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RESUMO - Este estudo visa analisar os custos de producdo de lipases
extracelulares do fungo Metahirzium anisopliae utilizando baga¢o do coco babagu
como substrato produzidas em um biorreator de bandejas. Para tanto, foram
produzidas lipases por Fermentagdo em Estado Sélido em escala de laboratorio e,
com os dados coletados, estimou-se a producdo mensal de lipases em escala de
reatores para um biorreator de bandejas. As fermentagdes foram conduzidas em
frascos erlenmeyers com 10g de meio de cultura, a 28°C durante 7 dias. A
atividade enzimatica foi determinada por método titulométrico, sendo a média de
28,06 U/mL + 4,15 U/mL. A partir da producdo mensal estimada foi feita uma
analise de custos baseada na teoria dos precos de Milton Friedman. Foram
calculados os custos fixos, custos variaveis, custos totais, custo fixo médio, custo
variavel médio, custo total médio, custo marginal e custo de producdo total
envolvidos no processo. Os resultados mostraram que sob as condi¢bes de
operacdo analisadas, o custo unitario de producdo de extrato de lipases é de
R$261,76 para unidades de 500 mL. Comercialmente, 0 preco dos extratos
enzimaticos de lipases é de R$786,20/500 mL. A tecnologia utilizada para a
producdo das lipases se mostrou promissora, ja que o custo de producédo ainda tem
margem para cobrir 0os demais custos ndo levados em consideracao neste estudo e
a possibilidade de obtencdo de lucros, sendo necessario realizar uma analise de
mercado que permita obter o preco real de concorréncia.

1. INTRODUCAO

As lipases sdo enzimas que catalisam a hidrolise de ésteres constituidos por glicerol e
acidos graxos de cadeia longa. Essa classe de enzimas é de grande importancia
biotecnologica, constituindo o principal grupo de catalizadores aplicados (JAEGER e
EGGERT, 2002). De forma geral, estas podem ser encontradas amplamente na natureza, mas
somente as lipases microbianas sdo comercialmente significativas, devido ao grande nimero
de atividades cataliticas disponiveis, ao alto rendimento apresentado, a facilidade de
manipulagdo genética e ao rapido crescimento dos micro-organismos em meios baratos, além
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de serem mais estaveis do que as enzimas vegetais e animais, 0 que torna sua producéo mais
conveniente e segura (SHARMA et al., 2001; HASAN et al., 2006; COLLA, 2016).

Devido a esses fatores as lipases de origem microbiana vém recebendo cada vez mais a
atencdo dos pesquisadores da area e empresarios do setor industrial, constituindo o terceiro
maior grupo de vendas de enzimas no mundo, ficando atrds somente das proteases e
carboidrases (HASAN et al., 2006; MESSIAS et al., 2011). Entretanto o seu alto valor faz
com que sua aplicacdo biotecnoldgica na inddstria ainda seja bastante reduzida. Uma forma
de reduzir os custos de producdo é através de processos de Fermentacdo em Estado Solido
(FES), onde os micro-organismos se desenvolvem em um substrato organico solido, para o
qual residuos agroindustriais podem ser utilizados com este fim (FERNANDES, 2007).

Nos ultimos anos, em uma reserva extrativista localizada no municipio Xambio4, norte
do estado do Tocantins, foram geradas mais de 6 toneladas de 6leo de babacu em virtude do
processamento de 12,5 toneladas de améndoa por ano. A matéria organica na forma de
residuo apos esse processamento pode ser utilizada como fonte de nutrientes e energia para o
desenvolvimento de micro-organismos (DUARTE, 2017). Alguns micro-organismos podem
se adaptar facilmente a esses residuos, tal € o caso do fungo filamentoso Metarhizium
anisopliae, utilizado atualmente como controle bioldgico de pragas em diversos cultivos do
Brasil (SENE et al.,, 2010). O grupo de pesquisa em engenharia de Biorreatores da
Universidade Federal do Tocantins vem realizando analises de adaptacao deste fungo a varios
substratos e tem descoberto que é bom produtor de lipases (DUARTE, 2017).

Nesse contexto, o presente trabalho visa analisar os custos de producdo de lipases
extracelulares do fungo Metahirzium anisopliae utilizando bagago do coco babacu como
substrato estimando a producdo em um biorreator de bandejas.

2. METODOLOGIA

2.1. Producéo de Lipases por FES e extracdo

Pré-indculo e suspensdo de conidios: O fungo entomopatogénico Metarhizium
anisopliae (ICBC 425) foi repicado em frascos erlenmeyers contendo meio de cultura BDA,
em ambiente estéril e incubado durante 07 dias a 28°C. Ap6s, uma solucdo nutriente aquosa
constituida por KCI (0,065%), extrato de levedura (0,033%) e tensoativo Tween 80® a 0,1%
foi preparada, esterilizada e utilizada na preparacédo da suspensédo de conidios. A concentracdo
de conidios foi fixada em 2 - 107 conidios/mL.

Preparo dos substratos e fermentacdo em escala de frascos: O bagaco do coco babacu
utilizado como substrato foi fornecido pela cooperativa COOMESOL (Xambioa-TO). 10 g de
substrato foram adicionados a frascos erlenmeyers e esterilizados. Ap6s o substrato atingir a
temperatura ambiente, em ambiente estéril, foi adicionado 1 mL da solugéo inoculante e 1 mL
de azeite de oliva como indutor (FERNANDES, 2007; OLIVEIRA, 2013). O sistema foi
mantido a 28 °C durante 7 dias. Foram realizadas seis repeticoes.

Extracdo da enzima: Adicionou-se uma solugéo extratora (20 mL de tampéo Mcllvaine
pH 7,0 e 0,25% de tensoativo Tween 80) aos frascos contendo o substrato fermentado e
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agitou-se manualmente até ficarem aparentemente homogéneos. O sistema foi filtrado, sendo
coletado o extrato enzimatico bruto para posterior determinacao da atividade enzimatica.

Determinacdo da atividade lipolitica enzima: Para cada repeticdo, foram preparados 19
mL de uma emulséo de triton X-100 (1%), azeite de oliva (5%) e tampdo Mcllvaine pH 7,0
(94%). Tal mistura foi agitada em um shaker durante 3 minutos a 37 °C e 200 rpm. Em
sequida, foi adicionado 1 mL do extrato enzimatico bruto a emulsédo e esta foi colocada
novamente em agitacdo por 30 minutos a 28 °C e 200 rpm. A reagdo foi paralisada com 20
mL de solucdo de acetona:etanol 1:1 (v/v) e temperatura de -4 °C. Por fim, titulou-se com
solucdo de NaOH 0,1 M até atingir pH final 11. A atividade enzimética (AE) foi definida pela
Equacdo (1).

_ (Vif = Vi) - 1000 - Fd - M (1)
t

AE

Onde Vit é 0 volume de NaOH ap6s 30 min de reagcdo em mL; Vi é 0 volume de NaOH
usado para titular o branco em mL; Fd é o fator de diluicdo; M é a concentracdo molar de
NaOH e t é o tempo total de reagdo em minutos. A AE corresponde a quantidade de enzima
que libera 1 pmol de &cido graxo por minuto de reacdo a 28 °C e pH 7,0.

2.2. Analise de Custos

Estimativas de producdo em escala de reatores: A partir da producdo de lipases em
escala de frascos foram feitas as estimativas para a producdo em escala de reatores. O reator
tomado como base para a realizacdo da analise de custos de producdo foi o fermentador de
bandejas, desenvolvido pelo Grupo de Pesquisa em Engenharia de Biorreatores da
Universidade Federal do Tocantins (UFT). Com o tamanho das bandejas do biorreator e a
densidade bulk do residuo do coco babacu foi possivel calcular a quantidade méaxima de
substrato que seria possivel fermentar por més. A partir dessa informacéo foram estabelecidas
as quantidades de matérias primas necessarias para a producdo no biorreator, considerando as
mesmas proporgdes de materiais utilizados na produgéo em escala de frascos.

Determinacdo de custos: A teoria dos precos de Milton Friedman foi aplicada, para isto
foi determinado o custo total do processo produtivo como o somatério dos custos fixos
(equipamentos, salario dos funcionarios e aluguel do imével) e dos custos variaveis (matérias
primas, insumos, agua e energia).

Cotacdo de matérias primas, insumos, equipamentos, vidrarias e utensilios: As
estimativas de precificacdo das matérias primas, insumos, equipamentos, vidrarias e utensilios
tiveram como base 0s precos praticados por sites de comércio eletrénico. As matérias-primas
do processo sdo agar batata dextrose (BDA), bagaco do coco babacu, Tween 80, &cido citrico,
fosfato de sddio, azeite de oliva, cloreto de potassio, extrato de levedura, triton X-100,
hidroxido de sodio e acetona. E como demais insumos tém-se etanol, GLP e lenha. Para os
equipamentos, foi considerado um financiamento de 5 anos com juros de 2% ao més. Isso
visando viabilizar a sua aquisicdo e utilizacdo na producéo das lipases, uma vez que esses
equipamentos apresentam valores de investimento bastante elevados para quem pretende
iniciar um empreendimento.
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Cotacdo de aluguel, consumo de agua e energia e mao de obra: O aluguel foi estimado
com base na area total ocupada pelo Laboratdrio de Operacdes Unitarias da UFT, local onde
se encontram 0s equipamentos para a producéo das lipases. Para precificar o consumo de agua
e energia foram utilizadas as tarifas para setor industrial praticadas pelas concessionarias
desses servigos no municipio de Palmas-TO, BRK Ambiental e Energisa, respectivamente. O
custo da méo de obra foi estimado em cima da contratacdo de um bidélogo como responsavel
técnico e um encarregado de servicos gerais.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Producéao de Lipases em Escala de Frascos

A variavel de resposta para a producdo de lipases foi a Atividade Enzimaética, cuja
média foi de 28,06 U/mL + 4,15 U/mL. Estes resultados foram maiores do que as reportadas
na literatura para sistemas similares, evidenciando que a aplicagdo do residuo do coco babagu
para obtencdo de enzimas lipoliticas, produto de altissimo valor agregado, € bastante
promissora (DUARTE, 2017; SENE et al., 2010). A alta atividade enzimatica encontrada
também esta relacionada a adicdo de azeite de oliva como indutor no processo. Ele é um dos
indutores mais utilizados nesse tipo de processo devido a sua composi¢do rica em trioleina,
composto ideal para a producao de varios tipos de lipases (FERNANDES, 2007; OLIVEIRA,
2013). Apesar do azeite de oliva ser um substrato caro, para este caso ele é usado em minimas
guantidades e resulta evidente o aumento na AE, além disso, considerando o alto custo desse
tipo de enzimas, vale a pena sua utilizagdo no processo.

3.2. Producéo de Lipases Estimada para o Biorreator de Bandejas

O biorreator de bandejas possui suporte para quatro bandejas com capacidade de
acomodacédo de 800 g de bagaco de coco babagu cada uma, possuindo assim capacidade
méaxima de fermentar 3200 g de substrato por batelada. Como a fermentacdo ocorre durante
um periodo de 7 dias e toma um dia para preparar 0 material e mais um dia descarga e
esterilizacdo, somente € possivel a realizacdo de 3 bateladas por més, sendo possivel entdo
fermentar mensalmente 9600 g de substrato.

Esse processo de producdo possui rendimento de cerca de 2 mL de extrato enzimatico
para cada grama de substrato, portanto durante 0 més seriam produzidos cerca de 19200 mL
do extrato. Para esse estudo foi considerado que a apresentacdo de venda do extrato
enzimatico serd de 500 mL gerando 38 produtos ao més e 456 ao ano.

Sugere-se verificar em estudos futuros a possibilidade de imobilizacdo das lipases,
realizando testes de operacionalidade garantindo sua recuperacao e utilizacdo durante varios
ciclos mantendo intacta sua atividade catalitica.

3.3. Investimentos e Custos de Producéo

Matérias primas, insumos, equipamentos, vidrarias e utensilios: A fase de compras é
uma das mais importantes da gestdo de estoque, pois é a partir dela que sdo definidos os
volumes iniciais, de modo que a quantidade inicial supra as necessidades de producdo e possa




CONGRESSO BRASILEIRO AAEA
DE ENGENH:ARIA QUIMICA EM A A A
INICIAGAO CIENTIFICA fy L '
21-24 Julho de 2019 ?x
Uberlandia/MG
v AAY

manter uma quantidade reserva, para eventuais imprevistos. Levando esses principios em
consideracdo, € necessario um investimento inicial de R$ 1045,01 em matérias primas. O
baixo preco do bagaco do coco babagu é o que mais contribui para que esse valor ndo fosse
tdo elevado, pois 0 mesmo é a principal matéria prima. O investimento inicial para os demais
insumos foi estimado em R$ 249,45. Nos meses seguintes, para um ano, o gasto mensal com
matéria-prima e insumos sera de R$ 100,00 a R$ 150,00. O investimento em vidrarias e
utensilios, que sdo bens durdveis, deve ser de R$ 1124,45. O investimento em equipamentos,
que também sdo bens duraveis, deve ser de R$ 83279,28, além do custo de manutencdo
periddica. Como este é o investimento mais elevado considerou-se a realizacdo de um
financiamento visando viabilizar a abertura do negocio. Considerando a taxa de 2% a.m. e um
periodo de 60 meses, o investimento inicial em equipamentos passa a ser de R$ 2395,78/més.
Dessa forma, serd pago R$ 143746,53, o que representa 142% do vapor dos equipamentos.

Aluguel, consumo de agua e energia e mao de obra: Considerado que o aluguel no setor
industrial de Palmas-TO é em torno de R$ 9,00/m? e a area ocupada pelo laboratério de 58,55
m?, o valor do aluguel do imovel é de R$ 526,95. O custo mensal do consumo de energia
elétrica foi estimado em R$ 1089,50, sendo que 98% desse valor é referente ao banho
ultratermostatizado e a incubadora BOD, e o de 4gua, em R$ 192,49. O custo mensal da méo
de obra, considerando salarios e encargos sociais e trabalhistas, é de R$ 5504,94.

Custo de producdo: De acordo com os valores supracitados, os custos para 0 primeiro
més de produgdo somam R$ 12128,54. Como sdo produzidos 38 produtos por més, o custo
inicial, por unidade, é de R$ 319,17. Todavia, para definir o custo por unidade, serad levado
em consideracao os custos de producdo anual. Os custos com mao de obra, aluguel, consumos
de &gua e energia elétrica, bem como com o financiamento dos equipamentos, séo
praticamente constantes por més, sendo assim, estimados proporcionalmente para um ano.
Entretanto, como as matérias primas e insumos sdo mantidos em estoque, o custo mensal
varia com 0 seu consumo e a necessidade de reposi¢do. Além disso foi considerado o
investimento com vidrarias e demais utensilios. Levando isso em consideracdo, foi estimado o
custo de producéo para o primeiro ano em torno de R$ 119362,39. Como séo produzidos 456
produtos por més, tém-se que o custo, por unidade, é de R$ 261,76.

3.3. Analise de Mercado

O preco comercial de extratos enzimaticos é de aproximadamente R$ 780,00 para cada
500 mL, gerando um lucro estimado em mais de 60%. Dessa forma, a tecnologia utilizada
para a producdo das enzimas lipoliticas se mostra promissora, ja que a estimativa de lucro
ainda tem margem para cobrir 0s custos que ndo foram levados em consideragao neste estudo.

Para determinar definitivamente o quédo lucrativo é o processo estudado é necessario
realizar uma analise mais profunda que permita obter o prego real de concorréncia e que
inclua a modelagem e maximizagdo de precos, a demanda atraves de enquetes especializadas,
0 equilibrio de mercado e posteriormente, analise de mercado. Adicionalmente, a estudar a
participacdo no mercado nacional e internacional.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Os valores de atividade enzimatica obtidos a partir da fermentacdo em escala de frascos
evidenciam que o bagaco do coco babacu é uma boa fonte de nutrientes e energia para o
desenvolvimento do fungo M. anisopliae, portanto, &€ um substrato promissor para a sintese de
enzimas lipoliticas, um produto de alto valor agregado.

A avaliacao de custos realizada mostrou a possibilidade de obtencédo de lucro de mais de
60% de lucro extrapolando o processo produtivo para a escala de um biorreator.
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