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Resumo

Este trabalho objetivou produzir a bromelina a partir do abacaxi, bem como, determinar as condigoes
otimas desse processo utilizando membranas planas e determinar o seu custo de produgdo. Para tanto,
variou-se a pressdo transmembrana entre 0,05 e 0,15 bar e o pH entre 7,0 e 7,5 para avaliar seus efeitos
sobre o indice de recuperagio da bromelina. Também fez-se uma busca de precos de materiais e produtos
utilizados. Os resultados mostraram que a condi¢io otima de obtengio das bromelinas foi na pressdo de
0,05 bar em qualquer pH, onde o rendimento do processo superou os 85 %. O preco de custo minimo de
produgdo das bromelinas do abacaxi ficou entre 14 a 20 vezes menor que o prego comercializado e de 10
a 13 vezes que a mesma enzima quando é obtida por extragdo liquido-liquido, o que mostra a viabilidade
econdmica do processo de separagdo por membranas para a obtengdo de bromelinas.

Palavras-chave: Ananas comosos; bromelina; membranas planas; custo de produgdo.

Abstract

The aim of this paper was based on the production of bromelain from pineapple, as well as determining the
ideal conditions for this process, using the plain membrane system and also to calculate production costs.
Therefore, the trans-membrane pressure was varied between 0.05 and 0.15 bar and the pH was varied
between 7.0 and 7.5, in order to observe the effects this would have on the bromelain recovery yield. Also,
a search of the material and product prices was effected. Results showed that the ideal conditions for obtai-
ning bromelian enzyme recovery was at 0.05 bars within any of the pH ranges, where a yield of more than
85% was observed. Minimum costs for bromelain obtained by the plain membrane process were found to
be from 14 to 20 times less than those of commercial bromelain and 10 to 13 times less than those of bro-
melain obtained through the liquid-liquid extraction process. This demonstrates the economical viability of
the membrane separation process in bromelain production.

Keywords: Ananas comosos; bromelain; flat membrane; producing cost.
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Produgéo e célculo do custo de um farmaco obtido do suco do abacaxi por microfiltracdo

1. INTRODUCAOQ

A bromelina (EC 3.4.22.5), protease de massa molar igual a 31 kDa, é semelhante a ficina e a
papaina, entretanto, ao contrdrio da papaina e da ficina a bromelina pode ser considerada uma glico-
proteina que é formada de grupos de carboidratos protéicos com distingdes simples, conforme descrito
em Yasuda (1970).

Segundo Reguly (2000), as proteinases vegetais assim como a ficina, papaina e a bromelina e al-
gumas proteinases microbianas, contém o grupo — SH, grupo sulfidrila, no sitio ativo, que é essencial
para a sua atividade proteolitica. As enzimas proteoliticas sozinhas respondem a 60 % das enzimas
comercializadas, incluindo proteases microbianas. A bromelina é obtida a partir dos caules do Ananas
comosos apds a colheita do fruto, embora as folhas e o proprio fruto também a contenham, mas em
menor quantidade.

A obtencao e o isolamento da bromelina a partir do abacaxi vém sendo estudada desde 1894.
Segundo Doko (1991), as aplicagdes da bromelina sio numerosas, tendo uma maior utilizagdo na in-
dustria alimenticia, na medicina e na farmacologia.

O nivel de purifica¢gdo de uma enzima depende primariamente do uso a que se destina. A purifica-
¢do desejada depende do numero de etapas empregadas no processo e do uso a que se refere o produto
final; uso académico, uso industrial, uso terapéutico, dentre outros. Perde-se atividade em cada etapa
de purificagio, assim, para aumentar o rendimento, um nimero minimo de etapas deve ser efetuado.
Dessa forma, a escolha do método depende das propriedades da proteina e do grau de pureza desejado,
conforme mostra o trabalho de Lima (2001).

Segundo Mallevialle ef al. (1998), uma membrana pode ser definida como uma pelicula delgada
que separa duas fases e atua como uma barreira seletiva ao transporte de matéria. A membrana nio se
define como um material passivo e sim como um material funcional. Caracterizam-se por sua estrutura
e seus rendimentos, sendo que a seletividade depende principalmente da natureza dos elementos con-
tidos nas duas fases e da for¢a motriz que é aplicada.

As membranas de microfiltragdo (MF) e ultrafiltracao (UF) permitem separar solutos de elevadas
massas molares, que sdo retidos no solvente em mistura com solutos de menor massa molar, que atra-
vessam as membranas. Sdo utilizadas em filtragdes que visam concentrar e purificar concentrados enzi-
maticos. As membranas (MF) ndo servem para reter macromoléculas em solu¢io, proteinas globulares
muito grandes ou polissacarideos, contudo, sao apropriadas para recuperar células, uma vez que estas
tém dimensdes menores do que 0,3 um. As membranas (UF) retém coldides e particulas em suspensio,
junto com proteinas e carboidratos de massa molar maior do que 300 D (Daltons). Estas membranas
suportam pressdes hidraulicas entre 7 e 700 kPa (MALLEAVIALLE et al., 1998).

Este trabalho estudou a influéncia da pressao transmembranar e do pH sobre o indice de recupe-
ra¢do da bromelina, bem como a sua otimiza¢ao na recupera¢ao da enzima bromelina, proveniente do
suco do Ananas comosos, utilizando processos de separa¢iao por membranas planas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Preparacao do suco de abacaxi

O suco concentrado da polpa do abacaxi (Ananas comosos) foi preparado em condi¢des de pres-
sao e temperatura ambiente, utilizando-se uma massa de 650 g de polpa, que foi inicialmente filtrado
em camada de algodao para retengao de sélidos dispersos. O pH do meio foi ajustado para as determi-
nadas condi¢des experimentais, usando tampao fosfato. O volume da solugéo foi ajustado para 1 litro.

2.2. Galculo do rendimento do processo

A concentragdo de proteina total e a atividade enzimatica foram determinadas no permeado e no
concentrado. Foi realizada utilizando os métodos descritos por Bradford (1976) e por Murachi (1976)
e Baldini (1993), respectivamente. O indice de recuperagido das enzimas (% Recupera¢io) foi obtido
segundo a equacgio 1, onde: AC,,;u € AC,, s30 a atividade enzimatica especifica do concentrado inicial
e final, respectivamente.

- (Aciniciul - Acﬁnal
% Recuperagdo =
k ACiniciul

x 100 (1)

2.3. Descricao do experimento

Os experimentos foram realizados em um mddulo de membranas, constituidos por suportes pla-
nos, comportando uma folha de membrana em cada um dos lados e espacadores colocados alternada-
mente entre os suportes, com o fluxo de alimentagao circulando tangencialmente a superficie da mem-
brana, conforme mostra a figura 1. As membranas utilizadas foram de polivinila com area de 0,0225 m2
e tamanho dos poros igual a 0,1 um.

Para uma melhor avaliagdo dos efeitos da pressdo transmembrana e do pH sobre o rendimento da
purifica¢do da enzima fez-se um planejamento experimental variando-se a pressao transmebrana entre
0,05 e 0,15 bar e o pH entre 7,0 e 7,5 (BARROS NETO et al., 2001, LOPES et al., 2005 e 2007).
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Produgéo e célculo do custo de um farmaco obtido do suco do abacaxi por microfiltracdo
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Figura 1 - Esquema da unidade experimental de microfiltragigo MMP-01.

3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

3.1. Processo de obtencao

Os graficos 1 e 2 apresentam o comportamento do fluxo de permeado dos ensaios realizados.
Conforme mostra o gréfico 1, o tempo do fluxo do processo aumenta com o aumento da pressdo trans-
membrana. Isto ocorre devido ao fato do pH neutro propiciar uma menor interagdo entre o caldo a ser
concentrado e a superficie da membrana, o que contribui para a forma¢io de uma camada superficial
mais consistente que impede a passagem do fluxo de permeado, mesmo com o aumento da pressdo
(LOPES et al., 2007; SEVERO JUNIOR et al., 2007).

No grafico 2, quanto maior a pressao transmembrana menor o tempo e, conseqiientemente, maior o
fluxo médio de permeado. Isto se deve ao fato do pH ligeiramente basico provocar uma repulsao do caldo
a ser concentrado, o que diminui a deposigado sobre a superficie da membrana, tendo, portanto, um menor
efeito da polarizagio por concentragio (LOPES et al., 2005 e 2007; SEVERO JUNIOR et al., 2007).
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Grafico 1 - Fluxo de permeado versus tempo de microfiltragdo a pH 7,0.
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Grafico 2 - Fluxo do permeado versus tempo de microfiltragdo a pH 7,5
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Produgéo e célculo do custo de um farmaco obtido do suco do abacaxi por microfiltracdo

No processo de microfiltragdo da bromelina deseja-se recuperar a enzima no permeado, entio, a
enzima é forcada a passar pelos poros da membrana. Assim, para avaliar a recuperacio de macromo-
léculas o indice de recuperagdo (% Recuperagdo) ¢ normalmente usado como indicador de eficiéncia
do processo e seus resultados estio apresentados na tabela 1. Desta forma, ao se observar esta tabela,
nota-se que a menor pressio resultou nos maiores valores de purificagdo da enzima (acima dos 85 %),
independentemente do pH. Isto é decorrente do fato da elevagao da pressao do sistema provocar rompi-
mento ou modificagdo das estruturas das proteinas, seja através da passagem pelos poros da membrana
ou através do rude contato com o fouling formado. Tem-se, entdo, uma reducdo da atividade especifica,
uma vez que esta esta relacionada a concentragdo de proteinas totais.

Entretanto, pode-se considerar que a melhor condi¢ido de obtengéo e ou purificagdo da bromelina
do abacaxi seja no pH 7,5 e na pressao transmembrana de 0,05 bar, onde se alcangou um indice de recu-
peracgao superior aos 87 %. Este resultado foi superior ao obtido por Rabelo et al. (2004) que purificou
esta mesma enzima usando o sistema de extra¢ao liquido-liquido usando co-polimeros.

Tabela 1 — Resultados dos experimentos de purificagio em membranas planas.

Ensaios pH P (bar) % Recuperacéo das enzimas
1 7,0 0,05 85,4857
2 75 0,05 87,2080
3 7,0 0,15 67,8739
4 7,5 0,15 29,7669

3.2. Levantamento do preco minimo de custo

Nao serao levadas em consideragdo as despesas com seguros, depreciagdo, materiais diversos e
custos indiretos, para o célculo do custo do produto farmacéutico (MARTINS, 2006).

A tabela 2 é um resumo dos valores cobrado pela Sabesp (2009) para o consumo de agua e tra-
tamento de esgoto na cidade de Sdo Paulo, obtido em seu site, no més de janeiro. O consumo de dgua
durante um més, para a produgdo das enzimas nio ¢é alto, e se encaixa perfeitamente no primeiro dos
itens, mesmo quando consideramos a d4gua gasta com limpeza.
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Tabela 2 - Custo do fornecimento de dgua industrial.

m3 Agua (R$) Esgoto (R$)
0alo0 26,21 / més 20,96 / més
11a20 3,10/ m3 2,46 / m3
21a50 5,18/ m3 4,14/ m3

> 50 6,54 / m3 5,22 / m3

Fonte: Sabesp (2009)

A seguir, na tabela 3 estdo apresentados os valores da cotagdo dos reagentes utilizados, obtido pela
empresa Vetec Quimica Fina Ltda (Duque de Caxias — RJ) no més de janeiro de 2009 e a quantidade
destes reagentes gastas por um litro de solugdo preparada. Na Tabela 5, estas massas foram calculadas
para o gasto por hora e por dia.

Tabela 3 — Gasto na preparacdo de solugdes utilizadas.

Reagente Preco (R$/kg) Quantidade Usada (g/L)
Fosfato mono basico de potassio
0.2 M (EMP) 39,49 27,214
Fosfato di basico de sodio 0,2 M
(FDS) 32,80 28,390
Hidroxido de Sodio 11,20 39,989

Fonte: Vetec (2009)

O levantamento de pre¢os do abacaxi foi feito via o site da Ceagesp (2009) para o més de janeiro e
foi encontrado uma varia¢do de preco de 2,06 - 3,14 R$ por kg de abacaxi, reagentes e de 4gua fornecida
foi feito para o més de janeiro de 2009 e o total final sera comparado com o da bromelina comercializa-
da pelo catalogo da Sigma (2006), mostrado na tabela 4.

A tabela 4 apresenta os pre¢os de frascos de bromelinas comercializados pela Sigma (2006) para
cada quantidade que o usuario desejar. O valor de 1 kg sera utilizado como referéncia para as compara-
¢oes deste trabalho, que ao ser convertido para a moeda nacional fica entre R$ 2335,65 e R$ 2582,07.
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Produgéo e célculo do custo de um farmaco obtido do suco do abacaxi por microfiltracdo

Tabela 4 - Preco de bromelina obtida do abacaxi. O produto contém 30% de proteina total (medida por
Biureto), com atividade entre 3-7 U/mg medida a pH 4,6 e 25°C.

Frasco com Valor (U$)
10g 28,70
25¢ 47,10
100 g 317,40
500 g 648,50
1 kg 1075,40

*Uma unidade de atividade enzimatica (U) corresponde a 1 pmol de paranitrofenol por minuto a pH 4,6 e 25 °C.
**QO prego do dolar oscilou entre 2,18 e 2,41 no més de janeiro de 2009 (UolEconomia, 2009).
Fonte: Sigma (2006).

A tabela 5 apresenta os calculos para a obtencdo do custo do material protéico purificado, que no
caso contém em parte as enzimas bromelinas, fazendo consideracdes de salarios (R$ 400,00) e os precos
de valores dos produtos e de servigos obtidos até janeiro de 2009. O volume concentrado de enzimas
com sendo 125 mL por hora por sistemas de membranas, ou seja, ao se usar 8 sistemas de membranas
operando a0 mesmo tempo, se obtera 1 L do produto farmacéutico por cada hora de processo.

O custo total foi elaborado com base na obtencido de um litro de enzimas concentradas, assim,
todos os demais gastos com reagentes, matéria prima e servigos foram calculados em cima deste peri-
odo. Desta forma, para a obtenc¢io de um litro deste produto o custo de producio por hora esta entre
R$ 127,70 e R$ 162,99. Pode-se perceber que a obtengdo das bromelinas do abacaxi por processos de
separagdo por membranas tem um custo baixo.

Comparando-se o resultado apresentado na Tabela 4 (para 1 kg) com os valores da Tabela 5, nota-
se que os precos da bromelina obtida por processos de separa¢iao por membrana sao de 14 a 20 vezes
menores que as mesmas enzimas vendidas pela Sigma (2006). Os pregos de custos obtidos neste traba-
lho também foram de 10 a 13 vezes menores que o obtido por César (2006) que alcancou um valor de
R$ 1650,00 / kg de bromelina obtidas por extragdo liquido-liquido.
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Tabela 5 - Levantamento de custo minimo da produg¢ido de bromelinas do abacaxi. Uma hora = um
litro do produto contendo 87 % de enzimas, enquanto que o produto da Sigma contém apenas 30 % de

enzimas (ver tabela 4).

ltem Preco por Unidade Quantidade (por h) Custo (R$ / h)
NaOH 11,20 R$ / kg 0,020 kg 0,22
FMP 39,49 R$ / kg ~0,005 kg 0,19
FDS 32,80 R$ / kg ~0,005 kg 0,16
Agua e esgoto 47,17 R$ / més 0,001 m3 0,27
Abacaxi Pérola 2,06 ~ 3,14 R$ / kg 0,325 kg 0,67~1,02
Dﬁ;‘:ﬁﬁgiggas 29,17 R$ / més 8 RS 1,33
Materiais Diversos ~5,68 R$/ h 1 5,68
Técnicos em Quimica** 5,68 ~ 6,82 R$/ h 8 45,45 ~ 54,56
Eng. Quimico** 18,18 ~ 22,73R$ /h 1 18,18 ~ 22,73
Agoniees 69,66 ~ 14,20 R$ / h 3 28,08 ~ 42,61
ecnicos om ServicoS 341~ 3,54 R$ /h 2 6,82 ~ 9,09
Energia*** 0,27 R$ / kW.h 1 0,27
ICMS (18 %) 18 % do valor 1 19,48 ~ 24,86
Total Geral - - 127,70 ~ 162,99

*Considerando-se que o prego da membrana seja de R$ 700,00 e sua vida util de 24 meses.

** Considerando-se um més com 22 dias tteis, 8 horas de trabalho/dia, que o técnico em quimica receba entre 2,5 ~ 3 saldrios
(1000 ~ 1200 R$ / més) 8 ~ 10 saldrios para o Engenheiro Quimico (3200 ~ 4000 R$/més). Técnico administrativo recebendo
entre 4,25-6,25 salarios (1700 ~ 2500 R$) e técnico em servigos gerais ganhando 1,5 a 2 salarios (600 ~ 800 R$).

***De acordo com a Eletropaulo (2009) a tarifa é de 0,27 R$/kW (com os encargos financeiros)
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Produgéo e célculo do custo de um farmaco obtido do suco do abacaxi por microfiltracdo

3.3. Preco do produto

Utilizando-se os valores dos custos minimos de produ¢io, apresentados na tabela 5 (R$ 127,70 e
R$ 162,99, menor e maior custos minimos, respectivamente) e inserindo-se as porcentagens de mar-
gens de lucro sobre estes valores obtiveram-se as curvas mostradas na grafico 3. Para uma margem de
lucro de 50 % o prego pode estara entre R$ 191,55 e R$ 244,49, o prego de venda do produto esta entre
9,5 e 13,5 vezes menor que o comercializado pelo catdlogo da Sigma (2006) e mesmo quando a margem
de lucro atinge 100 % (entre R$ 255,40 e R$ 325,99) o preco de venda ¢ 7,2 a 10,1 vezes menor que o
comercializado pela mesma empresa.

J4, quando se compara o preco de venda do farmaco obtido neste trabalho ao obtido por sistemas
bifésicos aquosos, tem-se que para 50 % de margem de lucro, este preco esta entre 6,7 e 8,6 vezes menor
e que para 100 % de margem de lucro, este preco estd entre 5,1 a 6,5 vezes menor (CESAR, 2006). Ou
seja, os valores de margem de lucro aqui citados, deixam o produto obtido do abacaxi altamente com-
petitivo comparado com os citados.

350
[ J
[ J
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< °
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Gratico 3 - Calculo do prego do produto ao se inserir valores para a margem de lucro.
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Utilizando-se os valores dos custos minimos de produgao, apresentados na tabela 5 e calculados
para um més de produgdo chega-se aos valores de custo minimo mensal. Assim, obtém-se um custo
minimo mensal entre R$ 22475,13 e R$ 28686,84; para os valores dos custos mimos por hora de R$
127,70 e R$ 162,99, respectivamente, ambos para uma margem de lucro igual a zero e considerando-se
8 horas diaria e 22 dias de trabalho por més. Todos os valores possiveis de lucro (para pre¢o minimo
e maximo) foram calculados e estio apresentados na tabela 6. Como ja foi mostrado anteriormente,
até mesmo para um lucro de 100 % o pre¢o do produto é altamente competitivo, com relagdo ao apre-
sentado na literatura e ao ja comercializado. O que significa que o pre¢o ainda se mantém viavel, com
obtendo-se um bom lucro e justificando a implementa¢ao de uma industria de obten¢ao deste farmaco
(a bromelina). Desta forma, pode-se confirmar a viabilidade econémica deste processo.

Tabela 6 — Calculo do lucro mensal para as respectivas margens de lucro.

Lucro mensal (R$/més)

Margem de Lucro

Menor preco Maior preco
0 0 0
10,00 % 2247,51 2868,68
20,00 % 4495,03 5737,37
30,00 % 6742,54 8606,05
40,00 % 8990,05 11474,74
50,00 % 11237,56 14343,42
60,00 % 13485,08 17212,10
70,00 % 15732,59 20080,79
80,00 % 17980,10 22949,47
90,00 % 20227,62 25818,15
100,0 % 2247513 28686,84
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Produgéo e célculo do custo de um farmaco obtido do suco do abacaxi por microfiltracdo

4. CONCLUSOES

No sistema de membrana plana temos o efeito da perda de carga muito mais elevado o que con-
tribui para que a pressdo nio seja elevada evitando a desnaturagdo da enzima durante o processo de
separacao.

Sabendo-se que no caso de macromoléculas deve-se operar com condigdes operacionais que nao
descaracterizem a molécula de interesse, pode-se concluir que se utilizando um pH entre 7,0 e 7,5 e
uma pressdo transmembrana de 0,05 bar o sistema de membranas planas ird proporcionar um maior
grau de separacaio.

O prego de custo minimo de produgédo das bromelinas do abacaxi ficou entre e é de 14 a 20 vezes
menor que o preco comercializado pela Sigma (2006) e de 10 a 13 vezes que a mesma enzima quando
é obtida por extra¢ao liquido-liquido, o que mostra a viabilidade economica do processo de separacao
por membranas para a obteng¢do de bromelinas.
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