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RESUMO

O soro lacteo é produzido durante a fabricacdo de queijos e caseina, e é o principal
subproduto da indastria de laticinios, devido principalmente, ao expressivo volume gerado.
Porém, o soro € um substrato problematico sob o ponto de vista ambiental, pois apresenta
elevados teores de carboidratos, proteinas e gorduras, que lhe conferem uma Demanda
Quimica de Oxigénio cerca de cem vezes maior que a do esgoto doméstico. Dessa forma,
as empresas estdo buscando alternativas para o reaproveitamento dos componentes do
soro, principalmente das proteinas e da lactose. Dentro deste contexto, o trabalho a seguir
visa separar as proteinas do soro do leite in natura por ultrafiltracdo (UF). Para a
concentrac@o das proteinas foram testadas membranas de massa molar de corte de 10, 30
e 50 kDa. As condi¢cBes de operacgdo foram: pressao transmembrana de 2 bar e temperatura
de 30°C %3. A eficiéncia do processo foi avaliada pela determinacdo da concentracdo de
proteina, lactose, sélidos totais, pH e condutividade elétrica das correntes de permeado e de
concentrado. Os resultados indicam que houve separacdo de um grupo de proteinas, mas
com os métodos analiticos utilizados neste trabalho nao foi possivel identifica-las. Entre as

membranas utilizadas, a que apresentou maior retencéo de proteinas foi a de 10kDa.

Palavras-Chave: Soro do leite. Processos de separacdo por membranas.

Ultrafiltragé&o.



1. INTRODUCAO

Com a expansao do consumo mundial de leite, queijos e derivados nos ultimos anos,
a producdo de soro, um dos principais subprodutos da indastria de laticinios, aumentou
consideravelmente. Devido ao elevado valor nutritivo e a sua importancia comercial,
diversos estudos tém sido realizados para a separacdo e recuperacdo das proteinas,
carboidratos, vitaminas e sais minerais presentes no mesmo. Além do valor nutricional, o
volume expressivo em que € produzido torna o soro do leite um subproduto de grande
importancia na industria laticinia. Apesar de possuir inUmeras possibilidades de reutilizacao,
como na producdo de outros queijos, bebidas lacteas, racdo animal e fertilizantes, entre
outros, 0 soro € um substrato problemético sob o ponto de vista ambiental, pois apresenta
DQO cerca de cem vezes maior que a do esgoto doméstico.

O desenvolvimento de novas tecnologias capazes de solucionar o problema do soro
de queijo pode trazer também beneficios econdmicos, pois 0 soro é considerado uma
importante fonte de proteina a ser utilizada para consumo. As proteinas do soro possuem
valor nutricional elevado, conferido pela presenca de alto teor de aminoécidos essenciais.

Industrialmente, o soro pode ser processado mediante diversas técnicas, tais como a
filtracdo, centrifugacdo, evaporacdo, secagem, ultrafiltracdo, osmose inversa, tratamento
térmico, fermentacdo, desmineralizacao e cristalizacdo, entre outras.

A ultrafiltracdo (UF) com membranas poliméricas tem sido uma das técnicas mais
promissoras, uma vez que nao faz uso do calor e ndo envolve mudancga de fase, 0 que torna
0 processo mais econémico. A UF é um Processo de Separacdo por Membranas (PSM)
usada para reter macromoléculas permitindo que moléculas de baixa massa molar
atravessem a membrana. Este processo de separagdo vem sendo utilizado na inddstria de
alimentos, principalmente na clarificacdo de sucos de frutas, cerveja e vinhos e nha
concentracdo de produtos lacteos, onde vem sendo bastante utilizada na recuperacdo das
proteinas do soro que, depois de concentradas, sdo utilizadas em dezenas de produtos
alimenticios na forma liquida ou desidratada. A UF permite uma variacao na relacdo de
concentracdo entre os varios componentes do soro, devido a retencdo seletiva das
proteinas e da permeacdo da lactose, sais minerais, agua e compostos de baixa massa
molar.

O objetivo deste trabalho é concentrar as proteinas do soro do leite in natura por
ultrafiltragdo, com membranas de diferentes massas molares de corte com o intuito de
verificar o potencial destas membranas no fracionamento das proteinas do soro.

A partir dos dados obtidos foram necessarios métodos analiticos para avaliar a
concentrac@o de proteina, lactose, solidos totais, pH e condutividade elétrica das correntes

de permeado e de concentrado.



2. FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo séo apresentados os fundamentos tedricos e um estudo da literatura
sobre as caracteristicas do soro do leite e suas proteinas. Além disso, foi realizada uma
revisdo bibliogréfica sobre os processos de separacdo por membranas (PSM), em particular
a ultrafiltracdo (UF) e serdo apresentados alguns estudos publicados recentemente sobre

aplicagbes de PSM no processamento do soro de leite.
2.1. Soro do Leite

O soro de leite é um subproduto do processamento do queijo, da caseina e de outros
laticinios acidificados, e representa a parte liquida do leite que se separa do coagulo durante
a fabricacao de queijos.

O soro € um liguido que contém aproximadamente a metade do extrato seco do leite
e €& composto por proteinas, lactose, sais minerais e tragcos de gordura. Contém
aproximadamente 6% de solidos totais, dos quais, de 0,7 a 1,2% € proteina e 3,5 a 5% séo
de lactose. Estas quantidades podem variar, conforme o tipo de leite e os métodos utilizados
para fabricacdo do queijo (MAWSON, 1994; ZADOW, 1992; SISO, 1996).

Embora seja considerado um subproduto, o soro do leite apresenta alto valor
nutricional, dado pela presenca de proteinas com elevado teor de aminoacidos essenciais, e
pelas propriedades funcionais e bioativas do soro e seus componentes, sendo visto cada
vez mais, como um potencial produto da producdo de queijo (WALZEN et al., 2002). Outra
caracteristica importante é o elevado volume de soro produzido no processo de fabricacéo
do queijo, cerca de 90% do volume do leite que entra na producéo é transformado em soro.

O leite, além de fornecer lipidios, carboidratos e vitaminas importantes, € uma
excelente fonte de proteinas de elevada qualidade (BALDASSO, 2008).

A Tabela 1 apresenta a composi¢cdo, a concentracdo e a distribuicdo dos

componentes do leite no soro e no coalho.



Tabela 1 - Concentracéo e distribuicdo dos componentes do leite no coalho e no soro.

Componente Leite (9g/100mL) Coalho (%)* Soro (%)*
Agua 87,1 6 94
Sélidos Totais 12,9 48 52
Caseinas 2,6 96 4
Proteinas 0,7 4 96
Gordura 4 94 6
Lactose 4.6 6 94
Minerais 0,7 62 38
Outros 0,32 - -

*percentual massico.
Fonte: adaptado de MILLER et al. (2000); BRANS et al. (2004).

Observa-se na Tabela 1, que no soro permanecem: 52% dos sélidos totais do leite,
assim como 38% dos sais minerais, 94% da lactose e 96% das proteinas do leite; enquanto
que, a maior parte da gordura e da caseina originais do leite permanece no coalho.

As proteinas do leite podem ser classificadas em dois grupos: as caseinas e as
proteinas do soro. As caseinas se encontram em suspensao no leite na forma de micelas,
que sdo agrupamentos de varias moléculas de caseina ligadas a ions como o fosfato de
calcio. Normalmente, esta proteina permanece estavel durante a pasteurizagdo, entretanto,
guando o leite sofre acidificacdo, como no caso da producdo de alguns queijos, ocorre
desestruturagdo das micelas e consequiente formagéo de coagulo. As proteinas do soro do
leite apresentam estrutura globular e permanecem em solucdo. Diferentemente das
caseinas, estas sdo insensiveis as coagulagbes acidas. Portanto, quando ocorre a
coagulagéo das caseinas com a gordura formando coalho, as proteinas do soro e boa parte
da lactose permanecem em solugéo (SGARBIERI, 1996).

Por outro lado, devido a sua elevada carga orgéanica, o soro do queijo € a principal
fonte poluidora do meio ambiente gerada pelo setor de laticinios. Portanto, é essencial que
este produto receba a destinacdo correta. O soro pode ser processado até produtos
diversos da industria alimenticia ou ser utilizado como alimentacdo animal. O terceiro
destino seria 0 seu tratamento para posterior despejo no esgoto (BRANDAO, 1994; NEVES,
2001).

Para atender as legislacdes ambientais, as industrias vem buscando alternativas
para a utilizagdo do soro de leite: ao invés de tratd-lo como um efluente industrial, analisado
apenas pelo seu potencial poluidor, trata-lo como um produto alimenticio devido a qualidade

bioquimica e nutricional dos seus componentes.



2.2. Producéao do Soro

O queijo pode ser definido como um produto concentrado de proteina e gordura,
obtido a partir do leite coalhado, separado do soro e amadurecido durante determinado
tempo, que depende do tipo de queijo que se deseja fabricar.

Segundo GIROTO e PAWLOWSKY (2001), a fabricacdo de queijo € um método de
transformacéo de componentes do leite em um produto de facil conserva¢do, menor volume,
alto valor nutritivo, sabor agradavel e boa digestibilidade. No entanto, durante este processo
o leite ndo é convertido 100% em queijo. Em média, dez litros de leite produzem um
quilograma de queijo e nove litros de soro, ou seja, a quantidade de soro (subproduto)
gerada no processo é muito maior do que a de queijo (produto desejado).

Na grande maioria dos processos de producdo de queijo a etapa inicial € a
pasteurizacdo, que consiste num tratamento térmico em que o leite é aquecido a
temperaturas entre 70 e 80°C durante 15 a 20 segundos, com o0 objetivo de eliminar
bactérias patogénicas e microrganismos prejudiciais a salde. Em seguida, ocorre a
padronizagdo da gordura, ou seja, a corre¢do do indice de gordura do leite e a adicdo de
fermento lactico, coalho e cloreto de calcio.

A etapa seguinte é a coagulagéo, atraves da adigcdo de coagulantes que podem ser:
vegetais e microbianos, ou acidos e coalhos de origem animal. O aumento da acidez do leite
faz a caseina precipitar, formando o coalho. Ap0s a coagulagéo, a coalhada é cortada e
pode passar por agitagdo e aquecimento para acelerar a remoc¢éo do soro. Em seguida, a
massa remanescente (pedacos de coagulo) é enformada, o que confere o formato final do
gueijo. Por fim, o queijo é prensado, para expulsar o excedente de soro, e embalado.

A Figura 1 mostra o fluxograma do processo de fabricacdo de queijo.

Leite A—»[ Corte N
v _ A 4
Pasteurizacdo Agitacdo/agquecimento
v . ) l ‘ > SORO
Padronizacao da gordura Enformagem
A\ 4 \ . \ 4 \
Adic&o de coagulantes Prensagem 54
\4 . _ A 4
Coagulacéo > Embalagem

Figura 1 - Fluxograma simplificado da producédo de queijo.
O fluxograma da Figura 1 mostra que o soro é obtido das operacBes de corte,

agitacdo, aquecimento, enformagem e prensagem.



A composicdo do soro varia de acordo com o procedimento utilizado para a
separacao da coalhada, onde é possivel obter dois tipos de soro diferentes: o soro doce e o
soro acido.

O soro doce é proveniente da coagulacdo enzimética do leite em pH préximo a 6,4
(ORDONEZ, 2005). O pH do soro doce é ligeiramente menor do que o do leite fresco, varia
de 5,9 a 6,6 (ZADOW, 1992; MILLER et al.,, 2000). No Brasil, a producdo de soro é
constituida quase que exclusivamente de soro doce, o qual é derivado da manufatura de
queijos tipo: cheddar, provolone, mussarela, prato e suico (SGARBIERI, 1996).

O soro &cido é resultante da manufatura de queijos com leites coagulados por
acidos. A precipitacdo da caseina ocorre com acidificacdo com pH n&do acima de 5,1. Na
coagulagdo &cida, o pH diminui devido a conversdo da lactose em &cido latico por
fermentagdo microbiana, ou por adicdo direta de acido minerais ou organicos, e o pH do
soro obtido varia de 4,3 a 5,1. O soro acido € obtido da fabricacdo de queijos tipo requeijdo
e ricota, e da fabricagdo de caseina comercial e tem seu consumo mais limitado, devido ao
seu sabor acido e ao elevado teor salino, (MILLER et al., 2000; MIZUBUTI, 1994; BYLUND,
1995; SISO, 1996).

Na Tabela 2, é apresentada uma comparacao entre as composi¢cées do soro doce e

acido.
Tabela 2 - Composi¢do media do soro doce e acido.
Componente (%) Soro Doce Soro Acido

Proteina 0,8 0,7
Lactose 4,9 4,4
Minerais 0,5 0,8
Gordura 0,2 0,04

Agua 93 93,5

Fonte: Ordofiez, 2005.
De acordo com a Tabela 2, o soro doce apresenta maior teor de lactose, enquanto

gue o soro acido apresenta maior indice de minerais. Quanto as proteinas, ambos
apresentam composicdo semelhante. A diferenca de concentragdo de lactose é devido o
processo de fermentacdo na producdo do soro acido, onde uma fracdo de lactose é
transformada em &cido latico, durante a formagédo do coalho. No entanto, o soro acido é
mais rico em calcio e fésforo que o soro doce, devido a solubilizacdo do complexo célcio-
fésforo, existente nas micelas de caseina, em pH acido (MIZUBUTI, 1994; WONG, et al.,
1999).

2.3. Proteinas do Soro

Quando a caseina é retirada do leite por algum método de precipitacdo, resta em
solucdo, um grupo de proteinas que sao chamadas de proteinas do soro, proteinas sollveis,

soro-proteinas ou ndo-caseinas. O soro contém cerca de 20 a 25% das proteinas originais



do leite, o que equivale a uma faixa de 0,7 a 1,2% da sua composi¢cdo média (MIZUBUTI,
1994; FOX e MCSWEENEY, 1998).

As duas principais proteinas do soro sdo: as B-lactoglobulinas (B-Lg) e as a-
lactoalbuminas (a-La), que perfazem de 70 a 80% das proteinas (SGARBIERI, 1996). As
demais proteinas sdo compostas por: Albumina do soro bovino (BSA), Imunoglobulinas (Ig),
Lactoferrina, Glicomacropeptideos, Proteose-peptonas, Aminoacidos livres, entre outras
(HARAGUCHII et al., 2006).

A B-lactoglobulina é, quantitativamente, a principal proteina do soro, e representa
10% da proteina total do leite ou cerca de 50% da proteina do soro. Contém 162
aminoacidos e apresenta massa molar de 18,362 kDa (YADA, 2004). A B-Lg esta presente
no leite dos ruminantes e suinos, mas nao é encontrada na maior parte do leite dos néo-
ruminantes, como por exemplo, no leite humano, o que justifica a alergia atribuida as
proteinas do leite que afeta cerca de 1 a 2% das criangas com menos de dois anos
(TORRES, 2005 apud BIASUTI, 2006).

A B-Lg possui na sua estrutura um grupo tiol livre, que Ihe permite a associagéo a
outras proteinas hidrofébicas, e duas pontes dissulfeto internas. A conformacdo da B-Lg
depende do pH: para valores de pH compreendidos entre 5,20 (ponto isoelétrico) e 7,50
(faixa que compreende o pH do leite e do soro) e a temperatura ambiente, todas as
variantes genéticas investigadas de B-Lg existem principalmente como um dimero estavel
de dois mondmeros unidos por ligagbes ndo covalentes, com massa molar de 36,7 kDa
(WONG et al., 1999).

A a-lactoalbumina é a segunda proteina mais abundante no soro e representa
aproximadamente 2% da proteina total do leite e 15 a 20% da proteina total do soro. Ela
esta presente no leite de todos os mamiferos, contém 123 aminoacidos, com massa molar
de 14,1 kDa e representa 28% do teor total das proteinas do leite humano (YADA, 2004;
FOX e MCSWEENEY, 1998).

A a-La purificada é usada comercialmente em férmulas infantis devido a similaridade
estrutural e composicional em relacdo a principal proteina do leite materno. Também é
utilizada em alimentos protéicos para esportistas por constituir uma excelente fonte de
amino&cidos de cadeia ramificada, os quais estdo envolvidos no fornecimento de energia e
sintese protéica muscular (WALZEN et al., 2002; HA e ZEMEL, 2003).

2.4. Uso e disposicao do soro
A crescente demanda por queijos no mercado mundial faz com que a produgéo de
soro aumente a cada ano. Estimativas apontam que a producao de leite no Brasil é de 25

bilhdes de litros por ano. Desse total, 30% s&o destinados a fabricacdo de queijo, o que

representa uma producédo de quase sete bilhdes de litros de soro anuais. O soro tem no



minimo 0,7% de proteina, o que significa um desperdicio de 40 mil toneladas de proteinas
(MILKNET, 2011). Um dos principais problemas do soro € o seu potencial poluidor. Devido
sua elevada carga organica, € considerado aproximadamente 100 vezes mais poluidor que
0 esgoto domeéstico e, portanto, pode causar sérios problemas ambientais quando
descartado de forma indevida no solo ou em cursos d’agua. Por se tratar de um subproduto
de baixo valor econdmico, o soro sempre foi tratado como um efluente. Até pouco tempo
atras, quase metade de todo soro produzido no mundo era despejado junto com os demais
residuos liquidos das industrias de laticinios, 0 que poderia significar a duplicacdo do
sistema de tratamento. Por apresentar alta concentracdo de matéria organica e deficiéncia
de nitrogénio, sua estabilizagdo por métodos convencionais de tratamento bioldgico €
dificultada (BRAILE e CAVALCANTI, 1979).

A conscientizagdo ambiental por parte das industrias faz com que haja uma
crescente busca de novas alternativas para o aproveitamento adequado do soro de leite,
seguindo uma tendéncia atual na industria de alimentos, que é a busca de novas
tecnologias visando o aproveitamento de residuos (SILVA, 2006).

O objetivo das técnicas de aproveitamento de soro de queijo é a obtencdo de
diversos produtos como ricota, bebidas lacteas, soro concentrado e em pd, concentrados
protéicos, lactose, caseina, entre outros.

Uma das opcdes é o uso do soro in natura na alimentacdo animal, o que ja é
bastante utilizado. Esta é uma solugédo simples e sem grandes custos, mas, descartando o
soro desta forma, perde-se todo o seu potencial nutritivo deste liquido, principalmente no
que se refere as proteinas e lactose.

Outra possibilidade é o aproveitamento da lactose contida no soro como substrato
para leveduras na producao de etanol. Também pode ser empregado na producéo de acido
lactico e lactatos através de fermentacdo. Isso ja vem acontecendo desde 1930, e hoje é o
subproduto mais usado para este fim. O soro pode ainda ser fermentado como alternativa
para a reducdo de carga organica, produzindo biogas e biomassa, que podem ser utilizados
como fonte de energia (PONSANO e CASTRO-GOMEZ, 1995).

Estudos realizados por HOBMAN (1984) utilizaram o soro integral ou ultrafiltrado na
fatura de produtos fermentados, como alcodis, solventes (etanol, cetona, butanol), acidos e
derivados, enzimas, leveduras de panificacdo, gomas, vitaminas, amino4cidos e proteinas
unicelulares (biomassa).

O soro € uma fonte econdémica de proteinas que oferece uma série de beneficios
funcionais em aplicacBes alimenticias. Produtos de soro podem ser utilizados para melhorar
a textura, realcar o sabor e a cor, emulsificar e estabilizar, ampliar a vida de prateleira, além
de possuirem uma série de propriedades que aumentam a qualidade final dos produtos
alimenticios (U.S.D.E.C.A, 1997).



No mercado brasileiro de laticinios, a producdo de bebidas lacteas € uma das
principais opgBes de aproveitamento do soro, devido a simplicidade do processo e a
possibilidade de uso de equipamentos ja4 existentes na usina de beneficiamento de leite
reduzindo custos. As mais comercializadas séo as bebidas fermentadas com propriedades
sensoriais semelhantes ao iogurte, contudo, o aproveitamento deste subproduto atinge

apenas 15% do total do soro produzido no pais (NEVES, 2001; SANTOS et al.,2008).
2.5. Processos de Separacao por Membranas

Os processos de separacdo por membranas (PSM) sdo operacdes que utilizam
membranas como meio filtrante no fracionamento de misturas, solu¢cbes e suspensdes
envolvendo espécies de tamanho e natureza quimica diferentes. Estes processos se
diferenciam das outras técnicas de separacao por utilizar uma outra fase, as membranas,
entre o volume das duas fases envolvidas na separacéo. Esta interface apresenta poros
muito menores em comparac¢ao aos meios filtrantes utilizados nos métodos convencionais
de filtrag&o.

O principal objetivo dos PSM é separar, concentrar e/ou purificar uma solugéo
utilizando como for¢ca motriz a diferenga de potencial quimico, que dependendo do tipo de
operacdo pode ser: diferenca de concentragdo, pressdo, temperatura ou potencial elétrico.
Essa técnica pode ser empregada para diversos fins como, tratamento de aguas residuais,
reducdo do volume de lodo, reuso de correntes de processo e efluentes industriais e em
diversos processos da indlstria de alimentos.

Os PSM vém sendo largamente utilizados nos processos de separacdo devido as
vantagens apresentadas mediante aos outros métodos, tais como: 0 menor consumo de
energia, a permeabilidade seletiva da membrana, a facilidade no escalonamento, além de
poderem ser operados em condigcbes moderadas de temperatura e pressao, e dependendo
do processo sem a adi¢cao de insumos quimicos.

A purificagdo de aguas e efluentes que utilizam membranas produzem duas
correntes distintas: o0 permeado, que passou pela membrana, e consiste da solucéo
purificada, e o concentrado ou rejeito, a corrente que fica retida pela membrana. A Figura 2

mostra um esquema simplificado desse processo.

T
ol

Alimentacdo —Pp» | 'r; :

——P» Concentrado
—— P Membrana

Permeado

Figura 2 - Representacdo esquematica de um processo de separacdo por membranas com
escoamento tangencial.
Fonte: BETTIOL, 2004.



Os processos de separacdo por membranas que utilizam a diferenca de pressdo
como forca motriz sdo a microfiltracdo (MF), a ultrafiltracdo (UF), a nanofiltracdo (NF) e a
osmose inversa (Ol). Esses processos diferenciam-se, principalmente, pela estrutura da
membrana e a intensidade do gradiente de pressdo aplicado para ocorrer a separacéo da
espécie desejada.

De acordo com sua morfologia, as membranas podem ser classificadas em densas
ou porosas. Nas membranas porosas, o transporte é fundamentalmente convectivo e ocorre
devido a diferenca de tamanho das particulas e os poros da membrana. Nas membranas
densas, por sua vez, nao ha poros, e o transporte dos componentes se envolve a sor¢éo e a
difuséo através do material da membrana.

Quanto a natureza, as membranas podem ser organicas ou inorganicas. As
membranas organicas sado produzidas a partir de polimeros sintéticos ou bioldgicos,
enguanto que as membranas inorganicas sdo produzidas com materiais ceramicos, vitreos

ou metalicos.

2.5.1.Ultrafiltracao (UF)

7

A ultrafiltragdo é um processo de separacdo por membranas utilizado quando se
deseja purificar e fracionar solugfes contendo macromoléculas, onde estas sao retidas total
ou parcialmente pela membrana, enquanto as moléculas menores passam livremente pela
membrana. A for¢ca motriz utilizada na UF é o gradiente de presséo.

O diametro de poro das membranas de UF varia entre 0,05 pm e 0,001 pm. As
membranas comerciais sdo especificadas através da sua massa molar de corte (MMC) cuja
unidade mais utilizada é o Dalton (Da). A MMC é definida como a massa molar para a qual a
membrana apresenta retencdo de 95%. As medidas de desempenho das membranas de UF

séo o fluxo permeado e a retencao de macromoléculas, como as proteinas, por exemplo.
2.6. Principios dos PSM

A seguir sdo apresentadas algumas definicdes utilizadas em PSM. As equacbes
apresentadas foram obtidas de MULDER (1996).

2.6.1. Fluxo Permeado

O fluxo permeado representa a vazao (volumétrica, massica ou molar) de permeado
por unidade de area da membrana, e depende das propriedades da membrana, do produto
a ser separado, e das condi¢cdes de operacéo. O fluxo permeado é determinado pela forca
motriz aplicada e pela permeabilidade da membrana (ou sua resisténcia).

O volume que escoa através da membrana é determinado pela Lei de Darcy, sendo
o fluxo através da membrana (J) diretamente proporcional a variacdo de pressao aplicada
(4p):

J= P x Ap
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Onde a constante de permeabilidade (P) engloba a porosidade da membrana, o
didmetro e a distribuicdo de poros, e a viscosidade do liquido que permeia.
O fluxo pode ser definido como o volume de permeado que flui através da membrana

por unidade de area e tempo:

14av

=g

Onde Jp é o fluxo do permeado (L.m?h™); A é a area da membrana (m?); z—z € o

volume de permeado recolhido (L) em funcdo do tempo para a permeacao (h).
2.6.2. Seletividade

Outro fator importante a ser levado em conta na UF é a seletividade da membrana,
gue pode ser expressa por dois parametros: a retencdo (R) ou o fator de separacgéo (a).
Para misturas aquosas diluidas, que consistem em um solvente e um soluto, é preferivel
expressar a seletividade em funcdo da retencdo em relacdo ao soluto. Nestes casos, 0
soluto é parcial ou totalmente retido pela membrana, enquanto que as moléculas de
solvente passam liviemente por ela (MULDER, 1996; HO e SIRKAR, 1992).

A retencdo observada (R,ps) pode ser estimada pela equacéo abaixo:

G, _ L C,

Rb= = -0
ons Cf Cf

Onde Cie C, (g.L™) sdo, respectivamente, as concentracdes de soluto na solucéo de
alimentacédo e no permeado. O valor de R varia entre 100% (retencdo completa do soluto) e

0% (soluto e solvente atravessam a membrana livremente).
2.6.3. Fator de Concentracao

O fator de concentracdo volumétrico (FCV) é uma variavel importante quando o
objetivo é concentrar substancias de interesse. E uma variavel limitante do processo, pois
esta diretamente ligado ao fluxo permeado, ou seja, a medida que a solucdo é concentrada

o fluxo permeado diminui. O FCV é definido pela seguinte equacao:

rey =2 - Yo
Ve (Vo —Vp

Onde V, é o volume inicial da solugéo (L); Vr € o volume retido (L); VE € o0 volume da
solucdo permeada (L).
2.7. Problemas que afetam os PSM

Existem dois fenbmenos muito comuns em se tratando de PSM, o fouling e a
polarizacdo por concentracdo. Ambos aparecem a medida que o0 processo se desenvolve, e
induzem a resisténcias ao transporte através da membrana, diminuindo o fluxo permeado.

O fouling ocorre pelo acimulo de particulas suspensas indesejaveis, organicas ou

inorganicas, e material sélido dissolvido sobre a membrana, reduzindo o fluxo de agua, e
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aumentando a passagem de sais, podendo danificar a superficie da membrana (AMIRI e
SAMIEI, 2007).

A polarizagdo por concentragdo ocorre quando o soluto acumula-se proximo a
superficie da membrana, aumentando a concentragdo do mesmo nesta regido e provocando
um aumento do fluxo salino através da membrana, diminuindo a retencdo salina. Com o
aumento da concentragdo de soluto, a diferenca de pressdo osmotica também aumenta,
reduzindo a pressado transmembrana, logo o fluxo permeado também diminui (BYRNE,
1995).

Além destes dois fendbmenos, as propriedades fisico-quimicas da solugdo também
interferem na eficiéncia da membrana, como: pH, viscosidade, massa especifica dos
componentes. As condicdes operacionais do processo como temperatura, presséo

transmembrana e vaz&o de alimentagdo também interferem no fluxo permeado.
2.8. Revisao de trabalhos recentes que utilizam PSM

Nesta secao é apresentada uma revisdo de trabalhos recentes sobre a utilizagéo dos
PSM na recuperacdo de proteinas do soro do leite e no pré-tratamento de aguas
residudrias.

REZAEI et al.(2011), estudaram os efeitos dos parametros operacionais, como o
namero de Reynolds e a pressédo, sobre o fouling e sobre o fluxo permeado em membranas
de MF de fluxo cruzado de soro do leite. Os autores detectaram o declinio do fluxo em
relagdo ao tempo quando o nimero de Reynolds era diminuido a uma pressao constante. O
mesmo comportamento foi percebido quando a pressao foi diminuida a Reynolds constante.
Em outro experimento, foi observado que a resisténcia devido a polarizagdo por
concentracdo é maior para pressfes maiores e Reynolds menores. Desta forma, os autores
concluiram que, dentre as pressdes testadas (0,5, 1, 1,5 e 2 bar) e nUmeros de Reynolds
testados (750, 1250, 1750 e 2500), a condi¢céo ideal para conduzir a MF € a pressao de 1,5
bar e com o maior Reynolds, que foi igual a 2500.

METSAMUURONEN et al. (2011) compararam métodos de andlises para a
concentracdo e fracionamento de proteinas do soro do leite em processos de separacao por
membranas de UF e comprovaram que o0s métodos de Lowry e absorcdo por UV sao os
mais recomendados para determinacao da proteina total do soro do leite. Concluiram ainda,
que o método de Lowry é mais preciso na presenca de aquecimento, tensdo de
cisalhamento e substancias que poderiam provocar distlrbios nas analises.

Um modelo combinado para predicdo de fluxo permeado durante a UF em fluxo
cruzado de uma suspenséo de soro do leite foi testado por KARASU et al. (2010). Com o
decorrer da UF, os agregados da proteina bloqueiam os poros da membrana, reduzindo a

area de permeacado. Estes agregados depositados sobre a membrana vao formando um
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“bolo”, aumentando a resisténcia a filtracdo. O modelo combinado leva em conta estes dois
fatores. Em testes realizados utilizando o modelo, observou-se a diminuicdo da resisténcia a
filtrac&o, e concluiu-se que estes modelos podem ser indicados para processos de UF.

ESPINA et al. (2010) citam a separagdo das proteinas do leite pasteurizado
desnatado usando filtragdo dinamica com membranas ceramicas e confirmaram o grande
potencial destas membranas para separar as micelas de caseina por MF de leite
pasteurizado. A membrana com MMC de 50 kDa testada reteve cerca de 90% da caseina.

CASSINI et al. (2009) fazem uma comparacao entre membranas de 5, 20 e 50 kDa
na ultrafiltracdo de efluentes provenientes da producdo de proteina isolada de soja. A
membrana de 5 kDa apresentou os melhores resultados: menor reducdo do fluxo de
permeado ao longo do tempo (indicando uma menor ocorréncia de compactacdo, e
fendbmenos de polarizagcdo por concentragédo e fouling), as percentagens de retencdo mais
elevadas (34% de DQO, 52% de proteina, 21% de ST e 86% de STS) e as aguas residuais
com a melhor qualidade final, demonstrando que o uso de membranas de UF no pré-
tratamento de aguas residuais de proteinas isoladas da soja é muito promissor para a
reducdo da carga organica e recuperacgéao de proteinas.

PAGNO et al. (2009) utilizaram processo de ultrafitracdo (UF) associada a
diafiltracdo (DF) para obter concentrados protéicos de soro de leite (CPS) e caracterizar
suas propriedades funcionais tecnoldgicas. Os resultados obtidos demonstraram a
viabilidade de utilizar a ultrafiltracdo na obtencdo de CPS e a eficiéncia da DF continua na
purificacdo das proteinas, principalmente quando realizada em um maior ciclo de DF com
pequenos volumes de dgua. Como o processo nao utiliza altas temperaturas, pouco afetou
as propriedades funcionais tecnolégicas de tais proteinas, que sdo mais afetadas pela sua
composicao de origem nao protéica.

Avaliar a eficiéncia de duas membranas, uma plana e outra espiral, para obter duas
fracBes, uma rica em B-lactoglobulina (B -Lg) e outra rica em a-lactalbumina (o-La) de um
concentrado protéico de soro do leite usando microfiltracdo (MF), foi objeto de estudo de
BALDASSO et al. (2011)%. Com a membrana plana obteve-se um retido com 78% das
proteinas em solucdo, e esta membrana mostrou-se permeavel a ambas as proteinas, p-Lg
e a -La. A retencdo de proteina com a membrana espiral foi de 65%, e houve retengéo
parcial de lactose. O permeado coletado durante a concentragdo com a membrana espiral
foi mais de 50% de a-La. Os resultados indicaram que pode ter ocorrido uma agregacao
das proteinas durante os experimentos, pois s6 houve separacdo parcial das proteinas em
estudo.

A concentracao e purificacdo de proteinas do soro usando UF em associacdo com a
diafiltracdo (DF) também foi estudada por BALDASSO et al. (2011)°. Os resultados

mostraram que a UF é o processo mais adequado para a producdo de concentrados
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protéicos. A DF foi muito eficaz quando realizada com pequenos volumes por diversas
vezes. O processo mostrou-se eficiente para a remocgéo de sais, pois todo o sal foi removido
do concentrado na UF.
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados os materiais, 0s equipamentos e as membranas
utilizadas na realizacdo dos experimentos. Ainda, apresenta-se a descricdo dos métodos
analiticos utilizados na andlise das amostras e a metodologia experimental da separacao

das proteinas do soro.
3.1. Preparacao do Soro

Neste trabalho foi utilizado soro de leite in natura, preparado através da coagulacao
de leite integral padronizado.

O soro doce foi obtido atraves da adi¢cédo de dez mililitros do coagulante liquido Ha-La
a 12 litros de leite, a 35°C. O coagulante contém quimosina, enzima utilizada na fabricacéo
de alguns tipos de queijo. Depois de permanecer em repouso por aproximadamente 45
minutos, o coagulo foi cortado e a solugéo agitada para dessorar o coagulo. Esta solugéo foi
filtrada, para separar o soro do coagulo formado.

O soro inicial continha em média 5,5 % de sdlidos totais (base seca); e era composto

por 30 g.L™ de lactose, 18 g.L™ de proteina e 6 g.L™ de sais.
3.2. Equipamento
O processo de UF do soro foi realizado em um sistema de bancada localizado no

Laboratério de Separagdo por Membranas — LASEM da UFRGS. O equipamento de UF

utilizado esta representado na Figura 3.
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Legenda:

(1) banho termostatico

(2) tanque de alimentacédo

(3) bomba de engrenagens

(4) pré-filtro

(5) médulo para membrana

(P1) e (P2) manémetros

(V1), (V2), (V3), (V4) e (V5) valvulas
2 (T) Termopar

L

Figura 3 - Representacdo esquematica do sistema de bancada de UF.
Como pode ser observado na Figura 3, o sistema é formado pelos seguintes

equipamentos:

um banho termostatico (1), marca Lauda, com reservatério de 0,02 m?®
controle analdgico de temperatura, precisédo de 2 °C, que opera na faixa de
temperatura de 20 a 100 °C;

um tanque de alimentac&o de vidro (2), com capacidade de 0,002 m*;

uma bomba de engrenagens (3), fabricada pela Procon, construida em aco
inoxidavel e grafite, fornecendo uma pressdo méaxima de 17,23 x 10° Pa e
vazao méaxima de 7,89 x10° m®.s™;

um pré-filtro (4), da marca Cuno e fabricante Engefiltros, constituido de uma
carcaca de aco inoxidavel e elemento filtrante de polipropileno de 1 ym;
carcacga para membrana plana (5), construida de aco inoxidavel 316, permite

a instalacdo de membranas com &rea util de 61,02 cm?;
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= um termopar (T) do tipo J, com limites de erro padrao de £ 2,2 °C ou £ 0,75%.
Este envia um sinal para um indicador de temperatura modelo West 2300,
com graduacgédo decimal em graus Celsius;
» dois manémetros (P1) e (P2), de ago inoxidavel, da marca Wika, com escala
de 0 a 40 x10° Pa.
A Figura 4 apresenta uma fotografia do equipamento utilizado para os experimentos
de UF.

Figura 4 - Fotografia do equipamento utilizado nos experimentos de UF.
O banho termostatico (1) foi utilizado para manter a temperatura de operagéo

constante de 30 °C (= 3 °C).

O pré-filtro (4) é instalado antes do médulo da membrana, com o objetivo de reter as
impurezas em suspensao provenientes da corrente da alimentacao, evitando o entupimento
do mddulo e, aumentando a durabilidade da membrana de UF.

Os manémetros (P1l) e (P2) estdo localizados nas correntes de alimentacdo e
concentrado, respectivamente, para tomadas de pressdo na entrada e na saida do modulo.

A célula para membrana plana (5) consiste de um médulo de placas paralelas com
uma membrana permeavel entre elas. A membrana é permedavel ao solvente e parcialmente
permeavel aos solutos, de acordo com o coeficiente de retencdo local, que depende da
velocidade de permeado e da concentragdo de solutos da solucdo de alimentacgéo.

O médulo da membrana é representado esquematicamente na Figura 5, onde é
possivel observar as vistas superior e lateral da célula de UF. A Figura 6 apresenta uma
fotografia da célula utilizada nos experimentos de UF.
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Figura 5 - Representacao esquematica do modulo de UF: vistas superior e lateral.
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Figura 6 - Fotografia da célula de UF.
3.3. Membrana

Nos experimentos de fracionamento das proteinas do soro do leite foram testadas
membranas planas poliméricas de UF de massas molares de corte (MMC) de 10, 30 e 50
kDa, denominadas de UF 10, UF 30, UF 50, respectivamente, do fabricante DBO Filtros.

Foram utilizadas membranas com diferentes MMC com o objetivo de analisar o
potencial de cada uma delas, e consequentemente, verificar qual delas é mais eficiente na
separacao das proteinas durante a filtrag&o do soro.

A Figura 7 mostra uma fotografia do tipo de membrana utilizada nos experimentos.

Figura 7 - Fotografia a membrana plana de UF utilizada nos experimentos.

3.4. Metodologia Experimental
Primeiramente, realizou-se a compactacdo da membrana e verificou-se sua
permeabilidade hidraulica, com o objetivo de prepara-la e caracteriza-la para os ensaios de
UF do soro. Em seguida, testes com o soro in natura foram realizados. E por fim, realizaram-

se medidas de fluxo de agua ap0s os experimentos.

3.4.1.Compactacdo das membranas e medidas de fluxos

permeados de agua.

O objetivo da compactagdo € realizar o adensamento da microestrutura das
membranas, para que isso ndo aconteca durante o0s ensaios, levando a conclusdes
errdbneas sobre fendbmenos inerentes a esses processos, como fouling, por exemplo. Os
testes de compactacao sdo executados a uma pressédo maior do que a de operacdo até que
o fluxo permeado de 4gua torne-se constante com o tempo.
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O tanque foi alimentado com dois litros de agua destilada. A bomba foi acionada e
regulou-se a valvula de contra pressao até alcancar a maior AP possivel (8 bar) para que o
adensamento da microestrutura fosse garantido. A agua ficou recirculando em torno de 10
minutos para estabilizar o sistema. Em seguida, foram realizadas medidas de fluxo de 10 em
10 minutos. As medidas de fluxo de permeado foram realizadas através do método
volumétrico direto, onde calcula-se os dados de fluxo a partir da medida do tempo que um
fluido leva para preencher o volume fixo de uma proveta. A compactacdo era encerrada
gquando o fluxo de agua tornava-se constante.

Antes e apds cada experimento, foram realizadas medidas de fluxo de agua, com o
objetivo de avaliar a permeabilidade hidraulica e o grau de fouling da membrana. Estes
testes permitem avaliar, principalmente, o comportamento das membranas em relagdo a
agua com respeito aos valores de fluxo de permeado, em diferentes pressdes. Além disso,
servem para comparar o estado das membranas apdés a passagem do efluente pelas
mesmas, e assim ter uma idéia de quanto o fouling foi significativo nos experimentos de

separacao por membranas e o quanto diminuiu a eficiéncia do sistema

3.4.2.Medidas de fluxos permeados de soro e concentracédo das

proteinas

Inicialmente, o tanque foi alimentado com 1,5 litros de soro e completado com agua
destilada, em seguida, foi iniciada a permeacédo do efluente, com objetivo de analisar a
influéncia da pressdo no fluxo de permeado. As pressGes impostas ao sistema foram,
respectivamente, 5, 4, 3, 2 e 1 bar e, para cada uma delas foram realizadas trés medidas de
fluxo de permeado.

Na etapa de concentracdo das proteinas, a presséo transmembrana foi mantida em
2 bar e a temperatura do soro em 30 + 3°C.

Nos primeiros dez minutos, o sistema operou em reciclo total, ou seja, as correntes
de permeado e concentrado retornavam para o tanque de alimentagéo, para homogeneizar
a solugdo e para o sistema entrar em equilibrio térmico. Apds, somente a corrente
concentrada retornava ao tanque. Medidas diretas de fluxo permeado foram realizadas a
cada 20 minutos. A cada 200 mL filtrados, foram coletadas, simultaneamente, amostras de
permeado e concentrado, para analises de pH, condutividade elétrica, extrato seco total e

concentracdes de lactose e proteina.
3.5. Métodos Analiticos

Neste capitulo estdo descritos os métodos analiticos utilizados nas andlises das
amostras de concentrado e permeado dos processos de UF e fracionamento das proteinas

do soro do leite. Os materiais e o procedimento utilizado sdo apresentados no Anexo A.
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3.5.1.Analise de Extrato Seco Total - Método Gravimétrico

O objetivo desta analise é verificar a concentracdo total de matéria seca néo volatil
das amostras de permeado e concentrado do soro do leite. O extrato seco total foi
determinado pela diferenca de massa antes e ap0s a secagem, através da seguinte
equacéo:

Am
|4
onde: ST = solidos totais (g.L™"); Am = diferenca de massa antes e apds a secagem

(9); V = volume da amostra (L).
3.5.2.Determinacgéo da Proteina Total - Método de Lowry

Este método tem sido utilizado para determinacdo da concentracdo de proteinas

totais devido sua alta sensibilidade, além de apresentar menor consumo de amostra.

3.5.3.Determinacdo do teor de Lactose — Método do Acido

Dinitrossalicilico - DNS

O método DNS é usado para determinacdo de lactose por possibilitar a analise de

varias amostras ao mesmo tempo.
3.5.4.pH e condutividade elétrica

As analises de pH foram realizadas através do pHmetro Denver Intrument UB-10. O
eletrodo utilizado € do tipo ultra basic electrode 300729-1 com ponte eletrolitica de KCl e é
provido de termo-compensador. A precisdo de medida apresenta incerteza de + 0,1 e
confianca de 95%. O equipamento foi calibrado regularmente com padrdes de pH 4 e 10
conforme as instru¢des do fabricante. O pH das amostras foi monitorado para verificar se
ndo ocorreu degradacdo das amostras durante 0s experimentos. A analise da
condutividade elétrica é essencial para determinar a presenca de substancias com carga
nas amostras liquidas. Solu¢des inorganicas conduzem melhor a corrente elétrica do que as
solugBes organicas. Deste modo, esta analise auxiliou na avaliagdo da retengdo de sais na
UF do soro. O equipamento utilizado foi o condutivimetro Digimed DM-31, com eletrodo
modelo DMC-010M e K=1 cm™.

3.5.5.Anédlise de Proteina — Cromatografia Gel.

A filtragdo em gel é uma técnica bastante utilizada na separacdo de macromoléculas
de massas molares diferentes e para o isolamento e purificagdo de proteinas. O principio
deste método baseia-se na particdo de moléculas entre a fase modvel e uma fase
estacionaria, que tem efeito de uma peneira molecular. As moléculas menores passam mais
lentamente pela coluna, enquanto que, as moléculas maiores passam pela coluna

juntamente com a fase mével e sdo eluidas primeiro.
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A cromatografia foi realizada em um cromatografo série 200 da Perkin Elmer —
Column Oven com detector de indice de refracdo, utilizando coluna de gel filtragédo
PolySep — GFC — P3000 com dimensdes de 7,8 x 300 mm (Phenomenex). Como fase mével
utilizou-se agua. A etapa de gel filtracao foi realizada em coluna.

As amostras foram filtradas por membranas de tamanho de poro de 0,22 um antes
de serem injetadas na coluna.

Foram aplicados 60 uL da amostra de soro e apos a entrada da amostra, a eluicdo

das proteinas é feita com 4gua com uma vaz&o de 0,4 mL.min™ na temperatura de 60 °C.
3.6. Limpeza das Membranas

Um procedimento de limpeza foi utilizado para restituir as caracteristicas de fluxo e
retencdo da membrana e prevenir o desenvolvimento de microrganismos no sistema. A
limpeza foi realizada ao final de cada experimento.

Apo6s a remocdo do concentrado, foi recirculada &dgua destilada no sistema para
remover a solucdo residual do processo de concentragdo, até 0 momento em que O
permeado se apresentou visualmente limpo. Na etapa seguinte, foi realizada a limpeza
alcalina, onde o sistema é preenchido com agua destilada ajustando-se o pH entre 10 e 10,5
com hidroxido de sodio (NaOH) e em seguida, recircula-se esta solucdo pelo sistema por
aproximadamente 20 minutos. Finalmente, foi feito um enxagiie com agua destilada por
mais 20 minutos para remocao da solucdo alcalina, realizando medidas de fluxo de agua

para verificar se as condi¢fes iniciais foram restituidas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados da etapa experimental da
UF soro do leite, onde foram utilizadas trés membranas com MMC diferentes. Primeiramente
sdo apresentados os resultados da compactacdo das membranas, seguidos da
permeabilidade hidraulica das mesmas. Por fim, avaliaram-se as medidas de fluxo e de
concentracdo de soro, assim como, as medidas de fluxo de agua apds a realizagdo dos
experimentos.

4.1. Compactacao das membranas

Medidas de fluxo de agua, com pressao transmembrana de 8 bar, foram realizadas
durante a compactacdo das trés membranas utilizadas nos experimentos, durante tempo
suficiente para que as membranas apresentassem fluxo permeado constante.

Os resultados da compactagéo para as trés membranas de UF séo apresentados na

Figura 8.
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Figura 8 - Compactacdo das membranas UF 10, UF 30 e UF 50.
Na Figura 8, pode-se observar que as membranas UF 30 e UF 50 no inicio dos

experimentos possuiam fluxo hidraulico em torno de 600 L.m?.h™, ocorreu queda no fluxo de
adgua ao longo do tempo, e as membranas foram consideradas compactadas quando os
fluxos atingiram um patamar, apés cerca de 150 minutos de passagem de agua. Para a UF
30 a compactacéo foi encerrada quando a membrana apresentava fluxo de 330 L.m?.h™ e
para a UF 50 quando o fluxo foi de aproximadamente 400 L.m?2h™. Para a UF 10 a
diminuicdo do fluxo néo foi tdo expressiva quanto para as membranas anteriores, o fluxo

inicial foi de cerca de 250 L.m?.h™ e ao final da compactacao era de 180 L. m?Zh™.
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4.2. Fluxos permeados para agua

O fluxo permeado (Jp) de agua foi medido em diferentes pressdes, iniciando-se pela

maior pressao (8 bar). Os resultados obtidos nesta etapa estao apresentados na Figura 9.
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Figura 9 - Fluxo de 4gua em funcédo da presséo para as membranas de 10, 30 e 50 kDa.
A Figura 9 mostra que o fluxo de 4gua aumenta linearmente com a presséo.

Observa-se também, que quanto maior a AP aplicada, maior o Jp de agua.

A membrana com menor MMC (UF 10) possui o menor fluxo de agua quando
comparada as outras membranas. A membrana com maior MMC (UF 50) apresentou fluxo
significativamente maior, enquanto a UF 30 apresentou fluxos hidraulicos semelhantes ao

da membrana UF 10
4.3. Fluxos permeados para o soro

O fluxo de soro foi verificado nas pressdes de 5, 4, 3, 2 e 1 bar, respectivamente. A
Figura 10 mostra o fluxo permeado de soro em funcéo da presséo para as trés membranas
de UF.
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Figura 10 - Fluxo permeado de soro vs pressdo para as membranas UF 10, UF30 e UF 50.
De acordo com o gréfico da Figura 10, o fluxo de soro é proporcional a pressao

aplicada, ou seja, quanto maior a pressado transmembrana, maior o fluxo. No entanto, as
curvas que representam o fluxo de soro em funcdo de AP ndo apresentam a mesma
linearidade dos fluxos hidraulicos.

As trés membranas apresentaram medidas de fluxos permeados diferentes: a
membrana UF 50 apresentou o maior fluxo de permeado de soro; a membrana UF 30, fluxos
intermediarios; e a UF 10, os fluxos mais baixos. Esta diferenca foi mais expressiva nas
maiores pressdes de operacao. Este comportamento € justificado pela maior quantidade de
soluto que chega a superficie da membrana em pressdes mais elevadas, intensificando o
fendbmeno de polarizagédo por concentracdo e a tendéncia de formacao de fouling.

Observa-se também, que os fluxos permeados do soro sdo menores que os fluxos
da 4gua apresentados na Figura 9 em todas as pressodes. Isso ocorre devido as interagoes
entre a membrana e a solugéo, efeitos da viscosidade cinematica e da difusividade massica.

Levando em conta estes resultados, que ja foram observados em trabalhos
anteriores (BOSCHI, 2006; BALDASSO, 2008), optou-se por trabalhar na pressao de 2 bar

na concentracéo do soro.
4.4. Concentracao do soro
Apo6s as medidas de fluxo do soro iniciou-se a concentracdo do soro a pressao

constante (2 bar). A Figura 11 mostra o fluxo de permeado em fungdo do tempo durante a

concentracdo do soro para as trés membranas de UF.
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Figura 11 — Concentracdo do soro para as membranas UF 10, UF 30 e UF 50.
Através da Figura 11 observa-se que o fluxo diminui com o tempo de operacdo para

a membrana UF 50 e UF 30, sendo mais acentuado para a membrana de 30 kDa. Para a
membrana UF 10 o fluxo apresentou-se praticamente constante.

A membrana de 30 kDa, apresentou o menor fluxo permeado, inicia em 17 L.m2hte
vai diminuindo até atingir 11 Lm®2.h™ no final da UF (~ 200 minutos). A queda inicial mais
acentuada se deve provavelmente a formacdo da camada de polarizagdo por concentragéo
e ao fouling.

A Figura 12 apresenta os teores de sélidos totais (ST), proteinas, sais e lactose em
funcdo do tempo de experimento para o concentrado e para o permeado (respectivamente)
na etapa de concentracédo para a membrana UF 10.
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Figura 12 - Concentragao de ST, proteina, sais e lactose na corrente de concentrado e permeado
para a membrana UF10.

Observando a Figura 12, nota-se que o teor de ST na corrente de concentrado
manteve-se em torno de 60 g.L™, o teor de lactose, proteina e sais ficou em torno de 35, 20
e 6 g.L™, respectivamente, enquanto que, os teores dos componentes do soro no permeado

nao tiveram muita variacdo em funcdo do tempo. Quando se compara o teor de ST e de
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proteina no concentrado e no permeado verifica-se que estes componentes estdo em menor
concentracdo no permeado, em torno de 40 e 3 g.L™. Houve a passagem de uma pequena
guantidade de proteinas no permeado, porém a maior parte delas ficou retida na membrana.
O teor de lactose no concentrado e no permeado da UF 10, no entanto, é bastante
semelhante, mostrando que a membrana é permeavel a esta molécula. Este mesmo
comportamento foi observado para os sais presentes em solugéo.

Os teores de ST, proteinas, sais e lactose em fun¢do do tempo para o concentrado

e para o permeado para a etapa de concentracdo com a membrana UF 30 sdo mostrados

na Figura 13.
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Figura 13 - Concentracdo de ST, proteina, sais e lactose da amostra de concentrado e permeado
para a membrana UF 30.

Analisando os gréaficos, observa-se que 0s resultados mostram 0 mesmo
comportamento dos resultados da membrana UF 10. O teor de soélidos totais € maior no
retido do que no permeado, devido a maior concentracdo de proteinas na corrente do
concentrado. Os teores de lactose e sais no concentrado e no permeado foram bastante
semelhantes.

Na Figura 14 estdo apresentados os resultados dos teores de ST, proteina, sais e

lactose das amostras de concentrado e permeado para a membrana UF 50.
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Figura 14 - Teor de ST, proteina, sais e lactose das amostras de concentrado e permeado para a
membrana UF 50.

Assim como ocorreu nas outras membranas, a concentragcdo de proteinas € maior no
concentrado, pois acredita-se que estas moléculas apresentem massa molar maior que a
MMC das membranas, e fiqguem retidas na membrana, ocasionando um maior teor de ST na
corrente do concentrado.

Comparando as trés membranas, observa-se que a membrana UF 10 apresenta
maior niumero de sélidos totais na corrente do concentrado. Isso se explica pelo fato desta
membrana apresentar a menor MMC, logo, maior é a quantidade de soluto que ndo permeia
pela membrana.

E possivel observar que ndo ha um aumento expressivo no teor dos componentes
durante a etapa de concentragdo do soro. Isso deve ter ocorrido, porque 0s experimentos
foram limitados pelo baixo fator de concentragdo volumétrico final atingido (cerca de 1,5).
Isso se deve as limitagbes experimentais, como, pequena area de permeacdo das
membranas de UF, por exemplo.

Para ocorrer a purificacdo de proteinas a UF poderia ter sido associada a UF
operada no modo de diafiltracdo. Esse modo de operacdo consiste em adicionar agua a
solugdo de alimentagao e retirar o mesmo volume no permeado, provocando uma “lavagem”
dos solutos de menor massa molar, como lactose e sais minerais, e assim promover a
purificacdo dos componentes que ficam preferencialmente retidos, como as proteinas, no
caso deste trabalho.

A Figura 15 mostra os graficos da retencao observada de proteina, sais e lactose em

funcdo do tempo para cada membrana analisada (UF 10, UF 30 e UF 50, respectivamente).
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Figura 15 - Retencdo observada de proteina, sais e lactose em funcdo do tempo para as
membranas UF 10 (superior esquerda), UF 30 (superior direita) e UF 50 (inferior).

Pela andlise dos gréaficos pode-se observar que a retencdo das proteinas se manteve
em torno de 80% para todas as membranas testadas, enquanto que as retengfes de sais e
lactose foram menores do que 20%.

A retencdo de lactose diminui para todas as membranas, exceto para a UF 10, na
qgual as proteinas que ficam retidas passam a ter uma influéncia maior na retencdo. Assim,
pode-se concluir que as membranas apresentam uma retengéo parcial a lactose o que pode
gerar uma maior dificuldade na purificagdo das proteinas. Segundo REKTOR e VATAI
(2004), a retencdo da lactose pela membrana de UF ocorre devido a camada gel formada
durante o processo.

Para todas as membranas de UF foi observada uma pequena concentracdo de
proteinas no permeado. E para uma avaliagdo mais detalhada, andlises de cromatografia
gel foram realizadas, e serdo discutidas a seguir.

As figuras 16, 17 e 18 apresentam os resultados das analises de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).
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Figura 16 - Resultado da anélise de HPLC para a membrana UF 10.

Figura 17 - Resultado da anélise de HPLC para a membrana UF 30.
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Figura 18 - Resultado da anélise de HPLC para a membrana UF 50.
Pela andlise dos graficos apresentados, observa-se que a concentracao de proteinas

€ bem maior na corrente do concentrado, para as trés membranas, comprovando que uma
grande parte destas moléculas ficou retida.

A membrana com menor MMC (UF 10) apresentou a maior retencdo de proteinas.
Isto pode ser observado pela maior diferenca entre os picos de permeado e concentrado. A
membrana UF 30 também apresentou proteinas no permeado.

Para a membrana UF 50, a diferenca entre a concentracdo de proteinas na corrente
de concentrado e permeado foi menor, o que pode ser explicado, pelo fato desta membrana
possuir maior MMC, permitindo que uma maior quantidade de proteinas passe para o
permeado.

A coluna usada nesta analise ndo foi suficiente para identificar quais proteinas
ficaram retidas na membrana e quais passaram para o permeado. Observa-se nas Figuras
14, 15 e 16 que o tempo de retengdo para as proteinas foi 0 mesmo em todos os casos,
tanto para o permeado quanto para o concentrado, indicando que um grupo de proteinas
esta presente em solugdo. No entanto, no soro de leite estdo presentes proteinas de
diversas massas molares, e como esta € uma coluna de exclusdo por tamanho, as
moléculas deveriam ter diferentes tempos de retencdo, o que nao foi observado. Isso pode
ter ocorrido devido a fortes interacbes entre as moléculas que ndo permitiram a sua
separacao, ou devido a baixa forca ibnica do eluente utilizado (nesse caso a agua). A
purificagdo e o fracionamento das proteinas do soro de leite podem ser utilizado como tema

de trabalhos futuros.
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4.5. Fluxos permeados para agua antes e depois da

concentragéo do soro
Medidas de fluxo permeado de agua foram realizadas para todas as membranas nas
pressdes de 8, 6, 4 e 2 bar, respectivamente, antes e depois da UF do soro. A Figura 19

apresenta os fluxos para as trés membranas testadas.
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Figura 19 — Permeabilidade hidraulica das membranas UF 10 (superior esquerda), UF 30 (superior
direita) e UF 50 (inferior) antes e depois da UF do soro de leite.

Analisando os gréaficos pode-se observar que o fluxo de agua depois da passagem
do soro pelo sistema é bem menor que o fluxo de agua antes da UF, para todas as
membranas. Esta diferenca € maior para as maiores pressoes.

A diminuicdo da permeabilidade hidraulica das membranas ocorre porque as
particulas presentes no soro vao se depositando sobre a membrana, criando uma camada
que dificulta a passagem do permeado.

A membrana UF 50 apresentou maior diferenca de fluxo permeado antes e depois da
UF do soro. No inicio do experimento, quando a maior pressédo (8 bar) é aplicada ao
sistema, o fluxo de 4gua antes da UF do soro € de 320 L.m?2h?, apos o soro, o fluxo
permeado de agua é de 30 L.m?.h™. Desse modo, conclui-se que o fouling foi mais

significativo para a membrana com maior MMC (UF 50).
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos no desenvolvimento deste trabalho, sdo apresentadas

a seguir, as conclusdes e sugestdes para o desenvolvimento de trabalhos futuros.
5.1. Conclusoées

v O fluxo de agua aumenta linearmente com 0 aumento da pressao
transmembrana para as trés membranas testadas, sendo que a membrana
de 50 kDa apresentou o maior fluxo. O mesmo comportamento € observado
para o fluxo permeado de soro, porém, este fluxo € bem menor que o da
agua para todas as membranas.

v O fluxo permeado de soro diminui com o tempo de operacdo devido a
formacdo da camada de polarizagdo por concentracdo e fouling, e ainda,
devido ao aumento da concentracdo da solugdo e conseqgientemente as
mudancas nas propriedades de transporte, difusividades massica e de
transferéncia de quantidade de movimento e nas propriedades da solucao,
tais como massa especifica e viscosidade dinamica. Este comportamento
nao foi observado para a membrana UF 10, onde o fluxo permaneceu
praticamente constante.

v' Ocorre um aumento de ST na corrente de concentrado devido a maior
concentracdo de proteina retida pela membrana. No permeado a
concentracdo de ST é aproximadamente constante.

v" O fluxo de agua depois da passagem do soro pelo sistema é bem menor que
o fluxo de agua antes da UF do soro, para todas as membranas, devido o
acumulo de soluto sobre a membrana, dificultando a passagem do
permeado.

v' O fendbmeno de polarizagédo por concentracdo e a tendéncia de formacao de
fouling sédo mais intensos em pressdes mais elevadas.

v Nao houve um aumento expressivo no teor dos componentes durante a
concentracdo do soro, provavelmente, devido ao baixo fator de concentragéo
volumétrico final atingido (1,5), que pode ter ocorrido devido & pequena area
de permeacéo utilizada nos experimentos.

v' Cerca de 80% das proteinas ficaram retidas nas membranas.

v’ Houve passagem de uma pequena quantidade de proteinas para o
permeado, mas com a coluna utilizada nas analises de HPLC, nédo foi
possivel identifica-las.

v" A membrana UF 10 apresentou a maior retencdo de proteinas.
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5.2. Sugestdes para Trabalhos Futuros

Com base nas conclus@es deste trabalho, sao listadas a seguir algumas sugestdes

para trabalhos futuros.

v

Purificacao e fracionamento das proteinas do soro separadas neste trabalho a
partir de processos de separacdo de membranas associados entre si.

Testes de outras colunas de cromatografia para avaliagdo das amostras de
permeado e concentrado do soro de leite.

Recuperacao e aproveitamento dos demais componentes do soro de queijo,
como a agua do soro, sais e lactose.

Testar a eficiéncia dos métodos de separagdo convencionais em
experimentos com soro do leite e comparar com 0s processos de separacao
de membranas.

Levantamento do mercado consumidor do soro de leite e técnicas para o seu

melhor aproveitamento pelas industrias de laticinios.
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ANEXO A

A.1.Métodos Analiticos

Neste anexo estdo descritos os materiais e 0 procedimento utilizados para a

realizacao das andlises das amostras do concentrado e do permeado dos processos da UF

do soro de leite.

A.1.1.Andlise de Extrato Seco Total - Método Gravimétrico

Materiais:

capsula de fundo chato de porcelana;

areia tratada;

dessecador com silica gel ou cloreto de calcio;
pipeta volumétrica de 10 mL;

banho-maria;

estufa a 85 °C;

balanca analitica.

Procedimento

E N

© N o u

Cobrir as capsulas de fundo chato com 10 g de areia tratada;

Levar a estufa a 105 °C por 1 hora;

Esfriar em dessecador por 45 minutos e pesar,

Pipetar volumetricamente 10 mL de amostra distribuindo a solugdo em toda a
superficie da areia;

Levar ao banho-maria por 30 minutos;

Secar em estufa a 85 °C por 2 horas;

Esfriar em dessecador e pesar;

Repetir os procedimentos 6 e 7 até peso constante ou minimo.

A.1.2.Determinacéo da Proteina Total - Método de Lowry

Reagentes:

reagente A: dissolver 0,5 g de sulfato de cobre (CuSO,.5H,0) e 1,0 g de
citrato de sodio em 100 mL de 4gua destilada; (esta € uma solucéo estavel e
pode ser preparada com antecedéncia);

reagente B: dissolver 20,0 g de carbonato de sédio (Na,COs) e 4,0 g de
hidréxido de sédio (NaOH) em 1,0 L de agua destilada; (esta solucdo nao é
estavel e deve ser preparada na hora da analise);

reagente C: misturar 1 mL do reagente A e 50 mL do reagente B;

reagente D: Reagente Folin-Ciocalteus 2 N e 4gua destilada preparados na
proporgdo 1:1; (solucdo estavel);

solucdio padrdo de BSA (0,5 mg.mL™).
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Procedimentos

1.

Para determinar a concentracao de proteinas da amostra, construir uma curva
padrao de calibracdo com cinco concentragdes diferentes de proteina, BSA —
0;0,1;0,2; 0,3; 0,4; 0,5 mg.mL™.

Adicionar 2,5mL do reagente C a um tubo de ensaio contendo 500 mL de
amostra diluida apropriadamente (contendo até 0,5mg.mL™) de proteinas e
misturar bem. A amostra deve ser diluida de forma que sua concentracéo
figue dentro da amplitude da curva de calibracdo. Normalmente, diluicbes de
40 vezes sao suficientes (50 mL de amostra + 1950 mL de agua destilada);
Incubar a temperatura ambiente por 5-10 minutos;

Adicionar a seguir 250mL do reagente D, misturar bem e incubar novamente
por 30 minutos;

Ler a absorbancia a 750 nm.

A concentragdo das amostras € determinada pela interpolacdo dos valores de

absorbancia na curva padrao.

Obs.: A curva de calibracdo deve ser feita todas as vezes em que a metodologia for

utilizada, j& que alguns reagentes ndo sao estaveis e devem ser preparados no momento da

andlise.

A.l1.3.Determinacdo do teor de Lactose — Método do Acido

Dinitrossalicilico — DNS

Materiais:

estufa a 85 °C;
reagente DNS;
tubos de ensaio;

lactose (padrao).

Procedimento:

1.

a > w DN

Preparar uma solucéo de DNS:
l. 0,25 gramas de Acido 3,5-dinitrosalicilico
II. 75 gramas de Tartarato de sodio e potassio dissolvidos em 50 mL de
NaOH 2 M.

[ll. 250 mL de &gua.
Adicionar 200 yL de amostra a 2 mL de solugdo DNS.
Aguecer a mistura em banho-maria a 100 por 10 min.
Esperar esfriar e ler a absorbéancia a temperatura ambiente e a 570 nm.
Aplicar o valor da leitura na respectiva equacao da curva-padrédo previamente

elaborada para o aparelho.



Obs: Sensibilidade do método de 0,3 a 30 mM de lactose.
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