RMSD da etapa de produção, 

variaram entre 0,5 e 3,5 Å, no tempo analisado. Conforme a figura 13, os Ligante I, II, III e IV, 

(ácidos, octanóico, decanoico, dodecanoico e tetradecanoico respectivamente) apresentaram, 

em média, valores de RMSD abaixo de 2,0 Å. Já os Ligantes V e VI (hexadecanoico e cis-9-

octadecenóico, respectivamente) apresentaram valores por volta de 3,0 Å. Logo, conclui-se que 

não houve grandes modificações conformacionais dos complexos estudados durante os 

períodos de simulação (JOSHI et al., 2020). Com isso, os resultados teóricos e experimentais 

expostos nesse trabalho, indicam que os ácidos graxos advindos do óleo de babaçu formam 

complexos estáveis com o sítio catalítico da Eversa (Ser 153, His 268 e Asp 206), o que 

corrobora os dados obtidos experimentalmente e valida a aplicação da Eversa como 

biocatalisador na produção de esteres metílicos.  

Vale destacar, que os dados apresentados neste trabalho estão de acordo com os 

resultados obtidos por Qin, Zhong e Wang (2021). Os autores avaliaram a afinidade e 

estabilidade molecular de diferentes ácidos graxos (ácidos octanóico, tetradecanoico, 

octadecanoico, cis-9-octadecenóico, (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoico e (9Z,12Z,15Z)-

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 ácido cis-9-

octadecenóico 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 Ligações de hidrogênio 

 

Outra análise realizada, refere-se ao número de ligações de hidrogênio intermoleculares, 

uma vez que essas ligações são de grande importância para a estabilidade do complexo. A 

Figura 14, elucida as ligações de hidrogênio formadas entre os ligantes e a lipase nas etapas de 

equilibração e produção. 
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Figura 14 - Ligações de hidrogênio formadas entre a proteína e o ligante durante as duas 

etapas de simulação. Os índices numéricos referem-se à ordem apresentada na Tabela 4 
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 (continuação) 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

O número de ligações de hidrogênio intermoleculares é um fator de grande 

importância para a estabilidade dos complexos (RAGUNATHAN; MALATHI; ANBARASU, 

2018). De acordo com a figura 11, ocorreram modificações nas redes de ligações de hidrogênio 

ao longo da simulação, de modo que o número de ligações variou entre 1 e 5. Os instantes nos 

quais as ligações foram desfeitas indicam que a estabilidade foi mantida por interações de Van 

der Walls ou hidrofóbicas (QIN; ZHONG; WANG, 2021). Ademais, é possível verificar que o 

aumento do número médio de ligações está diretamente relacionado ao aumento da cadeia 

carbônica dos ligantes, esses resultados corroboram os dados obtidos no processo de docking 

molecular (QU et al., 2022). Contudo, observa-se que ao contrário do que foi exposto nos 

resultados do docking molecular (Tabela 11), na dinâmica molecular todos os ligantes em algum 

momento formaram ligação de hidrogênio. Esses resultados podem ser explicados devida a 
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diferença entre um processo dinâmico (dinâmica molecular) e estático (docking molecular) 

(FATMA et al., 2021). 
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6 CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho foi avaliado a produção biocatalítica de biodiesel da composição 

lipídica babaçu por meio da hidroesterificação enzimática. Esse processo apresenta diversas 

vantagens em relação aos processos convencionais, pois permite a aplicação de qualquer 

matéria-prima (óleo vegetal, gordura animal e óleo residuais) independente do seu nível de 

umidade e acidez. A hidrólise enzimática proposta, foi realizada com sucesso, visto que houve 

um aumento no índice acidez do óleo de 0,75 para 127,03 mgNaOH/g. 

Na otimização da produção de ésteres de babaçu foi utilizado um planejamento 

Taguchi de matriz ortogonal L9. A análise de variância dos fatores relacionados ao processo 

(ANOVA), expôs que a porcentagem de biocatalisador contribuiu de maneira significativa no 

processo (67,80%) com p-value 0,043. Nas condições ótimas (5 h, 40 °C, razão molar 

AGL/álcool 1:5 e 0,9% de biocatalisador) a conversão teórica foi de 98,64%. Após a realização 

da reação proposta, notou-se uma conversão de 95,76% que foi validada pela análise 

cromatográfica seguindo a norma EM 14103. A diferença de resultado entre a conversão teórica 

e a reação real, pode ser explicada devida a influência de fatores externos no sistema. Os 

resultados de viscosidade cinemática e densidade indicam que o biodiesel produzido tem 

potencial para aplicações futuras. 

A modelagem da Eversa® transform 2.0 foi validada pelo gráfico de Ramachandran, 

onde apresentou 91,5% dos resíduos da em regiões favoráveis. Além disso, o modelo obtido 

apresentou pontuação média 3D-1D ≥0,2 de 93,71% na função Verify 3D comprovando a 

compatibilidade do modelo atômico com a sequência. 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 sítio catalítico da enzima. Foi possível observar que 

todos os ligantes estudados interagiram diretamente com o sítio catalítico e com a cavidade 

oxiânion. Através desses resultados, gerou-se os complexos que foram avaliados em simulações 

de dinâmica molecular. 

Por meio da dinâmica molecular, foi possível observar que os complexos formados 

apresentaram alta estabilidade durante as etapas de equilibração e produção. Os complexos 

enzima-substrato apresentaram baixos valores de RMSD, esses resultados indicam que as poses 

escolhidas foram apropriadas para o estudo. Os gráficos de ligações de hidrogênio expuseram 

que os complexos formados demonstraram estabilidade. Ademais, os resultados teóricos e 

experimentais expostos nesse trabalho, indicam que os ácidos graxos advindos do óleo de 
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babaçu formam complexos estáveis com o sítio catalítico da Eversa (Ser 153, His 268 e Asp 

206), o que valida a aplicação da Eversa como biocatalisador na produção de esteres metílicos. 
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