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Resumo: O soro de queijo, apesar de ser considerado um subproduto da industria de laticinios, possui elevado
valor nutritivo uma vez que retém a maior parte dos componentes do leite; 10 litros de leite produzem cerca de 1
quilograma de queijo e 9 litros de soro. Como matéria-prima, o soro, pode conferir a tecnologia alimentar
novas potencialidades devido as propriedades nutricionais e funcionais das suas proteinas. O objetivo do
trabalho é concentrar as proteinas do soro de leite e apos, separd-las em duas fragdes: uma concentrada em f-
lactoglobulina e a outra em o-lactalbumina. A etapa de concentragdo foi realizada, utilizando membranas de
ultrafiltragdo (UF) com massa molar de corte de 10 kDa e o processo foi operado no modo batelada associado
com a diafiltra¢do, permitindo uma maior remog¢do de sais e lactose, conduzindo simultaneamente a uma maior
concentragdo e pureza das proteinas no retido. Na etapa de fracionamento o concentrado protéico obtido foi
tratado por diferentes processos de separagdo com membranas a fim de separar as proteinas majoritarias. Na
segunda etapa a massa molar das proteinas foiconsiderada para a sele¢do das técnicas de separagdo por
membranas: a ultrafiltracdo (membranas com MMC de 20 e 70 kDa) e a microfiltragdo (membrana com
tamanho de poro nominal de 0,1 um). A eficiéncia de cada processo foi avaliada pela determinagdo da
concentragdo de cada proteina nas correntes de permeado e de concentrado.

1 Introdugéo 4,2 %), proteinas (0,8 — 1,0 %) e minerais (0,7- 0,8
%) (Jelen, 1992).

As tecnologias de processamento de soro
tém crescido exponencialmente nos ultimos 10 anos
devido ao desenvolvimento dos processos de
separacdo com membranas e dos métodos de troca
ionica, bem como a um melhor entendimento do
valor nutritivo do soro como matéria-prima
(Huffman, 1996).

Os processos tém sido desenvolvidos no
sentido de permitir a concentracdo seletiva das
proteinas em relacdo aos outros componentes de
natureza nao protéica. Isto se deve ao fato de o soro

O soro de queijo apesar de ser um
subproduto da inddstria de laticinios, possui um
elevado valor nutritivo uma vez que retém a maior
parte dos componentes do leite; 90% do volume de
leite, utilizado para fabricacdo de queijo, sai do
processo na forma de soro.

O soro ¢ o liquido de cor amarelada que
permanece em solucdo apds a precipitagdo das
caseinas (formacao de coalho) durante a fabricacao
do queijo. O soro é composto de 94 a 95 % de agua,
os solidos do soro sdo essencialmente lactose (3,8 —
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nao ser uma fonte equilibrada de nutrientes,
contendo um elevado teor de lactose e uma baixa
concentragdo de proteinas e cinzas, desta forma ndo
¢ possivel evidenciar nenhuma das propriedades
funcionais das proteinas.

Desde 1981, a ultrafiltragdo (UF) se tornou
a técnica mais utilizada para recuperar as proteinas
solaveis do soro. O desenvolvimento de membranas
robustas, sintéticas e lavaveis, bem como a
melhoria dos processos continuos pelo uso de
multietapas, reciclos e diafiltragdo (DF), foram
fatores significativos para o sucesso deste processo
(Brans et al., 2004)

Para ser considerado um concentrado
protéico € necessario que o produto contenha mais
de 25% de proteina em base seca, enquanto que os
isolados protéicos devem ter mais de 90% de
proteina (Mathews, 1984). Os concentrados
protéicos de soro tém uma vasta aplicagdo na
inddstria alimentar, pela funcionalidade que podem
conferir aos alimentos (Huffman, 1996). Além
disso, o valor comercial de um concentrado
protéico ¢ 3 a 10 vezes maior que o do soro em po,
devido a maior especificidade do produto a nivel
funcional e ao excelente valor nutritivo do mesmo
(Mangino, 1992).

As proteinas do soro possuem valor
nutricional elevado, conferido pela presenca de alto
teor de aminoacidos essenciais, destacando-se no
conteido em sulfurados. (Wit, 1998; Neves, 2001).
Além das propriedades nutricionais, as proteinas do
soro  possuem propriedades funcionais e
tecnologicas versateis quando utilizadas como
ingredientes em produtos alimenticios,
principalmente por sua elevada solubilidade,
capacidade de gelificacdo, absor¢do de agua e
emulsificagdo (Sgarbieri & Pacheco, 1999).

A fracdo protéica do soro contém: f-
lactoglobulina (B-Lg), a-lactalbumina (o-La),
albumina do soro bovino (BSA), imunoglobulinas
(Ig), glicomacropeptideos e alguns polipeptidios
resultantes da protedlise das caseinas por enzimas
do leite (Fox, 1998).

As proteinas de interesse neste trabalho
sdo a B-Lg e a a-La. Segundo Fox (1998), a B-Lg ¢
a mais abundante das proteinas do soro (2,7 g.L™"),
seu ponto isoelétrico é 5,2, sua massa molar ¢ de
18,3 kDa quando esta na forma de um mondmero,
porém sua conformagdo depende do pH. Para
valores de pH compreendidos entre 5,20 ¢ 6,70 ¢ a
temperatura ambiente, a B-Lg existe como um
dimero estavel, com uma massa molar de 36,7 kDa.
Entre pH 3,50 ¢ 5,20, os dimeros associam-se para

formar um octémero de 147 kDa. Para valores de
pH inferiores a 3,50 e superiores a 8,6 a molécula
de proteina desnatura e entfo se encontra na forma
de monomero (Wit, 1998).

A o-La é a segunda proteina em maior
concentragio no soro (1,2 g.L"), sua massa molar é
de 14,15 kDa, e seu ponto isoelétrico é de 4,2 — 4,8.
Tem uma estrutura secundaria ordenada e uma
estrutura terciaria esférica e compacta (Fox,1998).

Devido as propriedades funcionais,
fisiologicas e biologicas especificas de cada uma
das proteinas do soro, tem havido um crescente
interesse no fracionamento das proteinas, pois
muitas vezes estas caracteristicas ndo se fazem
notar nos concentrados protéicos de soro devido a
interagdes com outros componentes. Por exemplo: a
B-Lg tem maior capacidade de gelificagdo que a a-
La. Por outro lado, o leite humano ndo contém -Lg
(é a proteina do leite bovino que causa mais rea¢des
alérgicas), e por esse motivo a a-La ¢ mais
adequada para a formulacdo de alimentos para
lactentes, do que os concentrados protéicos do soro.
Em vista disto, o interesse comercial na produgdo
de proteinas de soro isoladas com propriedades
funcionais e bioldgicas bem caracterizadas tem
aumentado consideravelmente nos ultimos anos
(Zydney, 1998; Wit, 1998).

Cheang & Zydney (2004) mostraram que,
através de um sistema de membranas e com
modificagdes no pH e forca i6nica das solugdes, é
possivel fracionar os constituintes protéicos do
soro. Esta ¢ uma técnica que podera ter aplicagdo
em larga escala.

O objetivo deste trabalho ¢ concentrar e
fracionar as proteinas majoritarias do soro de queijo
utilizando processos de separagdo com membranas.

Na etapa de concentragdo utilizou-se
membranas de UF e o sistema foi operado no modo
batelada associado a DF, permitindo, desta forma,
uma maior remoc¢do de sais e lactose, conduzindo
simultaneamente a uma maior concentracdo de
proteinas no retido.

A etapa de fracionamento das proteinas
consiste em processar o concentrado obtido
utilizando outra técnica de separagdo por
membranas (ultrafiltragio — MMC 20 e 70 kDa,
microfiltragdo — tamanho de poro nominal de 0,1
pm). Nesta etapa, propriedades como massa molar
e ponto isoelétrico sdo caracteristicas importantes
que devem ser consideradas para realizar a
separac¢do. A partir dos produtos obtidos em cada
uma das etapas, ¢ necessario avaliar através de
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métodos analiticos, as concentragdes de proteina
obtidas nas correntes de permeado e concentrado.

2. Materiais e Métodos

2.1 Soro de queijo

O soro de queijo em po utilizado neste
trabalho foi doado pela Elegé Alimentos (Teutonia,
RS), proveniente da fabricagdo do queijo mussarela
com um teor de solidos totais de aproximadamente
6 %. Para a realizagdo dos experimentos, o soro foi
reconstituido dissolvendo-se o soro em p6 em agua
destilada.

Na etapa de concentracio do soro o
volume inicial a ser ultrafiltrado foi de
aproximadamente 30 L (1,86 kg de soro em po). As
concentragdes iniciais de lactose e de proteina
foram iguais a 42 gL' € 9,5 g.L"!, respectivamente,
tomando a massa especifica do soro reconstituido
como 1,042 g.L"'. As quantidades de gorduras para
fins de célculos foram consideradas despreziveis
por apresentarem valores muito baixos. Dessa
forma, considerou-se que o soro ¢ constituido
somente por proteinas, sais e lactose. Portanto, a
concentragdo de sais no soro reconstituido foi
determinada pela diferenga da concentragdo de
solidos totais pelo somatdrio de proteinas e lactose
correspondendo a 7,22 g. L™ de sais.

2.2 Equipamento de UF
Os experimentos foram realizados numa

planta piloto WGM-KOCH PROTOSEP 1V,
apresentada esquematicamente na Figura 1.
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Figura 1: Esquema da unidade de membranas
utilizada para realizacdo dos experimentos.

A unidade piloto de MF/UF possui os
seguintes equipamentos, de acordo com a Figura 1:
= tanque de alimentagdo (1); dois tanques foram

usados dependendo do volume de soro a ser
tratado:

v'  concentracdo - tanque de alimentagdo

encamisado de ago inoxidavel , com
volume de 75 L, fabricado pela
SULINOX. O tanque possui um agitador e
um sistema de controle de temperatura que
opera na faixa de temperatura de 25 a
150°C;

v’ fracionamento - tanque de alimentagdo de
aco inox com capacidade de 12 L, com
uma serpentina de aquecimento ligada a
um banho termostitico, marca Lauda, o
qual possui controle analdogico de
temperatura;

=  bomba pneumatica (2) tipo diafragma, modelo

VERSAMATIC VM.50, opera com ar

comprimido que passa pelo sistema composto

por um Kit FLR (filtro, lubrificador e regulador
de ar);
= pré-filtro de cartucho (3), fabricado pela

CUNO, constituido de uma carcaga de PVC e

elemento filtrante de polipropileno com

tamanho médio de poro de 1um;

= carcaga para mdédulo da membrana (4), trés
modulos diferentes foram usados, dependendo
da membrana requerida para o processo:

v’ concentragio - médulo em espiral, com 30
cm de comprimento e 5,8 cm de didmetro,
feito em de aco inoxidavel 316;

v fracionamento - modulo de membrana
plana, construido de ago inox, permite a
instalagdo de membranas com area util de
61 cm?;

v’ fracionamento - modulo para membrana
cerimica cilindrica com 25 cm de
comprimento, 10 e 25 mm de didmetro
interno e externo, respectivamente, feito
em ago inox 340.

= mandmetros (P1) de ago inoxidavel 316, que
estdo instalados num té Sanitech com uma
camara com diafragma, que evita contato do
manémetro com o fluido de processo. Os
mandmetros possuem escala de 0 a 10,5 bar.

2.3 Membranas de UF e MF

A membrana usada no processo de UF
para concentragdo do soro ¢ feita de polietersulfona
em moddulo espiral, fabricada pela KOCH
MEMBRANE SYSTEMS. Possui MMC de 10
kDa, espagador de alimentagdo de 80 mil (milésimo
de polegada) e 4rea de permeagio de 0,28 m?.

Para o processo de fracionamento das
proteinas as membranas testadas encontram-se na
Tabela 1.
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Tabela 1: Caracteristicas das membranas
de UF ¢ MF utilizadas para separagdo das proteinas.

Areade Tamanho
Membrana Geometria Material permeacdo de poro/

(m? MMC

MF-6001 Espiral ~ Polieter- 0,22 0,1 pm
sulfona

VCWP Plana NI 610x10° 0,1 pm

HNO06 Plana NI 6,10x 10°  20kDa

RZ04 Plana NI 6,10x 10° 70 kDa

Legenda: NI - ndo informado pelo fabricante.
2.4 Métodos analiticos

As caracteristicas das amostras do
concentrado e do permeado dos processos de
concentragdo ¢ separagdo foram analisados quanto
aos seguintes parametros: concentragdes de
proteina, de lactose, teor de soélidos totais,
condutividade elétrica e pH.

A determinagdo do teor de sélidos totais
foi realizada através da técnica gravimétrica de
acordo como método apresentado em LANARA
(1981). A concentragdo de lactose foi determinada
através do método do acido dinitrossalicilico (DNS,
segundo Miller,1959). A concentracdo de proteina
foi determinada através do método de Lowry
(Lowry et al.,1951). As analises de pH foram
realizadas com o pHmetro DIGIMED, modelo
DM20. A medida da condutividade elétrica foi
realizada com o condutivimetro DIGIMED DM-31,
com eletrodo modelo DMC-010M. A fim de
identificar os tipos de proteina predominantes no
permeado e no concentrado foi utilizada a técnica
de eletroforese em gel SDS-page de poliacrilamida
na concentragdo de 15 % (Maniatis et al., 1989). O
equipamento utilizado para a eletroforese foi o
Mini- PROTEAN 3® Cell, Bio-Rad; o sistema foi
operado a 100 V e 30 A.

2.5 Procedimento experimental

2.5.1 Concentracao e purificacdo das proteinas

A solugdo de soro foi colocada no tanque
de alimentacdo da unidade e homogeneizada. O
fluxo permeado foi medido em sete pressdes
transmembrana  diferentes para verificar o
comportamento  do fluxo com o aumento da
pressdo transmembrana.

A pressao transmembrana foi mantida em
2 bar e a vazdo da corrente de alimentagdo do soro
de queijo foi de aproximadamente 840 L.h™,
condicdes determinadas em trabalhos anteriores
(Boschi, 2006). A temperatura do soro foi mantida
constante em 50 °C, tendo em vista a temperatura
de saida do soro do processo de fabricagdo do
queijo (~60 °C) e a temperatura maxima admissivel
para a membrana (~55 °C).

Nos primeiros dez minutos, o sistema
opera em reciclo total, isto é, as correntes de
permeado e concentrado retornam para o tanque de
alimentagdo, para homogeinizar a solucdo e para o
sistema entrar em equilibrio térmico: apos, somente
a corrente concentrada retorna ao tanque.

A cada meia hora de operagdo foram
coletadas, simultaneamente, amostras das correntes
de permeado e de concentrado em frascos de vidro
ambar. Medidas diretas de fluxo permeado foram
realizadas a cada 15 minutos.

Dois experimentos diferentes foram
realizados para  verificar quais condigoes
permitiriam uma maior purificagdo das proteinas,
o0s quais estdo descritos a seguir.

No Experimento 1 a solucdo inicial foi
concentrada até um volume final de 6 L no tanque
de alimentag@o (FC~5). A seguir cinco DFs foram
realizadas: a DF1 e a DF2 de 6 L e a DF3, a DF4 e
aDF5de3 L.

No Experimento 2 a solugdo de soro foi
concentrada até um volume final de 5 L (FC=6).
Em seguida realizaram-se quatro DFs: a DF1 e a
DF2de5LeaDF4eaDF5de2,5L.

Vale ressaltar que entre a etapa de
concentragdo e as DFs ndo foi realizado enxagiie
nem limpeza da membrana, isto €, o processo foi
continuo.

2.5.2  Fracionamento das proteinas

Depois de concentradas as proteinas de
soro eram separadas em aliquotas de 2 L, para a
realizagdo dos experimentos com membranas de
UF e de MF, em moédulos plano, espiral e
tubular,com tamanho de poro nominal ou MMC
adequados para a separacdo. Quando o modulo
utilizado era o espiral, devido a maior taxa de
permeado, o volume inicial de concentrado protéico
usado foi de 6 L no tanque de alimentagao.

Todas as membranas testadas para a
separagdo de proteinas foram compactadas, e
caracterizadas em relagdo ao fluxo permeado de
agua e de soro em no minimo quatro pressdes
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transmembrana. Os experimentos de separacao das
proteinas foram realizados conforme o descrito a
seguir.
Membrana MF-6001, médulo espiral

Um volume inicial de 6 L de concentrado
protéico, obtido nas etapas anteriores, foi
adicionado ao tanque de alimentagdo (12 L),
aquecido a 40 °C. A temperatura foi reduzida,
porque em concentrados protéicos, a temperaturas
proximas a 55 °C, existe uma tendéncia das
moléculas de oa-La polimerizarem com as
moléculas de B-Lg (Fox, 1998). O pH da solugéo
foi ajustado para 4,6 (pH onde a B-lg forma
octdomero) com a adigdo de uma solugdo 20 % de
acido citrico. O volume inicial de 6 L foi reduzido a
3 L, e em seguida quatro DFs de 3 L foram
realizadas com agua destilada pré-aquecida a 40 °C,
acidificada ao pH de 4,6 através da solucdo de
acido citrico. A vazdo de alimentacdo foi mantida
em 700 L.h"'. A pressio transmembrana utilizada
para a separagdo foi de 1,75 bar, pressdo onde o
fluxo limite ndo foi atingido, e segundo Brans ef al.
(2004), a melhor regido para realizar a purificagdo.
Membranas VCEWP, RZ04 e HNO6, mddulo plano

Dois litros de concentrado protéico obtido
na primeira etapa foram usados em cada processo.
Para as membranas VCWP e RZ04 o concentrado
foi aquecido a 40 °C, e acidificado ao pH de 4,6.
Para a HNO6, optou-se por realizar o experimento a
temperatura ambiente, porque nesta temperatura os
dimeros sdo mais estaveis. Nesta membrana néo foi
necessario adicionar acido, ja que a solugdo se
encontrava no pH onde os dimeros sdo formados
(6,3). A separagdo foi realizada com uma vazao de
alimentagdo de 620 L.h™', e pressdo transmembrana
de 1,75 bar. A solugdo recirculou pelo sistema
durante 20 minutos em modo de reciclo total, para
garantir homogeneidade na concentragdo e
equilibrio de temperatura entdo, a corrente de
permeado foi retirada do sistema, e, apos 30
minutos amostras de permeado e concentrado
foram coletadas. Ndo foi possivel reduzir o volume
inicial a metade ou realizar DFs devido a limitagoes
do equipamento tais como: volume insuficiente no
tanque de alimentagdo, area de membrana pequena,
conduzindo a uma taxa de permeado muito baixa.
Para estas membranas foi analisado apenas o fluxo
permeado e a retengéo.

2.5.3 Medidas do fluxo de agua

Em todos os experimentos, medidas de
fluxo de agua foram realizadas antes e apds a

filtragdo com o soro para verificar a formagdo de
fouling na membrana.

2.5.4 Limpeza

Um procedimento de limpeza foi utilizado
para restituir as caracteristicas de fluxo e retengéo
da membrana e prevenir o desenvolvimento de
microrganismos no sistema. A limpeza quimica foi
realizada ao final de cada experimento, e consistiu
nas seguintes etapas: enxagiie com agua destilada,
limpeza alcalina, limpeza cloro alcalina (somente
no caso das membranas poliméricas), limpeza
acida. Estas etapas foram realizadas sempre
respeitando a limitagdo de pH e temperatura da
membrana, conforme recomendacdes do fabricante

3. Resultados e discussao

Nesta secdo sdo apresentados os principais
resultados obtidos no desenvolvimento deste
trabalho.

3.1 Concentracao e purificacdo das proteinas do
soro

A Figura 2 apresenta o fluxo permeado da
agua pura e do soro de queijo em fungdo da pressio
transmembrana. Observa-se que o fluxo permeado
do soro é muito menor do que o fluxo de agua pura;
isto evidencia que o efeito de polarizagdo por
concentragdo ¢ bastante significativo para o soro na
concentragdo inicial e este efeito tende a se agravar
a medida que o soro vai sendo concentrado.

®4agua
250 ®soro

.

PTransmemhrana (bar)
Figura 2: Fluxo permeado versus pressdo
transmembrana para agua pura e para o soro de queijo
nos experimentos com a membrana de UF de 10kDa.

A Figura 3 apresenta uma comparagao
entre os dois experimentos de concentragdo
realizados. Analisando os resultados apresentados
no grafico, observa-se que a concentragdo de
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proteinas aumenta ao longo do experimento de
permeagdo. Nao foi detectada a presenca de
proteina, no permeado, para ambos o0s
experimentos, indicando que a retengdo protéica foi
de 100 %.

O percentual massico inicial de proteina
para os dois experimentos é o mesmo ¢ igual a 15
%, ao final da UF, este valor atinge 25 ¢ 29 %, para
os experimentos 1 e 2, respectivamente.

Para o experimento 1, ao final da DF1
chegou-se a 30 % de proteina. Ao final da DF2 e
DF3 o concentrado atingiu 36 ¢ 40,5 % de proteina,
respectivamente. Ao final da DF4 o percentual
massico de proteina atingiu 48 % de proteina e na
quinta DF, com 17 g.L"' de proteina e 15 g.L"' de
lactose atingiu-se 53 % de proteina. A concentracéo
final de sais foi inferiora 1 g.L™".

A |2
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UFi UFf DF1 DF2 DF3 DF4 DF5
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Figura 3: Percentual protéico, em base seca,
obtido no final de cada etapa para os experimentos 1 e 2.

No Experimento 2 apds as DF1, DF2 e
DF3, alcangou-se 38,5, 48 e 55 % de proteina,
respectivamente. Ao final do experimento (DF4)
com 28,7 gL' de proteina e 15 g.L"' de lactose o
percentual protéico chegou a 64 % em base seca; a
1concentrau;éto de sais também ficou inferior a 1 g.L”

Percebe-se que no Experimento 2 os
resultados de concentragdo protéica sdo melhores
do que os obtidos para o Experimento 1. Vale
ressaltar que no Experimento 2 o concentrado da
UF, antes da DF, foi de 5 L, e esta diminuigdo
implicou em uma maior concentracdo protéica final
e em um menor volume de dgua para a etapa de
DF. Para o Experimento 1 utilizou-se 21 L de agua
para a etapa de DF e obteve-se um concentrado
protéico com 53% em base seca; enquanto que para
o Experimento 2 foram utilizados 15 L de agua e o
percentual protéico foi de 64% em base seca.

Ainda, para o Experimento 2, percebe-se,
que houve uma grande reducgdo da concentragido dos
outros elementos, em relagdo a quantidade de
proteina, nas altimas duas DFs de 2,5 L.

Para efeito ilustrativo, sdo apresentados os
graficos para o Experimento 2, j& que o os
resultados para o Experimento apresentam o
mesmo  comportamento, apenas  atingindo
concentragdes finais diferentes.

A Figura 4 apresenta o fluxo permeado de
soro em fungdo do tempo para o Experimento 2.
Observa-se que o fluxo diminui com o tempo de
operagio, o fluxo permeado inicia em 35 L.m~h™ e
apos os primeiros 80 minutos vai diminuindo até
atingir 18 Lm~h”', e assim permanece até os 170
minutos, quando decai para aproximadamente 15
L.m?h" e se mantém assim até o final da UF (~ 280
minutos). A queda inicial mais acentuada foi devida
a formagdo da camada de polarizagdo por
concentragdo e ao fouling; o decaimento final se
deve ao aumento da  concentragio e
conseqiientemente as mudangas nas propriedades
da solu¢do, tais como massa especifica e
viscosidade. Vale ressaltar que a reducdo de fluxo
permeado ¢ um dos fatores limitantes do processo,
do ponto de vista operacional.

2 oUF
EDF1
* DF2
30 oy DF3
LY XDF4
f
L 20 00000® X
=
o ”“’0.' Ly *x
IS
<10
iy
0
0 100 200 300 400 500
tempo (min)

Figura 4: Fluxo permeado vs tempo para a
etapa de concentragdo e purificagdo das proteinas do
experimento 2.

Nas DFs o fluxo permeado ficou abaixo
do fluxo inicial da UF, devido ao fouling ja
formado na etapa de concentragdo das proteinas, e,
apos diminuiu com o tempo. No momento em que
iniciamos as DFs o fluxo permeado aumenta para
cerca de 20 L.m™h™', devido ao efeito de diluicdo, e
ao final da DF volta para os 15 L.m™”h™ obtidos no
final da etapa de concentragao.

A condutividade elétrica permaneceu
praticamente igual para o permeado e o
concentrado durante toda a etapa de UF, pois a
membrana ndo ¢ seleitva para os sais, que sdo 0s
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compostos que mais contribuem para a
condutividade elétrica; durante a etapa de DF a
condutividade elétrica foi decaindo apds cada
adicdo da agua destilada.

O pH ndo sofreu alteragdes significativas
durante todo o processo. O pH das amostras de
concentrado e permeado permaneceu em 6,4
durante todo tempo do experimento baixando
ligeiramente para 6,3 nos ultimos minutos; este
comportamento foi um bom indicativo de que a
solugdo ndo foi degradada durante o tempo do
experimento.

Em relacdo ao teor de so6lidos totais no
concentrado, observa-se, na Figura 5, que houve
um aumento na corrente de concentrado de todas as
etapas devido principalmente ao aumento de
concentragdo de proteina. J& no permeado a
quantidade de  solidos totais  permanece
praticamente constante durante toda a etapa de UF
baixando significativamente nas DFs, devido a
maior remog¢do de lactose e sais nesta etapa.
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Figura 5: Variagdo dos sélidos totais vs tempo
para o concentrado e o permeado na etapa de
concentragdo das proteinas do Experimento 2.

A variacdo da concentragdo de lactose em
fungdo do tempo pode ser observada na Figura 6.
No permeado, durante a etapa de UF, a
concentragdo de lactose permanece praticamente
constante em 40 g.L"'. A concentragdo de lactose no
retido inicia com 40 g.L™' e atinge 50 g.L™" ao final
da etapa de UF. Quando ¢ iniciada a DF a
concentragdo de lactose diminui significativamente
no retido e no permeado. Ao final das quatro DF a
concentragio de lactose no retido atinge 15 g.L™".
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Figura 6: Concentra¢do de lactose vs tempo
para o concentrado ¢ o permeado na etapa de
concentragdo e purificagdo das proteinas do Experimento
2.

Os resultados encontrados estdo de acordo
com os encontrados na teoria, segundo Zydney
(1998) os componentes de baixa massa molar
(lactose e sais) permeiam preferencialmente as
membranas de ultrafiltracdo, as quais retém as
moléculas de proteina.

3.2 Fracionamento das proteinas do soro

A primeira etapa da separagdo consistiu
em medir os fluxos de agua e do concentrado
protéico nas membranas. A Figura 7 apresenta o
fluxo permeado da agua em funcdo da pressdo
transmembrana para as membranas utilizadas na
separacdo das proteinas. Na Figura 8 ¢ possivel
observar o comportamento do fluxo de soro
concentrado em fung@o da pressdo transmembrana.
Observa-se que o fluxo de concentrado protéico é
menor do que o fluxo de 4gua pura para todas as
pressdes e para todas as membranas.

Os fluxos de agua para a MF-6001 em
moddulo espiral e VCWP em modulo plano foram
semelhantes, e isto poderia ser esperado ja que as
duas membranas sdo de MF com tamanho de
poro nominal de 0,1 um, apresentando diferengas
na geometria do modulo e no material. A RZ04
apresentou  fluxos  permeados de  agua
intermediarios entre as membranas de MF e a
HNO6.
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Figura 7: Fluxo permeado de 4dgua vs pressdo
transmembrana para a membrana de MF-6001, VCWP,
HNO6 e RZ04 utilizadas para fracionamento protéico.

Os fluxos permeados de concentrado
protéico foram semelhantes para as membranas
RZ04, MF-6001 e VCWP, sendo ligeiramente
maior para a primeira, em pressdes mais elevadas.
A HNO6 apresentou os menores fluxos permeados.
Pode-se perceber a partir destes resultados, que
apesar das membranas de MF apresentarem MMC
maior que a RZ04, para esta o fluxo permeado
atingido foi relativamente elevado, ainda mais
quando comparado com a membrana HNO6. Estes
resultados mostram que além da geometria do
moddulo, do tamanho de poro nominal ou MMC
outros fatores como o material da membrana, a
distribui¢do dos tamanhos de poros, a porosidade e
a espessura da membrana excercem uma grande
influéncia sobre o fluxo permeado.

®VCWP
80
*HNO06
= RZ04
60 - XMF-6001
) . °
i 40 - 0 “
- -
20 . ¥
X L 2
o o
0
0 2 3 4
P transmembrana (bar)

Figura 8: Fluxo permeado de soro vs pressdo
transmembrana para a membrana de MF-6001, VCWP,
HNO6 e RZ04 utilizadas para separacdo das proteinas.

As diferengas de fluxo de agua se devem
exclusivamente as caracteristicas da membrana
enquanto que as diferengas no fluxo de soro sdo
influenciadas também pelas interagdes entre o soro
e a membrana; fendémenos como adsor¢io e
bloqueio de poros sdo o resultado destas interagdes.

Na Tabela 4, os resultados, de

concentragdo de proteina e lactose para as amostras
da corrente de permeado e de retido para os
experimentos de separagdo para as quatro
membranas testadas, sao apresentados. Para o caso
da membrana de MF-6001, optou-se por mostrar os
resultados das etapas, ja que neste caso, conseguiu-
se realizar DFs e € importante monitorar como se
comportam as variagdes de proteina.

Tabela 4: Concentracdo de proteina e
lactose, obtida nas correntes de permeado e
concentrado, para as membranas: MF-6001, MF-
VCWP, UF-HNO06 e UF-RZ04.

Membrana Amostra Proteina  Lactose
@Lh)  @Lh
MF - 6001 soro inicial 21,3 17,4
MP1 7,6 12,3
MC2 22,3 19,6
MP2 6,8 3,5
DFIC 22.0 18,0
DF1P 6,6 9,3
DF2C 19,8 11,6
DF2P 7,3 7,0
DF3C 18,2 9,4
DF3P 4,8 5,0
DF4C 12,6 6,6
DF4P 5,5 4,6
MF - VCWP VCWPC 30,7 17,7
VCWPP 5,5 7,6
UF - HNO06 HNO6C 30,8 17,7
HNO6P 0,4 13,4
UF - RZ04 RZ04C 30,8 17,7
RZ04P 1,4 15,9

Podemos observar na Tabela 4, que houve
uma retengdo parcial de proteina e lactose na MF-
6001 e na VCWP. No final das DFs, as
concentragdes de lactose ficaram semelhantes para
as amostras de permeado e concentrado da MF-
6001. As membranas RZ04 e HNO6 retiveram
praticamente toda proteina, enquanto que para a
lactose a retengdo foi baixa.

A Figura 9 mostra fotografias dos géis de
eletroforese feitos para analisar as diferentes
proteinas para as amostras de concentrado e
permeado para as quatro membranas testadas no
processo de fracionamento. As canaletas 1 ¢ 20
correspondem ao padrdo, formado por 50 pg das
proteinas BSA, BLg e ola em cada banda
correspondente, conforme pode ser visto na figura.

As canaletas 2 a 13 mostram as amostras
obtidas na MF-6001, mostrando as etapas da MF e
DF. As canaletas 14 e 15 correspondem a
membrana HNO06; as 16 e 17 aRZ04 eas 18 e 19 a
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Figura 9: Fotografias dos géis de eletroforese
para as amostras de concentrado e permeado para as
membranas testadas para fracionamento das proteinas.
Legenda: (1) e (20) padrio; (2) MCI, (3) MP1, (4) MC2, (5)
MP2, (6) DFIC, (7) DFIP, (8) DF2C, (9) DF2P, (10) DF3C,
(11) DF3P, (12) DF4C, (13) DF4P; (14) HNO6C, (15) HNOG6P;
(16) RZ04C, (17) RZ04P; (18) VCWPC, (19) VCWPP.

Todas as amostras foram dissolvidas em
tampdo na propor¢do de 2:1, e foram realizadas
diluigdes para que todas as canaletas tivessem a
mesma quantidade de proteina, ou seja, em cada
canaleta existe uma quantidade total de 50 ug. Por
1SS0, em um primeiro momento, em alguns casos,
tem-se a impressdo de que as concentragdes das
duas proteinas estdo iguais, porém analisando
cuidadosamente observa-se que as quantidades
estdo variando.

4. Conclusdes

Com base nos resultados obtidos no
desenvolvimento deste trabalho, puderam-se obter
as conclusoes listadas a seguir:

v’ para todas as membranas o fluxo de agua foi
maior que o fluxo permeado de soro;

v/ quanto maior a pressdo transmembrana, maior
o fluxo permeado;

v' 0 fluxo permeado diminui com o tempo de
operagdo devido a formagdo da camada de
polarizaggo por concentragdo e fouling;

v na etapa de DF diminui-se significativamente a
quantidade de lactose e sais no concentrado;

v' os melhores resultados para a concentragdo
protéica sdo obtidos para o maior FC: para o
Experimento 1 com FC igual a 5 ap6s as DFs
atingiu-se 53% em massa de proteina (base
seca); enquanto que para o Experimento 2 com
FC igual a 6 ap6s as DFs o percentual massico
de proteina em base seca foi de 64%;

v aumentando o numero, ¢ conseqiientemente o
volume de DFs para o FC igual a 5, a
concentragdo protéica ndo se iguala a obtida
com o FC igual a 6;

v na etapa de fracionamento das proteinas, para
as membranas testadas, observou-se que o
fluxo permeado do concentrado protéico foi
semelhante para as membranas de MF e para a
RZ04; a medida que a pressdo transmembrana
aumentou o fluxo permeado da RZ04 foi
maior.

v’ caracteristicas das membranas como material,
distribui¢do de tamanhos de poros, porosidade,
espessura tém uma grande influéncia sobre o
fluxo permeado;

v'  as interagdes soro — membrana influenciam o
fluxo permeado; os resultados da eletroforese
indicaram que parte da proteina B-Lg passou
para o permeado o que pode indicar que nem
todas as moléculas estdo se agrupando, de
acordo com informagdes obtidas na literatura.

Na proxima etapa experimental serdo
realizadas as analises que permitem identificar
a densidade da banda, ¢ conseqiientemente, a
concentragdo de cada uma das proteinas em
cada corrente.

A formacdo de dimeros e octomeros da 3-
Lg serda confirmada através de experimentos
com filtragdo gel.
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