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Resumo do Projeto de Final de Curso apresentado a Escola de Quimica como parte dos

requisitos necessarios para obtencdo do grau de Engenheiro de Bioprocessos.

AVALIACAO DO DESEMPENHO E ANALISE DE CUSTOS DA PRODUCAO
DE BIOSSURFATANTES POR BACILLUS SUBTILIS

Tatiane de Souza Profeta

Outubro, 2012

Orientador: Prof®. Eliana Flavia Camporese Sérvulo, D.Sc.

Os biossurfatantes sdo compostos anfifilicos produzidos por micro-organismos, quando
cultivados em diferentes fontes de carbono. Apresentam elevada atividade tensoativa,
podendo ser aplicados em diversos setores industriais como uma alternativa aos
surfatantes derivados do petroleo. Entretanto, os elevados custos de producéo
desestimulam o emprego desses compostos. O presente trabalho foi desenvolvido em
duas etapas, sendo a primeira experimental e a segunda computacional. Na etapa
experimental objetivou-se produzir o biossurfatante lipopeptideo por Bacillus subtilis a
partir de matéria-prima de baixo custo (agucar cristal) e rejeito industrial (Levedura
Residual Cervejeira, LRC) e avaliar o comportamento do biossurfatante produzido,
quanto a atividade tensoativa, em diferentes relacdes de temperatura e pH, de modo a
definir a sua aplicacdo em condicdes drasticas. O menor valor de tensdo superficial
obtido foi de 26,70 + 0,21 mN/m, ap06s 48 h de fermentacdo em meio contendo 10 g/L
de acucar cristal e 7,5 g/L de LRC. O biossurfatante produzido se manteve estavel em
diversas condicOes de temperatura e pH. A finalidade da segunda etapa deste trabalho
foi aferir a rentabilidade do processo de obtencdo do biossurfatante em escala
comercial. Para isso, foi utilizado o software SuperPro Design (versdo 6.0) como
ferramenta computacional. O investimento necessario para montagem da unidade
industrial foi estimado em R$ 41.914.993 e o custo de operagdo em R$ 11.439.989. Os
indicadores econdmicos calculados, como a taxa interna de retorno (25,55%), o valor
presente liquido (R$ 31.106.877) e o tempo de retorno do investimento (3,37 anos)

sugerem que o processo de producdo adotado é economicamente viével.
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Capitulo I — Introducéo

O termo surfatante € uma contracdo da expressdo da lingua inglesa Surface
Active Agents (CHRISTOFI; IVSHINA, 2002). Esses compostos sdo caracterizados
pela estrutura anfifilica, o que lhes confere a capacidade de reduzir as tensbes
superficiais e interfaciais entre fluidos de polaridades opostas. Por isso, também sdo
chamados de agentes tensoativos.

Os biossurfatantes sdo substancias de origem bioldgica, produtos do
metabolismo de micro-organismos, vegetais e animais, que apresentam atividade
tensoativa. O papel fisioldgico que desempenham ainda ndo é totalmente conhecido.
Contudo, a sua producdo esta associada a necessidade de aumentar a disponibilidade de
substratos insoltveis em meio aquoso (DESAI; BANAT, 1997).

O crescente interesse nos biossurfatantes deve-se as propriedades que permitem
a sua utilizacdo e possivel substituicdo dos surfatantes convencionais, tais como:
seletividade, baixa toxicidade, biodegradabilidade, estabilidade a altas temperaturas, pH
e salinidade, e condi¢Ges amenas de sintese (RON; ROSENBERG, 2001). Tais atrativos
despertam a atencdo das industrias alimenticia, farmacéutica, petroquimica, de
cosméticos, de produtos para agricultura, entre outras. Porém, os maiores custos de
producdo dos biossurfatantes em comparacao aos dos surfatantes derivados do petréleo
normalmente comercializados, aliado a baixa produtividade dificultam a sua introducao
no mercado.

As pesquisas na area de producao de biossurfatantes visam a reducdo dos custos,
através do aumento do rendimento do produto, a utilizacdo de matéria-prima barata e
desenvolvimento de técnicas de recuperacdo e purificacdo mais eficientes. Por exemplo,
0 custo com matéria-prima pode representar de 10 a 30% do valor final do
biossurfatante (DESAI; BANAT, 1997). Portanto, uma estratégia para reduzir os custos
da producdo seria o uso de matérias-primas baratas, particularmente os residuos
agroindustriais ou de industrias alimenticias, que geralmente contém altos niveis de
carboidratos ou lipideos necessarios para a biossintese de biossurfatantes (JOSHI et al.,
2008).

Neste cenario, a biodiversidade e a intensa atividade agroindustrial brasileira
fornece biomassa abundante que pode ser aproveitada para formulagdo de meios de

cultura a baixo custo. Portanto, escolher adequadamente a matéria-prima € um meio de

1



viabilizar economicamente a producdo do biossurfatante, além de economizar recursos
com tratamento e descarte de efluentes. Por isso, no presente trabalho foi estudada a
producdo do lipopeptideo produzido por Bacillus subtilis a partir de aglcar cristal como
principal fonte de carbono e energia e de biomassa residual cervejeira, um rejeito da
industria cervejeira, para atender as necessidades da bactéria do elemento nitrogénio.

No Brasil, o agucar cristal, por ser uma fonte renovavel abundante e de baixo
custo, ja vem sendo empregado h& algumas décadas como matéria-prima para a
producdo comercial de acido latico e acido citrico, ambos por via microbiana.

O nosso pais também gera grande quantidade de biomassa de levedura nas
indUstrias cervejeiras e destilarias produtoras de bioetanol. Este material, rico em
carboidratos, contém elevado teor em proteina (30% a 70%), apresentando ainda
vitaminas do complexo B (B3, B2, Bs, acido pantoténico, niacina, acido félico e biotina),
sais minerais, particularmente selénio, e fibra dietética, por isso sendo considerado um
excelente complemento nutricional (HALASZ; LASZTITY, 1991). Na forma inativa,
este micro-organismo tem sido muito usado como ragdo animal (BUTOLO, 1996).
Também pode ser utilizado para alimentacdo humana, principalmente na forma de
derivados, como complemento nutritivo, aromatizante e real¢ador de sabor (PEIXOTO,
1996; SGARBIERE et al. 1999).

Este trabalho ainda visa avaliar o investimento para a producgéo de biossurfatante
por via microbiana a partir de matérias-primas de baixo custo na Otica de balizar e
distinguir rentabilidade (retorno esperado), volatilidade/risco e liquidez. Estas
caracteristicas sdo essenciais quando se pretende dar inicio a um determinado processo a

fim de garantir a sua exequibilidade técnica-financeira.



Capitulo Il — Objetivo Geral

Este trabalho teve como metas principais avaliar a estabilidade da atividade
tensoativa do biossurfatante, produzido por Bacillus subtilis a partir de matéria-prima de
baixo custo e rejeito industrial, em diferentes valores de temperatura e pH, bem como
estimar a viabilidade econémica do processo de obtencgéo deste biossurfatante em escala

industrial.

I1.1 — Objetivos Especificos

1. Formular um meio adequado a producdo de biossurfatante por Bacillus subtilis,
a partir de acucar cristal e levedura residual de cervejaria, ambas matérias-
primas de baixo custo;

2. Avaliar a tensdo superficial do biossurfatante produzido apds exposicdo a
diferentes condicdes de temperatura e pH;

3. Simular a producdo de biossurfatante em larga escala, usando o programa
SuperPro Design 6.0;

4. Calcular os indicadores de rentabilidade do processo simulado.

Considerando a distincdo dos objetivos especificos, cada um dos escopos sera
apresentado em um capitulo, que contera a metodologia e os resultados obtidos.
Pretende-se assim facilitar o entendimento das etapas realizadas.



Capitulo 111 — Revisao Bibliografica

I11.1 — Surfatantes

Sao compostos organicos que possuem estrutura anfifilica, ou seja, apresentam,
na mesma molécula, grupos hidrofébicos (apolares) e hidrofilicos (polares). O duplo
carater da estrutura confere aos surfatantes afinidade com diversas substancias e
versatilidade em aplicagOes industriais (ROSEN, 2004). A Figura I11.1 representa uma

molécula de surfatante.

Cauda Apolar
(Hidrofébica)
Cabeca Polar
(Hidrofilica)

Figura I11.1. Representacdo da estrutura anfifilica de um surfatante.

O grupo hidrofébico consiste em uma cadeia de carbonos e é denominado de
cauda. A parte hidrofilica, chamada de cabeca, é formada por um grupamento idnico ou
polar, que determina a classificacdo e as caracteristicas mais marcantes do surfatante. A

Tabela I11.1 apresenta os principais grupos hidrofilos encontrados comercialmente.



Tabela I11.1. Grupos hidrofilicos disponiveis comercialmente

Sulfonato R —SO;M*
Sulfato R — 0SOs;M*
Carboxilato R - COO~M*
Fosfato R — OPO;M*
Aménio R—N*R{H,X™ (x=1-3,y=3-1)
Amonio Quaternario R — N*R}X™
Betaina R — N*(CH3),CH,C00~
Sulfobetaina R — N*(CH3),CH,CH,S03
Polioxietileno R — OCH,CH,(0CH,CH,),0H
Polioxietileno Sulfato R — OCH,CH,(OCH,CH,),0S0;M*
Poliois R — OCH, — CH(OH) — CH,0H
Esteres de Sacarose R— 0 —C¢H,0(0OH); — 0 — CcH,(OH),
Esteres R—(OCH,CH[CH,0H]CH,), — -
Poliglicidilicos — OCH,CH[CH,0H]CH,0H

Fonte: Adaptado de MYERS (2006).

Os surfatantes atingem maior estabilidade quando a regido hidrofilica esta em
contato com um solvente polar e a hidrofobica, com um apolar. Esta configuracédo
ocorre na fronteira entre dois compostos, onde os surfatantes se concentram (Figura
I11.2). A interagdo simultanea com as duas superficies, através da formacdo de uma
pelicula ordenada de moléculas, é a responsavel pela alteracdo das condi¢des existentes

nas interfaces, principalmente pela reducdo da energia e formacédo de microemulsées.
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Figura I11.2. Distribuicdo do surfatante na interface entre duas fases imisciveis.



Atualmente, os surfatantes disponiveis comercialmente provém de duas fontes
principais: matéria-prima renovavel (sementes oleaginosas, gordura animal e vegetal) e,
particularmente, de derivados de petréleo. Da-se preferéncia a sintese de estruturas
lineares ou quase que completamente lineares para favorecer a biodegradacdo dos
residuos do surfatante (MYERS, 2006).

111.1.1 — Classificacdo dos Surfatantes
A classe a que pertence um surfatante é determinada de acordo com o

comportamento da cabega hidrofila em meio aquoso. A Figura 1.3 mostra os

representantes mais comuns de cada classe.

w T
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SO Na*
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Figura I11.3. Principais representantes das classes de surfatantes. [(a) anidnico; (b)

catiénico; (c) anfétero; (d) ndo-ibnico].



Anibdnicos

Apresentam carga negativa quando dissociados em solugdo aquosa. Segundo
Myers (2006) é o grupo mais consumido mundialmente (Tabela 111.2), responsavel por
70 a 75% do mercado.

Caracterizam-se principalmente pela variedade quimica uma vez que existe a
possibilidade de inumeras modificacbes dos grupos hidrofobicos pela adicdo de uma

especie anionica.

Tabela I11.2. Consumo de surfatantes nas areas mais industrializadas em 2000

. Consumo Percentual
Tipo do Surfatante (x 10° toneladas) (%)
Anionicos (total) 4284 65
N&o-idnicos (total) 1845 28
Outros (anfoteros, catidnicos, etc) 461 7
Total 6590 100

Fonte: MYERS (2006).

Catibnicos

Possuem grupamentos funcionais que, em solucdo aquosa, se dissociam,
apresentando carga positiva.

Sdo reconhecidamente capazes de inibir o desenvolvimento de micro-
organismos. A propriedade antisséptica foi o principal motivo para sua adogdo pelas
indUstrias farmacéuticas e de cosméticos. Atualmente, também sdo aplicados como
impermeabilizantes e fixadores de cor na industria téxtil, e como lubrificante e inibidor
de corrosdo (MYERS, 2006).

Anfoteros
Estas substancias podem adquirir carga positiva, negativa ou neutra dependendo

das condicdes ambientais a que forem expostas. S&0 empregados em produtos que

necessitem ter boa biocompatibilidade ou onde haja a presenca de espécies carregadas.



Como pode ser confirmado na Tabela 111.2, este grupo representa uma pequena parcela

do mercado, embora, a perspectiva de crescimento seja boa.

Nao-idnicos

Apresentam grupos polares que ndo ionizam em solucdo, como alcoois, fenois,
amidas ou ésteres. A auséncia de carga torna-0s menos sensiveis a concentracdo de sais

e as alteracOes de pH.

A natureza da molécula determina de que maneira o surfatante interage com as
superficies, sendo um critério importante para a escolha de sua aplicac¢do industrial. As
diferencas entre os grupos hidrofébicos sdo pouco notaveis e interferem pouco no

desempenho dos surfatantes.

111.2 — Propriedades Superficiais ou Interfaciais

As interacBes fisicas entre as moléculas no seio de um liquido apresentam
resultante nula devido a simetria das forcas intermoleculares, que atuam em todas as
direcdes. Entretanto, na interface ou na superficie livre de um liquido, essas moléculas
sofrem apenas atracdo lateralmente e na parte inferior, conforme ilustra a Figura I11.4.

Importante salientar que na superficie, cada molécula esta sujeita a pouca
interacdo o que permite que se ligue com maior intensidade as moléculas vizinhas. Este
fendmeno gera propriedades elétricas, quimicas e fisicas caracteristicas na regido
superficial ou interfacial que séo significativamente diferentes daquelas encontradas no
seio do liquido (ROSEN, 2004).
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Figura I11.4. Representacdo das forcas que atuam sobre duas moléculas posicionadas

no interior e na superficie do liquido.

A tensdo superficial ou interfacial é a medida da resisténcia oferecida na
superficie livre de um liquido ou na interface entre liquidos imisciveis, respectivamente,
como resultado das forgas coesivas entre as moléculas que ocupam esta regiao.

Um tensoativo pode ser considerado eficiente quando é capaz de reduzir a tenséo
interfacial entre a 4gua e o ar, em média 72, para 35 mN/m, e a tensdo interfacial entre a
agua e o n-hexadecano de 40 para 1 mN/m (SOBERON-CHAVEZ, 2011). A Tabela
I11.3 mostra os valores tipicos para as tensGes superficiais e interfaciais de alguns
liquidos a 20°C.

Tabela I11.3. Valores tipicos de tensdes superficiais e interfaciais de liquidos a 20°C

Tenséo Superficial Tenséo Interfacial

Liquido (mN/m) (vs. Agua, mN/m)
Agua 72,8 ]
n-Octano 21,8 50,8
Benzeno 28,9 35,0
n-Octanol 27,5 8,5
Mercurio 485 375

Fonte: MYERS (2006).

O estudo das propriedades interfaciais, como a tenséo superficial, € fundamental
para a compreensdo do comportamento de emulsdes, dispersdes, da flotacdo, corrosao e

de outros eventos que interessam as industrias quimicas.



111.2.1 — Propriedades e Aplicacdes dos Surfatantes

Um surfatante é caracterizado pelas propriedades fisico-quimicas que permitem
aumentar a solubilidade de compostos hidrofébicos em meio aquoso, formar emulsdes,
e reduzir a tensdo superficial (DESAI; BANAT, 1997). Essas propriedades, expressas
através da solubilidade, formagdo de micelas, poder de detergéncia, umectancia e
capacidade espumante propiciam diferentes aplicagdes industriais.

Dentre as aplicacdes mencionadas na literatura, o emprego dos surfatantes é
primordial nas indudstrias farmacéutica, cosmeética, téxtil, de alimentos, de petréleo, e em
processos de mineragdo. A Figura I11.5 ilustra as principais areas de atuacdo desses
compostos tensoativos e as propriedades associadas a essas aplicagdes, as quais serdo

descritas a seguir.

Detergentes

Tintas, vernizes e
revestimentos

/) Cosméticos e produtos de
higinene pessoal

Farmacéutices

i i Pesticidas
Papel e celulose

! Pesquisas médicas e
Plasticos e compésitos bioquimica

Micelas

Alimentos

Processamento miner:al C/ —() Industria Téxtil

(! Couros e peles

Espuma Areas tecnolégicas

Emulsificacio

Oleoquimica

Aplicacées na industria
quimica

Figura I11.5. Principais propriedades e &reas de aplicacdo dos surfatantes
(MYERS, 2006).
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Adsorcao

E o processo de transferéncia das moléculas do surfatante do interior do liquido
para a superficie de sélidos. O comportamento na superficie é determinado por forcas
como, atracOes eletrostaticas, ligacbes covalentes, ligacdes de hidrogénio, ligacdes
hidrofébicas e solvatacdo de varias espécies (PARIA; KHILAR, 2004). Por exemplo, a
adsorcdo dos surfatantes a superficies sélidas pode modificar sua hidrofobicidade, carga
superficial e outras propriedades que governam 0s processos interfaciais tais como
floculacdo, dispersdo, flotacdo, molhamento, detergéncia, recuperacdo de oleo, e
inibicdo da corrosédo (ZHANG; SOMASUNDARAN, 2006).

O estudo da adsorcdo permite determinar a concentracdo do surfatante, a

orientacdo e a distribuicdo do surfatante na superficie de materiais (MYERS, 2006).

Formacéo de Micelas

A formacdo de micelas é o fenbmeno responsavel por algumas das principais
caracteristicas dos surfatantes, como a detergéncia e a solubilizagao.

Em fluidos, existe a tendéncia das moléculas do surfatante de se aglomerarem na
superficie de liquidos ou na interface entre liquidos imisciveis, de modo que o grupo
polar esteja localizado na fase aquosa, enquanto o apolar se direciona para a fase ndo
aquosa adjacente (WENNERSTROM; LINDMAN, 1979). A partir do momento que a
superficie ou a interface esteja totalmente recoberta por moléculas de surfatante, as
demais moléculas passam a se dispor na forma de agregados, geralmente globulares,
que recebem a denominacao de micelas. A Figura I11.6 ilustra uma micela em ambiente
aquoso, onde as porcdes hidrofébicas se agrupam, expondo as porcdes hidrofilicas ao

meio.
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Figura I11.6. Representacéo de uma micela em ambiente aquoso.

A concentracdo a partir da qual se inicia a formacdo das micelas € denominada
concentracdo micelar critica (CMC). A Figura I11.7 representa 0 comportamento de um
surfatante em solucdo aquosa, destacando o ponto de determinacdo da CMC.

Quanto maior o valor de CMC, maior a quantidade de surfatante (SANTOS et
al., 2007). Logo, a determinacdo da CMC é um modo indireto de determinar a

concentracdo de surfatante em um determinado produto.

 V— ——— - —
Borgho ladrofdbica
Molécnln rensoanva

(= Poegho lndrofilica

Concentragio
Micelns Critica
(cang)

Fensdo Superticial (mN/m)

Figura I11.7. Esquema do comportamento de um tensoativo entre fluidos
(ar/agua) em funcdo da tensdo superficial, indicando a CMC [A: tensdo superficial da
agua; B: baixa concentracdo de surfatante; C: saturacdo da superficie; D: superficie
completamente preenchida, sem alteracbes na tensdo superficial] (Adaptado de
SANTOS et al., 2007).

Emulsificacdo
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A formacdo de emulsdo entre duas fases liquidas imisciveis € a mais versatil
propriedade dos tensoativos e, por isso, é extensivamente estudada. Tintas, pesticidas,
sorvetes, margarina, maionese, molhos, cosméticos, limpadores de metais, 6leos téxteis
sdo exemplos de formas de emulséo.

Uma emulsdo € uma dispersdo coloidal, formada pela mistura relativamente
estavel de dois liquidos imisciveis, o que permite a formacdo de goticulas de um dos
fluidos no seio do outro. A Figura I11.8 ilustra diferentes tipos de emulséo e a formagéo

de uma emulsdo estavel pela presenca de um composto surfatante.

Fase I1

Fasel

1) 2) 3) )
Figura 111.8. Representacdo de diferentes formas de emulsdo [(1) Duas fases
imisciveis; (2) Dispersdo da fase Il na fase I; (3) Tendéncia das goticulas dispersas a
retornarem a condic¢éo inicial; (4) Surfatante (pontos azuis) estabilizando a emulsdo ao

se concentrarem na interface entre as fases].

Os surfatantes desempenham um papel fundamental na formacéo de emulsdes,
ao reduzirem a energia necessaria para romper uma goticula e prevenir a coalescéncia
das novas gotas formadas (MYERS, 2006). Destaca-se também a capacidade dos
surfatantes de aumentar a elasticidade superficial e, no caso dos surfatantes iénicos, a

repulsdo entre as moléculas. Estes fatores contribuem para a estabilidade das emulsdes.

Atividade Espumante

A formacéo de espuma pode ser obtida pela insuflacdo de um gas abaixo da

superficie de um liquido. Logo, conforme ilustrado na Figura I11.9, a espuma € uma

dispersdo coloidal na qual o gas se encontra disperso em uma fase liquida continua
(ROSEN, 2004).
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A espuma pode conter além de gas, liquido e surfatantes, particulas solidas ou de
6leo dispersas. Como exemplos: (i) uma solucdo detergente usada em um processo de
limpeza; e (ii) espuma que se forma em um reservatorio de 6leo e se propaga durante o
processo de recuperacdo (SCHRAMM, 2005).

=

Borda de Platean

Espuma

Liquido

Regiao Interfacial
Filme Liquido

Figura 111.9. Aspectos fisicos de um sistema com espuma (Adaptado de ROSEN,
2004).

Em uma solugdo contendo surfatante, uma bolha, ao alcangar a superficie, forma
um filme semiesférico composto de duas laminas de surfatante com uma porc¢éo liquida
entre elas (Figura 111.10). A presenca do tensoativo assegura a estabilidade do filme

liquido, e 0 mantém estavel por um extenso periodo de tempo.

¢ Liquido

Figura 111.10. Formagdo de um filme de espuma em uma solucdo com surfatante
(EXEROWA; KRUGLYAKOQV, 1997).
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Sistemas com espuma sdo comuns em alimentos, cremes de barbear, espuma de
combate a incéndios, detergentes e flotacdo mineral (SCHRAMM, 2005). Como a
concentracdo de bolhas afeta diretamente as propriedades espumantes; a producgéo, a

dispersdo e a estabilidade das bolhas sdo cruciais para essas aplicacdes.

111.3 — Biossurfatantes

Os biossurfatantes sdo compostos tensoativos sintetizados por plantas, animais e
micro-organismos. Podem ser divididos entre aqueles que possuem baixa massa molar,
que se caracterizam pela capacidade de diminuir as tensdes superficiais e interfaciais, e
os polimeros de elevada massa molar, que aderem firmemente as interfaces (RON;
ROSENBERG, 2001).

Similarmente aos surfatantes de origem sintética, os biossurfatantes sdo
anfifilicos, mas apresentam vérias estruturas moleculares. A porcdo hidrofilica é
formada por aminoacidos, peptideos, anions ou cations, mono-, di- ou polissacarideos,
enquanto a porcao hidrofobica consiste de acidos graxos saturados ou insaturados
(SINGH; CAMEOTRA, 2004).

Estas biomoléculas apresentam vérias vantagens em relagdo ao surfatantes
sintéticos, tais como (DESAI; BANAT, 1997, MUKHERJEE; DAS; SEN, 2006;
PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2007; SOBERON-CHAVEZ, 2011):

1. Melhores propriedades fisico-quimicas: a atividade tensoativa dos biossurfatante
é comparavel a dos surfatantes sintéticos. Pornsunthorntawee et al. (2007)
demonstraram que um biossurfatante do tipo ramnolipideo produzido por
Pseudomonas aeruginosa é capaz de reduzir a tensdo superficial da agua de 72,0
mN/m a 29,0 mN/m com uma C.M.C. de 200 mg/L, enquanto os surfatantes
Pluronic F-68 e dodecil sulfato de sédio diminuiram a tensdo a 42,8 e 28,6
mN/m nos valores de C.M.C. de 350 e 1280 mg/L, respectivamente.

2. Maior solubilidade: os biossurfatantes possuem cadeias alquilicas curtas, o que

propicia elevada solubilidade em agua.

3. Biodegradabilidade: os biossurfatantes possuem cadeias alquilicas curtas que

aumentam a solubilidade aquosa desses compostos. Hirata et al. (2009)
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avaliaram a biodegradabilidade de um soforolipideo produzido por Candida
bambicola, e compararam a quatro surfatantes, incluindo dois copolimeros em
bloco anibnicos, lauril sulfato de sodio e dodecil sulfato de sddio. Os autores
determinaram elevado percentual de degradacdo (aproximadamente 61%) dos
biossurfatantes em apenas oito dias, enquanto a concentracdo dos surfatantes

sintéticos permanecia inalterada.

Baixa toxicidade: comparados aos surfatantes sintéticos, os biossurfatantes sdo
eficazes a concentracfes mais baixas, e devido a biodegradabilidade, néo
acumulam no meio ambiente, representando, portanto, um risco menor a salde

humana e animal.

Biocompatibilidade: a origem bioldgica dos biossurfantes permite sua aplicacdo
em alimentos, produtos cosméticos e farmacos (resultando em menos efeitos

toxicos) sem provocar os efeitos alérgicos dos produtos artificiais.

Eficiéncia em ampla faixa de temperatura, pH, e salinidade: alguns
biossurfatantes preservam a atividade tensoativa sob valores elevados de
temperatura, pressdo e concentracdo de NaCl, condi¢cbes normalmente
associadas aos reservatorios de petroleo, onde os biossurfatantes podem ser

empregados para aumentar a recuperacdo de 6leo.

Condicbes amenas de sintese: as operacdes envolvidas na producdo
microbioldgica de biossurfatantes sdo conduzidas, geralmente, em valores de pH
neutro, temperatura ambiente e pressdao atmosférica, condi¢cdo que torna o

processo mais seguro e diminui os gastos com energia.

Producdo a partir de matéria-prima renovavel: a fonte de carbono para producao
de biossurfatantes pode ser carboidratos ou lipideos, os quais podem ser obtidos
de matérias-primas residuais, de facil acesso e disponiveis em grandes
quantidades. A diversidade de matérias-primas também favorece a sintese de
biossurfatantes com estruturas diversificadas que podem ser direcionados para

aplicacdes especificas.
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9. Diversidade estrutural e quimica: a estrutura quimica do biossurfatante se
diferencia de acordo com o micro-organismo produtor. Além disso, para uma
mesma cepa microbiana, pode haver variagdo quimica e estrutural da
biomolécula dependendo das condicGes de cultivo, nutricional e ambiental.
Diversos grupos funcionais podem ser sintetizados, conferindo estruturas
quimicas diferenciadas e, por conseguinte, propriedades Unicas aos
biossurfatantes. Tem-se ainda que a sintese dos grupos funcionais pode ser
manipulada por engenharia genética, de modo que os biossurfatantes podem se
adequar a aplicacbes mais especificas que os surfatantes quimicamente

sintetizados.

Apesar das varias vantagens dos biossurfatantes, algumas das quais acima
descritas, a sua producdo comercial é comprometida pelos custos elevados. Para
superar este obstaculo, uma possivel estratégia é a utilizacdo de matéria-prima de

baixo custo ou, ainda melhor, um rejeito da agroindustria.

111.3.1 — Classificagdo e Origem Microbiana dos Biossurfatantes

Os biossurfatantes sdo caracterizados principalmente de acordo com a estrutura
quimica, diferentemente dos surfatantes sintéticos que sdo classificados conforme a
natureza do seu grupo hidrofilico.

A Tabela 111.4 lista as principais classes de biossurfatantes e seus respectivos

produtores (DESAI; BANAT, 1997), alguns dos quais serdo descritos a seguir.
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Tabela I11.4. Principais classes de biossurfatantes e respectivos micro-organismos

produtores

Tipo de Biossurfatante
Glicolipideos

Ramnolipideos
Soforolipideos
Trealolipideos
Celobiolipideos

Micro-organismo

Pseudomonas aeruginosa

Torulopsis babiciola, T.apicola

Rhodococcus erythropolis
Mycobacterium sp.

Ustilago zeae, Ustilago maydis

Lipopeptideos e lipoproteinas

Peptideo-lipideo

Bacillus licheniformis

— Viscosina Pseudomonas fluorescens
—  Serrawetina Serratia marcescens

— Surfactina Bacillus subtilis

_  Subtilisina Bacillus subtilis

_  Gramicidina Bacillus brevis

_ Polimixina Bacillus polymyxa

Acidos graxos, lipideos neutros
e fosfolipideos

— Acidos graxos

— Lipideos neutros

— Fosfolipideos
Surfatantes poliméricos

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Acidthiobacillus thiooxidans

— Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
— Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
— Liposan Candida lipolytica

Pseudomonas fluorescens

— Carboidrato-lipideo-proteina ) > T1UO
Candida tropicallis

— Manana-lipideo-proteina
Surfacantes particulados
— Vesiculas
— Células
Fonte: NITSCHKE e PASTORE (2002).

Acinetobacter calcoaceticus
Varias bactérias

Glicolipideos

De acordo com Soberon-Chavez (2011), os glicolipideos sdo os surfatantes
microbianos mais conhecidos e estudados, inclusive, sendo alguns produzidos
comercialmente. Estes biossurfatantes, formados por um ou mais carboidratos
associados a éacidos alifaticos de cadeia longa ou é&cidos graxos hidroxilados,
normalmente estdo envolvidos na assimilacdo de hidrocarbonetos de baixa polaridade

por micro-organismos.
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Uma determinada espécie microbiana é capaz de produzir diferentes tipos de
glicolipideos, dependendo da fonte de carbono disponivel para seu crescimento (ZAJIC;
SEFFENS, 1984).

A Figura 111.11 apresenta a estrutura quimica dos glicolipideos mais conhecidos.

Gh
(CH.). ROy .. T
O—CH—(CH,),—CH, CH,0-CO- CH- CHOH—(CH,),,~CH, 0—CH
CH, {FHJ'IM
t=0 oM COOH
# K HOH!C R = CH,CO
CH-(CH,)—CH, 0 :
G H
COOH HyC—{H,C),- HOHC—CH CO-OCH,
tlﬂHd. oK
CH, m+n=27to 31
(A) (8) {c)

Figura 111.11. Estrutura de alguns glicolipideos [(A) Ramnolipideo tipo 1
produzido por Pseudomonas aeruginosa; (B) Trealolipideo de Rhdococcus erythropolis;
(C) Soforolipideo de Torulopsis bombicola] (DESAI; BANAT, 1997).

1. Ramnolipideos

Dentre os glicolipideos mais conhecidos e mais estudados tém-se 0s
ramnolipideos. Estes sdo constituidos por uma ou duas unidades de ramnose ligada(s) a
uma ou duas moléculas de acido B — hidroxi decanéico (DESAI; BANAT, 1997).

Vaérias espécies do género Pseudomonas sdo capazes de produzir grandes
quantidades destes compostos (PARRA et al., 1989). Entre os principais ramnolipideos
produzidos por P. aeruginosa, estdo L-ramnosil-L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-p3-

hidroxidecanoato (tipo 1) e L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato (tipo 2).

19



2. Trealolipideos

Os trealolipideos sdo principalmente produzidos por actinomicetos (ZAJIC;
SEFFENS, 1984). Conforme citado por Desai e Banat (1997), os trealoselipideos se
encontram interligados na parede celular, de onde podem ser facilmente extraidos com
n-hexano.

S80 compostos de trealose e de duas moléculas de acido micdlico (acido B-
hidroxicarboxilico de cadeia longa e ramificada), que diferem em tamanho, estrutura,
numero de carbonos e grau de insaturacdes. O grau de instauracdo da molécula depende
do micro-organismo produtor, enquanto a composi¢do e o numero de esterificacdo do

acido micolico sdo influenciados pelas condigdes de cultivo (DESAI; BANAT, 1997).

3. Soforolipideos

Estes sdo produzidos por leveduras, principalmente as espécies do género
Torulopsis (DESAI; BANAT, 1997). As células de Torulopsis sp. excretam uma
mistura de 6 a 9 diferentes tipos de soforolipideos de carater altamente hidrofébico.

A molécula é formada pelo dissacarideo soforose acetilado e ligado a uma longa
cadeia de acido graxo hidroxilado (DUARTE, 2003). Devido a biodegradabilidade e
ausencia de toxicidade, estes biossurfatantes tém tido potencial uso em formulagdes de
produtos de lavagem e de limpeza (FLEURACKERS, 2006).

Lipopeptideos

Os lipopeptideos sdo formados por peptideos, normalmente ciclicos, ligados a

acidos graxos. Os mais estudados sdo os produzidos pelo género bacteriano Bacillus,

subdividindo-se em iturina, fengicina e surfactina (Figura 111.12), que se destacam pelo

poder antimicrobiano e notavel atividade tensoativa (LANG, 2002).
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Figura 111.12. Estrutura quimica dos biossurfatantes do tipo lipopeptideos. [(a)
Estrutura da surfactina, (b) estrutura da iturina, (c) estrutura da fengicinas] (DELEU et
al., 1999).

Acidos graxos, lipideos neutros e fosfolipideos

Estes biossurfatantes sdo compostos por uma molécula de glicerol ligada a duas
de &cido graxo e a um grupamento fosfato (VALPUESTO, 2008). A producéo de acidos
graxos e fosfolipideos anfifilicos tem sido observada durante o crescimento de bactérias

e leveduras em meios ricos em alcanos.

Biossurfatantes poliméricos

A produgdo de biossurfatantes extracelulares de alta massa molar, denominados
poliméricos, €& predominante no género Acinetobacter (KARANTH; DEO;
VEENANADIG, 1999). Os representantes mais conhecidos s&o o emulsan, liposan,
manoproteina e alguns complexos de polissacarideos-proteinas, como o alasan
produzido por Acinetocbacter radioresistens (LANG, 2002).

O emulsan (Figura 111.13) é um bioemulsificante anidnico composto por um
heteropolissacarideo anfipatico produzido por Acinetobacter calcoaceticus RAG-1
(ROSEMBERG et al., 1979 apud DESAI; BANAT, 1997).
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Figura 111.13. Estrutura do emulsan, produzido por Acinetobacter calcoaceticus
(DESAI; BANAT, 1997).

H& autores que classificam vesiculas extracelulares como agentes tensoativos
particulados por formarem microemulsdes e permitirem a assimilagdo de substancias
pouco soltveis (DESAI; BANAT, 1997).

111.3.2 — Aplicagdes Industriais dos Biossurfatantes

Além da acdo tensoativa, os biossurfatantes se destacam por apresentar
propriedades terapéuticas e biomédicas importantes, tais como: atividade antibacteriana,
antifingica e antiviral, acdo antiaderente contra agentes patogénicos, entre outras
(CAMEOTRA; MAKKAR, 2004; SINGH; CAMEOTRA, 2004; RODRIGUES et al.,
2006).

Devido as caracteristicas dos biossurfatantes, tais como alta biodegradabilidade,
baixa toxicidade e diversidade funcional, algumas das principais aplicacBes estdo
relacionadas a area ambiental, como a biorremediacdo de locais contaminados por 6leo
ou metais pesados. Segundo Nitschke e Pastore (2002), o maior consumo de
biossurfatantes ocorre na industria petrolifera, onde eles sdo utilizados na recuperagao

avancada de petroleo (MEOR), em formulagdes de 6leos lubrificantes e na remocao de
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residuos de 6leo em tanques de estocagem e dutos. Entretanto, sdo possiveis aplicaces

nos varios segmentos industriais.

IndUstria do petroleo

Os surfatantes sintéticos sdo usados pela industria petrolifera na remediagéo de
areas contaminadas por derramamentos de 6leo e na recuperacéo do 6leo aprisionado no
interior dos reservatorios. Estes compostos sdo geralmente tdxicos e de dificil
degradacédo, 0 que gera riscos e impactos ambientais associados a sua utilizacdo. No
entanto, é possivel aplicar os surfatantes microbianos que possuem propriedades fisico-
quimicas equivalentes e sdo biodegradaveis.

Assim, aumenta a disposicao para o uso dos biossurfatantes nas areas de gestédo
de vazamentos de 06leo; controle de poluicdo; limpeza de instalacbes de armazenamento
e dutos de petréleo; e na recuperacao avancada de petrdleo ou MEOR (BANAT, 1995).

O dleo e a lama que se depositam no fundo dos tanques de armazenagem sao
retirados atraves do processo de bombeamento. Porém, as fragdes mais pesadas, devido
a sua elevada viscosidade, se acumulam no fundo, sendo apenas possivel a limpeza pelo
uso de solvente ou por métodos que envolvem riscos e altos custos. Uma alternativa é o
emprego de surfatantes para a formacdo de emulsdo dleo/agua, o que possibilita o seu
posterior bombeamento. A partir da década de 70, os surfatantes biolégicos tém sido
utilizados com este proposito (BUENO, 2008).

A MEOR é uma técnica de recuperacdo de petr6leo que emprega micro-
organismos ou seus metabdlitos para estimular o desprendimento do éleo preso nos
capilares da rocha reservatorio. Os micro-organismos produzem substancias tensoativas
(biossurfatantes) que reduzem a tensdo superficial entre o 6leo e a rocha, favorecendo a
mobilidade do 6leo através dos poros da rocha (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Biorremediacéo
A atual consciéncia ambiental tem motivado a busca por novas tecnologias que

permitam a limpeza dos ambientes por meio de métodos eficientes e seguros. A

diversidade estrutural e as propriedades fisico-quimicas dos biossurfatantes tornam estes
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compostos uma opgao interessante e ecologicamente segura para a remediacéo de locais
impactados.

Os biossurfatantes podem ser utilizados diretamente nos locais poluidos, ou ter a
sua producdo estimulada in situ através da insercdo de micro-organismos produtores no
local, ou ainda, por meio da adi¢do de nutrientes que favorecam o desenvolvimento das
espécies selvagens produtoras destas substancias. A producdo microbiana dos
biossurfatantes resulta na reducdo da tensdo interfacial entre o meio e a célula
microbiana, favorecendo o processo de captacdo das substancias hidrofobicas pelos
micro-organismos que sdo capazes de metaboliza-los.

Hua et al. (2003) comprovaram a eficiéncia do biossurfatante produzido por
Candida antarctica na biodegradacdo de n-alcanos, enquanto que em testes
comparativos utilizando os surfatantes quimicos Tween 40 e Span 80, ndo foi observada
a degradacdo dos hidrocarbonetos.

Makkar e Rockne (2003) atestaram a eficiéncia de biossurfatantes e de
surfatantes sintéticos na biodegradacdo de hidrocarbonetos poliaromaticos, cuja
permanéncia no meio ambiente representou risco a salide humana e aos ecossistemas.
Os resultados mostraram que os biossurfatantes aumentaram a biodisponibilidade dos
hidrocarbonetos poliaroméaticos tanto quanto os similares sintéticos, porém com a
vantagem de ser uma molécula biodegradavel e ndo toxica para 0s micro-organismos

degradadores e para 0os demais seres Vivos.

Agricultura

Os pesticidas e fertilizantes comercialmente disponiveis apresentam efeitos
negativos no meio ambiente. Estes produtos se acumulam no solo, e ao serem carreados
pela chuva podem atingir rios e lengois freaticos. Para evitar estes problemas, agentes
de controle bioldgicos, como micro-organismos e metabdlitos microbianos vém sendo
estudados para substituicdo dos agentes quimicos (GHRIBI et al., 2012).

A literatura descreve varias cepas de Bacillus subtilis como potenciais agentes
de controle bioldgico. Phae, Shoda e Kubota (1990) relataram a eficacia do lipopeptideo
produzido por Bacillus subtilis no controle de fungos fitopatdégenos. A inibigdo do
crescimento de fungos parasitas em raizes de trigo também foi observada por Liu et al.

(2009). Segundo Ongena e Jacques (2008), a eficacia dos metabolitos produzidos por

24



essa bactéria contra os diversos agentes patogénicos foi similar a dos pesticidas
disponiveis no mercado.

Além do emprego em controle biol6gico, os biossurfatantes podem ser utilizados
como emulsificantes nas formulagdes de herbicidas e pesticidas. Os principios ativos
desses produtos geralmente sdo moléculas hidrofdébicas, sendo necessario dispersa-los
na fase aquosa. Desta forma, o produto final apresenta menor toxicidade (NITSCHKE;
PASTORE, 2002).

Industria Alimenticia

Os biossurfatantes apresentam grande potencial como aditivos alimentares
devido as caracteristicas apropriadas ao processamento e formulacdo de alimentos que
possuem, tais como: formacdo e estabilizacdo de emuls@es, atividade antimicrobiana e
baixa toxicidade (NITSCHKE; COSTA, 2007).

A formacdo de emulsdes e a manutencgao da sua estabilidade € o principal papel
desempenhado pelos biossurfatantes em alimentos. Outras aplicacbes envolvem o
aumento da vida de prateleira de produtos contendo amido, modificacdo das
propriedades reoldgicas da farinha de trigo pela interacdo com o glaten, melhoria da
consisténcia e textura de produtos a base de gordura, além de promover a solubilizacdo
de aromas (BARROS et al., 2007).

Produtos de higiene e cosméticos

Os surfatantes sdo utilizados em formulagdes cosméticas a fim de conferir acéo
detergente e espumante, além de poderem atuar como promotores de emulsificacéo,
solubilizacdo e dispersdo dos componentes do produto. Baixa toxicidade e
biodegradabilidade sdo alguns dos beneficios associados ao uso dos biossurfatantes em
cosméticos. Por outro lado, o uso continuo de produtos que contenham surfatantes
sintéticos na sua formulacdo provoca reagdes a salde humana, em geral, alergénicas.

Os tensoativos de origem microbiana apresentam propriedades interfaciais
adequadas para aplicacdo cosmética. Os ramnolipideos, os soforolipideos e o lipideo
manosileritriol sdo considerados os de maior potencial para emprego em cosméticos
(LOURITH; KANLAYAVATTANAKUL, 2009). Por exemplo, soforolipideos e seus

derivados agem como hidratantes, conferem uma textura agradavel a pele e aos cabelos
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e eliminam os efeitos adversos atribuidos aos hidratantes mais usados. Sao aplicados
também em cremes labiais, sombras para os olhos e maquiagem em p0, apresentando
boa qualidade e estabilidade (SHETE et al., 2006).

Outras propriedades dos biossurfatantes, tais como atividade antioxidante e
capacidade de estimulacédo de células epiteliais sdo exploradas para compor cosméticos
faciais, logOes e produtos para os cabelos. Além disso, a atividade antimicrobiana é
essencial para evitar a contaminacgdo diéria decorrente do contato dos dedos com o
creme (SHETE et al., 2006).

Outras aplicagoes

O poder emulsificante dos biossurfatantes pode ser aproveitado em processos
que utilizam polimeros, como nas industrias de tintas, revestimentos, asfalto, cimento,
téxtil e de fibras. Também é descrito o emprego dos biossurfatantes em carvoarias, na
protecdo de madeira (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000), nas inddstrias de

papel, cerdmica e de processamento de uranio (SHETE et al., 2006).

111.4 — Producéo de Biossurfatantes por Bacillus subtilis

A bactéria gram-positiva Bacillus subtilis j& foi bem caracterizada
fisiologicamente, devido ao importante papel que desempenha no meio ambiente, na
medicina e na industria. O interesse comercial deve-se principalmente a sua capacidade
de secretar enzimas (amilases e proteases), além de seu uso na sintese de proteinas
heter6logas (KUNST, 1997).

Em 1968, Arima et al. determinaram a presenca um composto extracelular com
propriedades tensoativas em cultivo de Bacillus subtilis. Este composto recebeu 0 nome
de surfactina e sua estrutura foi descrita como a de um lipopeptideo (KAKINUMA et
al., 1968). Desde entdo, mais de 30 diferentes lipoptideos j& tiveram sua sintese
associada a cepas de Bacillus spp., ratificando o potencial deste género para producédo
de biossurfatantes (SOBERON-CHAVEZ, 2011).

Sabe-se que a producdo de biossurfatantes por Bacillus subtilis, um organismo
aerobico, esporulado e ndo patogénico, que pode ser encontrado no solo, na agua ou
associado a plantas (HONG et al., 2008), é associada ao crescimento. Outra importante

caracteristica € que a presenga de hidrocarbonetos no meio de cultivo, o que geralmente
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aumenta a producdo microbiana de biossurfatante, para esta espécie bacteriana tem
efeito inibitério (COOPER et al., 1981).

Os biossurfatantes produzidos por Bacillus subtilis sdo classificados em trés
familias principais - iturinas, fengicinas e surfactinas — que diferem na composicao da
cadeia de acido graxo ou na fracdo peptidica, cuja diversidade estrutural implica em
variadas propriedades e, por conseguinte, diferentes campos de aplicacdo. A seguir uma
breve descricdo destes tipos de biossurfatantes.

Surfactinas

E o principal representante dos lipopeptideos anidnicos. E o mais poderoso
biossurfatante ja documentado, cujo nome deve-se a sua excepcional atividade
superficial (SEYDLOVA; CABALA; SVOBODOVA, 2011). A estrutura
tridimensional desta molécula esta representada na Figura 11.14.

lipidica
&

Figura 111.14. Estrutura tridimensional da porcdo peptidica da surfactina.
(PEYPOUX et al., 1999 apud SEYDLOVA; CABALA; SVOBODOVA, 2011).

Os residuos de glutamil e aspartil, localizados nas posicbes 1 e 5
respectivamente, respondem pelas duas cargas negativas da molécula (Figura 11.14). A
presenca destes grupos possibilita que a surfactina se ligue a ions metalicos
(especialmente cations divalentes), resultando na melhoria das propriedades superficiais
(THIMON et al., 1993).
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A natureza anfifilica da surfactina permite que esta molécula se associe a
camadas lipidicas. Deste modo, pode intervir em membranas celulares biol6gicas. Na
CMC, a surfactina causa o completo rompimento e solubilizagdo da bicamada lipidica
da membrana. Este comportamento pode explicar porque a surfactina apresenta
atividade antiviral e antibacteriana (SOBERON-CHAVEZ, 2011).

A tensdo superficial da &gua é reduzida de 72 mN/m para 27 mN/m na presenca
da surfactina e a CMC é de aproximadamente 10 mg/L; menores valores ja reportados
na literatura (COOPER et al., 1981). Normalmente, um biossurfatante considerado

eficaz ndo reduz a tensdo superficial a valores abaixo de 30 mN/m.

lturinas

Grupo de lipopeptideos com propriedades antifungicas, sendo a lturina A o
principal representante. S&o caracterizadas por um anel peptidico constituido de sete
aminoacidos ligados a uma cadeia de acido graxo (Cy4 a Cy7), finalizada por um pB-
aminoécido.

Agem contra uma grande variedade de leveduras e fungos filamentosos
patogénicos (MAGET-DANA; PEYPOUX, 1994), por provocar a permeabilizacdo da
membrana. Este mecanismo é baseado na formacdo de canais idnicos, e ndo leva ao
rompimento ou solubilizacdo da membrana (ARANDA; TERUEL; ORTIZ, 2005).

Também possuem atividade tensoativa, porém sdo menos eficientes que a
surfactina. Reduzem a tenséo superficial da agua de 72 para 43 mN.m™ e a CMC é de 20
mg/L (DELEU et al., 1999).

Fengicinas

Sao compostos anfifilicos ciclicos constituidos de dez a-aminoécidos ligados a
um &cido graxos B-hidroxilado. O comprimento da cadeia de &cido graxo varia de Cy4 a
C1s (ONGENA et al., 2007).

Apresentam propriedades antifungicas, inibindo apenas o crescimento de fungos
filamentosos. Portanto, sdo ineficazes para leveduras e bactérias (VANITTANAKOM;
LOEFFLER, 1986).
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111.4.1 — Fatores que Influenciam a Producéo de Biossurfatante por Bacillus

subtilis

O tipo, qualidade e quantidade do biossurfatante produzido dependem das
condicdes de cultivo do micro-organismo produtor, isto €, temperatura, pH, agitacao,
aeracdo, fontes de carbono e nitrogénio, e disponibilidade de sais minerais (SAHARAN;
SAHU; SHARMA, 2011). A otimizacdo desses parametros auxilia na formulagéo de
meios de cultura e condi¢cdes ambientais que propiciem maximizacdo do rendimento e

da relagéo custo/beneficio.

Fonte de Carbono

A sintese dos biossurfatantes geralmente acontece na presenca de substancias
hidrofébicas. Porém, observou-se que a producgdo por Bacillus subtilis se da em meios
que contém fontes de carbono sollveis em agua, principalmente carboidratos. De fato, a
adicdo de hidrocarbonetos ou 0Oleos vegetais ao meio de producdo resulta em baixas
concentracgdes de surfactina (ABUSHADY et al., 2005).

Alguns rejeitos agroindustriais ricos em carboidratos ja foram testados como
fontes de carbono para a producdo de biossurfatantes por Bacillus subtilis: (i) melaco,
soro de leite, manipueira (NITSCHKE; FERRAZ; PASTORE, 2004; JOSHI et al.,
2008); (ii) residuo liquido da producdo de batata (FOX; BALA, 2000); (iii) melaco de
tamareira (AL-BAHRY et al., 2012); (iv) 6leo de fritura residual (VEDARAMAN;
VENJATESH, 2011); (v) rejeito da producédo de 6leo de soja (SITOHY et al., 2010); e
(vi) glicerina bruta subproduto da producéo de biodiesel (FARIA et al., 2011).

Fonte de nitrogénio

A fonte de nitrogénio também tem forte influéncia na quantidade de
biossurfatante sintetizada, pois € um elemento essencial para a producdo das enzimas
responsaveis pelo processo de fermentacdo (MAKKAR; CAMEOTRA, 1997).

Os estudos conduzidos com diferentes compostos nitrogenados demonstraram
gue os maiores rendimentos sdo obtidos com o uso de fontes inorganicas de nitrogénio,

principalmente sais de amoénio. Contudo, ureia, extrato de carne, extrato de levedo,
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caseina hidrolisada, NH4C|, NH4NO3, (NH4)ZSO4, (NH4)28208, NHsMo, (NH4)2HPO4,
NH;H2PO4, NH;HCO3, e NaNO3 ja foram testadas (ABUSHADY et al., 2005; KIM et
al., 1997; MAKKAR; CAMEOTRA, 1997).

Sais minerais

O rendimento da fermentacdo pode ser melhorado através da complementacéao
do meio de producdo com sais minerais. O tipo e a concentracdo de sais desempenham
um papel fundamental durante a sintese dos biossurfatantes, pois, além de atuarem
como cofatores enzimaticos, participam do transporte de nutrientes atraveés da
membrana plasmatica.

Segundo Cooper et al. (1981), a adicdo de sais de ferro e manganés estimula a
producdo de surfactina, enquanto outros sais adicionados (ZnSQO4, CuSOs, NiSO,,
C0SOQq4, Aly(SO4)3) ndo provocaram mudancgas ou inibiram o crescimento microbiano e
a producdo do biossurfatante. Pyong et al. (2010) investigaram a producdo de
lipopeptideos por Bacillus subtilis apés adicdo de vérios fons metalicos (Fe**, Fe**,
Co?*, Cu®*, Cs*, Ni*, Zn**, Mn?"). Por exemplo, o acréscimo do fon manganés resultou

em aumento do rendimento.
Temperatura e pH

O efeito do pH na produgdo de biossurfatante por Bacillus subtilis foi estudado
por Abushady et al. (2005). Um baixo rendimento de surfactina foi determinado quando
0 pH do meio de producdo foi ajustado a valores inferiores a 6,5, sendo a concentracdo
méaxima de surfactina atingida para pH 6,5-7.

A maioria dos trabalhos realiza a sintese da surfactina a temperaturas na faixa de
25 a 35°C. Sem e Swaminathan (1997) observaram o efeito da temperatura sobre o
rendimento de surfactina. A producdo de surfactina foi maxima a 37,4°C. No entanto,
Joshi et al. (2008) e Makkar e Cameotra (1997) obtiveram surfactina a temperatura de

45°C empregando linhagens termofilicas de Bacillus subtilis.
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Agitacdo e Aeracao

Os fatores ambientais, tais como agitacdo e disponibilidade de oxigénio também
influenciam a producdo de biossurfatante ao afetarem a atividade e o crescimento
celular. Ghribi e Ellouze-Chaabouni (2011) e Kim et al. (1997) confirmaram esta
dependéncia ao observar que vazdes de ar baixas ou muito vigorosas provocavam uma
diminuicdo na sintese do biossurfatante, demonstrando que a transferéncia de oxigénio é
um dos pardmetros-chave para a maximizacdo do rendimento deste processo
fermentativo.

A agitacdo estd diretamente relacionada a formacdo de espuma no reator. A
espuma cria problemas, incluindo a extracdo de produto, nutrientes e células do caldo de
fermentacdo. Portanto, a eficiéncia do sistema é dependente da velocidade de agitacdo
usada. Sistemas com agitacdo intensa (acima de 150 rpm) apresentaram baixa producéo
de surfactina (ABUSHADY et al., 2005; LIU et al., 2007).

111.4.2 — Métodos de recuperacdo da Surfactina

Os processos de recuperacdo e purificacdo representam cerca de 60% das
despesas de um processo biotecnologico. Assim, um fator determinante para a
viabilidade econdmica do projeto em escala comercial ¢ a aplicacdo de processos
downstream que sejam eficientes e de custo acessivel.

Os métodos mais utilizados para a recuperacdo de biossurfatantes a partir do
caldo de fermentacdo estdo listados na Tabela I11.5, onde também sdo descritas as
vantagens e propriedades associadas a cada método. No entanto, a pureza obtida
geralmente é baixa (< 50%). A extracdo com solventes organicos também é uma opcao,
porém estes compostos sdo nocivos para 0 ambiente, para a salde humana e ainda
podem prejudicar a atividade superficial do biossurfatante (CHEN; CHEN; JUAG,
2008).
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Tabela I11.5. Métodos de recuperacédo de biossurfatantes e suas vantagens

Processo de Propriedade aproveitada para
. . Vantagens
recuperagao separagao
s Biossurfatantes se tornam Baixo custo, eficiente para
Precipitacao . g . 9 .
4cida insollveis em baixos valores de  recuperagéo de biossurfatante
pH bruto.
~ . « - Eficiente para recuperacédo de
Extracédo com Biossurfatantes sdo sollveis em -Nte p perag
A . biossurfatante bruto e
solventes solventes organicos por possuirem o )
A o s purificacdo parcial, solvente
organicos porcdes hidrofébicas
pode ser recuperado.
Precipitacio com Eficaz para recuperacdo de
sulfatF(; degam()nio Salting-out alguns biossurfactantes
poliméricos
Precipitacdo dos biossurfatantes Reutilizavel, eficiente na
Centrifugacao insolUveis através da forca recuperacdo de biossurfatante
centrifuga bruto.
Espuma Biossurfatantes, devido a atividade  Util em processos continuos
b superficial, acumulam-se na de recuperagéo, alta pureza
fracionada
espuma de produto.
Biossurfatantes formam micelas, Répido, recuperagdo em
Ultrafiltracéo as quais sdo retidas por estagio unico, alto nivel de
membranas poliméricas pureza.

Biossurfatantes séo adsorvidos em
resinas poliméricas e
posteriormente removidos com
solventes organicos

Rapido, recuperacao em
estagio Unico, alto nivel de
pureza, reutilizavel.

Adsorcédo em
resinas
poliméricas

Obtencéo de biossurfatante
puro, barato, reutilizavel,
recuperagdo em cultivo
continuo.

Biossurfatantes sdo adsorvidos e
depois removidos com solventes
organicos

Adsor¢ao em
carvao ativado

Biossurfatantes aderem a resinas
de troca idnica e sdo removidos
com tampdes

Fonte: MUKHERJEE; DAS; SEM (2006).

Alta pureza, reutilizavel,
rapida recuperacao.

Cromatografia
de troca ibnica

A técnica mais utilizada para a recuperacdo da surfactina é a precipitacdo acida.
Contudo, a pureza alcancada ndo ultrapassa 60%. Outros métodos vém sendo
desenvolvidos e sua aplicacdo em larga escala testada, tais como: recuperacdo da
espuma produzida (DAVIS; LYNCH; VARLEY, 2001), ultrafiltracdo e microfiltracédo
(CHEN et al., 2008; ISA; FRAZIER; JAUREGI, 2008; HWANG; WANG, 2012),
adsorcdo em resinas poliméricas e em coluna de carvdo ativo (LIU et al., 2007),
extracao liquido-liquido e solido-liquido (CHEN; JUANG, 2008), dialise, cromatografia

de carga idnica e cromatografia de alta resolugdo. Estes procedimentos se aproveitam de
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propriedades como a atividade superficial e a formacdo de micelas e vesiculas para
promover a separacdo do biossurfatante. (MUKHERJEE; DAS; SEN, 2006).

Normalmente, uma Unica etapa de processamento nao é suficiente para efetuar a
recuperacdo e purificacdo do produto. Uma estratégia de multiplos estagios, utilizando
uma sequéncia de processos de concentracao é mais eficiente (CHEN et al., 2008). Uma
alternativa é a remocdo continua do biossurfatante durante a fermentacdo que aumenta a
densidade celular no reator e minimiza os efeitos inibitorios do produto, resultando em
um aumento no rendimento do tensoativo (DESAI; BANAT, 1997).

As etapas de recuperacdo e purificacdo sdo necessarias para eliminar compostos
do caldo fermentado que possam interferir nas propriedades do biossurfatante.
Entretanto, o tensoativo bruto ou parcialmente purificado, que é obtido nos estagios
iniciais de recuperacdo, pode ser aplicado na recuperacdo de 6leo, biorremediacao, em
tintas e na industria téxtil. A pureza requerida pelas industrias de alimentos, farmacos e
cosmeéticos depende de varias etapas de purificacdo (MUKHERJEE; DAS; SEN, 2006).

111.5 - Avaliacdo Econémica

A avaliagdo econbmica € um instrumento que auxilia o processo de
planejamento e de tomada de deciséo por engenheiros e investidores, além de selecionar
as rotas que garantam a viabilidade do empreendimento.

O estudo econdmico demanda um levantamento dos custos, investimentos e
receitas referentes ao projeto. Estimar e acompanhar esses parametros permite que o
projeto seja conduzido para a maxima geracgdo de lucro.

111.5.1 — Custos e Investimentos

A determinacdo dos custos de qualquer processo de natureza comercial deve ser
feita com precisdo suficiente para embasar decisdes confiaveis. O conhecimento dos
distintos tipos de custos é essencial para que todos sejam incluidos na analise
econdmica e gerem uma estimativa realista. A Figura I11.15 mostra a distribuicdo das

despesas envolvidas no custo total de producdo de uma planta quimica.
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Matérias-primas, mio-de-obra, utilidades,
manutengiio e reparo, solventes,
catalisadores, royalties.

Depreciagio, juros, aluguel, seguro,
limpeza e conservagio.

Seguranga ¢ protecio médica, folha de
pagamento, empacotamento, conirole de
laboratdrio, supervisio, instalagdes de
armazenamento.

Salarios executivos, custos legais e de
engenharia, manutenciio de escritorio,
comunicagies.

Escritdrio de vendas, vendedores,
despesas de transporte, publicidade,
servigo técnico de vendas.

(Pesquisa € desenvolvimento]

Financiamento

‘ Custos Diretos

‘ Custos Fixos

=) Custos Indiretos

—) Despesas
Administrativas

Despesas de
=) Jistribuicio ¢

marketing

—

Custos de
Producio

Despesas
Gerais

Custo
Total

Figura 111.15. Despesas envolvidas no custo total de producdo de uma planta
quimica (PETERS; TIMMERHAUS, 1991).

Os gastos que podem ser apropriados ao produto,

ou seja, Vvariam

proporcionalmente a quantidade produzida ou consumida pela planta denominam-se

custos diretos. Aqueles referentes a capacidade instalada da planta e independentes da

producdo séo classificados como custos indiretos.

O investimento necessario para a realizacdo de um processo é composto por dois

tipos principais de capital:

1. Capital fixo: Destinado aos custos de engenharia, equipamentos fisicos, pecas de

reposicdo e instalagdes da fabrica. Corresponde ao ativo fixo de uma empresa

caracterizado por apresentar-se como bens tangiveis que ndo podem ser

rapidamente convertidos em dinheiro.

2. Capital de giro: Montante que financia as atividades diarias do negdcio, como

pagamento de dividas e salarios, manutencdo do estoque de materias-primas e

produtos, cobre eventuais gastos e situacdes emergenciais. Constitui o ativo

circulante de uma empresa, representando a quantia que a entidade possui

disponivel em curto prazo, pois pode facilmente ser convertido em dinheiro.
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Em uma analise de custos de processos industriais, 0 investimento necessario, 0s
custos de producdo e as despesas gerais, como imposto de renda, devem ser
considerados.

111.5.2 — Indicadores Econdmicos

Os critérios econdmicos empregados na avaliacdo da atratividade de um plano

de investimento se dividem em duas categorias definidas na Tabela 111.6.

Tabela I11.6. Critérios de rentabilidade

Critérios Econémicos

Fundamentados em manuais desenvolvidos por quem possui
experiéncia de campo, em especial os responsaveis pela fabricagdo de
produtos. Apesar da falta de precisdo e de ndo utilizarem teorias
econdmica, sdo adotados devido a simplicidade e facil entendimento.
Permitem estimar rapidamente a rentabilidade de um projeto com
poucas informacGes disponiveis.

Empiricos

Baseados no  Construidos a partir de aplicagdes detalhadas ou simplificadas de regras
valor do calculo econémico. Utilizam dados incompletos, assumidos ou de
presente credibilidade variavel, cujo tratamento ndo exige grande vigor.

Fonte: CHAUVEL, FOURNIER e PIGEYRE, 2003

A sequir, serdo descritos os principais indicadores financeiros, que se baseiam

no conceito de valor presente liquido e na andlise do fluxo de caixa.

1. Valor presente liquido: Compara o valor atual de uma quantidade de dinheiro
com o valor da mesma quantidade em uma data futura. E uma ferramenta
utilizada para avaliar projetos em longo prazo. Consiste no somatério do valor
presente das saidas de caixa e o valor presente das entradas de caixa.

2. Taxa interna de retorno (TIR): E a taxa de desconto que faz com que o valor
presente liquido do projeto seja nulo. Define uma taxa de desconto a qual torna o
valor presente de uma série de investimentos igual ao valor presente do retorno
desse investimento. O projeto é atrativo quando sua TIR for maior do que o

custo de capital do projeto.
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3. Tempo de retorno (Payback time): E o periodo necessario para o retorno do
valor de um investimento, ou seja, refere-se ao tempo decorrido até a reposicao
do capital aplicado inicialmente.

4. Retorno sobre investimento (ROI): Relagéo entre o dinheiro ganho ou perdido e
0 montante investido. Quanto maior o ROI mais vantajoso economicamente é o

projeto

111.5.3 — Software SuperPro Design

Ferramentas computacionais permitem que um grande nimero de alternativas e
ideias seja analisado em um curto periodo de tempo. Desta forma, a solucdo étima de
um processo pode ser rapidamente encontrada.

Com o processamento digital de informacBGes é possivel reunir as variaveis
envolvidas em um projeto de engenharia e obter os dados necessarios para a sua
avaliacdo preliminar, os quais serdo usados no planejamento de investimentos,
pesquisas, orcamentos e nas fases futuras de aprimoramento e implantacdo do projeto.

SuperPro Design € um simulador de processos biotecnoldgicos desenvolvido
pela empresa Intelligent, Inc. que conta com ferramentas de modelagem, avaliacdo e
otimizacdo de processos integrados.

O programa realiza a andlise de custo e a avaliacdo econémica dos processos
simulados. Estima a viabilidade de um projeto de planta industrial, levando em conta as

escalas laboratoriais, piloto e industrial.

36



Capitulo 1V — Formulacédo de Meios de Baixo Custo para a Producéo

do Biossurfatante

IVV.1 — Materiais e Métodos

IV.1.1 — Micro-organismo

Foi empregada uma cepa da bactéria Bacillus subtilis, isolada do Landfarming
da Refinaria Duque de Caxias (REDUC) da Petrobras, e identificada pelo Laboratério
de Fisiologia Bacteriana do Instituto Oswaldo Cruz (IOC) da Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), sob coordenagéo do Dr Leon Rabinovitch.

A cultura foi mantida em meio inclinado Agar Nutriente (item 1V.1.2.1,
acrescido de 30 g/L de agar-agar), a 4+2°C, ap0s 24 h de incubacdo em estufa
bacteriolégica a 30+2°C para permitir o crescimento microbiano. Repiques foram

efetuados mensalmente a fim de manter a viabilidade da cultura estoque.

1VV.1.2 — Meios de Cultura

IVV.1.2.1 — Meio de Crescimento

A propagacdo da cultura bacteriana foi realizada no meio Caldo Nutriente,
constituido de (em g/L): peptona de carne 5,0; extrato de Iévedo 3,0; glicose 5,0; (pH 7).
1V.1.2.2 — Meio de Producao

Para a producdo do biossurfatante foi utilizado um meio composto de agucar
cristal e levedura residual de cervejaria (LRC), em diferentes proporcbes, que sera

posteriormente detalhado.
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1V.1.3 — Descricdo da Etapa Experimental
IV.1.3.1 — Preparo do Ino6culo

A bactéria foi ativada através do repique da cultura estoque para tubo contendo
meio Agar Nutriente inclinado (1V.1.2.1, acrescido de 30 g/L de agar-agar). Em
seguida, o cultivo foi incubado em estufa bacterioldgica a 30£2°C por 24 h.

Uma quantidade correspondente a duas algadas da cultura ativada foi transferida
para 100 mL do meio de crescimento (item I1V.1.2.1) em frascos Erlenmeyer com
capacidade para 500 mL. Os frascos foram entdo alocados em agitador rotatorio
(Controlled Environmental Incubator Shaker, New Brunswick Scientific Co, USA) a
150 rpm e 30+1°C, por 16 h. A Figura V.1 ilustra o processo de preparo do indculo.

16h

ﬁ ZXC/ 3 2:4;/ 150 rpm/30 °C

Cultura Estoque Ativacao da Cultura Meio de Crescimento Indculo

Figura IV.1. Representacao do processo de preparo do inoculo.
IV.1.3.2 — Sintese do Biossurfatante por Bacillus subtilis

A produgdo do biossurfatante foi conduzida em frascos Erlenmeyers com
capacidade para 500 mL contendo 150 mL de meio de producgéo, onde foram semeados
15 mL de cultura recém-propagada de B. subtilis (item 1V.1.2.1). Os cultivos foram
incubados a temperatura de 25£1°C, em agitador rotatério (Controlled Environmental
Incubator Shaker, New Brunswick Scientific Co, USA), sob agitacdo de 150 rpm, por
48 h. Ao término do processo fermentativo, as células bacterianas foram separadas do
caldo fermentado por centrifugacdo (Centrifuga Refrigerada NT 815, Biovera) a 3.500
rpm, durante 30 minutos, e temperatura de 4+1°C. O esquema realizado para a producao

de biossurfatante é mostrado na Figura IV.2.
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Com o caldo fermentado livre de células, foram feitas analises de tensdo
superficial com o objetivo de avaliar a producdo do biossurfatante. Amostragens foram

efetuadas com 24 e 48 h de fermentagéo.

- Analises
Sobrenadante
- Recupera¢ao

10 n% r
150 rpm/30 °C .)"1{"] rpmf"h °C
— ——
48h Hl min

Inoculo Meio de Producao Centrifugacio

Figura 1V.2. Esquema dos procedimentos utilizados para producao do biossurfatante.

Inicialmente, a producdo do biossurfatante foi realizada em meio mineral,
constituido (em g/L) de: NaNO;3 4,0; KH,PO, 3,0; Na,HPO, 6,0; CaCl,.2H,O 0,01;
MgS0,.7H,0 0,2. Esta base mineral tem sido usada por varios autores no preparo de
meios para producdo de biossurfactante por B. subtilis (COOPER, 1981; MAKKAR,;
CAMEOTRA, 1998; REIS; SERVULO; DE FRANCA, 2004; VALPUESTA, 2008).
Ao meio mineral foram acrescidos de 10 g/L de agucar cristal e 5 mL/L de solugédo de
micronutrientes (VALPUESTA, 2008).

A produgdo de biossurfatante também foi avaliada em meio formulado com
matérias-primas de baixo custo. Segundo Mukherjee, Das e Sem (2006) um dos fatores
que limitam a expansdo da producdo de biossurfatantes é o pre¢o da matéria-prima. Para
tanto foi empregado 10 g/L de acUcar cristal como principal fonte de carbono, por ser
esta uma matéria-prima barata, abundante e de facil obtencdo em algumas partes do
territorio nacional. Como fonte de nitrogénio basal foi utilizado um rejeito da inddstria
cervejeira - biomassa residual (LRC, levedura residual cervejeira) - acompanhada ou
ndo de nitrato de sdédio como fonte complementar de nitrogénio. Para fins comparativos
também foram avaliados meios constituidos de peptona e extrato de levedura. Na
Tabela V.1 estéo listados os meios avaliados.

No caso da LRC, o rejeito primeiramente solubilizado em agua destilada, foi a
seguir filtrado em papel Whatman para a remogéo dos debris celulares em suspenséo. O

acucar cristal foi adicionado, e o pH ajustado para 7,0 por meio da adi¢do de solugéo 0,1

39



M de NaOH. O meio foi entéo esterilizado por autoclavacédo a 0,5 atm (110 °C) por 15

min.

Tabela IV.1. Meios de producdo: Formulagdes testadas

Meio de Peptona Extrato de Levedura residual NEINOF
producéo (/L) Iévedo (g/L) cervejeira (LCR) (g/L) (/L)

Meio 1 50 3,0

Meio 2 4,0 4,0

Meio 3 7,5

Meio 4 15,0

Meio 5 30,0

1V.1.4 — Métodos Analiticos

IV.1.4.1 — Tens&o Superficial

Visto que os biossurfatantes sdo capazes de reduzir a tensdo superficial do meio
em que se encontram, este pardmetro foi adotado como indicador da presenca e
atividade do tensoativo. As determinacfes da tensdo superficial foram realizadas em

tensidmetro modelo KRUSS.

1V.2 — Resultados e Discussao

A tensdo registrada apo6s 48 h de fermentacdo do meio mineral acrescido de 10
g/L de acucar cristal foi de 42,09 £ 1,84 mN/m. Importante destacar que em trabalho
anterior realizado pelo grupo, o crescimento desta cepa bacteriana em meio de mesma
composicao foi capaz de reduzir a tensdo superficial para valores inferiores a 30 mN/m.

Considerando que a surfactina é capaz de provocar o abaixamento da tensdo
superficial da agua de 72 para 28 mN/m (ARIMA; KAKINUMA; TAMURA, 1968),
conclui-se que a producdo do biossurfatante ndo foi satisfatoria.

Por outro lado, os valores medidos em amostras procedentes do meio de
crescimento foram de 32,45 + 0,19 e 23,26 £ 0,10 mN/m apds 24 e 48 h de fermentacéo,

respectivamente. A reducgéo da tenséo em relacgdo ao valor inicial do meio (59,45 £ 0,36
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mN/m) pode ser atribuida a producdo de biossurfatante. O tempo de processo mais
adequado a obtencdo do tensoativo foi de 48 h quando se obteve o menor valor de
tensdo superficial.

Os valores de tensdo superficial para os meios formulados (Tabela 1V.1) sdo
mostrados na Tabela 1V.2. O emprego de peptona como fonte de nitrogénio (meio 1)
ndo propiciou a sintese do tensoativo. Do mesmo modo, o emprego de nitrato de sddio
em associacdo a LRC (meio 2) ndo estimulou a producédo de biossurfatante. Note que o
emprego da LRC como Unica fonte de nitrogénio favoreceu a sintese microbiana do
bioproduto. No entanto, a producdo foi inversamente proporcional ao aumento da
quantidade de LRC no meio. A composi¢do do meio 3 foi a que mais estimulou a

producdo do biossurfatante.

Tabela 1V.2. Valores de tenséo superficial determinados ap6s fermentacdo nas

diferentes formulacdes testadas

€10 de Proa al v a0 peE d
Meio 1 42,09 + 0,59
Meio 2 45,03 + 0,36
Meio 3 26,70+ 0,21
Meio 4 30,60 + 0,31
Meio 5 39,90 + 0,32

Composicdo dos meios (Tabela IV.1)

A medida que o biossurfatante vai sendo excretado no meio, a agitacio do caldo
fermentado provoca a formacao de espuma, tal como mostrado na Figura 1V.3.

A Figura IV.4 mostra o aspecto da espuma apds 60 e 120 minutos do fim da
fermentacdo. Percebe-se que o volume da espuma sofreu pouca alteragdo no decorrer do
tempo, mesmo ndo estando mais sob agitacdo; esta estabilidade ¢ um indicativo da

producdo de biossurfatante.
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Figura 1V.3. Aspecto do caldo fermentado com detalhe da formacao de espuma ao
término do processo fermentativo.

(a) (b)

Figura IV.4. Aspecto da espuma apos (a) 60 e (b) 120 minutos do fim da fermentacao.

O biossurfatante acumulado na espuma pode ser recuperado através da coleta da
espuma produzida e seu posterior tratamento. Este método de recuperacdo aumenta
drasticamente a producdo de surfactina em larga escala, pois a remocdo da espuma
estimula a producédo de mais surfactina (COOPER et al., 1981).
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Capitulo V — Avaliacédo da Estabilidade do Biossurfatante Produzido

V.1 — Materiais e Métodos

V.1.1 — Producdo/Recuperacéo do Biossurfatante

Nesta etapa foi feita a fermentacdo de 1 L de meio 3 (Tabela IV.1) que consiste
de 10 g/L de acucar cristal e 7,5 g/L de LRC. A recuperacdo do biossurfatante bruto do
caldo fermentado, livre de células, foi efetuada por precipitacdo acida (GHOJAVAND
et al., 2008). Para tanto foi feita a adicdo lenta de HCI 1M até que o pH atingisse o
valor de 2. O caldo foi mantido por 12 h sob temperatura de 4+2°C, para permitir a
precipitacdo do bioproduto, que em seguida foi separado do caldo fermentado por
centrifugacdo a 10.000 rpm durante 20 min. O produto foi liofilizado e pesado. A
ilustracdo do procedimento adotado para a recuperacdo do biossurfatante é mostrada na
Figura V.1. De acordo com Chen e Juang (2008) e Shaligram e Singhal (2010), a pureza
da surfactina obtida desta forma é de aproximadamente 55%.

I[(I

(L Decantado c:"”"“"““'m‘ e Liofilizacio _ e
l’h 20 min -

( entrilugacio

Figura V.1. Representacdo do processo de recuperacdo do biossurfatante do caldo
fermentado.

Na Figura V.2 pode ser observada a precipitacdo do biossurfatante por

acidificacdo do caldo fermentado.
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Figura V.2. Precipitado obtido apds acidificacdo do meio

V.1.2 — Ensaio de Estabilidade

A estabilidade do biossurfatante foi examinada em diferentes relacdes de
temperatura e pH, como mostra a Figura V.3. Para tanto, foi preparada uma solucéo
contendo 100 mg/L de biossurfatante pela dissolu¢do do composto liofilizado em &gua
destilada.

2

I

80°C

12 |

Solucio

8 &

Figura V.3. CondicOes adotadas para o ensaio de estabilidade.

Conforme ilustrado na Figura V.3, o pH de diferentes amostras (50 mL) do
bioproduto liofilizado e solubilizado em &gua foi ajustado a 5, 7 e 10, pela adigdo de

NaOH 1M ou HCL 1M. Em seguida, cada amostra foi mantida em diferentes
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temperaturas (4, 30 e 80°C). Apdés 15 minutos e 24 h de exposicdo as condicdes
estabelecidas foram determinadas as tensdes superficiais dos meios. As amostras foram
estabilizadas a temperatura ambiente antes da realizagdo das medidas.

A partir da solucdo de 100 mg/L de biossurfantes foi realizada analise
cromatografica para avaliacdo do perfil estrutural dos compostos tensoativos

produzidos.

V.1.3 — Métodos Analiticos

V.1.3.1 — Tenséo Superficial

Para a determinacdo da tensdo superficial foi utilizado em tensiémetro modelo
Sigma 70.

V.1.3.2 — Analise Cromatografica

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada empregando o
cromatégrafo LC10A — Shimadzu equipado com uma coluna de fase reversa de
octadecilsilano (C-18) de 250 x 4,9 mm, no laboratério do Nucleo de Pesquisa de
Produtos Naturais (NPPN)

A fase movel consistiu de uma mistura das soluces 20% (v/v) de 3,8 mM de
acido trifluoracético (TFA) e 80% (v/v) de acetonitrila. A vazdo de eluicdo foi de 1
mL/min e o detector utilizado foi UV a 206 nm (WEI; CHU, 1998). O volume de

injecdo foi de 20 uL da amostra previamente filtrada.

V.2 — Resultados e Discussao

A massa de sélido obtida apds a acidificacdo de 1 L de caldo fermentado foi de
404,0 mg. Portanto, a concentracao de biossurfatante bruto produzido foi de 0,4 g/L.

O resultado e consistente com os dados de rendimentos relatados em outros
trabalhos (Tabela V.1). Contudo, 0 meio utilizado neste trabalho é composto de

matérias-primas de baixo custo, enquanto os resultados informados na Tabela V.1 foram
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obtidos pela fermentacdo de meios sintéticos ou semissintéticos por cepas de Bacillus

subtilis.

Tabela V.1. Produtividade da surfactina em diferentes meios de producéo.

mg de A
sun(‘ac%in all) Referéncias
Semissintético 100 Arima et al., 1968.
Sintético 250 Cooper et al., 1981.
Sintético 800 (na espuma) Cooper et al., 1981.
Hidrolisado de 160 Shaligram; Singhal, 2010 apud Sheppard;
carne Mulligan, 1987.
- 350 Shaligram; Singhal, 2010 apud Drouin;
Sintetico Cooper, 1992.
Semissintético 250 Shaligram; Singhal, 2010 apud Ohno; Ano;
Shoda, 1992.
Semissintético 350 Shaligram; Singhal, 2010 apud Ohno; Ano;
Shoda, 1992.
550 Shaligram; Singhal, 2010 apud Mulligan;

Sinteético Chow; Gibbs, 1989.

Fonte: SHALIGRAM; SINGHAL (2010)

A estabilidade é uma propriedade determinante para a aplicabilidade do
tensoativo. A industria de petr6leo € um mercado potencial para os biossurfatantes,
onde as preparacdes impuras podem ser aplicadas. No entanto, o produto muitas vezes
precisa resistir as condicdes ambientais drasticas, como é o caso da aplicacdo em
reservatorios de 6leo.

Os valores de tensdo superficial, iniciais (10 min de exposicdo) e finais (24 h),
estdo listados na Tabela V.2. Pode-se concluir que ndo houve alteracdo significativa dos
valores em funcdo do pH e temperatura no tempo decorrido, indicando que o
biossurfatante é estdvel em toda a faixa de condicGes testadas. Mas, note-se que na
concentracdo de biossurfatante adotada para o teste, 100 mg/L, o produto foi pouco
eficaz como agente tensoativo. Importante ressaltar que o biossurfatante encontrava-se

parcialmente recuperado (aproximadamente 50% de pureza).
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Tabela V.2. Efeito de diferentes condicGes de temperatura e pH sobre a estabilidade da

atividade tensoativa do biossurfatante produzido.

H Temperatura Tensdo Inicial Tensdo Final
P (mN/m) (mN/m)

4 5253+0,49 51,83+0,74

5 30 52,32 +0,98 55,32+1,15

80 52,28 +0,98 53,16 + 0,90

4 52,07+0,91 53,68+ 1,38

7 30 53,91+0,75 52,08 +0,80

80 51,32 +0,67 53,90+1,18

4 53,09+0,42 53,99 +0,87

10 30 54,43 +0,46 55,85+ 0,90

80 49,56 +0,82 48,03 +0,30

Os surfatantes comerciais demonstram maior estabilidade do que a surfactina em

ambientes &cidos. Isto fica evidente abaixo de pH 4, quando ocorre a precipitacdo do

biossurfatante. No entanto, acima de pH 5 a surfactina apresenta melhores propriedades

tensoativas quando comparada aos surfatantes quimicos mais utilizados (VAZ et al.,

2012).

Também foi avaliado o perfil cromatografico (Anexo 1) do biossurfatante, apds

a extracdo com diferentes solventes (cloroférmio e éter). Observou-se auséncia de picos

que permitam identificar os componentes estruturais do tensoativo. Deve-se esse

resultado a possivel interferéncia provocada pelo sal formado na neutralizacdo, e pelos

compostos do meio de cultura ndo eliminados durante a recuperagao.
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Capitulo VI — Simulacdo do Processo Industrial de Producdo de
Biossurfatante

A producéo comercial de surfactina limita-se a pequenas quantidades destinadas
ao uso em pesquisa e desenvolvimento. As empresas Sigma-Aldrich, Showa Denko e
Kanekas sdo as atuais produtoras deste biossurfatante.

O processo de obtencéo da surfactina em larga escala atraves da fermentacdo por
Bacillus subtilis foi simulado com o uso do programa SuperPro Design (versdo 6.0).
Este projeto contempla o desenvolvimento do fluxograma, selecdo e dimensionamento
dos equipamentos e balan¢o material do processo.

Informacdes sobre o0s processos adotados pelos fabricantes nédo estdo
disponiveis, portanto as operacdes propostas para a simulacdo foram baseadas nos
procedimentos realizados em laboratério (itens 1V.1.3, V.1.1) e em dados retirados da
literatura.

Considerou-se para o desenvolvimento dos céalculos que a planta opera 24
horas/dia por 330 dias/ano (7920h/ano).

V1.1 - Dados da Simulagao

VI1.1.1 — Operagdes e Equipamentos

As operacgdes unitarias que compde o0 processo se encontram listadas na Tabela
V.1

Tabela VI.1. Operaces unitarias e equipamentos empregados durante 0 processo

Equipamento Operagéo |
Centrifuga Separacao sélido/liquido
Compressor de Ar Suprimento de Ar
Decantador Separacao sélido/liquido
Esterilizador Esterilizacdo
Fermentador de Inéculo Propagacdo do inoculo
Fermentador Converter substrato em produto
Filtro de Ar Eliminar a contaminagéo do ar
Filtro Prensa Retirar particulas em suspenséo
Secador Secagem do produto
Tanques Estocagem e mistura de material
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V1.1.2 — Parametros de Dimensionamento dos Equipamentos

Os parametros da Tabela IV.2 devem ser informados para o calculo da dimenséo
e do custo dos equipamentos. Os valores apresentados correspondem ao padrdo adotado

pelo software e foram os utilizados na simulacéo.

Tabela V1.2. Parametros de dimensionamento dos equipamentos do processo

guipamento Parametro
Centrifuga Fator sigma maximo: 220.000 m?
Compressor de Ar Poténcia méaxima: 3000 kW
Volume maximo: 80.000 L
Decantador Razdo comprimento/diametro: 5

Ocupacdo maxima permitida: 90%

Volume maximo: 80.000 L
Esterilizador Raz&o comprimento/diametro: 3

Ocupacdo maxima permitida: 90%

Volume maximo: 50.000 L
Fermentador de Indculo Raz&o altura/diametro: 3

Ocupacdo maxima permitida: 90%

Volume maximo: 350.000 L

Fermentador Razdo altura/diametro: 3
Ocupacdo maxima permitida: 90%
Filtro de Ar Vazdo maxima: 14.400.000 L/h

Area méaxima de filtracdo: 80 m?
Espessura maxima da torta: 15 cm
Diametro maximo: 10 m
Raz&o altura/diametro: 3
Volume maximo: 40.000 L

Tanque Vertical Raz&o altura/diametro: 3
Ocupacdo maxima permitida: 90%
Volume maximo: 200.000 L
Tanque Vertical de Fundo Plano Razao altura/diametro: 3
Ocupacdo maxima permitida: 90%

Filtro Prensa

Secador

V1.1.3 — Parametros de Operacao

O calculo do consumo de utilidades e do tempo de ocupacdo por cada
equipamento depende da natureza e duracdo das operacgdes realizadas por ele. A Tabela
IV.6 relaciona o tempo demandado por cada operagdo que compde 0s equipamentos do

Processo.
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Tabela V1.3. Tipos e duracéo das operaces realizadas na producdo do biossurfatante

. ~ Tempo
Equipamento Operacoes (Minutos)
Carga-1 5
Carga-2 5
Tanque (1) Agitacédo 5
Transferir para Esterilizador (1) 10
Limpeza (CIP) 15
Receber do Tanque (1) 10
Pressurizar 60
- Aquecer 60
Esterilizador (1) Resfriar 60
Transferir para Fermentador (1) 10
Limpeza (CIP) 15
Receber do Esterilizador (1) 10
Fermentacéo 960
Fermentador (1) Transferir para Fermentador (2) 10
Limpeza (CIP) 15
Limpeza (SIP) 15
Compressor de Ar (1) Compresséo 960
Filtros de Ar (1) e (2) Filtracdo 960
Carga-1 5
Carga-2 10
Tanque (2) Agitacdo 10
Transferir para Filtro 15
Limpeza (CIP) 15
. Filtracdo 60
Filtro Prensa Limpeza da Torta 15
Receber do Filtro 15
Carga-1 10
Tanque (3) Carga-2 10
Transferir para Esterilizador (2) 15
Limpeza (CIP) 15
Receber do Tanque (3) 15
Pressurizar 60
- Aquecer 60
Esterilizador (2) Resfriar 80
Transferir para Fermentador (2) 15
Limpeza (CIP) 15
Receber do Esterilizador (2) 15
Receber do Fermentador (1) 10
Fermentacéo 2880
Fermentador (2) Transferir para Centrifuga 15
Limpeza (CIP) 15
Limpeza (SIP) 15
< 2880
Compressor de Ar (2) Compresséo
Filtros de Ar (3) e (4) Filtragio 2880
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Tabela V1.3. Continuacao

Equipamento Operagdes Tempo (minutos) |

. Centrifugacéo 60
Centrifuga Limpeza (CIP) 15
Receber da Centrifuga 15

Carga-1 5

Agitacdo 10

Tanque (4) Reagir 10
Resfriar 15

Transferir para Decantador 15

Limpeza (CIP) 15
Decantagéo 720

Decantador Limpeza (CIP) 15
Secagem 360

Secador Limpeza (CIP) 15

CIP (cleaning in place): Limpeza quimica de equipamentos
SIP (sterilization in place): Esterilizagdo de equipamentos

V1.1.4 — Balancos de Massa e Energia

O balango de massa visa estabelecer as vazdes massicas das correntes de entrada
e saida de cada equipamento. A execugdo do balanco requer a introducdo de um
conjunto de variaveis e parametros que dependem do tipo de operacdo realizada, tais
como: rendimento, porosidade, eficiéncia, umidade, coeficientes estequiométricos etc.

O balanco de energia avalia o fluxo energético que demandam as trocas de calor
e o funcionamento dos equipamentos. Ao estabelecer o tempo e as temperaturas de
operacdo, a energia consumida pelo processo é calculada automaticamente pelo

simulador.

VI1.1.4.1 — Filtro Prensa

A filtragdo tem por objetivo remover os residuos celulares que permanecem em
suspensdo apds a solubilizacdo da levedura residual de cervejaria. Considerou-se que

90% das células de levedura foram removidas na filtracao.
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V1.1.4.2 — Fermentador de In6culo

As matérias-primas formam um meio homogéneo no tanque de mistura que é
repassado para o esterilizador. O meio esterilizado é fermentado para o crescimento da
biomassa que servira de indculo para a producdo de surfactina. A reacdo que expressa 0

processo que ocorre no interior do fermentador de in6culo é mostrada abaixo:

C42H,,041 + O, + NH; — Biomassa + Proteinas + H,0 + CO,

A amodnia foi usada para simplificar a representacdo das moléculas advindas da
levedura residual de cervejaria que fornecem o nitrogénio para a fermentacao.
Considerou-se para o ajuste da concentragdo NH3 que a levedura residual de cervejaria
possui 6,4% de nitrogénio por grama.

O rendimento da fermentacdo de propagacéo do inéculo foi calculado de modo a
gerar uma quantidade de biomassa que estabeleca uma concentracao inicial de células
de 0,05 - 0,1 g/L em peso seco no fermentador principal.

O componente proteinas visa contabilizar os produtos secundarios formados na

fermentacao.

V1.1.4.3 — Fermentador

A reacdo abaixo expressa a obtencdo da surfactina através da fermentagdo dos
substratos contidos no meio de producdo. A partir desta reacdo balanceada o simulador
calcula a vazdo de ar necessaria para a aeracdo e a energia consumida pelo sistema de

agitacdo

C42H,,041 + O, + NH; — Biomassa + Proteinas + Surfactina + H,0 + CO,

O rendimento da fermentacédo foi estabelecido de acordo com o valor obtido no

procedimento experimental (Item V.2).
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V1.1.4.4 — Centrifugacao

A eficiéncia da centrifugacdo é calculada pelo simulador com base nos valores
de diametro e densidade da particula solida limitante, além do tempo de residéncia no

equipamento.

V1.1.4.5 — Precipitacdo da Surfactina

A corrente que deixa a centrifuga é adicionado acido cloridrico. O meio &cido
provoca a formacéo de cristais de surfactina e a precipitagdo de outros compostos, como
proteinas. Segue a reacdo que representa o processo de precipitacdo acida:

Surfactina + HCl — Cristal de Surfactina I +H* + Cl~

V1.1.4.6 — Decantacéo

A eficiéncia de decantacdo adotada foi de 97% (SHALIGRAM e SINGHAL,
2010). A operacdo foi simulada sob refrigeracao (10°C) a fim de diminuir a solubilidade

da surfactina e aumentar a fracdo recuperada.

VI1.1.4.5 - Secagem

A umidade final da corrente de saida do secador foi fixada em 0,05% como
sugere o simulador como valor padrdo. A secagem do produto foi realizada através de
asperséo de ar quente.

V1.2 — Avaliacdo Econdmica

As ferramentas de calculo econdmico do software SuperPro Desing (versao 6.5)
foram utilizadas para estimar o investimento necessario para a implantacdo de uma
unidade industrial de producéo de surfactina, os custos de producgéo, o preco de venda e
a viabilidade do projeto.

A rentabilidade foi avaliada a partir dos dados gerados pela simulagdo em

conjunto com os parametros econémicos listados na Tabela V1.4. O principal critério de
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analise utilizado foi o valor presente liquido (VPL). Outros indicadores como taxa

interna de retorno (TIR), retorno do investimento, tempo de retorno (payback) e
margem bruta também foram calculados.

Os dados gerados pelo simulador foram convertidos com a cotacdo do délar em
agosto de 2012: R$ 2,01 para US$ 1,00.

Tabela V1.4. Parametros necessarios ao calculo dos indicadores econémicos do projeto

Parametros de Tempo

Periodo de Construcgao 30 meses
Tempo de Partida 4 meses
Duracéo do Projeto 15 anos
Inflacéo 4% a.a.
Baixo 7%
Juros Médio 9%
Alto 11%
Impostos 35%

Depreciacdo
Periodo de Depreciacao 10 anos

Valor de Descarte 5% Custos Fixos

V1.2.1 — Custos dos Materiais

A Tabela V1.5 relaciona o custo das matérias-primas e das utilidades presentes
No processo.
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Tabela VI.5. Preco dos insumos consumidos na obtencdo da surfactina

Material Preco

Acucar Cristal R$ 1,25/kg

Levedura Residual Cervejeira R$ 0,50/ton

HCI R$ 0,20/kg

Agua R$ 9,57/m3
Eletricidade R$ 257,67/MWh

Vapor R$ 8,49/ton

Agua de Resfriamento R$ 0,20/ton

Agua Gelada R$ 0,81/ton

O custo da agua foi obtido junto a CEDAE (RJ) e corresponde a tarifa cobrada
para industrias cujo consumo maximo de &gua é de 20 m3/més sem tratamento de
esgoto. O valor cobrado pelo fornecimento de energia elétrica foi consultado na
Agéncia Nacional de Energia (ANEEL) e é referente a taxa média para industrias.

Os precos sdo relativos ao ano de 2012 e podem variar conforme a regido de
instalagdo da planta.

Para o vapor, 4gua de resfriamento, 4gua gelada e HCI foram adotados os

valores fornecidos pelo simulador.

V1.2.2 — Custos da Mao-de-obra

Utilizou-se a quantidade de dois salarios minimos, que corresponde cada ao
valor de R$ 622,00 (ano de 2012), como a remunera¢do mensal de um operador que
cumpre uma jornada de trabalho de 40h semanais. Anualmente, cada operador recebe
um total de 13 salarios. Assim, o custo da méo-de-obra pode ser estimado em R$ 8,42

por hora trabalhada por operador.
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V1.2.3 — Custos Fixos

Na Tabela V1.6 sdo apresentados os fatores adotados para a estimativa de custos

fixos.

Tabela V1.6. Fatores adotados para a estimativa dos custos fixos do processo

O O a O

Tubulagdo (A) 0,35 x CE

Instrumentacdo (B) 0,40 x CE

Custos Diretos (CD) Isola}m_ento (©) 0,03 x CE

Elétrica (D) 0,10 x CE

Construcdes (E) 0,45 x CE

Melhoramentos (F) 0,15 x CE

Facilidades Auxiliares (G) 0,40 x CE

_ Engenharia 0,25 x CD

Custos Indiretos (ClI) Construcéo 0.35 x CD
Empreiteira 0,05 x (CD +ClI)
Outros Custos (OC) Contingéncia 0,10 x (CD+CI)

CE = Custo de Equipamentos
CD=CE +Instalaggo+ A+B+C+D+E+F+G
CF=CD+Cl+0C

V1.3 — Resultados da Simulagéo

V1.3.1 - Fluxograma

O fluxograma gerado na simulagdo esta representado na Figura VI1.1. O processo

foi dividido em trés partes:

e Preparo do In6culo: Etapa destinada a multiplicacdo dos micro-organismos a fim
de obter uma concentracdo adequada para dar inicio a fermentacéo.

e Fermentacdo: Conversdo do substrato no produto desejado por acdo do agente
microbiano.

e Recuperacdo Primaria: Extracdo do produto do mosto fermentado, obtendo

surfactina com baixo grau de pureza.
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Figura VI.1. Fluxograma da planta de producdo de surfactina.
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V1.3.2 — Balanco de Massa do Processo
As Tabelas V1.7, V1.8 e V1.9 apresentam as vazdes massicas das correntes da

planta. As correntes gasosas ndo foram representadas, pois ndo interferem

significativamente no processo.

Tabela VI1.7. Vazdo massica das correntes da etapa de preparo do indculo (1 a 3)

Corrente

Componente
(kg/batelada)

Agua 9700 9719
LRC
Acucar Cristal 50 49
NO3 10 5,7
Biomassa 9,5

Tabela V1.8. Vazdo massica das correntes da etapa de fermentacao (4 a 10)

Corrente

Componente

(kg/batelada) [

6 7 8 9 10

Agua 10.000 100 9941 950 85.000 104.700
LRC 200 1 1,1
Acucar Cristal 82,6
NO3 60 5,6
Biomassa 19,2
Surfactina 37,2

58



Tabela VI1.9. Vazdo massica das correntes da etapa de recuperacao primaria (11 a 15)

Componente

(kg/batelada) [

Corrente

Agua 104.341 3135
LRC
Acucar Cristal 82,6 4 4
NO3 5,6
Biomassa 3
Proteinas 1,7 1,3 1,3
Surfactina 40 38 38
HCI 100
Vapor 15670

V1.3.3 — Dimensionamento

As dimensfes, a quantidade e o material dos equipamentos do processo estdo

listados na Tabela V1.10.

Tabela VI1.10. Capacidade e material dos equipamentos do processo

Qua dade guipamento apacldade a o
2 Centrifuga Fator sigma: 153.290,78 m? Aco Carbono
1 Compressor de Ar (1) Poténcia: 26,06 kW Aco Carbono
1 Compressor de Ar (2) Poténcia: 281,66 kW Aco Carbono
2 Decantador Volume: 58.852,87 L Aco Inox 316
1 Esterilizador (1) Volume: 53.453,5 L Aco Carbono
2 Esterilizador (2) Volume: 100.900,53 L Aco Carbono
1 Fermentador de In6culo Volume: 12.267,5 L Aco Carbono
1 Fermentador Volume: 132.500 L Aco Carbono
1 Filtro de Ar (1) Vazdo: 52.908,57 L/h Aco Carbono
1 Filtro de Ar (2) Vazdo: 257.289,4 L/h Aco Carbono
1 Filtro de Ar (3) Vazdo: 571.828,96 L/h  Aco Carbono
1 Filtro de Ar (4) Vazdo: 3.213.095,06 L/h  Aco Carbono
1 Filtro Prensa Area de Filtragdo: 50,14 m2  Aco Carbono
1 Secador Volume: 5.223,63 L Aco Inox 316
1 Tanque (1) Volume: 10.888,55 L Aco Carbono
1 Tanque (2) Volume: 11.315,96 L Aco Carbono
1 Tanque (3) Volume: 106.789,7 L Aco Carbono
1 Tanque (4) VVolume: 117.550,54 L Aco Inox 316
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V1.3.4 — Diagrama de Gantt

O diagrama de Gantt possibilita ilustrar a ocupacdo dos recursos de um projeto.
Atua como uma ferramenta de controle de producdo onde € possivel analisar 0 avanco
das etapas do processo.

A Figura V1.2 representa a distribuicdo e duracdo das operacgdes realizadas

durante uma batelada.

Esterilizador (1)

Inéculo |-
Compressor (1) |-
Filtro de Ar (1) |-
Filtro de Ar (2} |-

Tanque (2)
Filiro Prensa

Tanque (3)

Esterilizador (2)

Fermentador |{-----{-------- S
Compressor {2} [~ S
Filtro de Ar (3) {-----4--------- S
Filtro de Ar (4) {-----{-------- e

Centrifuga [-----q----------fermem oo g+
Tangue {(4) [---------mmmmmme g P
Decantador |-----{-- oo | JEEEEEREE
Secador [-----{r-rmmmmmmnn oL | R
hora| s | 16 | 24 [ 32 [ a0 |48 [ 56 [ 64 [ 72 [ 80 [ 58 | o6

dia 1 2 3 4

Figura VI1.2. Diagrama de Gantt correspondente a uma batelada do processo de

producdo de surfactina.

A anélise do grafico fornece os dados apresentados na Tabela VI.11. Sabendo

que € possivel iniciar uma batelada sem que a anterior tenha sido finalizada, o programa
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calcula o tempo do ciclo minimo, e a partir deste valor projeta 0 nUumero maximo de

bateladas possiveis em um ano.

Tabela VI1.11. Parametros globais da simulacéo

Parametros Globais |

Tempo de Operacéo 7.883,21 h/ano
Tempo de Batelada 88,55 h
Tempo do Ciclo 49,33h
NUmero de Bateladas por Ano 159

V1.4- Resultados da Avaliacdo Econémica

V1.4.1 — Custos de Investimento

Os custos de investimento referem-se aos dispéndios efetuados para montagem
da inddstria. Isso inclui os equipamentos usados na producdo (Tabela VI1.12), as
instalagBes e materiais necessarios para o funcionamento das maquinas, além da

construcdo de edificios industriais e obras de infraestrutura (Tabela VI1.13).

Tabela VI1.12. Custo dos equipamentos

Quantidade Equipamento Custo Unitéario (R$) Custo Total (R$)
2 Centrifuga 426.220 852.440
1 Compressor de Ar (1) 109.080 109.080
1 Compressor de Ar (2) 240.380 240.380
2 Decantador 616.100 1.232.200
1 Esterilizador (1) 46.460 46.460
2 Esterilizador (2) 133.320 266.640
1 Fermentador de Inéculo 385.820 385.820
1 Fermentador 1.276.640 1.276.640
1 Filtro de Ar (1) 32.320 32.320
1 Filtro de Ar (2) 32.320 32.320
1 Filtro de Ar (3) 36.360 36.360
1 Filtro de Ar (4) 36.360 36.360
1 Filtro Prensa 262.600 262.600
1 Secador 321.180 321.180
1 Tanque (1) 22.826 22.826
1 Tanque (2) 24.240 24.240
1 Tanque (3) 84.840 84.840
1 Tanque (4) 238.360 238.360
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Tabela V1.13. Custos Diretos e Indiretos

Custos Diretos

Item Valor (R$)
Equipamentos 6.848.922
Instalacéo 3.055.811
Tubulagdes 2.397.066
Instrumentacéo 2.739.344
Isolamento 205.366
Elétrica 684.555
Construcoes 3.081.622
Melhorias de Terreno  1.026.833
Facilidades Auxiliares 2.739.344
Custo Direto Total 22.778.863

Custos Indiretos

Item Valor (R$)
Engenharia 5.695.277
Construcao 7.973.388
Empreiteira 1.822.488
Contingéncia 3.644.977

Custos Fixos Totais 41.914.993

Adicionalmente aos custos indiretos, consideram-se as despesas com

empreiteiras e contingéncias.

V1.4.2 — Custos de Operagéo

Os custos de operagdo abrangem os gastos realizados a fim de manter a unidade
industrial em funcionamento. As despesas desta natureza incluem a mao-de-obra
(Tabela V1.14), matérias-primas (Tabela V1.15) e utilidades consumidas pela producao
(Tabela V1.16).

O custo total de operacdo esta computado na Tabela VI.17 e a divisdo destes

custos esta ilustrada na Figura VI1.3.

Tabela V1.14. Custos de Trabalho (com impostos)

Operador 37,17 23.371 868.700
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Tabela VI1.15

. Custos de Matéria-prima

ateria-r a ota 0 do (KgQ 0 A al (RS
Ar 32.002.025 0
Agua 33.695.530 323.477
Acucar Cristal 151.050 188.812
LRC 41.340 20,67
HCI 15.900 3.211
Total 65.905.845 515.520

LRC — levedura residual cervejeira

Tabela VI.

Utilidade

16. Custo de Utilidades

Consumo Anual Custo Anual |

Agua Gelada 671.791.658 kg 542.807
Agua de Refrigeracdo 188.019.159 kg 37.979
Eletricidade 4.888.820 kWh 1.259.702
Vapor 4.287.559 kg 36.401
Total - 1.876.889

Tabela VI1.17. Custo anual de operacao

Item Custo (R$)
Matéria-prima 515.520
Trabalho 868.600
Instalacdes 7.882.040
Laboratorio 131.300
Utilidades 1.876.889
Tratamento de Rejeito  165.640
Total 11.439.989
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i Trabalho
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Figura V1.3. Distribuicdo dos custos de operacao.

De acordo com a estimativa de Desai e Banat (1997), o custo da matéria-prima
representa de 10 a 30% do valor final do biossurfatante. Em decorréncia do emprego de
um meio de cultura de baixo custo, as despesas com matéria-prima neste projeto foram
de 4,5% do total investido para a produgéo do tensoativo.

Destaca-se 0 pequeno valor direcionado ao tratamento de rejeitos gerados no
processo. A producdo de biossurfatantes ndo utiliza a maioria dos compostos tdxicos
necessarios a sintese dos tensoativos sintéticos, portanto gera uma quantidade inferior e

menos toxica de efluentes industriais.

V1.4.3 — Custo de Producéo

Com uma capacidade produtiva de 6.034,52 kg/ano e capital total de R$
11.439.989 necessarios a producdo, obtém-se o custo unitario de R$ 1.895,7 por kg de
surfactina. Porém, de acordo com Makkar, Cameotra e Banat (2011), o cenério ideal

seria de biossurfatantes com precos na faixa de U$ 6-11/kg.
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V1.4.4 — Preco de Venda

Segundo Chauvel (2003), a taxa de retorno sobre o investimento média (ROI) é

de 30 a 35%. Para uma dada taxa, a expressao abaixo permite calcular o preco de venda

do produto.
V— x
ROI = x 100 Equagdo 1
Onde:
Ve . da) = Receita anual
preco devenda) = Capacidade de produgio

. . Custo de operag¢do anual
C (custo unitario de produgio) =

Capacidade de producao

Investimento (capital depreciavel)

[ (investimento unitario) = Capacidade de producio

O preco de mercado da surfactina (98% de pureza) vendida pela empresa Sigma-
Aldrich é de U$ 153/10 mg. Este biossurfatante ndo é comercializado impuro, como o
obtido através do método simulado. No entanto, outros biossurfatantes, especialmente

ramnolipideos, estdo disponiveis em diferentes graus de pureza (Tabela V1.18).

Tabela V1.18. Pregos de venda para biossurfatantes do tipo ramnolipideos

Pureza do Ra olipideo Preco $/KQ
5% 200
25% 525
50% 3.000
75% 7.500
90% 10.000
95% 25.000

Fonte: Agae Technologies (www.agaetech.com/catalog)
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Adotando 30% como o retorno do investimento, o preco minimo de venda
calculado da surfactina é de U$ 2100,00/kg. Este valor é 30 % inferior ao cobrado por
biossurfatantes do tipo ramnolipideos (50% de pureza), o que sugere a possibilidade da

surfactina ser uma alternativa mais barata no mercado de biossurfatantes.

V1.4.5 — Indicadores Econdmicos

A partir do fluxo de caixa projetado para o periodo de funcionamento da fabrica

(Tabela V1.19), obtém-se os indicadores econdmicos relacionados na Tabela V1.20.

Tabela VI1.19. Fluxo de caixa (milhdes de reais)

Investimentos
Rendimentos
Lucro Bruto
Depreciacao
Rendimentos
Tributaveis
Impostos
Caixa Liquido

0 0 0 0
0 0 0 0

-11,205
-14,940
-11,487 11,450 9,013 2,392 3548 2,392 0,837 5103 -6,384

-11,205 0
-14,940 0

Sdld Operacional
M | ucro Liquido

o

22,811 10,228 12,582 3,548 12,582 4,404 11,727 11,727
22,811 10,228 12,582 3,548 12,582 4,404 11,727 11,727
22,811 10,228 12,582 3,548 12,582 4,404 11,727 11,727
22,811 10,228 12,582 3,548 12,582 4,404 11,727 11,727
22,811 10,228 12,582 3,548 12,582 4,404 11,727 11,727
22,811 10,228 12,582 3,548 12,582 4,404 11,727 11,727
22,811 10,228 12,582 3,548 12,582 4,404 11,727 11,727
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Tabela V1.20. Indicadores de rentabilidade para o processo de producéo de surfactina

dicado alor (RY
Capital Total 44.327.777
Custo Operacional 11.439.989
Margem Bruta 49,6 %
Retorno Sobre o Investimento 30 %
Tempo de Retorno 3,37 anos
Taxa Interna de Retorno 25,55 %
Valor Presente Liquido 31.106.877

Apesar do elevado investimento inicial, gera-se lucro a partir de trés anos de
operacdo, um curto periodo de tempo para industrias. A analise do valor presente
liquido e da taxa interna de retorno (Tabela VI1.20) revela 0 bom desempenho da
unidade de producdo. Os demais indicadores, como margem bruta e retorno sobre o
investimento, apresentaram valores condizentes com o esperado. Em geral, todos o0s
indicadores revelam que o projeto é economicamente atrativo.

Os valores obtidos podem ser comparados aos indicadores de outros projetos a

fim de avaliar o método de producéo de biossurfatante mais rentavel.
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Capitulo VII — Conclusdes

Com base nos resultados apresentados, conclui-se que:

A linhagem de Bacillus subtilis, isolada de solo contaminado com
hidrocarbonetos e metais pesados, foi capaz de sintetizar composto com
propriedades tensoativas a partir de acucar cristal, matéria-prima de baixo custo

e abundante no Brasil, e rejeito da industria cervejeira (levedura residual);

A fermentacéo, durante 48 h, do meio composto por 7,5 g/L de levedura residual
de cervejaria e 10 g/L de acucar cristal propiciou o menor valor de tenséo
superficial (26,70 £ 0,21 mN/m);

O biossurfatante produzido apresentou estabilidade em pH 5 a 10, e temperatura
de 4 a 80°C, sugerindo a possibilidade de emprego em condi¢Ges ambientais

mais drésticas;

Os indicadores econémicos calculados mostraram, preliminarmente, que o

investimento no processo simulado é economicamente viavel.
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