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1. RESUMO

A produgao de leite no Brasil apresentou um crescimento de 131% em 15
anos e foi de 25,7 bilhdes de litros em 2006, e para que este setor continue em
crescimento, boas condi¢ées higiénico-sanitarias na cadeia de produgdo sé&o
indispensaveis. A higienizagdo dos equipamentos de ordenha é de particular
importancia para a qualidade da matéria-prima que chega aos laticinios. A limpeza de
ordenhadeiras, tradicionalmente, € realizada com um detergente alcalino para remogao
dos residuos de lipidios e proteinas, logo em seguida, utiliza-se um detergente acido
para solubilizar os sais de calcio que precipitam em pH alcalino e acabam formando
incrustacbes no interior da ordenhadeira. O objetivo do presente trabalho é o
desenvolvimento e produgcdo de um detergente enzimatico acido, constituido de
enzimas hidroliticas, para limpeza de ordenhadeiras, e avaliagdo de sua viabilidade
econdmica de produgdo. Foram testados 12 microrganismos produtores de lipase, e o
melhor foi Penicillium aurantiogriseum, da colecdo da empresa BioPlus -
Desenvolvimento Biotecnolégico LTDA. Foi selecionado 6leo de soja como fonte de
carbono para indugéo da lipase. Através da metodologia de superficie de resposta, a
temperatura de producédo de lipase foi otimizada em 29° C, a concentragédo do dleo de
soja em 15 g/L, e o pH em 6,5, no inicio do processo. Foi realizado um bioprocesso de
producdo de lipase em escala piloto de 100 litros, e a atividade foi 6,8 vezes maior do
que em Erlenmeyer, atingindo 32 U/mL na quadragésima hora. Os testes de formulagao
do produto foram realizados com enzimas comerciais, e se mostraram estaveis por uma
semana. O detergente formulado foi utilizado na Fazenda do Araga, e promoveu
economia de tempo (42,8%), agua (42,8%), energia elétrica (48%), em comparacao
com o sistema tradicional, e os ensaios de desgaste dos insufladores sugerem que sua
utilizacdo promove um menor desgaste destas pecas. A analise de viabilidade
econdmica mostra que a produgao do detergente é viavel, considerando a compra das
enzimas (TIR = 35,6%), e que, para a produgao destas matérias-primas, € necessario

uma maior atividade enzimatica e producdo em biorreatores de 30 m® (TIR = 34,7%).
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2. INTRODUCAO

2.1 Mercado do Leite

A producgao de leite no Brasil apresentou um crescimento de 131% em 15
anos e foi de 25,7 bilhdes de litros em 2006, transformando o pais de tradicional
importador em exportador de lacteos (EMBRAPA, 2006).

O inédito superavit na balanca comercial de lacteos, em 2004, foi de U$ 11,4
milhdes (NOGUEIRA, 2006). No mercado internacional, os pregcos continuam
aumentando, superando os U$ 4.000,00 por tonelada de leite em p6 (MILKPOINT,
2007c), devido a crescente demanda na China e na América Latina e a menor oferta de
tradicionais produtores que nao conseguem manter o ritmo de aumento de 3% no
consumo anual de leite (MILKPOINT, 2007b). No entanto, a sobrevalorizagdo da moeda
nacional em relagdo a norte-americana diminui a competitividade do produto brasileiro
(FIGUEIRO, 2006).

No Rio Grande do Sul foram anunciados investimentos no setor leiteiro da
ordem de R$ 460 milhdes pela Nestlé, Embaré e CCGL (GOVERNO DO ESTADO DO
RIO GRANDE DO SUL, 2006) e pela ITALAC (MILKPOINT, 2007a) para instalagao de
suas fabricas no estado o que deve aumentar a demanda por leite in natura uma vez
que as trés empresas devem processar juntas cerca de quatro milhdes de litros de leite
por dia (EMBRAPA, 2006). Como a producgéo do estado é de 6,8 milhdes litros de leite
por dia (BALDE BRANCO, 2007) a expectativa € de aumento nos pregos pagos aos
produtores.

Conforme mostra a Tabela 1, o Brasil € o sétimo maior produtor mundial de
leite, no entanto, o pais € 17° colocado no que diz respeito a produtividade das vacas.
Apesar de o rebanho de leite brasileiro ser mais de duas vezes o tamanho do rebanho
dos Estados Unidos, este apresenta uma producdo mais de trés vezes maior que a
brasileira (EMBRAPA).
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Tabela 1: Principais paises produtores de leite em 2005

Pais Producao de leite (mil t)
1° Estados Unidos 80.150
2° india 38.500
3° Russia 30.600
4° Alemanha 27.600
5° Franga 25.282
6° China 24.530
7° Brasil 23.320

Fonte: EMBRAPA (2007).

A maior parte do leite produzido no Brasil € proveniente de pequenas
propriedades, sendo a falta de profissionalizagdo um grave problema do setor.

A gestao da propriedade leiteira € complexa e exige capacidade gerencial e
administrativa do produtor, pois para desenvolver a atividade principal de manejar e
ordenhar as vacas o produtor precisa também executar outras atividades como a
producdo de volumosos, suplementagdo com concentrados, o manejo reprodutivo e
sanitario, a mecanizagao, as instalagdes, o melhoramento genético, a criagdo dos
bezerros e a comercializagdo do produto (LIMA & NORONHA, 2006).

Além disso, a falta de profissionalizacdo € um dos motivos para a baixa
produtividade apresentada pelo rebanho de leite brasileiro, uma vez que esta depende
da genética dos animais, do manejo do rebanho e de condigbes de higiene na ordenha
das vacas.

Uma das principais fontes de contaminag&o do leite sdo os utensilios (baldes
e latdes) e equipamentos (ordenhadeira mecanica e tanques de resfriamento), mas a
higienizacdo adequada destes materiais € ainda considerada de dificil realizagcéo pelos
produtores, que na maioria das vezes desconhecem os procedimentos basicos para
uma limpeza eficaz (PINHEIRO, 2006).

A higienizagdo adequada dos equipamentos de ordenha deve ser realizada
pelos produtores sendo o fator mais importante para a produ¢cdo de uma matéria-prima

de qualidade para os laticinios (KLEIN, 2006), e a entrada em vigor, em 2005, da
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Instrugdo Normativa N° 51 do Ministério da Agricultura reforgca esta preocupacgéo. Esta
instrugao define os procedimentos no manejo do leite e a necessidade de analises para
avaliacdo de sua qualidade (MAPA, 2002).

A Instrucdo Normativa N° 51 esta em vigor desde julho de 2005 nas regides
Sul, Sudeste e Centro-Oeste do pais, no entanto, um balanco sobre a qualidade do leite
mostrou resultados fora do estipulado pela IN51. A regido Sul apresentou qualidade
microbioldgica do leite inferior ao restante do pais, mas contribuiu para este resultado o
fato de ser a regido com maior numero de amostras. Nas demais regiées do pais a
IN51 entrard em vigor em julho de 2007. O Nordeste enfrenta inumeros problemas e
entre os desafios dos produtores estdo a falta de agua (33% das propriedades nao
dispéem desse recurso) e de energia elétrica (13,7% n&o tém), sendo que 85% das
propriedades ndo possuem qualquer sistema de resfriamento de leite (TAVARES,
2006).

A qualidade deve ser buscada com obstinagao, seja por questées de saude
publica e seguranga alimentar, seja pela melhoria na qualidade da matéria-prima para
processos industriais mais eficientes, ou ainda para a conquista de mercados
internacionais (KLEIN, 2006).

2.2 Sistema Tradicional de Higienizagdo de Ordenhadeiras

O sistema tradicional de higienizagdo de ordenhadeiras consiste de cinco
etapas: pré-enxague, limpeza com a utilizagao de detergente alcalino, enxague, limpeza
com a utilizagdo de detergente acido, e sanitizagao.

Este sistema é utilizado tanto para limpeza de ordenhadeiras com sistema
aberto e sem lavador automatico, como para sistemas de ordenhadeiras fechadas com
lavador automatico. A unica diferenca no procedimento de limpeza dos dois
equipamentos consiste na temperatura de utilizagdo do detergente alcalino, que no
sistema fechado é mais elevado, e pode chegar a 80° C.

O pré-enxague tem a finalidade de retirar o excesso de residuos de leite do

equipamento, e é realizado com agua a 40° C. Nesta etapa a agua passa por todas as
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tubulagbes e depois é descartada por uma mangueira, sendo aproveitada para a
limpeza do piso da sala de ordenha.

Em seguida, s&o utilizados detergentes alcalinos, que possuem maior poder
de limpeza, pois removem com mais facilidade gorduras e proteinas, principalmente em
temperatura mais elevada. Os detergentes alcalino-clorados também s&o bastante
utilizados, uma vez que o cloro atua como coadjuvante da limpeza na remogao de
depositos protéicos e incrustagdes bioldgicas. O processo de limpeza inicia-se com
temperatura de cerca de 75° C e pH acima de 11,0, sendo que o tempo de lavagem é
de aproximadamente 10 minutos, em sistema fechado (KLEIN, 2006). Entretanto, o
meio alcalino provoca a precipitacdo de sais. As aguas utilizadas para o processo de
limpeza possuem meédia a alta dureza (presencga de sais, principalmente carbonatos) e
o leite € uma grande fonte de calcio. O pH alcalino do detergente provoca a
precipitacdo destes sais e consequente depdsito no interior da ordenhadeira.

Apods a lavagem com detergentes alcalinos é feito o enxagle, no qual ocorre
a retirada de residuos de detergente alcalino, proteinas e gorduras, com agua a
temperatura ambiente, que também ¢é descartada e aproveitada para limpeza do piso
da sala de ordenha.

O detergente acido € utilizado, tradicionalmente, para solubilizar os sais
precipitados pela acdo do detergente alcalino. A lavagem acida € realizada com
temperaturas de aproximadamente 40° C e pH abaixo de 3,0 por aproximadamente 10
minutos, em sistema fechado.

A ultima etapa é a de sanitizagdo, para a diminuigdo da carga microbiana.
Esta etapa € realizada antes da proxima ordenha. A solugéo sanitizante € composta por
cloro (130mg/L) ou iodo (25mg/L), e deve circular por pelo menos cinco minutos no
equipamento de ordenha (CBQL, 2002; KLEIN, 2006).

Todos os componentes, principalmente as teteiras, coletores e mangueiras

devem ser periodicamente desmontados e escovados para eliminar todas as sujidades.
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2.3 Higienizacado de Ordenhadeiras Utilizando o Detergente Enzimético

Detergentes enzimaticos tém sido propostos como alternativas de limpeza de
equipamentos da industria de laticinios. A patente WO 97/07190 referente a um
detergente alcalino que contém enzimas termorresistentes, que atuam no periodo final
de limpeza, quando a temperatura da solucédo de limpeza que circula no equipamento
cai muito, podendo chegar a 35° C. Desta maneira a acdo das enzimas aumenta a
eficacia de limpeza. As patentes US 4,212,761 e US 5,064,561 também relatam
detergentes enzimaticos para utilizagdo em equipamentos da industria de laticinios,
sendo a primeira uma formulagdo em po, e a segunda um sistema de limpeza composto
de dois produtos, e o controle de dureza realizado através da adicao de polifosfatos.
Diferentemente destes, o produto proposto neste trabalho, cujo pedido de patente foi
depositado no INPI (P10502880-9 — ANEXO 1), diz respeito a um detergente com pH
acido, cuja agao é potencializada pela presenga de duas enzimas hidroliticas, protease
e lipase. A inovagdo na utilizacdo do detergente enzimatico acido na limpeza de
ordenhadeiras consiste em eliminar a etapa de lavagem com detergente alcalino e uma
etapa de enxague. O detergente enzimatico possui um pH acido, que evita a
precipitacdo de sais do leite e da agua. Desta forma a utilizacdo do detergente
enzimatico para ordenhadeiras proporciona economia de tempo e mao-de-obra, pois
elimina dois passos no processo de limpeza, economia de agua e energia elétrica para
seu aquecimento, economia na reposicdo de conexdes que apresentam menor
desgaste pela n&o utilizagdo de alcalis, e ha também a preservagdo ambiental, pois o

volume do efluente liquido gerado é menor.

2.4 Detergentes

Detergentes sdo produtos que promovem a remogdo, dispersdao e
estabilizacdo de materiais de uma superficie. O desempenho destas fungdes depende
da composicao da formulagao, das condi¢cées de uso, da natureza da superficie a ser
tratada, da natureza da substancia a ser removida e/ou dispersa e da natureza da fase
movel. A formulagdo de um detergente € um processo complexo e direcionado pela

necessidade especifica do consumidor final, pela viabilidade econémica, por questdes
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ambientais e disponibilidade de principios ativos que podem proporcionar a
funcionalidade requerida (SHOWELL, 2006).

Os detergentes mais comuns s&o aqueles utilizados para limpeza domiciliar
e higiene pessoal, no entanto, outras aplicagdes de detergentes incluem remediagéo
ambiental (SABATINI et al., 1996; LI, 2004), recuperacédo de residuos de Oéleos,
nanoengenharia, formulacédo de tintas, formulagado de polimeros sintéticos, preparagao
de pesticidas, processamento de produtos téxteis, lubrificantes e aplicacbes médicas
(SHOWELL, 2006).

As duas principais fung¢des dos detergentes sdo a remogao de materiais de
superficies e a suspensao destas sujidades na fase moével. A remocao de materiais das
superficies é realizada pela diminuigdo da energia interfacial entre o substrato e a fase
movel, e a suspensio destas particulas alcancada pelo efeito de repulsao eletrostatica

ou estabilizacao polimérica (SHI, 2002).

2.5 Composicao de Detergentes

Formulagbes de detergentes modernas podem conter 20 ou mais
ingredientes dependendo da fungcdo que o produto precisa desempenhar. As diversas
matérias-primas devem ser combinadas em uma proporcao especifica a fim de obter a
melhor relagao custo beneficio e ainda devem satisfazer os critérios de estabilidade e
propriedades fisicas. A formulagdo de detergentes ainda deve ser robusta suficiente
para ser produzida em escala industrial e atender as especificagcdes com o minimo de

re-processos.

2.5.1 Surfactantes

Surfactantes sdo os componentes mais comuns em formulagbes de
detergentes. Sua fungédo principal € modificar a interface entre duas ou mais fases a fim
de promover a dispersao de uma fase em outra. Em formulagdes de limpeza, os
surfactantes aumentam a molhabilidade das superficies e reduzem a tensao superficial
da agua, para que as sujidades sejam removidas e dispersas na fase aquosa
(NOVOZYMES, 2002). A habilidade dos surfactantes em se concentrar nas interfaces é
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devida a combinacao das porcdes hidrofilicas e hidrofébicas presentes na mesma
molécula.

A escolha do surfactante vai depender da caracteristica do produto, de sua
compatibilidade com os demais componentes da formulagcdo, durante a producéo e
armazenamento, de sua biodegradabilidade, de sua toxicidade para com o consumidor
final e do seu custo. Misturas complexas de surfactantes homélogos ou de diferentes
tipos tém uma melhor performance do que formulagdes contendo apenas um tipo deste
componente, por isso, € comum o termo sistemas de surfactantes (NOVOZYMES,
2002).

Acima de uma determinada concentragcdo, os surfactantes formam
agregados esféricos com a porcao hidrofébica para dentro do agregado e a porgao
hidrofilica para o exterior. A concentracdo acima da qual as micelas sdo formadas é
denominada CMC, “Critical Micelle Concentration” (SABATINI et al., 1996).

Os surfactantes sao classificados de acordo com o seu componente
hidrofilico como nao ibnicos, anidnicos, catiénicos ou anféteros (SHOWELL, 2006).

Surfactantes ndo ibnicos possuem seu componente hidrofilico ndo ionizado,
e polioxietileno, polioxipropileno, alcanolamidas ou ésteres de agucares sdo grupos
tipicos. Em sistemas de surfactantes, contribuem para a emulsificagcdo de 6leos e séo
facilmente formulados em detergentes liquidos, apresentando maior compatibilidade
com os demais componentes de formulagdes em comparacdo com surfactantes
anidnicos. Ainda em comparagao com surfactantes anibnicos, os n&o ibnicos
apresentam valores de CMC menores.

Como o nome sugere no caso de surfactantes aniénicos o grupo hidrofilico é
constituido de um componente aniénico, geralmente sulfato, sulfonato ou carboxilato
(SHOWELL, 2006). Normalmente funcionam melhor em pHs altos, entre 9,0 e 11,0, e
sdo bastante utilizados em formulagdes em pd6. LAS (“Linear Alkylbenzenesulfonates”)
tem sido o surfactante aniénico dominante por trés ou quatro décadas (NOVOZYMES,
2002) e vai continuar sendo muito importante devido a sua boa relagédo
performance/preco. Apesar de apresentar problemas de compatibilidade com agua
dura, no que diz respeito a biodegradabilidade, as avaliagbes indicam parecer

favoravel. Experimentos estdo sendo realizados com isémeros LAS com o grupo
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sulfonato na porcdo terminal e adigdo de grupos metil na cadeia, melhorando a
solubilidade, tolerdncia a dureza da agua, performance de limpeza e até
compatibilidade com enzimas (NOVOZYMES, 2002). A Figura 1 mostra a estrutura do
LAS.

CH3-{CHg) - CH-{CHZ) - CH;

50;Ma

Figura 1: Estrutura do LAS (modificado de ECOSOL, 2007).

Da mesma maneira que os anibnicos, os surfactantes catibnicos sao
constituidos de moléculas carregadas positivamente na porgédo hidrofilica, sendo a
principal classe os sais de aménio quaternario. Quando formulados em conjunto com
surfactantes aniénicos ocorre uma redug¢ao nos beneficios de ambos.

Os surfactantes anféteros apresentam, em sua porgao hidrofilica,
componentes com carater aniénico e catidbnico como aminoacidos. Apesar de serem
suaves e compativeis com enzimas, os surfactantes anféteros sdo pouco utilizados
devido ao elevado custo.

Tipicamente a porcado hidrofébica dos surfactantes € composta de cadeias
alquilas entre C10 e C20.

Exemplos de surfactantes sdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2: Exemplos de surfactantes utilizados em formulacdes
detergentes.
Tipo Estrutura
Anibnico

Alquil Benzeno Sulfonado Linear

Paraffinsulfonate

Alquil éter sulfonado
Sabao de acido graxo

Metil ester sulfonado

Catidnico
Mono alquil cloreto de aménio quaternario
N&o-ibnico
Alcool de &cido graxo etoxilado
Oxido amino

Alquil mono-etanol amida

N-metilglicosamina

Anfotéricos

Amido propil betaina

Alquil sulfobetaina

CH3 — (CHz2)n — CH — (CH2)m— CH3

SOaNa
CH3 — (CH2), — CH — (CH2)m— CH3

SOzNa

CH;s — (CHz)n — O — (CH, . CHz — 0),SO3Na
o)

||
CHs — (CH2),CONa
o}

CHs — CHz — (CH2)aCO — CHs

SOzNa

CH3; — (CHz)n — N*(CH3)sCl

CH3 — (CHz2)n— O — (CH2 — CH20)H

CH3z — (CH2)n — N(CH3).— O

CHs — (CHz)n — C — NH — CH, CH,OH

0o
OH OH

CHs — (CHz)n— C =N = CHz — CH — CH — CH — CH — CH,OH

CHs OH OH

CHs — (CH2)n — C = NH — (CHz)3 — N*(CH3); = CH2 — C — O

CHs — (CH2)n — N+(CH3)2 —CH; —CH-CH; -S03

OH

Fonte: Modificado de Showell, 2006.

Diversos microrganismos produzem biosurfactantes,

com uma grande

variedade de estruturas moleculares, sendo os glicolipideos a principal classe. Os

glicolipideos consistem de uma ou duas moléculas de agucares ligadas a longas

24



cadeias alifaticas ou acidos alifaticos hidroxilados. Por serem biodegradaveis
apresentam uma vantagem sobre os surfactantes quimicos (LANGER et al., 2006).

A maioria dos biosurfactantes conhecidos é produzida por bactérias, e
apenas alguns sédo produzidos por fungos filamentosos e leveduras, e encontram
aplicagdo na industria téxtil, farmacéutica, de alimentos, papel e de polimeros
(KITAMOTO et al., 2002).

2.5.2 Dispersantes poliméricos

A suspensdo dos residuos, apds sua remocado das superficies, € uma
importante funcdo da formulacdo e realizada pelos dispersantes poliméricos. Estes
compostos atuam em conjunto com os surfactantes para manter a fase dispersa
estavel.

Particulas dispersas em um meio apresentam movimentos Brownianos, e,
portanto, colidem umas com as outras com frequéncia. A estabilidade destas particulas
sera determinada pelas suas interagdes durante estas colisées. Quando as forgcas de
atracdo dominarem, as particulas irdo formar agregados e precipitar, enquanto que se
as forcas de repulsao forem as dominantes, o sistema permanecera estavel e disperso
(SHI, 2002).

Dois tipos de dispersantes poliméricos sao utilizados em formulacdes de
detergentes: polimeros contendo um grupo ionicamente carregado e polimeros nao
iGnicos.

Homopolimeros de acido acrilico e copolimeros de acido acrilico e maleico
sao bastante utilizados como dispersantes poliméricos idnicos em formulacbes de
detergentes em po. Dispersantes poliméricos contendo grupos carboxil e sulfonato tem
sido desenvolvidos para uso em tratamento de agua, e carboximetilcelulose é
amplamente utilizada em formulagdes para detergentes para roupas.

Dispersantes catidnicos sdo menos comuns, enquanto que os anféteros
encontram alguma aplicagéo na formulagédo de detergentes para roupas.

Entre os dispersantes poliméricos nao idnicos estao o polietileno glicol, alcool

polivinilico e copolimeros de etoxi e propoxi.
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2.5.3 Quelantes

O controle de metais € uma necessidade frequente nas formulacdes de
detergentes. A presenga de Ca®" na agua pode causar precipitacdo de surfactantes
anibénicos, reduzindo sua concentragao efetiva para limpeza e pode ainda provocar a
precipitacdo e redeposi¢ao de sujidades nas superficies.

Além dos quelantes, os “builders”, que sdo compostos cuja fungdo principal é
a remocdo de fons Ca** e Mg2+ de solucdes aquosas, sdo amplamente utilizados em
formulagdes de diversos detergentes. Tripolifosfato de sédio € o bastante utilizado em
detergentes, pois € muito eficiente no controle de calcio (relagdo estequiométrica
Ca2+/P301¢> 1:1) e ainda contribui para melhorar a performance dos surfactantes, pela
reducdo nos valores de CMC (NOVOZYMES, 2002). No entanto, a preocupacgao
ambiental levou ao desenvolvimento de alguns substitutos, dentre os quais o acido
citrico € um exemplo. O acido citrico também é um excelente quelante de metais como
cobre, zinco e ferro. Outro quelante bastante utilizado em formulagbes de detergentes é
o etileno diamino tetra acetato (EDTA).

Carbonatos e silicatos de sédio sado frequentemente utilizados em
formulagcbes de detergentes em pd, nas quais provocam a precipitacdo do calcio e
ainda proporcionam uma fonte de alcalinidade. Entretanto, para evitar a incrustagao de
carbonato/silicato de calcio, estes componentes s&o formulados em conjunto com

dispersantes poliméricos.

2.5.4 Solventes

A selecéao de solventes para uso em formulagdes de detergentes depende do
principio ativo, da aplicagdo desejada e do aspecto econémico. A agua € o principal
solvente na maioria das formulacdes de limpeza domiciliar, pois tem um menor custo, &
mais compativel com as superficies e € mais facil de manusear do que solventes de
petroleo. No entanto, muitos principios ativos tém baixa solubilidade em agua e
requerem adigdo de outros solventes como etanol, glicerol e 1,2-propanodiol
(SHOWELL, 2006).
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2.5.5 Componentes minoritarios

Dependendo da aplicagdo a que se destina o detergente, alguns compostos
minoritarios podem fazer parte da formulacao.

Os agentes antiespumantes sao utilizados em formulagdes em que é
desejavel minimizar a formagédo de espuma. Eles atuam prevenindo sua formagao ou
acelerando seu colapso. Em outras aplicacdes sao utilizados compostos que aumentam
a quantidade de espuma do produto na hora do uso, e proteinas tém sido utilizadas
para promover espuma, principalmente em aplicagcbes para alimentos (SHOWELL,
20006).

E comum a modificacdo reolégica de formulacdes para determinadas
aplicagdes através de espessantes. Polimeros de alto peso molecular como

carboximetilcelulose, goma guar e goma xantana sao normalmente utilizados.

2.6 Detergentes enzimaticos

O primeiro detergente contendo enzimas foi introduzido no mercado em
1913, na Alemanha, e era constituido de tripsina de pancreas de porco. No entanto,
apenas em 1963 a comercializagdo destes produtos passou a ser significativa, com o
desenvolvimento, pela Novozymes®, de um detergente enzimatico a base de protease
bacteriana. Inicialmente, estes detergentes eram considerados uteis apenas para
limpeza de roupas sujas de sangue de hospitais e abatedouros. A partir de 1980
amilases, celulases e lipases comecaram a ser utilizadas como componentes da
formulacdo de detergentes.

O maior segmento de aplicagdo de enzimas industriais € o de detergentes
(HASAN et al., 2006), sendo que o maior volume de detergentes enzimaticos é
comercializado para lavagem domiciliar de roupas (NOVOZYMES, 2002). Neste tipo de
produto a principal fungdo das enzimas é a remogao de manchas, porém, o cuidado
com os tecidos e manutengao das cores sao outras vantagens. Muitos detergentes

atuais sao caracterizados por formulagdes multi-enzimas. O efeito combinado de

27



proteases, amilases, lipases e celulases resulta em uma limpeza sinergistica e
manutencao das cores.

As enzimas mais comuns em detergentes sao as proteases. As proteases
hidrolisam proteinas em peptideos menores, mais soluveis e faceis de serem dispersos.
O maior desafio na formulagado de detergentes contendo proteases € evitar a hidrélise
da propria enzima. Normalmente utiliza-se um inibidor reversivel que libera a enzima
apos a diluicao de uso.

Amilases, mais especificamente as alfa-amilases, sdo o segundo grupo de
enzimas mais utilizadas em detergentes. Elas promovem uma significativa remogao de
diversas manchas.

As lipases apresentam um grande potencial para utilizagdo em detergentes,
pois os Oleos e gorduras, que sado suscetiveis para hidrélise através de lipases,
normalmente sao dificeis de remover utilizando apenas surfactantes. Possuem ainda
um efeito anti-redeposicdo, prevenindo que lipideos e corantes lipofilicos re-
contaminem fibras de tecidos. Seu impacto até o momento é limitado devido,
principalmente, a necessidade de diversos ciclos para promover algum beneficio.

Diferentemente das demais enzimas, a atuacdo das celulases nao é
diretamente nas manchas. A hidrélise da ligagao 3-1,4 da celulose provoca a remogao
de uma camada de microfibra do tecido, resultando no desprendimento das manchas e

restauracao das cores do tecido.

2.7 Formulacédo de enzimas em detergentes liquidos

7

O comportamento fisico de detergentes liquidos & bastante sensivel a
pequenas variagdes da formulacdo. Comparado as formulagdes em po, detergentes
liquidos s&o mais dificeis de formular, pois os componentes interagem diretamente uns
com os outros (NOVOZYMES, 2002). Sistemas multienzimas sédo bastante dificeis de
estabilizar.

Uma maneira de obter uma boa estabilidade das enzimas em solugédo €&
diminuir a quantidade de agua da formulacéo. Esta diminuicdo da quantidade de agua

pode ser conseguida pela adigdo de monopropilenoglicol, glicerol ou sorbitol, entre
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outros compostos. Uma concentragdo de 20 a 25% de monopropilenoglicol inibe o
crescimento microbiano, sendo que em formulagdes comerciais utiliza-se de 20 a 50%.
Quando se utiliza glicerol ou sorbitol é necessario a adigdo de algum agente anti-
microbiano para inibigdo do crescimento de fungos (NOVOZYMES, 2002).

As enzimas devem ser os ultimos componentes a serem adicionados no
processo de fabricacdo, evitando excessos de temperatura e pH. Proteases sao
adicionadas antes das demais enzimas, permitindo que sejam equilibradas com os
estabilizantes e inibidores. Este procedimento impede a hidrélise das demais enzimas
que serdo adicionadas.

Uma das principais preocupagoes em formulagcbes de sistemas
multienzimaticos em detergentes liquidos é a estabilizagdo e/ou inibigdo da atividade
proteolitica. A adigdo de borato em conjunto com propilenoglicol inibe a atividade de
proteases no detergente concentrado (PRIETO et al., 2002). Proteases também podem
ser estabilizadas pela redugcdo da quantidade de agua presente na formulagdo em
conjunto com altas concentragdes de alcoois. Para uma maior estabilidade das enzimas
a concentragao de agua em detergentes concentrados deve ser menor que 50%.

O tipo de “builder” e sequestrante influencia na estabilidade de proteases
pela remocdo de Ca**. O EDTA é considerado um sequestrante muito forte, sendo que
citratos e poliacrilatos sdo mais utilizados. E comum a adigdo de cerca de 0,1% de
cloreto de calcio para assegurar estabilidade. Formato de calcio e sédio também sao
utilizados como estabilizantes de enzimas em formulagcbes comerciais, sendo que sua

concentragao pode variar de 0,1 a 2,5%.

2.8 Lipases

Lipases (acilglicerol acilhidrolase, EC 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam a
hidrolise de ésteres carboxilicos em tri-, di-, monoacilgliceréis e glicerol, além de
reacdes de esterificacdo, transesterificacao, alcodlise e aciddlise. Elas normalmente
nao catalisam reagdes paralelas e ndo requerem co-fatores.

Segundo Jaeger & Eggert (2002), as lipases constituem o grupo de

biocatalisadores mais importantes para aplicagdes biotecnolégicas uma vez que sao
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utilizadas nos mais variados segmentos industriais como a industria quimica, de
alimentos, coureira, de cosméticos, farmacéutica, do papel, entre outras. Lipases
também s&o utilizadas no tratamento de efluentes industriais (D’ANNIBALE et al., 2005;
LANCIOTTI et al., 2005; LEAL et al., 2006) e, quando foi comprovado que lipases
permanecem ativas em solventes organicos, na década de 1980, tornaram-se uma
ferramenta ideal para a quimica organica (ZAKS & KLIBANOV, 1984). Segundo Hasan
et al., (2006), o mais importante campo de atuagcdo comercial de lipases é a industria de

detergentes. A Tabela 3 mostra algumas aplicagdes industriais das lipases.

Tabela 3: Aplicagdes industriais de lipases.

Inddstria Acdo Produto ou aplicacéo
Detergentes Hidrdlise de gorduras Remocgéo de gorduras
Laticinios Hidrolise da gordura do leite, Desenvolvimento de agentes

modificagao da gordura da flavorizantes no leite, queijo e
manteiga manteiga
Panificacao Melhoramento do sabor Aumento da vida de prateleira
Bebidas Melhoramento do aroma Bebidas
Alimentos funcionais Transesterificagao Alimentos funcionais
Carnes € peixes Desenvolvimento do sabor Produtos a base de carne e peixes,
remocéao de gorduras
Oleos e gorduras Transesterificagao, hidrolise Manteiga de cacau, margarina,
acidos graxos, glicerol
Quimica Enantioseletividade, sintese Compostos quirais, quimicos
Farmacéutica Transesterificagio, hidrolise Lipideos especiais,
Cosmeéticos Sintese Emulsificantes
Couro Hidrolise Produtos a base de couro
Papel Hidrolise Aumento da qualidade do papel
Limpeza Hidrdlise Remogéo de gorduras

Fonte: Modificado de Sharma, et al., (2001).

Lipases s&o serina hidrolases e contém a sequéncia G — X1 —=S - X; - G
como regido catalitica, onde G = glicina, S = serina, X1 = histidina e X, acido aspartico
ou acido glutdmico. As lipases possuem uma “tampa” hidrofébica, formada por um
oligopeptideo helicéide, que protege o sitio ativo. Ao interagir com uma superficie
hidrofébica, ocorre a chamada ativagao interfacial, na qual o sitio ativo € exposto,
permitindo livre acesso ao substrato (REETZ, 2002). No entanto, nem a presenga da
“tampa” (CYGLER & SCHRAG, 1997), nem a ativagao interfacial (JAEGER & REETZ,
1998) sao caracteristicas genéricas de todas as lipases.

Quando adsorvidas na interface dleo-agua, o substrato é hidrolisado 1000

vezes mais rapido do que em solugcdo, sendo que a atividade da enzima é maior

30



quando o substrato é o triacilgliceridio, € menor quando €& monoacilgliceridio
(GODFREY & WEST, 1996).

Lipases de microrganismos sdo divididas em dois grupos: as lipases nao
especificas que liberam acidos graxos em posigdes aleatérias, e as que hidrolisam a
molécula, preferencialmente, nas posi¢des 1 e 3 (GODFREY & WEST, 1996).

As lipases de Geotrichum candidum (STRANSKY et al.,, 2007) e Candida
rugosa (MILETO et al., 1998) sdo consideradas moléculas grandes, com massa
molecular de aproximadamente 60 kDa, enquanto que  Streptomyces rimosus
(ABRAMIE et al., 1999), Penicillium camembertii (TAN et al., 2004), Penicillium
expansum (BIAN et al., 2005) e Penicillium abeanum (SUGIHARA et al., 1996) ,
produzem lipases com massa molecular de aproximadamente 28 kDa.

2.9 Microrganismos produtores de lipase

Diversos trabalhos relatam a produgdo de lipases por diferentes
microrganismos, entre eles, fungos filamentosos como Metharizium anisopliae (SILVA
et al., 2005), Penicilium restrictum (CASTILHO et al., 2000), Penicillium aurantiogriseum
(LIMA et al., 2004), Aspergillus sp., Geotrichum sp. e Rhizopus sp. (D’ANNIBALE, et al.,
2005), leveduras como Yarrowia lipolytica (CORZO et al., 1999) e Saccharomyces
cerevisiae (CIAFARDINI et al., 2006a), e bactérias como Bacillus coagulans (KUMAR et
al., 2005), Staphylococcus xylosus (MOSBAH et al.,, 2005) e Pseudomonas sp.
(KANWAR et al., 2002).

Microrganismos produtores de lipases sao encontrados em diversos
ambientes, como alimentos (LIMA et al., 2003; CIAFARDINI et al., 2006b), leiras de
compostagem (CUNHA-QUEDA et al., 2006), solos de fabricas de processamento de
peixes (TAN et al., 2003), de florestas e solos destinados a agricultura (KO et al., 2005),
efluentes industriais, fabricas de processamento de 6leos vegetais, laticinios e solos
contaminados com 6leos (SHARMA et al., 1988).

Ciafardini et al., (2006a) isolaram leveduras a partir de 6leo de oliva recém
produzido e observaram que esta microflora melhora a qualidade do déleo. Entretanto,

também foram encontradas leveduras que prejudicam sua qualidade pela hidrélise dos
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triglicerideos através de lipases. Foram isoladas duas leveduras produtoras de lipase:
S. cerevisiae 1525 e Williopsis californica 1639.

Meghwanshi et al. (2006) testaram 120 isolados de Bacillus e Pseudomonas,
e identificaram 32 produtores de lipases, sendo que trés Bacillus e uma Pseudomonas
produziram lipases 1,3-regioespecificas e com maxima atividade em pH 9,0.

Lipases com maxima atividade em pHs alcalinos sdo de grande importancia
para utilizagcdo em detergentes e Wang et al. (1995) isolaram Bacillus sp. de uma fonte
térmica que produz uma lipase com maxima atividade em pH 9,5 e que mantém 100%
de atividade apds 30 minutos a 75° C, sendo esta termorresisténcia outra caracteristica
desejavel para aplicagdo na industria de detergentes. Dominguez et al. (2005)
produziram lipase de Thermus thermophilus em biorreator de cinco litros e o
microrganismo apresentou temperatura 6tima de crescimento de 60° C e de produgao
de lipase de 70° C, enquanto que a lipase de Burkholderia multivorans apresenta
atividade 6tima em pHs de 9,0 a 11,0 e temperaturas de 70 a 90° C (GUPTA et al.,
2007).

Os actinomicetos também produzem lipases (ABRAMIE et al., 1999; LARGE
et al., 2005), e a produgao de antibidticos por estas bactérias pode aumentar quando se
utilizam 6leos como fonte de carbono no meio de cultura (CHOI et al., 1996).

Ko et al. (2005) verificaram, através de testes qualitativos, que a maior
populagdo produtora de lipase em solos destinados a agricultura é de actinomicetos,
com 55,9% das colbnias capazes de produzir lipases extracelulares, enquanto que a
proporcao de fungos foi de 23,3% e de outras bactérias de 8,5%.

Entre os fungos filamentosos, diversas espécies de Penicillium sp. séo
relatadas como produtoras de lipases, como Penicillium citrinum (MIRANDA et al.,
1999), P. aurantiogriseum (LIMA et al., 2003), Penicillum camembertti (TAN et al.,
2004) e Penicillium expansum (BIAN et al., 2005).

Lima et al. (2004) relatam a producao de lipase por P. aurantiogriseum, com
atividade 6tima em pH 8,0 e 60° C. Esta elevada temperatura 6tima ndo € comum em
outras espécies de Penicillium sp. (MALISZEWSKA & MASTALERZ, 1992; SUGIHARA
et al., 1996; BIAN et al., 2005), porém a enzima mantém apenas 32% de sua atividade

apo6s 30 minutos a 50° C.
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Entre as leveduras produtoras de lipases, a mais bem documentada é a
lipase de C. rugosa, que é nao especifica quanto a hidrdlise de triglicerideos (MILETO
et al., 1998) e € uma das enzimas mais frequentemente utilizadas em reagdes de
biotransformagdo. Problemas de falta de reprodutibilidade evidenciados foram
atribuidos a producao de sete isoenzimas, LIP1 — LIP7, que possivelmente possuem

diferentes propriedades cataliticas (MARIA et al., 2006).

2.10 Meios de cultura de producéo de lipase

D annibale, et al. (2005) utilizaram efluente de industrias de processamento
de azeite de oliva como meio de cultura para producéo de lipase, mas suplementado
com fonte de nitrogénio e 6leo de oliva. Doze espécies de fungos pertencentes aos
géneros Aspergillus, Candida, Geotrichum, Penicillium. e Rhizopus foram selecionados
preliminarmente por sua capacidade de crescer e produzir lipase no proprio efluente,
sem diluicdo. A producao da enzima foi aumentada quando o efluente foi suplementado
com NH4CIl. Também foi testada a suplementagcdo com trés diferentes 6leos: oliva,
milho e soja, com concentragcdo de 3 g/L, sendo que a adicdo de 6leo de oliva teve o
melhor efeito sobre a producao de lipase.

Objetivando diminuir custos de produgao de lipase por P. citrinum, Miranda et
al. (1999) conseguiram uma maior atividade enzimatica substituindo azeite de oliva por
residuos de 6leo de nozes, em ensaios em Erlenmeyer.

Lanciotti et al. (2005), utilizaram 62 linhagens de Yarrowia lipolytica para
tratar o efluente de industrias de processamento 6leo de oliva. Este efluente apresenta
uma Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) entre 12000 a 63000 mg/L, e € um grave
problema, principalmente na regido do mediterraneo, responsavel por
aproximadamente 95% da produgdo mundial deste 6leo. Todas as linhagens foram
capazes de crescer em meio de cultura constituido do préprio efluente, sem diluigdes e
houve grande variabilidade na producao de lipase. Vinte linhagens de Y. lipolytica,
consideradas com maior potencial de crescimento foram cultivadas neste meio e a DBO

foi reduzida em até 41,2%.
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O azeite de oliva € amplamente utilizado como substrato para produgao de
lipases (MAHADIK et al., 2002; FICKERS et al., 2006; GUPTA et al., 2007; STRANSKY
et al., 2007). No entanto, meios de cultura sem fonte de carbono lipidicas também s&o
relatados para a producao desta enzima (LIN et al., 2005).

Muralidhar et al. (2001) utilizaram analise fatorial para otimizar a produgao de
lipase por Candida cylindracea variando apenas a fonte de carbono. A producao
otimizada da enzima foi de 17,30 U/mL utilizando glicose e 47,25 U/mL utilizando azeite
de oliva. Por outro lado, a produgéo de lipase por P. aurantiogriseum foi inibida quando
se utiliza no meio de cultura apenas glicose (LIMA et al., 2003). No caso de Geotrichum
sp., a adicao de glicose no meio de cultura contendo 6leo de soja teve efeito negativo
na producéo de lipase (BURKERT et al., 2004).

Elibol & Ozer (2002) realizaram experimentos utilizando metodologia de
superficie de resposta para otimizar a quantidade de glicose e 6leo de milho no meio de
cultura de producéo de lipase por Rhizopus arrhizus, e verificaram que a produgao é
maxima quando se utiliza 1 g/L de glicose e 2,7 g/L de 6leo de milho no meio sendo que
uma quantidade maior de glicose provoca diminuigdo na quantidade de lipase
produzida.

He & Tan (2006) utilizaram metodologia de superficie de resposta para
otimizar um meio de cultura para producédo de lipase utilizando 6leo de soja como
indutor da atividade lipolitica de Candida sp. Tan et al. (2003) também definiram um
meio para a produgdo de lipase por Candida sp. contendo 6leo de soja, mas nao
encontraram diferenga comparando com 6leo de milho, gergelim e azeite de oliva, ja em
relacdo a gorduras animais a atividade lipolitica foi inibida.

A atividade de lipase também foi menor utilizando gordura bovina e de porco
se comparado com azeite de oliva, 6leo de girassol, arroz, soja e gergilim em ensaios
com M. anisopliae (SILVA et al., 2005). Ja nos ensaios com Fusarium solani, realizados
por Maia et al. (2001), a producao de lipase foi maior quando se utiliza no meio de
cultura oleo de gergelim do que quando se utiliza azeite de oliva, 6leo de milho, babagu
ou coco. Lima et al., (2003) encontraram maior atividade de lipase quando utilizaram
azeite de oliva no meio de cultura em comparagao com 6leo de milho, soja e girassol,

em ensaios com P. aurantiogriseum.
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A produgdo de lipase por Aspergillus carneus foi otimizada através de
metodologia de superficie de resposta resultando em uma atividade 1,8 vezes maior
que a otimizacdo pelo método “uma variavel por vez”. Oleo de girassol (1%) e glicose
(0,8%) foram utilizados como fonte de carbono e peptona (0,8%) como fonte de
nitrogénio (KAUSHIK et al., 2006).

Tan et al. (2003) otimizaram um meio de cultura para producéao de lipase por
Candida sp. contendo fontes de nitrogénio orgéanica, farelo de soja e caseina, e sulfato
de aménio como fonte de nitrogénio inorganica. Gupta et al. (2007) definiram, como
fonte de nitrogénio para produgdo de lipase, extrato de levedura, que apresentou
melhores resultados se comparado com outras fontes organicas e inorgancias. Ja Lima
et al. (2003) conseguiram uma maior atividade de lipase por P. aurantiogriseum quando
utilizaram sulfato de amdnio e nitrato de potassio como fonte de nitrogénio.

Com relacdo & influéncia de ions, Mg?*, Na* e K* influenciaram positivamente
a biossintese de lipase de Candida sp., enquanto que Ca**, que forma complexo com
acidos graxos, alterando sua solubilidade e modificando o comportamento da interface
Oleo-agua, inibiu a produgao da enzima (TAN et al., 2003). No entanto, a adigdo de 2%
de CaCl, por Fickers (2006) minimizou a perda de atividade por desidratagdo em uma
formulagao de lipase de Y. lipolytica em po.

A adicdo de elementos tragco como ferro, magnésio, manganés, potassio,
cobre e zinco aumentou em aproximadamente trés vezes a produgao de lipase por
Fusarium solani (MAIA et al., 2001). A atividade de lipase de P.aurantiogriseum
aumentou com a adigdo de cloretos de magnésio, manganés, zinco e cobalto, e foi
inibida por cobre e calcio (LIMA et al., 2004).

A adicdo de alguns compostos como os surfactantes aumenta a
permeabilidade das células, faciltando a passagem das moléculas através da
membrana.

Mahadik et al. (2002) aumentaram em duas vezes a quantidade de lipase
extraida apos fermentagao semi-sélida de Aspergillus niger, através da adicdo 0,5% de
Triton X-100. Silva et al. (2005) realizaram a extragao da lipase de M. anisopliae apds o
cultivo submerso deste microrganismo, pela adicdo de surfactantes, sendo que os

melhores resultados foram alcangados pela utilizagdo de 0,25% de SDS e Tween 80.
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Outra estratégia é a adicdo destes compostos no meio de cultura antes do
in6culo dos microrganismos. Tan et al. (2004) adicionaram Tween 60 no meio de
cultura de produgéo de lipase por P. camembertti e houve aumento na quantidade de
enzima presente no meio. Corso & Revah (1999), utilizaram Tween 80 no meio de
cultura de producdo de lipase por Y. lipolytica e conseguiram maxima atividade
enzimatica em concentragdes de 0,5 a 2%.

Helistd & Korpela (1998) testaram a influéncia dos surfactantes n&o ibnicos
Triton X-100, Tween 20 e Tween 80, e dos surfactantes aniénicos alcool polivinilico
(LALLS) e alquilbenzeno sulfonado linear (LAS) em lipases de diferentes
microrganismos e verificaram que as maiores atividades de eucariotos foram em
concentracbes mais baixas de surfactantes se comparado com as lipases de

procariotos.

2.11 Producdo de lipase

A producéo de lipase € influenciada pelo pH do meio de cultura, temperatura
e tipo e concentragao das fontes de carbono e nitrogénio. Além disso, os mecanismos
que regulam a biossintese de lipases variam entre os diferentes microrganismos
produtores (SHARMA et al., 2001).

Dominguez et al. (2005) realizaram cultivo, em reator de 5 litros, de Thermus
thermophilus, e verificaram que o fornecimento de ar foi necessario para a producéo da
enzima, porém, quantidades de ar acima de 1L/min ndo aumentaram a produgao de
lipase.

Puthli et al. (2006) realizaram o crescimento de C. rugosa em reator de 2
litros com trés hélices e 600 rpm para maximizar o oxigénio dissolvido. Houve aumento
da massa seca com o aumento da oxigenacéo. No entanto, taxas de fornecimento de ar
muito elevadas tiveram efeito negativo no crescimento celular. O mesmo
comportamento foi observado para producéao de lipase.

Elibol & Ozer (2000) também buscaram aumentar a quantidade de lipase

produzida aumentando a quantidade de oxigénio dissolvido, pela adigdo de 10% de
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perfluorcarbono no meio de cultura. A quantidade de lipase produzida por Rhizopus
arrhizus dobrou nestas condigdes.

Mas o metabolismo de lipases ndo é estritamente aerdbico. Corzo e Revah
(1999) observaram que a produgao de lipase por Y. lipolytica € maior em meio com
menor aeracao.

A producdo de lipase por Burkholderia multivorans, em Erlenmeyer,
aumentou 12 vezes apos otimizacdo do meio de cultura por métodos estatisticos em
comparagao com o método “uma variavel por vez”, e a produgcdo da enzima em
biorreator de 14 litros apresentou valores de atividade enzimatica semelhantes (GUPTA
et al., 2007). Diferentemente, Dominguez et al. (2005), e He & Tan (2006), conseguiram
aumentar a quantidade de lipase produzida em reator comparando com a produ¢ao em
Erlenmeyer, devido a uma maior taxa de aeragédo. No caso de Gupta et al. (2007), uma
maior aeracdo provocou uma diminui¢do no tempo de cultivo, de 36 para 15 horas, e
aumento da biomassa, devido a uma maior taxa de crescimento, sendo que estratégias
de batelada alimenta poderiam ser utilizadas visando uma maior atividade lipolitica.

O cultivo de Acinetobacter radioresistens para produgdo de lipase em
batelada alimentada em reator de 2,5 litros foi investigado por Li et al. (2004). A
velocidade especifica de crescimento “y” tem influéncia na quantidade de lipase
produzida. A produgcdo da enzima aumentou aproximadamente cinco vezes se
comparada com o cultivo em batelada. A atividade especifica de lipase foi maxima com
u=0,1 h™" enquanto que a maxima produgao de lipase ocorreu com uma taxa p=0,2 h™.

A medida que aumenta a escala de producédo torna-se mais dificil manter a
oxigenacao no meio de cultura e, consequentemente a atividade enzimatica. Fickers et
al. (2006) realizaram com sucesso o0 escalonamento do bioprocesso de produgéo de
lipase por Y. lipolytica em reator de 2000 litros, com agitacdo de 120 rpm e aeragéo de
0,7 vvm, para formulagédo da enzima em po, atingindo valores de atividade semelhantes
aos bioprocessos em reatores de 15 e 500 litros. Tan et al. (2003) produziram lipase em
escala industrial, a partir de um mutante de Candida sp. A produg¢do da enzima foi
realizada em um reator de 1500 litros, com 150 rpm de agitagao e aeragéo de 0,5 vvm,
e também conseguiram reproduzir os valores de atividade enzimatica atingidos em

reatores de 30 litros.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho é o desenvolvimento e produgdo de um
detergente enzimatico acido, constituido de enzimas hidroliticas, para limpeza de

ordenhadeiras, e avaliagao de sua viabilidade econémica de produgao.

3.2 Objetivos Especificos

a. Selecionar um microrganismo produtor de lipase;

b. Otimizar o processo de cultivo, em escala de bancada;

c. Realizar a producédo da enzima em biorreator de 100 litros para avaliagao
do escalonamento;

d. Propor uma formulacdo capaz de manter a atividade e estabilidade das
enzimas;

e. Testar a eficiéncia do detergente a campo;

f. Analisar a viabilidade econdmica de produg¢ao do produto.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismos

Foram testados 12 microrganismos para selecdo do melhor produtor de
lipase, entre bactérias, fungos filamentosos e leveduras (Tabela 4). Todos os
microrganismos s&o provenientes da colegdo da empresa BioPlus — Desenvolvimento

Biotecnoldgico Ltda, e foram isolados de amostras de solo e alimentos.

Tabela 4: Microrganismos testados para producao de lipase.

Microrganismos

1. Bacillus sp.

2. MO2*

3. MO3*

4. Penicillium aurantiogriseum
5. Pichia sp.

6. Penicillium restrictum

7. Aspergillus niger

8

. B. cereus

©

. B. polymyxa
10. B. subtilis
11. B. licheniformis

12. Pseudomonas strutzeri

*Leveduras isoladas de alimentos e ndo identificadas.

4.2 Meio de cultura de producéo de lipase

O crescimento dos microrganismos, para escolha do melhor produtor de
lipase, foi realizado em um meio de cultura basal composto de glicose (0,2 g/L),
peptona de carne (0,5 g/L), MgSO4 (0,01 g/L) e NapHPO4 (0,1 g/L) acrescido de 20 g/L

de azeite de oliva. Para a determinacao da melhor fonte de carbono para a producao de
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lipase, o crescimento do microrganismo selecionado foi realizado testando-se a adi¢ao

de 6leo de soja, girassol, arroz e azeite de oliva no meio de cultura basal.

4.3 Condic¢bes de cultivo

Os microrganismos foram cultivados em Erlenmeyer de 125 mL com
chicanas contendo 25 mL do meio de cultura. Foram incubados em agitador orbital, 180
rpm, por 48 horas a 30° C para fungos filamentosos e leveduras, e por 24 horas a 37° C
para bactérias. Fungos filamentosos foram inoculados com 10° esporos/mL e bactérias

e leveduras com uma DO de 0,05 (600 nm)

4.4 Efeito da adicéo de surfactantes

Para extragdo da enzima, foram adicionados ao meio, apds o crescimento do
microrganismo selecionado, 0,25% e 0,50% (p/v) de Tween 80, Triton X-100 e dodecil

sulfato de sddio (SDS). O efeito de cada surfactante foi testado separadamente.

4.5 Ensaio enzimatico de lipase

A atividade enzimatica do sobrenadante foi determinada usando p-nitrofenil
palmitato (pNPP, Sigma) como substrato. Amostras de 0,1 mL foram misturadas com
0,9 mL de emulsao. A emulsado contém 1 mL do substrato (3 mg/mL de p-NPP em iso-
propanol) e 9 mL de solugdo emulsionante (2g Triton X-100, 0,5g Goma Arabica e 450
mL de tampao Tris-HCI 50mM pH 8,0). Ap6és 30 minutos de incubacédo a 37° C, a
absorbancia foi verificada em espectrofotbmetro (410 nm) contra um tubo controle sem
enzima (MAIA et al.,, 2001). Para a realizacdo do ensaio em pH 5,0, utilizou-se, na
solucdo emulsionante tampao citrato-fosfato 50 mM pH 5,0, e apds o periodo de
incubacao adicionou-se 0,960 mL de NaOH 0,05 M. Uma unidade de lipase (U) foi
definida como a quantidade de enzima que libera um pmol de p-nitrofenol/mL/hora, nas

condicdes descritas acima.
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4.6 Ensaio enzimatico de protease

A determinacdo da atividade proteolitica foi realizada utilizando solugao de
azocaseina 2% como substrato. Para o ensaio enzimatico foi utilizada a seguinte
mistura de reagéo: (1) amostra teste (0,1 mL de substrato; 0,1 mL de amostra; 0,2 mL
tampao fosfato 200 mM pH 8,0); (2) branco da amostra (0,1 mL de substrato; 0,8 mL de
acido tricloroacético 20%; 0,1 mL amostra; 0,2 mL de tampao fosfato 200 mM pH 8,0).
Os tubos com volume total de 2 mL, contendo a mistura de reacao, foram incubados a
37°C por quinze minutos. Transcorrido o tempo de incubacgao, foram adicionado 0,8 mL
de acido tricloroacético nos tubos contendo as amostras testes. Todos os tubos foram
centrifugados por cinco minutos a 5.000 rpm. A leitura da atividade proteolitica foi
realizada em espectrofotdbmetro a 400 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Uma Unidade Enzimatica (U) foi expressa como 1A0DmL™".h".

4.7 Otimizacao dos parametros do bioprocesso de producéo de lipase

Para a otimizagao da produgao de lipase pelo microrganismo escolhido, em
Erlenmeyer, foi realizada analise fatorial utilizando a metodologia de superficie de
resposta. Os parametros analisados (variaveis independentes) foram a concentragao do
oleo, temperatura e pH do bioprocesso. A variavel de resposta foi a atividade lipolitica.

O numero total de experimentos é dado pela equacéo:

2 + 2k + ng

Onde:
k = numero de variaveis independentes

Nno = numero de pontos centrais
Considerando quatro pontos centrais, e k=3 (variaveis independentes), foram

realizados 18 experimentos, de acordo com a seguinte matriz representada pela Tabela
S:
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Tabela 5: Matriz dos experimentos da analise fatorial.

Experimento  Conc. Oleo Temperatura pH
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0
13 -1,68 0 0
14 +1,68 0 0
15 0 -1,68 0
16 0 +1,68 0
17 0 0 -1,68
18 0 0 +1,68

Foram estabelecidos intervalos de concentragdo do oleo, temperatura e pH
(pontos —1 e +1), a partir destes intervalos foram interpolados os pontos centrais e
axiais. Os pontos axiais s&o calculados a partir da seguinte férmula:

(2k)1/4

Onde:

k = numero de variaveis independentes

A matriz com os valores utilizados nos bioprocessos € mostrada na Tabela 6:
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Tabela 6: Matriz dos experimentos de analise fatorial com os valores

utilizados nos bioprocessos.

Experimento Cone. Oleo Temperatura(°C) pH
(%)
1 0,8 28,4 4,8
2 24 28,4 4,8
3 0,8 35,6 4,8
4 2,4 35,6 4,8
5 0,8 28,4 7,2
6 2,4 28,4 7,2
7 0,8 35,6 7,2
8 2,4 35,6 7,2
9 1,6 32,0 6,0
10 1,6 32,0 6,0
11 1,6 32,0 6,0
12 1,6 32,0 6,0
13 0,2 32,0 6,0
14 3,0 32,0 6,0
15 1,6 26,0 6,0
16 1,6 38,0 6,0
17 1,6 32,0 4,0
18 1,6 32,0 8,0

Os resultados obtidos nos experimentos de otimizacdo de condigdes do

processo foram analisados com o programa STATISTICA® 6.0.

4.8 Producdao de lipase em escala piloto

4.8.1 In6culo

O in6culo para uso no reator de 100 litros foi preparado em frasco de boro-
silicato com volume de trabalho de 6 litros. A aeracgao foi feita através da injecao de ar
comprimido e a agitagdo através de agitador magnético. O meio de cultura foi
preparado com 20 g/L de glicose, 10 g/L de peptona de carne e 3 mL de

antiespumante.

43



O reator de 6 litros foi inoculado com 10° esporos por mL de uma suspens&o

de esporos de Penicillium aurantiogriseum. O indculo foi incubado por 24 horas a 29° C.

4.8.2 Bioprocesso em reator de 100 litros

A produgéao de lipase em escala piloto foi realizada em um biorreator de 100
litros de volume de trabalho. A agitacéo é realizada por um motor de 1 cv, que transfere
energia mecanica para o eixo com duas turbinas Rushton. A esterilizagdo é realizada
no préprio equipamento, que possui resisténcias elétricas imersas em 6leo em sua
camisa. O reator possui 90 cm de altura e 45 cm de didmetro. A Figura 2 mostra o

biorreator de 100 litros, e os dois filtros de entrada e dois filtros de saida de ar

comprimido.

Figura 2: A. biorreator de 100 litros. B. Turbinas Rushton. C. Filtros de
entrada e saida de ar.

O meio de producgao de lipase utilizado foi o meio basal acrescido de 1,5 L
(1,5%) de dleo de soja, esterilizado separadamente, em forno por duas horas a 180°C.
O meio de cultura basal teve o pH acertado para 6,5 antes da esterilizagado por duas

horas a 1 atm de presséo.
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A temperatura do bioprocesso de produgao de lipase foi de 29°C, e agitacao
de 400 rpm. Aliquotas de 50 mL foram retiradas para as determinagdes dos parametros

do processo.

4.8.3 Determinacido de massa seca

A massa seca dos pontos do bioprocesso de producao de lipase em escala
piloto foi analisada através de filtracdo de 20 mL da amostra em papel filtro qualitativo
previamente pesado. Apos a filtracdo, as células foram “lavadas” com 2 mL de acetona.
Os ensaios de determinacdo de massa seca foram realizados em ftriplicata e o filtrado
foi utilizado para as demais analises do processo. O papel filtro foi colocado na estufa a

60°C até peso constante.

4.8.4 Determinacéo de glicose

A determinacao de glicose foi realizada através do kit de Glicose Oxidase,
Bioliquid®, em que uma aliquota de 0,1 mL foi adicionada a 1 mL do reagente de glicose
oxidase e incubado a 37°C, por 10 minutos, sendo a leitura feita em espectrofotdmetro

a 505 nm, contra um branco sem glicose.

4.9 Formulacdo do detergente enzimatico

Todas as formulagbes experimentais foram realizadas em 10 gramas, e
todos os componentes utilizados s&do de grau industrial. Os componentes da formulagéo
foram adicionados sob agitagdo, em agitador magnético, e todas as formulag¢des foram
identificadas com um cédigo.

Os tampodes utilizados para a diminuicado do pH do detergente concentrado

apresentavam concentragao de 1 M e pH 3,0.
4.10 Avaliacao dos processos de limpeza de ordenhadeiras a campo

A avaliacdo da higienizacdo do equipamento de ordenha com o sistema
tradicional e com o detergente enzimatico foi realizada na Fazenda do Araga, em

Viaméo (RS). Foram avaliados os tempos de cada etapa de limpeza, a quantidade de
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agua utilizada, as temperaturas e pH das solugdes de limpeza. A Figura 3 mostra a sala
de ordenha onde foi realizada a avaliagédo dos processos de limpeza. A figura também
mostra em detalhe (parte C) os insufladores, pecas que entram em contato diretamente
com os tetos das vacas, e utilizadas para avaliagdo do desgaste pelos detergentes,

através de microscopia eletrénica.

Figura 3: A. Sala de ordenha da Fazenda do Araga em Viamao, RS, onde

foram realizados os ensaios a campo. B. Conjunto de insufladores durante

realizacado da ordenha. C. Insufladores.

4.10.1 Determinacdo da dureza da agua

A determinagdo da dureza da agua utilizada na Fazenda do Araga foi

realizada através de Kit de determinagéo de dureza total Macherey-Nagel®.

4.10.2 Analise do desgaste dos insufladores através de microscopia

eletrénica de varredura

O desgaste da borracha dos insufladores foi analisado através de
microscopia eletronica de varredura das pecas novas, com seis meses de uso dos
detergentes tradicionais, na Fazenda do Araca, e apds ensaio acelerado, realizado no
laboratério.

Para o ensaio acelerado de desgaste, os insufladores foram imersos nos

respectivos detergentes, na diluicdo, pH e temperatura de uso. No caso do detergente
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enzimatico, as pecas permaneceram imersas por 60 horas, equivalente ao periodo de
seis meses de uso, uma vez que os detergentes permanecem em contato com as
pecas 20 minutos por dia. Para avaliacdo do sistema tradicional de limpeza de
ordenhadeiras, as pecas permaneceram 60 horas imersas no detergente alcalino e 60
horas no detergente acido.

As amostras dos insufladores foram cortadas e coladas nos suportes de acgo
inox (“stubs”), pela sua parte externa, ficando a parte interna disponivel para as
fotografias.

As fotos dos insufladores foram feitas no Centro de Microscopia Eletrénica
da UFRGS, com microscépio eletrébnico de varredura, com aceleragao de voltagem de

10 kV e aumento de 1000 vezes.

4.10 Analise de viabilidade econdmica na producdo do detergente

enzimatico para ordenhadeiras

A metodologia utilizada foi a tradicional de analise de viabilidade econdmico-
financeira, com a determinagdo dos indicadores Valor Atual Liquido (VAL), Taxa Interna
de retorno (TIR) e Retorno do investimento (“PAYBACK”) descontado como
determinantes para efeito de aceitagao ou rejeicédo técnica da viabilidade econémica do
projeto. O prazo de analise foi de 5 anos, sendo os investimentos considerados no ano
“zero” e os valores de receita e custos projetados para o periodo de analise ano a ano.

Os dados e informagdes foram organizados em planilhas eletronicas — Excel —
conforme abaixo a fim de se obter os indicadores mencionados acima:

1. Investimentos: para uma determinada capacidade de produgdo em fungao do
mercado, foram definidos valores para os equipamentos necessarios ao atendimento
desta capacidade e estimados os investimentos em pesquisas realizadas em anos
anteriores;

2. Mao-de-obra: dimensionada para a capacidade estimada e projetada para o

periodo de analise, considerando encargos sociais incidentes;
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3. Depreciagdo, manutencdo, seguros: em fungdo das taxas legais de
depreciacdo e de percentuais estimados para calculo de manutencdo e seguros
levando em consideragao os equipamentos envolvidos;

4. Impostos e comissdes: serdo considerados os impostos incidentes na
operacao em fungao do faturamento da empresa,;

5. Previsdo de vendas: a partir de estimativas de mercado, de produgao, de
preco de venda e de custo de matéria-prima. Foram elaboradas as previsdes de receita
e de custo de matéria-prima em fung¢ao da producédo sendo elaborada em planilhas de
custos do processo de producéo.

Também foram definidos os paradmetros de capacidade de produgcdo em horas, o
percentual do preco a ser praticado em relacdo aos concorrentes, e os percentuais em
relagdo a uma capacidade de producédo estipulada como padréo.

Nao foram separados os custos de energia e agua do custo de matéria-prima.
Desta maneira, péde-se visualizar no demonstrativo de resultados (DRE) o custo geral
de producgao (matéria-prima+energia+agua).

6. Custos fixos: os custos necessarios para se manter uma estrutura capaz de
amparar producao e vendas estimadas;

7. Preco de venda sugerido: calculo técnico do preco de venda dos produtos em
funcdo da composicao dos custos de comercializagdo, de matéria-prima, dos custos de
estrutura e das margens de lucro. Com relagdo as margens de lucro, as mesmas foram
definidas, em funcdo do preco praticado pelo mercado, visualizando-se entdo que
margem se estaria praticando com o alinhamento dos pregos sugeridos e de mercado;

8. DRE: ordenacgao dos dados e informagdes obtidas com a separagao de custos
Variaveis e Fixos e apuracdo do resultado econdmico, em um més anual para os
seguintes. Determinacgao de indicadores de performance e analise vertical;

9. Capital de giro: determinagéo do valor do capital de giro necessario para dar a
rodada inicial no negécio. E considerado para efeito de investimento inicial e “devolvido”
ao fluxo de caixa ao final do projeto;

10. Fluxo de caixa para efeito de Valor Atual Liquido (VAL) e Taxa Interna de
Retorno (TIR): planilha onde os indicadores mencionados como determinantes para

aceitacado ou nao de projeto sao calculados e demonstrados.
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Valor atual Liquido — VAL: também chamado de Valor PRESENTE Liquido ou
VPL, é o valor resultante dos fluxos de caixa anuais do projeto (apds considerarem-se
as receitas e os custos envolvidos), trazidos a valor presente (data de elaboragao e
analise) por uma determinada taxa de custo de capital e liquido do investimento
realizado. Em ultima analise, o VAL mede a riqueza gerada pelo projeto, a valor
presente (considerando-se o valor do dinheiro no tempo) descontando-se o
investimento realizado. Caso do VAL seja maior que zero, TECNICAMENTE o projeto
deve ser aceito, caso contrario nao.

A taxa de custo de capital considerara duas variaveis: o custo de oportunidade
do empresario, ou seja, a taxa de um investimento alternativo livre de risco e uma taxa
de risco, que traduz quanto a mais 0 empresario exige em remuneragao para correr o
risco de investir no projeto.

Forma de calculo:

VAL = Fcaixa ano 1 + Fcaixa ano 2 + Fcaixa ano 3 + Fcaixa ano 4 + Fcaixa ano 5 - INVEST
(1+i)’ (1+i) (1+i)° (1+i) (1+1)°
Onde: i = custo de capital

Taxa Interna de Retorno — TIR: a taxa que, utilizada no demonstrativo de calculo
acima, resultar num VAL igual a zero é denominada de TIR. Caso esta taxa seja
superior ao custo de capital do projeto, tecnicamente este deve ser aceito, caso
contrario nao.

“Payback” descontado: levando-se em consideragéo o fluxo de caixa gerado pelo
projeto, pode-se calcular em quantos periodos o investimento €& recuperado, Ao se
determinar o “payback” considerando-se o fluxo nominal, ou seja, sem deflagdo, ou
seja, sem considerar o valor do dinheiro no tempo, define-se o “payback” simples. Ao se
utilizar o fluxo de caixa descontado, ou seja, deflacionado a uma determinada taxa, ou

seja, considerando-se o valor do dinheiro no tempo, define-se o “payback” descontado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Escolha do microrganismo

Dos 12 microrganismos testados para selegdo do melhor produtor de lipase
(Tabela 4), apenas trés apresentaram atividade enzimatica significativa, uma levedura
do género Pichia, e dois fungos filamentosos, Penicillium restrictum e outro fungo que
posteriormente foi identificado com Penicillium aurantiogriseum (Figura 4). P.
aurantiogriseum, que foi isolado de bacon, foi 0 microrganismo escolhido como melhor
produtor de lipase, e apresentou atividade de 3,13 U + 0,20. A atividade enzimatica foi
verificada utilizando p-nitrofenilpalmitato como substrato e os ensaios foram realizados
em pH 5,0 e 8,0, em triplicata. Os trés microrganismos identificados como melhores
produtores de lipase apresentaram maior atividade enzimatica em pH 5,0, o mesmo pH
do detergente enzimatico, sendo, portanto, adequadas para a formulagdo. Os
microrganismos 1 e 12, Bacillus sp e Pseudomonas strutzeri, respectivamente,
apresentaram valores de atividade de lipase bem mais baixos, no entanto, sdo enzimas
com caracteristicas diferentes, com maior atividade em pH 8,0. Falar resultados de

aurantiogriseum e restrictum.
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Figura 4: Atividade de lipase em pH 5,0 e 8,0 dos diferentes microrganismos testados.

1. Bacillus sp.; 2. MO2*; 3. MO3*; 4. Penicillium aurantiogriseum; 5. Pichia sp.; 6.
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Penicillium restrictum; 7. Aspergillus niger; 8. B. cereus; 9. B. polymyxa; 10. B. subtilis;

11. B. licheniformis; 12. Pseudomonas strutzeri. *microrganismos isolados de alimentos.
5.2 Efeito da adicdo de surfactantes.

A adicao de surfactantes, no final do bioprocesso de produgéo de lipase por
P. aurantiogriseum, em Erlenmeyer, foi testada, visando a extragdo da enzima pelo
aumento da permeabilidade das células, o que facilita a passagem das moléculas.

Foram testados Tween 80, Triton X-100 e SDS, nas concentragdes de 0,25 e
0,5%.

3,51

2,5 A

0O Sem surfactante
B Tween 80

0O Triton X-100

1,5 4 mSDS

Lipase U (mL.h-1)

0,25% 0,50%
Concentragao dos surfactantes

Figura 5: Efeito da adigdo de surfactantes no meio de cultura apos o cultivo

de Penicillium aurantiogriseum, em Erlenmeyer.

Conforme mostra a Figura 5, ndo houve diferenga significativa na quantidade
de lipase obtida com a adicdo dos surfactantes, indicando que toda a enzima produzida
foi secretada para o meio de cultura.

A recuperagao da lipase produzida sem adicdo de surfactantes é mais

vantajosa, pois elimina uma etapa no processo de producédo industrial.
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Diferentemente da produgao de lipase por P. aurantiogriseum, Silva et al.
(2005), estabeleceram um protocolo para extragcdo da lipase de M. anisopliae com

0,25% de Tween 80, sem o qual ndo foi detectado atividade enzimatica.
5.3 Identificacdo do microrganismo

O fungo filamentoso MO4, selecionado como melhor produtor de lipase, foi
identificado pela Profa. Dra. Maria Inez de Moura Sarquis, do Laboratério de Colegcao
de Culturas de Fungos da Fundacédo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. O fungo foi
identificado como Penicillium aurantiogriseum, e esta registrado na Cole¢cdo do 10C

com o numero |OC 4517.
5.4 Escolha do meio de producdao de lipase

Foram testados quatro Oleos vegetais para determinagdo da melhor fonte de
carbono lipidica, 6leo de soja, arroz, girassol e azeite de oliva. Para a determinagao da
atividade de lipase realizou-se ensaio enzimatico utilizando p-Nitrofenilpalmitato como
substrato. Com um nivel de 5% de significAncia, ndo houve diferenca na atividade de
lipase quando se utiliza no meio de cultura dleo de soja, girassol ou azeite de oliva,
sendo que com a utilizacdo de Oleo de arroz obtém-se uma menor atividade. As
atividades enzimaticas foram realizadas em triplicatas, apos 48 horas de cultivo de P.
aurantiogriseum, em agitador orbital. Por razbes econdmicas escolheu-se o 6leo de
soja para compor o meio de producgao de lipase. A Figura 6 mostra a atividade de lipase

do microrganismo nos diferentes odleos.
5.5 Otimizacéao dos parametros do bioprocesso de producéo de lipase

A otimizagdo das condigdes do bioprocesso de produgdo de lipase por
Penicillium aurantiogriseum, em Erlenmeyer, foi realizada através da metodologia de
superficie de resposta. Utilizou-se como variaveis independentes a concentracdo de
Oleo de soja, que variou de 0,2 a 3,0%, a temperatura, testada na faixa de 26 a 38°C e
o pH do meio, cujos valores testados variaram entre 4,0 e 8,0. A variavel dependente,
ou resposta, foi a atividade lipolitica produzida apds 48 horas de processo, expressa em

pgmol de p-NP liberado/mL/hora. A Tabela 7 mostra os 18 ensaios realizados, sendo
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quatro pontos centrais, e a atividade lipolitica de P. aurantiogriseum em cada condigao

testada.

4,5 - b

Lipase U (mL-1.h-1)
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6leo de arroz bleo de girassol azeite de oliva éleo de soja

Figura 6: Atividade de lipase de Penicillium aurantiogriseum em diferentes
Oleos. A, B: barras com as mesmas letras nao diferem significativamente pelo teste de
Tukey (a = 0,05).

Tabela 7: Atividade de lipase de P. aurantiogriseum nas condi¢des testadas.

Experimento Concentracdo de  Temperatura oH Atividade
Oleo de soja (%) (°C) lipolitica (U/mL)
1 0,8 28,4 4,8 3,28
2 24 28,4 4,8 3,38
3 0,8 35,6 4,8 0,14
4 24 35,6 4,8 0,10
5 0,8 28,4 7,2 0,54
6 24 28,4 7,2 0,15
7 0,8 35,6 7,2 0,09
8 24 35,6 7,2 0,08
9 1,6 32,0 6,0 4,64
10 1,6 32,0 6,0 3,35
11 1,6 32,0 6,0 4,35
12 1,6 32,0 6,0 4,90
13 0,2 32,0 6,0 0,57
14 3,0 32,0 6,0 1,49
15 1,6 26,0 6,0 1,23
16 1,6 38,0 6,0 0,15
17 1,6 32,0 4,0 4,26
18 1,6 32,0 8,0 0,12
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Os resultados apresentados na Tabela 7 foram analisados pelo programa
STATISTICA® 6.0 para obtencéo das superficies de resposta.

O grafico de Pareto, calculado pelo programa a partir da Tabela 7,
apresentado na Figura 7, mostra que cinco efeitos foram significativos (p>0,05) e
negativos e s&o apresentados, a seguir, pela ordem de importancia: temperatura
(quadratico), concentracéo de 6leo de soja (quadratico), pH (linear), pH (quadratico) e

temperatura (linear).

Temperatura (Q)} -6,87946 -

Conc. 6leo soja (Q) -6,24873

pH (L) -5,18667

pPH (Q) | -4,09685

Temp. (L)} -3,49408

Int. T(L) e pH(L)} 3,075365

Conc. soja (L) | 4811819

Int. S(L) e pH(L)} -,239774

Int. S(L) e T(L)} ,1250996

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Efeito Estimado (Valor Absoluto)
Figura 7: Grafico de Pareto considerando todos os efeitos.

A equacdo obtida a partir deste modelo, considerando todos os fatores,
apresenta um R?= 0,941, e a andlise de variancia mostrou que o modelo é significativo,
apresentando o F calculado de 14,3 e o F tabelado de 3,39, 4,2 vezes maior,
considerado por Barros et al (1995), como um modelo preditivo, no caso de ensaios
biolégicos. Mas, Barros et al (2001), considera um modelo preditivo apenas se o F
calculado é 10 vezes maior que o F tabelado. No entanto, para o céalculo da ANOVA,

pode-se desconsiderar os efeitos que nao foram significativos: interagcao da temperatura
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e pH, concentragao de 6leo de soja (L), interagao da concentragao de 6leo de soja e pH
e interagdo da concentragao de 6leo de soja e temperatura.

A equagcdo do modelo considerando apenas os efeitos significativos
apresenta um R? = 0,867, e o valor do F calculado, na analise de variancia, foi 5,0
vezes maior que F tabelado, nado justificando a utilizacdo desta equacédo para a
modelagem deste bioprocesso.

No entanto, se o efeito da interacdo da temperatura e pH for considerado no
modelo, uma vez que seu valor foi muito proximo do ponto de corte, a equacgao
apresenta R? = 0,939, e o calculo da andlise de variancia mostra que o F calculado é
9,2 vezes maior que o F tabelado. Portanto, escolheu-se estes efeitos para a equacgéao
do modelo.

A partir deste modelo, foram geradas as superficies de resposta para a
producdo de lipase por P. aurantiogriseum, em Erlenmeyer. Os graficos de superficie
de resposta, e suas projegdes no plano, apresentam regides, representadas por
diferentes cores, nas quais nao ha diferenga significativa da atividade lipolitica, e sao

mostrados nas Figuras 8, 9, 10, 11, 12, e 13.
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Figura 8: Superficie de resposta da producédo de lipase em fungdo da
temperatura e concentragao de 6leo de soja.
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Figura 9: Projecéo da superficie de resposta da atividade de lipase em fungéo
da temperatura e concentragao de 6leo de soja no plano.
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Figura 10: Superficie de resposta da atividade de lipase em fungéo do pH e da
concentragao de 6leo de soja.
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Figura 11: Projecao da superficie de resposta da atividade de lipase em
funcao do pH e da concentragao de 6leo de soja no plano.
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Figura 13: Projecdo da superficie de resposta da atividade de lipase em
funcéo do pH e temperatura.
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Conforme a Figura 9, a atividade lipolitica maxima é obtida quando se
adiciona de 0,85 a 2,35% de 6leo de soja no meio de cultura. Visando a redugdo de
custos de matéria-prima no aumento de escala de producio, busca-se a menor adi¢cao
de substrato sem prejuizo dos outros parametros. A adicdo da quantidade minima de
Oleo de soja, 0,9%, limita a temperatura a uma faixa de 29,2 a 32° C e, conforme a
Figura 11, o pH, a uma faixa de 4,8 a 5,6. Considerando a concentracédo de oleo
adicionada ao meio de cultura de producgao de lipase de 1,6%, a faixa de temperatura
para a maxima producao da enzima amplia para 28 a 35°C, segundo a Figura 9, e a
faixa de pH para 4,0 a 6,5, segundo a Figura 11, o que permite uma maior flexibilidade
€ menor necessidade de controles no bioprocesso.

O meio de cultura de producao de lipase testado contém nutrientes como
glicose e 6leo de soja que, quando metabolizados, tendem a baixar o pH do meio,
portanto, escolheu-se, para a otimizagao das condi¢gdes do bioprocesso de produgao de
lipase por P. aurantiogriseum, a temperatura de 29° C, pois, conforme a Figura 13,
nesta temperatura tem-se a maior faixa de pH para a producdo maxima da enzima. O
meio de cultura é tamponado, no entanto, a tendéncia € de queda nos valores de pH,
pela produgao de acidos organicos no meio de cultura. Por isso, o pH deve ser ajustado
para 6,5 no inicio do processo para que, no decorrer deste, a possivel diminui¢gdo do pH
nao prejudique a produgéao de lipase.

Portanto, os parametros otimizados do processo de producdo de lipase por
P. aurantiogriseum, em Erlenmeyer, sado: pH de 6,5 no inicio de processo, temperatura
de 29° C e adigéo de 1,5% de 6leo de soja.

A validagdo do modelo foi realizada comparando o valor de atividade
enzimatica obtido experimentalmente e estimado pela equag¢ado do modelo, no ponto de
maximo.

O calculo do ponto de maximo foi feito a partir da equagdo do modelo

considerado:

Y =4,32 -1,19S% —0,64T -1,31T2 —0,95H —0,78H? +0,74TH
Onde:
Y = Atividade lipolitica (U)
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S = Concentracao de 6leo de soja
T = Temperatura
H=pH

Os coeficientes da equacéo foram obtidos pelo programa STATISCA® 6.0 e
para o calculo de atividade enzimatica utiliza-se valores de concentracdo de odleo,
temperatura e pH codificados.

Esta equacao foi derivada em relagao a cada termo, separadamente, e igualada

a zero, para obtengao dos pontos de maximo, mostrados na tabela 8.

Tabela 8: Concentragao das variaveis no ponto de maxima atividade lipolitica,

conforme a equacéao obtida através da metodologia de superficie de resposta.

Variavel Ponto de maxima atividade lipolitica
Concentragao de 6leo de soja 1,6%
Temperatura 30°C
pH 5,0

O célculo da equagao no ponto considerado como 6timo resulta em 3,93
U/mL, enquanto que experimentalmente obteve-se 4,68 U/mL. A diferenga entre o

resultado calculado e o experimental € de 19%, que é aceitavel para ensaios bioldgicos.

5.6 Producdo de lipase em escala piloto

Apos a escolha do meio de cultura e a otimizagdo dos parametros do
bioprocesso, realizou-se a producao da lipase de P. aurantiogriseum em escala piloto,
no biorreator de 100 litros.

Conforme mostra a Figura 14, ndo houve atividade enzimatica até a décima
sexta hora de processo. A partir da vigésima primeira hora ocorreu um rapido aumento
na atividade de lipase até a hora 33, alcangando 28,2 U/mL + 1,3, sendo que a

atividade continuou a aumentar, em menor intensidade, até a hora 40, quando atingiu o
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pico de produgcdo de 32 U/mL + 1,5. Apdés a quadragésima hora houve uma
estabilizagado na quantidade de lipase produzida.

Lima et al (2003) também realizaram a otimizagdo das condigbes de cultivo
de P. aurantiogriseum, em Erlenmeyer, e atingiram 13 U/mL. Miranda et al (1999)
alcancaram 6,74 U/mL de lipase produzida por Penicillium citrinum. Ja Fickers et al
(2006) atingiram 1100 U/mL de lipase produzida por Yarrowia lipolytica em bioreator de
2000 litros, mas utilizaram uma linhagem mutante, cujos genes de produgdo da enzima
foram super-expressos.

A producao de lipase no reator de 100 litros foi 6,8 vezes maior que a
producdo em Erlenmeyer. A maior taxa de aeragédo do meio de cultura no reator, em
comparag¢ao com o Erlenmeyer, foi um dos fatores responsaveis por este aumento.

Dominguez et al. (2005), também aumentaram quantidade de lipase
produzida, em cinco vezes, com a realizacdo do bioprocesso de produc¢ao desta enzima
por T. thermophilus em reator de 5 litros, em comparagdo com a produgdo em
Erlenmeyer. He & Tan (2006) também constataram este fato para a producgao de lipase
por Candida sp.

No caso de Gupta et al. (2007), a quantidade de lipase produzida em reator
de 14 litros foi semelhante a produzida em Erlenmeyers, porém o tempo de produgao
diminuiu de 36 para 15 horas, resultando também em uma maior concentragao de
biomassa. Este aumento na concentragdo de biomassa foi provocado por uma alta taxa
de aeragéo, sugerindo que estratégias de produgédo de lipase com cultivo através de
batelada alimentada poderiam ser utilizadas para aumentar a producao desta enzima,
através de um crescimento mais lento.

Ja Fickers et al. (2006) e Tan (2003) fizeram o escalonamento para reatores
de 2000 e 1500 litros, respectivamente e mantiveram os niveis de producéo de lipase
semelhantes aos alcangados em reatores menores. Estes resultados sugerem uma boa
expectativa no aumento de escala da producéao de lipase por P. aurantiogriseum.

O acompanhamento dos valores de pH de um bioprocesso € um importante
parametro que pode ser rapido e facilmente determinado, e fornece informacdes sobre
o crescimento dos microrganismos e alteragdes no comportamento normal esperado.

No caso do processo de producao de lipase por P. aurantiogriseum, no reator de 100
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litros, o pH manteve-se praticamente constante, de 5,42, no inicio do processo, até
4,74, apos 48 horas de crescimento. Esta pequena variagcdo nos valores de pH foi
devido a presenca dos sais que compdem o0 meio basal, que provocam um efeito
tamponante no meio de cultura. De acordo com as figuras 8 e 9, esta faixa de pH esta
dentro da area que corresponde ao maximo de atividade de lipase, nos ensaios de

otimizagao da produgao em Erlenmeyer.

A avaliagdo do crescimento de P. aurantiogriseum, durante o processo de
producdo de lipase no reator de 100 litros foi realizado através da determinacao da
massa seca.

Na Figura 14, pode ser observada a fase lag de crescimento de 2 horas,
seguida de um rapido crescimento até a hora 13, atingindo 10,5 g/L de massa seca. A
partir da décima terceira hora o crescimento se deu com uma menor intensidade até a
hora 33, quando atingiu o pico de 14,5 g/L de massa seca. O crescimento do fungo se
estabilizou a partir da trigésima terceira hora até o encerramento do bioprocesso em 48
horas.

O periodo de duas horas da fase lag do crescimento do fungo coincidiu com
o periodo de duas horas em que a concentragdo de glicose permaneceu inalterada no
meio de cultura, conforme pode ser observado na Figura 14. Durante as horas
seguintes a quantidade de glicose no meio de cultura caiu rapidamente até a hora 16, a
partir da qual este nutriente ndo foi mais detectado. A hora em que a quantidade de
glicose foi esgotada coincidiu com o inicio da producdo de lipase, mostrando a
repressao que este nutriente exerce sobre a sintese da enzima. Apesar disto, sua
presenca no meio de cultura € importante para o maior desenvolvimento da massa
celular do fungo.

Com relagado a quantidade de proteina no meio de cultura, esta caiu até a
hora 13, e depois passou a aumentar, devido a liberagao de proteinas no meio e morte
celular.

A atividade de protease, determinada na hora final do bioprocesso de produgao

de lipase por P. aurantiogriseum, foi de 0,95 U/mL + 15. Esta baixa atividade é
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interessante sob o ponto de vista de estabilidade da enzima apdés o término do

bioprocesso.
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Figura 14: Bioprocesso de produgdo de lipase por Penicillium

aurantiogriseum, em escala piloto de 100 litros.

5.7 Formulacéo do Detergente Enziméatico

Os ensaios de formulagcdo do detergente enzimatico foram realizados
utilizando as enzimas comerciais da Novozymes®, Lipolase® 100L EX e Savinase® LBR.
Esta decisdo foi tomada para agilizar o processo de comercializagédo do produto, uma
vez que a capacidade produtiva da Empresa BioPlus — Desenvolvimento Biotecnoldgico
LTDA, no momento, ndo é suficiente para a produgao das enzimas.

A Tabela 9 mostra a composi¢ao de todas as formulagdes realizadas, sendo
a primeira, baseada em uma formulagdo comercial de detergente enzimatico.

Nas primeiras formulagdes ocorreram problemas de compatibilidade entre
alguns componentes, resultando em dificuldades de solubilizagdo, antes mesmo da
adicao das enzimas. Estes problemas foram solucionados pela alteracdo da ordem de
adicao, substituicdo ou eliminagao de determinados componentes da formulacgéo.

Com relagdo ao pH do produto, a inovagdo do detergente enzimatico acido
para limpeza de ordenhadeiras esta justamente no carater acido da formulagéo, ao

contrario dos detergentes enzimaticos disponiveis no mercado, para diversas
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aplicagdes, que apresentam pH alcalino. A formulagdo DE2209/5 foi realizada para
definicdo de quantidade de tampao a ser adicionada, que deve ser capaz de manter o
pH do detergente, apd6s a diluicdo de uso (1%), em 5,0. O pH do detergente
concentrado (DE2209/5) ficou em 6,33. Apds a adigdo de 30 pL de tampéo Citrato, 1 M,
pH 3,0, por mL de detergente concentrado, o pH ficou em 4,36, e, apds a diluigdo de
uso, ficou em 5,10. Portanto, a quantidade de tampao a ser adicionada é de 30 pyL/mL,
ou 3%. No entanto, neste caso o tampéao foi adicionado apdés a formulagdo. Ja na
formulacdo DEZ2609/5, utilizou-se a mesma composi¢cdo, porém com o tampao
incorporado no inicio de processo de formulacao, resultando em valores semelhantes
de pH. Devido as mudangas ocorridas nas concentracbes e nos componentes da
formulagédo, a partir do detergente DE2301/14, a quantidade de tamp&o adicionado foi
corrigida para 50 pL/mL, ou 5%. A formulacdo DE1501/13 foi realizada para
determinacao desta correcgao.

A formulagcao DE2609/5 apresentou a formagao de um precipitado, conforme
pode ser observado na Figura 15, a partir do segundo dia. Este precipitado foi
aumentando gradativamente ao longo do tempo, coincidindo com a perda de atividade

enzimatica, conforme pode ser observado nas figuras 22 e 23.

Figura 15: Visualizagdo do precipitado formado apés 13 dias da formulagéo
do detergente DE2609/5.
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As formulacbes seguintes foram testadas visando verificar a influéncia da
concentragcao dos componentes e diminuir o precipitado formado.

A substituicdo do tensoativo de baixa espuma, que é composto por alcool
laurilico etoxilado e propoxilado, cujo nome comercial € Alkomol, por nonilfenol
etoxilado (Renex 95 e Renex 60), na formulagdo DE0611/10, teve grande influéncia na
formagao do precipitado, resultando em uma maior estabilidade do detergente. Apesar
de os dois surfactantes serem ndo-iénicos, seu comportamento na formulagdo foi bem
diferente, indicando que o nonilfenol etoxilado € mais compativel com as caracteristicas
€ com os componentes da formulacao.

Conforme Prieto et al. (2002), a adicdo de acido bérico, na concentracao de
0,25 a 10%, ajuda a estabilizar proteases em detergentes enzimaticos. Na formulagéo
DE2301/14 foi testada a adigao de acido borico, mas nao se observou a diminuigdo do
precipitado formado. A adi¢cdo de cloreto de calcio também foi testada objetivando
aumentar a estabilidade nas formulacbées DE2602/16 e DE2802/17, mas apresentaram
0 mesmo comportamento.

Nas formulagées DE1501/11, DE1501/12 e DE2802/18, testou-se a adi¢ao
do outras solugdes tampao, uma vez que diferentes sais podem influenciar de maneira
positiva ou negativa na atividade enzimatica. No entanto, estas formulagbes
apresentaram resultados semelhantes em relacdo a formacdo de precipitado e
atividade das enzimas.

As Figuras 16 e 17 mostram a evolugdo da estabilidade enzimatica de trés
formulagbes ao longo do tempo, sendo esta relacionada com a formacgado de

precipitado.
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Figura 16: Perda da atividade de protease em trés formulagdes ao longo do tempo.
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Figura 17: Perda da atividade de lipase em trés formulagdes ao longo do tempo.

A formulacédo DE2609/5 apresentou a formagao de um precipitado em dois
dias. Ja nas formulacées DE0611/9 e DE2602/15 este precipitado foi observado apos 5
e 8 dias, respectivamente. A formulacdo DE2602/15 foi a que apresentou maior
estabilidade e por isso foi utilizada nos ensaios a campo, na Fazenda do Araga. A
formulagcdo ainda precisa de ajustes para ser comercializada, mas para os ensaios a

campo adicionou-se as enzimas e o detergente, separadamente, no tanque de mistura.
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Tabela 9: Composigao das formulagdes realizadas.

Componentes (%) DE1505/1 DE1505/2 DE1505/3 DE1909/4 DE2209/5 DE2609/5 DE3110/6 DEO111/7 DE0111/8 DE0611/9
Agua 42,95 44,85 43,85 34 44 41 41,5 41 45,5 41,5
Tampao Citrato-Fosfato - - - - - - - - - -
Tampéao Citrato - - 1 - - 3 3 3 3 3

Tampéao Acetato - - - - - - - - - -
Tampao Citrato-Acetato - - - - - -
Isopropanol 10 10 10 20 10 10 10 10 8 10

Butilenoglicol 10 10 10 20 20 20 - - - -
Propilenoglicol - - - - - - 15 15 13 20
Glicerol 10 10 10 15 15 15 20 20 20 15
Tens. baixa espuma (Alkomol) 7 7 7 1 1 1 0,5 1 0,5 0,5
Renex 60 - - - - - - - - - -
Renex 95 - - - - - - - - - -
Antiespumante - - - - - - - - - -
Acido fosfénico 2 - - - - - - - - -
1-Metoxi 2-Propanol (Dowanol) 8 8 8

Tripollifosfato de Na - 0,1 0,1 - - - - - - -
Acido Bérico - - - - - - - - - -
Cloreto de Célcio 0,05 0,05 0,05 - - - - - - -
Protease 5 5 - 5 5 5 5 5 5 5
Lipase 5 5 - 5 5 5 5 5 5 5
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Tabela 9: Composicao das formulagdes realizadas.

Componentes (%) DE0611/10 DE1501/11 DE1501/12 DE1501/13 DE2301/14 DE2602/15 DE2602/16 DE2802/17 DE2802/18
Agua 39,79 39,79 39,79 42,79 37,54 37,8 37,74 37,59 37,79
Tampao Citrato-Fosfato - 3 - - - - - - -
Tampao Citrato 3 - - - 5 5 5 5 -
Tampao Acetato - - - - - - - - 5
Tampao Citrato-Acetato - - 3 - - - - - -
Isopropanol 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Butilenoglicol - - - - - - - - -
Propilenoglicol 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Glicerol 15 15 15 15 15 15 15 15 15
Tens. baixa espuma (Alkomol) - - - - - - - - -
Renex 60 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Renex 95 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Antiespumante 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
1-Metoxi 2-Propanol (Dowanol) - - - - - - - - -
Acido fosfénico - - - - - - - - -
Tripollifosfato de Na - - - - - - - - -
Acido Bérico (sol. 1M) - - - - 0,25 - - - -
Cloreto de Calcio - - - - - - 0,05 0,2 -
Protease 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Lipase 5 5 5 5 5 5 5 5 5
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5.8 Ensaios de Utilizacdo do Detergente Enzimatico a Campo

A Fazenda do Araga, onde foram realizados os ensaios de eficacia do
detergente enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras, localiza-se na Rua
Carlindo de Souza Gomes, n° 3100, Estancia Grande, Viamao. A fazenda explora leite
desde 1970, mas o grande salto de qualidade e produtividade foi dado a partir de 2003,
apos a parceria feita com a empresa Sulinox Ordenhadeiras, para aquisicado de
equipamentos e desenvolvimento de um centro de treinamento.

A fazenda possui um equipamento de ordenha com leite canalizado e
bombeamento automatico, com capacidade para ordenhar 50 vacas por hora, sendo
realizadas duas ordenhas por dia. O equipamento possui oito conjuntos de ordenha, e o
resfriador, de expanséo direta, tem capacidade para armazenar 3000 litros.

A Fazenda do Araga possui 100 hectares e 120 vacas da raga Holandesa,
sendo 45 em lactacado, que produzem 850 litros de leite por dia, média de 19 litros por

vaca.

5.8.1 Tempo de limpeza do equipamento

A Tabela 10 mostra os tempos de cada etapa de limpeza do equipamento de

ordenha utilizando os dois sistemas, na Fazenda do Araca.

Tabela 10: Tempo de cada etapa de limpeza do equipamento utilizando o

Sistema Tradicional de limpeza de ordenhadeiras e o Detergente Enzimatico.

Sistema Tradicional Detergente Enzimatico
Etapa Tempo (min) Etapa Tempo (min)
Pré-enxague 5 Pré-enxague 5
Detergente alcalino 10 Detergente Enzimatico 10
Enxague 5 Sanitizacao 5
Detergente acido 10
Sanitizacao 5
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O tempo total de limpeza do equipamento de ordenha utilizando o sistema
tradicional é de 35 minutos por ordenha, sendo que a sanitizagao € realizada antes da
préxima ordenha. No caso da higienizagdo com o detergente enzimatico, o tempo total
de limpeza é de 20 minutos, o que representa uma redugao de 15 minutos, equivalente
a42,8%.

Uma economia no tempo utilizado para a limpeza do equipamento de
ordenha pode ser aproveitada para a realizacao de outras tarefas, na propria sala de
ordenha ou mesmo no manejo do rebanho, gerando economia de mé&o-de-obra.

Apos a realizagdo da limpeza do equipamento, o operador ainda realiza a
limpeza da parte externa de cada conjunto de ordenha. Esta limpeza é manual e feita
com esponja, agua e sabao. Além disso, o ch&do da sala de ordenha também deve ser
limpo, no entanto, esta limpeza é realizada com jato de agua proveniente da
higienizacdo do equipamento de ordenha apds cada etapa, e, portanto, realizada
simultaneamente. Outra tarefa que demanda mé&o-de-obra logo apds a ordenha é a

alimentagao das vacas com racgao, e das bezerras com o leite ordenhado.

5.8.2 Consumo de agua

Uma das condi¢gdes mais importantes para a limpeza dos equipamentos de
ordenha é a abundancia de agua. E recomendado que se tenha & disposicdo cerca de
100 litros de agua por animal a ser ordenhado e 6 litros de agua por litro de leite a ser
produzido (IN51, 2002).

E imperativo que a agua utilizada para a limpeza dos equipamentos
apresente padrao de qualidades fisico-quimicas e microbiolégicas. Em relacédo as
qualidades fisicas e quimicas, uma das caracteristicas mais importantes é a
determinagcédo da dureza da agua, ja em relagcdo a qualidade microbiologica, €
recomendada sua avaliagdo duas vezes por ano (KLEIN, 2006).

A 4&gua utilizada para consumo e limpeza, na Fazenda do Araga, é
proveniente de poco artesiano, e sua dureza foi determinada através de um kit de
determinagdo de dureza Macherey-Nagel®. A agua da fazenda apresentou 36 mg/L de

CaCOg, sendo considerada uma agua mole.
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A Tabela 11 mostra o volume de agua utilizado para a limpeza do

equipamento de ordenha utilizando os dois sistemas, na Fazenda do Araga.

Tabela 11: Volume de &gua utilizado em cada etapa de limpeza do
equipamento utilizando o Sistema Tradicional de limpeza de ordenhadeiras e o

Detergente Enzimatico.

Sistema Tradicional Detergente Enzimatico
Etapa Vol. Agua (L) Etapa Vol. Agua (L)
Pré-enxague 100 Pré-enxague 100
Detergente alcalino 50 Detergente Enzimatico 50
Enxagle 100 Sanitizacao 50
Detergente acido 50
Sanitizagao 50

Na Fazenda do Araca utiliza-se, em média, 2000 litros de agua por dia para a
limpeza da sala de ordenha, sendo que a limpeza do equipamento de ordenha
corresponde a 35% deste total. O restante da agua é utilizada para a limpeza das
paredes, do chdo, da parte externa do equipamento de ordenha, do tanque de
refrigeragdo, das maos dos operadores e do ubere das vacas.

O volume total de agua utilizado para a limpeza do equipamento de ordenha,
utilizando-se o sistema tradicional é de 350 litros por ordenha. Como sao feitas duas
ordenhas diarias, o volume de agua utilizado para a limpeza da ordenhadeira € de 700
litros por dia. Ja para a limpeza do equipamento utilizando o detergente enzimatico sao
necessarios 200 litros de agua por ordenha, e 400 litros diarios. A economia de agua,

pela utilizagdo de detergente enzimatico é de 300 litros por dia, ou 42,8%.

5.8.3 Consumo de energia elétrica

A energia elétrica é utilizada na sala de ordenha para o aquecimento das
solugdes de limpeza, acionamento do equipamento de ordenha, resfriamento do leite

ordenhado e iluminacéo da sala.
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A Tabela 12 mostra a temperatura de cada uma das solucdes de limpeza do

equipamento de ordenha utilizando-se os dois sistemas, na Fazenda do Aracga.

Tabela 12: Temperatura das solugdes em cada etapa de limpeza do
equipamento utilizando o Sistema Tradicional de limpeza de ordenhadeiras e o

Detergente Enzimatico.

Sistema Tradicional Detergente Enzimatico
Etapa Temp. (°C) Etapa Temp. (°C)
Pré-enxague 40 Pré-enxague 40
Detergente alcalino 70-75 Detergente Enzimatico 35-40
Enxagle Temp. ambiente Sanitizagao Temp.ambiente
Detergente acido 40-45
Sanitizagao Temp. ambiente

O calculo do consumo de energia elétrica para o aquecimento das solugoes
de limpeza foi feita pela multiplicacdo do tempo de aquecimento pela poténcia da
resisténcia elétrica do tanque de aquecimento de agua.

O tanque de aquecimento de agua possui uma resisténcia elétrica de 5000
W, que leva, em média, 2 horas para aquecer 100 litros de agua a temperatura
ambiente até 75° C. A partir destes valores foram feitos os calculos do consumo de
energia elétrica para o aquecimento das solugbes de limpeza nas temperaturas
mostradas na Tabela 12. A temperatura média da dgua no ambiente foi considerada
20° C.

Entdo, para o aquecimento de 50 litros de agua até 75° C, para o
detergente alcalino, é necessario uma hora, e para o aquecimento de 50 litros de
agua até 45° C, para o detergente acido, sdo necessarios 25 minutos. Ja para o
aquecimento de 100 litros de agua para o pré-enxague, até 40° C, sdo necessarios 45
minutos. Considerando a poténcia da resisténcia elétrica de 5000 W, sdo necessarios
10,85 kWh por ordenha, no sistema tradicional.

Utilizando o detergente enzimatico, para o aquecimento de 100 litros de
agua do pré-enxague, até 40° C, sdo necessarios 45 minutos, e para o aquecimento

de 50 litros de agua, para o detergente enzimatico, até 40° C, sdo necessarios 22,5
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minutos. Considerando a poténcia da resisténcia elétrica de 5000 W, sdo necessarios
5,62 kWh por ordenha.

A economia de energia elétrica é de 48%, e representa R$ 60,56 por més,
considerando o valor de R$ 0,193/kWh, na zona rural (CEEE, 2007).

5.8.4 Impacto Ambiental

A utilizacdo do detergente enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras
gera ainda um menor impacto ambiental, pois as enzimas, que sao 0s principios
ativos, sdo biodegradaveis. Ja a utilizacdo dos detergentes tradicionais e sua
disposicdo, sem tratamento, podem provocar danos ambientais, uma vez que séo
constituidos de acidos e bases fortes, com pHs extremos. Apds a diluicao de uso (0,5
—1,0%), o pH do detergente alcalino é de aproximadamente 12, e o pH do detergente
acido é de aproximadamente 2,0.

Considerando a diluicdo de 1%, uma propriedade leiteira do porte da
Fazenda do Araga, lanca cerca de 730 litros destes detergentes no ambiente todos os
anos.

Esta situacao é particularmente preocupante pelo fato de grande parte dos
produtores nao realizarem nenhum tipo de tratamento do efluente gerado em suas

propriedades.

5.8.5 Desgaste dos Insufladores

Os insufladores, depois de certo periodo de uso, entram em colapso,
perdem flexibilidade e nao funcionam mais satisfatoriamente, sendo que a borracha
pode apresentar rachaduras (KLEIN, 2006). Recomenda-se a troca dos insufladores a
cada seis meses ou 2500 ordenhas (CBQL, 2002; KLEIN, 2006; TAVERNA, 2006).

Para comparagdo do desgaste dos insufladores com o detergente
enzimatico e com os detergentes utilizados no sistema tradicional de limpeza de
ordenhadeiras, foram realizados ensaios de degradagédo acelerada. A avaliagdo do

desgaste dos insufladores foi verificada através de microscopia eletrénica.
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Para a avaliagdo do detergente enzimatico, os insufladores permaneceram
imersos no produto, na diluicdo de uso, em pH 5,0, por 60 horas, a 40° C. Ja para a
avaliagao dos produtos utilizados no sistema tradicional de limpeza de ordenhadeiras,
os insufladores permaneceram no detergente alcalino, na diluicdo de uso, em pH 11,
por 60 horas, a 75° C. Apos este periodo, as pecgas foram imersas no detergente
acido, na diluicao de uso, em pH 2, por 60 horas, a 45° C.

O tempo de imersao das pegas nos produtos foi calculado considerando
que o tempo de contato dos insufladores com os detergentes € de 10 minutos por
ordenha e sé&o realizadas duas ordenhas por dia. Entdo, 20 minutos por dia, vezes
180 dias, em seis meses, € igual a 60 horas.

As fotos dos insufladores provenientes destes ensaios foram comparados
com as fotos dos insufladores novos e apds seis meses de uso na Fazenda do Araca,
com o sistema tradicional de limpeza de ordenhadeiras, e sdo mostradas na Figura
18.
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Figura 18: Microscopia eletrbnica de varredura dos insufladores: A.
insuflador novo. B. insuflador do ensaio acelerado de degradacdao com detergente
enzimatico. C. insuflador do ensaio acelerado de degradagédo com detergentes
tradicionais. D. insuflador utilizado por seis meses na Fazenda do Araga.

Ficou evidenciado, pela analise por microscopia eletrénica, que o insuflador
do ensaio acelerado que ficou imerso no detergente enzimatico apresentou um menor
desgaste da borracha, se comparado com o insuflador que ficou imerso nos
detergentes utilizados no sistema tradicional de limpeza de ordenhadeiras, em relagéo
ao insuflador novo. No entanto, o ensaio acelerado nao reproduziu as condigdes
encontradas no equipamento de ordenha, uma vez que o insuflador que foi utilizado

por seis meses na Fazenda do Araga apresentou maior desgaste. Possivelmente os
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movimentos provocados pelo pulsador, que alterna as fases de sucgédo (vacuo) e
massagem (pressado atmosférica), realizadas pelo insuflador no equipamento de
ordenha também influencie o desgaste das pegas. As fases de pulsagdo sao

mostradas na Figura 19.

Figura 19: Fase de sucg¢ao (esquerda) e massagem (direita) dos

insufladores no equipamento de ordenha. (Fonte: Klein, 2005).

Conforme mostra a imagem do insuflador apds seis meses de uso na
fazenda, existem rachaduras na peca que facilitam a incrustagdo de residuos e
favorecem a formacao de biofilmes, sendo necessaria a substituicio destas pecas.

Apesar de nao reproduzir as condigcdes encontradas no equipamento de
ordenha, os resultados do ensaio acelerado mostraram que condi¢gdes mais amenas de

temperatura e pH preservam a integridade das pecas da ordenhadeira.

5.9 Anélise de Viabilidade Econdmica de Producdo do Detergente
Enzimatico Acido para Limpeza de Ordenhadeiras

O primeiro cenario considerado, para analise de viabilidade econémica de
producdo do detergente enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras, foi de

produgdo das enzimas em reator de 1000 litros. No entanto, com as atividades
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enzimaticas obtidas experimentalmente e a capacidade produtiva de 5 bioprocessos de
producgao de lipase e 3 bioprocessos de producao de protease por més, considerando 4
colaboradores como mé&o-de-obra direta, seria possivel produzir apenas 240 litros do
detergente por més. Por isso, em um primeiro momento, considerou-se um cenario em
que a empresa realizaria apenas a mistura dos componentes da formulagao,

realizando, portanto, a compra das enzimas.

5.9.1 Analise de Viabilidade Econébmica de Producdo do Detergente

Enzimatico Acido para Limpeza de Ordenhadeiras Considerando a Compra das

Enzimas

Considerando a compra das enzimas para a fabricacdo do detergente
enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras, o investimento inicial é de
aproximadamente R$ 300.000,00, conforme mostra a Tabela 13. N&o foi considerado
investimento em obras civis, pois a empresa BioPlus pretende alugar um pavilhdo
industrial em um distrito industrial da regido metropolitana de Porto Alegre.

A capacidade de producdo do detergente, com dois colaboradores
trabalhando diretamente no processo produtivo, e com os equipamentos descritos na
Tabela 13, € de 20.000 litros por més, suficiente para atender a previsao de vendas do
produto, de 12.000 litros por més, a partir do quarto ano.

Os custos com depreciagao, manutengcao e seguros estdo mostrados na
tabela 15, e os custos tributarios foram considerados ja pelo novo simples, em vigor
desde julho de 2007, e que considera também o valor do ICMS, conforme a Tabela 16.
Na Tabela 16 também estao os custos com comissdes, inadimpléncia e despesas com
vendas.

As simulagbes realizadas para a analise econdmica foram comparadas com
0 padrao ouro, que mostra uma previsao de vendas de 12.000 litros do detergente, no
quinto ano, que representa 4% do mercado da regido Sul do Brasil, segundo pesquisa
realizada pela empersa BioPLus — Desenvolvimento Biotecnolégico LTDA. Considerou-
se um aumento gradativo nas vendas, partindo-se de 4.000 litros por més no primeiro

ano, 8.000 litros por més no segundo ano, 10.000 litros por més no terceiro ano, e
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atingindo 12.000 litros por més a partir do quarto ano. A previsdo de vendas para um
periodo de cinco anos € mostrada no Tabela 17.

O preco de venda do detergente enzimatico acido para limpeza de
ordenhadeiras, para a analise de viabilidade econbdmica, no padrdo ouro, foi
considerado R$ 16,60/litro. Este valor representa a soma dos valores dos dois
detergentes tradicionais, mais 10%, conforme cotagdo de julho de 2007, da empresa
LM Quimica, de Alvorada, RS. No entanto, segundo Klein (2006), a soma dos dois
detergentes pode chegar a R$ 17,20, no estado.

Os custos fixos mensais, para cinco anos, sdo mostrados na tabela 18, e os
custos de matéria-prima e embalagem para produgado do detergente enzimatico acido
para limpeza de ordenhadeiras, considerando a compra das enzimas, é de R$ 8,95/Kg,
conforme mostra a Tabela 19.

A Tabela 20 mostra a necessidade de capital de giro do projeto, que é de R$
68.142,00, e a Tabela 21 mostra a formagdo do prego de venda sugerido.
Considerando o volume de vendas de 12.000 litros do detergente por més, em cinco

anos, a margem de lucro é de 12,8%.
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Tabela 13: Investimento inicial para analise de viabilidade econbémica do

detergente enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras considerando a compra

das enzimas.

INVESTIMENTO INICIAL

Maquinas/equipamentos R$ Moveis/utensilios R$

Geladeira R$ 2.000,00 Mesas 3.000,00

Vortice R$ 1.800,00 Cadeiras 2.500,00

PHmetro R$ 1.000,00 Armarios 3.000,00

Banho d'agua R$ 1.200,00 Bancadas 8.000,00

Condutivimetro R$ 1.400,00

Sistema de purif. de agua R$ 5.000,00

Destilador R$ 1.000,00

Estufa de secagem R$ 2.000,00

Microondas R$ 1.000,00

Centrifuga de bancada R$ 6.000,00

Balancga analitica R$ 5.000,00

Tanque de mistura de 5000 L | R$ 16.000,00

Envasadora de liquidos R$ 15.000,00

Sub-total 58.400,00 Sub-total 16.500,00

Veiculos R$ Membranas de filtracéo R$

Veiculo 1.0 32.000,00

Sub-total 32.000,00 Sub-total -

Instalagdes R$ Treinamento R$

Elétrica 5.000,00 Treinam. em BPF 2.000,00

Hidraulica 2.000,00 Treinam. para utiliz. dos equip. 2.000,00

Sub-total 7.000,00 Sub-total 4.000,00

Outros R$ INVESTIMENTO INICIAL

Pesquisa e Desenvolvimento 120.000,00 USsoOSs (Investimento fixo) R$
Maquinas/equipamentos 58.400,00
Méoveis/utensilios 16.500,00
Veiculos 32.000,00
Membranas de filtracdo -
Instalagbes 7.000,00
Treinamentos 4.000,00
Outros 120.000,00
Sub-total (Investimento fixo) |237.900,00
Capital de giro (Invest. financeiro) | 63.048,77
Total 300.948,77

Sub-total 120.000,00
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Tabela 14: Mao-de-obra para produgao do detergente enzimatico acido para

limpeza de ordenhadeiras considerando a compra das enzimas.

MAO DE OBRA MENSAL
M&o-de-obra Indireta
Funcéo Qt.| Salario Total

Auxiliar administrativo | 1 | 800,00 800,00

Auxiliar limpeza 1 | 400,00 400,00
Responsavel técnico | 1 | 3.000,00 | 3.000,00
Soma 4.200,00
Encargos sociais 80% 3.360,00
Sub-total 1 7.560,00
Pro-labore 1 /1.000,00 | 1.000,00

Encargos sociais 20% 500,00
Sub-total 2 3.000,00
Total 10.560,00

M&o-de-obra Direta
Funcéo Qt.| Salario Total

Auxiliar operacional 1 | 350,00 350,00

Técnico 1 | 800,00 800,00
Sub-Total 1.150,00

Encargos sociais 80% 920,00
Total 2.070,00

Valores em R$

Tabela 15: Custos com depreciagdo, manutengdo e seguros para a

producdo do detergente enzimatico acido para

considerando a compra das enzimas.

limpeza de ordenhadeiras

Depreciacdo, Manutenc¢ao e seguros
Taxas anuais
Discriminacao Invest. Depreciacéo Manutencéo Seguro

Fixo Taxa Valor Taxa Valor Taxa Valor
Veiculos 32.000 20% 6.400,00 1,0% | 320,00 10,0% | 3.200
Maq./Equip. 58.400 10% 5.840,00 1,5% | 876,00 1,0% 584
Moveis/Utensilios | 16.500 10% 1.650,00 0,2% | 33,00 0,2% 33
P&D 120.000 10% 12.000
Instalagbes 7.000 10% 700,00 1,5% | 105,00 1,0% 70
Total anual 113.900 14.590,00 1.334,00 3.887
Total mensal 9.491,67 1.215,83 111,17 323,92

Valores em R$
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Tabela 16: Impostos, comissdes e perdas para produgdo do detergente

enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras considerando a compra das enzimas.

Impostos, Comissfes e Perdas
Ano 1 Ano 2 Ano 3 Ano 4 Ano 5

Impostos % % % % %

Pis

Cofins

Simples 8,86% | 10,73%| 11,82%| 12,11%| 12,11%

ICMS 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

ISSON

IRPJ - Presumido

CSSLL - Presumido
Comissdes 10,00% | 10,00% | 10,00% | 10,00%| 10,00%
Perda/Inadimpléncia 1,00% 1,00% 1,00% 1,00% 1,00%
Despesas com vendas 5,00% 5,00% 5,00% 5,00% 5,00%
Total 24.86%| 26,73%| 27,82%| 28,11%| 28,11%

Tabela 17: Previsao de vendas do detergente enzimatico acido para limpeza de

ordenhadeiras para cinco anos.

PREVISAO DE VENDAS
VENDAS Ano 1 Ano 2 Ano 3 Ano 4 Ano 5 Total
Detergente enzimatico
Quantidade (Litros) 48.000 96.000 120.000 144.000 144.000 720.000
Preco de venda R$ 16,60 16,60 16,60 16,60 16,60 16,60
Total R$ 796.800,00 | 1.593.600,00 | 1.992.000,00 | 2.390.400,00 | 2.390.400,00 | 11.952.000,00
CUSTO MATERIA
PRIMA
Detergente enzimatico
Quantidade (L) 48.000 96.000 120.000 144.000 144.000 720.000
Custo matéria-prima (L) 8,94812 8,94812 8,94812 8,94812 8,94812 8,94812
Total R$ 429.509,76 859.019,52 | 1.073.774,40 | 1.288.529,28 | 1.288.529,28 | 6.442.646,40
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Tabela 18: Custos fixos mensais para produgao do detergente enzimatico

acido para limpeza de ordenhadeiras considerando a compra das enzimas.

Custos Fixos Mensais

Ano 1 (més) | Ano 2 (més) | Ano 3 (més) | Ano 4 (més) | Ano 5 (més)
Custos Fixos 13.740,92 14.340,92 14.940,92 15.540,92 16.140,92
Pré-labore 1.000,00 1.500,00 2.000,00 2.500,00 3.000,00
INSS s/ pré-labore 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00
Salarios 4.200,00 4.200,00 4.200,00 4.200,00 4.200,00
Encargos 3.360,00 3.360,00 3.360,00 3.360,00 3.360,00
Aluguel/Condominio 1.200,00 1.200,00 1.200,00 1.200,00 1.200,00
Contador 500,00 500,00 500,00 500,00 500,00
Telefone 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00
Seguros 323,92 323,92 323,92 323,92 323,92
Material expediente 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Material de limpeza 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
Sistema informatica 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
IPVA 60,00 60,00 60,00 60,00 60,00
Agua 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
Manutencéo 111,17 111,17 111,17 111,17 111,17
Seguranca 1.000,00 1.000,00 1.000,00 1.000,00 1.000,00
Depreciacéo 2.215,83 2.215,83 2.215,83 2.215,83 2.215,83
Despesas bancérias 120,00 120,00 120,00 120,00 120,00
QOutros - - - - -

Valores em R$

Tabela 19: Custos variaveis de produgao do detergente enzimatico acido

para limpeza de ordenhadeiras, considerando a compra das enzimas.

Custo matéria -prima e embalagem
Componentes Concentragdo Custo/Kg MP  Custo/Kg Det.
Glicerol 15% R$ 225 R$ 0,34
Isopropanol 10% R$ 330 R$ 0,33
Propilenoglicol 20% R$ 590 R$ 1,18
Solugéo tampao 1M 5% R$ 6,00 R$ 0,30
Tensoativo 2% R$ 20,00 R$ 0,40
Antiespumante 0,01% R$ 6,20 R$ 0,0006
Protease 5% R$ 5500 R$ 2,75
Lipase 5% R$ 62,00 R$ 3,10
Rétulo R$ 025 R$ 0,05
Embalagem R$ 250 R$ 0,50
Total R$ 8,95
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Tabela 20: Necessidade de capital de giro para a produgao do detergente

enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras, considerando a compra das enzimas.

Capital de Giro
Valores Anuais .
ITEM (base DRE) Valores Dia
Vendas 796.800 2.213
Fornecedores (mat-prima) 429.510 1.193
Impostos 70.596 196
Mobra 24.840 69
Cfixo 176.891 491
Composicéo Dias previstos = . . Investimento em
Capital de giro de necessidade Relagao Necessidade dia Capital de Giro
Caixa operacional 2 | faturamento 2.213 4.427
Contas a receber 30 | faturamento 2.213 66.400
Estoque prod
acabados 10 | mp+ mo + cf 1.720 17.201
Estoque prod em
processo 10 1.720 17.201
Total a ser financiado pela empresa 105.896
Fornecedores 30 | mat prima 1.193 (35.792)
Impostos 10 | impostos 196 (1.961)
Total financiamento recebido pela empresa (37.753)
Necessidade de capital de giro estimada (financiamento concedido menos
financiamento recebido pela empresa) 68.142

Valores em R$
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Tabela 21: Calculo do prego de venda sugerido para analise de viabilidade

econdmica do detergente enzimatico acido para limpeza considerando a compra das

enzimas.
CALCULO DO PRECO DE VENDA SUGERIDO
Pvenda = Cust Var Unit
1 - (CC%+ML%+CF%)
Preco de venda de analise 16,60
Detergente

Preco de Venda Sugerido 16,6011
Pvanédlise / pvsugerido 100,0%
Custo Variavel unitario 9,1206200
Matéria-prima 8,9481200
Mao-de-obra direta 0,1725000
Custos de Comercializacdo 24,86%
Margem de Lucro 12,80%
Custos fixos em % 7,40%
Total 45,06%
1 - total 54,94%
Custos Fixos 14.740,92
Previsao de receita Cap Plena 199.200,00
Custos fixos em % 7%

Valores em R$
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A partir dos dados relacionados nas tabelas acima, calculou-se a planilha de
demonstrativo de resultados, mostrada na Tabela 22 na qual se pode observar que os
custos variaveis variam de 80,88%, no primeiro ano até 82,05%, no quinto ano. Estes
custos estdo divididos em impostos, que apresentam variagcao de 8,86 a 12,11%, do
primeiro ao quinto ano, devido ao aumento do faturamento considerado, e consequente
mudanca de aliquota na tabela do simples. Os custos com matéria-prima representam
53,9% e os custos com comissdes e despesas de comercializagao, foram considerados
constantes, e representam 10 e 5%, respectivamente. Ja os custos com mao-de-obra
direta variam de 3,12 a 1,04% do primeiro ao quinto ano.

Para ser calculado fluxo de caixa anual, foi considerado que o custo do
capital foi de 25% ao ano, dividido em 10% ao ano de custo de oportunidade e 15% ao
ano de risco. Desta forma, considerando o preco e volume de vendas do padrao ouro, 0
retorno do investimento descontado (“payback descontado”) ocorreria em 4,1 anos.
Com este custo de capital e um periodo de cinco anos, a taxa interna de retorno (TIR)
foi de 35,11%, com um valor atual liquido (VAL) de R$ 95.508,00, conforme a Tabela
23. Esta analise foi feita considerando um periodo de cinco anos. No entanto, se
considerarmos a perpetuidade do projeto, ou seja, trazer os fluxos dos resultados
futuros para o valor presente e considera-los no ano cinco, os indicadores melhoram
consideravelmente. O valor residual é de 892.724,00, a TIR é de 53,21%, e o VAL é de
387.878,00.

A partir do padrao ouro foram feitas simulacées de possiveis cenarios, para
avaliacdo da sensibilidade do projeto. Foram avaliados o impacto da diminui¢do do
preco de venda (simulagao 1), diminuicao do volume de vendas (simulagéo 2), aumento

do custo das enzimas (simulagéo 3) e aumentos dos custos fixos (simulagao 4).
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Tabela 22: Demonstrativo de resultados da producdo do detergente enzimatico acido para limpeza de

ordenhadeiras, considerando a compra das enzimas.

Demosnstrativo de resultados

DRE Ano 1 DRE Ano 2 DRE ano 3 DRE ano 4 DRE ano 5
TOTAL % TOTAL % TOTAL % TOTAL % TOTAL %

Receita 796.800,00[ 100% | 1.593.600,00] 100% | 1.992.000,00{ 100,00%]| 2.390.400,00 | 100,00%| 2.390.400,00 | 100,00%
Custos variaveis 644.466,24| 80,88%| 1.293.892,91| 81,19%| 1.632.868,91| 81,97%| 1.961.406,93 | 82,05%| 1.961.407,15| 82,05%
Impostos 70.596,48| 8,86% 170.993,39| 10,73% 235.454,51] 11,82% 289.477.65| 12,11% 289.477,87) 12,11%
Pis/Cofins 0,00/ 0,00% 0,11 0,00% 0,11 0,00% 0,21 0,00% 0,43 0,00%
Simples 70.596,48| 8,86% 170.993,28| 10,73% 235.454,40| 11,82% 289.477,44| 12,11% 289.477,44| 12,11%
ICMS 0,00/ 0,00% 0,00/ 0,00% 0,00 0,00% 0,00 0,00% 0,00 0,00%
ISSON 0,00/ 0,00% 0,00/ 0,00% 0,00 0,00% 0,00 0,00% 0,00 0,00%
IRPJ - Presumido 0,00/ 0,00% 0,00/ 0,00% 0,00 0,00% 0,00 0,00% 0,00 0,00%
CSSLL - Presumido 0,00] 0,00% 0,00/ 0,00% 0,00 0,00% 0,00 0,00% 0,00 0,00%
Custo Matéria Prima 429.509,76| 53,90% 859.019,52| 53,90%| 1.073.774,40| 53,90%)| 1.288.529,28 | 53,90%| 1.288.529,28 | 53,90%
Comissdes 79.680,00| 10,00% 159.360,00| 10,00% 199.200,00; 10,00% 239.040,00| 10,00% 239.040,00[ 10,00%
Energia e Agua 0,00/ 0,00% 0,00/ 0,00% 0,00 0,00% 0,00 0,00% 0,00 0,00%
Mobra Direta 24.840,00| 3,12% 24.840,00| 1,56% 24.840,00 1,25% 24.840,00 1,04% 24.840,00 1,04%
Despesas com vendas 39.840,00| 5,00% 79.680,00| 5,00% 99.600,00 5,00% 119.520,00 5,00% 119.520,00 5,00%
Margem de Contribuic&o 152.333,76| 19,12% 299.707,09| 18,81% 359.131,09| 18,03% 428.993,07| 17,95% 428.992,85| 17,95%
Custos Fixos 176.891,00| 22,20% 184.091,00| 11,55% 191.291,00 9,60% 198.491,00 8,30% 205.691,00 8,60%
Resultado Operacional -24.557,24| -3,08% 115.616,09| 7,26% 167.840,09 8,43% 230.502,07 9,64% 223.301,85 9,34%
Resultado Liquido -24.557,24| -3,08% 115.616,09| 7,26% 167.840,09 8,43% 230.502,07 9,64% 223.301,85 9,34%
Ponto de equilibrio 925.249,59| 0,00% 978.847,10 0,00%| 1.061.037,82 0,00%| 1.106.015,28 0,00%| 1.146.135,11 0,00%
Rentabilidade -8% 38% 55% 75% 73%

Valores em R$
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Tabela 23: Fluxo de caixa para o calculo da TIR, VAL e PAYBACK, em cinco anos, para a producido do

detergente enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras, considerando a compra das enzimas.

FLUXO DE CAIXA ANUAL PARA CALCULO DE VAL, TIR E PAY-BACK- PERIODO: 5 ANOS

1 2 3 4 5

ANO 0O ANO | ANO 1| ANO llI ANO IV ANO V TOTAL
INVESTIMENTO (237.900) (237.900)
C. GIRO (68.142) 68.142 -
LUCRO LiQUIDO (24.557) 115.616 167.840 230.502 223.302 772.702,86
DEPRECIACAO 26.590 26.590 26.590 26.590 26.590 132.950
VALOR RESIDUAL - -
FLUXO DE CAIXA 2.033 142.206 194.430 257.092 318.034 913.795
FLUXO DE CAIXA LiQUIDO (306.042,77) 2.033 142.206 194.430 257.092 318.034 607.753
FLUXO DE CAIXA LIQUIDO ACUMULADO | (306.042) (304.009) (161.803) 32.627 289.719 607.753
PAYBACK SIMPLES - 2,8 - -
FLUXO DE CAIXA DESCONTADO (306.042) 1.626 90.992 99.516 105.259 104.157 95.508
FC DESCONTADO ACUMULADO (306.042) (304.416) (213.424) (113.908) (8.649) 95.508
PAYBACK DESCONTADO - - - 4.1

Tx més Tx ano
CUSTO DE OPORTUNIDADE 0,800% 10,0%
RISCO 1,17% 15,0%
CUSTO DE CAPITAL 1,97% 25,0%
VPL 95.508
Taxa interna de retorno 35,11%

Valores em R$
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Tabela 24: Simulagbes de diminuicdo do preco de venda (1), diminuicao
do volume de vendas (2), aumento do custo das enzimas (3) e aumento dos custos
fixos (4) para avaliagdo da sensibilidade do projeto do detergente enzimatico acido

para limpeza de ordenhadeiras, considerando a compra das enzimas.

Simulacao
Padrao
Ouro 1 2 3 4
Variaveis
Custo de Oport. 25,0% 25,0% 25,0% | 25,0%| 25,0%
Taxa de risco 15,0% 15,0% 15,0%| 15,0%| 15,0%
Custo de Capital 10,0% 10,0% 10,0%| 10,0%| 10,0%
Preco de venda 100% 95% 100% | 100%| 100%
Volume de
vendas
ano1 33% 33% 30% 70% 70%
ano2 67% 67% 60% 80% 80%
ano3 83% 83% 75% 90% 90%
ano4 100% 100% 90% | 100% 100%
anob5 100% 100% 100%| 100% 100%
Cst Enzimas 100% 100% 100% | 105% | 100%
Cst Fixo 100% 100% 100% 100% 110%
Resultados
Pback desc
(anos) 4.1 0 4,6 4.8 4.5
VAL (mil) 95.508 [ (62.299) 39.206 [ 20.899 (44.264
TIR 35% 17,8% 29% | 27,3%| 29,7%
Margem de lucro 12,8% 9,0% 128% | 11,1%| 12,1%

Conforme mostra a Tabela 24, uma pequena diminuicdo no preco de venda
(5%) inviabiliza o projeto, considerando um periodo de cinco anos. Esta simulagao
mostra que o projeto é bastante sensivel quanto ao preco do produto, devendo o
empreendedor ficar atento para o caso de possiveis descontos. No entanto, a
possibilidade de fornecer algum desconto para os clientes ndo esta descartada, pois
considerou-se, nos custos variaveis, uma provisao para inadimpléncia de 1%, e, se no
decorrer do ano for constatado que esta estimativa foi superestimada, este valor estara

disponivel. Apesar de o projeto ser bastante sensivel ao pre¢co de venda, o produto
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apresenta um diferencial bem definido no mercado, e é protegido por patente, o que
dificulta a entrada de concorrentes e evita que a empresa sofra pressao por pregos.

Apesar de o projeto ser inviabilizado, se for considerado uma diminuigdo de
5% no preco de venda, em um periodo de cinco anos, este se torna viavel se
considerarmos a perpetuidade do projeto. Para este caso, deve-se considerar, na
analise do fluxo de caixa, o valor residual, que continua trazendo para valor presente
os fluxos de caixa no decorrer dos anos, até o valor de convergéncia. Se o valor
residual for considerado, o projeto, considerando uma diminuigdo no preco de venda
de 5%, apresenta TIR de 35% e VAL de R$ 118.981,00.

Na segunda simulagao considerou-se uma diminui¢ado de aproximadamente
10% nas vendas previstas em relagdo ao padrao ouro. Neste caso a TIR cai de 35 para
29%, mas o projeto continua sendo aprovado. A previsdo de vendas, baseada em
anadlise de mercado realizada pela empresa BioPlus, é bastante conservadora e
possivel de ser alcancada, porém deve se levar em consideragao o comportamento de
resisténcia a mudangas, principalmente no caso de produtores rurais.

Com relagdo ao aumento do custo das enzimas, que representam a maior
parte dos custos das matérias-primas, o projeto se mostra bastante sensivel. Um
aumento de 5% no custo destas matérias-primas provoca uma redugdo na margem de
lucro de 12,8 para 11,1%. O projeto continua sendo aprovado, mas a TIR cai para
27,3%.

Ja com relagéo aos custos fixos, para a situagdo de producdo do detergente
enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras com a compra das enzimas, estes sdo
relativamente baixos, uma vez que n&o sao considerados o0s equipamentos
necessarios para a produg¢ao das enzimas. Com um aumento de 10% nos custos fixos
o projeto continua sendo aprovado, com uma TIR de 29,7% e diminuigdo da margem

de lucro para 12,1%.
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5.9.2 Andlise de Viabilidade Econdmica de Producdo do Detergente

Enzimatico Acido para Limpeza de Ordenhadeiras Considerando a Producdo das

Enzimas

A partir da analise de viabilidade econdmica de produgdo do detergente
enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras, considerando a compra das enzimas,
pdde-se verificar que o volume de produgéo necessario para viabilidade do projeto é de
12.000 litros de detergente por més, em cinco anos.

Para uma producéo de 12.000 litros do produto terminado, sdo necessarios
600 litros de cada uma das enzimas concentradas, por més.

A producgao de protease para formulagcdo em detergentes foi otimizada pelo
nosso grupo de pesquisa no trabalho de Mitidieri et al. (2003), no qual obteve-se 100
U/mL de protease de Bacillus subtilis, em reator de 400 litros. Ja a atividade de lipase,
produzida por P. aurantiogriseum, em reator de 100 litros, foi de 30 U/mL.

A partir destes dados verificou-se que a necessidade de aquisicdo de dois
biorreatores de 30.000 litros de capacidade, a fim de atingir a produ¢cao necessaria.
Considerando estes equipamentos e cinco colaboradores, como mao-de-obra direta, a
capacidade produtiva da empresa € de nove bioprocessos de produgao de lipase e
cinco bioprocessos de producao de protease por més.

O custo com matéria-prima, energia elétrica e agua, para producédo de
protease, em reator de 30 m?, é de R$ 13,55/L, e o custo para producéo de lipase é de
R$ 54,38/L. A mao-de-obra direta foi considerada na analise de produgdo do
detergente enzimatico. Os custos de produgdo das enzimas sdo mostrados, em
detalhe, no ANEXO 2.

Para a producgao das enzimas o investimento inicial € de aproximadamente
R$ 1.200.000,00, quatro vezes maior do que para a implementagdo do projeto sem a
produgao das enzimas.

A atividade enzimatica da lipase é relativamente baixa, e um custo de
producdo de R$ 54,38 inviabiliza o projeto, se o volume de vendas for mantido. No
entanto, uma atividade 66% maior ja viabiliza o projeto do detergente enzimatico para

limpeza de ordenhadeiras considerando o investimento para producdao das enzimas.
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Com uma producéo de 50 U/mL de lipase no reator, o custo da enzima é de R$ 32,63,
e o investimento retorna em 4,9 anos (Payback descontado), com uma TIR de 25,72%
e VAL de R$ 22.286,00.

Este aumento na quantidade de lipase produzida pelo microrganismo pode
ser alcangado através do crescimento do P. aurantiogriseum em batelada alimentada.
Li et al. (2004) conseguiram um aumento de cinco vezes na quantidade de lipase
produzida por Acinetobacter radioresistens utilizando estratégias de batelada
alimentada.

Um aumento ainda maior na quantidade de lipase produzida por um
microrganismo pode ser atingido através da clonagem e super-expressao dos genes
responsaveis pela produgédo desta enzima em outros microrganismos. Abdell-Fattah &
Gaballa (2006) conseguiram um aumento de 4,5 vezes na producdo de lipase por
Geobacillus thermoleovorans, ja Fickers et al (2006) aumentaram a quantidade de
lipase produzida por Yarrowia lipolytica em 35 vezes, e Ma et al. (2006) aumentaram
em 100 vezes a quantidade de lipase produzida por B. subtilis, apés a super-
expressao.

A Tabela 25 mostra a diminuicdo do custo com matéria-prima, agua e
energia elétrica para producado de lipase com o aumento na atividade enzimatica

atingida no biorreator.

Tabela 25: diminuigdo do custo com matéria-prima, agua e energia elétrica

para producéo de lipase com o aumento da atividade enzimatico no reator de 30 m®.

Aumento da atividade de lipase Custo (R$)

1X 54,38
5X 10,88
10X 5,44
20X 2,72
30X 1,81
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As enzimas sao os componentes mais caros da formulagdo do detergente
enzimatico para limpeza de ordenhadeiras, impactando de forma consideravel nos
indicadores da viabilidade do projeto.

Nao foi realizado nenhum experimento de batelada alimentada ou de
superexpressao da lipase, mas, para analise de viabilidade econémica do detergente
enzimatico para limpeza de ordenhadeiras, com a produgdo das enzimas, considerou-
se uma atividade de lipase cinco vezes maior, possivel de ser alcangada pelas técnicas
descritas acima. Considerou-se um investimento de R$ 120.000,00 para pesquisas
nesta area e a producdo da enzima em reator de 30 m°.

Para a anadlise de viabilidade econdémica do detergente enzimatico com
producao das enzimas e atividade de lipase cinco vezes maior, o investimento inicial é
de aproximadamente R$ 1.200.000,00, conforme mostra a Tabela 26.

Os custos com depreciagdo, manutengcdo e seguros estdo mostrados na
Tabela 27. Os custos tributarios, despesas com vendas, inadimpléncia e custos com
comissdes sdo os mesmos da analise considerando a compra das enzimas, assim
como a previsdo de vendas, ja mostrados nas tabelas 16 e 17, respectivamente.
Manteve-se também o preco de venda do produto em R$ 16,60.

Os custos fixos mensais, para cinco anos, sdo mostrados na Tabela 28, e os
custos de matéria-prima e embalagem para produgao do detergente enzimatico acido
para limpeza de ordenhadeiras, considerando a produgcdo das enzimas, é de R$
4,32/Kg, conforme mostra a tabela 29, e s&o 52% menores do que no caso de compra
das enzimas.

A Tabela 30 mostra a necessidade de capital de giro do projeto, que é de R$
80.041,00, e a Tabela 31 mostra a formacdo do pre¢co de venda sugerido.
Considerando o volume de vendas de 12.000 litros do detergente por més, em cinco
anos, a margem de lucro é de 36,4%, 2,8 vezes maior que a margem de lucro
considerando a compra das enzimas, que é de 12,8%.

A partir dos dados relacionados nas tabelas acima, calculou-se a planilha de
demonstrativo de resultados, mostrada na Tabela 32, na qual se pode observar que os
custos variaveis representam 55,53%, no quinto ano. Estes custos estdo divididos em

impostos, que representam 12,11%, no quinto ano, matéria-prima, que representa
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26,02%, custos com comissbées e despesas de comercializagdo, que foram
considerados constantes, e representam 10 e 5%, respectivamente, e custos com
mao-de-obra direta que representam 2,4%, no quinto ano. Observa-se que os custos
variaveis diminuem consideravelmente com a producido das enzimas se comparados

com a producao do detergente enzimatico com a compra das enzimas.
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Tabela 26: Investimento inicial para analise de viabilidade econbmica do

detergente enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras considerando a produgao

das enzimas.

INVESTIMENTO INICIAL

Maguinas/equipamentos R$ Méveis/utensilios R$
Capela Fluxo Laminar R$ 15.000,00 Mesas 3.000,00
Geladeira R$ 2.000,00 Cadeiras 2.500,00
Vértice R$ 1.800,00 Armarios 3.000,00
pHmetro R$ 1.000,00 Bancadas 8.000,00
Banho d'agua R$ 1.200,00
Condutivimetro R$ 1.400,00
Sistema de purif. de agua R$ 5.000,00
Destilador R$ 1.000,00
Estufa bacteriolégica R$ 1.500,00
Estufa de secagem R$ 2.000,00
Agitador orbital R$ 6.000,00
Microondas R$ 1.000,00
Microscépio R$ 5.000,00
Bioreator de 10 litros R$ 11.000,00
Centrifuga de bancada R$ 6.000,00
Balancga analitica R$ 5.000,00
Bioreator de 100 litros R$ 26.000,00
Bioreator de 1000 litros R$ 35.000,00
Biorreator de 30000 litros R$ 120.000,00
Centrifuga continua R$ 180.000,00
Caldeira R$ 25.000,00
Torre de resfriamento de agua R$ 3.000,00
Tanque de mist. de 1000 litros R$ 8.000,00
Sist. de concentr. de enzimas R$ 32.000,00
Envasadora de liquidos R$ 15.000,00
Compressor de ar R$ 10.000,00
Sub-total 519.900,00 Sub-total 16.500,00
Veiculos R$ Membr. de filtracdo R$
Veiculo 1.0 32.000,00 Membr. de filtragdo 300.000,00
Sub-total 32.000,00 Sub-total 300.000,00
Instalacdes R$ Treinamento R$
Elétrica 5.000,00 Treinam. em BPF 2.000,00
Ar comprimido 3.000,00 Treinam. utiliz. equip. 2.000,00
Vapor 5.000,00
Hidraulica 2.000,00
Sub-total 15.000,00 Sub-total 4.000,00
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Outros R$ INVESTIMENTO INICIAL
Pesquisa e Desenvolvimento 240.000,00 USOS (Invest. fixo) R$
Maquinas/equip. 519.900,00
Mdéveis/utensilios 16.500,00
Veiculos 32.000,00
Membr. de filtragao 300.000,00
InstalacGes 15.000,00
Treinamentos 4.000,00
Outros 240.000,00
Sub-total (Invest. fixo) 1.127.400,00
Capital de giro (Invest.
financeiro) 74.280,52
Total 1.201.680,52
Sub-total 240.000,00 -

Tabela 27: Custos com depreciagdo, manutengao e seguros para analise de

viabilidade econémica do detergente enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras

considerando a produg¢ao das enzimas.

Depreciacdo, Manutencgao e seguros
Taxas anuais

Discriminacdo |Investimento| Depreciacéo Manutencéao Seguro
Fixo Taxa Valor Taxa Valor Taxa Valor
Veiculos 32.000,00 | 20% | 6.400,00 1,0% 320,00 10,0% 3.200,00
Mag./Equip. 519.900,00 | 10% | 51.990,00 1,5% 7.798,50 1,0% 5.199,00
Moveis/Utensilios | 16.500,00 | 10% | 1.650,00 0,2% 33,00 0,2% 33,00
P&D 240.000 10% | 24.000
Instalagbes 15.000,00 | 10% | 1.500,00 1,5% 225,00 1,0% 150,00
Total anual 583.400,00 61.540,00 8.376,50 8.582,00
Total mensal 48.616,67 5.128,33 698,04 715,17

Valores em R$
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Tabela 28: Custos fixos mensais para analise de viabilidade econdmica

do detergente enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras considerando a

produgao das enzimas.

Custos Fixos Mensais

Ano 1 (més) | Ano 2 (més) | Ano 3 (més) | Ano 4 (més) | Ano 5 (més)
Custos Fixos 20.631,54 21.231,54 21.831,54 22.431,54 23.031,54
Pré-labore 1.000,00 1.500,00 2.000,00 2.500,00 3.000,00
INSS s/ pré-labore 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00
Salérios 4.200,00 4.200,00 4.200,00 4.200,00 4.200,00
Encargos 3.360,00 3.360,00 3.360,00 3.360,00 3.360,00
Aluguel/Condominio 1.200,00 1.200,00 1.200,00 1.200,00 1.200,00
Contador 500,00 500,00 500,00 500,00 500,00
Telefone 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00
Seguros 71517 715,17 715,17 71517 715,17
Material expediente 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Material de limpeza 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
Sistema informatica 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
IPVA 60,00 60,00 60,00 60,00 60,00
Agua 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
Manutencéo 698,04 698,04 698,04 698,04 698,04
Seguranca 1.000,00 1.000,00 1.000,00 1.000,00 1.000,00
Depreciacéo 7.128,33 7.128,33 7.128,33 7.128,33 7.128,33
Despesas bancérias 120,00 120,00 120,00 120,00 120,00

Outros

Valores em R$
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Tabela 29: Custos com matéria-prima e embalagem para analise econémica
do detergente enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras considerando a

produgao das enzimas.

Custo matéria -prima e embalagem
Componentes Concentragéo Custo/Kg MP  Custo/Kg Det.
Glicerol 15% R$ 225 R$ 0,34
Isopropanol 10% R$ 330 R$ 0,33
Propilenoglicol 20% RS 590 R$ 1,18
Solugéo tampéo 1M 5% R$ 6,00 R$ 0,30
Tensoativo 2% R$ 20,00 R$ 040
Antiespumante 0,01% R$ 6,20 R$ 0,0006
Protease 5% R$ 1355 R$ 0,68
Lipase 5% R$ 10,88 R$ 0,54
Rétulo R$ 025 R$ 0,05
Embalagem R$ 250 R$ 0,50
Total R$ 4,32

Tabela 30: Necessidade de capital de giro para analise econémica do
detergente enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras considerando a produgao

das enzimas.

Capital de Giro
ITEM Va(lg)ész gglé?'s Valores Dia

Vendas 796.800 2.213
Fornecedores (mat-prima) 207.342 576
Impostos 70.596 196
Mobra 57.240 159
Cfixo 247.579 688
Composigé}o Capital de | Dias previ_stos Relac&o Neces_sidade ém/?;glgr;%

giro de necessidade dia Giro
Caixa operacional 2 | faturamento 2.213 4.427
Contas a receber 30 | faturamento 2.213 66400
Estoque prod acabados 10 | mp+ mo + cf 1.423 14227
Estoque prod em
processo 10 1.423 14227
Total a ser financiado pela empresa 99280
Fornecedores 30 | mat prima 576 (17.278)
Impostos 10 | impostos 196 (1.961)
Total financiamento recebido pela empresa (19.239)

Necessidade de capital de giro estimada (financiamento concedido menos
financiamento recebido pela empresa) 80.041

Valores em R$
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Tabela 31: Formacgao do preco de venda sugerido para analise econémica
do detergente enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras considerando a

produgao das enzimas.

Pvenda = Cust Var Unit
1 - (CC%+ML%+CF%)
Preco de venda de analise 16,6000
Detergente

Preco de Venda Sugerido 16,6186
Pvandlise / pvsugerido 99,9%
Custo Variavel unitario 4,7171200
Matéria-prima 4,3196200
M&o-de-obra direta 0,3975000
Custos de Comercializacéo 24,86%
Margem de Lucro 36,40%
Custos fixos em % 10,36%
Total 71,51%
1 - total 28,38%
Mark-Up 3,52

Custos Fixos 20.631,54
Previsdo de receita Cap Plena 199.200,00
Custos fixos em % 10%

Valores em R$
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Tabela 32: Demonstrativo de resultados da producdo do detergente enzimatico acido para limpeza de

ordenhadeiras, considerando a produ¢ao das enzimas.

Demosnstrativo de resultados

DRE Ano 1 DRE Ano 2 DRE ano 3 DRE ano 4 DRE ano 5
TOTAL % TOTAL % TOTAL % TOTAL % TOTAL %

Receita 796.800,00[ 100% 1.593.600,00| 100% |1.992.000,00(100,00%|2.390.400,00| 100,00%|2.390.400,00| 100,00%
Custos variaveis 454.698,24| 57,07% 881.956,91| 55,34%| 1.109.848,91| 55,72%| 1327302,93 | 55,53%| 1327303,15 55,53%
Impostos 70.596,48| 8,86% 170.993,39| 10,73%| 235.454,51| 11,82%| 289.477,65| 12,11%| 289.477,87 12,11%
Pis/Cofins 0,00/ 0,00% 0,11 0,00% 0,11 0,00% 0,21 0,00% 0,43 0,00%
Simples 70.596,48| 8,86% 170.993,28| 10,73%| 235.454,40| 11,82%| 289.477,44| 12,11%| 289.477,44 12,11%
ICMS 0,00/ 0,00% 0,00/ 0,00% 0,00 0,00% 0,00 0,00% 0,00 0,00%
ISSQN 0,00/ 0,00% 0,00/ 0,00% 0,00 0,00% 0,00 0,00% 0,00 0,00%
IRPJ - Presumido 0,00/ 0,00% 0,00 0,00% 0,00 0,00% 0,00 0,00% 0,00 0,00%
CSSLL - Presumido 0,00 0,00% 0,00/ 0,00% 0,00 0,00% 0,00 0,00% 0,00 0,00%
Custo Matéria Prima 207.341,76| 26,02% 414.683,52| 26,02%| 518.354,40| 26,02%| 622.025,28| 26,02%| 622.025,28 26,02%
Comissdes 79.680,00 10,00% 159.360,00{ 10,00%| 199.200,00f 10,00%| 239.040,00| 10,00%| 239.040,00 10,00%
Mobra Direta 57.240,00| 7,18% 57.240,00| 3,59% 57.240,00 2,87%| 57.240,00 2,39%| 57.240,00 2,39%
Despesas com vendas 39.840,00| 5,00% 79.680,00| 5,00% 99.600,00f 5,00%| 119.520,00f 5,00%| 119.520,00 5,00%
Margem de Contribuicéo 342.101,76| 42,93% 711.643,09| 44,66%| 882.151,09| 44,28%| 1063097,07 | 44,47%]| 1063096,85 44 47%
Custos Fixos 247.578,50| 31,07% 254.778,50| 15,99%| 261.978,50, 13,15%| 269.178,50| 11,26%| 276.378,50 11,56%
Resultado Operacional 94.523,26| 11,86% 456.864,59| 28,67%| 620.172,59| 31,13%| 793.918,57| 33,21%| 786.718,35 32,91%
Resultado Liquido 94.523,26| 11,86% 456.864,59| 28,67%| 620.172,59| 31,13%| 793.918,57| 33,21%| 786.718,35 32,91%
Ponto de equilibrio 576.642,89| 0,00% 570.531,80| 0,00%| 591.577,99| 0,00%| 605.254,50| 0,00%| 621.444,01 0,00%
Rentabilidade 8% 38% 51% 66% 65%

Valores em R$
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Para ser calculado fluxo de caixa anual, também se considerou o custo do
capital que foi de 25% ao ano, dividido em 10% ao ano de custo de oportunidade e
15% ao ano de risco. Desta forma, considerando o pre¢co e volume de vendas do
padrdo ouro, o retorno do investimento descontado (“payback descontado”) ocorreria
em 4 anos, o mesmo periodo da analise considerando a compra das enzimas, no
entanto, com a producgéao destas, o investimento inicial € quatro vezes maior. Com este
custo de capital e um periodo de cinco anos, a taxa interna de retorno (TIR) foi de
34,55%, proxima a TIR considerando a compra das enzimas, que foi de 35,11%, mas
que representa um VAL de R$ 316.817,00, conforme a Tabela 33.

Da mesma forma que para a analise do projeto considerando a compra das
enzimas, o projeto considerando a producédo destas matérias-primas foi comparado
com quatro cenarios possiveis, para avaliagao de sua sensibilidade. Foram avaliados o
impacto da diminuigdo do prego de venda (simulagdo 1), diminuicdo do volume de
vendas (simulagdo 2), aumento do custo das enzimas (simulagdo 3) e aumentos dos
custos fixos (simulagao 4).

Conforme pode ser observado na Tabela 34, o projeto do detergente
enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras considerando a producido das
enzimas é muito menos sensivel se comparado com o projeto de compra destas
mateérias-primas. Nenhuma das simulagdes inviabilizou o projeto como ocorreu quando
se considerou a compra das enzimas. Como pode ser observado, a elevada margem
de lucro, devido a diminuicdo dos custos variaveis, possibilitou esta situagcao de maior

flexibilidade em relagéo aos parametros considerados no padrao ouro.
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Tabela 33: Fluxo de caixa para o calculo da TIR, VAL e PAYBACK, em cinco anos, para a producédo do

detergente enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras, considerando a produg¢ao das enzimas.

FLUXO DE CAIXA ANUAL PARA CALCULO DE VAL, TIR E PAY-BACK- PERIODO: 5 ANOS

1 2 3 4 5
ANO O ANO | ANO I ANO Il ANO IV ANO V TOTAL
INVESTIMENTO (1.127.400) (1.127.400)
C. GIRO (80.041) 80.041
LUCRO LiQUIDO 94.523 456.865 620.173 793.919 786.718 2.752.197,36
DEPRECIACAO 85.540 85.540 85.540 85.540 85.540 427.700
VALOR RESIDUAL - -
FLUXO DE CAIXA 180.063 542.405 705.713 879.459 952.299 3.259.938
FLUXO DE CAIXA LiQUIDO (1.207.440,52) |180.063 542.405 705.713 879.459 952.299 2.052.497
FLUXO DE CAIXA LIQUIDO
ACUMULADO (1.207.441) (1.027.377) (484.973) 220.740 1.100.198 2.052.497
PAYBACK SIMPLES - - 2,7 - -
FLUXO DE CAIXA DESCONTADO (1.207.441) 144.035 347.064 361.208 360.070 311,881 316.817
FC DESCONTADO ACUMULADO (1.207.441) (1.063.405) | (716.342) | (355.134) |4.936 316.817
PAYBACK DESCONTADO - - - 4,0 -
Tx més Tx ano

CUSTO DE OPORTUNIDADE 0,800% 10,0%
RISCO 1,17% 15,0%
CUSTO DE CAPITAL 1,97% 25,0%
VPL 316.817
Taxa interna de retorno 34,55%

Valores em R$
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Tabela 34: Simulagbes de diminui¢do do prego de venda (1), diminuigdo do
volume de vendas (2), aumento do custo das enzimas (3) e aumento dos custos fixos
(4) para avaliagdo da sensibilidade do projeto do detergente enzimatico acido para

limpeza de ordenhadeiras, considerando a produgao das enzimas.

Simulacao
Padrao
Ouro 1 2 3 4
Variaveis
Custo de Oport. 250%| 25,0% 250%| 25,0%| 25,0%
Taxa de risco 15,0% 15,0% 15,0% 15,0%| 15,0%
Custo de Capital 10,0% 10,0% 10,0% 10,0%| 10,0%
Preco de venda 100% 95% 100% 100% 100%
Volume de
vendas
ano1 33% 33% 30% 70% 70%
ano2 67% 67% 60% 80% 80%
ano3 83% 83% 75% 90% 90%
ano4 100% 100% 90% 100% 100%
ano5 100% 100% 100% 100% 100%
Cst Enzimas 100% 100% 100% 105% 100%
Cst Fixo 100% 100% 100% 100% 110%
Resultados
Pback desc
(anos) 4 4.4 4.5 4.0 4,2
VAL (mil) 316.817[159.010 | 159.010| 300.696 |246.304
TIR 34,55% | 29,92%| 29,86% | 34,09% | 32,44%
Margem de lucro 36,40% | 34,4% 36,4%| 36,0%| 35,3%
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6. CONCLUSOES

A adicao de surfactantes no final do crescimento de Penicillium restrictum

nao aumentou a quantidade de lipase detectada no ensaio enzimatico.

A producdo de lipase por Penicillium aurantiogriseum n&o apresenta
diferenca significativa quando utiliza-se, no meio de cultura basal, éleo de soja, girassol

ou azeite de oliva.

Os parametros do bioprocesso de producdo de lipase por Penicillium
aurantiogriseum, otimizados através de superficie de resposta, em Erlenmeyer, sio:

temperatura de 29° C, pH inicial de 6,5 e concentragéo do 6leo de soja de 15 g/L.

A atividade de lipase produzida por Penicilium aurantiogriseum, em
biorreator de 100 litros, foi 6,8 vezes maior do que a atividade produzida em

Erlenmeyer.

A formulacao do detergente enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras
apresentou o pH correto apés a diluicdo de uso, no entanto, o detergente concentrado
nao é estavel, pois apresenta a formagao de um precipitado depois de sete dias da

formulagcao e diminuicido da atividade enzimatica.

A utilizagdo do detergente enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras,
na Fazenda do Araga, promoveu economia de tempo (42,8%), agua (42,8%), energia
elétrica (48%), e os ensaios de degradacao acelerada dos insufladores sugerem que

sua utilizagdo promove um menor desgaste destas pecas.

A analise de viabilidade econémica de producdo do detergente enzimatico
acido para limpeza de ordenhadeiras mostra que, considerando a compra das
enzimas, O projeto apresenta um menor investimento inicial e €& viavel

economicamente, no entanto, apresenta uma maior sensibilidade em relacdo a
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diminuicdo no preco e volume de vendas e aumento dos custos fixos e variaveis,

devido a baixa margem de lucro.

A analise de viabilidade econdmica considerando a producdo das enzimas
mostrou que este projeto sé é viavel se o volume de producédo for muito grande
(produgdo em reatores de 30 m?), e, mesmo assim, a atividade de lipase deve ser 66%

maior do que a encontrada experimentalmente, para a viabilidade do projeto.

Considerando uma maior atividade enzimatica e produgcdo em biorreator de
30 m® o projeto apresenta um investimento inicial quatro vezes maior do que
considerando a compra das enzimas, mas a margem de lucro passa de 13,3% para
37,3%, tornando o projeto menos sensivel a diminuigdo no preco e volume de vendas,

e aumento dos custos fixos e variaveis.
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7. PERSPECTIVAS

Realizar experimentos de batelada alimentada para aumento da atividade de

lipase produzida por Penicillium aurantiogriseum;

Verificar o escalonamento do bioprocesso de producido de lipase por

Penicillium aurantiogriseum em reator de 1000 litros;

Realizar a purificagdo e caracterizacao da lipase produzida;

Realizar novos ensaios buscando a estabilizacdo da formulagdo quanto a

formacéao de precipitado e atividade enzimatica ou desenvolver uma formulacdo em po;

Avaliar o desgaste dos insufladores apds seis meses de uso na Fazenda.
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ANEXO 1

Patente do Detergente Enzimatico Acido para Limpeza de Ordenhadeiras depositada no
INPI
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Relatorio descritivo

DETERGENTE ENZIMATICO ACIDO PARA LIMPEZA DE ORDENHADEIRAS

Campo da Invencao

A presente invencao refere-se a um detergente enzimatico acido para limpeza de

ordenhadeiras, contendo duas enzimas, protease e lipase em formulagéo liquida.

Antecedentes da Invencdo

O sistema de higienizacdo atualmente utilizado consiste de 6 etapas, pré-
enxague, limpeza com a utilizacdo de detergente alcalino, segundo enxague para
retirar os residuos de detergente alcalino, limpeza com a utilizagdo de detergente
acido, terceiro enxague e sanitizagao.

O sistema ¢ utilizado tanto para limpeza de ordenhadeiras com sistema aberto e
sem lavador automaticos, assim como para sistemas de ordenhadeiras fechadas com
lavador automatico. A unica diferenga entre os dois equipamentos consiste na
temperatura de utilizagdo do detergente alcalino, que no sistema fechado é mais
elevado, e pode chegar a 80° C.

O primeiro enxague tem a finalidade de retirar o excesso de residuos de leite da
tubulagédo.

Em seguida sao utilizados detergentes alcalinos que possuem maior poder de
limpeza, pois removem com mais facilidade gorduras e proteinas, principalmente em
temperatura mais elevada. Entretanto o meio alcalino provoca a precipitagao de sais.
As aguas utilizadas para o processo de limpeza possuem meédia a alta dureza
(presenca de sais, principalmente carbonatos) e o leite € uma grande fonte de célcio. O
pH alcalino do detergente provoca a precipitagdo destes sais e consequente depdsito
no interior da ordenhadeira.

No segundo enxague ocorre a retirada de residuos de detergente alcalino,
proteinas e gorduras. Este enxague deve remover todo o residuo de detergente, pois o

pH alcalino causa desgaste nas borrachas das conexdes e teteiras das ordenhadeiras.
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O detergente acido possui uma capacidade de remogao de proteinas e gorduras
inferior ao detergente alcalino, mas seu uso € necessario para solubilizar os sais
precipitados pela agao do detergente alcalino.

O terceiro enxague é utilizado para a remogéao de residuos, do detergente acido e

sais solubilizados.

Embora este sistema seja amplamente utilizado, seria mais adequado, em termos
de economia de recursos, a utilizagdo de apenas um produto, que realize uma limpeza
eficiente, a exemplo do detergente alcalino utilizado no atual sistema, mas sem a

precipitacdo de sais causada pelo elevado pH.

Detergentes enzimaticos tem sido propostos para utilizagdo na higienizagdo na
industria de laticinios. A patente WO 97/07190 diz respeito a um detergente enzimatico
para utilizacdo em linhas de leite que utiliza apenas protease, o pH do produto é
alcalino e sua formulagao € em pd. A adicdo da enzima neste produto visa aumentar a
eficiéncia do detergente alcalino no final da linha, onde ocorre uma diminuicdo da
temperatura. As enzimas resistem a temperatura do inicio da linha, que chega a 75°C,
mas desempenham seu papel quando esta cai para em torno de 35° C, no final da
linha. Diferentemente, o produto dos requerentes, que € constituido por uma lipase
além da protease, apresenta pH na faixa acida e possui formulacédo liquida, visa
aumentar a eficiéncia do detergente acido, impedindo a precipitagdo de sais pela
utilizagao de produto com baixo pH.

Outro produto em po6 é relatado na patente US 4,212,761, mas o controle da
precipitacdo de sais, que se faz necessario, uma vez que o pH do produto é alcalino,
se da pela adicdo de polifosfatos, enquanto que no produto BioPlus ORDELAV este
controle é realizado através do préprio pH acido, sem adicdo de nenhum outro
componente.

Produtos com formulagdes liquidas também sao relatados. A patente US
4,243,543 refere-se a um sistema de limpeza cujo produto é fracionado, e suas duas
porcoes devem ser misturadas na hora do uso, dificultando a utilizagcdo deste sistema,

principalmente em propriedades rurais.
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Este sistema de dois produtos também €& apresentado na patente US 5,064,561,
cujo método de higienizacdo é muito semelhante com o tradicional, utilizando um
detergente alcalino com um controlador de dureza seguindo de um detergente
enzimatico.

Em relacado as patentes apresentadas, o produto BioPlus ORDELAYV, entre outros
fatores, difere pela utilizagcdo de um pH acido. A patente US 6,472,199 também possui
esta caracteristica, no entanto, as enzimas sdo empregadas em um pré-tratamento, s6

entdo utiliza-se um detergente acido.

Os requerentes, através desta invengao, sugerem a utilizacdo de um detergente
enzimatico acido para solucionar o problema da precipitacdo de sais evitando a
utilizacdo de agentes controladores de dureza, ou a utilizagdo de um outro produto
apos a lavagem com detergente alcalino, e que possua a mesma eficacia na remogao

de residuos que os produtos tradicionais.

A inovacdo na utilizagdo do detergente enzimatico BioPlus ORDELAV para
ordenhadeiras consiste em eliminar a etapa de lavagem com detergente alcalino. O
detergente enzimatico possui um pH acido, que evita a precipitagcao de sais do leite e
da agua.

Apresenta um poder de limpeza semelhante ao detergente acido, mas a remogéao
da proteina do leite e sua gordura sdo potencializadas pelo uso de uma protease e
uma lipase acidas.

Desta forma a utilizacdo do detergente enzimatico para ordenhadeiras
proporciona economia de tempo e mao-de-obra, pois elimina dois passos no processo
de limpeza, economia de agua e energia elétrica para seu aquecimento, economia na
reposi¢cao de conexdes que apresentam menor desgaste pela nao utilizacdo de alcalis,
e ha também a preservacdo ambiental, pois o volume do efluente liquido gerado é

menor.
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Sumario da invencao

Proteases

Proteases sao uma classe de enzimas com importantes fungdes em processos
bioldgicos essenciais digestivos e regulatoérios.

As proteases tém também uma variedade de aplicagbes principalmente na
industria de detergentes e de alimentos. Com a tendéncia mundial no uso de
tecnologias ndo poluentes, as proteases comegaram a ser usadas em larga escala no
tratamento do couro, em substituicdo aos compostos toxicos e poluentes até entao
usados, principalmente sulfeto de sédio. Na industria farmacéutica, as proteases sao
usadas em pomadas cicatrizantes e tém um uso potencial para outros medicamentos.

Historicamente a classificagdo dessas enzimas foi bastante dificultada devido a
falta de especificidade por substratos definidos, ndo sendo inicialmente possivel
realiza-la de modo sistematico. As denominagdes foram primeiramente baseadas na
origem de extracao, por exemplo: papaina, extraida do Carica papaya, pancreatina,
extraido do pancreas, pepsina, extraida de estdmago de animais (do grego dépsisis:
digestdo), bromelina, extraida do Ananas comosus, da familia Bromeliacae, ficina,
extraido do Ficus glabrata, e subtilisina, produzido a partir do Bacillus subtilis. Também
foram utilizadas as denominagdes "exo" ou "endoproteases", de acordo com
localizac&o na célula produtora .

O termo peptidase é sindbnimo de peptideo hidrolase e protease, o que inclui
todas enzimas que clivam ligacbes peptidicas. Segundo a Comissao de Enzimas da
Unido Internacional de Bioquimica, elas sao classificadas como E.C. 3.4. As proteases
podem ser exopeptidases (E.C. 3.4.11-19), cuja acao é dirigida para a porgdo amino ou
carboxi terminal do peptideo ou endopeptidases (E.C. 3.4.21-24), também
denominadas proteinases, que clivam ligagcbes peptidicas internamente, resultando em
peptideos.

A partir de Hartley em 1960, foi proposto um sistema pratico de classificagdo para
as proteases. Nesta classificacdo, as carboxipeptidases e as endopeptidases sao
divididas em subclasses, tendo como base o seu mecanismo catalitico. As

carboxipeptidases foram subdivididas em serino, metalo e cisteino carboxipeptidases e
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as endopeptidases em serino endopeptidases (E.C. 3.4.21), cisteino endopeptidases
(E.C. 3.4.22), aspartico endopeptidases (E.C. 3.4.23) e metaloendopeptidases (E.C.
3.4.24). Serino peptidases possuem um residuo de serina em seu centro ativo,
enquanto as aspartico peptidases tém duas unidades de acido aspartico no centro
catalitico. As cisteino peptidases apresentam um residuo de cisteina no centro ativo e
as metaloproteases usam um ion metal no seu mecanismo catalitico.

As exopeptidases atuam somente nas extremidades das cadeias polipeptidicas
nas regides (N) ou (C)-terminal. Aquelas que atuam na regido amino terminal livre
liberam um unico residuo de aminoacido (aminopeptidases), um dipeptideo (dipeptidil-
peptidases) ou um tripeptideo (tripeptidil-peptidases). As exopeptidases que atuam na
regiao C terminal livre liberam um unico aminoacido (carboxipeptidases) ou um
dipeptideo (peptidil-dipeptidases). Algumas exopeptidases sédo especificas para
dipeptideos (dipeptidases) ou removem residuos terminais que s&o substituidos,
ciclizados ou ligados por ligagdes isopeptidicas .

As endopeptidases atuam preferencialmente nas regides internas da cadeia
polipeptidica, entre as regides N e C terminal. A presenga de grupos amino terminal ou
carboxi terminal proximos tém um efeito negativo na atividade da enzima. As enzimas
cujo mecanismo de agado nao esta completamente elucidado sao classificadas em uma
subclasse especifica (E.C. 3.4.99).

As proteases de serina, cisteina e aspartato recebem estes nomes devido aos
aminodacidos presentes no sitio catalitico, os quais atuam como nucledfilos na hidrélise
protéica . As metaloproteases também atuam de maneira semelhante, mas o ion (Zn?",
Ca®* e Mn?*) é necessario para ativar uma determinada carbonila de uma amida
presente no sitio ativo. As aspartato proteases, por possuirem grupos carboxilicos em
seus centros ativos, sdo ativas apenas em pH inferior a 5, sendo por isto também
denominadas proteases acidas.

As estruturas moleculares de proteases representativas de cada grupo ja foram
determinadas por analise de sequéncia de aminoacidos, cristalografia de raios-X e
ressonancia nuclear magnética - NMR. A caracterizagao dos sitios cataliticos de varias
proteases evidenciou uma fenda presente na superficie destas moléculas. O substrato

polipeptidico se posiciona ao longo da fenda do sitio ativo, sendo estabilizado em
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ambos os lados por subsitios que comportam as cadeias laterais dos seus residuos de
aminoacidos, ou as suas proprias ligagbes peptidicas. As similaridades estruturais
levaram a proposicdo de que grupos de proteases evoluiram a partir de uma unica
proteina, ou seja, pertencem a uma superfamilia.

As familias de serina proteases | e Il sdo encontradas em organismos superiores
e microrganismos, respectivamente. Os centros ativos das duas familias apresentam
0S mesmos aminoacidos, que s&o asparagina, serina e histidina. A diferenga encontra-
se nas sequéncias de aminoacidos e arranjo terciario nas regides ao redor do centro
catalitico. As proteases desta subclasse possuem uma serina como nucledfilo em seu
centro ativo, mas precisam utilizar um segundo aminoacido (anel imidazol da histidina)
para ativar a hidroxila de seu residuo de serina. Isto ocorre devido a menor acidez e
nucleofilia do atomo de oxigénio em relacdo ao de enxofre, pois na subclasse das
cisteino endopeptidases, ndo é necessario auxilio na ativacéao.

As enzimas secretadas (exoenzimas) apresentam maior interesse biotecnolégico,
pois a sua extracdo e purificacdo sdo menos complexas e onerosas. E comum a sua
utilizagcdo sob a forma de extratos, ou mesmo a adigdo do microrganismo produtor da
protease diretamente no produto a ser transformado. Sdo encontradas nos virus e em
varios microrganismos, como bactérias, protozoarios, leveduras e fungos. A
impossibilidade das proteases de plantas e animais atenderem a demanda mundial de
enzimas tem levado a um interesse cada vez maior pelas proteases de origem
microbiana.

Os microrganismos representam uma excelente fonte de proteases devido a sua
grande diversidade bioquimica e facilidade de manipulagao genética. As proteinas sao
hidrolisadas por microrganismos, que utilizam os produtos de degradagdo como
nutrientes para sua multiplicacdo celular. A degradagao é iniciada por endopeptidases
secretadas pelos microrganismos, seguida de hidrélise posterior por exopeptidases em
um sitio extra- ou intracelular. Numerosas proteinases sao produzidas por
microrganismos distintos, dependendo da espécie, ou mesmo por diferentes cepas de
uma mesma espeécie. Proteinases diferentes também podem ser produzidas pela
mesma cepa, em resposta a variagcdo nas condicdes de cultura. A maioria das serina

proteinases comerciais, principalmente as alcalinas e neutras, sdo produzidas por

120



organismos que pertencem ao género Bacillus. As subtilisinas sado as representantes
deste grupo. Enzimas similares também s&o produzidas por outras bactérias, como por
exemplo, bactérias do género Clostridium, Haemophilus, Aeromonas, Lactobacillus e
Serratia. Os fungos também produzem serina proteinases; principalmente por varias
linhagens de Aspergillus oryzae. As cisteino endopeptidases ndo sao encontradas tao
amplamente como as serino- e as aspartico endopeptidases. As proteases microbianas

representam cerca de 40% da venda total mundial de enzimas.

Lipases

Lipases sao serina hidrolases e contém a sequéncia G-X;-S-X>-G como meio
catalitico, onde G=glicina, S=serina, X1=histidina e X2=acido aspartico ou glutamico.
Elas normalmente ndo catalisam reacdes paralelas (SAID, 2004), sdo estaveis em
altas temperaturas, na presenga de solventes organicos e néo requerem co-fatores.

Lipases catalisam a hidrdlise de acilgliceréis em acidos graxos, di-acilglicordis,
mono-acilglicerdis e glicerol, e sao ativas apenas quando adsorvidas na interface 6leo-
agua. Segundo Godfrey & West, na interface, o substrato é hidrolisado 1000 vezes
mais rapido que em solugdo, sendo que a atividade da enzima é maior quando o
substrato é o triacilgliceridio, e menor quando é monoacilgliceridio. A principal
diferenca entre lipases e esterases € que as esterases se associam com maior
atividade com substratos em solucdo e lipases exibem uma maior atividade com
substratos em emulsdo.

Como produtos da reacao, acidos carboxilicos e alcoois com um numero menor
de ésteres sao liberados. Lipideos e mesmo moléculas sintéticas, como ésteres,
podem sofrer varios tipos de transformacgdes catalisadas por lipases.

Lipases de microrganismos sdo divididas em dois grupos: nao especificas, que
liberam &acidos graxos em posi¢cdes aleatérias, e as que hidrolisam a molécula,
preferencialmente, nas posicoes 1 e 3.

Uma particularidade deste tipo de enzima é que podem também realizar a reagao
reversa da sintese de triacilglicerdis a partir de acidos graxos livres e glicerol. Esta

propriedade é extensivamente utilizada nas reacdes de trans e interesterificagdo em
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solventes orgéanicos para produzir acilglicerdis. Abbas diz que estas reagbes ocorrem

em meio nao aquoso.

Fontes de lipases

Lipases sado produzidas por muitos microrganismos e eucariotes superiores,
incluindo mamiferos, plantas, fungos e bactérias.

A maioria das lipases comerciais € de origem microbiana, sendo que os fungos
sdo reconhecidos como os melhores produtores de lipase para aplicagdes industriais.

Microrganismos produtores de lipase tém sido isolados de diversos ambientes
como, por exemplo, eflluentes industriais, fabricas de processamento de Ooleos
vegetais,solos contaminados com dleo, laticinios, sistemas de compostagem e fontes

térmicas.

FORMULACAO DE DETERGENTES

Os modernos detergentes (de + tergere = de o latim esfregar fora, limpar fora) séo
produtos sofisticados que contém um grande numero de ingredientes com uma
variedade de fung¢des individuais ao longo do processo de limpeza e frequentemente
também com uma inter-relacdo complexa entre os mesmos. Diferentes condicbes
devem ser levadas em consideragdao para uma boa formulagdo de um detergente,
como atuagdo em diferentes areas geograficas, onde a temperatura influi em muito a
vida de prateleira do produto, a dureza da agua, isto €, a concentragdo de sais de
calcio, tipos de material a ser limpos e equipamentos usados para a limpeza.

Um detergente ideal deve apresentar varias caracteristicas, tais como: poder de
emulsificagdo, molhagem da superficie, poder de penetragdo, suspensao de materiais
sdlidos, alta capacidade de enxaguar o préprio detergente, capacidade de
abrandamento, alta solubilidade em agua, ndo ser corrosivo aos equipamentos, possuir
seguranga ao manipulador do produto e ndo ser um grande poluidor do ambiente.

Os primeiros detergentes estavam baseados em uma combinacdo de um
componente alcalino, sais de sodio e potassio e gorduras vegetais e animais, pela

reacao de saponificagdo. Este sabao realiza a emulsificagdo das gorduras e quebra da
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tensao superficial da agua, dando capacidade de molhagem e penetragdo do produto
de limpeza.

Componentes a base de fosfatos, como ortofosfatos e polifosfatos, também s&o
usados com a fungédo de aumentar a solubilidade, diminuir a dureza da agua e evitar a
redeposicao de material na superficie. Entretanto, os alcalis e os fosfatos sdo produtos
altamente agressivos ao ambiente e aos materiais, além de trazerem riscos aos
operadores em fungdo das concentragdes utilizadas. Com o objetivo principal de
reducdo do uso destes produtos, passou-se a adicionar enzimas nas formulagdes de
detergentes. Contudo, nédo existe uma unica substancia quimica com capacidade de
apresentar todas estas funcdes. Por este motivo, os detergentes sdo uma formulagao
de varios produtos. Varias substancias sao utilizadas para a formulacdo de um
detergente. A principal delas sdo os surfactantes, que podem ter um carater iénico ou
nao idnico. Para diminuir a dureza da agua também sao utilizados agentes
complexantes, como EDTA, acido nitrilotriacético e gluconato de sddio.

Diversos outros produtos também sao adicionados aos detergentes para
proporcionar caracteristicas especificas de acordo com o uso, tais como, dispersantes,
amaciantes, umectantes, antiumectantes, branqueadores O&pticos, alvejantes e
antiespumantes.

Surfactantes

A agua tende a adotar uma forma que minimize sua area de superficie, numa
tentativa de manter as moléculas com uma maior coeséo possivel. Suas gotas tendem
a assumir a forma esférica, pois a esfera é a forma geométrica com a menor razao
superficie/volume. Para perturbar a superficie desta gota € necessario a realizagao de
algum trabalho. Este fendmeno confere ao liquido uma "casca" de moléculas na
superficie, produto de um desbalanceamento das forgas intermoleculares no liquido. A
tensao superficial da agua é diminuida pela adigao de surfactantes.

As moléculas de surfactantes possuem duas regides distintas: uma delas apolar e
outra polar ou idnica. Os surfactantes podem ser neutros ou idnicos. Os ibnicos podem
ser catidnicos ou anibnicos ou, ainda, anfoteros, quando ambas cargas estdo

presentes no surfactante.
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Apds uma certa concentragao, as moléculas de surfactantes em solugcdo formam
agregados denominados micelas, onde as regides hidrofébicas formam um nucleo
apolar, e sdo mantidas afastadas das moléculas de agua, que interagem somente com
a camada externa da micela, formada pelos grupos hidrofilicos do surfactante.

Processo de micelizagao

Uma das caracteristicas comum a todos os surfactantes é a capacidade de formar
agregados em solugdo aquosa a partir de uma determinada concentragédo. A micela se
forma quando a concentracdo de moléculas de surfactante alcanca a chamada
concentragao critica micelar (cmc) que € uma propriedade intrinseca e caracteristica
do surfactante. A razdo que leva os monémeros de surfactante a se associarem sobre
a forma de micelas € a diminuigdo da area de contato entre as cadeias hidrocarbénicas
do surfactante e a agua. A formacédo do agregado, porém, leva o surfactante a uma
situagdo onde os grupos hidrofilicos estdo muito préximos, gerando uma repulsdo
eletrostatica que se opde ao processo de micelizacdo. Os contra-ions desempenham
um papel fundamental: quando em concentragao suficiente (proveniente da prépria
ionizagdo do surfactante ou, ainda, como aditivos a solu¢do), blindam a carga do
agregado, diminuindo o potencial elétrico e a repulsdo entre as cabegas dos
mondmeros.

Dentre os modelos mais aceitos de formagao de micela estda o modelo de Stigter,
onde os mondmeros se organizariam em forma esférica, onde todas as porcgdes
hidrofébicas do surfactante estariam voltadas para o centro, formando o nucleo, e os
grupamentos hidrofilicos na superficie da esfera, formando a interface com a agua. O
diametro do nucleo da micela varia com o tamanho da cauda do surfactante. Em volta
deste nucleo existe uma camada intermediaria, denominada camada de Stern. A
camada de Stern compreende a parte compacta da dupla camada elétrica que
circunda a superficie externa da esfera micelar. Esta é formada pelas cabecas iGnicas
do surfactante e seus respectivos contra-ions nao dissociados, onde existe uma
quantidade apreciavel de agua.

Outra camada, mais difusa, a qual contém os ions remanescentes, € denominada

de camada de Gouy-Chapman, onde a micela exerce uma atragao eletrostatica sobre
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os contra-ions em solugéo, criando um gradiente de concentragao de contra-ions a sua
volta.

Os surfactantes ibnicos possuem dois tipos de comportamento em solugéo
aquosa. Abaixo da cmc os mondmeros comportam-se como eletrélito forte. Apds a
micelizacdo, cada mondmero adicionado contribui para a formagdo de micelas. A
micela ndo é completamente ionizada, e apenas uma fragdo de ions fica livre na
solucgao.

AS ENZIMAS NA FORMULACAO DE DETERGENTES

O ramo industrial de produgcdo de detergentes representa cerca de 60% do
consumo mundial de enzimas. Os detergentes atualmente apresentam um espectro de
acao e de utilizacdo bastante amplo, havendo, consequentemente, a necessidade de
especializagdo das formulagdes. A principal vantagem da formulacdo de detergentes
contendo enzimas € a substituicado de produtos causticos, acidos e solventes.

Réhm (1913) desenvolveu o primeiro método de lavagem de tecidos com
detergentes que continham enzimas, fabricando a primeira formulagdo destes
detergentes. A empresa de Rohm patenteou o produto em 1913 e a preparagao foi
comercializada até os anos sessenta. A formulagdo do produto baseava-se na enzima
pancreatica, tripsina. O produto nao obteve grande sucesso, pois a tripsina nao era
suficientemente ativa em formulagdes fortemente alcalinas, obtidos apds a diluicao do
detergente.

Em 1959, ocorreu um desenvolvimento marcante na industria de detergentes. O
quimico suigo Jaag, que trabalhou para a companhia de detergentes Gebrider
Schnyder em Biel, Suica, desenvolveu um produto novo denominado Bio 40 que
continha uma protease bacteriana em substituicdo a tripsina. Embora a protease
bacteriana fosse mais adequada ao propdsito, este ainda nao era o produto ideal. Em
1962, a empresa Novo Nordisk® langou no mercado um produto denominado
Alcalase®. A acao desta protease alcalina nao era afetada por outros componentes do
detergente em po e era eficaz nas temperaturas desejadas.

O primeiro grande sucesso de mercado de um detergente formulado com
enzimas foi o Biotex que continha Alcalase® e foi produzido pela KORTMAN &

SCHULTE (atualmente Kortman Intradal) em colaboragdo com Gebrider Schnyder. O
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sucesso deste produto marcou uma real inovagao na utilizacdo de enzimas em
detergentes.

O uso de enzimas para propositos industriais progrediu rapidamente apds 1965,
devido, principalmente, ao uso crescente de enzimas em detergentes. Entretanto,
houve um retrocesso temporario no inicio da década de setenta quando se averiguou
que as enzimas, assim como todas as outras proteinas, poderiam causar reagoes
alérgicas.

Por iniciativa do “Food and Drug Administration” (FDA), a "National Academy of
Science" (NAS) efetuou uma investigagdo completa deste assunto. A NAS, em seu
relatério de 1971, concluiu que aquelas enzimas utilizadas nos detergentes ndo s6 sao
inofensivas aos consumidores, como também provém vantagens tecnologicas
definidas. A industria de detergentes ainda € a maior consumidora de enzimas
industriais e constantemente estdo sendo desenvolvidos produtos novos de enzimas
para uso em detergentes. A principal inovagao neste campo foi a introducéo, em 1988,
de uma formulagado com lipase.

A preocupagao crescente com o ambiente fez com que os fabricantes de
detergente reavaliassem as formulagdes existentes. Um exemplo esta na fabricagao de
detergentes de maquinas de lavar lougas automaticas no mercado europeu. A
substituicdo de muitos dos ingredientes que agrediam o meio ambiente por enzimas
tornou possivel a manutengdo do mesmo desempenho. Estas enzimas tém a grande
vantagem de serem 100% biodegradaveis. Uma nova geragdo destes produtos sem
fosfato e cloro alvejante, contendo apenas enzimas com formulacdo mais segura e
menos caustica, foi introduzida na Europa. Espera-se, futuramente, que combinacdes
biolégicas enzimaticas substituam, cada vez mais, os ingredientes menos aceitaveis do
ponto de vista ambiental nas formulagdes de detergentes.

Os processos enzimaticos proporcionam economia de energia € nao necessitam
investimento em equipamento especial resistente a calor, pressdo ou corrosao. Devido
a sua eficiéncia, acdo especifica, condigdes moderadas nas quais atuam e a alta
biodegradabilidade, as enzimas sdo ferramentas importantes para uma extensiva

aplicacao industrial.
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O uso de enzimas, em particular as amilases, em processos industriais, satisfaz
as exigéncias das normas de ISO 9000 e ISO 14000 de baixo impacto ambiental, além
da reducdo de gastos energéticos associados ao aumento da qualidade do produto. O
Brasil vem gastando muito na importagdo de enzimas, principalmente as amiloliticas.

As projecbes indicam que combinagbes biolégicas enzimaticas venham a
substituir, cada vez mais, os ingredientes menos aceitaveis do ponto de vista ambiental
nas formulagdes de detergentes. A interacdo de empresas com grupos e centros de
pesquisa ira, certamente, acelerar este processo. Atualmente, a industria enfrenta um
enorme desafio: tem a obrigacdo de proteger o ambiente, enquanto produz bens,
Servigcos e empregos necessarios para a sociedade. Como a conservagao de recursos
naturais e a protegdo ao meio ambiente adquirem cada vez maior importancia, a
aplicacdo de novas enzimas para uma gama extensiva de industrias surge como uma

solugédo econdmica e ecologicamente viavel.
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Reivindicacdes

DETERGENTE ENZIMATICO ACIDO PARA LIMPEZA DE ORDENHADEIRAS

1. Detergente enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras.

2. Detergente enzimatico, conforme reivindicagao 1, caracterizado pela presenga
de duas enzimas, protease e lipase.

3. Detergente enzimatico, conforme reivindicagdo 1, caracterizado pelo pH de
utilizagao na faixa de 5,0 a 7,0.

4. Detergente enzimatico, conforme reivindicagdo 1, caracterizado pela
temperatura de utilizacido na faixa de 35 a 50° C.

5. Detergente enzimatico, conforme reivindicagéo 1, caracterizado pela utilizagéo
de surfactantes ibnicos e ndo ibnicos como tensoativo.

6. Composicao de limpeza contendo lipase e protease acidas.

7. Composigao de limpeza, conforme reivindicagdo 5, caracterizadas pela
utilizacao de outras enzimas como amilases, celulases, proteases e lipases.

8. Composicao de limpeza, conforme reivindicagdo 5, caracterizada pela
utilizagcao na higienizacao de resfriadores, linhas de leite e equipamentos em geral da
industria, e de uso domestico.

9. Método de limpeza compreendendo o seguinte procedimento:

I) Preparo da solugao detergente colocando o produto em agua;

II) Aquecimento da solugao detergente entre 35 e 50° C;

[Il) Imers&o de objetos no tanque.

10. Método de limpeza compreendendo o seguinte procedimento:

I) Pré-lavagem da tubulagdo com agua;

II) Preparo da solugao detergente colocando o produto em agua;

[l) Introdugéo da solugéo detergente no sistema.

11. Método de limpeza, conforme reivindicagdo 10, cuja solugdo detergente é

bombeada para o sistema de ordenha.
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Resumo

DETERGENTE ENZIMATICO ACIDO PARA LIMPEZA DE ORDENHADEIRAS

Detergente enzimatico acido para limpeza de ordenhadeiras, contendo duas
enzimas, protease e lipase em formulagao liquida. A precipitacdo de sais da agua de
limpeza e consequente acumulo na ordenhadeira é evitada pelo pH do detergente, na
faixa de 5,0 a 7,0.
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ANEXO 2

Detalhamento dos custos com matéria-prima, energia elétrica e agua para produgao das

enzimas
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Custo de produgao de protease em 30 m°.

Etapa 1 Manutencao do microrganismo

Material de
consumo

Meio de Cultura
Meio de Cultura
Meio de Cultura
Plasticos
Vidraria

Agua
Lavagem

Refrig.
destilador

Destilada
Dest. p/
autoclave

Energia
Elétrica

Equipamento
Refr. com
freezer

Autoclave
Destilador

Incub. orbital
Capela Fluxo
Laminar

Centrifuga
Microondas
Microscopio

Teste de éster..

Material de
consumo

Reagente
Reagente
Reagente
Reagente
Reagente

Meio de cultura
Meio de cultura
Meio de cultura
Plastico
Vidraria

Agua
Lavagem
Refr. destilador

Destilada
Dest. p/
autoclave

Energia
Elétrica

Materia Prima

Peptona 2
Glicose 1
Glicerol 20
Tubos de criog.
Erlemeyer
Poténcia (W) min.de uso
50kWh/més
4.000 60,00
4.000 1,92
800 2.880,00
500 60,00
250 30,00
1.000 10,00
15 10,00

Materia Prima

Concent. (%)

Concent. (%)

Solugéo Violeta de Genciana

Lugol

Acetona

Alcool

Solucéo de Safranina
Peptona

Extrato de carne
Agar

Placa de Petri

Lamina de vidro

0,5
0,3

Vol ml

50
50
10

250

N° h

1,00
0,03

48,00

1,00
0,50
0,17
0,17

Vol

50

50
50

Quant.
0,0010
0,0005
0,0020
50,0000
0,0500

5,0000

0,8000
0,0600

0,1000

kWh

150,0000
4,0000
0,1280

38,4000

0,5000
0,1250
0,1667
0,0025

Quant.
0,0050
0,0050
0,0003
0,0003
0,0050
0,0003
0,0002
0,0010
2,0000
1,0000

5,0000
0,7500
0,0500

0,1000

Unidade
kg
kg
kg
peca
peca

Unidade

peca
peca

Preco mat. Prima
R$ 180,00
R$ 14,00
R$ 24,00
R$ 0,50
R$ 7,00
Total

R$ 0,0029

R$ 0,0029
R$ 0,0029

R$ 0,0029
Total

Preco kWh

R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806

R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806
Total

Preco mat. Prima
R$ 16,00
R$ 24,00
R$ 13,50
R$ 2,00
R$ 22,00

R$ 160,00
R$ 612,00
R$ 254,00
R$ 0,40
R$ 0,05
Total

R$ 0,0029
R$ 0,0029
R$ 0,0029

R$ 0,0029
Total

Custo
R$ 0,18000
R$ 0,00700
R$ 0,04800
R$ 25,00000
R$ 0,35000
R$ 25,58500

R$ 0,01430

R$ 0,00229
R$ 0,00017

R$ 0,00029
R$ 0,01705

Custo

R$ 42,08550
R$ 1,12228
R$ 0,03591
R$ 10,77389

R$ 0,14029
R$ 0,03507
R$ 0,04676
R$ 0,00070
R$ 54,24040

Custo
R$ 0,08000
R$ 0,12000
R$ 0,00338
R$ 0,00050
R$ 0,11000
R$ 0,04000
R$ 0,09180
R$ 0,25400
R$ 0,80000
R$ 0,05000
R$ 1,54968

R$ 0,01430
R$ 0,00215
R$ 0,00014

R$ 0,00029
R$ 0,01687
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Equipamento
Estufa
Autoclave
Destilador
Capela Fluxo
Microondas
Microscopio

Poténcia (W)
150
4.000
4.000
500
1.000
15

min.de

uso N° h
60,00 1,00
60,00 1,00

1,80 0,03
30,00 0,50
5,00 0,08
5,00 0,08

kWh
0,1500
4,0000
0,1200
0,2500
0,0833
0,0013

Preco kWh
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806
Total

Total para 50 ependorff
TOTAL P/ 1 ependorff

Custo
R$ 0,04209
R$ 1,12228
R$ 0,03367
R$ 0,07014
R$ 0,02338
R$ 0,00035
R$ 1,29191
R$ 82,70090

R$ 1,6540

Etapa 2 Ativacdo de células

Mat. de consumo
Meio de Cultura
Meio de Cultura
Vidraria

Agua
Lavagem
Refri. destilador
Destilada
Dest. p/ autoclave

Energia Elétrica
Equipamento
Destilador

Incub. orbital
Autoclave

Capela Fluxo Laminar

Teste de estérilid.

Mat. de consumo
Reagente
Reagente
Reagente
Reagente
Reagente

Vidraria

Agua
Lavagem

Energia Elétrica

Equipamento

Capela Fluxo Laminar

Microscopio

Materia Prima
Extrato de carne
Peptona
Tubo de ensaio

Poténcia (W)
4.000
800
4.000
500

Materia Prima

Concent. (%)
0,3
0,5

min.de uso
1,44

1.440,00
60,00
30,00

Concent. (%)

Solugao Violeta de Genciana

Lugol
Acetona
Alcool

Solugéo de Safranina

Lamina de vidro

Poténcia (W)
500
15

min.de uso
30,00
5,00

Volume ml

20
20
50

N°h
0,02

24,00

1,00
0,50

Volume

N°h
0,50
0,08

Quantidade

0,0001
0,0001
0,1000

2,0000
0,6000
0,0200
0,1000

kWh
0,0960
19,2000
4,0000
0,2500

Quantidade

0,0050
0,0050
0,0003
0,0003
0,0050
1,0000

1,0000

kWh
0,2500
0,0013

Unidade

kg
kg
peca

| N N

Unidade

L
L

Preco mat.
Prima

R$ 612,00
R$ 160,00
R$ 0,30
Total

R$ 0,0029
R$ 0,0029
R$ 0,0029
R$ 0,0029
Total

Preco kWh
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806
Total

Preco mat.
Prima

R$ 16,00
R$ 24,00
R$ 13,50
R$ 2,00
R$ 22,00
R$ 0,05
Total

R$ 0,0025

Preco kWh

R$ 0,2806

R$ 0,2806
Total

Total para 2 tubos 20 ml

Custo
R$ 0,03672
R$ 0,01600
R$ 0,03000
R$ 0,08272

R$ 0,00572
R$ 0,00172
R$ 0,00006
R$ 0,00029
R$ 0,00778

Custo
R$ 0,02693
R$ 5,38694
R$ 1,12228
R$ 0,07014

R$ 6,60630

Custo
R$ 0,08000
R$ 0,12000
R$ 0,00338
R$ 0,00050
R$ 0,11000
R$ 0,05000
R$ 0,36388

R$ 0,00250
R$ 0,00250

Custo
R$ 0,07014
R$ 0,00035
R$ 0,07049

R$ 7,1337
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Etapa 3 In6culo da Pré-producéo

Preco mat.
Mat. de consumo Materia Prima Concent. (%)  Vol. ml Quant. Unidade Prima Custo
Meio de Cultura proteina de soja 2 200 0,0040 kg R$ 4,16 R$ 0,01664
Vidraria Erlenmayer 1 1000 0,0500 peca R$ 12,00 R$ 0,60000
Total R$ 0,61664
Agua
Lavagem 5,0000 L R$ 0,0029 R$ 0,01430
Refrig. destilador 1,5000 L R$ 0,0029 R$ 0,00429
Destilada 0,2000 L R$ 0,0029 R$ 0,00057
Desti. p/ autoclave 0,1000 L R$ 0,0029 R$ 0,00029
Total R$ 0,01945
Energia Elétrica
Equipamento Poténcia (W) min.de uso N° h kWh Preco kWh Custo
Destilador 4.000 3,60 0,06 0,2400 R$ 0,2806 R$ 0,06734
Incubadora orbital 800 720,00 12,00 9,6000 R$ 0,2806 R$°2,69347
Autoclave 4.000 60,00 1,00 4,0000 R$ 0,2806 R$ 1,12228
Capela Fluxo
Laminar 500 30,00 0,50 0,2500 R$ 0,2806 R$ 0,07014
Total R$ 3,95323
Teste de esterilid.
Preco mat.
Mat. de consumo Materia Prima Concent. (%) Volume Quantidade Unidade Prima Custo
Reagente Solugéo Violeta de Genciana 0,0050 L R$ 16,00 R$ 0,08000
Reagente Lugol 0,0050 L R$ 24,00 R$ 0,12000
Reagente Acetona 0,0003 L R$ 13,50 R$ 0,00338
Reagente Alcool 0,0003 L R$ 2,00 R$ 0,00050
Reagente Solugédo de Safranina 0,0050 L R$ 22,00 R$ 0,11000
Vidraria Lamina de vidro 1,0000 peca R$ 0,05 R$ 0,05000
Total R$ 0,36388
Agua
Lavagem 1,0000 L R$ 0,0029 R$ 0,00286
Total R$ 0,00286
Energia Elétrica
Equipamento Poténcia (W) min.de uso N° h kWh Preco kWh Custo
Capela Fluxo 500 30,00 0,50 0,2500 R$ 0,2806 R$ 0,07014
Microscépio 15 5,00 0,08 0,0013 R$ 0,2806 R$ 0,00035
Total R$ 0,07049
Total para 1 Erlenmayer c/ 200ml R$ 5,0265
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Etapa 4 Pré-producédo em 10 litros

Material de
consumo

Meio de Cultura
Reagente
Reagente

Agua
Lavagem
Refrig. destilador
Destilada

Dest. p/ autoclave
Energia Elétrica
Equipamento
Destilador
Compressor
Fermentador
Autoclave

Capela Fluxo

Teste de esterilid.

Mat. de consumo
Reagente
Reagente
Reagente
Reagente
Reagente

Vidraria

Agua
Lavagem

Energia Elétrica
Equipamento
Capela Fluxo

Microscopio

Materia Prima
proteina de soja
Anti-espumante
NaOH

Poténcia (W)
4.000
5.500

200
4.000

500

Materia Prima

Conc. (%) Vol. ml  Quantidade
2 10000 0,2000
0,05 10000 0,0050
0,04 10000 0,0040
20,0000

50,5000

10,0000

0,1000

min.de uso N° h kWh
121,20 2,02 8,0800
11,25 0,19 1,0313
720,00 12,00 2,4000
60,00 1,00 4,0000
30,00 0,50 0,2500

Concent. (%) Volume Quantidade

Solugéo Violeta de Genciana 0,0050
Lugol 0,0050
Acetona 0,0003
Alcool 0,0003
Solucéo de Safranina 0,0050
Lamina de
vidro 1,0000
1,0000
Poténcia (W) min.de uso N° h kWh
500 30,00 0,50 0,2500
15 5,00 0,08 0,0013

Unidade Pre¢o mat. Prima
kg R$ 4,16
L R$ 6,20
Kg R$ 12,70
Total

R$ 0,0029

R$ 0,0029

R$ 0,0029

R$ 0,0029
Total

| N N

Preco kWh
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806

R$ 0,2806
Total

Unidade Pre¢o mat. Prima

L R$ 16,00
R$ 24,00
R$ 13,50
R$ 2,00
R$ 22,00

| i e N

0,05
Total

peca  R$

L R$ 0,0029
Total

Preco kWh
R$ 0,2806

R$ 0,2806

Total
Total para 1l
reator 10 L

R$
R$
R$
R$
R$

R$
R$

R$
R$

R$

R$
R$

R$

Custo
R$ 0,83200
R$ 0,03100
R$ 0,05080
R$ 0,91380

R$ 0,05720
R$ 0,14443
R$ 0,02860
R$ 0,00029
R$ 0,23052

Custo
R$ 2,26701
R$ 0,28934
R$ 0,67337

R$ 1,12228

R$ 0,07014
R$ 4,42213

Custo
0,08000
0,12000
0,00338
0,00050
0,11000

0,05000
0,36388

0,00286

0,00286
Custo

0,07014

0,00035
0,07049

6,0037
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Etapa 5 Pré-producdo em 100 litros

Mat. de consumo
Meio de Cultura
Reagente
Reagente

Agua
Lavagem

Energia Elétrica

Equipamento
Compressor
Fermentador

Caldeira
Capela Fluxo
Laminar

Teste de esterilid.

Mat. de consumo
Reagente
Reagente
Reagente
Reagente
Reagente

Vidraria

Agua
Lavagem

Energia Elétrica

Equipamento
Capela Fluxo
Microscépio

Materia Prima
proteina de soja
Anti-espumante
NaOH

Poténcia (W)
5.500
735
6

500

Materia Prima

Solugao Violeta de Genciana

Lugol
Acetona
Alcool

Solugéo de Safranina

Lamina de vidro

Poténcia (W)

500
15

Conc.
(%) Volume ml
2 100000
0,05 100000
0,04 100000
min.de
uso N° h
45,00 0,75
720,00 12,00
60,00 1,00
30,00 0,50
Conc.
(%) Volume
min.de
uso N° h
30,00 0,50
5,00 0,08

Quantidade
2,0000
0,0500
0,0400

1400,0000

kWh
4,1250
8,8200
6,0000

0,2500

Quantidade
0,0050
0,0050
0,0003
0,0003
0,0050
1,0000

1,0000

kwWh
0,2500
0,0013

Preco mat.
Unidade Prima
kg R$ 4,16
L R$ 6,20
Kg R$ 12,70
Total
L R$ 0,0029
Total
Preco kWh
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 1,8000
R$ 0,2806
Total
Preco mat.
Unidade Prima
L R$ 16,00
L R$ 24,00
L R$ 13,50
L R$ 2,00
L R$ 22,00
peca R$ 0,05
Total
L R$ 0,0029
Total
Preco kWh
R$ 0,2806
R$ 0,2806
Total

Total para 1 reator 100 L

R$
R$
R$
R$

R$
R$

R$
R$
R$

R$
R$

R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$

R$
R$

R$
R$
R$
R$

Custo
8,32000
0,31000
0,50800
9,13800

4,00400
4,00400

Custo
1,15735
2,47463

10,80000

0,07014
14,50212

Custo
0,08000
0,12000
0,00338
0,00050
0,11000
0,05000
0,36388

0,00286
0,00286

Custo
0,07014
0,00035
0,07049
28,0813
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Etapa 6
Material de
consumo

Meio de Cultura
Reagente
Reagente

Agua
Lavagem

Energia Elétrica e consumo

caldeira
Equipamento
Compressor
Fermentador
Caldeira
Capela Fluxo

Teste de
esterilidade
Material de
consumo

Reagente
Reagente
Reagente
Reagente
Reagente
Vidraria

Agua
Lavagem

Producdo em 1000 L
Concent.
Materia Prima (%)
proteina de soja 2
Anti-espumante 0,05
NaOH 0,04
Poténcia (W) min.de uso
5.500 360,00
1.470 720,00
6 180,00
500 30,00
Concent.
Materia Prima (%)
Solugao Violeta de Genciana
Lugol
Acetona
Alcool

Solugao de Safranina
Lamina de vidro

Energia Elétrica Poténcia (W)

Equipamento
Capela Fluxo
Microscépio

min.de uso
500 30,00
15 5,00

Volume ml

1000000
1000000
1000000

N°h
6,00
12,00
3,00
0,50

Volume

N° h
0,50
0,08

Quantidade
20,0000
0,5000
0,4000

2500,0000

kWh
33,0000
17,6400
18,0000
0,2500

Quantidade
0,0050
0,0050
0,0003
0,0003
0,0050
1,0000

1,0000

kWh
0,2500
0,0013

Preco mat.
Unidade Prima

kg R$ 4,16

L R$ 6,20

Kg R$ 12,70
Total

L R$ 0,0029
Total

Preco kWh
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 1,8000
R$ 0,2806

Total

Preco mat.
Prima

R$ 16,00
R$ 24,00
R$ 13,50
R$ 2,00

L R$ 22,00
peca R$ 0,05
Total

Unidade

| e N

L R$ 0,0029
Total

Pregco kWh
R$ 0,2806
R$ 0,2806
Total
Total para 1 reator 1000 L

R$
R$
R$
R$

R$
R$

R$
R$
R$
R$
R$

R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$

R$
R$

R$
R$
R$
R$

Custo
83,20000
3,10000
5,08000
91,38000

7,15000
98,53000

Custo
9,25881
4,94925

32,40000
0,07014
46,67821

Custo
0,08000
0,12000
0,00338
0,00050
0,11000
0,05000
0,36388

0,00286
0,00286

Custo
0,07014
0,00035
0,07049

237,0254
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Etapa 7 Produg¢do em 30000 L

Material de Concent. Preco mat.

consumo Materia Prima (%) Volume L Quantidade Unidade Prima Custo

Meio de Cultura proteina de soja 2 30000 600,0000 kg R$ 4,16 R$ 2.496,00000

Reagente Anti-espumante 0,05 30000 15,0000 L R$ 6,20 R$ 93,00000

Reagente NaOH 0,04 30000 12,0000 Kg R$ 12,70 R$ 152,40000
Total R$ 2.741,40

Agua

Lavagem 36.000 L R$ 0,0029 R$ 102,96000
Total R$ 2.844,36

Energia Elétrica e consumo

caldeira

Equipamento Poténcia (W) min.de uso N° h kWh Preco kWh Custo

Compressor 5.500 1.440,00 24,00 132,0000 R$ 0,2806 R$ 37,03524

Fermentador 11.000 1.440,00 24,00 264,0000 R$ 0,2806 R$ 74,07048

Caldeira 6 360,00 6,00 36,0000 R$ 1,8000 R$ 64,80000

Capela Fluxo 500 30,00 0,50 0,2500 R$ 0,2806 R$ 0,07014
Total R$ 175,97586

Teste de
esterilidade

Material de Concent. Preco mat.

consumo Materia Prima (%) Volume Quantidade Unidade Prima Custo

Reagente Solugao Violeta de Genciana 0,0050 L R$ 16,00 R$ 0,08000

Reagente Lugol 0,0050 L R$ 24,00 R$ 0,12000

Reagente Acetona 0,0003 L R$ 13,50 R$ 0,00338

Reagente Alcool 0,0003 L R$ 2,00 R$ 0,00050

Reagente Solugéo de Safranina 0,0050 L R$ 22,00 R$ 0,11000

Vidraria Lamina de vidro 1,0000 peca R$ 0,05 R$ 0,05000
Total R$ 0,36388

Agua

Lavagem 1,0000 L R$ 2,8600 R$ 0,00286
Total R$ 0,00286

Energia Elétrica Poténcia (W)

Equipamento min.de uso N° h kWh Pregco kWh Custo

Capela Fluxo 500 30,00 0,50 0,2500 R$ 0,2806 R$ 0,07014

Microscépio 15 5,00 0,08 0,0013 R$ 0,2806 R$ 0,00035
Total R$ 0,07049

Total para 1 reator 1000 L R$ 3.020,7731
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Etapa 8 Controle de atividade enzimatica

Material de Preco mat.
consumo Materia Prima Concent. (%) Volumeml Quantidade Unidade Prima Custo
Reagente Azocaseina 2 1,2 0,0000 kg R$ 12.500,00 R$ 0,30000
Reagente Tampéo fosfato 0,2 M pH 8,0 2,4 0,0024 L R$ 1,00 R$ 0,00240
Reagente TCA 14 96 0,0134 Kg R$ 255,00 R$ 3,42720
Plastico Cubeta 3,0000 peca R$ 0,45 R$ 1,35000
Plastico Ponteiras P200 6,0000 peca R$ 0,10 R$ 0,60000
Plastico Ponteiras P1000 3,0000 peca R$ 0,10 R$ 0,30000
Total R$ 5,97960
Agua
Lavagem 1,0000 L R$ 0,0029 R$ 0,00286
Refr. destilador 60,0000 L R$ 0,0029 R$ 0,17160
Destilada 12,0000 L R$ 0,0029 R$ 0,03432
Total R$ 0,20878
Energia Elétrica
Equipamento Poténcia (W) min.de uso N° h kWh Preco kWh Custo
Banho d'agua 200 10,00 0,17 0,0333 R$ 0,2806 R$ 0,00935
Centrifuga 250 5,00 0,08 0,0208 R$ 0,2806 R$ 0,00585
Total R$0,01520
Total para 1 reator 100 L R$ 6,2036

Etapa 9 Centrifugacédo

Energia Elétrica

Equipamento Poténcia (W) min.de uso N° h KwH Preco kWh Custo
Centrif. 30000 L 2.000,00 1.800,00 30,00 60,0000 R$0,2806 R$ 16,83420
Agua
Lavagem 500,0000 L R$0,0029 R$ 1,43000
TOTAL P/1000L R$ 18,26420

Etapa 10 Concentragcao
Energia Elétrica

Equipamento Poténcia (W) min.de uso N° h KwH Preco kWh Custo
Bomba Conc. 30000L 3.675,00 2.880 48 176,4000 R$ 0,2806 R$ 49,49255
Agua
Lavagem 3000,0000 L R$ 2,8600 R$ 8,58
TOTAL P/ 1000 L R$ 58,07255

Custo total de producdo de protease em reator de 30 m® R$ 3.388,24

Custo por litro de enzima: R$ 13,55
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Custo de produgao de lipase em 30 m°.

Etapa 1
Material de
consumo

Meio de Cultura
Meio de Cultura
Meio de Cultura
Plastico
Vidraria

Agua
Lavagem

Refr. Dest.
Destilada

Dest. autoclave

Energia Elétrica

Equipamento
Refri. com freezer
Autoclave
Destilador

Incub. orbital
Capela Fluxo
Centrifuga
Microondas
Microscépio
Teste de estéril.

Mat. De cons.
Reagente
Reagente
Reagente
Reagente
Reagente

Meio de cultura
Meio de cultura
Meio de cultura
Plastico
Vidraria

Agua
Lavagem

Refr. destilador
Destilada

Dest. autoclave

Energia Elétrica
Equip.

Estufa
Autoclave
Destilador
Capela Fluxo

Manutenc&o do microrganismo

Materia Concent.

Prima (%)
Peptona 1
Glicose 2
Glicerol 20

Tubos para criogenia

Erlemeyer
Poténcia
(W) min.de uso
50kWh/més
4.000 60,00
4.000 1,92
800 2.880,00
500 60,00
250 30,00
1.000 10,00
15 10,00
Materia Concent.
Prima (%)
Solugao Violeta de Genciana
Lugol
Acetona
Alcool

Solugao de Safranina

Peptona 0,5
Extrato de carne 0,3
Agar 2
Placa de Petri
Lamina de vidro
min.de
Poténcia (W) uso
150 60,00
4.000 60,00
4.000 1,80
500 30,00

Volume ml
50
50
10

250

N° h

1,00
0,03
48,00
1,00
0,50
0,17
0,17

Volume

50
50
50

N° h

1,00
1,00
0,03
0,50

Quantidade
0,0005
0,0010
0,0020

50,0000
0,0500

5,0000
0,8000
0,0600
0,1000

kWh
150,0000
4,0000
0,1280
38,4000
0,5000
0,1250
0,1667
0,0025

Quantidade
0,0050
0,0050
0,0003
0,0003
0,0050
0,0003
0,0002
0,0010
2,0000
1,0000

5,0000
0,7500
0,0500
0,1000

kWh

0,1500
4,0000
0,1200
0,2500

Unidade
kg
kg
kg
peca
peca

| Y N

Unidade
L

| i N N

peca
peca

| i e e

Preco mat.
Prima

R$ 8,00
R$ 14,00
R$ 24,00
R$ 0,50

R$ 7,00

Total
R$ 0,0029
R$ 0,0029
R$ 0,0029
R$ 0,0029
Total

Preco kWh
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806

Total
Preco mat.
Prima

R$ 16,00
R$ 24,00
R$ 13,50
R$ 2,00
R$ 22,00
R$ 160,00
R$ 612,00
R$ 254,00
R$ 0,40
R$ 0,05
Total
R$ 0,0029
R$ 0,0029
R$ 0,0029
R$ 0,0029
Total

Pregco kWh

R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 0,2806

R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$

R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$

R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$

R$
R$
R$
R$

Custo
0,00400
0,01400
0,04800

25,00000
0,35000
25,41600
0,01430
0,00229
0,00017
0,00029
0,01705

Custo
42,08550
1,12228
0,03591
10,77389
0,14029
0,03507
0,04676
0,00070
54,24040

Custo
0,08000
0,12000
0,00338
0,00050
0,11000
0,04000
0,09180
0,25400
0,80000
0,05000
1,54968
0,01430
0,00215
0,00014
0,00029
0,01687

Custo

0,04209
1,12228
0,03367
0,07014
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Microondas 1.000 5,00 0,08 0,0833 R$ 0,2806 R$ 0,02338

Microscépio 15 5,00 0,08 0,0013 R$ 0,2806 R$ 0,00035
Total para 50 tubos de criogenia R$ 82,53190
TOTAL P/ 1 tubo de criogenia R$ 1,6506
Material de Concent.  Volume
consumo Materia Prima (%) ml Quantidade Unidade Preco mat. Prima Custo
Meio de Cultura  Glicose 2 100 0,0020 kg R$ 14,00 R$ 0,02800
Meio de Cultura Peptona 1 100 0,0010 kg R$ 8,00 R$ 0,00800
Meio de Cultura  Agar 1,5 100 0,0015 kg R$ 390,00 R$ 0,58500
Plastico Falcon 50 mL 1,0000 peca R$ 0,80 R$ 0,80000
Plastico Placa de Petri plastica 5,0000 peca R$ 0,40 R$ 2,00000
Total R$ 3,42100
Agua
Lavagem 2,0000 L R$ 2,8600 R$ 0,00572
Refr. destilador 0,6000 L R$ 2,8600 R$ 0,00172
Destilada 0,0200 L R$ 2,8600 R$ 0,00006
Dest. autoclave 0,1000 L R$ 2,8600 R$ 0,00029
Total R$ 0,00778
Energia Elétrica
min.de
Equipamento Poténcia (W) uso N° h kWh Preco kWh Custo
Destilador 4.000 1,44 0,02 0,0960 R$ 0,2806 R$ 0,02693
Estufa Bact. 150 8.640,00 144,00 21,6000 R$ 0,2806 R$ 6,06031
Autoclave 4.000 60,00 1,00 4,0000 R$ 0,2806 R$ 1,12228
Capela Fluxo 500 30,00 0,50 0,2500 R$ 0,2806 R$ 0,07014
Total R$ 7,27967
Teste de
esterilidade
Material de Concent.
consumo Materia Prima (%) Volume  Quantidade Unidade Preco mat. Prima Custo
Reagente Solugao Violeta de Genciana 0,0050 L R$ 16,00 R$ 0,08000
Reagente Lugol 0,0050 L R$ 24,00 R$ 0,12000
Reagente Acetona 0,0003 L R$ 13,50 R$ 0,00338
Reagente Alcool 0,0003 L R$ 7,20 R$ 0,00180
Reagente Solugéo de Safranina 0,0050 L R$ 22,00 R$ 0,11000
Vidraria Lamina de vidro 1,0000 peca R$ 0,05 R$ 0,05000
Total R$ 0,36518
Agua
Lavagem 1,0000 L R$ 0,0025 R$ 0,00250
R$ 0,00250
Energia Elétrica
min.de
Equipamento Poténcia (W) uso N° h kWh Preco kWh Custo
Capela Fluxo 500 30,00 0,50 0,2500 R$ 0,2806 R$ 0,07014
Microscdpio 15 5,00 0,08 0,0013 R$ 0,2806 R$ 0,00035

Total R$ 0,07049
Total para 2 tubos 20 ml R$ 11,1466
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Etapa 3 Pré-producdo em 10 litros

Material de Concent.  Volume

consumo Materia Prima (%) ml Quantidade Unidade Preco mat. Prima Custo

Meio de Cultura Glicose 2 10000 0,2000 kg R$ 14,00 R$ 2,80000

Meio de Cultura  Peptona 1 10000 0,1000 kg R$ 8,00 R$ 0,80000

Reagente Anti-espumante 0,05 10000 0,0050 L R$ 6,20 R$ 0,03100
Total R$ 3,63100

Agua

Lavagem 20,0000 L R$ 0,0029 R$ 0,05720

Refr. destilador 50,5000 L R$ 0,0029 R$ 0,14443

Destilada 10,0000 L R$ 0,0029 R$ 0,02860

Dest. autoclave 0,1000 L R$ 0,0029 R$ 0,00029
Total R$ 0,23052

Energia Elétrica

min.de

Equipamento Poténcia (W) uso N° h kWh Preco kWh Custo

Destilador 4.000 121,20 2,02 8,0800 R$ 0,2806 R$ 2,26701

Compressor 5.500 22,50 0,38 2,0625 R$ 0,2806 R$ 0,57868

Fermentador 200 1.440,00 24,00 4,8000 R$ 0,2806 R$ 1,34674

Autoclave 4.000 60,00 1,00 4,0000 R$ 0,2806 R$ 1,12228

Capela Fluxo 500 30,00 0,50 0,2500 R$ 0,2806 R$ 0,07014
Total R$ 5,38484

Teste de
esterilidade

Material de Concent.

consumo Materia Prima (%) Volume Quantidade Unidade Preco mat. Prima Custo

Reagente Solugéo Violeta de Genciana 0,0050 L R$ 16,00 R$ 0,08000

Reagente Lugol 0,0050 L R$ 24,00 R$ 0,12000

Reagente Acetona 0,0003 L R$ 13,50 R$ 0,00338

Reagente Alcool 0,0003 L R$ 7,20 R$ 0,00180

Reagente Solugao de Safranina 0,0050 L R$ 22,00 R$ 0,11000

Vidraria Lamina de vidro 1,0000 peca R$ 0,05 R$ 0,05000
Total R$ 0,36518

Agua

Lavagem 1,0000 L R$ 0,0029 R$ 0,00286
Total R$ 0,00286

Energia Elétrica

min.de

Equipamento Poténcia (W) uso N° h kWh Preco kWh Custo

Capela Fluxo 500 30,00 0,50 0,2500 R$ 0,2806 R$ 0,07014

Microscépio 15 5,00 0,08 0,0013 R$ 0,2806 R$ 0,00035
Total R$ 0,07049

Total para 1 reator 10 L R$ 9,6849
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Etapa 4 Pré-producdo em 100 litros

Material de Concent.  Volume

consumo Materia Prima (%) ml Quantidade Unidade Preco mat. Prima Custo

Meio de Cultura Glicose 2 100000 2,0000 kg R$ 14,00 R$ 28,00000

Meio de Cultura Peptona 1 100000 1,0000 kg R$ 8,00 R$ 8,00000

Reagente Anti-espumante 0,05 100000 0,0500 L R$ 6,20 R$ 0,31000
Total R$ 36,31000

Agua
Lavagem 400,0000 L R$ 0,0029 R$ 1,14400

Total R$ 1,14400
Energia Elétrica

Equipamento Poténcia (W) umslg.de N° h kWh Preco kWh Custo

Compressor 5.500 90,00 1,50 8,2500 R$ 0,2806 R$ 2,31470

Fermentador 1.000 1.440,00 24,00 24,0000 R$ 0,2806 R$ 6,73368

Caldeira 6 60,00 1,00 6,0000 R$ 1,8000 R$ 10,80000

Capela Fluxo 500 30,00 0,50 0,2500 R$ 0,2806 R$ 0,07014
Total R$ 19,91853

Teste de
esterilidade

Material de Concent.

consumo Materia Prima (%) Volume Quantidade Unidade Preco mat. Prima Custo

Reagente Solugéo Violeta de Genciana 0,0050 L R$ 16,00 R$ 0,08000

Reagente Lugol 0,0050 L R$ 24,00 R$ 0,12000

Reagente Acetona 0,0003 L R$ 13,50 R$ 0,00338

Reagente Alcool 0,0003 L R$ 7,20 R$ 0,00180

Reagente Solugao de Safranina 0,0050 L R$ 22,00 R$ 0,11000

Vidraria Lamina de vidro 1,0000 peca R$ 0,05 R$ 0,05000
Total R$ 0,36518

Agua

Lavagem 1,0000 L R$ 0,0029 R$ 0,00286
Total R$ 0,00286

Energia Elétrica Poténcia (W)

min.de

Equipamento uso N° h kWh Preco kWh Custo

Capela Fluxo 500 30,00 0,50 0,2500 R$ 0,2806 R$ 0,07014

Microscépio 15 5,00 0,08 0,0013 R$ 0,2806 R$ 0,00035

Total R$ 0,07049
Total para 1 reator 100 L R$ 57,8111
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Etapa 5
Material de
consumo

Meio de Cultura
Meio de Cultura
Reagente

Agua
Lavagem

Energia Elétrica

Equipamento
Compressor
Fermentador
Caldeira
Capela Fluxo

Teste de
esterilidade
Material de
consumo

Reagente
Reagente
Reagente
Reagente
Reagente
Vidraria

Agua
Lavagem

Energia Elétrica

Equipamento
Capela Fluxo
Microscoépio

Producdo em

1000 L

Materia Prima

Glicose
Peptona

Anti-espumante

Poténcia (W)

5.500
1.470

6
500

Materia Prima

Concent.
(%)

0,2
0,5
0,05

min.de
uso

720,00
1.440,00
180,00
30,00

Concent.
(%)

Solugao Violeta de Genciana

Lugol
Acetona
Alcool

Solugao de Safranina

Lamina de vidro

Poténcia (W)

500
15

min.de
uso

30,00
5,00

Volume L

1000
1000
1000

N° h
12,00
24,00

3,00
0,50

Volume

N° h
0,50
0,08

Quantidade
2,0000
5,0000
0,5000

1200,0000

kWh
66,0000
35,2800
18,0000
0,2500

Quantidade
0,0050
0,0050
0,0003
0,0003
0,0050
1,0000

1,0000

kWh
0,2500
0,0013

Unidade
kg
kg

L

Unidade

| e N

peca

Preco mat. Prima

R$ 14,00
R$ 8,00
R$ 6,20
Total
R$ 2,8600
Total
Preco kWh
R$ 0,2806
R$ 0,2806
R$ 1,8000
R$ 0,2806
Total

Preco mat. Prima

R$ 16,00
R$ 24,00
R$ 13,50
R$ 7,20
R$ 22,00
R$ 0,05
Total
R$ 0,0029
Total
Preco kWh
R$ 0,2806
R$ 0,2806
Total

Total para 1 reator 1000 L

R$
R$
R$
R$

R$
R$

R$
R$
R$
R$

R$

R$
R$
R$
R$
R$
R$
R$

R$
R$

R$
R$
R$
R$

Custo
28,00000
40,00000

3,10000
71,10

3,43200
3,43

Custo
18,51762
9,89851
32,40000
0,07014
60,88627

Custo
0,08000
0,12000
0,00338
0,00180
0,11000
0,05000
0,36518

0,00286
0,00286

Custo
0,07014
0,00035
0,07049

135,8568
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Etapa 6 Producdo em 30000 L

Material de Concent. Preco mat.

consumo Materia Prima (%) Volume ml  Quantidade Unidade Prima Custo

Meio de Cultura  Glicose 0,2 30000 60,0000 kg R$ 14,00 R$  840,00000

Meio de Cultura  Peptona 0,5 30000 150,0000 kg R$ 8,00 R$ 1.200,00000

Meio de Cultura ~ Oleo de Soja 1,5 30000 450,0000 kg R$ 2,80 R$ 1.260,00000

Reagente Anti-espumante 0,05 30000 15,0000 L R$ 6,20 R$ 93,00000
Total R$ 3.393,00

Agua

Lavagem 36000,00 L R$ 2,8600 R$  102,96000
Total R$ 102,96

Energia Elétrica

min.de

Equipamento Poténcia (W) uso N° h kWh Preco kWh Custo

Compressor 5.500 2.880,00 48,00 264,0000 R$ 0,2806 R$ 74,07048

Fermentador 11.000 2.880,00 48,00 528,0000 R$ 0,2806 R$ 148,14096

Caldeira 6 360,00 6,00 36,0000 R$ 1,8000 R$ 64,80000

Capela Fluxo 500 30,00 0,50 0,2500 R$ 0,2806 R$ 0,07014
Total R$ 287,08158

Teste de
esterilidade

Material de Concent. Preco mat.

consumo Materia Prima (%) Volume Quantidade Unidade Prima Custo

Reagente Solugao Violeta de Genciana 0,0050 L R$ 16,00 R$ 0,08000

Reagente Lugol 0,0050 L R$ 24,00 R$ 0,12000

Reagente Acetona 0,0003 L R$ 13,50 R$ 0,00338

Reagente Alcool 0,0003 L R$ 7,20 R$ 0,00180

Reagente Solugdo de Safranina 0,0050 L R$ 22,00 R$ 0,11000

Vidraria Lamina de vidro 1,0000 peca R$ 0,05 R$ 0,05000
Total R$ 0,36518

Agua

Lavagem 1,0000 L R$ 2,8600 R$ 0,00286
Total R$ 0,00286

Energia Elétrica Poténcia (W)

min.de

Equipamento uso N° h kWh Preco kWh Custo

Capela Fluxo 500 30,00 0,50 0,2500 R$ 0,2806 R$ 0,07014

Microscoépio 15 5,00 0,08 0,0013 R$ 0,2806 R$ 0,00035

Total R$ 0,07049
Total para 1 reator 1000 L R$ 3.783,48
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Etapa 7 Controle de atividade enzimatica

Material de Concent.  Volume Preco mat.

consumo Materia Prima (%) ml Quantidade Unidade Prima Custo

Reagente p-NPP 0,003 3,6 0,000108 g R$ 103,50 R$ 0,01118

Tampéo citrato-
fosfato 0,05 M pH

Reagente 5,0 89,5 3,6 0,00322 L R$ 1,00 R$ 0,00322

Reagente Goma Arabica 0,1 3,6 0,0000036 Kg R$ 91,20 R$ 0,00033

Reagente Triton X-100 0,4 3,6 0,0000144 Kg R$ 98,80 R$ 0,00142

Reagente Isopropanol 10 3,6 0,00036 Kg R$ 13,50 R$ 0,00486

Plastico Cubeta 4,0000 peca R$ 0,45 R$ 1,80000

Plastico Ponteiras P200 6,0000 peca R$ 0,10 R$ 0,60000

Plastico Ponteiras P1000 3,0000 peca R$ 0,10 R$ 0,30000
Total R$ 2,72101

Agua

Lavagem 1,0000 L R$ 2,8600 R$ 0,00286

Refrigeracao

destilador 60,0000 L R$ 2,8600 R$ 0,17160

Destilada 12,0000 L R$ 2,8600 R$ 0,03432
Total R$ 0,20878

Energia Elétrica

min.de

Equipamento Poténcia (W) uso N° h kWh Preco kWh Custo

Banho d'agua 200 10,00 0,17 0,0333 R$ 0,2806 R$ 0,00935

Centrifuga 250 5,00 0,08 0,0208 R$ 0,2806 R$ 0,00585
Total R$0,01520

Total para 1 reator 1000 L R$ 2,9450

Etapa 8 Centrifugacédo

Energia Elétrica

min.de
Equipamento Poténcia (W) uso N° h KwH Preco kWh Custo
Centrifugagdo 30000 L 2.000,00 1.800,00 30,00 60,0000 R$ 0,2806 R$ 16,83420
Agua
Lavagem 500,0000 L R$ 2,8600 R$ 1,43000
TOTAL P/1000L R$ 18,26420

Etapa 9 Concentracao

Energia Elétrica

min.de
Equipamento Poténcia (W) uso N° h KwH Preco kWh Custo
Bomba Concentrador
30000 L 3.675,00 2.880 48 176,4000 R$ 0,2806 R$ 49,49255
Agua
Lavagem 3000,0000 L R$ 2,8600 R$ 8,58000
TOTAL P/1000L R$ 58,07255

Custo total de producdo de lipase em reator de 30 m*: R$ 4.078,91

Custo por litro de enzima: R$ 54,38
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