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RESUMO

A soja e seus derivados possuem propriedades desejadas a alimentagdo tanto de
humanos quanto de varios animais devido a seu alto teor protéico, o que estd associado a um
bom equilibrio de aminodcidos. Porém, quando a proteina ¢ hidrolisada em peptideos
menores, seu valor nutricional pode aumentar ainda mais. Um produto com grande valor
nutricional agregado, mas que ndo ¢ viavel economicamente, ndo ¢ interessante para a
industria. Para analisar tal viabilidade, existem softwares que simulam e analisam
economicamente a planta de um processo. Assim, este trabalho teve como objetivo,
primeiramente, desenvolver dois modelos: um que relacionasse o tempo com o grau de
hidrdlise obtido na reacao de hidrélise enzimatica das proteinas do farelo de soja concentrado
pela enzima Novo-Pro D e outro que relacionasse esse grau de hidrélise com seu perfil
peptidico gerado. Posteriormente, escolhido um grau de hidrélise e seu perfil peptidico,
modelar e simular, nessas condi¢des, uma possivel planta industrial, na fase de projeto
preliminar, para a hidrolise das proteinas do farelo de soja concentrado. Por fim, a viabilidade
econOmica dessa planta foi analisada, utilizando-se para isto o software SuperPro Designer.
Para o ajuste dos modelos matemadticos, foram feitos testes em escala laboratorial, utilizando
um pHstato, equipamento que faz medidas do grau de hidrolise e um cromatdgrafo liquido,
para a analise do perfil peptidico formado apds a hidrélise. Os dados obtidos pelos
experimentos foram analisados e as condi¢cdes de hidrélise que apresentaram melhores
beneficios foram utilizadas para se fazer o ajuste dos modelos. Os resultados obtidos, em
relacdo as melhores condigdes, foram 90% umidade, temperatura de 55 °C, pH 9 e relacao
enzima/substrato de 0,5% (m/m). O ajuste cinético foi muito bem descrito pelo modelo de
Michaelis-Menten com inibicdo competitiva, assim como a rede neural descreveu de maneira
satisfatoria a relagdo entre a concentracao dos pseudocomponentes em um dado grau de
hidrolise. Em relagdo a analise do projeto preliminar de uma planta para a producdo de
hidrolisados protéicos de farelo de soja concentrado, a planta se mostrou viadvel
economicamente, mas o resultado guarda muitas incertezas, devido ao projeto se encontrar em
uma fase muito preliminar ¢ devido a falta de muitos dados de processo, que foram

estimados.



ABSTRACT

Soybean and its derivatives have the desired properties for food either for
humans or various animals because of its high protein content, which is associated to a good
balance of amino acids. However, when the protein is hydrolyzed into smaller peptides, the
nutritional value can increase further. A product with high nutritional value added but which
does not present economic viability is not interesting for the industry. To analyze such
viability, there are softwares that simulate and analyze a process plant. Thus, this study is
two-fold: the mathematical modeling of the hydrolysis process and a preliminary analysis of
economic viability. Concerning the modeling, two models were fitted: one that relates time
with the degree of enzymatic hydrolysis of proteins of concentrated soybean meal and another
that relates the degree of hydrolysis with the molecular weight distribution of the
pseudocomponents. The analysis of economic viability was conducted using software
SuperPro Designer. For this purpose, a degree of hydrolysis and its molecular weight
distribution was chosen, and then, an industrial plant was modeled and simulated in a
preliminary project level. For the kinetic model, hydrolysis was conducted in laboratorial
scale, using a pHstat and an enzyme called Novo-Pro D. The product was analyzed by liquid
chromatography. The data were analyzed and the ones obtained in the best conditions were
used to fit the model. The best conditions were 55°C, pH 9, 90% humidity, 0,5% m(enz/sub).
The kinetic fitting was well described by the Michaelis-Menten with competitive inhibition
and neural network described with high fidelity the relation between the concentration of the
pseudocomponents and the degree of hydrolysis. Regarding the analysis of the preliminary
project of an industrial plant for the production of hydrolyzed protein of concentrated soybean
meal, the plant was economic viable, but the project is in a very preliminary stage, due to a lot

of unknown data so they were estimated increasing the uncertainty of results.
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1 INTRODUCAO

Em 2009, o comércio mundial de carne bovina movimentou US$ 21,20 bilhdes

e o de carne de frango US$ 9,93 bilhdes. Desses numeros, o Brasil teve 25% de participacdo
no mercado bovino e 41,4% no de frango. Proje¢des para 2020 estimam que a participagdo do

Brasil nesses mercados € no comércio de carne suina deve aumentar ainda mais, como mostra
a Figura 1.1.

Figura 1.1 — Participag@o do Brasil no mercado mundial de carnes
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Fonte: figura elaborada pela autora com base nos dados do CENTRO INTERNACIONAL DE NEGOCIOS DO
PARANA, 2010.
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A aqiiicultura, por sua vez, movimenta US$ 11,75 bilhdes no mundo inteiro.
Estima-se que at¢ 2022 o consumo mundial de pescado aumente dos atuais 16
kg/habitante/ano para 22,5 kg/habitante/ano, o que representa um aumento de consumo de
mais de 100 milhdes de toneladas/ano. No Brasil, a demanda nos supermercados cresceu 15%
nos ultimos trés anos (PORTAL BRASIL, 2010).

Estes dados e tendéncias tornam o mercado de carne para consumo humano
ndo sO interessante para os proprios produtores destas carnes quanto para fabricantes que
produzem ou pretendem produzir insumos para este mercado.

Este setor da economia ¢ considerado uma commodity. Assim, as empresas
desse setor dificilmente conseguem aumentar seus lucros pela diferenciacdo de seus produtos,
de tal forma que reduzir os custos ¢ uma alternativa muito mais vidvel quando se deseja
aumentar a lucratividade de um empreendimento desta area.

O custo da ragdo para a alimentacdo desses animais representa uma parcela
significativa no custo total de producdo. A Figura 1.2 mostra a distribui¢do dos custos na

producao de suinos para abate.

Figura 1.2 — Custos de produgédo de suinos para abate
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Fonte: figura elaborada pela autora com base nos dados da EMBRAPA, 2010 — dados do estado de Pernambuco.

O mesmo se observa com os custos de produgdo do frango na agroindustria,

com mostra a Figura 1.3.
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Figura 1.3 — Custos de produgéo de frango na agroindustria
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Fonte: figura elaborada pela autora com base nos dados da EMBRAPA, 2010 — dados do Estado de Séo Paulo.

Praticamente o mesmo se observa no custo de criagdo de peixes, como

mostrado na Figura 1.4.

Figura 1.4 — Custos de producdo de peixes tilapia
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Fonte: figura elaborada pela autora com base nos dados de MILITAO et al., 2007.

Apesar da ragdo representar mais de 70% dos custos de produ¢do, nao se pode
reduzir os custos de ra¢do diminuindo a quantidade fornecida por animal nem optar por ragdes
mais baratas, mas que nao tenham a quantidade nutricional minima recomendada. Torna-se
interessante entdo, a obtencao de ragdes com maior valor nutricional agregado, de forma que,
mesmo que o produtor pague mais caro pela mesma quantidade de ragdo, seja necessaria uma
quantidade menor por cabega e que por fim, essa mudanca resulte na reducao de custos.

Dentre os nutrientes necessarios a alimentagdo de aves, peixes, suinos e

vi , na. , . . . 3
bovinos, estd a proteina. A proteina representa, em média, 18,5% da composi¢ao da ragao
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para suinos, 19,5% para frangos, de 35 a 50% para peixes e 6% para bovinos (BUNGE
ALIMENTOS, 2008; EMBRAPA, 2007; TAKAHASHI, 2011).

A soja se destaca como o alimento de origem vegetal com maior porcentagem
de proteina em sua constitui¢ao, tornando-se interessante seu uso na composi¢do das ragdes
como a fonte de suprimento protéico (FISCHER, 2006).

Do ponto de vista de quem fabrica a racdo, desenvolver novas ragdes com
melhores condi¢gdes nutricionais ¢ também interessante para ndo perder mercado e até para
aumentar sua fatia do mercado ja conquistada, além de também poder aumentar o lucro. Mas,
uma analise minuciosa deve ser feita antes de qualquer implantagdo, para evitar perdas
significativas de capital. Para isso, um projeto deve ser elaborado, as possiveis alternativas
podem ser simuladas para se determinar as respostas obtidas de cada uma e a analise de
viabilidade econdémica pode ser utilizada para se determinar qual ¢ melhor e se a melhor
proporcionara ganhos para a empresa.

A empresa IMCOPA, localizada na cidade de Araucaria — PR, tem como um de
seus produtos o farelo de soja e ciente da necessidade de se produzir uma ragdo com maior
valor nutricional agregado fez uma parceria com a Universidade Federal de Sao Carlos para
desenvolver em conjunto este e outros estudos.

A IMCOPA ja produz o farelo de soja concentrado. Apos ser separado do dleo
de soja, o farelo de soja denominado HIPRO, com 48% de proteina, passa por uma extragao
com solug¢do alcoolica para retirada de agucares solaveis. Assim, o farelo resultante,
denominado Concentrado Protéico de Soja (SPC), passa a ter uma concentragdo protéica em
base seca que varia entre 60 a 72%.

A Figura 1.5 mostra o processo de concentragdo da proteina no farelo.
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Figura 1.5 — Processo de concentrag@o de proteina no farelo de soja
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1.1 OBJETIVOS

E nesse contexto que este trabalho teve como objetivo observar como o perfil
peptidico gerado pela reagao de hidrolise das proteinas do farelo de soja concentrado por uma
enzima se comporta em func¢do de seu grau de hidrélise a fim de se entender que tipo de
peptideos sdo gerados na reacdo em determinados intervalos de tempo e como esse grau de
hidrdlise se comporta ao longo do tempo. Ainda verificou-se, em uma analise preliminar, se ¢
vidvel economicamente produzir um farelo de soja hidrolisado, com um determinado grau de
hidrélise e perfil peptidico, para uma ragcdo com maior valor nutricional agregado, que seja

tanto interessante para os produtores de animais quanto para o proprio produtor da ragao.



19

2 MODELAGEM MATEMATICA DA REACAO DE HIDROLISE ENZIMATICA
DAS PROTEINAS DO FARELO DE SOJA CONCENTRADO

2.1 REVISAO DA LITERATURA
2.1.1 As proteinas

As proteinas sdo macromoléculas biologicas formadas por pelo menos 100 das
unidades que as constituem, denominadas residuos de aminodcidos. Os aminoacidos sao
moléculas formadas por um carbono que se liga a pelo menos um grupo amino € a um grupo
carboxila. A quarta ligacdo desse carbono ¢ a responsavel por definir esse aminoacido.
Quando dois aminodcidos se ligam covalentemente e ha a liberagdo de uma molécula de agua,
um dipeptideo ¢ formado, a ligacdo entre eles ¢ chamada de ligacdo peptidica e os
aminoacidos que perderam ou um hidrogénio ou uma hidroxila para a formacao da molécula
de agua, sdo denominados residuos de aminoacidos. Quando um pequeno conjunto de
aminodcidos se ligam, tem-se um oligopeptideo. Quando muitos, um polipeptideo. Apesar dos
termos polipeptideo e proteina serem usados, muitas vezes, indistintamente, costuma-se
referir a polipeptideos moléculas com massa molecular inferior a 10.000 e a proteinas com
massas moleculares superiores (NELSON; COX, 2002).

Quando um aminoacido ¢ dissolvido em 4gua, ele existe em solu¢do como um
ion dipolar (também chamado de zwitterion), ou seja, esse aminoacido pode existir na solu¢ao
como um acido (um doador de protons) ou como uma base (receptor de protons). A Figura 2.1

mostra este comportamento para um aminodcido genérico.

Figura 2.1 — Comportamento acido ou basico de um aminoacido em uma solugéo

a) Aminoécido agindo como um 4cido b) Aminoécido agindo como uma base
H H H H
R—{lj—CDD — R—é—CDD +H" R—(l_‘-—CDD +H" — R—(|:‘-—{] OOH
"NH;, ILTHZ ' I‘!CIH3 "NH,
Zwitterion Zwitterion

Fonte: NELSON; COX, 2002.

Dessa forma, quando se realiza a titulagdo acido-base de um aminoécido, pela
adi¢do ou retirada de protons de forma gradual, obtém-se uma curva com dois estagios

distintos, que correspondem a desprotonagao de dois grupos diferentes do aminoacido. Como
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exemplo, a Figura 2.2 apresenta a curva de titulagdo do aminodcido glicina, cujo radical R ¢

formado por um hidrogénio.

Figura 2.2 — Curva de titulag@o para a glicina
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Fonte: NELSON; COX, 2002.

O primeiro estagio ¢ caracterizado pela perda de um proton do grupo carboxila
e o segundo, pela perda de préton do grupo amina. Ambos os estagios sdo caracterizados por
um ponto de inflexdo. Este ponto ocorre quando a forma protonada e desprotonada do grupo
em questdo permanecem em equilibrio em iguais concentragdes na solugdo. O aminoacido
pode também ser encontrado eletricamente neutro na solugdo e o pH em que isto acontece ¢
denominado pH isoelétrico (pI). A forma id6nica em que um aminoécido ¢ encontrado, seja
livre ou em um peptideo ou proteina, pode ter grande importancia em métodos de andlise,
como por exemplo na eletroforese (NELSON; COX, 2002).

Os aminoédcidos e as proteinas estdo intimamente relacionados com os
processos vitais das células e, por conseqiiéncia, de todo o organismo. Eles atuam ativamente
no suprimento das necessidades de crescimento, recuperagdo dos tecidos, gestacdo e
reproducdo de um ser vivo. Mas, para que esse ser sintetize suas proprias proteinas e supra
suas necessidades, ele precisa consumir proteinas de outras fontes, pois embora o0s organismos
consigam até sintetizar alguns aminodcidos mais simples, muitos ndo sdo sintetizados em

velocidade suficiente para atender a essas necessidades organicas. A falta dessas proteinas e
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aminodcidos pode causar aumento da sintese de gordura, aumento da sensibilidade aos
contaminantes de alimentos, crescimento reduzido, reducdo da eficiéncia alimentar,
reprodugdo ineficiente e problemas com a aparéncia de pélos, pele e penas (SIMAS, 2005).

Grande parte desses processos em que as proteinas estdo intimamente ligadas
se deve principalmente a forma da proteina. Assim, as proteinas podem ser classificadas de
acordo com sua estrutura:

* Estrutura primdria: corresponde a seqiiéncia em que os aminoacidos estdo ligados na
proteina.

* Estrutura secundaria: ¢ dada pelo arranjo espacial dos residuos de aminoacidos proximos
entre si na seqiiéncia linear. Existem duas formas gerais de estrutura secundaria, a folhear e a
helicoidal. Para alguns tipos de proteina, este ¢ o ultimo nivel de organizagao.

* Estrutura tercidria: ¢ dada pelo arranjo espacial, desta vez, devido as interagdes dos grupos
R amplamente separados ao longo da cadeia. Normalmente estas intera¢des sao fracas, do tipo
ponte de hidrogénio, efeito ionico e interacdes hidrofobicas e assim, podem ser facilmente
rompidas causando a desnaturagdo da proteina.

* Estrutura quartenaria: ocorre apenas com proteinas que possuem mais de uma cadeia
principal e se d& pela forma como essas cadeias se ajustam umas as outras por meio de
interacdes semelhantes as da estrutura terciaria (NELSON; COX, 2002).

As enzimas s3o catalisadores biologicos, ou seja, elas aceleram reacdes
quimicas. Praticamente todas as enzimas sao proteinas, apesar de existirem também enzimas
que sdao formadas por RNAs, as ribozimas. Sao as enzimas que tornam possiveis 0s processos
metabolicos que ocorrem nas células (KOOLMAN; ROEHN, 2005). Elas possuem grande
especificidade pelo seu substrato e possuem um pH e temperatura em que sua atividade
catalitica ¢ maxima, isto porque, quando no pH adequado, seus grupos doadores ou receptores
de protons do sitio catalitico se encontram em um estado de ionizacdo adequado para
promover a reagdo e quando na temperatura adequada, as colisdes sdo favorecidas, aumentado
a velocidade da reagdo. Por outro lado, certos valores de pH e temperatura podem alterar sua
configuragdo de forma a desnaturar esta enzima, fazendo com que nao seja mais possivel a
realizagdo da reagdo de catalise (SILVA, 2000).

Existem enzimas cuja reagdo catalitica ¢ a quebra das ligagdes peptidicas dos
residuos de aminoacidos das proteinas. Essas enzimas sdo conhecidas como proteases.
Dependendo da posicao da ligagdao peptidica clivada, estas enzimas podem ser classificadas
como endoproteases e exoproteases. As endoproteases quebram preferencialmente as ligagdes

internas da cadeia peptidica e as exoproteases atuam apenas nas ligagdes peptidicas proximas
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das extremidades da cadeia peptidica das proteinas ou peptideos (NILL, 2002; ROSSI, 2007).
As enzimas também podem ser divididas de acordo com seu mecanismo catalitico de acdo em
6 grupos: proteases de serina, proteases de cisteina, proteases de acido aspartico, proteases de
treonina, proteases de acido glutdmico e metaloproteases. O nome dos grupos ¢ baseado em
um dos importantes grupos cataliticos do sitio ativo (POLAINA; MACCABE, 2007). Dentro
do grupo das proteases de serina ou serina-proteases, existe uma familia chamada de
subtilisina. As enzimas do tipo subtilisina tem grande importancia industrial, principalmente
as produzidas por bactérias. Desta forma, além de importantes nos processos bioldgicos dos
seres vivos, as enzimas também encontram aplica¢des industriais em varios setores. A Novo-
Pro D ¢é uma enzima comercial produzida pela empresa Novozymes. E uma serina-
endoprotease produzida pela bactéria Bacillus licheniformis e apresentada no forma liquida
estabilizada em d4gua, glicerol e acido férmico (NOVOZYMES, 2011; POLAINA;
MACCABE, 2007).

2.1.2 A hidrolise de proteinas

A reagao de hidrolise ¢ caracterizada pela clivagem de uma ligagdo quimica
que liga um atomo ou um grupo de atomos ao resto da molécula, seguida da adicdo dos
elementos da agua a esta ligacdo. As reacdes de hidrolise sdo as responsaveis pela
despolimeriza¢dao enzimatica de proteinas, carboidratos e acidos nucléicos. As enzimas que,
de forma geral, catalisam as reagdes de hidrolise sao chamadas de hidrolases e aquelas que,
mais especificamente, catalisam a hidrolise de proteinas, sdo denominadas proteases. A
Figura 2.3 representa a reagdo de hidrdlise de uma proteina ou peptideo. A existéncia de
catalisadores bioldgicos para este tipo de reagdo reside no fato de que apesar das reacdes de
hidrdlise serem quase que invariavelmente exergonicas, a hidrélise de uma ligagcdo peptidica
ocorre lentamente por causa de sua alta energia de ativagdo e como resultado, as ligagdes
peptidicas nas proteinas sdo bem estaveis, com tempo de meia vida médio de
aproximadamente sete anos na maioria das condigdes intracelulares (NELSON; COX, 2002;

NILL, 2002).
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Figura 2.3 — Esquema da reac@o de hidrolise de uma proteina ou de um peptideo

ligacao peptidica

Pl R TP R ©
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carboxilico aminico

Nota: X e Y representam o restante da cadeia da proteina ou do peptideo.
Fonte: figura adapta de TADIOLI, 2003.

Industrialmente, a hidroélise de proteinas pode ser realizada por acidos, bases ou
enzimas. A hidrolise enzimatica para fins nutricionais ¢ mais recomendada, pois a
especificidade da enzima em relagdo ao substrato diminui a probabilidade de ocorrerem
reacdes indesejaveis, que resultem na formacao de produtos toxicos, as condigdes da reagao
sd0 mais brandas, existe menor formagdo de sal no produto € como normalmente a
concentracdo de enzima ¢ baixa, sua remocao apds a reagdo normalmente ¢ desnecessaria.
Além disso, as hidrolises acidas ou basicas sdo inespecificas, aminoacidos como o triptofano,
lisina e treonina podem ser destruidos e boa parte dos aminoacidos podem sofrer racemizacao,
ficando o valor nutricional comprometido (ROMAN; SGARBIERI, 2005; BIASUTTI, 2006).

Uma forma quantitativa de se medir a extensao da hidrélise de proteinas ¢ por
meio da porcentagem de ligagdes peptidicas clivadas durante a hidrélise, denominado grau de
hidrolise (GH). Dado que o ntimero de ligagdes peptidicas clivadas durante o processo de
hidrolise ¢ chamado de equivalentes em hidrolise e ¢ expresso como equivalentes por kg de
proteina (ou meq/g proteina) e se o nimero total de ligagdes peptidicas em uma dada proteina
for designado como hy (meq/gyrot), € possivel calcular o grau de hidrolise por meio da
Equacao 2.1.

GH =" %100 2.1)

tot
O numero total de ligagdes peptidicas em uma proteina, hye pode ser
determinado pela composi¢ao de aminoécidos da proteina, como sendo a soma dos mmols dos
aminoacidos individuais por grama de proteina. Para a proteina da soja, o valor de hyy € 7,8
meq/g de proteina (ADLER-NISSEN, 1986).
Os grupos aminas e carboxilas livres formados apos a hidrélise podem se
encontrar mais ou menos ionizados dependendo do valor do pH em que a reagdo ocorre. Para

polipeptideos, a 25°C, o valor estimado dos pKs para os grupos carboxila e amina se
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encontram, respectivamente, nas faixas de 3,1 a 3,6 ¢ 7,5 a 7,8. Assim, como mostrado na
Figura 2.4, o grupos carboxilas se encontram nao dissociados em pHs abaixo de 2,
parcialmente dissociados em valores de pH entre 2 e 5 e totalmente dissociados em pHs acima
de 5. Da mesma forma, o grupos aminas se encontram totalmente protonados em pHs abaixo
de 6, parcialmente protonados em pHs entre 6 € 9,5 e totalmente desprotonados em pHs acima

de 9,5.

Figura 2.4 — Estados de ionizagdo dos grupos carboxila e amina em fungdo do pH
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Fonte: figura elaborada pela autora com base nos dados de ADLER-NISSEN, 1986.
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Assim, pode-se observar que a hidrdlise de proteinas ¢ acompanhada pela
liberagdo ou consumo de H', o que significa que, exceto na faixa de pH entre 5 e 6, em que o
consumo e liberagdo de protons se cancelam, o pH muda durante a hidroélise. Por outro lado,
se o pH for mantido constante ao longo da hidrélise, exceto para a faixa de pH entre 5 e 6, ¢
possivel se relacionar o grau de hidrélise com o volume de acido ou base consumido, como
mostra a Equagao 2.2, para o caso em que a reagao se da em meio basico. As Equagdes 2.3 e
2.4 mostram, respectivamente, como se calcula o grau de dissociagdo e o valor do cologaritmo
da constante de ionizagdo, ambos necessarios ao célculo do grau de hidrolise quando
relacionado ao volume de base consumida. Acompanhar a adigdo de base ou acido ao longo
da reacao de hidrolise mantendo-se o mesmo pH ¢ a técnica utilizada pelo método do pHstato
para, assim, posteriormente se calcular o grau de hidrdlise (ADLER-NISSEN, 1986). Desta
forma, os tituladores automaticos, equipamento utilizado no método do pHstato, fornecem o
volume de base ou acido consumido ao longo do tempo e conseqiientemente, pode-se ter a

evolucdo da hidrolise, por meio do grau de hidrélise, no tempo.

I 1 1
GH =V, * N, *—*—*—%100 (2.2)
(24 mp tot
107777%
pK =73 82T 00 (2.4)
298 T
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Em que,

* GH = grau de hidrdlise (%), ou seja, o percentual de ligagdes peptidicas clivadas ao longo
da reagao.

* V}, = volume de base adicionada para se manter o pH ao longo da reacdo (mL).

* N, = normalidade da base (meq/mL).

* o = grau médio de dissociacdo dos grupos a-NH, (fun¢do de T e pH) (adimensional). O
valor de a em funcdo de T e pH pode também ser encontrado em Adler-Nissen (1986, p.
123).

* m, = massa de proteina na amostra (g).

* hy: = numero de ligagdes peptidicas totais em uma proteina. Esse numero ¢ expresso em
equivalentes por quilograma de proteina ou mili-equivalentes por grama de proteina (meq/g).
Para a soja, hyy = 7,8. Este valor pode ser determinado pela composi¢do de aminoacidos da
proteina, sendo a soma dos mmols dos aminoacidos individuais por grama de proteina.

e pK = média dos valores de pK dos grupos a-amino liberados durante a hidrolise
(adimensional). O valor de pK varia de forma significativa com a temperatura, mas nao varia
com o substrato.

* pH = cologaritmo da concentragdo de H' (adimensional).

* T = temperatura (K).

Quando uma proteina ¢ hidrolisada, suas propriedades funcionais, como
solubilidade, poder emulsificante e textura podem mudar de forma a contribuir para a maior
qualidade e atributos sensoriais do alimento. Além disso, seu aproveitamento nutricional
também ¢ otimizado, pois o comprimento da cadeia peptidica influencia na taxa de absor¢ao
desta cadeia por quem o consome (BIASUTTI, 2006). Proteinas clivadas em oligopeptideos,
especialmente di e tripeptideos sao utilizadas com maior eficicia pelo organismo do que a
proteina intacta ou mesmo uma mistura equivalente de aminoacidos livres (SILVA et al.,

2009).

2.1.3 Cinética enzimatica

A cinética enzimatica ¢ o ramo da enzimologia que lida com os fatores que
afetam a velocidade das reacdes catalisadas por enzimas (SEGEL, 1979).
Os fatores mais importantes sao (SEGEL, 1979):

* A concentracao da enzima;
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* A concentragdo dos ligantes (substratos, inibidores e ativadores);
* pH;
* For¢a i0nica;
* Temperatura.

Para Mariotto (2006), a cinética enzimatica tem como objetivos:
* Medir a velocidade das transformagdes que se processam;
* Estudar a influéncia de condi¢des de trabalho na velocidade (concentragdo dos reagentes e
das enzimas, temperatura, pH, concentragdes de ativadores e de inibidores);
* Correlacionar, por meio de equagdes empiricas ou modelos matematicos, as velocidades das
transformagdes com alguns dos fatores que as afetam;
* Colaborar na otimizac¢ao do processo;
* Estabelecer critérios para o controle do processo;
* Projetar o reator mais adequado.

Um modelo matematico para a cinética enzimatica envolvendo a reagdo de
apenas substrato e uma enzima foi pela primeira vez desenvolvido por Leonor Michaelis e
Maud Menten. Assim, a cinética de uma reacdo de um substrato e uma enzima ¢ comumente
chamada de Michaelis-Menten (SHULER; KARGI, 2006). A Figura 2.5 ilustra uma reacao do
tipo Michaelis-Menten.

Figura 2.5 — Representa¢do da seqiiéncia de uma reacgao do tipo Michaelis-Menten

k -
E+S —S~ES -2, E+P
k.

Legenda: E = enzima, S = substrato, ES = complexo enzima-substrato, P = produto.
Fonte: SHULER; KARGI, 2006.

A equacdo de Michaelis-Menten, descreve a velocidade para uma reacao
catalisada enzimaticamente e com um Unico substrato, partindo da hipdtese basica de que a
etapa limitante da velocidade ¢ a quebra do complexo enzima-substrato (ES) para formar o

produto e a enzima livre. A velocidade da reagdo pode ser calculada como na Equacgao 2.5.

Yo " 4181 @3)

Em que,

* v =velocidade instantanea da reacao (concentragdo/tempo).
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* Viax = velocidade méxima (concentragdo/tempo).
* Ky = constante de Michaelis (concentragdo). A constante de Michaelis ¢ equivalente a
concentracdo de substrato que fornece metade da velocidade méaxima.

* [S] = concentragdo do substrato (concentragao).

A equagao de Michaelis-Menten fornece a velocidade instantdnea ou inicial
relativa a velocidade maxima para uma dada concentracdao de substrato. Porém, esta equacao
sO6 ¢ valida em um tempo suficientemente pequeno para que a concentracdo do substrato
permaneca praticamente constante (SEGEL, 1979).

Qualquer substancia que reduza a velocidade de uma reagcdo enzimatica pode
ser considerada como um inibidor. A inibi¢ao da atividade enzimatica ¢ um dos maiores
instrumentos de regulacdo nas células vivas e um dos mais importantes procedimentos de
diagnostico para os enzimologistas. Alguns tipos de inibicdo sdo brevemente descritos a
seguir (SEGEL, 1979):

* Inibicdo competitiva: um inibidor competitivo ¢ uma substancia que se combina com uma
enzima livre de uma forma tal que impede a ligacdo do substrato. Isto €, o inibidor e o
substrato se excluem mutuamente, em geral porque hd uma verdadeira competicdo pelo
mesmo sitio. Um inibidor competitivo poder ser um analogo nao metabolizavel ou um
derivado de um substrato verdadeiro, um substrato substituto da enzima ou ainda um produto
da reacao.

* Inibicdo ndo competitiva: um inibidor ndo competitivo cldssico ndo tem efeito na ligacdo do
substrato e vice-versa. O substrato S e o inibidor I se ligam reversivel, aleatoria e
independentemente em sitios diferentes. Isto €, I se liga a enzima E e ao complexo ES; S se
liga a E e ao complexo EI. Entretanto o complexo ESI resultante ¢ cataliticamente inativo. |
pode impedir o posicionamento adequando do centro catalitico.

* Inibicdo irreversivel: ¢ quando um substrato se combina irreversivelmente com uma enzima.
Este tipo de inibicdo pode assemelhar-se a inibicado nao competitiva, pois Vpix diminui ao
passo que Ky permanece a mesma.

* Inibicdo acompetitiva: um inibidor acompetitivo classico ¢ um composto que se liga
reversivelmente ao complexo enzima-substrato, fornecendo um complexo ESI inativo, porém,
o inibidor ndo se liga a enzima livre. A inibicdo acompetitiva ¢ comum em sistemas

multirreacionais.



28

* Retroinibi¢do: ¢ quando o produto final ou quase final controla o fluxo metabdlito, inibindo
uma ou mais reagdes anteriores do caminho seqliencial biossintético que ocorre em um
organismo.

A Figura 2.6 apresenta o esquema de uma reacdo do tipo Michaelis-Menten

com inibi¢do competitiva.

Figura 2.6 — Representacdo da reagdo do tipo Michaelis-Menten com inibi¢cdo competitiva

K -
E+S —— ES 2, E+P
+
I
E;
EI

Legenda: E = enzima, S = substrato, P = produto, I = inibidor, k, = constante de velocidade, Ky, = constante de
Michaelis, K; = constante de inibi¢ao.
Fonte: SEGEL, 1979.

A Equagdo 2.6 descreve a cinética enzimatica para a rea¢ao do tipo Michaelis-

Menten com inibi¢do competitiva.

v=V  x 5]
K, *(1+mj+[51 (2.6)
Ki
Em que,

* v =velocidade instantanea da reacao (mmol/(L.s)).
* Vimax = velocidade maxima (mmol/(L.s)).

* Kum = constante de Michaelis (mmol/L).

* K; = constante de Michaelis (mmol/L).

* [S] = concentragao do substrato (mmol/L).

* [I] = concentracao do inibidor (mmol/L).

De acordo com Svendsen (1976) citado por Adler-Nissen (1986), a hidrdlise
realizada por uma enzima do tipo serina-protease ocorre na forma de trés reacgdes
consecutivas: (1) A formagdo do complexo entre a cadeia peptidica original (o substrato) e a
enzima. (2) A clivagem da ligagdo peptidica e a liberagdo de um dos dois peptideos

resultantes. (3) O ataque nucleofilico na parte resultante do complexo para que o outro
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peptideo seja liberado e para a reconstitui¢do da enzima livre. A Figura 2.7 mostra o esquema

de uma reacdo de hidrolise realizada por uma serina-protease.

Figura 2.7 — Esquema de uma reagdo de hidrdlise catalisada por uma serina-protease

k- - {43
E+§S L,:“ ES X2, EP + H—P' ﬁ E + P-OH + H—P'
— T

Fonte: ADLER-NISSEN, 1986.

Quando uma serina-protease age em uma ligagdo peptidica, a etapa de acilacdo,
ou seja, a segunda das trés reacdes ¢ a etapa determinante da velocidade de reagdo. Isto
significa que a velocidade da reagdo ¢ determinada por ki, e que Ky € aproximadamente igual
a constante de dissociacao k_/k:;. Em outras palavras, a reacdo de hidrolise comandada por
uma serina-protease pode ser descrita cineticamente pelo modelo de Michaelis-Menten.

A cinética segundo Michaelis-Menten para a reacdo de hidrolise por uma
serina-protease pode ser escrita em func¢ao do numero de ligacdes peptidicas hidrolisadas, da
mesma forma em que foi feito em Sousa Jr. et al. (2004). A Equagao 2.7 apresenta a
velocidade em funcdo das ligacdes peptidicas hidrolisadas segundo o modelo de Michaelis-
Menten e a Equacdo 2.8 mostra a velocidade em fun¢ao das ligagdes peptidicas hidrolisadas
segundo o modelo de Michaelis-Menten com inibicdo competitiva. Muitas vezes, ligagdes

peptidicas ja hidrolisadas podem atuar como inibidores.

_Vyu *(NH — 1)

"X, +(NH, - 1) @7
e V. x(NH,—I)

Ky *(HéijﬂNHo -1 (2.8)
Em que,

* v =velocidade instantanea da reacao (mmol/(L.s)).

* Vimax = velocidade maxima (mmol/(L.s)).

* Ky = constante de Michaelis (mmol/L).

* K; = constante de Michaelis (mmol/L).

* NHj = concentragao de ligagdes peptidicas hidrolisaveis totais (mmol/L).

* [ = concentracao de ligagdes peptidicas hidrolisadas (mmol/L).



30

Nas Equacgdes 2.7 e 2.8, (NHy — I) d4 a concentragdo das ligagdes peptidicas
ainda hidrolisaveis, sendo equivalente a concentragdo de substrato da equacgdo original de
Michaelis-Menten. A concentracdo total de ligagcdes peptidicas hidrolisaveis pode ser
calculada pela multiplicacdo da concentragdo de proteina na amostra pelo numero total de
ligagdes peptidicas hidrolisaveis por grama na proteina, como mostra a Equacado 2.9.

NH,=h,, *C (2.9)

— "ot prot

Em que,
* NHj é dada em mmol/L.
* hyt € dado em mili-equivalentes/g, que aqui equivale a mmol/g.

® Cprot € dado em g/L.

A concentracdao de ligacdes peptidicas hidrolisadas pode ser calculada
utilizando-se o valor do grau de hidroélise atingido na rea¢do, no dado momento, como

mostrado na Equacao 2.10.

GH
100

I=

* NH, (2.10)

2.1.4 Perfil peptidico

O grau de hidrélise indica a porcentagem de ligacdes peptidicas clivadas e a
cinética enzimdtica para reagdes de hidrdlise conta a taxa com que essas ligacdes sao
quebradas ao longo do tempo, mas apenas por elas ndo € possivel se ter informagdes sobre a
composi¢ao do produto formado, ou seja, o peso molecular ou a distribuicdo dos pesos
moleculares do produto formado. Para isto, existem técnicas como a eletroforese em gel com
dodecilsulfato de sodio (SDS), ultracentrifugacao, filtracdo em gel, entre outros.

Na eletroforese em gel com SDS, que ¢ um detergente anionico que destroi
efetivamente a estrutura quartendria da maioria das proteinas multiméricas, se liga fortemente
as subunidades da proteina, encobrindo a carga original dessa proteina. Ao se aplicar um
campo elétrico, os complexos SDS-proteina migram em direcdo ao polo positivo com mais ou
menos a mesma propor¢ao de carga/massa. Se a eletroforese for realizada em gel de
poliacrilamida, a mobilidade do complexo SDS-proteina depende quase que exclusivamente
do seu tamanho que pode ser obtido comparando-se com uma curva padrio construida

usando-se proteinas cujos pesos moleculares de seus mondmeros sejam conhecidos.
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Ja a ultracentrifugacdo baseia-se no principio de que as moléculas de maiores
pesos moleculares sedimentam mais rapido e se difundem mais devagar do que as moléculas
de baixo peso molecular.

A filtracdo em gel ¢ um processo de peneiracdo molecular que pode ser usado
para separar proteinas de acordo com seu tamanho. O meio fisico com propriedades de
peneiracdo ¢ um gel tal como Sephadex (copolimero de dextrana de liga¢do cruzada), Biogel
(poliacrilamida) ou pérolas de vidro de poro controlado. Considera-se que o gel possui poros
com um didmetro fixo dentro de uma determinada faixa.

O processo baseia-se no fato de que moléculas de diametros menores do que os
dos poros penetram facilmente nas particulas do gel, enquanto que moléculas cujos didmetros
sdao maiores do que os dos poros sdo completamente excluidas do gel. Moléculas de tamanho
intermediario podem penetrar em algumas particulas do gel, porém, comparando-se com o
nimero de moléculas de tamanho menor, uma maior propor¢do de moléculas de tamanho
intermediario permanecera fora do gel. Todavia, estas moléculas sdo excluidas a uma
velocidade menor do que aquela em que sao as moléculas de tamanho maior.

Uma pequena quantidade de solucdo contendo moléculas de diferentes
tamanhos ¢ aplicada em uma coluna contendo gel. A solucdo aplicada ¢ entdo eluida através
da coluna por meio de um tampao apropriado. O volume de liquido total da coluna ¢ a soma
do volume de liquido fora das particulas do gel mais o volume de liquido dentro das particulas
de gel: Viot1iqg = Vi + Vi. As moléculas muito grandes sdo eluidas assim no Vy e saem da
coluna em primeiro lugar. As moléculas de tamanho intermedidrio sdo eluidas a seguir. As
moléculas muito pequenas, que devem ser eluidas através do V¢ + V;j, sdo eluidas por ultimo

(SEGEL, 1979), como mostra a Figura 2.8.

Figura 2.8 — Coluna de filtragdo em gel
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Fonte: GARRETT; GRISHAM, 2005.
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A filtracdo em gel ¢ o método mais conveniente para se estimar o peso
molecular de uma proteina. Este método ndo requer uma proteina pura, homogénea. Tudo que
¢ necessario ¢ um meétodo para detectar a proteina quando esta eflui da coluna (SEGEL,
1979).

A coluna de filtragdo em gel pode ser utilizada em um equipamento de
cromatografia liquida de alto desempenho. Nele, apds as proteinas sairem da coluna, passam
por um detector. Com o sinal do detector, tragca-se um cromatograma (ou perfil peptidico, para
analise de proteinas e peptideos) e por ele € possivel se obter a massa molecular e
concentragdo dos componentes da amostra por meio da comparagdo com uma curva de
calibragdo feita com padrdes de peptideos de massa molecular e concentragao conhecidas.

Muitas vezes, quando se hidrolisam proteinas, o produto obtido ¢ constituido
por uma ampla faixa de peptideos, tornando-se assim dificil a quantificacao individual de
cada tipo de molécula formada por meio de padrdes destas moléculas injetadas no
cromatografo liquido. Desta forma, se torna necessario langar mao de outros métodos que
quantifiquem pelo menos faixas de tamanho das moléculas formadas. Foram encontrados, na
literatura, 4 diferentes métodos de se caracterizar estas faixas de peptideos formados,
chamados de pseudocomponentes: método das areas cromatograficas (GUPTA, 1983), o
método Sousa Jr et al. (2003), o método Silvestre et al. (1994) e o método de Kjeldahl
descrito por LABCONCO (2010).

O método das areas cromatograficas (GUPTA, 1983) considera que a area do
cromatograma ¢ diretamente proporcional a concentracdo de proteinas e peptideos presentes
na amostra. Assim, a caracteriza¢do do produto ¢ obtida pela divisdo do cromatograma em
varias regides, regides estas, limitadas pelo tempo de retencdo de marcadores de massa
molecular, e pelo calculo percentual de cada fragdo de area cromatografica em relacdo a area
total do cromatograma. Conhecendo-se a concentragdo total de proteinas na amostra, supde-se
que o percentual em area ¢ igual ao percentual em massa de peptideos.

O método proposto por Sousa Jr. ef al. (2003) baseia-se em se levantar curvas
de calibracdo a partir de padrdes, com concentracdo e massa molecular conhecidas, e
correlacionar a area cromatografica e tempo de retencdo com a concentragdo do analito. Para
se obter a equacdo que determina as concentracdes do analito em diferentes amostras,
primeiro procede-se a determinacdo da relacdo do tempo de retengdo dos marcadores de
massa molecular com a fungdo logaritmo da massa molecular desses marcadores e depois se

determina a relagdo entre a area cromatografica e a concentracdo do analito. O fato de
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considerar o tempo de reteng¢do no calculo da concentragcdo ¢ uma maneira de corrigir o efeito
do tamanho molecular na absortividade dos peptideos e proteinas.

No método proposto por Silvestre et al. (1994a, b), a quantificacdo ¢ feita de
maneira similar ao método das areas cromatograficas, porém, a interferéncia dos aminoacidos
aromaticos ¢ eliminada das areas cromatograficas, por meio da correcdo desta area. Esta
correcdo ¢ possivel subtraindo-se o valor de area cromatografica, obtida a 230 nm, resultante
da absorc¢ao de aromaticos. Este método considera que, para uma mesma massa de peptideos
em duas amostras diferentes, podem-se obter diferentes areas cromatograficas em funcdo da
quantidade de aromaticos em cada uma delas. Assim, a concentragdo de peptideos pode ser
superestimada em amostras contendo elevado nimero de aromaticos.

O tultimo método proposto para a caracterizacao de hidrolisados protéicos ¢ o
de Kjeldahl, proposto por Johan Kjeldahl em 1883. Este método faz a quantificacdo de
proteinas e peptideos pela quantificacdo do nitrogénio liberado apds a hidrolise acida. Este
método ¢ amplamente conhecido e utilizado na andlise de proteinas (LABCONCO, 2010). No
caso da caracterizagdo dos pseudocomponentes, a amostra deve ser fracionada em cada
pseudocomponente para depois se quantificar o nitrogénio liberado em cada um. O
fracionamento pode ser realizado por um cromatégrafo liquido que tenha o moddulo de
fracionamento. Para se quantificar o nitrogénio liberado, primeiro se procede a digestdo da
amostra com 4cido sulfurico, posteriormente adiciona-se hidroxido de sédio a amostra
digerida e realiza-se a destilacdo desta amostra, em que a amodnia liberada ¢ absorvida por
uma solu¢do de acido borico. Por fim, a amostra ¢ titulada com acido cloridrico. A
quantificagdo de peptideos presentes ¢ feita considerando-se que para cada 10 mL de HCU
(0,01 M) consumido ha 0,0014 g de nitrogénio, com isso, pode-se determinar a quantidade
total de nitrogénio (em g) em uma determinada quantidade de amostra, multiplicando-se o
volume total de HC{ consumido por 0,0014. Em seguida, considerando que cada 100 g de
proteina contém aproximadamente 16 g de nitrogénio, pode-se estimar a massa de proteina na
amostra. Ou seja, multiplicando-se a massa de nitrogénio por um fator de 6,25 obtém-se a
massa de proteina na amostra. O inconveniente deste método, para o caso da analise dos

pseudocomponentes, ¢ de ser extremamente trabalhoso e demorado.

2.1.5 Redes neurais

E possivel relacionar o grau de hidrdlise obtido em um determinado momento

da reagdo com a perfil peptidico gerado, ou seja, com a concentracdo de cada
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pseudocomponente por meio do ajuste de uma rede neural artificial. As redes neurais
artificiais sdo técnicas que apresentam um modelo inspirado na estrutura neural de
organismos inteligentes e que adquirem conhecimento através da experiéncia (TATIBANA;
KAETSU, 2011).

As redes neurais comecaram a se desenvolver na década de 1940, pelo
neurofisiologista Warren McCulloch, do MIT, e pelo matematico Walter Pitts, da
Universidade de Illinois. Nesta época, publicaram um trabalho que fazia uma analogia entre
células nervosas vivas e o processo eletronico. Este trabalho consistia em um modelo de
resistores variaveis e amplificadores representando conexdes sindpticas de um neuronio
biologico. Desde entdo, principalmente a partir da década 1980, diversos modelos de redes
neurais artificiais surgiram e ainda surgem com o propdsito de aperfeicoar e aplicar esta
tecnologia. Algumas destas propostas desejam aperfeicoar mecanismos internos da rede
neural para aplicacdo na industria e negocios, outras procuram aproxima-las ainda mais dos
modelos biologicos originais (TAFNER, 1998).

Segundo Palma Neto e Nicoletti (2005), uma rede neural ¢ uma rede com
muitos processadores simples (cada um deles tendo possivelmente, uma pequena quantidade
de memoria local), conectados por meio de canais de comunicagdo (conexdes), aos quais,
usualmente, estdo associados pesos numeéricos.

Uma rede neural pode ser caracterizada por:

* Seus processadores basicos, chamados neuronios;

* Pela funcdo de ativacao, que representa o estado de um neuronio;

* Pelo padrao de conexdo existente entre os neurénios, ou seja, sua estrutura;

* Por seu algoritmo de treinamento (também chamado de algoritmo de aprendizado).

A Figura 2.9 apresenta a anatomia de um neurdnio. O neurdnio artificial ¢ uma
estrutura 16gico-matematica que procura simular a forma, o comportamento e as fungdes de
um neur6nio bioldgico. Assim sendo, os dendritos foram substituidos por entradas,
representadas por y; (y = 1, ..., m), cujas ligagdes com o corpo celular artificial sdo realizadas
por meio de elementos chamados de peso (simulando as sinapses). Os estimulos captados
pelas entradas sao processados pela fungdo soma ou ativagcdo (que ¢ a soma das entradas
ponderada pelos pesos). Os pesos de uma rede podem produzir um efeito de excitagdo ou
inibi¢do no valor da entrada, dependendo da magnitude do peso e de seu sinal. O limiar de
disparo do neurdnio biolégico foi substituido pela fun¢do de transferéncia, que calcula o valor

da saida y;, a qual pode compor parte de um vetor de entrada para outros neuronios. Outro
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fator importante na composi¢do de um neurdnio € o denominado bias ou threshold, wij. Este

fator € responsavel por regular a ativacdo total do neurdnio j (PINTO, 2008; TAFNER, 1998).

Figura 2.9 — Estrutura de um neurénio

yo=1

Yi

¥Ym

Fonte: figura adaptada de PINTO, 2008.

Uma das arquiteturas possiveis de se utilizar em uma rede neural artificial ¢ a
chamada Perceptrons multicamadas (MLP, do inglés Multlayer perceptrons) ilustrada na
Figura 2.10. Como principais caracteristicas, uma rede MLP apresenta:

* Uma fungdo de ativagdo suave (ou seja, continua e diferenciavel) para cada neurénio.
* Além das camadas de entrada e de saida, pode possuir uma ou mais camadas ocultas.
* A rede exibe um alto grau de conectividade, determinada por seus pesos.

* E do tipo feedforward: a informagao segue em apenas uma direcio.

Figura 2.10 — Arquitetura de uma rede to tipo MLP com duas camadas ocultas
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Fonte: PINTO, 2008.

O conjunto de padrdes ou exemplos a serem ajustados pela rede MLP, ap6s um
pré-tratamento (por exemplo, normalizagdo dos dados), assim como para qualquer modelo
empirico, € geralmente dividido em dois conjuntos: o conjunto de treinamento e o conjunto de
teste.

O conjunto de teste ¢ utilizado para testar o desempenho do modelo pos-

treinamento.
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O conjunto de treinamento ¢ ainda subdividido em dois subgrupos:
subconjunto de estimac¢do e subconjunto de validacdo. O subconjunto de estimacgdo serve
para selecionar o modelo (fun¢do de transferéncia a empregar, nimero de neurénios na
camada oculta, numeros de camadas ocultas, etc.) e definir nimero de iteragdes do
treinamento de forma a evitar sobreajuste (overfitting). E o subconjunto de valida¢do do
modelo serve justamente para se inferir se 0 modelo ¢ valido.

Na etapa de treinamento, ou seja, na etapa de ajuste dos pesos sindpticos, estes
ajustes podem ser realizados de forma seqiiencial ou intermitente. Na forma seqiiencial, a
atualizacdo dos pesos da rede ¢ feita apos a apresentacdo de cada exemplo. Este modo ¢ mais
utilizado em aplicagdes que exijam treinamento em tempo real. No modo intermitente, a
atualizagdo ¢ realizada apods a apresentagdo de todo o conjunto de exemplos, constituindo,
assim, o que se chama de uma época.

Com o intuito de se evitar o overfitting durante o treinamento da rede, pode-se
utilizar a técnica de parada antecipada, em que, apds um periodo de estimacdo (treinamento),
com os pesos ajustados, € calculado o erro associado aos dados do subconjunto de validagao.
Reinicia-se a se¢do de treinamento enquanto o erro calculado permanecer decrescendo
(PINTO et al., 2007).

Normalmente, junto a estrutura MLP se usa o algoritmo conhecido como error
backpropagation ou alguma de suas variagoes.

O algoritmo de treinamento backpropagation ¢ um algoritmo utilizado para se
resolver um problema de otimizagdo. O algoritmo utiliza-se do gradiente descendente para
estimar o erro das camadas intermedidrias por meio de uma estimativa do efeito que estas
causam no erro da camada de saida. Assim, o erro de saida da rede é calculado e este é
retroalimentado para as camadas intermediarias, possibilitando o ajuste dos pesos
proporcionalmente aos valores das conexdes entre camadas. Uma variagao deste algoritmo € o
backpropagation com Levenberg-Marquardt, em que ao invés de se basear no método do
gradiente descendente, este algoritmo ¢ uma aproximagdo do método de Newton. Ele melhora
o método de Gauss-Newton por meio da utilizagdo de uma taxa de aprendizado variavel
(BRAGA; CARVALHO; LUDERMIR, 2007).

Para Pinto et al. (2007), a identificacdo de um sistema ¢ uma das aplicacdes
mais comum de redes neurais na engenharia de bioprocessos. Elas podem ser bem eficientes
em predizer como atuam processos que sao bem complexos e/ou ndo tem modelos bem

definidos.
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2.1.6 A Soja e as proteinas da soja
2.1.6.1 A historia da soja

A soja e seus subprodutos estdo entre os produtos mais utilizados na nutri¢do
animal devido a seu elevado teor protéico (SIMAS, 2005). As primeiras referéncias ao grao
aparecem ha quase 5000 anos, quando a soja era considerada um grao sagrado, ao lado do
arroz, do trigo, da cevada e do milheto. Um dos primeiros registros aparece no livro "Pen
Ts’ao Kong Mu", feito para descrever as plantas da China ao imperador Sheng-Nung. Mas,
para alguns autores, as referéncias a soja sdo ainda mais antigas, remetendo ao "Livro de
Odes", publicado em chinés arcaico. A soja cultivada hoje ¢ muito diferente de suas
ancestrais, que eram plantas rasteiras que se desenvolviam na costa leste da Asia,
principalmente ao longo do rio Yangtse, na China, at¢ que cientistas da antiga China
domesticaram e melhoraram a planta resultante do cruzamento natural entre duas espécies de
soja selvagem, dando origem a sua evolugao.

Apesar de ser conhecida e consumida pela civilizagao oriental por milhares de
anos, a soja foi introduzida na Europa, apenas como curiosidade nos jardins botanicos da
Inglaterra, Franga e Alemanha, no final do século XV. E apenas a partir da segunda década do
século XX ¢ que o grao passou a despertar interesse comercial, porém, provavelmente devido
as condigdes climaticas, a tentativa de se cultivar a soja na Russia, Inglaterra e Alemanha
fracassou.

No Brasil, o primeiro registro de que se tem noticia da soja data de 1882, mas
somente na década de 1960 foi que seu desenvolvimento passou a ser significativo,
principalmente por dois fatores internos: o primeiro ¢ que a soja poderia surgir como uma
opg¢ao de verao sucedendo ao plantio do trigo, principal cultura do sul do Brasil, na época. O
segundo ¢ que o Brasil iniciava um esfor¢o de produgdo de aves e suinos, gerando uma alta
demanda por farelo de soja. Em 1966 ja eram produzidas 500 mil toneladas de soja no Brasil.
Em 1970, a explosao do preco da soja no mercado mundial aumentou ainda mais o interesse
do governo brasileiro e dos agricultores por esta cultura e somou-se a este acontecimento, o
fato de que o escoamento da safra brasileira ocorre justamente na entressafra americana,
quando os precos atingem as maiores cotacdes. Assim, o pais passou a investir em tecnologia
para adaptacdo da cultura as condigdes brasileiras, processo liderado pela Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria. Como conseqiliéncia dos investimentos, o plantio de soja em
regides de baixas latitudes, entre o tropico de capricornio e a linha do equador, tornou-se

possivel, e o impacto desse aumento de areas passiveis de plantio foi sentido pelo mercado no
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final da década de 1980, inicio de 1990, com a queda dos pregos do grao (EMBRAPA, 2012;
SIMAS, 2005).

2.1.6.2 A soja em numeros

Estima-se que foram produzidos mundialmente, na safra 2010/2011,
aproximadamente 264 milhdes de toneladas de soja em graos, 165 milhdes de toneladas de
farelo de soja e 41 milhdes de toneladas de 6leo de soja. O maior produtor mundial do grao ¢
os Estados Unidos, tendo produzido aproximadamente 91 milhdes de toneladas, ocupando
uma area de plantio de 31 milhdes de hectares e com uma produtividade de 2.922 kg/ha. O
segundo maior produtor mundial ¢ o Brasil, tendo produzido, no mesmo periodo, 75 milhdes
de toneladas de graos, com uma area plantada de 24,2 milhdes de hectares e produtividade de
3.106 kg/ha. O maior estado produtor de soja ¢ o Mato Grosso e o segundo maior, o Parana,
com producdes de 20,4 e 15,4 milhdes de toneladas, respectivamente, neste mesmo periodo.
Em relacdo ao 6leo e ao farelo de soja, o Brasil produziu 7,5 e 29 milhdes de toneladas,
aproximadamente. O terceiro produtor mundial de soja é a Argentina, seguida da China, india
e Paraguai (USDA, 2012; CONAB, 2012; EMBRAPA 2012).

Do total produzido, o Brasil exportou por volta de 33 milhdes de toneladas do
grao, 14 milhdes do farelo e 1,7 milhdes de 6leo, representando uma movimentagdo financeira
de 16, 6 e 2 bilhdes de ddlares, respectivamente (valor FOB). As exportagdes do complexo da
soja atingiram quase 53% de participagdo do total de exportacdes de produtos do agronegdcio
e pouco mais de 19% das exportagdes brasileiras. Os principais importadores do complexo
produtivo de soja brasileiro sdo apresentados na Figura 2.11. Além disso, o Brasil ainda
importou, no mesmo periodo, por volta de 41.000 toneladas de graos de soja, 25.000
toneladas de farelo e 126 toneladas de o6leo, todos eles, majoritariamente do Paraguai

(CONAB, 2012).
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Figura 2.11 — Paises para o qual o Brasil exporta produtos do complexo produtivo da soja
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Fonte: figura elaborada pela autora com base nos dados da CONAB, 2012.

2.1.6.3 Composigdo da soja

A composi¢cdo da semente da soja pode variar devido a varios fatores, como
ambientais, geograficos, modificagdo genética, etc. Normalmente, graos que apresentam

maior produtividade tém menor teor de proteina. A relagdo entre o teor de 6leo e de proteina
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também ¢ inversamente proporcional. Com o advento da manipulagdo genética, ja € possivel
se obter grdos com mais de 50% de proteina. Atualmente, varias variedades produzem graos
com teores de proteina proximos a 45%. Também ja € possivel aumentar o nivel de alguns
aminoacidos essenciais, como variedades que apresentam teor de metionina até¢ 75% maior
que o convencional ou graos de soja com altos teores em lisina, triptofano e isoleucina
(VIEIRA, 2007). Mas, de forma geral, a composi¢cdo média de uma semente de soja, sem

alteracdo genética, € como a apresentada na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Composi¢do média da semente de soja

Componente % em massa
Umidade 11
Proteinas 38
Lipidios 19

Carboidratos 27

Cinzas 5

Fonte: EMBRAPA, 2012.

A Tabela 2.2 apresenta a composi¢do nutricional média para o farelo de soja
ndo desengordurado torrado, para o farelo de soja desengordurado, para produto a base de
proteina concentrada de soja e proteina isolada de soja enquanto a Tabela 2.3 apresenta a
composi¢ao média de aminoacidos presentes em um grama da proteina bruta do farelo de soja
e de alguns farelos de outras sementes, além dos valores didrios necessarios a criangas e

adultos de aminoacidos essenciais.

Tabela 2.2 — Composi¢do nutricional para alguns produtos a base de soja

Farelo de soja

Nutriente nao Farelo de soja  Proteina de soja  Proteina de soja
desengordurado  desengordurado concentrada isolada
torrado
Proteinas (g) 38,1 51,5 63,6 88,3
Lipideos (g) 21,9 <10 0,5 3.4
Carboidratos 30.4 33.9 254 0.0
totais (g) ’ ’ ’ ’
Fibra bruta (g) 2,2 43 3.8 0,3
Agua (g) 3,8 7,3 5,8 5,0
Cinzas (g) 5,9 6,2 4,7 3,6

Fonte: ERDMAN; FORDYCE, 1989.
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Tabela 2.3 — Composicdo de aminoacidos de alguns farelos desengordurados de oleaginosas
Necessidades
Crianga, idade
Aminoacido® Soja  Algodio Amendoim Girassol 2-5 10-12 Adulto

Lisina 64 44 30 38 58 44 16
Histidina 26 27 23 25 19 19 16
Arginina 73 116 113 89 - - -
Aspartato 118 92 141 87 - - -
Treonina 39 30 25 32 34 28 9

Serina 55 42 49 39 - - -

Glutamato 186 217 199 210 - - -
Prolina 55 36 44 50 - - -
Glicina 43 41 56 51 - - -
Alanina 43 39 42 41 - - -

Valina 46 45 45 48 35 25 13
Cisteina 14 26 13 18

Metionina 11 15 9 19 } 25 22 17

Isoleucina 46 31 41 40 28 28 13
Leucina 78 58 67 61 66 44 19
Tirosina 38 31 41 27

Fenilalanina 50 54 52 47 } 63 22 19
Triptofano 14 12 10 11 11 9 5

* Valores em mg/g de proteina bruta.
® Valores em mg/kg.dia (miligramas de aminoécido por quilograma de massa corpérea por dia).
Fonte: WOLF, 2007.

2.1.6.4 Proteinas da soja

Entre os cereais e outras espécies leguminosas, a soja € a que contém o mais
alto teor de proteina. Enquanto esta contém cerca de 40% de sua constituicdo em proteinas, a
canola contém entre 20 e 30% e outros cereais ficam na faixa de 8 a 15% (FISCHER, 2006).

As proteinas sdo o principal componente da semente de soja. Baseada na
funcdo bioldgica na planta, as proteinas das sementes podem ser classificadas em proteinas
metabodlicas e proteinas de reserva. As proteinas metabdlicas sdo ativas nas atividades
celulares normais, incluindo a sintese de proteinas de reserva. As proteinas de reserva
fornecem fonte de nitrogénio e carbono para o desenvolvimento da planta durante a
germinagdo. A maioria das proteinas de reserva da semente da soja sao do tipo globulinas.

Quando dissolvidas em tampao fosfato de sodio 0,4 M contendo 0,01 M de
mercaptoetanol em pH 7,6, baseado no coeficiente de sedimentacdo, as proteinas de soja
podem ser classificadas em 4 fragdes:
* Fracdo 2S (13-18% da composicdo total de proteinas): composta por inibidores de tripsina

de Bowman-Birk e Kunitz, citocromo C e a-conglicinina.
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* Fracdo 7S (30-46%): mais heterogénea, mas em sua maioria ¢ constituida de B-conglicinina.
* Fracdo 118 (36-53%): composta por proteinas do tipo glicinina.
*Fracdo: 15S (0-4%): composta por polimeros de glicinina.

A glicinina e a B-conglicinina sd@o os maiores grupos de proteinas de reserva da
soja. Normalmente a glicinina ¢ encontrada em maior propor¢do. A relacdo de glicinina/f-
conglicinina varia entre 1,31 e 2,45. A Figura 2.12 resume a composi¢do das proteinas em
cada fragdo e especifica melhor as duas principais proteinas que compde a semente de soja

(BARAC et al., 2004; KUIPERS, 2007).

Figura 2.12 — Proteinas da soja
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Fonte: figura elaborada pela autora com base nos dados de BARAC ez al., 2004 e KUIPERS, 2007.

A glicinina possui, em média, massa molecular de 360 kDa, com estrutura
quartenaria compacta, estabilizada por intera¢des de dissulfeto, eletrostaticas e hidrofobicas. E
composta por 6 subunidades, compostas por uma cadeia peptidica acida e uma cadeia
peptidica basica ligadas por uma ponte de dissulfeto, a exce¢ao do peptideo acido A4 que nao
se liga por ponte de dissulfeto. As subunidades sdo empacotadas em dois hexagonos, um
sobre o outro, formando um cilindro oblato € oco, como mostra a Figura 2.13. Os peptideos

basicos se localizam no interior da molécula (BARAC et al., 2004).
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Figura 2.13 — Estrutura da glicinina
a) Glicinina genérica

A B-conglicinina possui massa molecular na faixa de 150 a 180 kDa e ¢
composta por trés subunidades, podendo elas serem do tipo o, o’ ou . As subunidades a e o’
possuem duas cadeias de carboidrato ligadas a N-terminais de residuos de acido aspartico
enquanto que a subunidade 3 possui apenas uma cadeia de carboidrato ligada a ela. A Figura

2.14 mostra a estrutura de uma B-conglicinina (KUIPERS, 2007).

Figura 2.14 — Estrutura de uma B-conglicinina

Fontes: BARAC et al., 2004.
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2.1.6.5 Produtos da soja

De toda a produ¢dao mundial de soja, por volta de 87% vao para esmagadoras.
Os outros 13% sdo destinados para sementes para as proximas safras ou processados de outras
formas para a industria de alimentos (GELDER; DROS, 2002). A produgdo do 6leo de soja
representa 15% da producao mundial das sementes e 80% do farelo de soja produzido ¢
destinado a ragdao animal (APROSOIJA, 2012). Outros produtos também podem ser fabricados
a partir da semente da soja e de seus derivados. A Figura 2.15 apresenta uma visdo geral da

cadeia produtiva da soja.

Figura 2.15 — Cadeia produtiva da soja
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Fonte: GELDER; DROS, 2002.

Uma nova classe de produtos a base de soja tem tomado a atencdo do meio
cientifico e industrial que ¢ a de produtos a base de proteinas hidrolisadas de soja. A hidrdlise
das proteinas de soja pode melhorar as propriedades funcionais e o valor nutritivo, como por
exemplo, aumentar a bioatividade das proteinas das soja por meio da conversao de glicosideos
em agliconas, aumentando suas propriedades antioxidantes e imunomorreguladoras. Outro
fator interessante ¢ que, com a hidrolise, pode-se aumentar a solubilidade das proteinas da
soja em meios mais acidos, viabilizando seu uso em produtos mais acidos. Essas proteinas
hidrolisadas podem ser usadas como ingrediente em alimentos, temperos, potenciadores

nutricionais, substituto de proteinas e em produtos de uso clinico (SUN, 2011).



45

2.1.6.6 Processo de produgdo do dleo e farelo de soja

A extracdo do 6leo de soja bruto e do farelo ocorrem basicamente em trés
etapas: (1) Armazenamento dos graos. (2) Preparagao dos grao. (3) Extracao do 6leo bruto.

A etapa de armazenamento ndo pode ser negligenciada no processo, pois ela
incide diretamente no rendimento e qualidade do produto final. Quando as sementes sdo
armazenadas de forma inapropriada podem ocorrer problemas como aumento da acidez e
modificagdes organolépticas influindo no sabor e aroma dos 6leos e farelos produzidos, entre
outros.

Durante a etapa de preparacdo, os grdos sdo pré-limpos, descascados,
condicionados, triturados, laminados e cozidos. Na pré-limpeza, os graos sao recebidos, ¢
feita uma amostragem para controle da qualidade e por meio de maquinas especiais, dotadas
de peneiras vibratérias ou de outro dispositivo, os graos sdo separados dos contaminantes
maiores. A pré-limpeza, antes do armazenamento, diminui os riscos de deteriora¢ao e reduz o
uso indevido de espaco util do silo. O descascamento ¢ feito por maquinas relativamente
simples, onde as cascas sao quebradas por batedores ou facas giratdrias e sao separadas dos
cotilédones por peneiras vibratorias e insuflagdo de ar. No condicionamento, os graos, apos o
descascamento, sofrem um aquecimento entre 55 e 60° C. A etapa de trituracdo e laminacao
ocorre, pois facilita a etapa de extracdo de oleo dos graos, por meio do rompimento dos
tecidos e das paredes das células. A trituragdo e laminacao diminui a distancia entre o centro
do grdo e sua superficie e aumentando, assim, a area de saida do 6leo. O equipamento usado
nesta etapa possui rolos de aco inoxidavel horizontais ou obliquos resultando em flocos ou
laminas com uma espessura de dois a quatro décimos de milimetro, com um a dois
centimetros de superficie. O processo de cozimento também visa o rompimento das paredes
celulares para facilitar a saida do 6leo. E feito em cozedores com aquecimento indireto e
direto de vapor.

Nas plantas de industrias esmagadoras mais antigas, o 6leo ¢ parcialmente
extraido por meio mecanico de pressdo em prensas continuas ou “expelers”, seguido de uma
extracdo com solvente organico. Nos processos mais modernos, os flocos sdao introduzidos
diretamente nos extratores e o Oleo ¢ extraido diretamente com o solvente organico,
geralmente hexano. Deste processo, saem duas correntes: a miscela e o farelo. A miscela que
sai do extrator ¢ usualmente filtrada e transferida para um destilador continuo, no qual o dleo
¢ separado do solvente. Nesse equipamento, o conteudo de solvente no 6leo pode ser reduzido

até cerca de 5%. O hexano residual ¢ destilado em um evaporador de filme com insuflagdo de
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vapor direto. J& o farelo de soja passa por um processamento térmico para inativar os fatores
antinutricionais como os inibidores de tripsina, as lectinas ou fitohemaglutininas, bem como
as substancias que causam o sabor indesejavel. O equipamento usado ¢ o dessolventizador-
tostador, um aparelho vertical que combina a evaporagao do solvente com uma cocg¢ao imida
(EMBRAPA, 2001).

A Figura 2.16 apresenta o processo de produ¢do do 6leo bruto e do farelo de

soja.

Figura 2.16 — Processo extragdo do 6leo bruto e do farelo de soja

14% de umidade

| armazenagem |

¥ o

secagem 10,5% a 11% de umidade

descasque cascas

| condicionamento ]—- 56%a 60° C

laminacio |—p 0,25mm a 0,35mm de espessura

>

r

solvente recuperado 2
Micela (extrator)
xtracdo com solvente organic
({hexana comercial)

solvente recuperado

L

«— flakes Umidos desengordurados | dleo + i“"‘m“te I
| desnlventizat;%a / tostagem | evaporacio
|secagem .I‘;lesfriamenm| | degnn}ag em |
3
moagem | dleo de soja bruto
¥ degomado

farelo de soja desengordurado

Fonte: EMBRAPA, 2001.



47

2.2 MATERIAIS E METODOS
2.2.1 Materiais

Os materiais utilizados para a realizagdo das hidrélises das proteinas do farelo

de soja concentrado e posterior modelagem foram:
* Farelo de soja concentrado SPC 62, fornecido pela empresa IMCOPA - importagao,
exportacdo e industria de 6leos S.A.;
* Enzima Novo-Pro D, fornecida pela empresa Novozymes Latin America Ltda.;
* Agua destilada;
* Hidroxido de sodio da marca Mallinckrodt;
* Reator de vidro encamisado;
e Agua milli-Q;
* Dodecil sulfato de sddio (SDS) da J. T. Baker;
* Ditiotreitol (DTT) da Sigma-Aldrich;
* Amostras do hidrolisado das proteinas do farelo concentrado de soja;
* Fosfato de sodio dibasico anidro da J. T. Baker;
* Cloreto de sodio da J. T. Baker;
e Acido fosforico comercial;
* Padroes da Sigma-Aldrich:

* Albumina do soro bovino, MM = 66.000 Da;

* Anidrase carbonica, MM = 29.000 Da;

* a-lactoalbumina, MM = 14.175 Da;

* Insulina, MM = 5.733 Da;

* Gly-Tyr, MM = 238,2;
* Coluna de filtracao em gel Superdex 200 10/300 GL da GE.
* Papel de filtro de 0,2 um.
* Software OriginPro 8 da OriginLab.
* Software Matlab 7 da MathWorks.

2.2.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram:
* pHstato modelo 718 STAT Titrino da marca Metrohm,;

* Banho ultratermostato Nova Etica;
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* Agitador mecanico IKA RW20 digital;
* Balanca da marca Quimis, modelo Q-500L210C.
* Shaker da marca Marconi;
* Medidor de pH;
e HPLC Shimadzu, com os moédulos:
* Injetor automatico de amostras modelo SIL-10AD VP;
* Bomba injetora de eluente modelo LC-10AD VP;
* Detector UV-visivel modelo SPD-10A VP;
* Forno modelo CTO-10A VP;
* Coletor de fragdes modelo FRC-10A;
* Controlador modelo SCL-10A VP;
* Software Class VP versdo 6.14 SP2.

2.2.3 Procedimento

Uma analise preliminar foi feita para se entender melhor o comportamento da
reacdo de hidrélise das proteinas do farelo de soja concentrado (SPC) pela enzima Novo-Pro
D em diferentes condicdes e posteriormente se escolher um conjunto de condi¢des de trabalho
apropriado. O proximo passo foi tentar ajustar um modelo que descrevesse a cinética da
reacdo, relacionando o numero de ligacdes peptidicas hidrolisadas em funcao do tempo.
Posteriormente, a reagdo nas condigdes escolhidas foi analisada em diferentes graus de
hidrélise em termos de concentragdo de seus pseudocomponentes. Finalmente, foi feito um
ajuste por meio de redes neurais relacionando as concentragdes de cada pseudocomponente

com seu grau de hidrolise.

2.2.3.1 Analise das condicoes de hidrolise
a) Relagdo enzima/substrato

A primeira série de ensaios foi feita com a finalidade de se verificar qual a
melhor relacdo enzima/substrato para a reacdo de hidrolise das proteinas do farelo de soja
concentrado.

Primeiro foi montado um sistema contendo o reator encamisado ligado ao
banho termostatico por meio de duas mangueiras de silicone. O banho foi ajustado a

temperatura de 55°C. No interior do reator foram colocados o sensor de pH e o canal de
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passagem do NaOH 1M, ambos do pHstato, além de um impelidor encaixado no agitador
mecanico. O pHstato foi ajustado para manter a reagdo em pH igual a 8.

A seguir foram pesados 10,8570 g do farelo de soja concentrado (10 g em base
seca), 89,1470 g de agua destilada (obtendo-se 90% de umidade total) e a massa de enzima
necessaria para se obter a relacdo, em massa, enzima/substrato desejada. Foram testadas
quatro relacdes diferentes, apresentadas na Tabela 2.4. O farelo de soja concentrado fornecido
pela empresa IMCOPA possui aproximadamente 62% de proteina em base imida e 7% de

umidade.

Tabela 2.4 — Relacdes enzima/substrato (m/m) testadas e respectivas massas de enzima para se chegar a essa

relagdo
Relagdo enzima/substrato (%) Massa da enzima pesada (g)
0,25 0,0166
0,5 0,0332
1,0 0,0664
1,5 0,0996

Fonte: a autora.

A agua e o farelo foram colocados no reator e este foi tampado com filme de
PVC para se evitar a perda de dgua por evaporacdo ao longo da reagdo. A mistura resultante
foi agitada, entre 400-500 rpm, por 5 minutos para a estabiliza¢do da temperatura. A Figura
2.17 apresenta o sistema montado ja com o farelo e a agua.

Para se atingir o valor desejado de pH, hidroxido de s6dio 5 M foi adicionado
manualmente a mistura, pois o pHstato ndo possui uma funcdo que faga este ajuste. Uma vez
atingido o pH, a enzima foi adicionada e o pHstato, acionado. A partir de entdo, o sensor do
pHstato acompanhou o pH e o manteve no valor desejado adicionando, sempre que
necessario, hidroxido de sédio 1M . Os volumes de NaOH adicionados ao longo do tempo
foram, entdo, anotados durante trés horas de reagdo. Utilizando-se dos valores dos volumes de
NaOH consumido e das Equagdes 2.2, 2.3 e 2.4, pode-se calcular o valor do grau de hidrdlise

ao longo do tempo.
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Figura 2.17 — Sistema utilizado para a realizagdo da hidrolise das proteinas do farelo de soja concentrado pela
enzima Novo-Pro D
- X %

.

Legenda: (1) Controlador do pHstato. (2) Tubulagdo de alimentagdo do NaOH. (3) Reservatorio do NaOH. (4)
Fio de ligagdo do sensor de pH (o sensor ndo aparece na imagem). (5) Agitador mecanico. (6) Reator ja
alimentado com farelo, 4gua ¢ enzima. (7) Mangueira que liga o reator ao banho termostato (o banho ndo
aparece na imagem).

Fonte: a autora.

b) Influéncia da agitacao

O segunda série de testes realizada foi para se observar se a agitagao
influenciava de alguma forma a reagdo. Foram testadas quatro faixas diferentes de agitacao:
360-368 rpm, 416-425 rpm, 556-565 e 626-636 rpm.

O procedimento realizado foi semelhante ao descrito no item @, com a relagao

massa enzima/massa substrato fixada em 0,5% e, desta vez, variando-se apenas a agitagao.

¢) Influéncia da temperatura

Para se verificar como a temperatura influenciava a hidroélise das proteinas do
farelo de soja concentrado pela enzima Novo-Pro D, procedimento semelhante ao descrito no
item a foi realizado, com a diferenca de que, desta vez, a relagdo massa enzima/massa
substrato ficou fixada em 0,5% para todos os ensaios desta série € o que se variou foi a

temperatura. As temperaturas testadas foram 45 °C, 55 °C e 65 °C.



51

d) Influéncia do pH

A ultima série de testes feita para se analisar o comportamento da reagao de
hidrolise diante da variagao de algum parametro, foi a avaliacdo de alteragdes da resposta com
o pH.

Primeiro, foram feitos ensaios com trés diferentes valores de pH, 8, 9 e 10,
submetidos a praticamente o mesmo procedimento descrito no item a, s6 que desta vez
variando-se o pH e mantendo-se a relagdo enzima/substrato em 0,5% (m/m).

Em segundo, foram realizados ensaios sem a adicdo da enzima, para se
verificar a existéncia de hidrélise basica ou de maior solubiliza¢do do farelo em meio aquoso
em um determinado pH. Novamente, o procedimento utilizado foi muito semelhante ao do
item a, s6 que desta vez, sem adi¢ao alguma de enzima e variando-se o pH a cada ensaio.
Assim, a mistura de farelo e 4gua foi ajustada manualmente no pH desejado, da mesma forma
que no item @, mas sem se adicionar enzima, o pHstato foi acionado. O valor de base
consumida ao longo de tempo foi anotado e depois convertido em grau de hidrélise pelas
Equagoes 2.2, 2.3 e 2.4, mesmo a adigdo desta base podendo ser efeito nao da hidrolise, mas
da solubilizagdo. Isto para ser possivel se mensurar o valor de grau de hidrdlise considerado
nos experimentos de hidrolise enzimatica que ndo ¢ devido efetivamente a hidrolise
enzimatica.

S6 com a quantidade de NaOH consumido ao longo no tempo, no pHstato, em
uma reagdo sem a adicao de enzima, ndo € possivel se extrair a informac¢ao do motivo dessa
adi¢do a mais, se pela hidrolise basica, se pela solubilizagdo ou mesmo por ambos. Por isso,
apos as trés horas de reagdo, para cada pH, foram retirados 2 mL da mistura para serem
submetidos a solubilizacdo com SDS e DTT e 2 mL apenas do sobrenadante desta mistura.
Posteriormente, tanto a solu¢do solubilizada com SDS e DTT quanto os sobrenadantes foram
submetidas a analise de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) por exclusdo de
tamanho molecular.

As amostras de sobrenadantes, os 2 mL retirados da mistura de farelo de soja
em agua, nos diferentes pHs, foram filtrados em papel de filtro de 0,2 pum. Para as amostras
que tiveram as proteinas solubilizadas em meio aquoso com SDS e DTT, foi preparada uma
solugdo com 2% de SDS e 3 g/ de DTT em agua milli-Q. Aos 2 mL da mistura do farelo
foram adicionados 10 mL dessa solug¢ao. Essa mistura final ficou sob agitacao em shaker, por
duas horas, a 25 °C e 215 rpm. Para finalizar o preparo destas amostras para injecdo no

HPLC, elas foram filtradas em papel de filtro de 0,2 um de porosidade nominal.



52

Foram injetados no HPLC, 25 pL de cada amostra, utilizando-se como fase
movel tampao fosfato de sodio 50 mM com NaCtl 0,15 M, pH 7. O fluxo utilizado foi de 0,25
mL/min e o comprimento de onda foi de 214 nm, por 210 minutos. A coluna utilizada foi a
Superdex 200, da GE, com faixa de separacao 6tima entre 10.000 e 600.000 Da para proteinas
globulares.

Para finalizar a série de ensaios relativos ao pH, o ultimo passo foi analisar
qualitativamente a distribui¢do de massa de hidrolisados das proteinas do farelo de soja
concentrado obtidos em diferentes pHs, mas com o mesmo grau de hidrdlise. Com
procedimento similar ao descrito no item a, foi feita a reacdo de hidrélise no pHstato, mas
fixando-se 0,5% mg,,/mg e retirando-se 2 mL de amostra quando a reagdo atingisse o grau de
hidrolise desejado e ndo apds trés horas. Os graus de hidrolise utilizados foram 4, 7 e 10%.
Para se inativar a enzima e parar a reagao de hidrolise, a aliquota retirada foi deixada em
banho-maria (100°C) por 10 minutos. Posteriormente foi feita a solubilizagdo das proteinas
com solucdo de SDS e DTT e as amostras foram injetadas no cromatografo liquido da mesma

forma anteriormente descrita para as amostras de farelo sem hidrdlise enzimatica.

2.2.3.2 Modelagem matematica da reagdo de hidrolise das proteinas do farelo de soja
concentrado

Uma vez decididas as condi¢des de trabalho para a hidrdlise das proteinas do
farelo de soja concentrado pela enzima Novo-Pro D, o proximo passo foi analisar a cinética
da reacdo nestas condicdes.

Para isto, foi feita a hidrélise do farelo, nestas condigdes, seguindo o mesmo
procedimento ja descrito na se¢do 2.2.3.1. O grau de hidrélise em fungdo o tempo foi anotado
para se tentar ajustar um modelo que descrevesse o numero de ligagdes hidrolisadas em
funcdo do tempo. Para se ajustar um outro modelo que descrevesse a concentracdo de cada
pseudocomponente em um dado grau de hidrolise, durante a reacdo, foram retirados 2 mL de
amostra ao se atingir o grau de hidrdlise desejado e a enzima foi inativada colocando-se esta
aliquota em banho-maria por 10 minutos. Posteriormente, a amostra do hidrolisado teve suas
proteinas solubilizadas em solucdo de SDS e DTT e finalmente as amostras foram injetadas
no cromatdgrafo. Todo este procedimento, estd descrito mais detalhadamente na segdo
2.2.3.1. As amostras foram retiradas nos seguintes graus de hidrolise: 2%; 4%; 7%, 11%,
14%, 16%, 17 % e 18%.

Também foram injetados no HPLC padrdes de massa molecular conhecida,

para ser possivel a divisdo do hidrolisado de soja em pseudocomponentes e para sua
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quantifica¢do, ja que ndo ¢ possivel quantificar todos os peptideos formados de forma
individual. Os padrdes injetados foram a albumina do soro bovino, com tamanho molecular
de 66.000 Da, a anidrase carbonica, MM = 29.000 Da, o-lactoalbumina, MM = 14.175 Da,
insulina, MM = 5.733 Da e a gly-tyr, MM = 238,2.

Com base no tempo de retengdo de cada um destes padrdes, os cromatogramas
do farelo hidrolisado foram divididos em 6 partes, cada uma sendo um pseudocomponente do
hidrolisado e tendo uma massa que varia no intervalo de tamanho de dois padrdes ou massa
acima do maior padrao usado ou abaixo do menor.

Para se quantificar a concentracdo de cada um destes pseudocomponentes, os
cromatogramas foram exportados para o OriginPro 8§ e nele a area de cada pseudocomponente
foi obtida por integracdo numérica. O método utilizado para a conversao da area em
concentracdo foi o das areas cromatograficas por ser o mais simples dentre os quatro métodos

apresentados no item 2.1.4.

a) Modelagem matematica por Michaelis-Menten com inibicdo do numero de ligacdes
peptidicas hidrolisadas em fun¢ao do tempo

Para se ajustar a cinética de reacdo segundo o modelo de Michaelis-Menten
com inibi¢ao, descrita pela Equagdo 2.8, primeiro, a partir dos valores obtidos para o grau de
hidrodlise, calculou-se o valor das ligagdes peptidicas hidrolisadas ao longo do tempo,
utilizando-se a Equagdo 2.10. Também foi calculado o valor das ligagdes peptidicas totais
hidrolisaveis na amostra pela Equagao 2.9. Para se calcular uma estimativa inicial do valor de
Km € Vimax, utilizou-se o algoritmo de Levenberg-Marquardt implementado em Fortran, cujo
codigo estava disponivel no grupo de pesquisa. Para a estimativa desses dois parametros nao
se levou em contra a efeito da inibicao, sendo usada, assim, a Equagdo 2.7 e apenas os oito
primeiros valores das ligacdes peptidicas hidrolisadas em fun¢do do tempo. Para se estimar o
valor de K, utilizou-se 0 mesmo algoritmo novamente, porém desta vez com a Equagdo 2.8,
levando-se em conta, entdo, a inibicdo, e utilizando-se também os valores obtidos de Ky e
Vmax. Para se refinar ainda mais os valores destas estimativas, procedeu-se novamente a uma
otimizagdo, com os trés pardmetros de uma vez, mas desta vez, utilizando-se o algoritmo de
Recozimento Simulado (Simulated Annealing) implementado no Matlab. Esta rotina também

estava disponivel no grupo.
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b) Modelagem matematica por redes neurais da concentracdo dos pseudocomponentes em
fun¢do do grau de hidrdlise

O valor da concentracdo de cada pseudocomponente em fun¢do do valor do
grau de hidrdlise foi representado graficamente, e para os pontos de cada pseudocomponente,
foi ajustada uma curva, no OriginPro 8, com o objetivo de se observar melhor o
comportamento das concentragdes com o avanco da hidrolise. Por se ter poucos dados
experimentais, a rede neural foi implementada com base em pontos retirados deste ajuste,
mais precisamente, foram usados 20 pontos de cada curva.

A implementacao dessa rede foi feita no software Matlab 7. A rede neural
utilizada foi do tipo multilayer perceptrons (MLP), com o algoritmo de treinamento do tipo
Levenberg-Marquardt backpropagation. O conjunto de dados foi divido em trés grupos: um
para o treinamento, outro para validacdo e outro para teste. Este conjunto de teste ndo ¢
utilizado diretamente no treinamento da rede, ¢ mais usado para comparar diferentes modelos.
Esta ¢ a configuracao padrao do Matlab quando se usa a funcdo “newff” para a criagao de
uma rede neural e optou-se por ndo altera-la. A propor¢do de dados utilizados para cada
conjunto foi de 0,70, 0,15 e 0,15, respectivamente. Esses valores também sdo os valores
padrao do software e a distribui¢ao dos dados entre os trés grupos ocorre de forma aleatoria.

Foram testados diferentes nimeros de camadas, de neurénios em cada camada
e fungdes de transferéncia até que se obtivesse, de maneira heuristica, uma arquitetura com

melhores predi¢des do modelo durante a validagao.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
2.3.1 Analise das condicoes de hidrdlise e dos perfis peptidicos
2.3.1.1 Relacdo enzima/substrato

Os resultados dos ensaios realizados para se verificar qual a melhor relagao
enzima/substrato sdo mostrados na Figura 2.18. Como pode-se observar, ao longo de trés
horas de hidrdlise, conforme se aumenta a relagdo enzima/substrato, aumenta-se o grau de
hidrolise, porém esse incremento nao ocorre de forma linear, conforme se aumenta a relacao
enzima/substrato, diminui-se o incremento no grau de hidroélise. Com isso, decidiu-se utilizar
para o restante dos experimentos a relacdo de 0,5% (mep,/ms), pois a partir de 1/10 de hora,
aproximadamente, quando comparado 0,5% (me,,/ms) em relacdo a 0,25%, houve um

aumento significativo na hidrélise e quando comparando-se 0,5% (men,/ms) com 1 e 1,5%, no
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mesmo intervalo de tempo, ndo se observou um incremento no grau de hidrélise bastante
significativo. Em termos quantitativos, em trés horas de reacdo, teve-se um aumento de 22%
de hidrdlise quando dobrou-se a quantidade de enzima de 0,25% (men/ms) para 0,5%
(mep/mg). Esse aumento foi de apenas 9% quando se dobrou novamente a quantidade de
enzima, de 0,5 para 1% (mep,/ms) e finalmente quando comparado 1,5% (me,,/m;) em relagao
a 0,5% (mey,/mg) (trés vezes mais enzima) obteve-se um aumento de 17%. A enzima ¢ uma
matéria-prima de alto custo, assim um aumento de 17% na hidrdlise ndo justifica triplicar o
valor desse custo. Até 1/10 de hora, os valores de graus de hidrolises obtidos sdao bem mais
baixos do que os desejados no trabalho e, portanto, esse intervalo de tempo nao foi utilizado

para embasar a conclusdo da melhor relagdo enzima/substrato.

Figura 2.18 — Hidrdlise das proteinas do farelo de soja concentrado variando-se a relagdo enzima/substrato sob as
condigdes de 90% de umidade, 55 °C, pH 8, agitacdo entre 400 e 500 rpm, durante trés horas de
hidroélise

Grau de hidrdlise (%)

0 . . . . . . . . . . . :
0,00 025 050 075 1,00 125 150 175 200 225 250 275 3,00
Tempo (h)

Legenda: ® 0,25% (mep,/my); ™ 0,5% (mep,/my); A 1% (mep,/my); @ 1,5% (mg,,/my).
Nota: os pontos experimentais foram conectados por linhas suaves para facilitar a visualizagao.
Fonte: a autora.

2.3.1.2 Influéncia da agitagdo

Para se verificar, em nivel laboratorial, com um meio reacional com 90% de
umidade, mantendo-se o meio homogéneo, se a agitacdo influencia na hidrolise, foram
analisadas, sob as mesmas condi¢des, variando-se apenas a agitacao, a influéncia desta na
reacdo de hidrdlise. Como pode ser observado na Figura 2.19, para as condi¢des definidas, a
agitacdo ndo apresentou influéncia no processo de hidrolise das proteinas do farelo de soja

concentrado.
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Figura 2.19 — Hidrolise das proteinas do farelo de soja concentrado variando-se a agitagdo. Condigdes da reacéo:
90% de umidade, 0,5% (m,,,/my), 55 °C, pH 8, por trés horas
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Legenda: ® 360-368 rpm; ® 416-425 rpm; A 556-565; ® 626-636 rpm.
Fonte: a autora.

2.3.1.3 Influéncia da temperatura

Foram escolhidas trés temperaturas diferentes, para se analisar o
comportamento da enzima diante da variagdo desse parametro, mantendo-se constantes as
outras condi¢des. A Figura 2.20 apresenta os resultados obtidos a partir deste experimento.
Nota-se que até aproximadamente 20 minutos (0,33 hora), a temperatura que apresenta maior
velocidade de reacdo, obtendo-se assim maiores valores de grau de hidrdlise, ¢ de 65 °C. A
partir deste instante, nesta temperatura, observa-se que a enzima passa a sofrer inativagdo
térmica, sendo que, apds aproximadamente 1,5 hora de hidrélise, seu desempenho passa a ser,
também, pior do que a reagdo realizada a 45 °C. Assim, como entre 20 minutos e trés horas de
hidrolise, a melhor reagdo se da a 55 °C e estima-se que o tempo final de hidrdlise estard nesta
faixa, esta foi a temperatura definida. Entre os fatores que definem qual o instante em que se
deve parar a hidrélise, estd o valor de grau de hidrélise que gere um produto que cuja resposta
nutricional nos animais seja mais efetiva do que as ragdes tradicionais, fator este que depende,
entdo, de testes in vivo e de fatores de custos que levem a um arranjo otimizado das variagdes

das condigoes de hidrolise.
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Figura 2.20 — Hidrolise das proteinas do farelo de soja concentrado variando-se a temperatura. Condi¢des da
reacdo: 90% de umidade, 0,5% (m.,,/my), pH 8, por trés horas
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Legenda: ¢ 45 °C; ® 55 °C; A 65°C.
Nota: os pontos experimentais foram conectados por linhas suaves para facilitar a visualizagao.
Fonte: a autora.

2.3.1.4 Influéncia do pH

A variagao do grau de hidrélise com o pH foi analisada para trés diferentes
valores de pHs. O resultado ¢ apresentado na Figura 2.21. Aparentemente, o melhor
desempenho ocorre no pH 10. Porém em pHs alcalinos as proteinas podem sofrer a chamada
hidrélise quimica, em que as proteinas sdo quebradas devido ao elevado valor de pH e nao
devido a agdo da enzima. Esse fendmeno ndao ¢ desejado. Além disso, outro fendomeno
observado ao longo da hidrodlise enzimatica das proteinas do farelo de soja concentrado em
pHs alcalinos ¢ a solubilizacdo das proteinas, que sdo, em sua maioria, insoliveis em seu pH
natural em meio aquoso (por volta de 6,4). Com o aumento do pH, essas proteinas se tornam
mais soliveis. Tanto a hidrolise basica quanto a solubilizagdo das proteinas causam uma
diminui¢do no pH durante a reagcdo. Desta forma, ao longo da reagdo, o pHstato adiciona soda
ndo s6 para suprir a queda do pH devido a hidrélise enzimatica, mas também, caso ocorra,
para suprir o efeito da solubiliza¢do e da hidrolise alcalina. Por isso, para se saber se ocorre
algum fenomeno que altere o pH durante a hidrélise no pHstato sem ser o de hidrdlise
enzimatica, também foram feitos testes com o farelo concentrado de soja nos pHs 8, 9 e 10,
mantendo-se as mesmas condi¢des, mas sem a adi¢cdo da enzima. Estes resultados encontram-

se na Figura 2.22.
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Figura 2.21 — Hidrolise das proteinas do farelo de soja concentrado variando-se o pH. Condigdes da reagao: 90%
de umidade, 0,5% (m.,,/my), 55 °C, trés horas de reagdo
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Legenda: ® pH 8; ® pH 9; A pH 10.
Nota: os pontos experimentais foram conectados por linhas suaves para facilitar a visualizagao.
Fonte: a autora.

Figura 2.22 — Hidrdlise ou solubilizacdo das proteinas do farelo de soja concentrado variando-se o pH, sem a
adicao de enzima. Condigdes da reagdo: 90% de umidade, 55 °C, trés horas de reacao
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Legenda: ® pH 8; ® pH 9; A pH 10.
Nota: os pontos experimentais foram conectados por linhas suaves para facilitar a visualizagao.
Fonte: a autora.

Como pode ser observado na Figura 2.22, ocorre a adi¢do de base mesmo sem
a adi¢do de enzima, o que indica que ao se realizar a hidrolise enzimatica, outros fendmenos
que alteram o pH também ocorrem, prejudicando assim a andlise do desempenho da hidrolise

das proteinas do farelo de soja concentrado pela enzima em diferentes pHs, quando esta
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analise for feita apenas com base nos resultados apresentados na Figura 2.21. Porém, pode-se,
por meio da Figura 2.22, observar que o consumo de hidréxido de sddio ocorre de forma
muito mais acentuada a pH 10, sendo que em trés horas de reacdo, o desempenho enzimatico

na reacao a pH 10 se torna praticamente igual ao do pH 9, como mostra a Tabela 2.5.

Tabela 2.5 — Valores do grau de hidrélise considerando-se apenas no efeito da hidrolise enzimatica apos trés
horas de reagdo

Valor do grau de Valor do grau de .Va}l(.)r do grau de
4 a1s . s . hidrdlise apenas com
pH hidrolise com enzima hidrélise sem enzima A
(%) (%) a influéncia da
° ° enzima (%)
9 17,76 2,58 15,18
10 20,21 5,06 15,15

Fonte: a autora.

Para tentar se entender melhor o que de fato ocorre com o farelo concentrado
em diferentes pHs, foram injetadas, no cromatografo, amostras do sobrenadante do meio
reacional nos trés diferentes pHs e amostras da mistura (sobrenadante + sé6lido) solubilizada
em solugdo aquosa com SDS e DTT. A Figura 2.23 apresenta os cromatogramas dos

sobrenadantes do farelo apds trés horas nos pHs 8, 9 e 10.

Figura 2.23- Cromatograma do sobrenadante do meio reacional submetido a diferentes pHs, por trés horas, com
90% de umidade, a 55 °C.
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Pela Figura 2.23, pode-se observar que o perfil do sobrenadante nos pHs 8 € 9
ndo sdo muito diferentes entre si, 0 que provavelmente ocorre ¢ que a pH 9, o farelo se torna
um pouco mais soltvel na faixa de peptideos que saem entre 40 e 80 minutos, por isso a area
do farelo no pH 9 ¢ um pouco maior nesta faixa. Porém na faixa em que, provavelmente,
saem os di e tri peptideos e os aminodcidos, ou seja, de 80 minutos em diante, a area ¢
praticamente a mesma. Isso pode ser explicado devido ao fato de peptideos pequenos e
aminoacidos serem normalmente soliveis em qualquer pH e com isso, pode-se também
concluir que ndo ocorre hidrolise basica nestes dois pHs ou, no maximo, que a hidrélise
basica ocorre de forma igual em ambos. No pH 10, pode-se notar que a solubilizagdo ¢ muito
maior, principalmente de peptideos grandes, como mostra o primeiro pico. Provavelmente,
também, ocorre hidrolise bésica, se for observado que o pico que aparece em 65 minutos, nos
pHs 8 € 9 vira um vale no pH 10 e em 95 minutos aparece um pico bem mais acentuado no
pH 10 do que nos outros dois pHs.

A Figura 2.24 apresenta os cromatogramas para a mistura (sobrenadante +
solido) submetido a diferentes pHs, por trés horas, a 55 °C, com 90% de umidade, extraido em
solucdo de SDS e DTT. Pode-se observar que com a solucdo extratora mais proteinas se
solubilizam nos pHs 8 e 9 quando comparados a andlise sem extragdo (Figura 2.23). Na faixa
das proteinas que saem em 55 minutos existem menos proteinas, no pH 10 do que no pH 8 e
9. As proteinas insoluveis no pH 8 e 9 se solubilizaram com a solu¢do extratora e
ultrapassaram o pH 10, provavelmente, devido a ja discutida hidrolise basica que ocorre no
pH 10. As proteinas hidrolisadas sdo as da faixa de 55 minutos. Vem a reforgar esta hipotese,
o fato de haver um aumento de area no pH 10 na regido de peptideos pequenos, apos 80
minutos.

E importante esclarecer que o pico entre 110 ¢ 120 minutos esta situado na
faixa em que o DTT ¢ eluido. Desta forma, o grande pico apresentado no cromatograma da
Figura 2.24 deve-se, fundamentalmente, a saida desse componente da coluna, uma vez que
essas amostras haviam sido extraidas com a solu¢do de SDS e DTT. Admitiu-se que o uso do
SDS e do DTT na solubilizagdo das amostras nao alteram o tempo de retencdo de seus
componentes, pois foram testadas anteriormente, pelo grupo de pesquisa, amostras de
albumina do soro bovino (BSA) em meio aquoso contendo SDS e DTT e em meio apenas
aquoso e os tempos de retencdo nessas duas situagdes foram iguais.

Estes resultados, que indicam que existe a adi¢ao de NaOH por fatores que nao
o da hidrolise enzimatica, foram considerados para a escolha do pH de trabalho, porém, por

falta de tempo habil, para os modelos matematicos propostos para descrever a reagdo de
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hidrélise, este volume adicionado que ndo devido a hidrdlise enzimatica ndo foi subtraido.
Mesmo assim, tal fato ndo invalida os modelos propostos, pois, como os modelos ajustados
foram sempre para um mesmo pH, este volume a mais ocorre de forma sistematica para todos
os dados utilizados. Assim, o que se tem, na verdade, ¢ que os valores de grau de hidrolise sao

um pouco superestimados sistematicamente.

Figura 2.24 — Cromatograma da mistura (sobrenadante + solido) submetida a diferentes pHs, por trés horas, com
90% de umidade, a 55 °C, extraido com solugdo de SDS e DTT
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Legenda: — pH 8; — pH 9; — pH 10.
Fonte: a autora.

O ultimo teste feito para se observar o comportamento da hidrdlise com a
variacdo do pH foi injetar no HPLC amostras de farelo hidrolisado pela enzima nos trés
diferentes pHs, mas com mesmo valor de grau de hidrolise, depois de extraidas as proteinas

com SDS e DTT. Os resultados sdo apresentados na Figura 2.25.
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Figura 2.25- Cromatogramas do farelo de soja hidrolisado (extraidos com SDS e DTT) em diferentes pHs, mas
com amostras injetadas com o mesmo grau de hidrdlise, a 55 °C, 90% de umidade e 0,5% (mg,,/my)
(a) GH=4% (b) GH="7%
9
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Legenda: — pH 8; — pH 9; — pH 10.
Fonte: a autora.

Estes resultados preliminares indicam que o pH ndo afeta o produto formado
pela hidrélise em um mesmo valor de grau de hidrolise, afetando apenas a velocidade com
que se atinge esse mesmo produto, como mostra a Tabela 2.6. Porém, como sugestao para
trabalhos futuros, mais replicatas podem ser feitas para comprovar esses resultados,
principalmente se a diferenca na area no comego dos cromatogramas (até 65 minutos) sdo
apenas frutos de erro experimental ou podem ter algum significado. O provavel erro
experimental mais acentuano no inicio da hidrélise pode ser justificado pelo fato de no

comeco da hidrélise o farelo de soja concentrado estar mais heterogéneo.



63

Tabela 2.6 — Tempo que se leva para se chegar a um determinado valor de grau de hidrolise para um dado valor
de pH — devido a falha experimental, ndo foi possivel anotar o tempo correspondente a pH = 10 e

GH=7
oH o ) 4 7 10
8 6,5 min 33,5 min 60 min
9 6,5 min 16 min 33 min
10 5,6 min - 25 min

Fonte: a autora.

Desta forma, com algum indicio de hidrélise basica no pH 10, se decidiu
adotar, como pH de trabalho, o valor de pH 9. Outro motivo que também se acrescenta a esta
escolha ¢ o fato de que a enzima ¢ inativada em pHs acima de 10. Como a idéia é&,
posteriormente, estudar o processo em escala industrial e neste caso o controle de pH € menos
preciso, deve-se levar em consideracdo a possibilidade de ocorréncia de variagdes de pH ao
longo da hidrélise suficientes a ponto de inativar a enzima. Assim, o pH 9 deixa uma boa
margem de seguranca, além de ndo apresentar um desempenho inferior ao do pH 10 durante

quase toda a reacgao.

2.3.1.5 Conclusoes parciais

De posse desses resultados, pdde-se assim escolher as melhores condi¢des para
se realizar o restante dos experimentos previstos no trabalho. As condi¢des decididas, entdo,
foram a utilizacdo da relacdo enzima/substrato de 0,5% (menz/ms), temperatura de 55 °C, pH

9, 90% umidade e agitag¢do entre 400 e 500 rpm.

2.3.2 Modelagem matematica da reacdo de hidrdlise das proteinas do farelo de soja
concentrado

Primeiro foram passados os padrdes com massa molecular conhecida no
cromatografo para que fosse possivel a divisdo dos cromatogramas das amostras em
pseudocomponentes. Depois, a reagao de hidrélise foi feita em triplicata e os pontos retirados
durante a reagcdo também foram retirados triplicata para se verificar a reprodutibilidade dos
experimentos. Alguns pontos aparecem apenas em duplicatas por problemas na hora da
analise. Para o calculo da concentragdo dos pseudocomponentes e para os ajustes por
Michaelis-Menten com inibi¢do e por redes neurais foi utilizado os dados de uma das

replicatas.
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2.3.2.1 Padroes

Como nao ¢ possivel quantificar os peptideos gerados na hidrolise
individualmente, o que se fez foi dividi-los em faixas de tamanho moleculares para depois se
quantificar o conjunto dos peptideos presentes em uma determinada faixa. Para se determinar
as fronteiras de cada faixa, foram utilizados padrdes de proteinas e peptideos com massa
molecular conhecida. De posse dos tempos de retencdo de cada padrdo, pdde-se, entdo,
mapear o intervalo de tempo em que se saia determinada faixa de tamanho de peptideos.

A Figura 2.26 e a Tabela 2.7 apresentam, respectivamente, os padrdes
utilizados e seu tempo de retencdo; e a distribuicdo de tamanho molecular para cada

pseudocomponente.

Figura 2.26 — Padrdes de massa molecular conhecida e seus tempos de retengao
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Legenda: cada valor na figura representa o tempo de retengdo, em minutos, dos padrdes de seguintes tamanhos,

em Daltons: — 66.000; — 29.000; — 14.175; — 5.733; 238,2.
Fonte: a autora.

Tabela 2.7 — Divisdo dos cromatogramas das amostras para analise da distribui¢do de peptideos ao longo da

hidroélise
Fragao Faixa de tamanho (Da)
1 > 66.000
2 65.999 - 29.000
3 28.999 - 14.175
4 14.174 - 5.733
5 5.732 - 238
6 <237

Fonte: a autora.
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2.3.2.2 Reprodutibilidade

O experimento para o ajuste cinético, nas condi¢des de pH 9, temperatura de
55°C, mep,/mg de 0,5% e 90% de umidade, foi realizado em triplicata. A Figura 2.27 apresenta
a evolugdo do grau de hidrdlise em funcdo do tempo. Como pode-se observar, a maior
diferenga aparece no final da hidrolise, mas mesmo assim, ndo passando de duas unidades de

diferenca no valor do grau de hidrolise, o que indica que o experimento foi reprodutivel.

Figura 2.27 — Reprodutibilidade do ensaio do grau de hidrolise das proteinas do farelo de soja concentrado em
fungdo do tempo (pH =9, T = 55°C, 0,5% (me,,,/ms), 90% de umidade)
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Grau de hidrélise (%)
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Tempo (h)

Nota 1: os pontos experimentais foram conectados por linhas suaves para facilitar a visualizagdo.

Nota 2: cada replicata ¢é representada por uma cor.
Fonte: a autora.

A Figura 2.28 apresenta os valores em duplicata ou, quando foi possivel, em
triplicata, para se observar a variagao da area do cromatograma para cada pseudocomponente
em um determinado grau de hidrélise. Pode-se perceber que para os graus de hidrélise mais
baixos, a reprodutibilidade ¢ menor para todos os pseudocomponentes, provavelmente porque
o substrato se encontra mais insolivel e heterogéneo nesta etapa, o que dificulta a
amostragem. Observa-se também que o pseudocomponente 1, que compreende as proteinas
maiores do que 66.000 Da apresenta maior variagdo entre os pseudocomponentes na maioria
dos diferentes graus de hidrélise, provavelmente porque € o pseudocomponente que possui a
maior fracdo, sendo todas as proteinas insoliveis da amostra, porém nos ultimos
cromatogramas, quando as proteinas ja se encontram mais hidrolisadas e soluveis, a
variabilidade do pseudocomponente 1 diminui muito. As outras variagdes provavelmente se

devem ao erro experimental.
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E importante ressaltar que, na construgdo da Figura 2.28, para o computo da
area, foi desconsiderado o pico apresentado na faixa de 110-120 min, tempo de elui¢do do
DTT. Assim, a area desse pico ndo contribui para a area total nem para a fracdo de area do

pseudocomponente 6.

Figura 2.28 — Reprodutibilidade para os diferentes graus de hidrélise
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Nota: cada replicata esta representada com uma cor e geometria diferente.
Fonte: a autora.
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2.3.2.3 Modelagem matematica das ligagoes hidrolisadas em fungdo do tempo por Michaelis-
Menten com inibi¢do e das concentragoes dos pseudocomponentes em fung¢do do grau de
hidrolise por redes neurais

Conforme resultados do item 2.3.1.4, o perfil peptidico parece ser fungao
apenas do grau de hidrélise das proteinas do farelo de soja concentrado, ndo dependendo das
condi¢des sob as quais a hidrolise foi conduzida. Como foi mostrado, o que varia com as
condi¢des de reacdo parece ser apenas o tempo demandado para se atingir um determinado
grau de hidrolise. Essa caracteristica do processo de hidrolise motivou a proposta de uma
nova metodologia para a modelagem da hidrélise das proteinas do farelo de soja concentrado.
A proposta, ilustrada pela Figura 2.29, ¢ de que se treine uma rede neural para predizer as
concentragdes de cada pseudocomponente, dado um valor de grau de hidrélise das proteinas.
O grau de hidrolise, entretanto, ¢ uma resposta, no tempo, da evolucdo do processo de
hidrdlise, determinada pelas condigdes experimentais sob as quais o processo esta sendo
conduzido. A evolu¢do, no tempo, da concentracdo de proteinas hidrolisaveis e,
consequentemente, a evolugdo, também no tempo, da concentra¢do de proteinas hidrolisadas
tem um comportamento bastante caracteristico de um modelo do tipo Michaelis-Menten e,
portanto, propde-se que um modelo desse tipo seja ajustado, para cada condigdo de reagao.

Nesse sentido, a metodologia proposta, que a Figura 2.29 apresenta, ¢ de se
fazer dois ajustes para modelos diferentes, de modo a se obter tanto o grau de hidrolise quanto
as concentracdes de cada pseudocomponente em um dado tempo, dada uma condig¢do

experimental.

Figura 2.29 — Esquema da metodologia proposta para a modelagem da hidrolise das proteinas do farelo de soja

concentrado
Cpc1
Coeo
GH Co

»  Rede neural ECs
Coey
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[— GH

Michaelis-

I
! Menten com

mibigdo

Legenda: t = tempo. I = concentragdo de ligagdes hidrolisaveis. GH = grau de hidrélise. C,; = concentragdo do
pseudocomponente i. I pode ser facilmente convertido em GH pela equagéo 2.10.
Fonte: a autora.
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E importante esclarecer de que um modelo do tipo Michaelis-Menten §é
utilizado, pois supde-se que a hidrolise das proteinas do farelo de soja seja a etapa
controladora no processo de solubilizagdo e hidrdlise das proteinas. Nesse sentido,
mecanisticamente, estd se modelando uma etapa que ocorre em solugdo, sendo a etapa de
solubilizagdo bastante rapida. Esta abordagem ¢é conhecida como pseudo-homogénea. Uma
outra abordagem que poderia ser utilizada ¢ a para substratos solidos, em que se considera que
a enzima age diretamente no substrato insoluvel. Esta outra abordagem ¢ descrita por Blanch
e Clark (1997) e fica como sugestdo para trabalhos futuros, testar a modelagem deste processo
por esta segunda abordagem.

Os resultados apresentados dos ajustes da cinética de Michaelis-Menten com
inibicao para prever a evolucao do grau de hidrolise em fun¢do do tempo sdo exemplificados,
nesse trabalho, para um dos experimentos da Figura 2.27, conduzido a pH = 9, T = 55°C,
0,5% (Mmep/mg) € 90% de umidade, conforme detalhado no item 2.3.2.3. Entretanto, a
metodologia proposta ¢ genérica e pode ser aplicado o ajuste a outras condigdes
experimentais. A utilizacdo de uma rede neural para as respostas das concentragdes de
pseudocomponentes em fun¢ao do grau de hidrolise das proteinas esta justificada e descrita no

item 2.3.2.4.

2.3.2.4 Modelagem matematica por Michaelis-Menten com inibi¢do

Para o ajuste do modelo de Michaelis-Menten, dados de experimento
conduzido a pH =9, T = 55°C, 0,5% (men,/ms) € 90% de umidade foram utilizados. Nesse
experimento, a concentragdo de proteinas do farelo de soja foi de 6,6 g/100g de mistura
reacional. Dessa forma, a partir desse valor e, com a utilizagcdo da Equacdo 2.9, chega-se que a
concentracdo volumétrica de proteina era de [So] = 514 mmol/L. Utilizando, portanto desse
valor de concentracdo inicial de ligacdes hidrolisaveis ([NHy] = 514 mmol/L), partiu-se para a
estimacao dos parametros da Equagao 2.8.

Conforme descrito no item 2.2.3.2 a, estimou-se primeiro os valores de Ky e
Vimax, por Levemberg-Marquardt, chegando-se a valores de 159,5 mmol/L e 0,11 mmol/(L.s),
respectivamente. Para K;, seguindo o procedimento descrito, obteve-se o valor de 1,66
mmol/L.

A Figura 2.30 mostra o comportamento dos pontos experimentais e o ajuste do

modelo. Observa-se que ha um desvio sistematico no ajuste.
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Figura 2.30 — Ajuste inicial dos parametros Ky;, Vi € K; por Levemberg-Marquardt. Ky = 159,5 mmol/L, V 4
= 0,11 mmol/(L.s), K; = 1,66 mmol/L, [NH,] = 514 mmol/L.
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Legenda: ® Dados experimentais; — Ajuste do modelo.
Fonte: a autora.

Ao se tentar refinar os resultados dos valores obtidos para os parametros Vi;x,
K e Kj com o Algoritmo de Recozimento Simulado pouco se conseguiu melhorar no ajuste.
Mesmo alterando muito os valores iniciais (os obtidos por Levemberg-Marquardt) e obtendo
resultados de valores bem diferentes, pouco se alterou qualitativamente o ajuste. A Figura
2.31 mostra o ajuste para valores dos parametros de Vi = 0,25 mmol/(L.s), Ky = 2,38
mmol/L e K; = 0,0100 mmol/L. Como pode ser observado, mesmo alterando-se muito os

valores desses parametros, pouco se alterou na configuragao do ajuste.

Figura 2.31 — Ajuste dos pardmetros Ky, Vi € K; por Recozimento simulado. Ky, = 2,38 mmol/L, V4 = 0,25
mmol/(L.s), K; = 0,01 mmol/L, [NHy] =514 mmol/L.
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Legenda: O Dados experimentais; — Ajuste do modelo. P =1 = liga¢des hidrolisadas.
Fonte: a autora.

A titulo de exemplificacdo, a regido de confianca para o ajuste para os
parametros Ky e Vs apresentado na Figura 2.31 ¢ mostrado na Figura 2.32. A regido de

. 4 A . .
confianga varia na ordem de 10" para Vs, 0 que mostra a deficiéncia do ajuste.
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Figura 2.32 — Regifo de confianga para Km ¢ Vmax feito por Recozimento Simulado. Ky = 2,38 mmol/L, V s
= 0,25 mmol/(L.s), K; = 0,01 mmol/L, [NH,] = 514 mmol/L
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Fonte: a autora.

Uma outra tentativa foi feita, tentando-se primeiramente ajustar os dados
iniciais e depois os finais. O resultado obtido ¢ apresentado na Figura 2.33. Ao se tentar
ajustar os pontos finais, o ajuste dos pontos iniciais piora. Para o ajuste mostrado na Figura
2.33, os valores dos parametros foram: Vi = 0,23 mmol/(L.s), Ky = 251,0 mmol/L e K; =

1,5 mmol/L. A baixa qualidade do ajuste ¢ nitida.

Figura 2.33 — Ajuste tentando-se primeiro ajustar os dados iniciais e depois os finais. Ajuste por Recozimento
Simulado. Ky; = 251,0 mmol/L, V4 = 0,23 mmol/(L.s), K; = 1,50 mmol/L, [NH,] = 514 mmol/L.
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Legenda: O Dados experimentais; — Ajuste do modelo. P =1 = liga¢des hidrolisadas.
Fonte: a autora.

As tentativas de ajuste do modelo de Michaelis-Menten apresentadas até aqui
mostram claramente (vide Figuras 2.30, 2.31, 2.33) que os dados experimentais, ao final das
3h de hidrolise (10800 s), ja apresentavam incrementos muito pequenos de grau de hidrolise
com o avanco do tempo. Isso demonstra que a reagdo estava proxima de atingir um patamar
de grau de hidrélise maximo, mesmo estando a concentragdo de ligacdes hidrolisadas ainda

bastante distante do valor inicial de concentracdo de ligacdes hidrolisaveis (514 mmol/L).
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Esse ¢ um forte indicio de que, provavelmente, nem todos os 514 mmol/L de ligagdes
estavam acessiveis para serem hidrolisadas. Isso ¢ refor¢ado, como mostra a Figura 2.34, pela
evolugdo do grau de hidrélise ao longo do tempo de uma reagao feita sob as condi¢cdes pH 9, a
55°C, 0,5% (menz/ms) durante aproximadamente 7 horas. Nota-se claramente que atinge-se um
grau de hidrolise maximo de pouco mais de 20%, o que leva a conclusdo de que apenas cerca

de 110 mmol/L das proteinas eram hidrolisaveis.

Figura 2.34 — Hidrolise por aproximadamente 7 horas (25.000 s) das proteinas do farelo de soja, a 55°C, pH 9,
0,5% (mgy,/m).
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Fonte: a autora.

Nesse sentido, € necessario alterar a concentracao de [NHy] que foi adotada nas
tentativas de ajuste apresentadas no inicio desse topico. Assim, um novo ajuste foi feito para
os parametros da Equacdo 2.8, mas adotando-se agora [NHy] = 110 mmol/L. Nessa nova
tentativa, o ajuste foi feito apenas utilizando Recozimento Simulado. Os valores de
estimativas iniciais e de limites inferior e superior de busca para cada parametro do modelo

estao apresentados na Tabela 2.8.

Tabela 2.8 — Estimativas iniciais, limites inferior e superior para a busca pelos pardmetros 6timos pelo método
do Recozimento Simulado utilizando [NH,] = 110 mmol/L

Ky (mmol/L) Viax (mmol/(L.s)) K; (mmol/L)
Estimativa inicial 325,0 0,11 11,2
Limite inferior 25,0 0,01 0,01
Limite superior 450,0 0,70 25,0

Fonte: a autora.

Os novos parametros ajustados tiveram os seguintes valores: Vi = 0,50
mmol/(L.s), Ky = 434,2 mmol/L e K; = 10,2 mmol/L. Esse novo ajuste de pardmetros se

mostrou de resultados de alta qualidade, conforme apresentado na Figura 2.35. E importante
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observar que os valores dos pardmetros otimizados ndo se encontram em extremos de

intervalo de busca, o que demonstra que o algoritmo nao ficou preso a limites de intervalo.

Figura 2.35 — Ajuste por Recozimento Simulado. Ky = 434,2 mmol/L, Vs = 0,50 mmol/(L.s), K; = 10,2
mmol/L, [NHy] = 110 mmol/L.
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Legenda: O Dados experimentais; — Ajuste do modelo. P =1 = liga¢des hidrolisadas.
Fonte: a autora.

Os intervalos de confianga para cada par de parametro do modelo (Equagao
2.8) estdo ilustrados nas Figuras 2.36 a 2.41. Os intervalos de confianca ndo sdao muito

amplos, o que valida a confianga nos parametros.

Figura 2.36 — Regido de confianga linear. Par Ky; e Vmax.
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Fonte: a autora.



Figura 2.37 — Regido de confianga ndo-linear. Par Ky ¢ Vmax.

Fonte: a autora.
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Figura 2.38 — Regido de confianga linear. Par Ki e Ky.

Fonte: a autora.
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Figura 2.39 — Regido de confianga ndo-linear. Par Ki e Ky;.

Fonte: a autora.
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Figura 2.40 — Regido de confianga linear. Par K; e Vmax.
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Fonte: a autora.

Figura 2.41 — Regido de confian¢a nao-linear. Par K; e Vmax.
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Fonte: a autora.

Portanto, o ajuste alcancado para os parametros da cinética de Michaelis-
Menten com inibi¢do foi bastante satisfatorio. Pode-se pensar, em trabalhos futuros, em se
fazer um ajuste de quatro pardmetros, isto ¢, os mesmos trés aqui ajustados (Vimax, Ku € Kj),
adicionados de um parametro que seja responsavel por quantificar a quantidade de ligagdoes
das proteinas que ndo sao hidrolisdveis. Chamando-se esse novo parametro de A, a
concentracdo de ligacdes hidrolisdveis [NHp], portanto, seria na verdade ([So] - A).
Entretanto, o ajuste final aqui apresentado ja ilustra, apropriadamente, a adequagdo da

metodologia proposta no trabalho.



75

2.3.2.5 Cromatogramas do farelo hidrolisado

A Figura 2.42 apresenta a analise cromatografica, apos a solubilizacdo com a
solucdao de SDS e DTT, de hidrolisados das proteinas do farelo de soja concentrado a 55 °C,
90% de umidade, 0,5% (men,/ms), pH 9, para 8 diferentes graus de hidrdlise: 2%; 4%; 7%,
11%, 14%, 16%, 17 ¢ 18%.

Figura 2.42 — Hidrolisados das proteinas do farelo de soja concentrado, apds extragdo das proteinas em solucdo
de SDS e DTT, em 8 diferentes graus de hidrélise, a 55 °C, pH 9, 90% umidade e 0,5% (mey,,/ms)
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Fonte: a autora.

Como pode ser observado na Figura 2.42, conforme aumenta-se o grau de
hidrdlise, diminui-se a area de peptideos maiores € aumenta-se a area de peptideos menores, o
que ¢ totalmente esperado por se tratar de uma reagdo de hidrdlise. O pico que sai em
aproximadamente 110 minutos ¢ relativo a absor¢do do DTT. Para os célculos de
concentracgdo, a area deste pico foi desconsiderada.

Cada cromatograma foi dividido em seis faixas de tamanhos diferentes, com
base no tempo de retencao dos padrdes, como mostrado na Figura 2.42. Posteriormente, a area
de cada pseudocomponente foi transformada em concentragdo pelo método das dareas

cromatograficas. Os valores dessas concentragdes sao apresentados no item 2.3.2.6.
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2.3.2.6 Modelagem matematica das concentragoes dos pseudocomponentes em fun¢do do
grau de hidrdlise por redes neurais

As concentragdes foram plotadas em fun¢do do grau de hidrdlise para cada

pseudocomponente ¢ uma curva foi ajustada para cada um. As Figuras de 2.43 a 2.48

apresentam os pontos experimentais e os ajustes, respectivamente, dos pseudocomponentes 1

ao 6.

Figura 2.43 — Concentracdo do pseudocomponente 1 (peptideos maiores ou iguais a 66.000 Da) em funcdo do
grau de hidrolise

Concentragdo (mg/mL)

6,0 4

5,5
5,0
1 =
454 .
4,0
3,5
3,04
2,5 .
2,0 -
1,5
] .
1,0 4
4 N
05+ e
0’0 T T T T T T T T T T 1
0o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

GH (%)

Legenda: = Dados experimentais. — Curva de ajuste do tipo logistica (y = (A;-Ay)/(1+(x/x0)P)+A,).

Fonte: a autora.

Figura 2.44 — Concentragdo do pseudocomponente 2 (peptideos com tamanho entre 65.999 e 29.000 Da) em
funcdo do grau de hidrolise
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Legenda: = Dados experimentais. — Curva de ajuste do tipo decaimento exponencial 2 (y = yo + A*e™" +

A2 *e-x/tZ) )
Fonte: a autora.
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Figura 2.45 — Concentragdo do pseudocomponente 3 (peptideos com tamanho entre 28.999 ¢ 14.175 Da) em

funcdo do grau de hidrolise
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Legenda: = Dados experimentais. — Curva de ajuste do tipo decaimento exponencial 2 (y = yo + Apfe™ +

AZ*C-X/tz).
Fonte: a autora.

Figura 2.46 — Concentra¢do do pseudocomponente 4 (peptideos com tamanho entre 14.174 e 5.733 Da) em

fun¢do do grau de hidrolise
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Legenda: = Dados experimentais. — Curva de ajuste do tipo polinomial de segundo grau.

Fonte: a autora.
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Figura 2.47 — Concentragdo do pseudocomponente 5 (peptideos com tamanho entre 5.732 ¢ 238 Da) em fungdo

do grau de hidrolise
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Legenda: = Dados experimentais. — Curva de ajuste do tipo polinomial de grau cinco.

Fonte: a autora.

Figura 2.48 — Concentragdo do pseudocomponente 6 (peptideos com menores do que 238 Da) em fungo do grau

de hidrélise
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Legenda: = Dados experimentais. — Curva de ajuste do tipo linear.
Fonte: a autora.

Pela Figura 2.43, que compreende peptideos e proteinas maiores ou iguais a

66.000 Da, pode-se observar que o comportamento dos dados experimentais, apesar de ser

parecido com o descrito pela equagdo de Michaelis-Menten difere principalmente nos dois

primeiros pontos, em que nota-se um ponto de inflexdo, com a mudanca de concavidade da

curva, comportamento este, ndo descrito por Michaelis-Menten. Isto provavelmente se deve

ao fato do substrato, o farelo de soja concentrado, ser insolivel em 4gua, ou seja, este

comportamento inicial pode ser devido a solubilizagdo das proteinas do farelo , o qual nao ¢

explicado pela cinética convencional. Para se confirmar este comportamento anomalo, como
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sugestdo para trabalhos futuros, pode-se proceder a novamente a este experimento retirando-
se mais pontos nesta faixa inicial de hidrolise. Além disso, o que também pode-se observar ¢
que os peptideos nesta faixa de tamanho sofrem a hidrélise enzimatica.

A Figura 2.44 e a Figura 2.45 apresentam, respectivamente, os pontos
experimentais do pseudocomponente 2, que compreende a faixa de tamanho de peptideos
entre 65.999 e 29.000 Da e os pontos experimentais do pseudocomponente 3, que compreende
a faixa de tamanho de peptideos entre 28.999 e 14.175 Da. Pode-se observar que os peptideos
nestas duas faixas sofrem a hidrélise enzimatica.

O que se observa na Figura 2.46, que mostra a concentragdo do
pseudocomponente 4 (com peptideos de tamanho entre 14.174 ¢ 5.733 Da) em fung¢do do grau
de hidrolise, € que provavelmente a enzima hidrolisa, inicialmente, os pseudocomponentes 1,
2 e 3 no pseudocompomente 4 em uma velocidade maior com que hidrolisa este ultimo,
ocorrendo assim uma formagao maior do que o consumo deste pseudocomponente. Quando o
grau de hidrdlise supera o valor de 9%, os peptideos desta faixa de tamanho passam a ter a
taxa de consumo maior que a de formagdo, indicando que peptideos desta faixa também sao
hidrolisados pela enzima.

A Figura 2.47 apresenta os pontos experimentais do pseudocomponente 5, que
compreende a faixa de tamanho de peptideos entre 5.732 e 238 Da. Pode-se observar que hé a
formacao de peptideos nesta regido durante a hidrolise.

A Figura 2.48 apresenta os valores das concentracdes € o ajuste da curva para o
pseudocomponente 6, cujos peptideos (ou aminoacidos) tem tamanhos menores do que 238
Da. Pode-se observar que os valores das concentragdes ndo variaram muito para os diferentes
graus de hidrolise. Fisicamente, a concentracdo desse pseudocomponente ndo pode diminuir
pois ele representa os menores peptideos e, assim, a sua concentragdo poderia, no maximo,
aumentar ao longo da hidrolise. Espera-se, entretanto, que ndo ocorram variagdes nas
concentragdes desse pseudocomponente, pois a enzima Novo-Pro D é uma endoprotease, ndo
quebrando assim, ligagdes peptidicas terminais, que gerariam moléculas nesta faixa de
tamanho molecular. Atribui-se a pequena flutuagdo nas concentragdes desse
pseudocomponente a erros experimentais. Este pseudocomponente foi desconsiderado para o
ajuste da rede neural, pois se assume aqui que seu valor € constante, ndo sendo necessaria
uma rede para prever seu valor e evitando-se assim saturar a rede.

Uma rede neural foi entdo treinada segundo a proposta da Figura 2.29, isto ¢é,
tendo um neurdnio na camada de entrada (grau de hidrélise) e cinco neurdnios na camada de

saida (as concentragdes dos cinco primeiros pseudocomponentes). Das vérias arquiteturas
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testadas, a que apresentou melhores resultados foi a com uma camada oculta com fungio log-
sigmoide e 10 neurdnios nesta camada. Para camada de saida foi utilizada a fung¢ao linear.

A Figura 2.49 apresenta os valores de concentracdo de cada pseudocomponente

gerados pelo modelo neural.

Figura 2.49 — Concentracdo dos pseudocomponentes gerados pelo modelo neural
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Nota: as linha continuas representam o ajuste do modelo e os circulos os dados experimentais para cada
pseudocomponente.
Fonte: a autora.

A Figura 2.50 mostra a dispersdao dos dados de teste nas predi¢cdes. Pode-se
observar que o ajuste obtido foi satisfatorio indicando que a utilizagdo da rede para predizer a
concentragdo dos pseudocomponentes em um dado grau de hidrdlise se justifica. Os valores
de bias e pesos de todas as camadas sdo apresentados no Anexo 1 deste trabalho.

Figura 2.50 — Dispersdo dos dados de teste nas predigoes
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3 ANALISE ECONOMICA DE UM PROJETO PRELIMINAR DA FABRICACAO DE
UM PRODUTO A BASE DE HIDROLISADO PROTEICO DE SOJA

3.1 REVISAO DA LITERATURA

3.1.1 Operacoes unitarias envolvidas na reacio de hidrolise das proteinas
3.1.1.1 Introducao

A mais importante das operagdes envolvidas na fabricagdo de hidrolisados de
proteinas ¢ a reacdo de hidrélise. Normalmente, as operagdes anteriores a reagdo sao
chamadas de upstream e as posteriores de downstream. De forma geral, as operacdes de
upstream envolvem, quando necessario, a preparacao da matéria-prima para a hidrélise, como
purificacao ou concentracao. Um exemplo se encontra na producao de hidrolisados protéicos
de soro de queijo: o soro passa primeiro por filtragdes para serem retirados lipidios e a lactose,
posteriormente por um processo de evaporagdo para se concentrar as proteinas e s6 depois as
proteinas do soro sdo submetidas a hidrdlise enzimatica (SILVA, 2000). As operagdes de
downstream podem envolver a esterilizagdo, a secagem, além de, novamente, a purificacao e a
concentracdo, mas desta vez, estas operagdes podem ser realizadas com a finalidade de se
separar proteinas soluveis das insoluveis, de se obter a cor e limpidez desejadas e de se
remover odores indesejados (PASUPULETI; DEMALIN, 2010).

Geralmente, o processo de hidrdlise comeca com a solubilizacao das proteinas
em agua até se obter uma porcentagem de solidos que varia entre 8 e 20%. Se necessario, as
proteinas podem ser pré-tratadas com calor, acidos ou bases até se ajustar a temperatura
(normalmente de 38 a 65 °C) e pH (3,5 a 9) desejados. Quando a hidrélise ocorre por meio de
enzimas, a enzima ou as enzimas sdo adicionadas ao sistema. O tempo de hidrélise pode
variar de uma até mais de 100 horas e por isso, em alguns casos conservantes bacteriostaticos
ou bactericidas também sdo adicionados, principalmente quando o tempo de hidrélise €
grande e, desta forma evita-se a contaminag¢do por microorganismos. Estes conservantes sao
depois removidos ou evaporados. Atualmente outras formas de se impedir a contaminagao
também podem ser utilizadas como, por exemplo, tratamento com UV, aplicagdes de campo
elétrico pulsado e ozonio, mas estas ainda sao pouco exploradas. Uma forma simples de se
impedir a contaminacdo microbiana sem ser necessaria a utilizacdo de aditivos ou outros
recursos, €, quando possivel, reduzir o tempo de hidrdlise para menos de 4 horas ou utilizar
enzimas que suportem temperaturas mais altas e pHs mais extremos. Quando a reagao atinge a

conversdao desejada, a hidrolise normalmente ¢ cessada aumentando-se a temperatura ou
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mudando-se o pH do meio para desativar a enzima. Dependendo do uso final, o hidrolisado
pode passar por processos de pasteurizagdo, evaporagdo, purificacado, etc.

A maioria dos trabalhos relatados na literatura desejam como produto final
apenas as proteinas ou peptideos soluveis e de forma pura, diferentemente do que se propoe
neste trabalho. Normalmente, quando estes produtos se encontram soliveis e com algo grau
de pureza, obtém-se maior valor agregado, mas por outro lado, os custos de producao também
sdo maiores.

Chae, In e Kim (1998) testaram alguns parametros de processo para a hidrolise
enzimatica da proteina do farelo de soja desengordurado. O esquema proposto ¢ apresentado
na Figura 3.1. De forma geral, no processo proposto, o farelo de soja desengordurado foi
moido, suspenso em agua com 90% de umidade e entdo a mistura foi pré-aquecida a 120°C
por 10 minutos. Depois o pH foi ajustado para 4,2-4,5 com acido cloridrico, seguida pela
etapa de centrifugagdo. Finalmente, o pH foi ajustado para 7,5. Na hidrolise foram utilizadas
combinagdes de trés enzimas, Alcalase, Neutrase e Flavourzyme. A hidrolise se deu a 55°C
por 4 horas. Depois o pH foi reduzido para 5 e a enzima Flavourzyme foi adicionada
novamente. Durante a hidrdlise o pH nao foi ajustado. A hidrolise foi cessada por calor,
deixando a mistura a 90°C por 10 minutos. A enzima Flavourzyme ¢ uma exoprotease e ¢
utilizada para reduzir o gosto amargo gerado durante o processo de hidrdlise por
endoproteases. Posteriormente a hidrolise, a fragao soluvel foi separada por centrifuga¢do. Em
alguns casos, o centrifugado foi ultrafiltrado. Depois teve-se tratamento com carbono seguido
por filtragdo. Posteriormente, a solugdo foi concentrada ou com evaporagdo ou com 0Smose
reversa. E em alguns casos o produto foi seco em spray dryer.

Processos que passam por varias etapas de purificagdo e aumentam o valor do
produto normalmente sdo direcionados a alimentacdo humana. Para ragdes animais nao ¢

vidvel se produzir algo com valor agregado tao alto.
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Figura 3.1 — Esquema proposto para processo de hidrolise do farelo de soja desengordurado
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Fonte: CHAE; IN; KIM, 1998.

3.1.1.2 Reacdo de hidrolise

A reacdo de hidrolise ¢ o coragao de todo o processo de fabricagdo de um
produto a base de proteinas hidrolisadas do farelo de soja e este processo ocorre em um reator.
De acordo com Pasupuleti e Demain (2010), o tamanho dos reatores utilizados
em hidrolises na industria, dependendo do produtor e do produto, variam de aproximadamente
2.000 a 37.000 litros. A Figura 3.2 exemplifica como € uma se¢do de reatores para hidrélise

enzimatica em uma industria.
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Figura 3.2 — Exemplo de reatores para hidrolise enzimatica em escala industrial
S S a— i == ;

Fonte: PASUPULETL; DEMAIN, 2010.

A maioria das reagdes de hidrolise ocorrem em reatores em batelada
(descontinuos), porém técnicas como imobilizacdo de enzimas ou uso de bioreatores com
sistema de membranas ja sdo estudados para se diminuir o custo com enzimas ¢ aumentar a

produtividade.

3.1.1.3 Concentragdo e secagem

Em muitos processos industriais, a 4gua ou outro solvente precisa ser retirado
de um meio liquido para produzir um produto mais concentrado ou seco. Entre os processos
que podem ser usados para remover a agua encontram-se a evapora¢do, concentracdo por
congelamento, osmose reversa (ou qualquer outro tipo de separacdo por membrana) e
secagem. A escolha do processo depende do grau de concentracao desejado, do efeito que o
processo causa no produto, das fontes de energia disponiveis e do custo relativo do processo.
A Figura 3.3 mostra opg¢des de escolha de operagdes de concentragdo ou secagem em funcao
da composicao de solidos no inicio e no fim do processo (HELDMAN; LUND, 2007).

A operacao de secagem difere das operacdes de concentragdo porque, via de
regra, o produto final da secagem € um solido seco e nas operacdes de concentragdo, liquidos

mais visScosos.
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Figura 3.3 — Processos mais indicados para determinadas porcentagens de solidos existentes no inicio e
desejadas no fim do processo
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Fonte: HELDMAN; LUND, 2007.

3.1.1.4 Concentragdo de misturas solido-liquidas

Uma forma de se concentrar pastas ¢ por meio da evaporagdo, em que um
solvente volatil ¢ evaporado por meio da transferéncia de calor. A principal vantagem da
evaporacao reside no fato dos evaporadores modernos utilizarem pouca energia enquanto
geram altas taxas de evaporacdo. Técnicas como evaporacdo em multiplos efeitos,
recompressdo térmica do vapor e recompressdo mecanica do vapor reduzem de forma
significativa a quantidade de energia necessaria para um determinado grau de concentragao.
Outra vantagem da evaporagao ¢ que a maioria das solu¢des/suspensoes liquidas alimentadas
com dilui¢do de até 50% podem ser concentradas facilmente e quando necessario podem
chegar a uma concentrac¢do final de so6lidos de até 98% (HELDMAN; LUND, 2007).

Além da evaporagdo, que € um processo térmico, outros processos nao
térmicos podem ser utilizados na separacao solido-liquido, como por exemplo, floculagao ou
coagulacdo, que podem alterar as propriedades das pastas, facilitando assim sua separagao.
Também pode-se proceder a filtragdes, por meio de prensas, membranas, & vacuo, por

gravidade, ultrafiltragdo, além de centrifugacdo, etc. (MUJUMDAR, 2006).

3.1.1.5 Secagem

O objetivo de se secar produtos do género alimenticio ¢ de se fornecer ao

produto um longo tempo de prateleira com poucas necessidades de embalagem e pouco peso.
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A qualidade do produto e seu custo sdo altamente influenciados pelo processo de secagem
(HELDMAN; LUND, 2007).

Uma vez que o uso da secagem se faz necessario no processo, a escolha do
secador ¢ um processo fundamental, devendo-se optar por um secador que integre o processo
como um todo e levando em consideracdo as vantagens e desvantagens que cada tipo de
secador oferece tanto do ponto de vista técnico quanto econémico. Alonso e Park (2005)
escreveram sobre os varios métodos de selecdo de secadores encontrados na literatura.
Segundo os autores, existem trabalho indicando que a escolha dos secadores pode ser
subjetiva devido a grande amplitude de aplicacdo de alguns secadores, sendo portanto a
escolha subjetiva, baseada no bom-senso e experiéncia do engenheiro. Porém para auxiliar na
escolha, pode-se langar mao de dois mecanismos diferentes de escolha: o analitico e o
numérico. Independente do mecanismo escolhido, fato ¢ que, antes, ¢ necessario serem
levantados dados sobre o processo em que se esta inserida a etapa de secagem, dados sobre o
produto desejado e dados sobre a matéria-prima. Esses dados podem ser obtidos na literatura,
junto ao fornecedor, pela experiéncia do engenheiro ou por estudos em escala laboratorial.
Algumas informagdes necessarias, comuns a maioria dos autores citados por Alonso e Park
(2005), sao descritas a seguir:

* Quantidade: qual a produtividade em termos de massa seca desejada e qual o processo
anterior, se em batelada ou continuo.

* Propriedades fisicas da matéria-prima: fonte de matéria-prima, estdgios de dessorcao
anteriores, capacidade de armazenamento da matéria-prima, dimensao da particula, método de
alimentacgdo do secador, maneabilidade, abrasividade, etc.

* Propriedades quimicas da matéria-prima: toxicidade, problemas de odor, possibilidade de
explosdo, limites de temperatura e tempo de exposicao, etc.

* Especificagdes do produto seco: umidade desejada do produto final, etc.

* Propriedades do produto seco: desvantagens na formagao de particulas menores, etc.

* Dados de secagem disponiveis: detalhamento dos testes laboratoriais, detalhamento dos
testes em escala piloto, detalhamento do desempenho de materiais semelhantes em escala real,
etc.

* Recuperacao de solventes.

* Perdas: perda de p6 para a atmosfera. Se esta perda é s6 inoportuna ou pode representar
riscos.

* Local de operagao: disponibilidade de fontes de calor, detalhes do fornecimento de energia

elétrica, necessidade de purificacdo do ar de secagem e resfriamento, necessidade de remogao
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do odor dos gases liberados para a atmosfera, necessidade de reduzir a vibragao e o barulho,
restrigdes de espaco, disponibilidade de equipamentos de controle e manutengao.

Assim, de forma resumida, com as informagdes obtidas, as principais questoes
a serem respondidas sdo quanto aos limites de temperatura, limites do comportamento do
material e limitagdes construtivas. Uma vez de posse dessas informagdes, pode-se proceder ao
mecanismo de sele¢do analitico ou numérico.

No método numérico, cada equipamento recebe uma pontuagdo de acordo com
a adequagao a solucao do problema, no final, a melhor solu¢do ¢ a que obtém a maior
pontuagdo. Os algoritmos numéricos normalmente requerem o uso de capacidade
computacional e cada secador tem que ser testado para cada parametro do produto, o que
demanda mais tempo, porém a certeza sobre a decisdo correta aumenta.

Ja se encontra na literatura, o uso da logica difusa para a selecao de secadores,
abrindo espaco para um terceiro mecanismo em que se combina os algoritmos analiticos e
numericos.

No mecanismo analitico, procede-se a uma seqiiéncia de processos decisérios
que elimina os equipamentos inadequados, conduzindo a determinacao da escolha da melhor
solugdo. Uma forma analitica de se proceder a escolha do secador ¢ baseando-se na forma de
alimentag¢do, dependendo do tipo de alimentag¢do, se ¢ classificada como um liquido,
suspensoes finas, lamas, pasta, etc., escolhe-se o secador.

Van’t Land (1991), citado por Alonso e Park (2005), desenvolveu, dentro do
mecanismo analitico, uma forma de se selecionar secadores. O procedimento se desdobra em
dois: um para equipamentos continuos e outro para equipamentos em batelada. Estes sdo
apresentados nas Figuras 3.4 e 3.5 respectivamente. Normalmente se usa um secador continuo
para capacidades produtivas superiores a 100 kg/h, mas a escolha entre o processo continuo

ou em batelada deve levar em consideragdo as etapas anteriores e posteriores do processo.
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Figura 3.4 Algoritmo de Van’t Land para selegdo de secadores em batelada
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Fonte: ALONSO; PARK, 2005.
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Figura 3.5 — Algoritmo de Van’t Land para a sele¢do de secadores continuos
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O processo de secagem do farelo de soja, apds a extracdo do Oleo e
dessolventizacdo, pode ser feito por um secador rotativo com aquecimento indireto por vapor
d’4gua, como relatam Paraiso, Andrade e Curvelo (2004), sendo este tipo de secador o
utilizado pela maioria das industrias no noroeste do Parana. A Figura 3.6 mostra o esquema

de um secador rotativo com aquecimento indireto.
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Figura 3.6 — Esquema de um secador rotativo com aquecimento indireto
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Nota: Parece que a entrada de ar ¢ omitida na figura.
Fonte: LUZ et al., 2009.

Os secadores rotativos, tanto diretos como indiretos, consistem em um tubo
cilindrico levemente inclinado em relagdo a horizontal. O material imido ¢ alimentado e em
virtude da rotacdo, do efeito do calor e da inclinagdo, sai como produto seco no final do tubo,
na parte menos inclinada. A dire¢do do géas no cilindro relativa aos so6lidos ¢ ditada pelas
propriedades do material processado. Fluxo concorrente normalmente € utilizado em materiais
sensiveis ao calor mesmo para altas temperaturas, pois o gas rapidamente esfria devido a
evaporagdo inicial da dgua na superficie das particulas. O fluxo contracorrente ¢ desejavel
quando se quer obter eficiéncia energética. No primeiro caso, o fluxo do gas aumenta a taxa
de fluxo dos solidos e no segundo, diminui.

Se o material ndo flui livremente na parte da alimentagdo, uma operagdo
especial se faz necessaria, que pode incluir reciclar uma porgao final do produto, incluir uma
pré-mistura junto com a alimentagdo ou a constante adi¢do de um produto inerte na
extremidade de alimentagdo do cilindro (MUJUMDAR, 2006).

Além do farelo de soja, grdos, farinhas, cacau, acucar e sal estdo entre os
alimentos que costumam ser secos em secadores rotativos (BRENNAN, 2006). Porém este
tipo de secador ndo se restringe apenas a secagem de alimentos. Também pode ser usado para

secar fertilizantes, minerais, argila, carvao, etc.
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3.1.1.6 Concentragdo e secagem usadas em conjunto

Freqiientemente, uma combinagao dos processos de concentracao e secagem ¢
utilizada em conjunto, como por exemplo, pode-se realizar uma pré-concentragdo por meio de
membranas ou evaporagdo para posterior processo de secagem, pois este ultimo se da as
custas de gastos relativamente altos de energia e requer uma alimentagdo na forma ja
concentrada. Para solugdes que contém menos de 10% de concentracao de sélidos, anterior ao
processo de evaporagao, pode-se ainda realizar o processo de osmose reversa, caracterizando
também o uso duas operagdes de concentracdo em conjunto para otimizar O Processo
(HELDMAN; LUND, 2007).

Um exemplo de processo em que o material passa pela operacao de
concentracdo antes da secagem ¢ a producdo de farinha de peixe. Este processo ¢
esquematizado na Figura 3.7. A primeira operagdo do processo € o cozimento do peixe, para
que as proteinas presentes se coagulem e que a etapa posterior de retirada do 6leo e de dgua
possa ocorrer, pois o peixe no estado bruto nao libera muito licor mesmo a altas temperaturas
e pressao. O equipamento que se usa ¢ um trocador de calor cilindrico e a movimentagao da
matéria ¢ feita por meio de um transportador na forma de parafuso. Vapor também pode ser
injetado diretamente no material.

A proxima etapa ¢ a de prensagem em que Oleo e agua sao removidos. O
material entra em um tubo perfurado ¢ a submetido a pressdo crescente, assim, o 6leo e a dgua
sao espremidos e saem pelas perfuragdes e o solido sai ao fim da prensa. Durante este
processo, a agua ¢é reduzida de 70% para 50% e o oleo para até 4%. A fragdo liquida que sai
da prensa da-se o nome de licor e a fragdo sélida de torta prensada.

Posteriormente o licor ¢ enviado para uma centrifuga para que se remova o
0leo. Algumas vezes o 6leo ¢ novamente centrifugado, para se tornar mais refinado, e depois
armazenado. Esse 6leo pode ser usado como 6leo e gordura comestivel em alimentos. A
porcao aquosa do licor contém materiais dissolvidos e so6lidos finos em suspensdo, podendo
chegar até a 9% em peso. A maioria do s6lido é composto de proteina e essa por¢do aquosa
pode conter até 20% do total de s6lidos da matéria-prima, entdo, estes solidos sdo recuperados
por evaporacdo desta fracdo aquosa até se obter um xarope entre 30 e 50% de solidos. Esse
xarope pode ser vendido separadamente, como condensados de peixe solaveis, mas

normalmente o que se faz ¢ adiciona-lo novamente a torta prensada.
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Figura 3.7 — Processo de produgdo de farinha de peixe
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Fonte: WINDSOR, 2001.

A operagdo de secagem pode ser feita em secadores diretos ou indiretos. O
secador direto consiste em um cilindro que ¢ alimentado por uma corrente de ar a 500 °C e
pelo material rapidamente. Este ¢ o método mais rapido, porém o que exige mais controle
também e produz mais cheiro desagradavel do que o método indireto. De qualquer forma, o
material ndo atinge a temperatura do ar, pois ocorre uma rapida evaporacao da agua da
superficie das particulas de peixe, o que causa uma reducdo de temperatura. De forma geral, o
material sai a uma temperatura de 100°C. Os secadores indiretos utilizados neste processo
podem ser aquecidos por meio uma camisa na parte externa do cilindro ou por tubos com
vapor que passam dentro do cilindro.

A etapa de secagem ¢ crucial ao processo, pois se o material nao for
suficientemente seco, pode-se ocorrer contaminagdo por bactérias e se for seco demais, o
material pode queimar e o valor nutricional do farelo pode ser perdido.

Para algumas variedades de peixe, por possuirem pouca gordura, a etapa de
prensagem nao seria necessaria, podendo do aquecimento ir direto para o secador, mas mesmo

assim, ainda utiliza-se a prensagem seguida pela evaporagdo, pois a eficiéncia energética de



93

evaporadores em termos de uso de vapor é maior que a dos secadores, resultando em um
processo mais barato (WINDSOR, 2001).

A Figura 3.8 ilustra o balanco de massa para este processo.

Figura 3.8 — Balango de massa para o processo de producédo de farinha de peixe
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‘ 5@1& removida: 230 kg

Nota: neste diagrama aparece uma etapa a mais quando comparada com as etapas descritas ao longo do texto e
no diagrama de processo do mesmo autor.
Fonte: WINDSOR, 2001.

Os produtos farinha de peixe e farelo de soja sdo semelhantes no fato de que
ambos possuem uma matéria-prima com alto valor de proteinas e t€ém seu Oleo retirado
durante o processo produtivo. Além disso, tanto a farinha de peixe como o farelo de soja sao
fonte de alimentacdo para peixes, aves, suinos e ruminantes.

A farinha de peixe ¢ considerada como a fonte de alimento ideal para suprir as
necessidades protéicas e lipidicas de peixes carnivoros, pois além do excelente perfil de
aminoacidos, ¢ rica em &cidos graxos essenciais, minerais, elementos tracos e vitaminas.
Porém ¢ um ingrediente relativamente caro e de fornecimento limitado. Sua disponibilidade
estad cada vez menor, ndo s6 pelo aumento da demanda pela industria de ragdes, mas também

pela forte pressdo de pesca sobre as espécies forrageiras, ocasionando a queda de alguns
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desses estoques. Para se ter uma idéia, em duas décadas, as reservas do peixe cavala cairam de
30 milhdes de toneladas para menos de 3 milhdes. A maioria da cavala pescada é processada e
vira ragdo para piscicultura e para criacdo de porcos. Sao necessarios mais de 5 kg de cavala
para engordar 1 kg de salmdo de cativeiro. Assim, surge também um apelo social
desfavoravel a pesca para a alimentacdo de peixes de cativeiro pois, peixes como a cavala,
rica em proteina oleosa, que poderia ser um alimento para um planeta com fome, ¢ utilizada
em enormes quantidades em ragdes para animais de alto valor agregado (FABREGAT et al.,
2011; TAKAHASHI, 2011; SALAZAR et al., 2012).

Assim, a elaboracdo de um adequado substituto para a farinha de peixe torna-se
necessaria, buscando-se um alimento que continue a altura da eficiéncia nutricional da farinha
de peixe, mas que também gere um menor custo. Apesar de existem outras fontes protéicas de
origem animal disponiveis no mercado, como a farinha de visceras de aves e a farinha de
carne, a demanda por estes ingredientes também ¢ elevada e a disponibilidade restrita, assim
uma alternativa € a utilizagdo de fontes protéicas vegetais.

Neste contexto, o farelo de soja € o ingrediente mais estudado e considerado
como a op¢ao com maior potencial para substituir a farinha de peixe, de forma parcial ou
total, nas ragdes, atendendo aos requisitos nutricionais de digestibilidade elevada e
praticamente um balango adequado de aminoacidos essenciais. O farelo de soja contém lisina
em maiores quantidades que o de outros vegetais, e ainda que ndo seja rica em lipidios, possui
a quase totalidade dos acidos graxos necessarios para os peixes de agua doce.

Porém, a inclusao do farelo de soja nas dietas pode provocar efeitos negativos
sobre o desempenho dos peixes. Um dos motivos pode ser a presenca de fatores
antinutricionais. A maioria dos fatores antinutricionais da soja, como os inibidores de tripsina
e as hemaglutininas, sdo inativados durante a tostagem do farelo de soja. Entre os que
resistem ao processamento, pode-se destacar alguns carboidratos complexos, principalmente
oligossacarideos, como os galactooligossacarideos. Esses carboidratos sdo pouco digestiveis e
sua absor¢do depende principalmente da fermentacdo por bactérias, processo que pode afetar
de forma negativa o desempenho e o aproveitamento dos nutrientes quando niveis elevados de
inclusdo sao utilizados (FABREGAT et al., 2011; TAKAHASHI, 2005).

No processo de concentracdo do farelo de soja para produzir o Concentrado
Protéico de Soja (SPC), esses carboidratos poucos digeriveis ja sdo retirados do farelo por
extracdo alcoolica como foi mostrado na Figura 1.1. Assim, ragdes a base de SPC ja possuem
uma qualidade nutricional maior do que o farelo de soja comum. Para melhorar ainda mais a

qualidade, as proteinas podem ser hidrolisadas para que a absor¢do destas pelos animais seja
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ainda mais eficiente e resulte em ganho de peso e maior qualidade da carne. Além de
melhorar a absor¢do, foi determinado por Carr (1982) citado por Oliveira (2003) que baixo
peso molecular ¢ uma das caracteristicas necessarias ao alimento para se tornar mais atrativo
aos peixes, aumentado assim o consumo da ragao, ao lado de conter nitrogénio, nao ser volatil
nem soluvel em dgua e apresentar propriedades 4cidas e basicas.

Uma vez vislumbrada a oportunidade de um novo negdcio, como por exemplo,
a producao de um produto a base de hidrolisado de proteina de soja, ¢ necessario se fazer um
estudo para ver se existe tecnologia para se fabricar o produto desejado em escala industrial e
se a produgdo ¢ viavel economicamente. Para isso, recorre-se ao projeto do processo. No
projeto do processo, tanto o conhecimento das operagdes unitarias e equipamentos quanto o
conhecimento da engenharia de sistemas se faz necessario. Nesta secdo, de forma bem
superficial, foram tratadas as operagdes unitarias € equipamentos onde elas podem ocorrer
para se realizar a hidrdlise de proteinas e sua posterior secagem e na proxima, sera tratado,
também de forma muito superficial, os principais conceitos para se desenvolver um projeto de

processo preliminar.

3.1.2 Projeto de processos

O projeto de processo € o trabalho conceitual que antecede a construciao da
planta de um processo. O processo pode ser dividido em trés estagios consecutivos:
* Projeto preliminar: € o primeiro estagio para se avaliar uma nova idéia. Modelos
matematicos simplificados e métodos aproximados sao usados para dimensionar e estimar
custos de operagdes unitarias com erros que podem chegar a mais ou menos 30%.
* Projeto detalhado: ¢ feito para processos que foram considerados economicamente atrativos
ap6s a avaliagdo do projeto preliminar. E baseado em um fluxograma e em projeto de
equipamento em fase final. As especificacdes dos equipamentos nao sao exatas € erros na
estimativa do custo variam entre 10 e 15%.
* Projeto definitivo: ¢ baseado em especificagcdes detalhadas dos equipamentos e estimativas
de custo precisas, com erro de aproximadamente 5%. Também inclui informacdes para se
comegar a construgdo da planta.

A engenharia de processos quimicos ¢ a parte que engloba, além de todos os
niveis da engenharia quimica, a parte de projeto de processos integrados e ainda ferramentas
de outros campos do conhecimento: da engenharia de sistemas e da inteligéncia artificial. Da

engenharia de processos, obtém-se informagdes desde os fundamentos basicos de matematica,
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fisica e quimica, passando pela engenharia de equipamentos até se chegar na analise dos
processos. A engenharia de sistemas fornece ferramentas para se analisar a estrutura, projetos,
fazer a sintese, analise, simulacdo e otimizacao. A inteligéncia artificial pode vir a auxiliar na
resolucao dos problemas de sintese.

A engenharia de sistemas estuda sistemas, ou seja, os elementos de um
determinado conjunto e as conexdes existentes entre eles. Na engenharia quimica, o projeto de
um sistema consiste em gerar um conjunto de estruturas viaveis para a fabricacdo de um
determinado produto, etapa esta denominada de sintese e prever e avaliar o desempenho de
cada estrutura gerada, etapa de andlise.

Na etapa da sintese ocorre a selecdo de equipamentos e a definicdo do
fluxograma. Na andlise, procede-se a escolha da melhor estrutura gerada pela sintese, ou seja,
aquela que apresenta o melhor desempenho.

A analise pode ser subdividida em dois grupos:

* Identificacdo dos elementos do sistema e da forma como os mesmos interagem.
* Previsdao e avaliagdo do desempenho desse sistema, ou seja, desses elementos e suas
conexoes.

A previsdo € realizada com o auxilio de um modelo matemético. Modelo ¢ uma
representacdo fisica, matematica, légica ou computacional qualquer de um sistema real ou
imagindrio, de um processo, de um fendmeno ou de uma entidade, usando para isso, uma
linguagem, um meio, e segundo um ponto de vista. O aspecto mais importante de um modelo
¢ a relacao simplicidade versus fidelidade. Se o modelo ¢ uma representacao valida de um
sistema, informacdes significativas podem ser retiradas sobre sua dindmica ou seu
desempenho, tornando-se assim a principal ferramenta para o estudo do comportamento de
sistemas complexos. Modelagem ¢, de forma geral, a elaboracdo de um modelo para a
representacdo de alguma coisa. O modelo matematico que rege um processo quimico ¢
formando pelo conjunto dos modelos dos equipamentos e de uma representagcdo da estrutura
do fluxograma. O modelo de um equipamento, por sua vez, ¢ constituido pelo sistema de
equagdes que representam os fendmenos que regem o seu comportamento. Assim, partindo-se
das especificagdes de projeto, ao final desta etapa, sdo obtidas:

* As principais dimensdes dos equipamentos.
* As vazdes de produto.

* As matérias-primas.

* As principais dimensdes de utilidades.

* As principais dimensdes dos demais insumos.
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Assim, uma vez pronto o modelo, este ¢ utilizado para dimensionar os
equipamentos, o consumo de utilidades e dos demais insumos de forma a atender as metas de
projeto.

Na avaliacao ¢ realizado o calculo do indice de mérito, normalmente de
natureza econdmica, fun¢do das principais varidveis do sistema. Assim, no caso dos
processos, a partir das dimensdes dos equipamentos pode-se estimar os custos de
investimento e com as vazoes das correntes pode-se calcular a receita e os custos de produgao.
Com isso obtém-se o indice de mérito natural que normalmente ¢ uma fungao lucro ou custo.

Ou seja, nesta etapa, o modelo pode ser simulado para se reproduzir o
comportamento desse processo quando operado em condi¢des outras que ndo as do
dimensionamento. Apds a simulacdo das diversas condi¢cdes que se deseja variar para o
conhecimento dos efeitos por elas causados, procede-se a otimizagdo do processo, para se
achar qual das condi¢des que gera a melhor solugdo. A melhor solucdo ¢ aquela, que
atendendo todas as especificagdes do projeto, gera o maior lucro ou o menor custo.

A simulagdo ¢ a execu¢do ou manipulagdo de um modelo de determinado
processo ou sistema com o objetivo de se analisar o comportamento desse processo ou
sistema. A simulacdo pode ser entendida como uma analogia que deve ter relacdes ou
propriedades bastante similares ao sistema real. Desta forma, pode-se prever o
comportamento do sistema real com base nas medidas ou observagdes fornecidas pelo sistema
analogo. Assim, a simula¢ao comeca com o desenvolvimento de um modelo que represente
com a precisao necessaria o processo ou sistema em estudo € continua com o processamento
ou operacdo desse modelo de forma a possibilitar a determinacdo do comportamento do
processo ou o sistema em estudo. A simulagdo tem seu propdsito em auxiliar a compreensao
do sistema e fornece uma descri¢ao (total ou parcial) do sistema, podendo explicar o
comportamento passado, predizer o comportamento futuro.

Cada vez que um modelo ¢ simulado sob diferentes condi¢des, que sdo
alteradas propositalmente para se analisar a rea¢do desencadeada, tem-se um resultado
diferente e inicia-se entdo a busca pelo melhor resultado, denominado solucdo 6tima. Ao
processo de busca pela solugdao 6tima, da-se o nome de otimizacdo (PERLINGIERO, 2005;
SILVA, 2000; TRIVELATO, 2003; GOLDSMIDT, 1982).
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3.1.3 Custo de equipamentos

Quando nao se possui dados disponiveis sobre o custo de um equipamento de
um determinado tamanho e capacidade, mas se possui o preco de um equipamento similar,
mas de dimensdes e capacidade diferentes, uma maneira de se estimar o custo desse
equipamento € por meio da regra do fator seis décimos. A Equacdo 3.1 apresenta a formula
que relaciona as capacidades e os custos de cada equipamento para no fim se obter o custo

estimado do equipamento desejado.

3.1)

Custo A = Custo B *
Capacidade B

Capacidade A joqé

Um método também utilizado para se estimar o custo de um equipamento € por
meio de indices de custo. Este método ¢ utilizado quando se possui o custo do equipamento
em algum momento no passado. Como os pregos dos equipamentos mudam ao longo do
tempo devido a fatores econdmicos, a atualizagdo pode ser feita relacionando-se o custo do
equipamento na data disponivel, indices de custo naquela data e o indice de custo da data

atual, como mostra a Equagao 3.2.

valor do indice no presente

Custo atual = Custo original *( ] (3.2)

valor do indice no tempo em que o custo foi obtido

Muitos tipos diferentes de indices de custo sdo publicados regularmente.
Alguns podem ser utilizados para estimar o custo de equipamentos, outros especificamente
para laboratorios, construgdes, materiais € outros ramos especificos. As publicagdes mais
comuns sdo “Marshall and Swift all-industry and process-industry equipment indexes”,
“Engineering news-record construction index”, “Nelson Farrar refinery construction index” e
“Chemical engineering plant cost index”.

Assim, € possivel por meio do custo de um equipamento em algum momento
do passado, obter o preco no presente e caso ndo seja da capacidade desejada, por meio da
regra do fator seis décimos estimar na capacidade requerida. (PETERS; TIMMERHAUS,
1991).
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3.1.4 Analise de investimento

Durante o projeto de uma planta de processos, surgem varias possibilidades de
arranjos fisicos, de tamanho de equipamentos e até mesmo qual operagao utilizar para se obter
o produto desejado, quando existe mais de uma possibilidade (PERLINGEIRO, 2005). Assim,
selecionar um investimento ndo € uma tarefa muito facil. Para auxiliar nessa decisdo, existem
técnicas de analise de investimentos.

O processo de decisao da melhor alternativa pode ser dividido em sete fases.
Séo elas (MOTA; CALOBA, 2009):

1. Identificacdo das alternativas: fase em que se define o nivel das anélises a serem realizadas
e em que sdo feitas perguntas do tipo: onde, quem, quando, como e por qué.

2. Estudo preliminar de viabilidade das alternativas: fase em que alternativas sdo eliminadas,
pois fica clara a impossibilidade de realizagdo ou que alguma alternativa ja ¢ melhor do que
outra.

3. Selecao preliminar das alternativas: estimativas preliminares de custos de capital e
operacionais e de receitas sao realizadas nesta fase.

4. Estudo de viabilidade das alternativas selecionadas: o estudo econdémico passa a ser
detalhado, envolvendo diversas alternativas, previsdes cientificas sobre o mercado,
cronogramas de desembolso, culminando em fluxos de caixa, possiveis fontes de
financiamento, estruturas de capital (proprio/financiado) e custo de capital (taxa de juros de
empréstimos) e perfil da divida (prazos para repagamento de empréstimo).

5. Consideragdes sobre riscos e incertezas: neste ponto sdo consideradas as incertezas
associadas aos fatores-chaves do projeto e o grau de propensdo ao risco do organismo
empreendedor, além da sensibilidade dos resultados a possiveis variagoes de determinados
fatores, as quais poderdo vir a comprometer a viabilidade econdmica do empreendimento.

6. Implementacdo das alternativas selecionadas.

7. Andlises a posteriori, melhoria do sistema decisorio.

Para se definir as possiveis alternativas de investimento e prever suas
consequéncias do ponto de vista econdmico, todos os parametros e variaveis devem ser
reduzidos a termos monetdrios, um ponto de referéncia temporal deve ser definido e o valor
do dinheiro no tempo passa a ser considerado (MOTA; CALOBA, 2009). Feito isto, procede-
se a analise das alternativas para a escolha da melhor. Existem varios métodos para a analise
de alternativas econdmicas e, desde que sejam tomados os devidos cuidados de uniformidade

de consideracdes, todos os métodos levam ao mesmo resultado (HIRSCHFELD, 1992). Dos
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métodos existentes, os mais utilizados sdo o pay back, o Valor Presente Liquido (VPL) e a
Taxa Interna de Retorno (TIR). Estes trés métodos sdo brevemente descritos a seguir

(NOGUEIRA, 1997):

* Valor presente liquido (VPL): todas as variagdes (positivas quando entram no caixa e
negativas quando saem) de caixa esperadas (X), durante um determinado numero de periodos
(n) sdo transferidas para o instante atual, descontadas a uma determinada taxa de juros (i) e

depois somadas, como mostra a Equagao 3.3.

VPL = X 33
TSy o)

Se o valor de VPL for maior que zero, o investimento ¢ viavel. Entre varias

opgoes de investimento, o que tiver maior valor de VPL ¢é o melhor.

* Taxa interna de retorno (TIR): TIR, por definicdo, ¢ a taxa de juros que torna uma série de
recebimentos e desembolsos equivalentes na data presente. Matematicamente, TIR ¢ a taxa
que torna o valor presente liquido igual a zero.

Se o valor da TIR da alternativa for maior que a taxa minima atrativa de
retorno (TMA), que ¢ uma taxa de juros utilizada para a avaliagdo da atratividade de
propostas de investimento e varia de acordo com vdrios fatores, o investimento ¢ aprovado,
caso contrario, € rejeitado. Para a comparacdo de diferentes investimentos, aquele que tiver
seu valor acima da TMA e o maior valor de TIR de todos os investimentos ¢ o mais

interessante.

* Pay back: este método consiste em determinar o niumero de periodos necessarios para o
capital investido ser recuperado. Para se calcular o valor do pay back simplesmente se somam
as entradas periodo a periodo de tempo determinado ao valor investido (que ¢ negativo) até o
periodo em que esse valor se torna nulo. Quando utilizado para a comparacao de diferentes
investimentos, o que tiver o menor pay back no periodo determinado ou o que se tornar nulo
antes ¢ o melhor. Este método ndo considera o valor do dinheiro no tempo nem os fluxos

posteriores ao periodo de pay back.
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3.1.5 Taxa basica de juros

A taxa basica de juros da economia brasileira ¢ definida pela taxa SELIC. Esta
¢ a taxa de referéncia no mercado financeiro, exercendo influencias diretas sobre o volume da
divida publica, oferta de crédito, nivel de inflagdo, entre outros indicadores econdmicos
importantes. Esta taxa, ¢ admitida como a de mais baixo risco no mercado financeiro
nacional, sendo referéncia para as demais taxas do mercado. O Banco Central do Brasil, por
meio do COPOM — Comité de Politica Monetéria, fixa a taxa Selic regularmente.

A taxa SELIC de um determinado periodo pode ser decomposta em duas
partes: taxa real de juros e taxa de inflagdo. A taxa real cobre a taxa livre de risco (taxa pura) e
o risco da conjuntura (risco da economia). Desta forma, apesar da taxa SELIC ser entendida
como uma taxa livre de risco da economia, ela incorpora uma parcela minima do risco
conjuntural. Um investidor, ao aplicar seus recursos a taxa SELIC, recebe cobertura deste

risco (ASSAF NETO, 2009).

3.1.6 Custo Brasil

A diferenga dos custos de produgdo entre o Brasil e outros paises, o chamado
Custo Brasil, torna os produtos nacionais menos competitivos nos mercados externo e interno
e ¢ causado por diversos fatores como a infra-estrutura precaria, os impostos, as altas taxas de
juros e o cambio apreciado. Segundo Bernardini em entrevista dada a Caldeira (2011), no
setor de bens de capital, no periodo de 2011, o fator Custo Brasil foi de 43%. Ou seja, para se
produzir algum bem de capital no Brasil, gasta-se em média 43% a mais do que se este

produto fosse fabricado em outro pais.

3.2 MATERIAIS E METODOS

Para a elaboragdo do projeto do processo preliminar de produgdo de um
produto a base de hidrolisados de proteinas de soja, utilizou-se software SuperPro Designer 7.
Com este software € possivel realizar varias simulagdes com diferentes condigdes, otimizar o
processo e analisd-lo economicamente.

O objetivo aqui ndo foi se obter nlimeros reais em termos econdmicos €
produtivos, pois muitos dados ndo puderam ser obtidos e foram estimados. O foco foi em
desenvolver uma metodologia, mesmo que preliminar, para quando tais dados se tornarem

disponiveis, ja se ter uma estrutura pronta ou de auxilio.
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3.2.1 Matérias-prima

Parte das informacdes necessarias foram fornecidas pela empresa IMCOPA,
sao elas: umidade com que o farelo de soja concentrado sai do dessolventizador, custo da
agua e custo da enzima. O custo do hidroxido de sodio foi obtido pelo site ICIS princing

(www.icispricing.com, acessado em 10/2011). Todos os valores monetarios foram

convertidos de reais para dolares, utilizando-se a taxa de cambio de 1,8034 reais para cada
dolar (valor em 17/03/2012). A Tabela 3.1 mostra as matérias-prima utilizadas para a
modelagem do processo preliminar, o pre¢o de cada uma e a fonte de onde foram tirados esses

precos.

Tabela 3.1 — Precos das matérias-prima

Matéria-prima Prego (USD) Fonte
Farelo de soja concentrado 385/ton IMCOPA
Agua 0,55/m’ IMCOPA
Enzima Novo-Pro D 27,00/kg IMCOPA
Hidréxido de sddio anidro 545,00/ton ICIS princing

Fonte: fontes citadas no corpo da propria tabela.

A umidade com que o farelo entra no reator foi definida como 30%, a mesma
com que ele sai do dessolventizador (Figura 1.5). Para a quantidade de farelo de soja
concentrado destinada a hidrolise, supde-se que as etapas posteriores ao dessolventizador nao
sdo utilizadas.

Para representar o farelo de soja concentrado no simulador, o componente e as
propriedades utilizadas foram a da farinha de soja, pois tal ja fazia parte do banco de dados do

programa.

3.2.2 Produto

O produto desejado deste processo ¢ o farelo de soja concentrado com
proteinas hidrolisadas. Este tipo de produto ndo ¢ fabricado no Brasil. Aqui, os Unicos
produtos com maior valor agregado fabricados sdo o concentrado protéico de soja, proteina
isolada de soja ou proteina de soja texturizada. Porém, no mercado internacional este produto
ja € fabricado. Uma empresa que produz hidrolisado de proteinas de soja ¢ Beijing Salion
Food Co., localizada na China. O preco do quilo de seu produto varia entre USD 1,50 e 3,80
(peco de venda em atacado). A Figura 3.9 mostra a aparéncia do produto final. Porém,
provavelmente este produto difere do proposto neste trabalho, pois, segundo o fabricante, a

tecnologia de secagem deste hidrolisado € por spray dryer, o que indica que provavelmente a
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composi¢ao do produto € apenas a parte soltivel do hidrolisado, e aqui pretende-se trabalhar
com toda a mistura produzida, tanto a parte soluvel quando a ndo soluvel.

A escolha definitiva de qual o melhor grau de hidrdlise a se atingir depende de
testes in vivo que ainda nao foram feitos. Assim, para este trabalho ficou definido se produzir
um hidrolisado de proteinas de soja com grau de hidrdlise de aproximadamente 20%. Para se
atingir este valor, as condi¢des utilizadas foram 3 horas, 60% de umidade, 0,5% me,,/ms €
55°C. A umidade aqui suposta difere da dos testes feitos em laboratorio, mas espera-se que
em escala industrial seja possivel realizar uma reagdo com tal concentragao, caso contrario, os
custos para secagem se tornardo muito elevados. E interessante esclarecer neste momento que,
mesmo que estas condi¢cdes possam vir a variar no futuro, o que fica proposto aqui ¢ a

metodologia de aplicagao.

Figura 3.9 — Aparéncia do produto final de um hidrolisado de soja

Fonte: ALIBABA, 2012.

O preco estipulado para se analisar a viabilidade foi de 1,50 USD/kg para se

verificar se, mesmo no pior dos cendrios, a planta se mantém economicamente viavel.

3.2.3 Arranjo do processo produtivo

Para o arranjo do processo produtivo, os equipamentos selecionados foram:
reator para se processar a reagdo de hidrolise, secador rotativo e um resfriador (trocador de

calor). Cada etapa ¢ melhor explicada nas proximas subsecoes.

a) Reator

No reator, o farelo de soja concentrado com 30% de umidade e temperatura de

90 °C (temperatura com que sai do dessolventizador) ¢ adicionado, seguido da dgua para se
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atingir uma umidade de 60% e depois de hidroxido de sodio para se atingir o pH de 9. Uma
vez atingido o pH, a enzima ¢ adicionada e a reagdo de hidrolise se inicia. Para se manter o
pH em 9, hidroxido de sodio ¢ adicionado ao longo da reagdo. Como para fins econdmicos o
que importa ¢ a quantidade de hidroxido adicionado, no modelo, todo hidroxido ¢ adicionado
de uma s6 vez, mas na mesma quantidade que se espera adicionar ao longo do processo real e
a uma velocidade tal que este tempo de adi¢do ndo interfira no tempo da batelada. A reacao
perdura, entdo, por trés horas, a 55 °C e com agitagdo. Com a quantidade adicionada de
solugdo de hidroxido de sodio, a umidade final do farelo ¢ de 70%, admitindo-se que o reator
¢ fechado e ndo hé perdas de dgua por evaporagdo ao longo da reacao.

O tamanho maximo estipulado para o reator foi de 40.000 litros. Este valor foi
baseado em Pasupuleti e Demain (2010), que informaram que normalmente os reatores para

reacao de hidrolise vao até 37.000 litros. Assim, o valor foi arredondado para 40.000 litros.

b) Secador rotativo

Depois do processo de hidrolise o farelo ¢ envidado para o secador rotativo
onde sai, ap6s o tempo estipulado de 6 horas com temperatura de 70 °C. A essa temperatura, a
enzima ¢ inativada. O farelo de soja hidrolisado sai com uma umidade do secador de 15%.
Para a secagem ¢ utilizado vapor saturado a 152°C.

O secador rotativo pode ser usado para producdo em grande escala e ¢
largamente utilizado na industria quimica e na de alimentos e ¢ o secador utilizado para a
secagem do farelo de soja nas fabricas. Por este motivo foi o selecionado. Aqui, supde-se que
as propriedades do farelo de soja hidrolisado ndo se alterem significativamente em termos de
parametros de secagem das do farelo de soja.

Por falta de dados sobre a cinética de secagem do farelo hidrolisado de soja

nestas condic¢des, foram deixados os valores sugeridos pelo software.

c¢) Resfriador

Em seguida o farelo passa por um resfriador genérico, onde tem sua
temperatura abaixada até 25 °C por meio de contato indireto com agua gelada que entra a 5°C
e sai a 10°C. Nele, o farelo perde até mais 5 pontos de umidade, ficando com uma umidade
final por volta dos 10%. Este perda de umidade no resfriador ndo foi representada no modelo,
pois nao existe opcao de perda de dgua por resfriamento no software. De qualquer forma, tal

fato também nao interfere de forma significativa na analise econdmica.
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Novamente, como ndo se tinha dados sobre os pardmetros de troca térmica do
farelo hidrolisado nestas condi¢des, os valores utilizados foram os sugeridos pelo SuperPro
Designer.

Outras alternativas para se abaixar a temperatura do farelo poderiam ser
utilizadas, mas optou-se por analisar a viabilidade com esta, mesmo contando com custos,

como a dgua gelada, que nao ¢ relativamente barata.

3.2.4 Custos dos equipamentos

O SuperPro Designer conta com um banco de dados atualizado que possui o
custo para os equipamentos em uma dada dimensdo. Assim, pela regra do fator seis décimos,
ele calcula os custos dos equipamentos simulados. Também ¢ possivel, quando se tem os
valores dos custos dos equipamentos, obtido por algum fornecedor ou por alguma outra fonte,
inseri-los no software.

A primeira vez em que se procedeu ao célculo dos equipamentos, foi utilizada,
pelo software, a regra do fator seis décimos. Feito isto, os custos dos equipamentos foram
salvos e a eles adicionados fator do Custo Brasil. Na segunda vez em que procedeu a

simulagdo, os valores corrigidos foram diretamente inseridos nos custos dos equipamentos.

3.2.5 Custos fixos

Os custos fixos foram calculados a partir do preco de compra do equipamento.

O prego de compra do equipamento ¢ calcula pela Equagao 3.4.

Preco Compra (PC) = Custo Equipamento + Custos de compra do equipamento nao
listados
Em que,

(3.4)

* Custo do equipamento igual ao calculado pela regra do fator seis décimos.
> O custo de instalagdo varia de equipamento para equipamento.
* Custos de compra do equipamento nao listados = 0,2 * PC.
> O custo de instalagdo destas partes ndo listadas é calculado como sendo igual a 0,5 *

Custos de compra do equipamento nao listados.
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a) Custo fixo total (CFT)

O custo fixo total é calculado como a soma dos custos direto, indireto e outros

custos, como mostra a Equagdo 3.5.

Custo fixo total (CFT) = Custos diretos (CD) + Custos indiretos (CI) + Outros custos (3.5)
(0C) '

b) Custos fixos diretos (CD)

A seguir sdo listados todos os custos fixos diretos levados em conta e as
equagoes de 3.6 a 3.12 apresentam seus respectivos calculos. Todos eles sdo calculados com
base no preco de compra do equipamento (PC).

* Encanamentos (A)

A=035*PC (3.6)

* Instrumentagdo (B)

B =0,40 * PC (3.7)

* Isolamento (C)

C=0,03 * PC (3.8)

* Facilidades elétricas (D)

D=0,10 * PC (3.9)
* Edificacdo (E)

E=0,45*PC (3.10)
* Melhorias necessarias no terreno (F)

F=0,15* PC (3.11)

* Facilidades auxiliares (G)

G =0,40 * PC (3.12)

Assim, o custo fixo direto total se d4 como mostrado pela Equagao 3.13
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CD=PC+A+B+C+D+E+F+ G + Instalacdo (3.13)

¢) Custos fixo indiretos (CI)

Os custo fixos indiretos sdo formados pela soma da quantia gasta no trabalho

de engenharia (H) e construgdo (I), como mostra a Equagao 3.14.

CI=H+1I (3.14)

O custos com engenharia e constru¢do sdo calculados baseados nos custos

fixos diretos como mostra as Equagoes 3.15 e 3.16.

H=0,25*CD (3.15)

1=0,35*CD (3.16)

d) Outros custos (OC)

Os outros custos levam em consideragdo servigos terceirizados e contingéncia,

como mostra a Equacao 3.17.

OC = custos com servigos terceirizados + custos com contingéncia (3.17)

O custo de servigos terceirizados € os custos com contingéncia sdo calculados

como nas Equacgdes 3.18 e 3.19.

Custos com servigos terceirizados = 0,05 * (CD + CI) (3.18)

Custos com contingéncia = 0,10 * (CD + CI) (3.19)

3.2.6 Custos operacionais

Para as utilidades foram utilizados os pregos listados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Custos das utilizadas

Utilidade Preco (USD/ton)
Agua gelada 0,40
Vapor 12,00

Fonte: a autora.
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Estes custos e outros que ndo foram aqui citados tiveram seus valores obtidos

do proprio software.

3.2.7 Taxa SELIC

A taxa SELIC utilizada para se proceder aos calculos do VPL e da TIR (¢ a
variavel 1 da Equagdo 3.3 multiplicada por 100) foi de 9,75%, referente ao més de margo de

2012.

3.2.8 Custo Brasil

Apesar deste processo nao pertencer ao setor de bens de capital, como o Uinico
valor para o Custo Brasil encontrado até a finalizagdo deste trabalho, foi o para este ramo,

entdo este foi o usado, que ¢ de 43%.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

O esquema do arranjo proposto ¢ mostrado na Figura 3.10. Apesar dos
processos de producao do farelo de soja e do farelo concentrado de soja serem continuos,
devido ao fato da enzima ndo ser imobilizada e o substrato ndo ser soluvel nem de facil
transporte quando muito imido, como nas condigdes necessarias para a hidrolise, a reacdo,
entdo, foi simulada em batelada. Assim, supde-se que o farelo venha de um tanque de
armazenamento ¢ nao diretamente da saida do processo produtivo do farelo de soja
concentrado. Com este arranjo, obteve-se uma produgdo anual de pouco mais de 20.500

toneladas de farelo com proteinas de soja hidrolisadas.
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Figura 3.10 — Proposta de arranjo para a produgéo de hidrolisados de proteina de soja
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Legenda: SPC = corrente de entrada do farelo concentrado. Agua = corrente de entrada da dgua. Enzima =
corrente de entrada da enzima. NaOH = corrente de entrada do hidroxido de soédio. P-1/V-1 = reator de hidrdlise.
SPH 01 = corrente com hidrolisado de soja que sai do reator e entra no secador. Ar E = Ar que entra no secador.
Ar S = ar que sai do secador. P-3/RDR-101 = Secador rotativo. SPH 02 = corrente com farelo hidrolisado que sai
do secador e entra no resfriador. P-2/HX-101 = resfriador. SPH 02 = corrente que sair do resfriador, ou seja, o
produto final.

Fonte: a autora.

Foi estipulada que a capacidade méaxima do reator seria de 40.000 L devido aos
dados disponiveis na literatura explicarem que nao se costuma utilizar reatores maiores do que
este para produgdo de hidrolisados. Assim, como mostra o balan¢o de massa para o reator na
Figura 3.11, esta se¢do apresenta os resultados para se hidrolisar no maximo 18 toneladas de
farelo concentrado (considera-se que o reator opera com 90% de sua capacidade) por
batelada, resultando em pouco mais de 5 horas de ocupacdo do reator, entre carregar,
hidrolisar e descarregar. Este valor de processamento ¢ consideravelmente pequeno perto da
quantidade que as grandes esmagadoras processam de farelo/farelo concentrado por dia. A
IMCOPA, por exemplo, processa 42 ton/h de farelo concentrado. Porém, novamente, devido
ao fato da enzima nao ser imobilizada e o substrato ndo ser soluvel, dificultando a agitagao,
esta ¢ uma limitagdo de dimensdo existente. Assim, caso seja interessante se produzir mais,

deve-se fazer quantas plantas iguais a esta sejam necessarias.
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Figura 3.11 — Balango de massa para o reator

SPC

70% 5PC = 12.524,80901 kg/bat

30% H20 = 5.367 81386 kg/bat

100% = 17.892,713 kg/bat = 9,285,632 L/bat

H:0
13.410 540 kg/bat = 13.400,984 L/bat

Enzima
41,543 kg/bat = 41,764 L/bat

Reator 100% = 44.755,436 kg/bat = 35,909,098 L/bat
NaOH
NaOH = 683 87232 kg/bat
H20 = 12.717 76827 kg/bat V =40.000L
100% = 13.401 641 kg/bat = 12.785 476 L/bat

Nota: considera-se que todas as entradas se transformaram em um Unico produto, denominado farelo de soja
hidrolisado (ainda imido ao sair do reator).
Fonte: a autora.

Assim que o farelo de soja hidrolisado sai do reator, com 70% de umidade,
passa pelo secador e a secagem dura seis horas, saindo com 15% de umidade e depois vai para
o resfriador por mais 5 horas, saindo com 10% de umidade. Foram necessérios apenas um
secador ¢ um resfriador. O secador deve ter didmetro de aproximadamente 2,8 m e
aproximadamente 40 m de comprimento. Nao se teve tempo viavel para pesquisar se esses
valores sdo ou ndo possiveis na pratica.

O preco de cada equipamento, corrigido pelo custo Brasil, é apresentado na

Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Custo dos equipamentos

Equipamento Prego (USD)
Reator 1.337.000,00
Secador 2.628.000,00

Resfriador 3.000,00

Fonte: a autora.

Para fazer os célculos econdmicos, o software assume que sdo necessarias dois
anos para a constru¢do da planta, ou seja, nos dois primeiros anos ndo se teria nada de lucro,
porém se teriam custos. A partir de entdo, demora-se um ano para as vendas estabilizarem e a
partir do quarto ano, as vendas entram em regime permanente. O prazo do projeto € de 15
anos, porém o tempo de vida dos equipamentos, para fins de depreciacdo ¢ de 10 anos. Estas
informagdes podem ser vistas no Anexo 2 referente ao fluxo monetario do processo. O valor
da taxa minima de atratividade sugerida pelo software era de 7%, porém este valor foi
mudado para a taxa SELIC numa tentativa de representar melhor a realidade no Brasil. Postas
estas condicdes, o capital necessario para se colocar a planta em operagdo assumiu um valor

de 32.864.000 dolares, com um custo operacional anual de quase 17 milhdes de dolares ao
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ano. Quase que 50% dos custos operacionais sdo devidos a obtengdo de matérias-primas.
Outros custos operacionais juntamente com o resto do relatério econdmico sdo mostrados no
Anexo 3. O valor para se produzir um quilograma de farelo com proteinas de soja hidrolisadas
ficou em 0,82 doélares.

O valor da taxa interna de retorno foi de 29,61%, maior do que a taxa minima
de atratividade (taxa SELIC) de 9,75%, o que indica que o projeto ¢ viavel. Vem a reforcar a
viabilidade da planta, o valor positivo do valor presente liquido, sendo de 39.775.000 dolares.

A Tabela 3.4 apresenta um resumo dos dados mais importantes econdmicos obtidos.

Tabela 3.4 — Sumario executivo

Capital total investido 32.864.000 USD
Custo operacional 16.820.000 USD/ano
Custo unitario 0,82 USD/kg produto
TIR 29,61%
VPL 39.775.000 USD

Fonte: a autora.

Como mencionado na Revisdo da literatura, normalmente materiais com muita
umidade costumam passar por uma operagdo de concentracao antes de ir para secagem, pois
mesmo inserindo mais operagdes, o custo fica menor do que com o gasto em energia utilizado
sO pelo secador. Assumindo que os dados de secagem sugeridos pelo SuperPro se aproximem
da realidade, mesmo utilizando sé a secagem, esse projeto preliminar ja se mostrou viavel.
Porém, quando de fato um material muito iimido vai direto para a secagem, o que se faz ¢
adicionar alguma particula inerte ou parte do produto j4 seco para tornar essa secagem
factivel, fato este que nao foi considerado neste modelo. Além disso, o que se observa na
literatura ¢ que dificilmente se usaria imediatamente um secador com um material com 70%
de umidade na entrada. Assim, o procedimento mais comum seria colocar alguma operacao de
concentragdo antes, provavelmente algo parecido com o que ocorre na producao da farinha de
peixe, mostrado na Figura 3.7. Assim, poderia ser inserida uma prensa anteriormente ao
processo de secagem, em que parte da dgua ¢ retirada do farelo hidrolisado, porém
provavelmente as proteinas menores, foco maior de interesse do produto, provavelmente irdo
junto com esta agua. Assim, esta dgua poderia passar por um processo de evaporacao para a
concentragdo desse material e posteriormente se juntaria novamente a torta prensada do farelo
e finalmente todo esse material seguiria para secagem e resfriamento. Um processo deste tipo
nao foi simulado por falta de tempo e de dados, como a quantidade de material sélido que

passaria pela prensa junto com a agua e etc.; informagdes como as apresentadas na Figura 3.8.
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Além disso ndo se tem informacgdes de elevagdo de temperatura, de ebuli¢do ou capacidade

calorifica da 4gua contendo proteinas.
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4- CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados obtidos, decidiu-se adotar como condig¢des de
trabalho para a hidrélise das proteinas do farelo de soja concentrado pela enzima Novo-Pro D,
temperatura de 55 °C, pH 9, relacdo enzima/substrato 0,5% (me,,/ms) € 90% de umidade.

Pela analise cromatografica do farelo de soja hidrolisado em diferentes graus
de hidrdlise, para hidrolise realizada na temperatura de 55 °C, pH 9, 0,5% (men/ms) € 90% de
umidade, observa-se que as proteinas com tamanho molecular acima de 14.000 Da sao
hidrolisadas ao longo de todo o tempo de reacdo observado (3 horas, grau de hidrdlise de
18%). Os peptideos de tamanho entre 14.000 e 5.000 Da tem sua taxa de formag¢ao maior que
a de consumo até a reagdo atingir grau de hidrélise de aproximadamente 9% e ap0s este valor,
os peptideos desta faixa de tamanho passam a ter a taxa de consumo maior que a de formagao,
indicando que peptideos desta faixa sdo intermedidrios pelos quais a enzima tem também
grande afinidade. Os peptideos entre 5.000 e 238 Da aumentam conforme se avanga a
hidrdlise e peptideos e aminoacidos menores do que 238 Da ndo tem sua formagdao ou
consumo alterados significativamente ao longo da hidrolise, o que faz sentido, ja que a
enzima Novo-Pro D ¢ uma endoprotease, enzima que tem preferéncia por quebrar ligagdes
ndo terminais da cadeia peptidica.

Um modelo cinético do tipo Michaelis-Menten com inibi¢do competitiva foi
utilizado para descrever o comportamento da concentragdo de ligagdes pepetidicas
hidrolisadas ao longo do tempo. Experimentalmente, foi observado que nem todas as ligagdes
peptidicas presentes nas proteinas do farelo concentrado de soja estavam acessiveis para
serem hidrolisadas, visto que o grau de hidrélise maximo alcangado, em um experimento de
cerca de sete horas, foi de 21%. Assim, a concentragdao inicial de liga¢des hidrolisaveis
presentes foi corrigida, com base na informacao do grau de hidrolise maximo. O ajuste dos
parametros do modelo de Michaelis-Menten com inibi¢do mostrou-se adequado. Ao se ajustar
curvas aos pontos experimentais das concentracdes dos pseudocomponentes em funcdo do
grau de hidrélise, pode-se notar que a cinética convencional ndo descreve corretamente todo o
comportamento apresentado ao longo da reagdo. Por isso, foi feita uma modelagem por meio
de um modelo neural, que se mostrou bastante satisfatoria.

A partir da andlise economica de um projeto preliminar para a fabricacdo de
um produto a base de proteinas hidrolisadas do farelo concentrado de soja, pdde-se verificar

que tal empreendimento se mostrou viavel. Porém mais estudos precisam ser feitos acerca dos
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parametros presentes no processo, principalmente os relativos a secagem e da escolha de
equipamentos, para uma analise mais confidvel.

Para trabalhos futuros, sugere-se que, durante a reagao de hidrolise nas
condigdes realizadas para a implementacao da rede neural, sejam retirados e analisados mais
pontos no inicio da reagdo, para que se verifique se o comportamento observado, a inflexdo no
inicio da curva para a concentra¢do em funcdo do tempo para o pseudocomponente 1, de fato
acontece. Também, pode-se retirar mais pontos durante toda a hidrolise, para que o dados de
entrada da rede sejam os proprios pontos experimentais € ndo pontos de curvas previamente
ajustadas. Além disso, mais replicatas da reagdo de hidrolise podem ser feitas nos pHs 8, 9 e
10, analisando-se o perfil peptidico em diferentes momentos para se confirmar, com uma
certeza maior se, de fato, o pH ndo influencia no perfil peptidico em um dado valor de grau de
hidrolise.

Como discutido no item de modelagem matematica por Mischaelis-Menten,
sugere-se uma modelagem a quatro pardmetros, em uma modificacio do modelo de
Michaelis-Menten com inibicdo, de modo a contabilizar as ligagdes peptidicas nado
hidrolisaveis.

Outra sugestdo ¢ a de se levar em consideragdo o volume adicionado de NaOH
que ndo devido a hidrdlise enzimatica, subtraindo-se este valor durante calculo do grau de
hidrolise e, como conseqiiéncia, tem-se esta corre¢do para as modelagens matematicas que se
utilizam desses valores.

Em relagdo ao projeto preliminar do processo, pode-se em trabalhos futuros,
realizar o estudo dos parametros de processo envolvidos e também da melhor selegdo de
equipamentos para a obten¢do do produto hidrolisado. Um arranjo mais realista pode ser
estudado, como o apresentado na Figura 4.1, em que existe uma etapa de concentragdo por
meio de uma prensa seguida de um evaporador, este Ultimo, para concentrar as proteinas
soliveis em 4gua que sairam da prensa na frase aquosa. Por fim, este concentrado se juntaria

novamente a parte solida do hidrolisado.
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Figura 4.1 — Sugestdo de arranjo para trabalhos futuros
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Fonte: a autora.

Além disso, testes in vivo sdo interessantes para se verificar a aceitacdo do

produtos pelos animais e se a maior eficiéncia nutricional realmente se verifica.
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ANEXO 1

As Tabelas A.1 a A.3, apresentam os valores de Bias e dos pesos das camadas.
Na Tabela A.1, a camadas oculta tem 10 valores de bias, porque possui 10 neurdnios € a
camada de saida tem 5 bias, pois tem 5 neurdnios. A Tabela A.2 apresenta os valores dos
pesos camada oculta. As coluna representa a entrada e as linhas, os 10 neur6nios da camada,
ou seja, indica o peso que o valor de entrada recebeu em cada neurénio Analogamente, saem
informacdes de 10 neuronios da camada oculta para cada um dos 5 neurdnios da camada de

saida.

Tabela A.1 — valores de bias das camadas da rede neural

Camada oculta Camada de saida
2.3720405e+001 -9,34E+06
1.1967555e+001 -8,61E+06
7.1695354¢+000 -6,96E+06
3.6197076e+000 -9,97E+06
-1.4919221e+000 8,41E+06

5.3463562e-001
-1.9735715e+000
-1.0670145e+001

1.8295491e+001
-2.6508614e+001

Fonte: a autora.

Tabela A.2 — valores dos pesos da camada oculta
-2.3865293e+001
-1.3923370e+001
-1.0920119e+001
-8.9370936e+000

9.2745575e+000
7.2537676e+000
-4.0130818e+000
-1.7825485e+001
2.3796881e+001
-2.8175577¢+001

Fonte: a autora.

Tabela A.3 — valores dos pesos da camada de saida

1,50E+05 3,44E+05 5,54E+05 9,79E+05 -7,33E+05 -1,18E+06 2,19E+07 -5,50E+05 1,07E+06 -1,78E+06
1,39E+05 2,72E+05 3,79E+05 5,09E+05 -329E+05 -4,13E+05 2,90E+06 2,14E+05 -7,68E+05 1,73E+07
342E+06  2,66E+06 5,76E+05 8,78E+05 -1,13E+06 -1,80E+06 3,84E+06 7,30E+05 -2,04E+06 6,31E+06
3,70E+06 6,01E+06 6,00E+06 529E+06 -1,91E+06 -2,60E+06 -8,92E+06 -127E+06 1,88E+06 -3,69E+06
-1,18E+06 -1,62E+06 -1,27E+06 -1,13E+06 7,67E+05 1,26E+06 -1,45E+07 -3,09E+05 3,84E+05 -7,86E+04

Fonte: a autora.



ANEXO 2

Este anexo trata sobre o fluxo de caixa fornecido pelo SuperPro Designer.

Cash Flow Analysis Report

ril 17, 2012
Processo final-01b-semprensav.0f -valorcorrigi "

1. CASH FLOW ANAL YSIS (thousand )

Capital D ebt Sales Operatin Gross Loan o Taxable Het Cash
T Inuedlgm Finance Revenues ? Cusg Profit Payrrfmtsne‘:'mc'at'm Income R T Flow
1 -9.407 s} i} [u} s} i} o a o o - 9,407
Z - 12142 ul ul u] u} u} x} o] u} u] - 121492
3 - 10095 u} 15,409 12,051 3,30 ul 2,884 3,340 1,243 4599 - 5197
4 [u} i} 30,819 15,220 13,992 1} 2,594 13,992 5,509 11,283 11,233
il a ul 30819 16,820 13,998 u} 2,834 13,885 5,500 11,283 11,253
G u} ul 20219 15,220 12,992 ul 2,234 13,002 5,600 11,282 11,282
7 [a} s} 30,819 15,220 13,992 s} 2,594 13,992 5,599 11,283 11,233
a2 a u 30,819 16,820 13,998 ul 2,884 13,885 5,500 11,283 11,283
Q [a} 1} 30,819 15,220 12,992 1} 2,594 13,992 5,599 11,283 11,233
10 [u} i} 30,819 15,220 13,992 i} 2,594 13,992 5,504 11,283 11,233
11 a u 30,819 15,820 13,998 ul 2,834 13,885 5,580 11,283 11,253
12 u} u} 20219 15,220 12,992 u} 2,224 13,002 5,600 11,283 11,282
12 [a} i} 30,819 13,9755 16,582 s} o 16,252 6,753 10,129 10,129
14 a ul 20819 13,835 16,882 u a 6,882 6,753 10,129 10,129
15 2507 u} 20219 12,035 16,2232 ul u} 6,882 G752 10,129 12 G626
RRHNPY SUMMARY
IRR Befare Taxes 4241 % Interest % a7s .00 11.00
IRF After Taxes 20051 % MNP 20,775.00 <43,000.00 24.877.00

Depreciation Method: Straight-Line
DFC Falwags Fracetion: .oz
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125



2. LOAN INFORMATION (thousand $)

Amourt

Equity (%)
Dokt (%)
Interest (%)
Loan Time (yrs)

Direct Fixed
Capital
30,357

100

a

=]

10

Working Capital

Up Front R&D Up Front Rovalties

u]
100

u]
100

-PageZ -
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3. BREAKDOWN OF CAPITAL OUTLAY ($)

Year Dlrac:::;_cg: Working Capital
1 - 9,107,142 i}
2 - 12,142 856 o
3 - 9,107,142 - 938024
4 1} 0
5 a o
& i} o
7 i} 0
g 1} o
a a 0
10 1} i}
11 i} 0
12 a 0
13 s} 0
14 1} o
15 1,517 257 Q89,024

Start-Up Cost

u]
u]
- 1,517 857

o T e e s s o e s e

Up Front RED Up Front Royalties

(=]

[ T R R e e e o e s s Y o o |

o S e e s e o e s o o o

Total

- 9,107 142
- 12,142.856
- 10,095,166

u]
u]
u]
u]
u]
a
u]
u]
a
u]
u]

2 506,281

-Pages -
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ANEXO 3

Este anexo trata sobre o relatdrio economico fornecido pelo SuperPro Designer.

Economic Evaluation Report April 17,2012
for Processo final - 01b - sem prensa v.01

1. EXECUTIVE SUMMARY (2012 prices)

Total Capital Investrment 32864 000 §
Capital Investrment Charged to This Project 32864 000 %
Operating Cost 16,820 000 $/yr
Production Rate 20545 781.25 kg MP/yr
Unit Production Cost 0.82 $/kyg MP
Total Revenues 30812 000 bfyr
Gross Margin 45.42 %
Return On Investment 34.33 %
Payback Time 2.91 years
IRR (After Taxes) 2961 %

MNP [at 5.8% Interest) 38775000 §

WP = Taotal Flow of Stream SPHO3
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2. MAJOR EQUIPMENT SPECIFICATION AND FOB COST (2012 prices)

Guantity!

Standby/ Name Description Unit Cost {$) Cost (%)

Staggered

1/0/0 %-101 Stirred Reactor 1,337 000 1,337 poo
“esselVolume =40000.00 L

1/0/0 ROR-101 Fotary Dryer 2 525 000 2F28 000
Drying Area = 351.30 m2

1/040 Hx-101 Heat Exchanger 3,000 3,000
Heat Exchange Area= 051 m2
Unlisted Equiprment 4582 000

TOTAL 4 860000

- Page 2 -



3. FIXED CAPITAL ESTIMATE SUMMARY (2012 prices in $)

3A. Total Plant Direct Cost {TPDC) (physical cost)
1. Equipment Purchase Cost
. Installation

. Process Piping

- Instrumentation

- Insulation

. Electrical

. Buildings

CYard Improvement
CAuliary Facilities

FDC

Fe L Bt (R R RN ) S

38. Total Plant Indirect Cost (TPIC)
10. Engineering

11. Construction

TRIC

3C. Tetal Plant Cost {TPC = TPDC+TPIC}
TPC

30. Contractor's Fee & Contingency (CFC)
12. Contractar's Fee

13. Contingency

CFC=12+13

JE. Direct Fixed Capital Cost (DF C = TPC+CFC)
DFC

130

4 950000
2213000
1,736 000
15584000
149,000
496,000
2232p00
744,000
1,584 000
16,498,000

4,125 000
4,774 000
9,899 000

26,338,000

1320000
2B40000
3560000

30,357,000
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4. LABOR COST - PROCESS SUMMARY

Unit Cost Annual Amount

Labor Type ($1h) th)
Operator g2.00 22784
TOTAL 22784

Annual Cost
(%)

1672 067
1672 067

%

100.00
100.00

- Page 4 -
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9. RAW MATERIALS COST - PROCESS SUMMARY

Unit Cost Annual Amount

Bulk Raw Material ikg) tkg)
SPC 0.385 16 A07 817
Water 0.001 41 523 751
Enzima 27.000 54 763
Sodium Hydroxid 0.545 a01 344
TOTAL A8 087 BRA

Annual Cost
(%)

G ,355 510

22 838

1,478 343
491232
8,347 923

132

%
7B.13
0.27
17.71
5.88
100.00
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6. VARIOUS CONSUMABLES COST (2012 prices) - PROCESS SUVMMARY

THE COMSUMABLES COST IS ZERD.
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7. WASTE TREATMENT/DISPOSAL COST (2012 prices) - PROCESS
SUMMARY

THE TOTAL WASTE TREATMENT/DISPOSAL COST |5 ZEROD.

-Page 7 -



8. UTILITIES COST (2012 prices) - PROCESS SUMMARY

Utility Annual Amount Reference Units
Electricty 0 KWk
Steam 78.509,193 kg
Steam (High F) 0 kg
Coaling YWater 0 kg
Chilled ¥Water 32,382.800 ki
TOTAL

Annual Cost
(%)

0

942,110

]

0

12953
8955 063

135

%

0.00
95.64
0.00
0.00
1.36
100.00
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9. ANNUAL OPERATING COST (2012 prices) - PROCESS SUMMARY

Cost ltem

Raw Materials
Labor-Dependent
Facility-Depandent
Laboratory/QCAOA
Consumables

Waste TreatmentDisposal
Utilities

Transportation
Miscellaneous
Advertising/Selling
Running Royalties
Failed Praduct Disposal
TOTAL

$

8,348 000
1,572,000
5,703 000
236,000
o

a

255,000

e ] o e ) P

16,820 pOo

T
49.63
9.35
33.94
1.40
0.00
0.00
5.65
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
100.00
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10. PROFITABILITY ANALYSIS (2012 prices)

=

@mmo o mrE

Direct Fixed Captal

Warking Capital

Startup Cost

Up-Front R&D

Up-Front Royalties

Total Investment (A+E+C+D+E)
Investrment Charged to This Project

Revenue Stream Flowrates
Taotal flow in SPH 03

Production Unit Cost
SPHO3

Selling  Processing Price
Total flow in SPH 03

Revenues
SPHO3

Annual Operating Cost
AQC

Gross Profit (K-L)
Taxes (40%)
Met Profit (WM-N +Depreciation)

Gross Margin
Return On lnyestment
FPayback Time

30,357 000 §
989,000 §
1,518,000 §
0%

0%

32,864 000 §
32,864 000 §

20545 781 kglyr

0.82 kg

1.50 $/kg

30,819 000 §fyr

16,820 000 §iyr

13,998 000 §iyr
5,589 000 $iyr
11,283 000 $iyr

4542 %
3433 %
291 years
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