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Resumo do Projeto de Final de Curso apresentado a Escola de Quimica da
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Engenheiro de Bioprocessos

ESTUDO DE VIABILIDADE ECONOMICA DE PRODU,QAO DE LIPASE POR
FERMENTACAO SUBMERSA A PARTIR DE ACIDO OLEICO

Diego Soares Pinto
Paulo César Barjona

Outubro de 2011

Orientadores: Profa. Andréa Medeiros Salgado, D.Sc.,
Ariana Farias Melo, M.Sc.

A crescente preocupacdo com o meio ambiente e a busca por fontes
alternativas e renovaveis de matéria prima sdo temas em foco nos dias de hoje.
O reaproveitamento e a reutilizacdo de dleos, fontes ricas de carbono, na
industria de bioprocessos para producdo de enzimas é o foco do presente
trabalho. A lipase, enzima utilizada para diversos fins na industria, € produzida
por uma gama de microorganismos a partir de processos de fermentagao. A
escolha da fermentacao submersa (FS) é adequada ao tipo de matéria prima
oleosa, sendo um processo altamente difundido. Além disso, a utilizagdo de um
meio de cultura renovavel pode viabilizar economicamente o projeto, gerando
produtos a partir de processos mais baratos. A lipase produzida possui papel
estratégico fundamental na producdo de biodiesel, visto que uma de suas
aplicacbes € como catalisador da reacdo de transesterificacdo para producéo
de biodiesel. Desta forma, o presente trabalho teve objetivo de estudar a
viabilidade econdbmica da producédo de lipase por Candida rugosa,
microorganismo conhecido na literatura como 6timo produtor de lipases, em
fermentacdo submersa utilizando acido oléico como fonte de carbono. Dados
obtidos da literatura, de experimentos realizados em escala laboratorial, foram
utilizados para se determinar os parametros essenciais ao processo, € 0
software SuperPro Designer foi aplicado com a finalidade de executar a
simulagcdo de uma planta industrial de producao de lipase, permitindo também
o levantando de dados para um estudo de viabilidade econémica do processo.
A planta simulada foi capaz de produzir um preparado enzimatico a um custo
de aproximadamente R$ 4.500 por kg com capacidade de produgédo de 10
ton/ano, sendo que o preco de venda foi estimado em aproximadamente R$
5.600 por kg. Este resultado mostra que o processo apresenta grande potencial
econdmico e sugere que estudos posteriores devem ser realizados visando seu
desenvolvimento em um processo em escala industrial.
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Capitulo I. Introdugao

As enzimas s&o biocatalisadores com propriedades que as tornam
altamente requisitadas. Sdo muito ativas e versateis, realizando uma série de
transformagdées de modo seletivo e rapido. Enzimas sdo inerentes a maioria
das matérias-primas alimentares e podem influenciar o processamento dos
alimentos de varias formas, desejaveis ou ndo. A grande vantagem das
enzimas € que elas catalisam as transformag¢des moleculares sem ocorréncia
de reacgdes paralelas, o que € comum em sinteses quimicas, devido a sua
especificidade (Reed, 1975; Dziezak, 1991; Patel, 2002; Pizarro & Park, 2003).

Hoje, aproximadamente 4.000 enzimas sao conhecidas, e destas, cerca
de 200 sido usadas comercialmente, sendo que a maioria das enzimas é de
origem microbiana (Sharma et al., 2001).

As enzimas lipoliticas constituem, atualmente, o mais importante grupo
de enzimas com enorme potencial para aplicagdes biotecnoldgicas. As lipases
(Triacilglicerol éster hidrolases EC 3.1.1.3), conhecidas como hidrolases,
tém a funcéo natural de catalisar a hidrélise de triglicerideos de cadeia longa.
Lipases atuam na interface organica aquosa catalisando a hidrdlise de ligacbes
éster carboxilases presentes em acilgliceréis para liberar acidos organicos e
glicerol podendo a reacdo inversa (sintese) ocorrer em ambientes né&o
aquosos. Nestas condigdes podem catalisar reacbes de esterificacao,
transesterificagao ou interesterificagdo. Sua estabilidade a altas temperaturas,
ampla faixa de atuacdo em relagcdo ao pH e sua enancio seletividade na
resolucdo de misturas racémicas tornam estas enzimas atraentes e
versateis (Freire e Castilho, 1999; Sharma et al., 2001).

Atualmente, as lipases tém sido de grande importadncia no cenario
biotecnoldgico, econémico e industrial. Essas enzimas s&o utilizadas como
ferramenta tecnoldgica, representando uma perspectiva de desenvolvimento
nos processos para obtencdo de monogliceridios, acidos graxos, agentes
biotensioativos, compostos de aroma e sabor e lipideos estruturados ou
biomodificados (Oliveira, 2000).

As lipases tém encontrado aplicagcdes em diversos tipos de industrias,
tais como de alimentos (aditivos, modificadores de aromas), quimica fina

(sintese de ésteres), detergente (remogao de gorduras), tratamento de



efluentes (remogao de produtos oleosos) e farmacéutica (remédios,
digestivos, enzimas para diagnosticos, etc.). O potencial de uso industrial
das lipases em detergentes, biotransformagdes e reac¢des de interesterificagdo
e transesterificagdo também tém despertado interesse por essas enzimas.
Lipases com especificidade comprovada tém especial importancia nas reacdes
de transformacédo e interesterificacdo, uma vez que os produtos formados
podem ser mais facilmente obtidos por via enzimatica do que em processos
quimicos convencionais (Maldonado, 2006). Muitas aplicagdes industriais
destas enzimas sao ainda limitadas pelo alto custo de producdo e baixa
produtividade. Em muitos casos, a fermentagao para producédo de lipases é
lenta e o custo relativamente alto (Yang et al., 2005).

A area da biotecnologia tem mostrado grande interesse pelas lipases de
origem microbiana, sendo essas as mais estudadas atualmente. Este interesse
€ devido as caracteristicas proprias das enzimas, como estabilidade e a ampla
perspectiva de aplicagdo industrial, uma vez que permite maior controle dos
parametros (pH, temperatura) e maior eficiéncia (Reed, 1975). No entanto,
existem limitagbes para a utilizagdo industrial da lipase microbiana, como o
custo para a sua obtencdo, que € determinado pelo rendimento da producéo,
pelas condigdes do processo e pela estabilidade da enzima. Para contornar
isso € interessante que se procure aumentar a produtividade dos processos
fermentativos. (Hadeball, 1991).

Considerando o aspecto econbmico para produgdo de lipases por
processos fermentativos, alguns métodos tém sido comumente empregados
para aumentar a produtividade do processo: um consiste na selegcdo do
microorganismo e otimizagdo das condi¢gées de fermentagdo para aumentar a
atividade lipasica; o outro consiste na reducao do tempo de fermentagdo. De
acordo com Pinheiro (2006),a otimizacdo do processo fermentativo € um dos
focos para aumentar a atividade lipasica.

Dentre os microorganismos produtores de lipases estdo os fungos
filamentosos, que atualmente s&o os mais utilizados nos processos
biotecnoldgicos, as bactérias e as leveduras.

Leveduras sao fungos unicelulares capazes de reproduzir-se
vegetativamente por brotamento das células ou, mais raramente, por fissdo

celular. Essa caracteristica confere as leveduras a capacidade de multiplicar-se



rapidamente em ambientes liquidos, que favorecem a dispersdo das células
(Pitt & Hocking, 1999). Apenas alguns géneros de leveduras sédo capazes de
sintetizar lipases, como: Candida, Saccharomyces, Saccharomycopsis e
Yarrowia. (Hadeball, 1991).

Varios fatores influenciam na sintese de lipase pelos microorganismos.
Os principais sao: fonte de carbono; fonte de nitrogénio; presenca de indutores,
presenca de estimuladores e inibidores; presengca de agentes que afetam a
interface 6leo/agua; temperatura de incubagao, pH do meio de cultura e inéculo
(Hadeball, 1991; Obradors et al., 1993; Montesino et al., 1996; Dominguez et
al., 2003).

Além disso, a producdo de lipases pode ser realizada por fermentagao
submersa (FS) ou por fermentagdo em estado solido (FES). A FES baseia-se
em crescimento e metabolismo dos microorganismos em sélidos umidos sem
a presenca de agua livre e a FS utiliza meio de cultura liquido, com nutrientes
soluveis (Castilho et al., 2000). Neste caso, as células podem ser utilizadas na
forma livre ou imobilizada.

Com isso, estudos sobre a utilizagdo de microorganismos e diferentes
formas de disponibiliza-los em meio de fermentagao liquido, o mais utilizado na
realidade industrial, podem ser uma alternativa para encontrar condi¢cbes
operacionais ideais para producgao de lipases com maiores rendimentos.

A partir destes aspectos, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar
economicamente a producéao de lipases por fermentagdo submersa, em meio
sintético, utilizando como microorganismo Candida rugosa, na forma livre, e
acido oléico como fonte de carbono. Itens como investimento de capital total e
custo do produto sao discutidos. Além disso, indicadores de rentabilidade, tais
como tempo de retorno, retorno sobre o investimento e taxa interna de retorno

sao apresentados e analisados .



Capitulo Il. Revisao Bibliografica

Il.1. Lipases
1.1.1. Definicao das Lipases

Lipases sdo enzimas pertencentes ao grupo das serina hidrolases
(triacilglicerol éster hidrolases, EC 3.1.1.3). Seus substratos naturais séao
triglicerideos e o seu modo de agao se assemelha ao das esterases, porém,
sua atividade é aumentada quando situada na interface polar/apolar e
apresenta maior afinidade por acidos graxos de cadeia longa. As lipases séo
capazes de catalisar reagdes de hidrolise, esterificacdo, transesterificagdo e
lactonizacédo (esterificagdo intramolecular). Esta flexibilidade, aliada a
diferentes possibilidades de especificidade pelo substrato existentes nas
diferentes lipases, confere a estas enzimas um potencial enorme de
aplicagdes (Gandhi,1997).

Reacbdes de esterificacao, transesterificacao, hidrélise e lactonizacao
podem ser catalisadas pelas lipases. Aliadas a esta caracteristica, diferentes
possibilidades de especificidade pelo substrato existentes proporcionam a
estas enzimas um grande potencial de aplicagdes.

Enzimas lipases sdo encontradas em tecidos animais, vegetais e
podem ser produzidas por microorganismos, tendo papel fundamental no
metabolismo de lipidios destes seres vivos: como enzimas digestivas, a
deposicdo e mobilizagdo dos tecidos de reservas energéticas e no
metabolismo intracelular, atuando sobre as membranas celulares (Villeneuve et
al., 2000).

Inicialmente as lipases eram tradicionalmente obtidas de pancreas
de animais, no entanto, anos mais tarde, com a descoberta feita por Claude
Bernard das lipases microbianas, ocorreu um aumento do interesse por estas
devido a dificuldade de acesso ao material de origem animal (Hasan et al.,
2006).

Embora a lipase mais estudada até hoje seja a lipase pancreatica, do
ponto de vista industrial, as lipases microbianas s&do bem mais interessantes
por permitirem produ¢do em maior escala e poderem mais facilmente ser
expressas, via clonagem, em outros organismos, o que facilita sua

obtencdo e purificagao (Palekar et al., 2000).



As lipases provenientes de microorganismos constituem um grupo
de valiosas enzimas de aplicagdo biotecnoldgica, devido principalmente a
versatilidade de suas propriedades, no que se refere a atuacao
enzimatica e especificidade pelo substrato, sendo um dos grupos mais
utilizados no segmento industrial (Hasan et al., 2006).

Além das fungdes metabdlicas, as lipases possuem um papel
importante em biotecnologia, principalmente na industria de 6leos e alimentos,
e em sintese organica, na preparagdo de compostos enantiomericamente
enriquecidos (Sharma et al., 2001; Costa e Amorim, 1999).

As propriedades cataliticas das lipases como a seletividade e a
estereoespecificidade, dentre outras, podem ser de facil controle através
da manipulagdo nas condigdes das reacdes. A dependéncia destas
propriedades cataliticas com o meio reacional pode ser uma consequéncia
do complexo mecanismo de acgdo das lipases, que envolvem mudancgas
conformacionais em sua estrutura (Sabuquillo et al., 1998).

Dependendo da fonte, as lipases podem ter massa molecular variando
de 20 a 75 kDa, atividade em pH entre 4 a 9 e em temperaturas variando
desde a ambiente até 70°C. Sao geralmente estaveis em solugdes aquosas
neutras a temperatura ambiente apresentando, em sua maioria, uma
atividade o6tima na faixa de temperatura entre 30 e 40°C. Contudo, sua
termoestabilidade varia consideravelmente em fungdo da origem, sendo as
lipases microbianas as que possuem maior estabilidade térmica (Castro et al.,
2004).

Varios microorganismos tém sido utilizados na produgdo de lipases;
tais como: Candida rugosa, Candida antarctica, Burkhoderia cepacia,
Pseudomonas alcaligenes, Achromobacter sp, Aspergillus sp, Mucor,
Rhizopus sp, Penicillium sp, Geotrichum sp, Tulopis sp e Candida sp (Liu et al.,
2006).

Industrialmente, os fungos apresentam um valor em especial devido as
enzimas produzidas por eles serem extracelulares normalmente, facilitando sua

recuperacao do meio de fermentacgao.



1.1.2. Classificagao das Lipases

Para aplicacao industrial, a especificidade da lipase € um fator crucial.
A enzima pode ser especifica com relagdo a molécula acida ou alcodlica do
substrato, podendo ser divididas em 3 grupos baseados em sua especificidade:
- Lipases nao especificas (produzidas por Candida rugosa, Staphylococcus
aureus, Chromobacterium viscosum e Pseudomonas sp.) que catalisam a
quebra das moléculas de acilglicerol de forma aleatéria, produzindo acidos
graxos  livres, glicerol, monoacilgliceréis e  diacilgliceréis  como
intermediarios. Neste caso, os produtos sao similares aqueles produzidos por
catalise quimica, porém com menor grau de termodegradacido, devido a
temperatura na biocatalise ser bem inferior.
- Lipases 1,3 especificas (ex: de Aspergillus niger, Mucor javanicus,
Humicola lanuginosa, Rhizopus delemar, Rhizopus oryzae, Candida
lipolytica, Rhizopus niveus e Penicillium roquefortii) liberam acidos graxos das
posicdes 1 e 3 e formam, por esta razdo, produtos com composi¢cdes
diferentes daquelas obtidas pelas lipases nao-regiosseletivas, ou mesmo
pelo catalisador quimico inferior.
- Lipases acido graxo especificas, sdo lipases com acdo especifica na
hidrolise de ésteres, cujos acidos graxos sao de cadeia longa insaturada
com duplas ligacdes, em cis no carbono 9. Esteres com acidos graxos
insaturados, ou sem insaturacdo no carbono 9, sdo lentamente hidrolisados.
Este tipo de especificidade ndo € comum entre as lipases e o exemplo mais
estudado até hoje € a lipase de Geotfrichum candidum. Esta habilidade de
produzir novos tipos de misturas de triacilglicerideos utilizando lipases
regioespecificas €& uma das caracteristicas mais interessantes para a

aplicacao no setor de 6leos e gorduras (Castro et al., 2004).

11.1.3. Aplicacdes Industriais e Mercado das Lipases
Com a crescente conscientizacdo sobre questdes ambientais e de
custos, a biotecnologia estd expandindo rapidamente, devido as diversas
vantagens que ela oferece em relagdo as tecnologias convencionais. O ramo
das enzimas industriais tem tido agora maiores iniciativas, resultando no
desenvolvimento de uma série de novos produtos e em melhorias no processo

e desempenho da varios produtos existentes.



As aplicacdes de enzimas podem ser divididas em aplicagdes industriais,
aplicagdo em uso médico e em uso analitico. Estas aplica¢des estdo dentro do
que se chama de biotecnologia, que abrange as areas da microbiologia,
bioquimica, genética, engenharia quimica e engenharia bioquimica, com o
objetivo de melhorar processos ja existentes ou possibilitar o uso de novas
matérias-primas (Lima et al., 2001).

O interesse industrial por tecnologias enzimaticas vem aumentando
gradativamente, proporcionando um aumento consideravel na produgéo e
comercializacdo de lipases, resultando no desenvolvimento de tecnologias
consistentes para utilizagdo no setor industrial (Jaeger et al., 1994).

As lipases tém sido utilizadas em uma variedade de segmentos
biotecnoldgicos, como em industrias de alimentos (desenvolvimento de aromas
e maturacdo de queijos), de detergentes, oleoquimica (hidrdlise de oleos e
gorduras, sintese de biosurfactantes) e para tratamento de residuos oleosos
provindos da industria do couro e de papel (Faber, 2000)

Apesar de nos dias de hoje o0 uso de lipases se apresentar focado nas
industrias de detergentes e de alimentos e ainda ser baseado nas reagdes de
hidrdlise, em sua maioria, novas aplicagdes vém se estabelecendo nos
diversos campos, decorrente também das reacbes de sintese e
transesterificacdo e das caracteristicas enancio e régio seletivas das lipases:
industria de quimica fina, de cosméticos, farmacéutica, oleoquimica, de couros,
de polpa e papel e no tratamento de residuos industriais. A Tabela 1 mostra

algumas aplicacdes de lipase em diferentes areas.



Tabela 1 — Possibilidades de uso, em escala industrial, das lipases em
diferentes areas. (Fonte: Vulfson, 1994; Castro; Andersen, 1995.)

substancias oleosas

Setor Efeito Utilizado Produto
Agente aromatizante para
Laticinio Hidrolise da gordura do leite manufatura de produtos
lacteos
Melhoramento do sabor/qualidade,
Panificacao prolongamento do tempo de Confeitos e bolos
prateleira
o Melhoramento do aroma e
§ Bebidas aceleragéo da fermentagédo por Bebidas alcodlicas
wied
S remocéo de lipideos
S Processamento .
— _ Desenvolvimento de aroma e .
< de derivados do B Maionese, molhos e cremes
remocao de excesso de gorduras
ovo
Processamento L
Transesterificagdo de 6leos _
de carne e . Produtos embutidos
. naturais
peixe
Processamento | Hidrdlise de 6leos (ac. Graxos) , Oleos e gorduras
de Oleos diglicerideos e monoglicerideos. modificadas
Quimica Fina Sintese de ésteres Esteres
Remocgéo de manchas de d6leo e
Detergentes Detergentes
gorduras
o Digest&o de 6leos e gorduras de . .
Farmacéutico . Digestivos
alimentos
8 Analitico Analise de triglicerideos no sangue Diagndstico
E Cosmeético Remocao de lipideos Cosméticos em geral
= Remocéao de gorduras das peles
o Curtume o Produtos de couro
dos animais
Limpeza de tubulagao,
. Decomposigcao e remogao de tratamento de efluentes e
Diversos

outros, em combinagdo com

outras enzimas




Outros exemplos podem ser encontrados na literatura como Gatfield
(1986) que realizou a sintese enzimatica de aroma de uma mistura de ésteres
de etila a partir de gordura de manteiga usando a lipase de Candida
cylindracea. Ambas as gorduras de manteiga hidrolisada e nao hidrolisada
sofreram consideravel esterificagdo com etanol na presenca da lipase.

A lipase extraida do microorganismo psicrotréfico, Pseudomonas
fluorescens P38 foi capaz de realizar a sintese do éster de aroma caprilato de
metila em baixas temperaturas (TAN; APENTEN, 1995).

Segundo Macedo (1997), a lipase de Rhizopus sp. apresenta grande
habilidade em esterificar o alcool citronelol, principalmente na sintese de
ésteres de baixa massa molar, empregados como formadores de aroma em
alimentos, tais como acetato e butirato de citronelila.

O ambito para a aplicacao de lipase na industria oleoquimica € enorme.
Oleos e gorduras sdo produzidos no mundo a uma escala de aproximadamente
60 milhdes de toneladas por ano e uma substancial parte (2 milhdes por
ano) sao utilizadas em processos que consomem uma grande quantidade de
energia como hidrdlise, glicerdlise e alcodlise (Hasan et al., 2006).

Uma aplicagdo que tem merecido destaque € a utilizacdo de
lipases na obtencdo de farmacos ou insumos farmacéuticos em suas formas
enantioméricas ativas com elevada pureza oética, pois estas enzimas sao
capazes de reconhecer moléculas quirais e atuam, preferencialmente, em
um dos isémeros de uma mistura racémica. E conhecido que alguns
farmacos sao produzidos e comercializados na sua forma racémica, € que a
atividade bioldgica depende, em muitos casos, de sua configuragado absoluta.
Normalmente um dos isébmeros (R ou S) apresenta atividade bioldgica,
enquanto o outro € menos ativo ou até mesmo téxico (Hasan et al., 2005).

A hidrdlise seletiva da gordura do leite é outro exemplo de aplicagéo
potencial de lipases. Segundo Balcao e Malcata (1998), o declinio do consumo
per capita de gordura de leite em diversos paises e a demanda por leite e
derivados com menor teor de gordura tém aumentado a necessidade e o
interesse do setor industrial em encontrar alternativas para ouso desta gordura.
Neste caso, a lipase é responsavel pela formacao do aroma distinto no preparo
de queijos do tipo Cheddar, para produzir substitutos de manteiga, aroma de

queijo e outros aditivos usados na manufatura de cereais, molhos, aperitivos e



assados em geral e bolos. A adigdo desses hidrolisados aos alimentos confere
uma variedade de efeitos sensoriais e € dependente da quantidade
empregada (Balcéo; Malcata, 1998). Em niveis baixos, nenhum aroma de acido
graxo livre no alimento € detectavel, ocorrendo apenas um enriquecimento
caracteristico no aroma; conforme essa concentragado € aumentada, um aroma
semelhante a manteiga comeca a ser detectado e, em presenca de elevados
niveis, 0 aroma sugere queijo. As caracteristicas dos hidrolisados dependem
da fonte da lipase utilizada, sendo adequadas as enzimas oriundas do leite
(lipase lipoprotéica), pancreas (lipase pancreatica), fungos (Aspergillus niger,
Geotrichum candidum, Penicillium roqueforti), bactérias (Achromobacter
lipolyticum, Pseudomonas fluorences) e trato gastrointestinal (Balcdo; Malcata,
1998).

Como os microorganismos usados para obtenc¢ao de enzimas devem ser
seguros para producdo de alimentos, normalmente € possivel comercializar
misturas de enzimas que nao foram extremamente purificadas (em outras
palavras, a purificagdo para remover impurezas e compostos indesejados €
desnecessaria); por exemplo, uma companhia pode vender um produto
caracterizado como “protease” que, na verdade, contem um numero de
proteases diferentes, frequentemente produzidas pelo mesmo microorganismo.
Misturas de enzimas relacionadas sdo comumente uteis, porque muitas
aplicagdes de enzimas sao descobertas em experimentos empiricos. Na
maioria dos casos, 0 mecanismo exato da agcdo da enzima é desconhecido,
tornando dificil a determinacgao da funcao especifica das enzimas.

Por esta razdo, as companhias preferem vender enzimas como
“categorias” (por exemplo, proteases) a produzir enzimas especificas. Isto
diminui o custo da producdo da enzima sem comprometer a qualidade ou
segurancga (Johnson-Green, 2002).

A quantidade de companhias que comercializam enzimas esta proximo
do milhar, em contrapartida o numero de produtores € muito inferior. Ao todo,
nos Estados Unidos e parte oeste da Europa, existem somente cerca de 30
industrias produtoras de enzimas. Muitos produtores sao do ramo da industria
quimico-farmacéutica, para os quais o lucro proveniente da comercializagao
das enzimas desempenha um papel pouco significativo no seu faturamento

global. Cerca de 90% da produgdo anual derivam das maiores empresas



produtoras de enzima, como Novozymes com sede na Dinamarca; Gist

Brocades, na Holanda; Amano, no Japéao; Solvay, Pfizer e Genencor, nos
Estados Unidos (Castro; Mendes; Santos, 2003).

A Tabela 2 apresenta algumas lipases comerciais disponiveis no

mercado.

Tabela 2 - Algumas lipases comerciais disponiveis e suas aplicagdes
industriais. (Adaptado de Houde et al.)

Industria Aplicagao Nome Comercial Fornecedor
Lipase A “Amano” 6 Amano
Lipase M “Amano” 10 Amano
Lipase F-AP15 Amano
Lipase AY “Amano” 30 Amano
Lipase G “Amano” 50 Amano
Piccnate Gist-Brocades
, EMC (enzyme-modified : . .
Lacteos cheese - aroma cheddar) Lipomod 187P Biocatalysis
EMC Lipomod 224P Biocatalysis
EMC Lipomod 338P Biocatalysis
EMC Lipomod 34P Biocatalysis
EMC Lipomod 621P Biocatalysis
EMC Lipomod 29 P Biocatalysis
Intensificagao Eie aroma de Palatase Novozymes
queijo
Lipase A “Amano” 6 Amano
Lipase M “Amano” 10 Amano
Lipase G “Amano” 50 Amano
Oleo e .
Lipase F-AP15 Amano
Gordura P
Lipase AY “Amano” 30 Amano
Newlase F Amano
Interesterificacdo de 6leo Lipozyme TL IM Novozymes
vegetal
Ingrediente Farmacéutico Lipozyme TL IM Novozymes

Farmacéutico

Sintese de compostos quirais

Lipase MY

Meito Sangyo

Sintese de compostos quirais

Lipase ALC, ALG

Meito Sangyo




Sintese de compostos quirais Lipase PLQCL’ZLG’ QLc, Meito Sangyo
Sintese de compostos quirais Lipase AK “Amano” Amano
Lipolase, lipolase ultra,
Detergente Lipo Prime, Lipex Novozymes
Melhora da textura e cor da Lipomod 657P Biocatalysts
Assados
Emulsificante Lipopan F Novozymes
Calagem NovoLime Novozymes
Couro
Dispersao da gordura Greasex, NovoCor AD Novozymes
Zn Produgé&o de miristato de
Cosmético isopropila Novozym 435 Novozymes
Melhoria na qualidade de
macarrdo e de massas Noopazyme Novozymes
alimenticias a base de trigo
Alimentos Lipase LO36P Biocatalysts
Suplemento Alimentar Lipase F-DS Amano
Lypolyve NA, CC Lyven

I.2. Fermentagao submersa
11.2.1. Definigao
A fermentagao submersa (FS), que tem como caracteristica principal a
utilizacdo de um meio fermentativo liquido com nutrientes soluveis, é o
processo mais utilizado para a producédo de lipases (Martins, 2001; Alonso,
2001).

Cada microorganismo pode responder de forma diferente ao mesmo
meio ambiente, assim como condicbes ambientais adversas podem causar
alteragdes no comportamento (metabolismo, eficiéncia de producgao, etc.) de
uma mesma cepa microbiana.

A FS tem como vantagens a facilidade de controle de parametros como
aeragao, agitagcao, pH, temperatura e a possibilidade de automagéo. Ha maior
probabilidade de contaminagéo, pela maior quantidade de agua, o que é um

inconveniente do processo. Outra limitagdo € quando a enzima produzida é




extracelular, obtendo-se uma preparacao mais diluida, sendo necessaria a
inclusdo de uma etapa de concentragdo, mais trabalhosa no processo de
purificagdo (Alonso, 2001).

O sistema de producéao de lipases por FS pode ser realizado em frascos
agitados, fermentadores de bancada ou fermentadores em escala industrial. O
processo em batelada € o mais utilizado na producdo de enzimas lipoliticas,
devido ao seu baixo custo, porém necessita de uma maior vigilancia
operacional para assegurar a reprodutibilidade e constancia das propriedades

do produto.

11.2.2. Parametros da Fermentacao Submersa (FS)

Os parametros da fermentagcdo submersa envolvem desde a escolha do
microorganismo até as condigbes do meio (fonte de carbono e nitrogénio) e
condi¢des operacionais (pH, temperatura, agitagéo e aeragao).

Uma grande variedade de microorganismos tem habilidade de produzir
lipases. No entanto, do ponto de vista industrial, os fungos s&o os preferidos
como fontes de lipases, pois as enzimas produzidas por eles geralmente séo
extracelulares, facilitando a sua extracao do meio fermentado e também por
serem considerados microorganismos seguros para aplicagao na industria de
alimentos, bebidas e farmacéutica, pois ndo sdo nocivos a saude (Burkert,
2002).

Com relacdo a melhor formulagdo de meio de cultivo para produgao de
lipases fungicas, regras gerais nao tém sido reportadas, mas podem ser
detectadas diversas tendéncias, comuns a muitos trabalhos.

A produgao de lipases fungicas requer altas concentragdes de fontes de
nitrogénio, quando comparada a produgdo de outras enzimas. Dentre as
principais fontes citadas na literatura, a peptona vem sendo a mais utilizada.
Essa fonte €& usualmente adicionada na faixa de 1 a 7%(p/v) ao meio de
fermentacado. O extrato de levedura também vem sendo empregado como fonte
unica de nitrogénio, ou complementando um meio contendo peptona, em niveis
de adigédo que variam de 0,1 a 1%(p/v) (Castilho et al., 2000).

A maioria dos microorganismos produtores de lipases necessita de um
indutor para promover a sintese enzimatica, podendo este ser um triglicerideo,

um éster ou um acido graxo, que pode ser adicionado ao meio com unica fonte



de carbono ou em adi¢ao a carboidratos, em concentracdes reduzidas. O meio
de cultivo utilizado para produgao € em geral complexo (sintético ou natural),
adicionado de indutores, muito freqlientemente o éleo de oliva (Castilho et al.,
2000).

Em relagdo ao pH, em geral, a produgcdo maxima de enzimas ocorre
quando o pH atinge valores entre 7,0 e 8,0 (Castilho et al., 2000).

Em relagdo a temperatura, a fermentagdo € normalmente realizada na
faixa de 22 a 30°C (Castilho et al., 2000).

A producao de lipases de Aspergillus niger J-1 foi testada por Falony et
al. (2006) usando a fermentagdo submersa (FS) e fermentacdo em estado
solido (FES), em um meio de cultura mineral constituido de farelo de trigo. A
otimizacdo do meio de cultura foi realizada para FS e FES. A atividade maxima
do lipase, 1,46 U/mL, foi obtida durante a fermentacdo submersa em um meio
contendo glicose a 2% (p/v) e 6leo de oliva a 2% (p/v), em condi¢gdes de 1vvm
de fluxo de ar e 450 m™ de taxa de agitacdo. 4,8 U/mL de atividade lipolitica
foram alcangados usando o processo de fermentacdo em estado sdlido com
um meio que continha 0,75% (p/v) de sulfato de aménia e 0,34% (p/v) de uréia.
O pH e temperatura 6timos para a atividade enzimatica foram pH 6 e 40°C,
sendo que a enzima apresentou 80% de sua atividade em meio neutro em
temperaturas entre 20 e 30°C por um periodo de 24h.

A producéo e algumas propriedades de lipase extracelular de Penicillium
citrium foram investigadas por Burkert (2002). A lipase extracelular foi
produzida em meio de cultivo basal contendo 2% (p/v) de amido, 0,5% (p/v) de
(NH4)2S0y4, 0,0255% (p/v) de MgS0,4.7H,0, 0,5% (p/v) de CaCOs, 0,05% (p/v)
de KoHPO4, 0,1% (p/v) de extrato de levedura e 5% (p/v) de peptona a 2% (p/v)
e 122 rpm, e sua producgao foi aumentada seis vezes, alcangando 4,776U/mL
em 168 horas de fermentagdo, com a adigao de 0,1% (p/v) de 6leo de oliva.
Varias gorduras foram testadas como suplementos, sendo que a tributirina foi o
melhor substrato para a producdo desta lipase. A atividade 6tima ocorreu em
pH 7,2 a 30°C, sendo a enzima estavel na faixa de pH 5-7 e numa faixa de
temperatura de 10 a 40°C.

A produgdo de lipase por um mutante de Asperqillus niger NCIM 1207

em fermentagao submersa foi testada por Mahadik et al. (2004). O mutante UV-



10 cultivado em frascos agitados duplicou a produtividade da enzima quando
acrescidos de 1% (p/v) de d6leo de oliva.

Sanroman & Couto (2006), em seu estudo para a produgao de lipase
extracelular pelo fungo Fusarium solani FS1 em fermentacdo submersa,
utilizaram como meio basal: 1,0 g/L de KH;POy4; 7 g/L de MgS0,4.7H,0; 3 g/L
de NaNOj; e 30 g/L de peptona, sendo suplementado com diferentes fontes de
carbono (glicose, dleo de oliva e peptona). O fungo produziu 10.500 U/L de
lipase apds 72h de incubacgéo a 25°C e agitagdo de 120 rpm em meio contendo
3% (p/v) de peptona e 0,5% (v/v) de 6leo de oliva. Ja a glicose (1% p/v) inibiu o
efeito estimulador do dleo de oliva.

DIAZ et al. (2006), obtiveram uma atividade especifica de 203 U/g, no
seu estudo de produgdo de lipase pelo fungo termotolerante Rhizopus
homothallicus em fermentagdo submersa com condigbes iniciais: 40° C,
agitacao de 170 rpm, pH de 6,5 e utilizando como meio de cultura: 40 g/L da
agua de maceragao do milho; 10 g/L de peptona; 14 g/L de KH,POy4 ; 2,4 g/L de
KoHPOq4 ; 0,4 g/L de MgSOs,.

Gordillo et al (1998), estudaram a producdo de lipase por Candida
rugosa. Os valores de rendimento da produgdo da enzima foram o&timos
quando a concentragao de acido oléico (fonte de carbono) foi de 2 g/l. A taxa
de crescimento maximo foi de 0,15 h”', com um rendimento de 0,85 g de

biomassa/ g acido oléico.

1.2.3. Ampliacao de Escala

A técnica de fermentacdo submersa possui relativa facilidade de cultivo
em larga escala, ja que garante homogeneidade do meio e facilidade no
controle dos parametros como pH, temperatura, aeracdo, umidade e
concentracdo de oxigénio dissolvido no processo, principalmente se
monitorados por sensores adequados (Sanroman & Couto, 2006). Possui ainda
ampla utilizagdo na industria, e é altamente difundida na produ¢édo de enzimas,
desde o inicio do século passado. O processo em batelada € o mais utilizado

pois evita desperdicios se monitorado constantemente (Burkert,2002).



I1.3. Fonte de Carbono

O carbono é o principal componente da célula e algumas gorduras ou
Oleos tém sido utilizados como fonte de carbono e indutores da produgédo da
lipase por microorganismos (Tan et al., 2003). A presencga da lipase permite ao
microorganismo utilizar lipideos de fonte animal e vegetal como fonte de
carbono e energia para o seu crescimento (Hadeball, 1991).

A produgéo de lipase é necessariamente afetada pela fonte de carbono
no meio de cultura. Como substrato para a produgao de lipase e crescimento
microbiano, as fontes de carbono mais usuais sado os carboidratos, os acidos
organicos, os glicerois, outros alcoois e acidos graxos (Hadeball, 1991).

Meios de cultura liquidos suplementados com concentragdes fixas de
varios compostos lipidicos tém sido empregados na obtengdo de um
rendimento elevado de lipase. A atividade lipasica tem sido detectada em meio
de cultura que contém substratos lipidicos (6leo de oliva, acido oléico, tributirina
e 6leo de soja), 0 que sugere que a enzima seja induzida por esses substratos
(Shirazi et al., 1998; Deive et al., 2003).

Substratos lipidicos e seus metabdlicos (acidos graxos de cadeia longa)
participam da sintese de lipase. Outros substratos, nao relacionados a
gorduras e Oleos, como os carboidratos, propiciam bom crescimento celular,
mas nao sdo bons para sintese de lipase, enquanto os substratos lipidicos,
principalmente os acidos graxos, sao excelentes indutores de lipase (Lotti et al.,
1998; Dalmau et al., 2000).

Quando o dleo de oliva é a unica fonte de carbono, o microorganismo
utiliza - o de modo sequencial. Inicialmente o 6leo de oliva é hidrolisado por
uma pequena quantidade de lipase proveniente do préprio indculo do
microorganismo em (glicerol e acidos graxos livres. Em seguida o
microorganismo consome o glicerol liberado, ainda sem a producgéo da lipase.
Finalmente, os acidos graxos livres sdo consumidos com a indugdo da
producao de uma quantidade significativa de lipases (Montesino et al., 1996).

A fonte de carbono pode estimular ou inibir a sintese de lipase. Além
disso, existem outros compostos que podem influenciar a produgao de lipase
por leveduras (Hadeball, 1991). A levedura C. rugosa consegue sintetizar a

lipase mesmo sem a presenga de um indutor, mas em menor quantidade



quando comparada a presencga desta fonte de carbono como indutor (Lotti et
al., 1998).

O acido oléico é conhecido como indutor e a glicose como repressora da
sintese de lipase. No estudo realizado por Obradors e colaboradores (1993), o
acido oléico foi selecionado entre outros acidos graxos com diferentes
tamanhos da cadeia carbbnica, ja que se obteve eficiente rendimento de
biomassa e de producgao de lipase.

O d6leo de oliva contém cerca de 70% de acido oléico (C18:1) e é
comumente utilizado com um substrato padrao para determinacao da atividade
lipolitica. Montesino e seus colaboradores (1996) confirmaram que o acido
oléico, resultante da hidrélise do 6leo de oliva, € o principal indutor da producgao
de lipase.

A produgéo de lipase pela C. rugosa tem sido realizada, em geral, com
misturas de fontes de carbono diferentes, geralmente agucares (sacarose e
glicose) e lipideos (6leos vegetais, acidos graxos), para se obter bom
crescimento microbiano e a indugéao de producao da enzima (Montesino et al.,
1996).

Il.4. Purificacao

A purificacdo de lipases tem, em geral, dois objetivos basicos: (a)
obtencdo da enzima virtualmente pura, para melhor estudo de suas
caracteristicas bioquimicas e de sua estrutura e (b) obtencdo de um produto
com maior atividade especifica (unidades de atividade/mg de proteina) para
aplicagdo em diversos processos. Entretanto, processos de purificacdo
costumam elevar grandemente o preco do produto final. Normalmente os
protocolos de purificagdo de enzimas microbianas extracelulares sao
separados em duas etapas: pré-purificacdo e purificagdo por métodos
cromatograficos.

Na purificacdo de lipases sédo aplicados principalmente trés tipos de
colunas cromatograficas: colunas de troca ibnica, colunas de interagéo
hidrofébica e colunas de permeacdao em gel. Além destas sdo também
utilizadas colunas de bioafinidade e colunas de adsorgcdo inespecifica —

empacotadas com hidroxiapatita, por exemplo.



Como regra geral a maioria dos protocolos de purificacédo de lipases
segue a seguinte légica: nos primeiros passos de purificagdo sao utilizadas
colunas com grande capacidade de troca e baixo custo. Estdo ai incluidas as
resinas de troca ibnica e de interagao hidrofébica. Estas ultimas tém sido
aplicadas com excelentes resultados na purificagao de lipases e apresentam a
vantagem adicional de dispensarem dialise de extratos precipitados pela adi¢cao
de sais. Nas etapas finais de purificacdo em geral sdo aplicadas colunas de
fitracdo em gel que garantem a remocgdo de agregados e produtos de
degradagao sofrida pela enzima ao longo do processo de purificagao.
Entretanto, este tipo de cromatografia fatalmente ir4 provocar a diluicdo do
produto final, exigindo uma etapa de concentragao posterior, como a liofilizagao
(Koblitz and Pastore, 2004).

I1.5. Avaliagao Econémica de Processos

Ao se ter um processo produtivo, deve-se realizar um estudo da
viabilidade econb6mica para qualquer que seja o produto em questdo, pois,
apesar de nao ser suficiente para a implantagao do processo, € uma condicao
necessaria. Esse estudo leva em conta as condigdes materiais, como
existéncia e disponibilidade dos recursos materiais utilizados no processo;
econdmicas, que remetem a capacidade de gerar lucro, recompensando 0s
investidores em um dado momento; e sociais, como a existéncia de uma mao-
de-obra necessaria no processo.

Para fazer uma avaliagdo econémica de um processo, € necessario
estimar os custos das operacdes e os investimentos envolvidos na cadeia
produtiva, fazer uma analise da lucro obtido com a venda do produto e avaliar
os indicadores de atratividade de investimento, tendo como base o fluxo de
caixa previsto para o empreendimento.

Este tipo de andlise pode ser feita com diferentes propdsitos em
diferentes niveis do desenvolvimento de um empreendimento, e quando ainda
se € necessario uma maior precisdo na estimativa do fluxo de caixa, deve-se

detalhar mais o projeto.



1.5.1. Custos de Operagao
Qualquer que seja o tipo de projeto em desenvolvimento é necessario

estimar os custos de diversas naturezas. Como indicado por Chauvel et al.

(2001), os custos de operagdo em um processo podem ser classificados em

trés categorias:

Custos variaveis: diretamente proporcionais a producdo da planta
existente, e ndo a capacidade instalada de producgédo. Nesta categoria,
encontram-se: custo de matéria-prima e utilidades, custos devido a
subprodutos pouco importantes para o mercado.

Custos fixos: proporcionais a capacidade instalada da planta, mas
independentes da producdo em si. Nesta categoria, encontram-se:
custos de manutencdo, custos administrativos, depreciacdo dos
equipamentos e seguro das instalagoes.

Mao-de-obra: se houver uma parada de emergéncia da planta, os custos
variaveis iriam cessar. Porém, os custos de mao-de-obra continuariam
inalterados. Tendo isto em vista, o custo de mao-de-obra nao pode ser
considerado como um custo variavel e diretamente proporcional ao nivel
da produgao.

Na Figura 1 abaixo, se observa uma distribuicdo tipica de custos em

uma planta industrial.
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Figura 1 - Distribuicdo de custos em uma planta industrial (Peters e
Timmerhaus, 1991).

11.5.2. Investimento
Os investimentos feitos numa planta industrial podem ser classificados
em diferentes tipos de acordo com sua natureza. Chauvel et al. (2001),
sugerem a seguinte classificagao:
¢ Investimentos nas unidades produtivas (inside battery limits — ISBL):
estritamente referente aos investimentos feitos nos componentes
produtivos do complexo manufatureiro, como as fundacgdes e estruturas
necessarias para o funcionamento e as maquinas e equipamentos do
processo.
¢ Investimento em servigos gerais e armazenamento (outside battery limits

— OSBL): referente a diversos equipamentos e instalagdes que
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contribuem de maneira indireta para o processo produtivo. Exemplo:
unidades de geracao de utilidades, tratamento de efluentes e tancagem.

e Capital fixo: referente aos custos de engenharia, pecas de reposigao,
honorarios da empreiteira e investimentos em unidades (ISBL e OSBL).

o Capital depreciavel: referente ao capital fixo somado aos custos de
partida, das cargas iniciais, dos juros vindos do empréstimo para a
construgao.

e Capital de giro: referente ao investimento temporario da operagdo da
planta que, ao contrario dos outros, ndo sofre depreciacdo e pode ser
vendido apdés um determinado tempo sem perda financeira (sem levar
em conta mudangas no valor dos itens a serem vendidos e possiveis
desvalorizagdes monetarias). Exemplo: estoque de matéria-prima e
produtos quimicos.

Na Figura 2 a seguir observa-se uma distribuicdo tipica dos

investimentos em uma planta industrial.
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Figura 2 - Distribuicdo de investimentos em uma planta industrial (Peters e
Timmerhaus, 1991).

21



Sabendo que as estimativas que sao feitas referente ao capital
necessario para os investimentos podem sofrer variagdes em relagdo ao nivel
do detalhamento necessario e oferecem diferentes precisbes, Peters e
Timmerhaus (1991) sugerem a seguinte classificagao:

e Estimativa de ordem de magnitude, baseada em dados de custo
anteriores; com erro provavelmente maior que +30%

o Estimativa de estudo, baseado no conhecimento dos principais custos
de equipamentos; com erro provavelmente até £30%

e Estimativa preliminar, baseado em dados suficientes para que se possa
fazer um orgamento; com erro provavelmente dentro de +20%

o Estimativa definitiva, baseado em dados quase completos, mas antes
das especificagdbes e dos desenhos dos equipamentos; com erro
provavelmente dentro de £10%

e Estimativa detalhada, baseada em desenhos completos de engenharia e

especificagdes; com erro provavelmente dentro de +5%.

11.5.3. Custos de Equipamentos

Entende-se por custos o consumo de bens e servicos, traduzidos em
dinheiro, para o fornecimento de produtos. Sado determinados para um periodo
de tempo ou para uma quantidade.

Os equipamentos se enquadram nos custos fixos de uma empresa, e
independem da quantidade produzida. No equipamento ainda cabe calcular a
amortizacédo da depreciacdo e a manutencao que este equipamento recebe.

Para fins praticos € possivel estimar o custo de um equipamento de
determinada capacidade conhecendo o custo e a capacidade de um
equipamento similar através da aplicagcdo de uma equagao (Equagao 1) de
ajuste de capacidade:

Co=C1 x (Q2/ Q)M Equacao 1

Onde: C se refere ao custo, Q a capacidade, o sub-indice 1 se refere ao
equipamento conhecido e 2 se refere ao equipamento a ser determinado. “f” é
um fator que pode ser ajustado para um determinado tipo de equipamento de
uma determinada industria, baseando-se em dados de plantas existentes. E

possivel encontrar para f desde valores menores do que 2 e valores maiores do



que 1.0. Quando este fator € desconhecido, utiliza-se o valor médio de 0.6
como estimativa — por esta razdo esta regra de escalonamento € conhecida
como “regra dos seis décimos”.

Durante uma estimativa de investimento torna-se necessario ajustar
precos praticados no passado para o presente, principalmente em funcéo da
variagao de precos de materiais e custo do trabalho associado a instalagao do
equipamento. O uso de indices de custo é feito através do uso de indices de
preco (Equagao 2):

Co=C1 x (l2/14) Equacgéao 2

Neste caso, C se refere ao custo, | ao valor do indice, 1 ao primeiro
momento considerado e 2 ao segundo momento considerado. Diversas
entidades publicam indices regularmente (usualmente anualmente) podendo se
referir a diferentes industrias, tipos de equipamentos ou itens de custo. No
entanto, nenhum indice é capaz de levar em conta todos os fatores possiveis.
indices importantes no contexto sdo o Marshall and Swift all industry index e o

Chemical Engineering cost index. (Peters e Timmerhaus ,1991)

1.5.4. Indicadores de Lucratividade

Sao varios os parametros utilizados para verificar a lucratividade ou
atratividade financeira de uma empresa ou projeto. Quando o assunto é a
quantidade de indicadores que sdo necessarios para uma boa analise ndo é
necessaria uma grande quantidade de indicadores, mas sim um conjunto de
indices que possibilite uma boa visdo sobre a empresa.

Os indices de lucratividade analisados isoladamente trazem utilidade de
informacgao reduzida. E preciso analisa-los em conjunto com os demais indices
(liquidez, endividamento e atividade). Uma empresa pode apresentar, em
determinado periodo, um bom indice de lucratividade mas, ao mesmo tempo,
pode apresentar sérios problemas de liquidez.

Liquidez € a medida da capacidade da empresa para honrar suas
obrigac¢des financeiras em seus prazos de vencimento. Mas, para manter o
capital de giro suficiente para o pagamento dessas despesas esta, nem
sempre, € a melhor saida. Quanto maior o capital de giro, maior o volume do

capital que esta sendo utilizado, o que significa que os lucros terdo de ser



proporcionalmente maiores para produzir o mesmo (ou maior) retorno do
capital empregado.
Abaixo alguns indicadores importantes:
e Porcentagem da margem de lucro bruta: Deduzir o custo de produgao da
receita bruta e entdo expressar esse resultado em porcentual da receita.
Receita — (M&o de obra e material ou CMV) = Lucro bruto
Quanto mais alto esse indice, maior o valor agregado aos produtos ou
aos servicos oferecidos.
Margem bruta = lucro bruto / receita x 100
e Retorno sobre investimento (return on investment — ROI): é definido
como a relagéo entre lucro obtido e o capital investido.
e Tempo de retorno de investimento (payback time ou payback period): é
o0 tempo necessario para que o lucro liquido acumulado (soma dos
lucros liquidos no tempo) se iguale ao investimento inicial. N&o
considera, em sua definicdo, os efeitos dos juros ou a distribuicdo dos
lucros liquidos no tempo.
e Valor presente liquido (Net Present Value — NPV). é definido pela

férmula NPV=Rt/(1+i)* ou seja, o NPV é a soma dos valores presentes

dos fluxos de caixa anuais (Cash Flow nos tempos t) descontados de
uma taxa de juros (i), e € denominada taxa de desconto até o periodo de
fim de vida do empreendimento (R).

e Taxa interna de retorno (Internal Return Rate — IRR): é definida como a
taxa que, utilizada na equagdo do NPV em substituicido ao custo de
capital, torna o NPV nulo no final de tempo de vida do empreendimento.
A IRR deve ser comparada com uma taxa de atratividade minima para

que se possa avaliar quao interessante é investir no empreendimento.

11.6. Software SuperPro Designer

De acordo com Perlingeiro (2005) o problema para determinar a solugao
otima de um projeto economicamente viavel pode ser decomposto em trés
subproblemas: tecnolégico (materiais envolvidos), estrutural (operacdes) e

paramétrico (objetivo).



Devido ao grande numero de solugdes possiveis a um processo de
otimizagdo, uma ferramenta computacional € utilizada para gerar a resposta ao
problema proposto, levando em consideracédo todas as variaveis inerentes ao
processo.

Com o auxilio do software SuperPro Designer, um simulador de
processos desenvolvido pela Inteligen Inc, € possivel obter a solugédo 6tima do
processo de fermentacdo submersa, além das diversas solugdes
economicamente viaveis.

As caracteristicas mais importantes do programa sdo a presenga de
mais de 140 operagdes unitarias, a possibilidade de simular operacdo em
batelada e a ferramenta de analise econbmica embutida. Essa ultima é de
extrema importancia para verificar a viabilidade de um projeto, passando da

escala laboratorial e piloto para a planta industrial.



Capitulo Ill. Objetivos

O presente trabalho pretende contribuir para o desenvolvimento de um
processo industrial de producado de lipase a partir da fermentacdo submersa
por Candida rugosa e avaliar sua viabilidade do ponto de vista econémico.

Para tanto, foi necessario: avaliar em escala de bancada parametros do
processo que permitam seu entendimento visando o balango material de uma
planta de escala industrial, propor um fluxograma do processo em batelada que
represente o funcionamento de uma planta hipotética do processo, dimensionar
equipamentos da planta e fluxos materiais necessarios para o seu
funcionamento e estimar custos de investimento e custos operacionais relativos
ao processo, derivando destas estimagdes uma avaliagdo quanto a viabilidade
econdmica do processo.



Capitulo IV. Materiais e Métodos

Para a simulagcdo de uma planta de producio de lipases por FS, se fez
necessaria a determinagao de alguns parametros que sao caracteristicos deste
processo.

Os parametros utilizados nesta primeira etapa de experimento, foram
selecionados com base na bibliografia pesquisada sobre produgao de lipase
por leveduras por fermentagado submersa (Maria et al 2006; Dalmau et al 2000
e Amaral et al 2006).

A maioria destes parametros esta relacionada diretamente com a
fermentacdo e os produtos gerados, tais como a quantidade de biomassa, a
atividade enzimatica obtida, o tempo de processo, entre outros.

Apds a determinagdo dos parametros do processo, foi realizada uma
busca pelos parametros econdmicos necessarios, como pre¢cos dos insumos,
preco de venda do produto final e de subprodutos, equipamentos e etc.

Finalmente, de posse de todos os dados necessarios, a sintese do
processo e a avaliagao econdmica puderam ser realizadas.

A Figura 3 a seguir exemplifica a metodologia adotada neste trabalho.
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Figura 3 - Metodologia do trabalho

IV.1. Parte Experimental
Toda parte experimental foi obtida do trabalho de Melo (2010), e os
resultados foram usados para fazer a simulagdo no programa SuperPro

Designer, em escala inustrial.



IV.1.1. Matéria Prima

A matéria prima escolhida como fonte de carbono para o processo de
fermentacdo foi o acido oléico, devido ao fato de ser uma o6tima fonte de
carbono para o crescimento celular, como visto na literatura, além da sua
grande oferta no mercado devido aos seus diversos usos e beneficios.

Os componentes dos meios de cultivo e de preservacgao utilizados foram:
glicose e agar-agar (Vetec), extrato de malte (SIGMA), peptona e extrato de
lévedo (Bacto™).

IV.1.2. Microorganismo

O microorganismo utilizado foi uma cepa de Candida rugosa NRRL Y-95
/ NRRL Y-1496, cedida pelo ARS Collection.

As células foram conservadas a 4°C ap6s 72 horas de crescimento em
tubos de ensaios contendo meio de cultivo MYPD (“Malte Extract, Yeast
Extract, Peptone, Dextrose”) (em p/v): extrato de Iévedo 0,3%, extrato de malte
0,3%, peptona 0,5%, glicose 1% e Agar-agar 2% (Melo, 2010).

IV.1.3. Cultivo
IV.1.3.1. Preparo do In6culo

No ensaio de Melo (2010), a partir dos tubos contendo as células
preservadas em meio solido, estas foram inoculadas, de forma estéril com uma
alca de platina, em erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio de
cultivo YMPD. Os erlenmeyers foram colocados em um incubador rotatorio a
27°C, 150 rpm, e ap6s cerca de 70 horas, a absorvancia de 1mL da amostra
deste cultivo foi determinada a 600 nm, em espectofotometro e, em seguida as
células foram centrifugadas de forma estéril a 3.000 g por 10 minutos e
ressuspensas em 10 mL de meio de cultivo servindo de in6culo para os
experimentos descritos nos itens posteriores. O volume centrifugado desse pré-
in6culo foi suficiente para se obter uma concentracéo inicial de células de,

aproximadamente, 1,0 £ 0,1 mg p.s. cel/mL de meios de cultivo.

IV.1.3.2. Experimentos para Producgao de Lipase.
Paras os testes iniciais para producdo de lipase por fermentagao
submersa foi utilizado o planejamento experimental realizado por Melo (2010),

visando determinar as melhores concentragdes dos componentes selecionados



para produgéo da enzima lipase. Neste planejamento foi feito um delineamento
fracionario 2°" com 3 pontos centrais, realizados em triplicata a fim de estimar
0 erro experimental.

Os resultados encontrados por Melo (2010) em % p/v foram: extrato de
levedura 0,5% , extrato de malte 0,9% , peptona 1,5% , acido oléico 1,5% e
tween 80 1,0% ; servindo de base para a estimativa inicial da quantidade dos
componentes do meio a serem utilizados no projeto.

Todos os componentes do meio de cultivo foram autoclavados a 0,5 atm
por 15 minutos, sendo entdo necessaria etapa de esterilizagdo do meio ao

simular o processo industrial.

IV.2. Sintese do Processo

O fluxograma do processo foi desenvolvido com base nas operagdes
previstas para a produgao e purificagao da lipase no trabalho experimental de
Melo (2010), além do auxilio encontrado na literatura em Zhuang (2006),
Ramirez et al (2009) e no site do fornecedor do programa SuprePro Designer
utilizado na simulagao do processo (http://www.intelligen.com/literature.shtml).

Para condicbes e parametros ndo encontrados na literatura ou de dificil
medida, foi utilizado o modelo default do programa, que consiste em valores
pré-estabelecidos e arquivados na base de dados do proprio programa. Esse €

um modelo que pode ser usado em situagdes genéricas de simulagao.

IV.2.1. Operagoes e Equipamentos
A Tabela 3 abaixo contempla os equipamentos utilizados no processo e
suas respectivas fungoes.

Tabela 3 - Equipamentos do processo

Legenda Equipamento Operagao
PRO1 Propagacéo Inéculo Preparacado do meio
EST1 Esterilizador Esterilizacdo do meio
FER1 Fermentador principal Fermentacao
HG1 Homogenizador Homogenizacdo do meio
DEC1 Decantador Separacgao da enzima
CEN1 Centrifuga Etapa de separacao



http://www.intelligen.com/literature.shtml

PPS1 Precipitacdo Salina Etapa de separacao

COL1 Coluna de troca ibnica Troca l6nica- Purificagdo Enzima

SECA1 Secador Produto Concentragao Produto

IV.2.2. Balango de Massa
O balango de massa visa obter a conversdao da matéria prima em
biomassa e produtos, além de fornecer dados das reacgdes intermediarias e dos
equipamentos.
Os gases de emissao foram desconsiderados no balancgo total visto que
nao ha grande impacto na reagao global.

IV.2.2.1. Preparo e propagagao do meio

O acido oléico, que é fonte de carbono do processo, e os nutrientes sao
levados a um esterilizador a vapor antes de entrar na etapa de propagacéo do
inoculo e no Fermentador. Esse tipo de esterilizador foi escolhido por ser
eficiente e ndo utilizar produtos quimicos que podem prejudicar o meio, além
de ser difundido no meio industrial.

A propagacao no fermentador (propagador) do inoculo segue a seguinte
reacao, baseada nos resultados laboratoriais:

YMPD (meio de cultivo) -2°™35%2 Bjomassa + Produtos secundarios

A quantidade de biomassa no inéculo obedece os resultados obtidos
experimentalmente, e a gerada segue a proporgcao de 1 mg p.s de células/ ml
meio de cultivo.

O componente produtos secundarios obtido visa apenas completar o
balango massico de forma correta, visto que sao proteinas diversas formadas,
indiferentes para o processo.

Todas as quantidades de meio e agua foram utilizadas de acordo com
os experimentos realizados por Melo (2010).

No anexo 1 podem ser vistas algumas determinagdes analiticas usadas
para controle de processo.

IV.2.2.2. Fermentagao

O software SuperPro Designer possibilita a simulacdo de um processo

fermentativo baseada em uma equacdo que descreva o consumo dos

reagentes e a formacgao de produtos.



A reacao utilizada na fermentacgao foi a representada abaixo:

Acido oléico Bomassa_ | ipase + Biomassa + subprodutos

O balango foi ajustado de modo que todo o acido oléico fosse convertido
na quantidade requerida de lipase, sendo formado produtos secundarios da
fermentacao que entram na equacéo para fechar o balanco.

A quantidade de cada componente foi obtida de acordo com Zhuang et
al (2007), que utiliza uma proporg¢ao de 50:5:1 de substrato, biomassa gerada e
enzima, respectivamente.

Apods a fermentagao € adicionado um homogenizador para estabilizar a

corrente, de modo a obter a enzima formada na etapa anterior.

IV.2.2.3. Extragao de liquidos no decantador

Visto que a quantidade de agua utilizada no processo é grande, e
consequentemente, ha diluicdo do produto, etapas para extragdo de liquidos
S840 necessarias.

Nesse processo ha remogdo da agua e do acido oléico residual,
concentrando a corrente que ird para centrifugagao.

A perda de atividade enzimatica é a default do equipamento, cerca de
5% em relagéo a operagao anterior.

IV.2.2.4. Centrifugagao

Na centrifugagdo considera-se 100% de recuperagdo da enzima. A
biomassa residual teve eficiéncia de separagdo de 90% e aos outros
componentes foi utilizado o default do programa SuperPro Designer.

A desnaturacao na corrente de saida € prevenida com um resfriamento
usando como fluido refrigerante agua, até uma temperatura de 15°C, visto na
centrifugacdo pode haver aquecimento e possivel perda da atividade
enzimatica.

IV.2.2.5. Remocgao dos sélidos por precipitagao salina

A precipitagao salina auxilia na filtragem e purificagao da solugao.

E feita uma lavagem com agua, para purificar ao maximo a corrente,
deixando apenas enzimas e proteinas puras ao final do processo. O programa
utiliza uma desnaturagéo da enzima de cerca de 3%, em relagédo a operagao

anterior, para esse equipamento, resultando em perda da atividade enzimatica.



IV.2.2.6. Concentragao por troca idnica

Separa e concentra quase que a totalidade de enzimas disponiveis na
corrente de entrada. Para isso utiliza uma lavagem com agua, NaCl 0.1 e 0.5M,
NaOH 0.5M e tampéao Tris 50mM de acordo com Borkar et al (2009), e com o
banco de dados do programa, que seleciona a melhor faixa de operagao para o
equipamento, resultando em melhores resultados. A perda de atividade
enzimatica, devido ao fato da separagao nao ser 100% efetiva, é a default do
equipamento e definida em 5% em relagao a operagao anterior.

IV.2.3. Dimensionamento

Os parametros de projeto devem ser definidos de forma que o programa
possa realizar os calculos de dimensionamento dos equipamentos e utilizagao
da planta. Em todos os casos, foram utilizados os parametros sugeridos pelo
programa SuperPro Designer, que podem ser observados na Tabela 4 a seguir:

Tabela 4 - Parametros de dimensionamento da planta

Legenda Equipamento Parametros

PRO1 Volume Maximo = 50000 L

Propagacao Inéculo | Porcentagem maxima de utilizagéo do volume= 90%

Altura/Didmetro = 3

EST1 Esterilizador Vazao Maxima = 100000 L/h
FER1 Volume Maximo = 300000 L
Fermentador Porcentagem maxima de utilizagdo do volume= 90%

Altura/Didmetro = 3

HG1 Homogenizador Maxima Vazao = 333 L/min
DECH1 Volume Maximo = 60000 L
" e ~ono
Decantador Porcentagem maxima de utilizagdo do volume= 90%

Altura/Diametro = 5

CEN1 Centrifuga Maxima vazao = 200 L/min

PPS1 Volume Maximo = 50000 L
Precipitacdo Salina

Altura/Diametro = 3

COL1 Coluna de Troca Maxima vazao = 600 L/min

I6nica

SEC1 Secagem Produto | Capacidade Sublimagéao = 600000 kg




Parametros de operagdo também devem ser definidos de forma que o

programa possa calcular a real ocupagao dos equipamentos. As operagdes de

cada equipamento sao definidas pelo usuario, de modo a conectar todas as

correntes (Pull-in e Transfer-Out), designar a sequéncia das operag¢des no

equipamento e definir os parametros de operacéo.

esses valores.

A Tabela 5 abaixo fornece

Tabela 5 - Operagdes do processo

Legenda Equipamento Operagao Parametros

Pull-In-1 Vazao Massica = 30ton/batelada
Pull-In-2 Vazao Massica = 30ton/batelada

PRO1 Propagacao Inéculo Pull-In-3 Tempo e Vazao de EST1
React Tempo = 72 hrs
Transfer-Out Vazao Massica = 30ton/batelada

EST1 Esterilizador Sterelize Tempo =4 hrs
Pull-In-1 Tempo = Tempo de PRO1
React Tempo =72 hrs

FER1 Fermentador principal
Transfer-out Tempo = 16 hrs
SIP Tempo= 15 min

HG1 Homogenizador Homogenize Tempo= 16 hrs

DEC1 Decantador Decant Tempo = 8 hrs

CEN1 Centrifuga Centrifuge Tempo =4 hrs

PPS1 Precipitacdo Salina Flotate Tempo =6 hrs
Load

coLu1 Coluna Troca Iénica | Wash Tempo =9 hrs
Regenerate

SEC1 Secagem Produto Dry -

O tempo de reagao do fermentador principal e da propagacgao do indculo

foram obtidos diretamente da literatura, como visto na secao IV.1. Os outros

parametros listados na tabela acima sdo estimados pelo programa com base

no seu banco de dados, levando em consideragéo as condigdes inicias e finais

requeridas no processo, tais como massa total final do produto.




IV.3. Avaliagdao Econémica

A avaliagdo econdmica leva em conta a estimativa de dados relativa aos

custos de equipamentos, materiais e trabalho. Foi utilizada a conversdo de R$

1,60 para US$ 1, valor obtido na data de realizagcao dos calculos.

IV.3.1. Custos dos Equipamentos

Com a finalidade de utilizar as equagdes descritas anteriormente para a

estimativa dos custos de equipamentos com relacdo a capacidade e a variacao

temporal, foram utilizados os parametros descritos na segao 11.5.3, custo (C,),

capacidade (Q,), e fator de correcdo (f). Os valores sao apresentados na

Tabela 6 a seguir. Nos casos onde nao foi possivel encontrar os custos

associados a capacidade utilizou-se o modelo default do software, que contém

esses dados pré-configurados aos equipamentos.

Tabela 6 - Parametros para a equagao de custos

Parametros para a equagao de custos

Equipamento Q. Co(R$) | f Ano Fonte
. i 3 Castilho et
Propagacéo Inéculo 0,56 m 254400 | 0,6 2000
al., 2000
. 3 Zhuang,
Esterilizador 122,01 m°/h | 160000 | 0,6 2004
2006
Homogenizador - - - - Default
3 108160 Castilho et
Fermentador 2491 m 0,6 2000
0 al., 2000
3 Wooley et
Decantador 50m 19040 0,6 1999
al., 1999
Precipitacdo Salina - - - - Default
Centrifuga - - - - Default
Coluna de Troca
- - - - Default
I6nica
Secagem Produto - - - - Default




IV.3.2. Custos do Materiais

A Tabela 7 abaixo mostra o preco dos insumos utilizados no processo:

Tabela 7 - Prego dos insumos

Insumo Preco (R$/kg)
Acido Oléico 3
Agua 0,008
Extrato de levedo (Bacto) 288
Extrato de malte (Difco) 112
Peptona (Bacto) 256
Tween 80 (Sigma) 80

O custo da agua utilizada no processo foi calculado com base no prego
da agua fornecida pela CEDAE (RJ) para fins industriais, de R$ 8,409240 /m?°.
Esse custo pode ser diferente dependendo da escolha da localidade para
implantagao da planta.

O custo do Acido Oléico foi estimado com base no preco FOB de
mercado, em R$ 3000 por tonelada, sendo este o prego utilizado na avaliagédo
econdmica do processo. (Fonte: site aliceweb.com, acessado em 29/08/2011)

Os pregos dos demais reagentes foram obtidos diretamente dos
catalogos disponibilizados na internet pelas empresas Bacto, Difco e Sigma, no

site das respectivas.

IV.3.3. Custo do Trabalho

Estimou-se o custo relacionado ao trabalho como sendo de 2 salarios
minimos mensais (R$ 545,00 o salario minimo em 2011) por operador. Sendo
um turno de trabalho de 8 horas, obtém-se R$ 5,90 por hora trabalhada por
operador.

IV.3.4. Indicadores de Lucratividade

Os indicadores de lucratividade foram calculados automaticamente pelo
software utilizado, ao se definir as condi¢cées de operacgao e os custos.

A sensibilidade do preco do preparado enzimatico foi obtida com base
no rendimento da fermentacio, variando a quantidade de proteina produzida e

o fator de concentragao da etapa de centrifugagao.



Capitulo V. Resultados e Discussao

V.1. Parte Experimental
V.1.1. Producao de lipase

De acordo com Melo (2010), a produgao de lipase foi feita estudando,
através de um planejamento fatorial 2>, a influéncia de trés variaveis de
producao, extrato de levedura, extrato de malte, peptona, acido oléico e tween
80. Dos 19 experimentos realizados, obteve-se uma variagao de 15,76 a 46,03
mg p.s cél./mL para crescimento celular e de 0,16 a 9,20 U/mL para atividade
enzimatica.

Os melhores resultados foram obtidos utilizando extrato de malte a 0,9%
p/v, acido oléico e peptona a 1,5 % p/v ,extrato de levedura a 0,5% p/v e tween
80 a 1,0% pl/v, resultando numa maior atividade enzimatica.

Trabalhos da literatura (Pernas, et al 2000; Gordillo et al 1998) relatam o
efeito positivo do acido oléico como agente indutor na produgao de lipase por
leveduras, corroborando com os resultados obtidos por Melo, 2010. Gombert et
al., 1999 e Maia et al 1999 também observaram um efeito positivo da peptona

como fonte de nitrogénio na produgao de lipase por leveduras.

V.2. Sintese do Processo

O fluxograma obtido para o processo pode ser visualizado na Figura 4 a
seguir. O processo foi divido em trés seg¢des: a primeira, compreendendo o
preparo do meio, a propagacao do indculo e a fermentagéo, a segunda sec¢ao
que contempla a concentracgao, e a terceira abrangendo a etapa de purificacéo

e obtencao do produto final.
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Na primeira se¢do em azul, o acido oléico e o meio de cultura sao
esterilizados, e utilizados como fonte de carbono e nutrientes para o preparo do
in6culo e posterior fermentacéo. A etapa de preparo do inéculo é utilizada para
ativar a fase de crescimento celular do microorganismo que sera levado ao
fermentador, tendo como ponto critico manter as condi¢gdes 6timas para o
crescimento celular (pH, temperatura, concentragao de nutrientes) e a auséncia
de agentes contaminantes no meio.

Ao tanque FER1 é levada a corrente S-102 contendo o meio reacional
adequado para a fermentagao, visando a produc¢ao de 100 kg de lipase ao final
do processo. O processo fermentativo demanda um tempo longo de reagéao (72
horas) para que a produgéao da lipase seja eficiente. Esta é a segéo limitante do
processo pois apresenta maior tempo de operacdo, de aproximadamente 150
horas.

A corrente S-103 que sai do tanque de fermentagdo € homogeneizada
para as etapas posteriores de concentragdo, destacadas em laranja. No
decantador, como ndo ha utilizacdo de agentes coagulantes, o tempo de
operacao é dado pela velocidade de sedimentacgao, limitando o processo. Ja na
centrifugacado, o limitante € a capacidade da centrifuga, sendo que quanto
maior e mais potente, maiores os custos. Nesta segdo os produtos
secundarios da fermentacdo sdo separados da lipase de interesse, e
descartados nos rejeitos 1 e 2, que sdo em média 80% agua, 15% produtos
secundarios e 5% nutrientes. No rejeito 2 ha tragos pouco relevantes do
produto final também. O tempo de operacido nesta secdo é de 30 horas,
aproximadamente.

Em verde, a secdo de purificagcdo utiliza as etapas de precipitacdo
salina, troca ibnica e secagem. A precipitagao salina € uma purificagao primaria
e rapida, se comparada a outras etapas do processo, visando diminuir a carga
alimentada na etapa posterior. A troca ibnica garante a pureza minima
requerida no processo, € é limitada pela capacidade disponivel de troca do
trocador. Para aumentar essa capacidade, sucessivas lavagens séo feitas,
aumentando o tempo de operacdo do equipamento. Ao final, a secagem
concentra a lipase, de modo a obter o valor de 95% de pureza estabelecido no
equipamento. Esse valor pode variar de acordo com o uso final desta enzima,

barateando ou onerando os custos do processo. As industrias farmacéutica e



de alimentos, por exemplo, utilizam lipase com alto grau de pureza, enquanto
industrias como a de detergentes e téxtil utilizam um grau de pureza menor. O
tempo de operagao na sec¢ao de purificacdo € de aproximadamente 60 horas,

resultando num total de 240 horas de operacgao por batelada.

V.2.1. Balango de massa

A Tabela 9 a seguir mostra os valores obtidos pelo calculo do balango de
massa realizado na secgéo IV.2.2.

Os calculos foram realizados para a obtengdo de 100 kg/batelada de
lipase ao final do processo.

Inicialmente 10 toneladas de acido oléico sdo alimentados na planta,
como fonte de carbono na propagacao do indculo. A quantidade dos nutrientes
no pré-inéculo foi calculada de acordo com a porcentagem dada por Melo

(2010), e os valores sao apresentados na Tabela 8 abaixo.

Tabela 8 - Balango de massa da planta
Balanco de Massa para a Planta Valor Unidade

-Sec¢ao de Fermentagao

Glicose 318,14 kg
Extrato de Malte 95,44 kg
Peptona 159,07 kg
Extrato de Lévedo 95,44 kg
Agua 30.509,59 kg
Acido olgico 10.000,00 kg
Biomassa residual 701,58 kg
-Homogenizador

Lipase 114,77 kg
-Decantador

Rejeito 1 (dgua e nutrientes) 20.892,26 kg
-Centrifuga

Lipase 113,62 kg
Rejeito 2 (agua e nutrientes) 14.028,04 kg

-Precipitagcao Salina




Rejeito 3 (sais e agua) 5.271,54 kg

-Troca I6nica

Massa de sais e agua utilizada 280.566,90 kg
Rejeito 4 (sais, agua e nutrientes) 284.290,82 kg
-Secagem Produto

Lipase concentrada 100,00 kg
Rejeito 5 (agua lavagem) 424,10 kg

Nota-se que a quantidade de lipase apos a secdo de fermentacido é
maior que os 100 kg estipulados, porém ao longo do processo € perdida,
devido a desnaturagdo ocorrida nos equipamentos por gradientes de
temperatura, pH ou agitacdo mecanica e a lipase descartada em separagdes

nao totalmente efetivas.

V.2.2. Dimensionamento
As dimensbes e as quantidades dos equipamentos s&o obtidas de
acordo com o banco de dados do programa e as condi¢des iniciais do
processo, sendo apresentados na Tabela 9 a seguir.

Tabela 9 - Dimensbes dos equipamentos

Legenda | Equipamento Quantidade | Dimensao

PRO1 Propagador In6culo 1 Volume = 35032.34 L
EST1 Esterilizador 2 Capacidade = 2,83 m>/h
FER1 Fermentador 1 Volume = 53665,30 L
HG1 Homogenizador 1 Capacidade = 42,37 L/min
DEC1 Decantador 2 Capacidade = 63.56 m?
CEN1 Centrifuga 1 Capacidade = 42,44 L/min
PPS1 Precipitacdo Salina 1 Capacidade = 43,79 m?
COL1 Coluna Troca l6nica 2 Volume = 633,07 L

SEC1 Secagem Produto 1 Capacidade = 426,10 kg

E possivel observar na Tabela 9 que o fermentador (FER1) é o
equipamento que ocupa maior volume na planta industrial de producédo de
lipase. Este alto volume esta diretamente associado ao tipo de fermentacao

utilizado, a fermentagéo submersa, com grandes volumes de agua.




Mlain Equipment & CIF Skids

Os equipamentos listados acima ocupam uma area fisica de
aproximadamente 200 m?. Para a construcdo da planta desenhada, seguindo
as normas da ABNT para construgao civil, seria necessario um terreno de no
minimo 300 m?.

Seria interessante a aquisicdo de mais uma centrifuga para ficar como
reserva na planta, antevendo imprevistos que podem ocorrer com o0

equipamento, além de possibilitar a constante manuntencéo.

V.3. Avaliagdo Econémica
V.3.1. Ocupacao dos recursos
A ocupacado temporal dos recursos do processo, que possui etapas
descontinuas, deve ser analisada de modo a compreender as dinamicas
intrinsecas do projeto.
Uma maneira de visualizar esta ocupacdo de recursos é através do

Grafico de Grant, mostrado na Figura 5.
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Figura 5 - Grafico de Grant da ocupacéao de recursos

Ao analisar o grafico, pode-se observar que o tempo total de ciclo é de

aproximadamente 240 horas e que a Fermentagéo (FER1) é a etapa limitante




do processo. Com esse tempo 50 bateladas ao ano poderiam ser realizadas.

Porém, como é possivel iniciar uma batelada sem que a ultima etapa de todo o

processo tenha terminado, o programa SuperPro Designer projetou um total de

96 bateladas ao ano, levando em conta um tempo minimo de ciclo de 81,2

horas.

V.3.2. Custos de Investimento

Os custos relativos aos equipamentos sao calculados de acordo com os

dados apresentados anteriormente na Tabela 6. Os custos dos equipamentos

ndo listados sao estimados em 25% do custo total, de acordo com Peters e

Timmerhaus (1991). Nas Tabelas abaixo sao apresentados estes custos

relativos aos equipamentos (Tabela 10), além dos custos diretos e indiretos

relativos a planta (Tabela 11).

Tabela 10 - Custos unitario e total dos equipamentos

Legenda Equipamento Quantidade Custo Custo Total
Unitario(R$) (R$)

PRO1 Propagador Inéculo 1 254.400 254.400
EST1 Esterilizador 2 160.000 320.000
FER1 Fermentador 1 1.081.600 1.081.600
HG1 Homogenizador 1 1.600 1.600
DEC1 Decantador 2 19.200 38.400
CEN1 Centrifuga 1 160.000 160.000
PPS1 Precipitacdo Salina 1 160.000 160.000
COL1 Coluna Troca Iénica 2 249.600 499.200
SEC1 Secagem Produto 1 19.000 19.000
Equipamento n&o listados 649.900
TOTAL 3.167.000

Além da fermentacéo, onde se é esperado um alto investimento por ser

a principal etapa do processo, outro equipamento que chama a atencéo é o

esterilizador, com seu custo associado ao alto valor de energia utilizado para o

aquecimento do vapor.




Em equipamentos nao listados, sdo definidos os custos relativos a
analises e controle dos parametros do processo, como controle de
temperatura, pH, atividade enzimatica e taxa de crescimento da biomassa.

Outros custos relacionados a investimentos necessarios para producao
da planta fisica foram derivados a partir dos custos de compra dos
equipamentos de acordo com a Tabela 6, contendo valores dentro de faixa
sugerida por Peters e Timmerhaus (1991).

Tabela 11 - Custos diretos e indiretos

Item Custo (R$)
Equipamentos 3.167.000
Instalacéo 1.486.000
Tubulagao 1.108.000
Instrumentacgéo 1.267.000
CUSTO DIRETO Isolamento 95.000
Elétrica 317.000
Edificagcoes 3.167.000
Melhoria terreno 475.000
Instalagdes Auxiliares 1.267.000
Custo Direto TOTAL 12.347.000
Engenharia 3.087.000
CUSTO INDIRETO Construgao 4.321.000
Custo Indireto TOTAL 7.408.000

Os valores obtidos na Tabela 11 foram obtidos diretamente pelo
programa, e calculados a partir das tabelas de porcentagem de custos retiradas
do livro de Peters e Timmerhaus (1991).

O custo total é a soma dos custos direto e indireto totais, dado por CT=
R$ 19.755.000. Além disso, é somado ao CT os custos da empreiteira para a
construgdo da planta (R$988.000) e da contingéncia (R$1.976.000), totalizando
ao final um valor de R$ 22.718.000, valor esse utilizado nos calculos de

indicadores de lucratividade apresentados posteriormente.




V.3.3. Custos de Operagao

Os custos de méao de obra se resumem ao montante de R$ 6.304.000

por ano, com um gasto de R$ 206,08 por hora de trabalho. Esses custos foram

calculados sabendo que um mesmo trabalhador pode se ocupar de mais de um

equipamento em seu turno.

Abaixo a Tabela 12 com os custos de matéria prima.

Tabela 12 - Custos com Matéria-Prima

Custo Quantidade
Matéria Prima Unitario Anual Custo Anual %
(R$/kg) (kg) (RS)
Agua 0.008 3,444,108 29,000 0.16
Extrato de levedo 288.000 9,162 2,639,000 14.38
Peptona 256.000 15,271 3,909,000 21.31
Extrato de malte 112.000 9,162 1,026,000 5.59
Glicose 1.600 30,541 49,000 0.27
Agar — Agar 35.200 61,083 2,150,000 11.72
Acido oléico 3.040 960,000 2,918,000 15.91
WFI 0.160 7,407,070 1,185,000 6.46
Tris Buffer 0.240 10,210,159 2,450,000 13.36
NaCl (0.1 M) 0.208 3,967,376 825,000 4.50
NaOH (0.5 M) 0.192 4,964,082 953,000 5.20
NaCl (0.5 M) 0.304 695,552 211,000 1.15
TOTAL 31,773,568 18,346,000 100.00
Na Tabela 13 s&do apresentados os custos de utilidades necessarias
para o funcionamento da planta, fornecidos pelo programa, baseado na soma
das utilidades utilizadas em cada equipamento.
Tabela 13 - Custo de utilidades
Utilidades Quantidade | ) idade | Custo Anual | o,
anual (R$)

Eletricidade 1,268,065 kWh 202,890 74.23
Vapor 363,203 kg 163 0.06
Agua de resfriamento 19,551,953 kg 782 0.29




Agua Gelada 248,228,488 kg 69,504 25.43

TOTAL 273,339 | 100.00

Apesar de nao representar a maior quantidade anual no processo, a
eletricidade representa o maior custo anual, pois a energia € uma utilidade cara
no Brasil.

A Tabela 14 ilustra todos os custos operacionais da planta, obtidos
diretamente dos calculos efetuados pelo software, baseado nas tabelas de
custos fornecidas por Peters e Timmerhaus (1991). O item chamado
dependente da planta, que se apresenta como grande fonte de custos, resume
em si a depreciacdo dos equipamentos, custos de manutencido e custos de
natureza variada. Além disso, ha um alto custo relacionado aos descartaveis,

que poderiam ser reaproveitados num estudo posterior, para a otimizagdo do

processo.
Tabela 14 - Custos Operacionais

Custo do Item R$ %

Matéria Prima 18,345,600 43.56
Dependente do Trabalho 6,304,000 14.97
Dependente da Planta 4,228,800 10.04
Laboratorio/QC/QA 1,059,200 2.52
Descartaveis 11,840,000 28.11
Tratamento rejeito 62,400 0.15
Utilidades 273,600 0.65
TOTAL 42,113,000 100.00

Considerando todos os custos descritos anteriormente e a producao de
lipase da planta, chega-se ao custo de produgdo de R$ 4.467,00 por kg de
produto, calculado diretamente pelo programa na simulacdo. Este valor é
menor do que o encontrado na venda do produto no mercado, logo, analisando

somente os custos de producio e venda, pode-se obter lucro na produgao.




V.3.4. Indicadores de Lucratividade

De acordo com Peters e Timmerhaus (1991), temos que analisar um
conjunto de indices para se ter uma melhor visdo sobre as finangas da
empresa.

Com uma venda de 9.428 kg de produto por ano, o custo de produgao
de R$ 4.467,00 por kilograma de produto, e o preco de mercado de R$
5.600,00 por kilograma, tém-se uma receita anual de R$ 52.795.000,00. Com
esses resultados e os custos fornecidos nas tabelas anteriores podemos
calcular os indices discutidos na segéao 11.5.4.

A porcentagem da margem bruta foi de 32,37%, sendo que na industria
quimica a margem média é de 20% e na farmacéutica de 60% (Matos, 2003),
mostrando que seu valor de mercado esta mais proximo dos commodities da
industria quimica do que dos farmacos. A lipase produzida e comercializada
apresenta portanto um baixo valor agregado.

O retorno do investimento obtido (ROI) foi de 50,26%. Comparando com
os resultados obtidos na literatura por Castilho et al (2000), na produgéo de
lipase, de 67,87%, e por Evangelista et al (1998) na produgao de p-
glucuronidase, de 52%, pode-se observar que o ROI calculado nesta simulagao
€ satisfatorio, dentro do resultado esperado economicamente.

O tempo de retorno do investimento é obtido quando o ROI atinge 100%,
de acordo com Matarazzo (1997). Esse valor é atingindo em 5,09 anos,
levando em consideragao as taxas tributarias. Ferreira et al (1995) na producao
de 130 m® de pectinase por ano, obteve um tempo de retorno de 4 anos.
Zhuang (2006), obteve tempo de retorno de 2,75 anos. Ja Mazin e Andréa
(2010), obtiveram 6,77 anos em sua producédo. A diferenga pode se dar devido
ao tipo de fermentacgao utilizada, aos equipamentos requeridos ou a quantidade
produzida por ano, elevando os custos de produgao.

Tanto o ROI quanto o tempo de retorno mostraram valores adequados
no presente estudo em comparagdo com os valores obtidos em escala similar
de producdo ( de 40 a 160 m®), tal qual afirma Castilho et al (2000).

V.3.4.1. Fluxo de Caixa
O Fluxo de Caixa projetado quando prevendo 15 anos de operagao da

planta, sem a previsdo de tomada de empréstimos, com um tempo de



construcao de 30 meses e de start up da planta de 4 meses € apresentado na

Tabela 15.
Tabela 15 - Fluxo de caixa

8 o o _ o o

= (3] % xg ‘5 l& o i -g () -g

9 = On = © o 2 2 o T T
2 £ ® g © o S5 |5 €| @ 2 o 2

= o S = o @ S 3 o x =
< 0 o n 9 = = - o o S ®©

¢ | ¢ 38|85 |8 |"E|E|§ |E=
1 -6,815 0 0 0 0 0 0 0 -6,815
2 -9,087 0 0 0 0 0 0 -9,087
3 -9,099 | 19,798 | 22,375 | -2,577 | 2,158 0 0 -419 | -9,518
4 0 52,795 | 42,113 | 10,681 | 2,158 | 10,681 | 4,273 | 8,567 | 8,567
5 0 52,795 | 42,113 | 10,681 | 2,158 | 10,681 | 4,273 | 8,567 | 8,567
6 0 52,795 | 42,113 | 10,681 | 2,158 | 10,681 | 4,273 | 8,567 | 8,567
7 0 52,795 | 42,113 | 10,681 | 2,158 | 10,681 | 4,273 | 8,567 | 8,567
8 0 52,795 | 42,113 | 10,681 | 2,158 | 10,681 | 4,273 | 8,567 | 8,567
9 0 52,795 | 42,113 | 10,681 | 2,158 | 10,681 | 4,273 | 8,567 | 8,567
10 0 52,795 | 42,113 | 10,681 | 2,158 | 10,681 | 4,273 | 8,567 | 8,567
11 0 52,795 | 42,113 | 10,681 | 2,158 | 10,681 | 4,273 | 8,567 | 8,567
12 0 52,795 | 42,113 | 10,681 | 2,158 | 10,681 | 4,273 | 8,567 | 8,567
13 0 52,795 | 39,955 | 12,840 0 12,840 | 5,136 | 7,704 | 7,704
14 0 52,795 | 39,955 | 12,840 0 12,840 | 5,136 | 7,704 | 7,704
15 3,419 | 52,795 | 39,955 | 12,840 0 12,840 | 5,136 | 7,704 | 11,123

Dos valores obtidos na Tabela 15 podem-se derivar alguns resultados

pertinentes a analise econémica do processo como a Taxa Interna de Retorno

(IRR), que sem impostos foi de 36,33%, enquanto que com impostos foi de

25,23%.

Para efeito comparativo, Ferreira et al (1995) obtiveram uma taxa interna
de retorno de 18%. Ja Mazin e Andréa (2010) 9,61%. De acordo com Rudd et

al (1968) esta taxa varia de 8 a 18% para projetos na industria quimica, sendo

que nesta analise a taxa minima de retorno esperado é de 17% (Luccio et al,

2002). E para IRR maiores que a taxa minima, o investimento é considerado




viavel. Como o IRR obtido no presente estudo, considerando os impostos, foi
de 25,23%, o investimento é seguro.

O Valor Presente Liquido (NPV), fortemente dependente do custo de
capital, também é obtido do fluxo de caixa, e foi avaliado para 3 patamares de
taxa de desconto: 7, 9 e 11%, resultando, respectivamente, em R$ 36.062.000 ,
28.647.000 e 22.539.000. Em comparagdo, Zhuang (2006), obteve R$
48.387.000, R$ 38.734.000 e R$ 30.564.800, para 7, 9 e 11% respectivamente.
Ambos os trabalhos apresentaram os trés patamares positivos. Com valores de
NPV positivo, o projeto cobrird tanto o investimento inicial, como a
remuneragdo minima exigida pelo investidor, gerando ainda um excedente
financeiro, fornecendo liquidez a industria.

Nota-se que a planta possui alta capacidade de gerar lucros
operacionais, mas o alto custo de investimento pode ter impacto profundo
sobre o fluxo de caixa, e o desempenho do investimento sob o ponto de vista
dos indicadores apresentados.

Vale ressaltar que as condi¢gdes operacionais ndo foram otimizadas, e
portanto, melhores resultados podem ser alcangcados ao se realizar a
otimizacgao do processo como um todo.

Com os indices econbmicos dentro de valores aceitaveis referentes a
literatura, o investimento nesse projeto € seguro, sendo viavel a construgédo da

industria a partir da planta simulada no presente estudo.



Capitulo VI. Conclusao

Conclui-se com este trabalho que o processo de producao de lipase a
partir de acido oléico, como descrito no presente estudo, € viavel para
aplicagao industrial.

Com os bons indicadores econdmicos apresentados na analise do
processo, pode-se prever uma producao de lipase em larga escala competitiva.
Este empreendimento passaria entdo a fornecer lipase a pregcos competitivos
tanto no mercado interno quanto externo, movimentando o mercado dos
bicombustiveis.

O investimento realizado neste tipo de empreendimento ajuda a difundir
o conceito de biorrefinaria, ao reaproveitar o acido oléico para a producao de
um catalisador das reacbes de transesterificacdo de Oleos vegetais,
fundamentais para a producao de biodiesel.

Mesmo com os positivos resultados da analise, ha ainda alguns desafios
na implementagdo real do projeto: a pequena oferta de mao-de-obra
especializada na industria de processos biotecnolégicos no Brasil, a falta de
experiéncia que os grupos investidores brasileiros tém no tema e o pequeno
volume de dados com os quais contam os analistas de mercado para prever
aumento ou diminuicdo de volume de vendas, precos, aspectos legais e de
regulacdo, sdo os principais.

Considerando que néo foi levada em conta a otimizagcado temporal e de
recursos do processo, que apresenta ainda certos gargalos na producao, os
resultados positivos sdo bastante significativos. Focando os estudos nestes
aspectos, ao estudar melhores formas do processo fermentativo e utilizando
conhecimentos de engenharia de processos para se chegar ao fluxograma
6timo, resultados ainda melhores poderéao ser encontrados.

Sugestdes para estudos futuros incluem o estudo e a otimizacdo dos
parametros da fermentacédo, que possui grande influéncia na lucratividade do
processo, obtendo rendimentos melhores, além de buscar fatores intrinsecos a
planta, como integragdo energética, reuso da agua e dos sais de lavagem,
tratamento de efluentes e trocas gasosas. E ainda dentro da parte de
otimizacao, poderia ser feito uma analise de sensibilidade, ao estimar erros de

10 a 40% nos calculos para mais ou para menos, verificando a simulagao.
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Anexo 1

DETERMINAGOES ANALITICAS
¢ Quantificagdo do Crescimento Celular

O crescimento celular foi acompanhado através de medidas de
absorvancia em espectrofotdmetro marca Quimis a 600 nm e esses valores
foram convertidos para mg p.s. cél/mL utilizando-se o fator de conversao obtido
pela curva de peso seco, que € apresentada na Figura 4. A curva de peso seco
€ obtida através de uma suspensdo de células em solugdo salina (agua
destilada com 0,9% (p/v) de NaCl). Desta suspenséo, foi retirada uma aliquota
de amostra (10 mL), filtrada em papel de filtro Millipore (0,45 pm), seca em luz
de infravermelho por 30 minutos e, em seguida, pesada. Da mesma suspenséao
foram realizadas diferentes diluigbes, de modo a se obter concentragdes
celulares distintas, sendo entdo, determinada a absorvancia destas amostras
em espectrofotdmetro a 600 nm, obtendo-se a curva de peso seco. (Melo,
2010)

y=0,982x+0,113
RZ=0,992

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Concentracao celular (mg p.s. cél/ml)

Figura 6 - Curva de peso seco obtida com células de Candida rugosa.

e Determinagao da Atividade Lipasica
A atividade da enzima lipase foi medida através do método,
espectrofotométrico. Este método € mais simples e rapido e, portanto, foi
adotado para este projeto:
- Método Espectrofotométrico - Atividade Hidrolitica em p-Nitrofenil
Laurato
Neste presente estudo, a reacao de hidrélise de p-nitrofenil laurato (0,18

g/L) foi catalisada pela enzima livre (Figura 5) e realizada em tampéao fosfato de



potassio a 50 mM e pH 7 (Amaral et al., 2006). A massa de p-nitrofenil laurato
foi dissolvida em dimetilsulfoxido (sempre na proporgao 0,018g:1mL) e entdo
diluida em tamp&o. Em 1,8 mL de substrato a 37°C, foram adicionados 0,2 mL
de solugédo da enzima livre e, através da variagao de absorvancia (medida em
espectrofotdbmetro a 410 nm contra um branco de reagéo), foi monitorada a

quantidade de produto formado durante 100 segundos.
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Figura 7 — Reacéao de hidrolise do p-nitrofenol laurato (Brigida 2010)

O calculo da atividade da enzima lipase pelo método espectofotométrico

foi realizado através da equacgao a seguir.

| _ Abs*D* [,
) AFHY

A

sendo:

A - atividade da enzima (U/L), onde (U) corresponde a uma unidade de
atividade enzimatica hidrolitica que é definida como a quantidade de enzima
que libera 1 ymol de p-nitrofenol por minuto nas condi¢gdes do ensaio;

AAbs - variagcdo de absorvancia no intervalo de tempo (At em minutos)
transcorrido durante a fase de aumento linear dos valores de absorvancia;

D - diluicao realizada para a leitura da solugcado enzimatica;

f - fator de conversao dos valores de absorvancia para a concentragao de p-
nitrofenol, obtido através da constru¢do de uma curva padrdao de p-NFL em
concentragao variando entre 0,01 e 0,2 umol.mL™.

At - o tempo decorrido de analise, em minutos;

V4 - o volume (L) da solu¢do enzimatica utilizada no ensaio e

Vk - 0 volume (L) do meio reacional total.



