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Resumo da Dissertagdo apresentada ao Programa de P6s — Graduacdo em Engenharia de
Alimentos como parte dos requisitos necessarios para obtencdo do Grau de Mestre em

Engenharia de Alimentos.

CONCENTRACAO DE PROTEINAS DE SORO DE LEITE POR
ULTRAFILTRACAO

Sidiane Iltchenco
Fevereiro/2016

Orientadoras: Prof* Dr* Eunice Valduga; Prof* Dr* Juliana Steffens.

O objetivo do estudo foi avaliar o processo de UF na recuperagdo dos constituintes do soro de
leite bovino utilizando um sistema de bancada com volume de operagdo de 200 mL, em
escoamento dead-end, membrana plana de polisulfona amida (100 kDa e area de permeacao
de 0,001134 m2). Primeiramente, foi realizado um planejamento fatorial 22, variando-se a
temperatura (20 a 40°C) e a pressdo 1 a 3 bar, e na sequencia foi realizado um novo
planejamento com temperaturas de 5 a 15°C e pressdes de 1 a 3 bar, respectivamente. Como
varidveis dependentes foram avaliadas o fluxo permeado de dgua e soro de leite, proteina,
solidos, condutividade elétrica, acidez, pH, lactose minerais totais das fragdes concentradas e
permeadas e as resisténcias das membranas frente as condigdes de processo. Da condigdo
maximizada com a membrana de 100 kDa, também foram realizados experimentos com
membrana plana de polietersulfona de 50 kDa. Em relagdo ao fluxo de permeado de soro ao
longo do tempo verificou-se uma queda, onde a pressdo e temperatura exerceram influéncia
significativa (p<0,05) positiva no fluxo médio, indicando que a medida que aumenta-se a
temperatura ¢ a pressdo obtém-se aumento de fluxo. A maxima concentragdo de proteina
obtida no concentrado foi de 1,35 % operando a 15°C e 3 bar. Na temperatura de 40°C e 1 bar
foi verificado no concentrado a maior acidez (31,73°D e pH 4,37), como consequéncia uma
reducdo no teor de lactose. Nao foi detectada influencia significativa (p>0,05) da temperatura
e pressdo sobre a condutividade e teores de minerais totais dos concentrados e permeados nas
faixas estudadas. A resisténcia de permeagio para a membrana de 100 kDa foi de 2,43 x 10’ a
40°C enquanto que a 15°C foi de 2,77 x 10”. Em relagio a membrana de 50 kDa foi verificado
fluxo permeado menor 7,19 L/m’h, porém uma retengdo de proteinas cerca de 3 vezes maior
do que com a membrana de 100 kDa nas mesmas condi¢des de UF, sendo verificado por
eletroforese permeacdo com predomindncia das para as proteinas, B-lactoglobulina e a-
lactoalbumina. Desta forma, a utilizacdo da UF (50 kDa) em temperaturas na faixa de 10°C e
pressdo de 2 bar torna-se uma alternativa recomendavel para concentragdo e conservagdo de
constituintes do soro de leite e aumento de escala.

Palavras-chave: Ultrafiltracdo; Soro de leite; Concentracdo; Caracterizagdo.
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WHEY PROTEIN CONCENTRATION IN ULTRAFILTRATION

Sidiane Iltchenco
February/2016

Advisors: Prof' Dr* Eunice Valduga; Prof* Dr* Juliana Steffens

The aim of the study was to evaluate the UF process in the recovery of bovine whey
constituents using a laboratory system with operation volume of 200 mL in flow dead-end,
flat membrane of polysulfone amide (100 kDa and permeation area of 0.001134 m?). First, a
factorial design 2°, the temperature (20 to 40°C) and the pressure (1 to 3 bar) was performed,
and the sequence was carried out a new design with temperatures 5 to 15°C and pressures of 1
to 3 bar, respectively. The dependent variables measured were the flow of water permeate and
milk whey, protein, solids, conductivity, acidity, pH, ash, lactose, concentrated and the
permeated fractions and membranes across the resistances of the process conditions. The
condition maximized with the membrane of 100 kDa were also made with flat membrane
polyethersulfone 50 kDa. In relation to milk whey permeate flux over time was observed one
decrease, where the pressure and temperature have positive influence (p<0.05) in the flow,
indicating that as the temperature increases and pressure are obtained increased flow. The
maximum protein concentration in the concentrate obtained was 1.35 % operating at 15°C and
3 bar. At 40°C and 1 bar was observed in concentrate the higher acidity (31.73°D and pH
4.37) results in a decrease in lactose content. The temperature and pressure no significant
influence (p>0.05) on total conductivity and mineral contents of the concentrates and
permeates. The permeation resistance of 100 kDa was 2.43 x 107 at 40°C while at 15°C was
2.77 x 10’. With respect to the membrane 50 kDa was observed lower permeate flow
7.19 L/m’h, however a high protein retention about 3 times greater than with the membrane of
100 kDa, was verified by electrophoresis permeation with predominance of proteins, -
lactoglobulin and a-lactalbumin. Thus the use of UF (50 kDa) at temperatures of 10°C and
pressure of 2 bar, is one recommendable alternative for concentration and conservation
constituents of milk whey and scale up.

Keywords: Ultrafiltration; Whey; Concentration; Characterization.
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1 INTRODUCAO

A industria de laticinios é uma das que mais cresce no mundo e com o Brasil ndo ¢
diferente, porém um dos principais problemas na industria de lacticinios e a geragdo de um
subproduto denominado de soro de leite. O soro de leite corresponde a fragdo liquida
remanescente apos a coagulagdo do leite e remocgdo de caseina durante a fabricagdo de queijo,
sendo resultante da fabricacdo de queijos ou da producdo de caseina. Esse subproduto
representa cerca de 85 a 90 % do volume total do leite utilizado durante a producdo de queijos
e contém, aproximadamente, 55 % dos nutrientes do leite incluindo as proteinas, a lactose,
vitaminas soliveis em agua ¢ minerais (BALDASSO et al., 2011b; BRANDELLI et al., 2015,
PALATNIK et al., 2015).

O soro de queijo ainda ¢ pouco aproveitado no setor tecnolodgico alimenticio, sendo
grandes volumes enviados para nutri¢do de suinos, ou direcionados a sistemas de tratamento
de efluentes com baixa eficiéncia ou altos custos (SERPA et al., 2009, SOUZA et al., 2010).
Devido ndo somente ao elevado conteiido de substincias orgénicas, mas também ao volume
elevado de soro produzido, este se torna um dos maiores problemas para as industrias de
laticinios em todo o mundo. Quando o mesmo ¢ incorporado as aguas residuais dos laticinios,
constitui a principal fonte poluidora do meio ambiente gerada nesse setor, sendo que a carga
poluente representada pela demanda bioquimica de oxigénio (DBO) podera atingir valores de
aproximadamente 60.000 mg.O,/L, ou seja, cerca de 100 vezes maior que o de um esgoto
doméstico (BARBOSA et al., 2010; PRAZERES et al., 2012).

No entanto se o soro de leite ¢ visto como um agente de poluicdo, por outro lado, pode
ser considerado um produto nobre, rico em nutrientes, principalmente proteinas de alta
qualidade biologica. O seu fracionamento pode contribuir assim para melhorar a expressao de
suas propriedades permitindo a utilizagdo dos constituintes de maior importancia no dmbito
comercial. Os minerais do soro, por exemplo, podem ser utilizados para fortificacdo de
alimentos e bebidas enquanto que a lactose pode ser fonte de material energético podendo ser
aproveitada para diversos processos biotecnoldgicos em industrias alimenticias, farmacéuticas
e de cosméticos. Ja as proteinas do soro consideradas a fragdo mais importante, possuem
propriedades nutricionais além de importantes propriedades fisico-quimicas e funcionais
como: emulsificante, espumante e geleificante, podendo ser incorporadas em uma vasta gama
de alimentos (ZAVAREZE et al., 2010; BALDASSO, 2011;ARUNKUMAR & ETZEL
2015).



Tendo em vista que os constituintes do soro principalmente as proteinas apresentam
grande potencial para aplicagdo em alimentos buscam-se técnicas para o aproveitamento do
mesmo. Uma alternativa ¢ o estudo da recuperacdo e fracionamento dos constituintes por meio de
membranas utilizando os processos de separagdo por membranas (PSM). A industria de
laticinios ¢ uma das pioneiras no desenvolvimento de equipamentos e técnicas com
membranas, sendo a ultrafiltracdo (UF) o principal processo para fracionar os constituintes do
soro (LEIDENS, 2013). A UF ¢ um dos procedimentos de separacdo mediante membranas
microporosas, que permite uma variacdo na relagdo de concentracdo entre o0s Vvarios
componentes do soro, devido a retengdo seletiva de proteina e outros materiais coloidais, com
permeagdo de constituintes como lactose, sais minerais € outros compostos com menor massa
molar da membrana utilizada (ROSA et al., 2010; FAEDO et al, 2013; BAGUENA et al.,
2015).

Uma vez que a quantidade de soro produzida vem aumentando anualmente e
considerando seu desperdicio, aliado ao seu valor nutritivo, o fracionamento do soro de leite ¢
uma alternativa ndo apenas de interesse cientifico, mas também comercial. Neste contexto, o
objetivo do presente estudo foi identificar alternativas para um adequado aproveitamento do
soro de leite pelas industrias de laticinios de forma a agregar mais valor a esse subproduto e
consequentemente, diminuir a polui¢do gerada por esse setor contribuindo para a melhoria do
meio ambiente e proporcionando ganhos as indistrias. Para tanto foram definidos alguns
objetivos especificos:

v’ Caracterizar o soro de leite in natura em termos de proteina total, solidos totais, pH,
acidez, lactose, condutividade elétrica € minerais;

v Avaliar os efeitos das varidveis temperatura (°C) e pressdo (bar) sob os fluxos de
permeado com membrana de 100 kDa para a 4gua e para soro de leite, empregando
metodologia de planejamento de experimentos;

v’ Verificar as resisténcias das membranas de 100 kDa frente as condi¢des de processo;

v’ Caracterizar as fragdes de permeado e concentrado do soro de leite obtidas por
ultrafiltragdo, em termos de proteina total, solidos totais, condutividade elétrica,
acidez, pH, lactose, e minerais;

v Determinar a rejeigdo das membranas para proteina, solidos totais, lactose e minerais;

v" Comparar a concentragdo dos constituintes do soro e fluxo de permeado da condigédo
maximizada obtida com a membrana de 100 kDa com uma membrana de 50 kDa;

v’ Avaliar as fragdes proteicas do concentrado e do permeado obtidos da membrana de

50 kDa pela metodologia de eletroforese.



Esta dissertacdo esta dividida em itens, conforme descricdo resumida apresentada a
seguir: No item 2, serd apresentada uma breve revisdo da literatura abrangendo as caracteristicas
do soro de leite bovino e principais constituintes, bem como suas propriedades e produtos
derivados. Os fundamentos tedricos sobre os processos de separacdo com membranas,
incluindo maiores detalhes sobre a ultrafiltragdo, fatores que afetam a eficiéncia destes
processos, além da aplicagdo desta tecnologia na industria de lacticinios. No item 3 serdo
apresentados os materiais, equipamentos e técnicas necessarias ao processo de ultrafiltracdo
(UF) em escala laboratorial, tipos de membranas utilizadas bem como a descri¢do dos
métodos analiticos utilizados na analise das amostras.

No item 4, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos dos efeitos das
variaveis (pressdo e temperatura) sob os fluxos de agua e de soro de leite e também sob os
constituintes dos concentrados ¢ permeados de soro utilizando membrana de 100 kDa e
posteriormente os resultados de fluxo e separagdo dos constituintes obtidos da condigdo
otimizada para a membranas de 50 kDa. Nos itens 5 ¢ 6 serdo apresentadas as conclusdes e

sugestdes para trabalhos futuros e finalizando a lista de referéncias e os apéndices.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item ¢ apresentada uma revisao da literatura sobre as caracteristicas do soro de
leite, dando énfase para o soro de leite doce que foi o utilizado neste estudo e nas proteinas de
grande interesse nas industrias. Além disso, sdo apresentados fundamentos tedricos sobre os
Processo de Separagdo com Membranas (PSM) e fatores que afetam a eficiéncia destes

Processos.

2.1 SORO DE LEITE

A industria de lacteos ¢ um dos setores mais importantes da economia de paises
industrializados e em desenvolvimento. Em geral, os queijos sdo, em termos de volume, o
principal destino do leite processado com quase 45% da produgdo total de leite. Entretanto,
um dos principais problemas associados a producdo de queijo ¢ a geragdo de um subproduto
denominado soro de leite (POPPI et al., 2010; PALATNIK et al., 2015).

O soro de leite também conhecido como soro de queijo, soro lacteo ou lacto soro, ¢ um
subproduto da industria de laticinios que pode ser definido como sendo a por¢do aquosa do
leite que se separa do coagulo durante a fabricacio de queijos ou da caseina (GUIMARAES et
al., 2010; BALDASSO et al, 2011a). Em sua forma liquida apresenta-se opaco com
coloragdo amarelo-esverdeado, sendo que sua composi¢do quimica ¢ varidvel em funcdo do
tipo queijo ou caseina produzidos, do tipo de leite utilizado, do periodo do ano, do tipo de
nutricdo oferecida aos animais, do estagio de lactacdo e também da qualidade e tipo do
processamento industrial a que foi submetido (SMITHERS, 2008; POPPI et al., 2010).

Do ponto de vista industrial, existem dois tipos de soro fluido: o soro de leite doce e o
soro de leite 4cido, classificados por sua acidez total ou por seu conteudo em écido lactico
(OLIVEIRA et al., 2012; PA’EE et al., 2015). O soro acido ¢ um subproduto da fabricacdo do
caseinato, requeijao, queijo Quarq ou queijo tipo Cottage ¢ apresenta um pH ndo superior a
5,1. O soro doce ¢ obtido pela coagulacdo enzimatica na producdo de queijos tipo Minas
Frescal, Mussarela, Prato, Colonial entre outros e apresenta pH de pelo menos 5.6 (SILVA et
al., 2015; SMITHERS, 2015).

O soro de leite 4acido tende a ter um teor de mineral mais elevado em comparagdo com
soro de leite doce. Ja a concentracdo de lactose ¢ menor no soro acido do que no soro doce,
devido ao processo de fermentacdo na producgdo do soro acido, onde uma fragdo de lactose ¢é

transformada em acido latico, durante a formagdo do coalho. Com relagdo a composigdo



proteica, ambos os soros sdo semelhantes no que se refere a maioria das proteinas (ALVES et
al., 2014; PA’EE et al., 2015). Com relacdo a aplicagdes industriais, o soro acido tem uso
limitado devido ao sabor acido elevado, mas pode ser utilizado como realgador de sabor de
molhos para saladas, retentor de dgua, emulsificante e como fonte de célcio, ja o soro doce ¢
bastante utilizado em produtos de panifica¢do, salgadinhos, sorvetes e sobremesas lacteas

(PELEGRINI & CARRASQUEIRA 2008; CARVALHO et al., 2013).

2.1.1 Producao do soro de leite

A quantidade de soro que ¢ gerado no processo de fabricagdo de queijo depende muito
do tipo de queijo produzido, além das técnicas de processamento empregadas, mas em média
estima-se, que para a fabricacdo de um quilo de queijo sdo necessarios dez litros de leite e
dependendo da agua utilizada no processo recuperam-se de nove a doze litros de soro
(PRAZERES, et al., 2012; BRANDELLI, et al., 2015). A Figura 1 ilustra o fluxograma

simplificado da producdo de queijo.

Figura 1- Fluxograma simplificado da produgdo de leite.

| Leite |
| Pasteurizacao )
Padronizacao Gordura
L__Adicao dos Ingredientes _J
| (oagulacao ]
| Corte )
Agitacao /A 1ment SORO DE
l Enformagem ] LEITE
| Prensagem ]
| Embalagem )

Fonte: Adaptado de Carvalhaes (2002) e Baldasso (2008).

O numero de estagios da produ¢do de queijo depende muito da variedade a ser obtida,
mas de forma geral, a producdo de queijo ¢ iniciada com o tratamento térmico em que o leite ¢

aquecido a temperaturas entre 70 ¢ 80°C durante 15 a 20s para eliminar as bactérias



patogénicas e as formas vegetativas de micro-organismos prejudiciais. Em seguida, ocorre a
correcdo do indice de gordura do leite e a adicdo de ingredientes, tais como: fermento latico,
coalho e cloreto de calcio. A etapa seguinte ¢ a coagulacdo do leite, no qual o aumento da
acidez do leite faz a caseina precipitar, formando o coalho. Quando o coagulo se encontra
com a consisténcia desejada, ¢ cortado e pode passar por agitacdo e também aquecimento para
acelerar a remog¢ao do soro. Apds essa operagdo o queijo ¢ enformado e prensado para
remover o restante de soro e finalmente embalado (CARVALHAES, 2002; BALDASSO,
2008).

Durante a fabricagdo do queijo ha uma separagdo dos nutrientes do leite no coalho e
no soro. Os componentes insoluveis em agua (caseina e gordura) permanecem no coalho,
enquanto que os constituintes soliveis em agua (lactose, sais e proteinas do soro) sdo retidos
no soro. A distribuicdo dos componentes no soro depende do tipo de queijo que esta sendo
fabricado e das formas de coagulacdo da caseina, mas em média, 52 % dos soélidos totais,
94 % da lactose, 96 % das proteinas soliveis em 38 % dos minerais presentes no leite,
permanecem no soro apos a fabricacdo de queijo. A fracdo proteica do soro, por sua vez,
contém, aproximadamente, 50 % de B-lactoglobulina, 25 % de o-lactoalbumina e 25 % de
outras fracdes proteicas, incluindo as imunoglobulinas (MILLER et al., 2000; OLIVEIRA et
al., 2012).

2.2 ASPECTOS AMBIENTAIS

Devido ao seu elevado conteudo em matéria organica, que € associado principalmente
a presenca de lactose e proteinas, o soro possui alta Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO)
(PRAZERES et al, 2012; BRANDELLI et al.,, 2015). Quando o mesmo ¢ disposto
incorretamente pode conduzir a poluicdo das aguas, geragdo de odor desagradavel, destrui¢do
da flora e fauna, comprometimento da estrutura fisico-quimica do solo dessa forma causando
graves problemas ambientais (POPPI et al., 2010).

Geralmente o parametro mais empregado para medir a polui¢do ¢ a demanda
bioquimica de cinco dias (DBOs). A DBOs do soro encontra-se entre 30.000 a 50.000 mg/L,
isto significa que para cada litro de soro descartado nos efluentes, cerca de 30 a 50 g de
oxigénio dissolvido na agua desaparecerdo. Este valor é aproximadamente 100 vezes maior
que o de um esgoto doméstico, assim um laticinio com produg@o média de 10.000 L de soro
por dia, provoca a mesma carga poluente de uma populacdo de 5000 habitantes (BARBOSA
et al,, 2010; LEITE et al, 2012; CARVALHO et al., 2013; SILVA, 2013). Além da



contribuicdo organica o soro de leite também apresenta altas concentragdes de sais minerais,
principalmente cloreto de potassio (KCl) e cloreto de sédio (NaCl), e sais de calcio
provenientes do processamento do queijo, conferindo uma contaminacao inorgénica. Devido a
essas caracteristicas, o soro, se lancado em corpos d'dgua, pode causar um excesso de
consumo de oxigénio das aguas, levando a impermeabilizacdo, eutrofizagdo e a toxicidade dos
corpos receptores (PAN et al., 2011; PRAZERES et al., 2012).

Embora os métodos de eliminagdo do soro nos cursos de agua foram toleradas por um
tempo, a elevada DBO levou a introducdo de rigidas normas ambientais em muitas jurisdi¢cdes
que hoje impedem a eliminagdo do soro de leite ndo tratado (SMITHERS, 2015). Processos
biolégicos aerdbios e métodos fisico-quimicos podem ser utilizados para tratar este tipo de
efluente, mas requerem alto investimento por parte das queijarias, além de elevado gasto
energético pelas instalagdes (SPACHOS & STAMATIS, 2011). Além disso, o descarte
incorreto do soro com ou sem tratamento eficiente ndo ¢ somente um crime previsto por lei,
como também um desperdicio de um alimento que possui significativa qualidade nutricional e
bioquimica (BARBOSA et al., 2010; POPPI et al., 2010). No sentido de atender as legislagoes
ambientais, as industrias vém buscando alternativas para a utilizagdo do soro de leite e ao
invés de tratd-lo como um efluente industrial (BARBOSA et al., 2010) utilizd-lo como

ingrediente em produtos alimenticios.

2.3 PRINCIPAIS CONSTITUINTES DO SORO DE LEITE

A Tabela 1 apresenta os principais constituintes do soro de leite doce.

Tabela 1- Composi¢@o aproximada do soro de leite doce.

Componentes Soro doce (%) *
Agua 93-95
Sélidos Totais (ST) 5,5-6,5
Proteina 0,7-1,2
Gordura 0,04-0,05
Lactose 3,8-5,0
Minerais totais 0,5-0,8

*Percentual massico

Fonte: Adaptado de Miller et al.(2000); Antunes (2003); Baldasso (2008).

O soro ¢ composto de agua, lactose, proteinas, uma quantidade minima de gordura e
minerais incluindo NaCl e KCl, sais de calcio (principalmente fosfatos) (PESCUMA et al.,
2010). O mesmo ainda contém 4cido latico (0,5 g L™) e 4cido citrico, compostos nitrogenados

ndo-proteicos (uréia e acido urico) e vitaminas do complexo B (DRAGONE et al., 2009).



O soro doce geralmente apresenta composi¢do igual ou proxima ao apresentado na
Tabela 1, entretanto cabe ressaltar que o teor destes compostos pode variar em funcao da raga
do rebanho e alimentacdo, da sazonalidade, além do tipo de tratamento a que o leite foi
submetido (aquecimento, centrifugagdo, homogeneizacao) e da técnica de produgdo de queijo
(PRAZERES et al., 2012). Devido a sua importancia nos processos de separacdo as

caracteristicas dos principais componentes sdo apresentados nos topicos a seguir.

2.3.1 Lactose

A lactose ¢ um carboidrato caracteristico do leite, ¢ um dissacarideo constituido por
glicose e galactose. No leite integral a mesma ¢ responsavel por 40% do total de sélidos
enquanto que em leites desengordurados representa em torno de 54%. No soro de leite a
mesma ¢ o composto solido presente em maior quantidade ficando em torno de 70% em base
seca (MATTILA-SANSHOLM & SAARELA, 2003).

Esse carboidrato apresenta a mesma massa molar da sacarose, diferindo desta na
configuragdo molecular, no poder edulcorante, na solubilidade e no poder redutor. A lactose é
cerca de dez vezes menos solivel que a sacarose, o que pode causar cristalizacdo e,
consequentemente, problemas tecnologicos durante o processamento de alguns produtos na
industria de laticinios. Na industria alimenticia sua maior utilizacdo ¢ como ingrediente, sendo
empregada em formulagdes de alimentos infantis; industria farmacéutica e derivados de
lactose, inclusive a produgdo de glicose e galactose por hidrélise (KOBLITZ 2008; CAMPOS
et al., 2009; SOUZA et al., 2010).

2.3.2 Sais Minerais e Vitaminas

O soro apresenta quantidades razoaveis de minerais e vitaminas. Grande parte das
vitaminas presentes no leite esta presente no soro, com predomindncia das vitaminas do
complexo B, tais como a: tiamina (B1), riboflavina (B2), acido pantoténico (B5), piridoxina
(B6), cobalamina (B12), também estdo presentes o acido ascorbico (vitamina C), a niacina, o
retinol (vitamina A) e tocoferol (vitamina E). Além das vitaminas, o soro pode ser
considerado uma boa fonte de minerais, pois possui por¢des de calcio, magnésio, fosforo,

potassio e sddio entre outros (ARANHA et al., 2000).



2.3.3 Proteinas

Proteinas de soro de leite podem ser definidas como aquelas que permanecem soluveis
na fase liquida apds a precipitagdo da caseina; estas apresentam uma estrutura globular
contendo algumas pontes de dissulfeto, que conferem um grau de estabilidade estrutural, além
disso, apresentam excelente composicdo em aminodcidos, alta digestibilidade e
biodisponibilidade de aminoacidos essenciais e, portanto um elevado valor nutritivo. O soro
bovino contém aproximadamente 20 % das proteinas originais do leite sendo a f-
lactoglobulina (B-Lg), a-lactolbumina (a-La) as proteinas majoritarias representando de 70 a
80 % do total das proteinas (SGARBIERI, 2005; ALMEIDA et al., 2013). Nos ultimos anos,
o interesse na purificacdo ¢ no fracionamento de proteinas de soro de leite tem crescido,
devido as suas caracteristicas funcionais, nutricionais e biologicas e suas aplicagdes
terapéuticas e em alimentos (BAGUENA et al., 2014). Abaixo estio descritas as principais
caracteristicas das proteinas presentes no soro de leite:

- P-lactoglobulina (pB-Lg): Esta proteina ¢ a mais abundante do soro, representa
aproximadamente 50% de todas as proteinas do soro e 10 % do leite, no entanto essa fracdo
ndo esta presente no leite humano. E uma proteina globular constituida de 162 residuos de
aminoacidos e massa molar de 18,3 kDa (GAUCHE et al., 2010; ALMEIDA et al., 2013;
KHEM et al., 2015). A B-Lg ¢ considerada estabilizante de proteinas, usada para produgao de
balas e guloseimas. Possui capacidade de ligar-se a compostos, por exemplo, acido palmitico,
tolueno, azul de bromo-fenol, acido retindico e o retinol, além de apresentar um efeito
protetor na destruicdo térmica do acido ascorbico em solugdo aquosa. Além disso, por ser uma
proteina de grande valor nutritivo e elevada solubilidade e estabilidade pode ser usada para a
fortificacdo de bebidas e sucos de frutas. A partir de hidrolisados de B-Lg, também, podem ser
preparados leites com baixo conteido de fenilalanina, utilizados na alimentacdo de lactantes
com fenilcetonuria (GRASSELLI et al., 1997; POPPI et al., 2010).

- o-lactoalbumina (a-La): Esta proteina ¢ a segunda maior fragdo presente no soro do leite,
representando cerca de 20 % das proteinas totais, com uma massa molar de 14,2 kDa, ponto
isoelétrico na faixa de 4,0-5,0 e uma elevada estabilidade térmica (EDWARDS et al., 2009;
GAUCHE et al., 2010; KHEM et al., 2015), sendo rica em aminoacidos essenciais,
principalmente o triptofano, um aminoacido precursor de niacina, vitamina hidrossoluvel,
cujos derivados desempenham um importante papel no metabolismo energético celular

(SGARBIERI, 2005; ALMEIDA et al., 2013).
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A o-La possui capacidade de se ligar a certos minerais, como célcio e zinco, o que

pode afetar positivamente sua absor¢do. A fracdo ainda apresenta atividade antimicrobiana
contra bactérias patogénicas, como por exemplo, Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
Além disso, devido ao seu alto teor de triptofano ¢ utilizada na indistria de alimentacao
infantil, pode ser usado como agente contraceptivo e ainda possui atividade potencial contra o
cancer (HARAGUCHI et al., 2006).
- Albumina de soro bovina (BSA): Esta fracdo ¢ um polipeptidio simples contendo cerca de
582 aminoacidos ¢ massa molar entre 66 a 69 kDa, correspondendo a cerca de 10% das
proteinas do soro de leite. Caracteriza-se pelo baixo nimero de triptofano e metionina, porém
¢ rico em cistina, acido aspartico, acido glutdmico, lisina e arginina, sendo uma relevante
precursora da sintese de glutationa (HARAGUCHI et al., 2006; SANTOS et al., 2011;
ALMEIDA et al., 2013).

Além da B-Lg da o-La e da BSA, outras proteinas tais como imunoglobulinas,
lactoferrina e lactoperoxidase sdo encontradas no soro de leite em pequenas quantidades,
consideradas como proteinas minoritarias. As imunoglobulinas (Ig) representam pelo menos
2% da proteina total do leite, sendo proteinas de alta massa molar 150-1000 kDa. Existem
quatro classes de Ig encontradas no leite: IgG1, IgG2, IgA e IgM. Suas principais acdes
biologicas residem na imunidade passiva e atividade antioxidante, oferecendo protegao contra
infecgdes, pois estimulam a produgdo de linfocitos, também sio responsaveis pela indugdo da
morte celular de células tumorais e atividade antiviral (HARAGUCHI et al., 20006;
ALMEIDA et al., 2013).

A lactoferrina ¢ sintetizada pelos neutréfilos, possui uma cadeia de 689 aminoacidos e
uma massa molar de aproximadamente 80 kDa, apresenta um ponto isoelétrico de 9,4, e alta
afinidade pelo ferro. A lactoferrina presente no soro de leite tem similaridade com a
lactoferrina encontrada na corrente sanguinea, onde funciona como transportadora de ferro.
Estudos na area indicam que a mesma aparenta ser responsavel por varios papéis bioldgicos,
como na atividade imunomoduladora, agdo antiviral, antioxidante, anti-inflamatoria e
antibacteriana (ALMECIJA et al., 2006; POPPI et al., 2010; ALMEIDA et al., 2013).

As lactoperoxidases consistem de uma unica cadeia polipeptidica contendo 612
residuos de aminoacidos. Apresenta massa molar média de 78 kDa representando cerca de 0,5
a 1,0 % das proteinas do soro. A mesma tem sido objeto de vérios estudos visando a sua
utilizacdo como meio de controlar o desenvolvimento da acidez e mudancas de pH durante a

estocagem e produtos de leite resfriados (BALDASSO, 2008; ALMEIDA et al., 2013).
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Ainda € possivel encontrar no soro os glicomacropepetideos e alguns polipeptideos
(proteose-peptonas). O glicomacropepetideo ¢ encontrado apenas no soro doce e ndo
apresenta aminoacidos sulfurados e aromaticos. E uma das tinicas proteinas naturais livres de
fenilalanina podendo assim ser utilizado em alimentos para o tratamento da fenilcetontiria. As
proteose-peptonas sdo resultantes da protedlise das caseinas por enzimas do leite ¢
correspondem a aproximadamente 1,1 % da proteina total do leite (BALDASSO, 2008;
LEIDENS, 2013).

2.4 PROPRIEDADES DAS PROTEINAS DO SORO DE LEITE

As proteinas do soro do leite tém sido alvo de inimeros estudos nos ultimos anos, em
razdo da descoberta do elevado valor biolégico de seus peptideos, fonte de aminoacidos
essenciais, os quais os seres humanos ndo sdo capazes de sintetizar. As mesmas ainda
constituem ingredientes dos mais valorizados pelas suas excelentes propriedades nutritivas,
tecnologicas e funcionais (ALMEIDA et al., 2013).

De acordo com Smithers, (2008), as proteinas do soro possuem altos indices de valor
bioldgico em comparacdo a outras fontes naturais de proteinas, como ovos, peixes, carne
bovina e soja. O Indice de Eficiéncia de Proteinas (IEP) do soro é de 3,2, indice esse que
avalia a qualidade das proteinas, numa escala que varia de 0 a 3,5 permitindo, assim,
considera-las como excelente do ponto de vista nutricional (BARBOSA et al., 2010). A alta
qualidade nutricional das proteinas ¢ atribuida a presenca de aminoacidos essenciais (ndo
sintetizados pelo organismo humano), sendo que esse perfil de aminoacidos essenciais atende
ou supera todas as exigéncias qualitativas e quantitativas estabelecidas pela Organizagdo das
Nagodes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (FAO) e pela Organizagdo Mundial de
Saude (WHO) (BALDASSO, 2008; SMITHERS, 2015).

As proteinas do soro de leite ainda sdo conhecidas pela versatilidade de suas
propriedades funcionais tecnoldgicas como ingredientes em inumeros produtos alimenticios
(ALVES et al., 2014). As propriedades funcionais mais importantes das proteinas do soro sdo
a solubilidade, a viscosidade, capacidade de reteng¢do de agua, a gelificacdo, a emulsificacdo e
a capacidade de formagdo de espuma (ALMECIJA et al., 2007). Para Haraguchi, et al.,
(2006), devido a essas propriedades, as proteinas do soro apresentam extensa aplicagdo na
industria de alimentos na producdo de formulas infantis, panificagdo, embutidos e sorveteria.
Na Tabela 2 sdo apresentadas algumas aplicacdes do soro de leite na indistria de alimentos e

o efeito da sua adi¢do a nivel funcional.
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Tabela 2- Exemplos da aplicag@o funcional do soro de leite na industria de alimentos.

Aplicacao Efeito Funcional

Produtos de panificacdo, sorvetes, molhos e

produtos carneos Emulsdes estaveis

Produtos lacteos (sobremesas ¢ iogurtes) Gelificacdo, textura lisa e cremosa

Reten¢do de dgua, aumento de viscosidade,

Molhos para saladas e sopas melhoria da textura

Melhoria da qualidade nutricional, aumento

Bebidas nutricionais . .
da viscosidade

Estabilidade de espuma e melhoria da

Merengue, bolos e produtos de confeitaria . ~
capacidade de aerag@o

Fonte: Adaptado de Zuiiiga et al., (2002).

Além de propriedades nutricionais e funcionais as proteinas do soro podem apresentar
propriedades fisiologicas. Estudos indicam que as mesmas possuem varias sequéncias de
aminoacidos com propriedades bioativas, ou seja, sua hidrélise pode liberar peptideos capazes
de modular respostas fisiologicas no organismo animal, tendo sido observadas atividades
imunomoduladora, antimicrobiana e antiviral, antitumoral, antitlcera, anti-hipertensiva,
anticoagulante, fatores de crescimento celular, aumento no combate a infeccdes e processos
inflamatdrios, agdo no sistema cardiovascular, além de outros beneficios (SGARBIERI, 2004;

BUTYLINA et al., 2006; ALMEIDA et al., 2013).

2.5 PRODUTOS DERIVADOS DO SORO DE LEITE

Na alimenta¢do humana o soro pode ser utilizado na forma liquida, condensada ou em
p6. Porém o soro liquido pasteurizado fresco ¢é dificilmente usado em industrias de alimentos,
devido ao alto custo de transporte e¢ a suscetibilidade para deterioragdo durante o
armazenamento (MILLER et al., 2000).

Atualmente existem varios produtos derivados do soro de leite disponiveis
comercialmente. Eles sdo obtidos a partir de processos de fracionamento, principalmente de
proteinas, e tem inimeras fungdes na alimentag@o. As fracdes dos produtos de soro podem ser
agrupadas em categorias, de acordo com as caracteristicas determinadas pelo tipo e grau de
processamento aos quais sdo submetidas. Sdo elas: soro em pod, soro deslactosado, soro
desmineralizado, concentrados proteicos de soro (CPS), isolados proteicos de soro (IPS) e

lactose. Cada um desses produtos de soro ¢é utilizado com base nas caracteristicas funcionais
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especificas apresentadas por cada um deles (ANTUNES, 2003; LEIDENS, 2013; LEIFELD,

2014). A Tabela 3 apresenta os principais produtos que podem ser obtidos do soro de leite.

Tabela 3- Principais produtos derivados do soro de leite.

Produto Proteina (%) Lactose (%) Gordura (%) Sais (%) Umidade (%)

Soro em pé 10-15 63-75 1,0-1,5 8,2-8.8 3,5-8,0
di‘;{;’c‘:)‘;f;o 18-24 52-58 1,0-4,0 11-22 3,0-4,0
dessr‘;riflg;gg o 11-15 70-80 0,5-1,8 1,0-1,7 3,0-4,0
CPS 35 34-36 46-52 3,0-4,5 6,5-8,0 3,0-4,0
CPS 50 50-52 33-37 5,0-6,0 7,5-8.5 3,0-4,5
CPS 65 63-65 20-23 5,0-6,5 3,0-7,0 3,0-4,5
CPS 80 80-82 4-8 4,0-8,0 3,0-4,0 3,0-4,5
IPS >90 0,5-1,0 0,5-1,0 2,0-3,0 3,0-4,5
Lactose - >99 - 0,3 1

Fonte: Adaptado de Baldasso (2008).

O soro em po6 pode ser considerado a forma mais popular para o uso em alimentos, o
mesmo ¢ obtido através da remogdo de aproximadamente 95% da sua umidade, mas todos os
constituintes presentes no soro original sdo mantidos na mesma propor¢do. Assim o soro pode
ser armazenado por um tempo maior, sem danos para suas propriedades nutricionais
(ANTUNES, 2003; BALDASSO, 2008).

Algumas limitagdes nas propriedades do soro seco para uso direto em alimentos,
principalmente altas concentragdes de lactose e de sais, levaram ao seu fracionamento. O soro
em po6 deslactosado apresenta teor de lactose inferior a 60 %, enquanto que o soro em pod
desmineralizado apresenta teor maximo de minerais de 7 % (MILLER, et al., 2000; DE WIT,
2001). A desmineralizacdo do soro envolve a remog¢ao de minerais e alguns acidos orgénicos
pelos processos de nanofiltragdo, eletrodidlise e troca idnica, sendo a maior parte de sua
produgio ¢ utilizado em alimentos infantis (DIBLIKOVA et al,, 2013). O soro em po
deslactosado ¢ empregado principalmente em queijos processados, carnes industrializadas e
em alguns casos em que sdo desejadas concentragdes mais baixas de lactose e mais elevadas
de proteinas (CORREIA et al., 2011).

Os concentrados proteicos de soro (CPS) sdo definidos como sendo o produto obtido

pela remog¢do de constituintes ndo proteicos do soro de leite, contendo ao menos 25% de
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proteinas em base seca. Os CPS disponiveis comercialmente apresentam em geral teores de
proteina na faixa de 34 e 90 % mas a sua composi¢do pode variar muito, dependendo do
método de manufatura (LUCENA et al., 2007; ALVES et al., 2014).0s isolados proteicos de
soro (IPS) s@o considerados a forma comercial mais pura das proteinas do soro e contem entre
90 e 95 % de proteina em base seca. As quantidades de gordura e lactose presente sdo muito
pequenas, sendo muitas vezes este ¢ isento desses dois componentes (ANTUNES, 2003). Na
industria alimentar, os CPS e IPS tém uma vasta aplicag@o, devido a maior especificidade do
produto, e o valor funcional e nutricional excelente e seu valor comercial chega a ser de 3 a 40
vezes maior do que o do soro de leite em p6 (BALDASSO et al., 2011a).

As operagdes envolvidas na producdo de concentrados e isolados proteicos de soro sdo
principalmente, os processos e separacdo com membranas, como microfiltracdo (MF),
ultrafiltragdo (UF), nanofiltragdo (NF) e osmose inversa (OI) associada com a diafiltragdo
(DF). Na UF, por exemplo, o soro pode ser separado em duas fragdes: o retentado que ¢
utilizado para a producdo de CPS em concentracdes diferentes e também o IPS; e um
permeado que pode ser evaporado posteriormente para produzir lactose em diferentes graus

(DE WIT, 2001; YEE et al., 2007).

2.6 PROCESSOS DE SEPARACAO POR MEMBRANAS

Os processos de separacdo por membranas (PSM) utilizam membranas no
fracionamento de misturas, solugdes e suspensdes baseado nas diferencas de tamanho,
afinidade quimica entre os componentes da mistura ¢ membrana, ¢ na mobilidade destes na
matriz da membrana. De modo geral, pode se dizer que os principais objetivos de qualquer
PSM sdo a separacdo, a concentragdo e/ou a purificagdo de componentes presentes em
solucdo, sendo estes alcangados devido a capacidade da membrana de transportar um
determinado componente da fase de alimentacdo mais prontamente que outro componente
presente (MULDER, 2000).

Os processos de separagdo com membranas surgiram na década de 1970, para
complementar os processos classicos de separacdo como destilagdo, filtragdo, absorcao, troca
ionica, centrifugacdo, extracdo por solvente, cristalizacdo entre outros. Esta nova classe de
processos passou a utilizar membranas sintéticas como barreira seletiva. Os PSM vém sendo
amplamente utilizados para diferentes aplicagdes, mas principalmente, como um processo
alternativo aos processos de separagdo convencionais, tais como a destilac@o, centrifugacdo e a

evaporacdo (HABERT et al., 20006).
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Quando comparados aos diversos processos de separacdo convencionais usados
industrialmente, os PSM apresentam intmeras vantagens, que incluem o baixo consumo
energético visto que a maioria dos processos ocorre a temperatura ambiente, podendo assim
ser aplicados no fracionamento de substincias termoldbeis como as proteinas do soro; a
possibilidade de operar em sistema continuo ou em batelada; a alta seletividade da membrana;
a simplicidade de operacdo e escalonamento (HABERT et al., 2006; SAXENA et al., 2009;
SANTOS et al.,, 2014). Devido as inumeras vantagens apresentadas, os PSM tém sido
utilizados nos mais diferentes setores da industria quimica, alimenticia e farmacéutica, além

da area médica. A Tabela 4 apresenta alguns exemplos do uso dos PSM.

Tabela 4 - Aplicagdes do PSM em diversas areas.

Area Aplicacio

Quebra do azedtropo benzeno/hexano
Recuperacdo de H;,- sintese da amdnia
Fracionamento CO,/CHy
Fracionamento do ar: gas inerte ¢ de corrente rica em O,

Quimica

Separacdo de substancias termolabeis
Desidratagédo de etano
Purificagdo de enzimas

Fracionamento de proteinas

Esterilizacdo de meios de fermentacao

Bioreatores com membranas

Biotecnologia e
Farmacéutica

Concentracgdo do leite
Concentragdo do soro de leite
Concentracdo de sucos de frutas
Clarificacdo e desalcoolizac@o de vinhos e cervejas

Alimenticia e Bebidas

Dessalinizagdo de dguas
Eliminag@o de tragos de organicos
Tratamento de esgotos municipais

Desmineralizacao de dguas para caldeiras

Tratamento de aguas

Separacdo agua/6leo
Tratamento de Recuperacao de ions metalicos - Couro
Despejos Industriais Recuperacao de proteinas- Laticinio
Tratamento de aguas- Papel e celulose

Fonte: Adaptado de Habert et al. (2006).

Na érea alimenticia as vantagens da tecnologia de separacdo com membranas no

processamento de alimentos incluem condi¢des brandas de processamento, melhoramento de
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qualidade, baixo consumo de energia, simultineo fracionamento e concentragio,
desmineraliza¢do, melhoramento do rendimento e um esquema relativamente simples para
implantacdo em nivel industrial. Os fatores limitantes desta tecnologia incluem polarizacao
de concentracdo, incrustagdo (fouling), pressdo osmotica e viscosidade das correntes a serem

tratadas (HABERT et al., 2006).

2.6.1 Caracteristicas dos processos de separacao por membranas

2.6.1.1 Forca motriz e transporte

Uma membrana pode ser definida como uma interface ou uma barreira semi-seletiva
que separa duas fases (alimentacdo e permeado) restringindo, total ou parcialmente, o
transporte de uma ou varias espécies quimicas que estdo presentes nestas fases. Quando a
aplicacdo de uma forca motriz, a corrente de alimentagdo ¢é separada em duas novas
correntes: o permeado (parte da alimentacdo que passou pela membrana) e o concentrado ou
retentado (parte da alimentacdo que ndo passou pela membrana) (MULDER, 2000; LE et al.,
2014).

Para que ocorra o transporte de uma espécie através de uma membrana, ¢ necessario
que haja uma forca motriz agindo sobre esta. Os processos comerciais de separacdo com
membranas empregam como for¢ca motriz o gradiente potencial quimico (Ap) e/ou o gradiente
de potencial eletrostatico (AE). O gradiente de potencial quimico é a forca motriz do
transporte através das membranas, que pode ser causado por diferencas de pressdo,
concentragdo e temperatura entre as duas fases separadas pela membrana, entretanto, como os
processos com membranas sdo, na sua maioria, atérmicos, o gradiente de potencial quimico
pode ser expresso, apenas, em termos do gradiente de pressdo (AP) e de concentragdo (AC)
(HABERT et al., 20006).

As membranas podem apresentar inimeras caracteristicas, podendo ser naturais ou
sintéticas, neutras ou carregadas, espessas ou finas, de estrutura homogénea ou heterogénea,
com mecanismo de transporte ativo ou passivo, entre outras (HABERT et al., 2006). De
acordo com tipo de material utilizado para sua produgo, as membranas sintéticas comerciais
sdo classificadas em dois grupos: membranas orginicas ¢ membranas inorginicas. As
membranas inorganicas sdo produzidas com materiais cerdmicos, vitreos e metalicos e sdo

geralmente empregadas em processos industriais sujeitos as condi¢cdes severas de limpeza e
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esterilizacdo. As membranas organicas sdo produzidas com materiais poliméricos sintéticos
ou biologicos, sendo estas mais utilizadas comercialmente que as inorganicas (MULDER,
2000; HABERT et al., 2006).

Com relagdo a morfologia, as membranas podem ser classificadas em duas grandes
categorias: densas e porosas. A membrana é denominada porosa quando o transporte através
da mesma ocorre devido a diferenga de tamanhos entre as particulas e os poros da membrana.
Ja as membranas densas ndo possuem poros e o transporte dos componentes envolve a sor¢ao
e a difusdo através do material que constitui a membrana. Tanto as membranas densas quanto
as porosas podem ser isotropicas ou anisotropicas, ou seja, podem ou ndo apresentar as
mesmas caracteristicas morfoldgicas ao longo da sua espessura (HABERT et al., 2006). A
Figura 2 apresenta as morfologias mais comuns observadas nas se¢des transversais de

membranas comerciais.

Figura 2 - Representacdo esquematica da se¢@o transversal dos diferentes tipos de morfologia
de membranas sintéticas.

Membranas Isotropicas (simétricas)

porosa porosa densa

V] 55888

Membranas Anisotrépicas (assimétrica)

densa (integral) porosa densa (composta,
S

Fonte: Adaptado de Habert et al. (2006).

Em funcdo da morfologia da membrana e do tipo de for¢a motriz empregada, o
transporte através da membrana pode ocorrer tanto pelo mecanismo de convecg¢do quanto por
difusdo ou também por ambos (HABERT et al., 2006). Em processos que utilizam
membranas porosas o transporte através destas ¢ fundamentalmente convectivo e a separacao
esta diretamente associada a relagdo entre o tamanho das espécies presentes no meio € o
tamanho dos poros da membrana. Nos processos que utilizam membranas densas, o transporte
dos componentes ¢ de natureza difusiva e a capacidade seletiva depende da afinidade das
espécies com o material da membrana e da difusdo das mesmas através do filme polimérico

(HABERT et al., 2006; WIBISONO et al., 2014).
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A Figura 3 apresenta um esquema ilustrando as relacdes entre a forga motriz e

morfologia com o tipo de transporte esperado para cada tipo de membrana.

Figura 3 - Relacdo entre for¢a motriz e tipo de transporte em membranas.

Transporte em Membranas

Membrana Porosa Membrana Densa

( Trarm: uo:::t;wvo ( Transporte difusivo )

Forgca Motriz para o Transporte —> Ay AE
» | 3
AP AC AT

Ay - gradiente de potencial quimico; AE - gradiente de potencial elétrico.

Fonte: Adaptado de Habert et al. (2006).

2.6.1.2 Geometria de membranas e modulos

As membranas podem ser preparadas tanto na geometria plana quanto na cilindrica. A
partir dessas duas geometrias, diferentes tipos de modulos podem ser construidos (HABERT
et al., 2006). As membranas planas se apresentam sob forma de placas de diversas dimensdes.
Os moédulos sdo constituidos por suportes planos, que comportam uma folha de membrana em
cada um dos lados e por espacadores colocados entre estes suportes. Existem basicamente
dois modulos que utilizam membranas planas que s@o os de placas e quadro e os de cartuchos
em espiral (CARVALHO, 2008). Os mddulos de membranas cilindricas dividem-se em dois
grupos: modulos tubulares e moédulos de fibras ocas. Para cada processo e aplicagdo, deve-se
escolher a configuracdo mais adequada, sendo por vezes faz-se necessario efetuar ensaios
laboratoriais para uma melhor selecdo (HABERT et al., 2006).

Os principais critérios necessarios a serem considerados durante a selegdo do modulo
de membrana s3o de custo, a densidade de empacotamento, resisténcia ao fouling,
consideragdes operacionais, caracteristicas da mistura a ser separada, facilidade de operacéo,

limpeza e manutencdo (SHENVI et al., 2015).
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2.6.1.3 Filtragdo convencional e em escoamento tangencial

Nos sistemas de PSM, basicamente, duas configuragdes de escoamento sdo utilizados:
o modo convencional ou dead-end o modo tangencial ou cross-flow (MULDER, 2000). Na
filtracdo convencional, o fluxo do fluido é for¢ado através de toda a parede da membrana sob
pressdo, a solugdo de alimentagdo escoa perpendicularmente a superficie da membrana. A
concentragdo elevada de particulas na regido proxima a membrana tende a aumentar em
funcdo do tempo ocasionando uma queda do fluxo permeado pelo aumento da resisténcia a
filtragdo (HABERT et al., 2006; MAESTRI, 2007).

Na filtragdo tangencial, a solucdo de alimentacdo flui paralelamente & membrana, € o
fluxo de permeado, perpendicularmente (SAXENA et al., 2009; LE et al., 2014). Deste modo,
0 escoamento paralelo 2 membrana limita o acimulo do material retido sobre a mesma,
tornando possivel uma operagdo do sistema em condigdes de regime estabelecido,
proporcionando melhor eficiéncia ao sistema de filtracdo além de se obter um fluxo permeado
quase constante por um longo periodo de tempo (HABERT et al., 2006). Esse tipo de sistema
de filtracdo ¢ largamente utilizado em processamento do leite e soro de leite, pois facilita o
arraste dos solutos, evitando que estes se acumulem sobre a superficie da membrana
(GIACOBBO, 2010; KELLNER, 2014). Na Figura 4 s3o apresentados esquematicamente 0s

dois modos de operagdo.

Figura 4 - Filtragdo convencional (dead end filtration) e filtragdo em fluxo cruzado ou
filtracdo tangencial (cross flow filtration).

Alimentacao {} Alimentacéo } Concentrado

= e 0w

e
{} Permeado b @ Permeado @

Filtragdo Convencional Filtracdo Tangencial
itrati ross Flow Filtration
Dead End Filtration Cross Flow Filtration

Fonte: Adaptado de Habert et al.(2006).
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2.6.1.4 Fluxo de permeado e seletividade

O PSM pode ser caracterizado em fungdo de dois parametros: a) fluxo de permeado; b)
capacidade seletiva da membrana, a qual, dependendo do tipo de processo em questdo, pode ser
definida de diversas formas (HABERT et al., 2006).

O fluxo de permeado representa uma variavel critica para qualquer processo com
membranas. Pode ser definido como a vazdo (volumétrica, méssica ou molar) de permeado
por unidade de area da membrana, ou seja, ¢ o volume da solugdo alimentada que permeia
através da membrana numa determinada area e em um determinado tempo, sendo expressa
geralmente em L/m?h ou kg/m*h (HABERT et al., 2006; SILVA, 2013). O fluxo volumétrico

de permeado pode ser calculado segundo a Equacgdo 1:

\'

Jp = it €]

Onde Jp ¢ o fluxo do permeado em (L/m” h); A é a area permeavel da membrana (m?); V é o

volume de permeado coletado (L) em funcdo do tempo (t) para permeacao (h).

O fluxo de permeado depende das propriedades da membrana, das condi¢des de
operagdo tais como a pressdo aplicada, velocidade de escoamento tangencial, fator de
concentragdo ¢ também das caracteristicas da solugdo a ser filtrada. O mesmo também ¢é
fortemente influenciado pela temperatura da solugdo de alimentagdo, pois o fluxo é fungdo da
viscosidade dindmica da solu¢do que, por sua vez, ¢ fun¢do da temperatura. Assim, quanto
maior a temperatura, menor a viscosidade e maior o fluxo de permeado. Outros parametros
importantes que afetam o fluxo através das membranas sdo o pH e a forga i0nica, seu efeito
porem varia muito em fung@o da solugdo de alimentacdo e da membrana utilizada (HABERT
et al., 2006; RAZI et al., 2012).

A seletividade de uma membrana a determinada solugdo pode ser expressa por dois
parametros: a retencdo/rejeicdo (R) ou o fator de separagdo (o). Para misturas aquosas
diluidas, que consistem em um solvente (a4gua, na maioria das vezes) ¢ um soluto, ¢ mais
conveniente expressar a seletividade em fungéo da retencdo ao soluto. Nestes casos, o soluto ¢
parcialmente, ou totalmente, retido pela membrana, enquanto que as moléculas de solvente
passam livremente por ela. O valor de R varia entre 100% (retengdo completa do soluto) e 0%

(soluto e solvente atravessam livremente a membrana) (MULDER, 2000).
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O Cocficiente de Rejeicdo (R) pode ser definido por uma relagdo entre a concentragdo
da espécie na alimentacdo e sua concentracdo no permeado. Assim a rejeicdo observada (R)

pode ser estimada pela Equagao 2:

R= (1 —%) 100 2)

Onde: R ¢ a rejeicdo observada de solutos pela membrana [%],C, é a concentragdo de soluto

na alimentacdo, e C, ¢ a concentragdo de soluto no permeado.

2.6.1.5 Fator de concentracdo

Durante a filtragdo tem-se a rejeicdo ou seletividade do soluto, o qual retorna para a
alimentag@o com parte do solvente promovendo um aumento da concentragdo da alimentagao
com o tempo (BALLANEC et al., 2002). O fator de concentragdo (F,) indica a relacdo entre a
quantidade de solucdo/massa concentrada obtida em relagdo a solugdo/massa inicial de

alimentac¢do, podendo ser determinado através da Equagdo 3 (MELLO et al., 2010):

el Vo o
VR (Vo — Vi)

Onde: F, ¢ o fator de concentracdo de uma dada espécie; Vj € o volume inicial da solucdo (L);

Vg € o volume do retido (L); V¢ € 0 volume da solu¢do permeada (L).
2.6.2 Classificacao dos PSM

Os PSM podem ser divididos em dois tipos: aqueles que envolvem difusdo do solvente
(dgua) e os que envolvem a difusdo do soluto. Os primeiros, mais comumente utilizados
industrialmente, sdo denominados de processos de osmose e envolvem a microfiltracdo (MF),
ultrafiltragdo (UF), nanofiltragdo (NF) e osmose inversa (OI); os demais se denominam
processos de dialise(D) e envolvem a eletrodialise (ED), a pervaporagdo (PV) e a permeagao
gasosa (PG) (MULDER, 2000). A classificagdo dos principais processos de separagdo com
membranas, as suas principais caracteristicas, a forga motriz empregada e alguns exemplos

tipicos de aplicagdo podem ser observados na Tabela 5.



Tabela 5 - Caracteristicas e aplicagdes dos PSM.
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Processo Material Material icach
s i Aplicagdes
Aplicacoes For¢a Motriz Retido Permeado
Gradiente de Material em ) Esterilizagao; Clarificacdo
Microfiltragao resso (AP) suspensao, bactérias Agua e sais de vinhos e cervejas;
(MF) ?0 5_2 atm) Massa molar dissolvidos Concentragdo e células;
’ >500.000g/mol. Oxigenagao de sangue
Ultrafiltragio Gradiente de Colmds:s, Ag}]a, sais Frac10~nament0 e,
~ Macromoléculas. soluveis de concentragdo de proteinas;
(UF) pressao (AP) . ~
( . Massa molar > 5.000 baixa massa Recuperagdo de
Agua, sais (1-7 atm) . ]
g/mol molecular, pigmentos;
acucares Recuperagao de dleos
Gradiente de Moléculas de massa Agua, sais e
Nanofiltragdo resso (AP) molecular média moléculas e Purificacdo de enzimas;
(NF) Iz 5 - 20 atm) entre 500 e 2.000 baixa massa Biorreatores a membrana
g/mol molecular
Osmose Gradiente de Todo material soltvel A Dessalinizagéo de dguas;
inversa pressdo (AP) 0do material soluve lgua Concentragaq de suco de
(OI) (15 — 80 atm) Ou €m suspensao (Solvente) frutas; Desmineralizagdo
de aguas;
Dialise Gradiente de Moléculas de massa or ;(I)llilcsoes de Hemodialise — Rim
concentragdo molecular maior que &8 Artificial;
(D) baixo peso
(AC) 5.000 g/mol P Recuperagdo de NaOH
molecular
Eletrodialise Grad.ielnt;:, de; Macromoléculfls e ) Concentragdo de solugdes
(ED) potencial eletrico compostos nao Ions salinas; Purificacio de

(AE)

i0nicos

aguas

Fonte: Adaptado de Habert et al. (2006).

Nos processos de osmose, a for¢a motriz ¢ o gradiente de pressdo e estes podem ser

considerados como uma extensao dos processos de filtracdo classica sendo que o diferencial é

o tamanho do poro e a pressdo necessaria para operacdo. Os processos de MF, UF, NF e Ol

empregam, nessa sequéncia, meios filtrantes (membranas) cada vez mais fechados, ou seja,

com os poros cada vez menores (no caso da osmose inversa admite-se mesmo a auséncia de

poros na superficie da membrana). Meios mais “fechados” oferecem maior resisténcia a

transferéncia de massa.

Assim, para que

seja possivel

obter fluxos permeados

economicamente viaveis € necessario aumentar a pressdo de operagdo, & medida que ¢

caminhada da MF para OI (HABERT et al., 2006).
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2.6.2.1 Ultrafiltragdo (UF)

A UF foi originalmente desenvolvida como uma técnica de fracionamento na década
de 1960. Desde entdo, esta tecnologia vem apresentando um desenvolvimento continuo, e as
suas aplicacdes ja cobriram uma grande variedade de campos que vao desde a recuperagéo de
produtos quimicos, tratamento de agua, recuperagdo de aguas residuais, concentragdo de suco,
aplicagdes em laticinios, uso médico entre muitos outros (SHI et al., 2014). A UF ¢ um PSM
no qual uma solucdo contendo macromoléculas ¢ forcada contra uma membrana que permite a
passagem do solvente e retém o soluto macromolecular. As membranas de UF apresentam
poros na faixa entre 1 a 100 nm, sendo adequadas a concentracdo de solugdes, em pressdes
inferiores a 10 bar (HABERT et al., 2006; FELLOWS, 2006; BRIAO & TAVARES, 2012a;
LE et al., 2014).

Na maioria das vezes as membranas de UF comerciais sdo especificadas através da
sua massa molar de corte (MWCO), cuja unidade mais utilizada ¢ o Dalton (Da). A MWCO
pode ser definida como a massa molar para o qual a membrana apresenta um coeficiente de
rejei¢do igual ou maior que 90%. Assim, uma membrana com retencdo nominal de 15 kDa ¢
aquela capaz de rejeitar 90% das moléculas presentes em uma solug¢do de um soluto com
massa molar de 15.000 Da (HABERT et al., 2006; SAXENA et al., 2009).

A aplicagdo comercial mais comum da UF estd na industria de laticinios para a
concentragdo do leite antes da fabricagdo de derivados lacteos; concentragao do soro de leite;
fracionamento e purificagdo de proteinas de soro de leite, enriquecimento de caseina micelar

(FELLOWS, 2006; BAGUENA et al., 2015)

2.7 FATORES LIMITANTES DOS PROCESSOS DE SEPARACAO POR MEMBRANAS

O desempenho dos PSM pode variar de forma significativa com o decorrer do tempo,
ocasionando uma diminui¢do do fluxo permeado ¢ mudangas na retengdo de solutos. Dois
fatores comuns nos processos de separacdo por membranas podem ocasionar os problemas de
fouling e polarizagdo por concentracdo (MULDER, 2000; HABERT et al., 2006) Esses
fenomenos dependerdo do tipo de membrana e do tipo de solu¢do que sera utilizada e
ocasionam a adicdo de resisténcias ao transporte da alimentacdo através da membrana

(HABERT et al., 2006).
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2.7.1 Polarizacao de Concentracio

A polarizacdo por concentracao surge devido a retengdo de solutos e formacao de uma
camada na interface de membrana com uma elevada concentracdo de solutos (MACEDO et
al., 2011; LE et al., 2014). De acordo com Shi et al. (2014), a mesma ¢ uma consequéncia
natural da semi-permeabilidade e seletividade de uma membrana, o que resulta numa
acumulacdo de solutos ou particulas rejeitadas numa camada limite de transferéncia de massa
adjacente a superficie da membrana. Com o aumento de acimulo de soluto na superficie da
membrana, ocorre o um aumento do gradiente de concentragdo que favorece a contra difusao
do soluto da superficie da membrana para o seio da solu¢do em escoamento, atingindo-se um
estado estacionario. Esse fenomeno se estabelece rapidamente, provocando uma queda do
fluxo de permeado nos instantes iniciais do processo de filtragdo (HABERT et al., 2006)

Dentre as principais desvantagens da polarizagdo por concentragdo, destaca-se o
aumento da passagem de soluto através da membrana, a reducdo do fluxo de permeado devido
ao aumento da press@o osmotica na superficie da membrana, o favorecimento de incrustagoes
por deposicdo, e a precipitacdo de soluto, caso a concentragdo exceda o limite de solubilidade
da solugao (MULDER, 2000).

A polarizagdo por concentragdo € um processo inevitavel, porém reversivel, ¢ pode
muitas vezes ser minimizada através da alteracdo dos pardmetros operacionais como
velocidade de recirculag@o, concentracdo do fluxo de alimentagdo, pressdo transmembrana,
temperatura e agitagdo que podem levar a uma dispersao dos solutos armazenados a superficie
da membrana, levando a uma diminui¢do do gradiente de concentragdo (CARVALHO, 2008;

SHI et al., 2014).

2.7.2 Incrustacoes (Fouling)

O desempenho de uma membrana diminui com a polariza¢do por concentragdo, onde
ocorre a redugdo de fluxo até um valor limite. A queda continua do fluxo resulta de outro
fator, chamado fouling que ¢ causado pela deposicdo e retengdo de particulas, coloides,
emulsdes, suspensdes, macromoléculas, sais, entre outros, sob ou no interior dos poros da
membrana (MULDER, 2000). Na Figura 5 ¢ demonstrada a influéncia da polarizagdo de

concentracgdo e do fouling na redugdo do fluxo permeado ao longo do tempo.
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Figura 5 - Variagdo esquematica do fluxo permeado com o tempo de operacdo ocasionada
por polarizag¢ao de concentracao e fouling.

Solvente Puro

AP constante

Fluxo Permeado

\ 4

s 2

\ Tempo
Polanzagio de
Concentraglio “Fouling”

Fonte: Adaptado de Habert et al. (2006).

Muitas pesquisas distinguem a incrustacdo como reversivel e irreversivel, com base na
sua resisténcia relativa a limpeza. Incrustacdo reversivel é o tipo que pode ser removida
facilmente com certos métodos de limpeza, enquanto a incrustagdo irreversivel ainda
permanece apos a limpeza (SHI et al., 2014).

Na UF em especifico, a incrustagdo geralmente surge através de varios mecanismos,
incluindo adsor¢do; bloqueio dos poros ou formagdo de bolo. Quando as moléculas de soluto
sd0 menores ou similares ao tamanho dos poros da membrana, estas moléculas podem
penetrar no interior dos poros da membrana, reduzindo o seu raio gradualmente (incrustagao
por adsorcdo) ou fazendo com que todo o poro seja completamente bloqueado (bloqueio
mecanico do poro). Se as moléculas de soluto sdo muito maiores do que os poros da
membrana, elas sdo depositados sobre a superficie externa da membrana formando, em alguns
casos, uma camada de bolo que conduz a uma resisténcia adicional ao fluxo de permeado
(SHI et al., 2014; BAGUENA et al., 2015). A incrustagio nas membranas ¢ um fendmeno
muito complexo, principalmente quando o fluido ¢ composto de leite ou derivados, sendo as
proteinas e os minerais os principais componentes associados as incrustagdes Em niveis
industriais o fouling diminui a produtividade do processo e, consequentemente, os custos
operacionais em funcdo da formagdo de depdsitos de dificil remocao, de danos permanentes
causados a membrana e da necessidade de limpezas frequentes (ANTUNES, 2014;

WIBISONO et al., 2014).
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2.8 APLICACOES DOS PSM NA INDUSTRIA DE LATICINIOS

Os PSM apresentam uma alternativa ao processamento do leite e do soro de leite, pois
podem atuar em diversas aplicacdes como a remocdo de gordura e microrganismos,
concentracdo, purificacdo e separagdo das proteinas do soro. Além disso, as varias técnicas de
separagdo por membranas existentes permitem extrair do leite e/ou do soro certos
componentes com atividades bioldgicas, funcionais e nutricionais de grande interesse na area
alimenticia (BRANS et al., 2004; BALDASSO et al., 2011a).

Na literatura alguns estudos vém demonstrando a importancia da UF na industria de
laticinios. Pagno et al. (2009), utilizaram o processo de UF associada a diafiltracdo (DF) para
obter CPS e caracterizar suas propriedades funcionais e tecnoldgicas. Os resultados obtidos
demonstraram a viabilidade de utilizar a UF na obtencdo de CPS e a eficiéncia da DF na
purificagdo das proteinas. De acordo com os autores como o processo ndo utiliza altas
temperaturas as propriedades funcionais e tecnologias das proteinas pouco sao afetadas.

Na mesma linha de pesquisa a concentragdo e purificagdo de proteinas do soro usando
membrana de UF de 10 kDa em associacdo com o DF alterando o fator de concentracao
volumétrico também foi estudada por Baldasso et al. (2011a). Os resultados mostraram que a
UF ¢ o processo mais adequado para a produgdo de concentrados proteicos. O experimento
com maior fator de concentragdo volumétrico de 6,0 resultou em uma concentragdo de
proteina de 71% em (base seca) apos a DF. De acordo com os autores a DF foi muito eficaz
quando realizada com pequenos volumes.

Slukova et al. (2016), avaliaram o potencial do soro como um ingrediente para a
producdo de massa fermentada, o objetivo era obter um permeado de UF rico em acidos
organicos e lactose. Para isso o soro de leite doce foi tratado por UF com membrana ceramica
tubular de 50 kDa seguida de trés passos de DF para diminuir os teores de lactose, glicose,
galactose, e acidos organicos no concentrado. Os permeados UF foram tratados por
nanofiltragdo em membrana espiral a fim de concentrar componentes importantes para a
qualidade da massa fermentada, tais como 4acidos organicos e aglcares. Os resultados
mostraram elevada recuperacdo de proteinas (81 %) durante a UF e redu¢do de lactose usando
DF. A rejei¢@o de componentes pela membrana de nanofiltragdo foi de: 93 % de lactose, 77 %
de galactose e 76 % 4acido lactico.

Svanborg et al. (2014), estudaram os efeitos de pasteurizacdo inicial sobre o
fracionamento de proteinas do leite desnatado por microfiltragdo (MF) utilizando membranas

ceramicas de 0,2 mm. A partir da analise quimica das fragdes obtidas apos a MF, verificaram
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que o permeado obtido do leite ndo pasteurizado apresentou quantidades mais elevadas de
proteinas, calcio, fosforo, além de uma menor quantidade de caseina que o leite pasteurizado,
enquanto que o concentrado que foi obtido a partir de MF do leite ndo pasteurizado continha
menor teor de proteina total e caseina.
Palatnik et al. (2015), investigaram a recupera¢do de proteinas de soro leite caprino.
Um processo de membrana incluindo MF seguida de UF com membrana de 10 kDa e
escoamento tangencial foi utilizada para purificar e concentrar proteina, atingindo apods
30 min de processo para o permeado e concentrado teores de proteina de 0,23 + 0,04 e 2,68 +
0,04 (g/100g), respectivamente. O concentrado foi liofilizado e caracterizado apresentando
boas caracteristicas emulsificantes sendo apropriado para a aplicacdo em formulagdes que
requerem a geleificacao.
Baldasso et al. (2011b), avaliaram a eficiéncia de duas membranas de MF (uma plana e
outra espiral) com tamanho de poro de 0,1pum, para obter duas fracdes, uma rica em B-
lactoglobulina e outra rica em a -lactalbumina a partir de um concentrado proteico de soro de
leite. Com a membrana plana obteve-se um retido com 78 % de proteinas sendo que esta
mostrou-se permeavel a ambas as proteinas. A reteng¢do de proteina com a membrana espiral

foi de 65%, no qual a a -lactalbumina permeou preferencialmente pelo sistema.

2.9 CONSIDERACOES FINAIS

O soro ¢ um subproduto da industria de laticinios gerado durante a produgdo de todo e
qualquer tipo de queijo, ¢ considerado um produto nobre rico em nutrientes, principalmente
lactose e proteinas estas com alta qualidade bioldgica, nutricional e funcional. Apesar de ser
uma fonte de proteinas e lactose de baixo custo, o soro ainda ¢ muitas vezes considerado
como um efluente industrial, sendo ainda grandes volumes enviados para nutricdo de suinos,
ou direcionados a sistemas de tratamento de efluentes com baixa eficiéncia ou altos custos,
assim, desperdigando enormes quantidades de nutrientes, que podem ter diversas aplicagoes
na industria alimenticia e demais areas.

Tendo em vista que o soro apresenta grande potencial para aplicacdo em alimentos,
torna-se atrativo o incentivo a novas tecnologias e estudos que permitam o seu
aproveitamento. Dentre as tecnologias para o processamento do soro, os processos de
separagdo com membranas tém ganhado espaco na industria conforme os diversos estudos

citados anteriormente, sendo ultrafiltracdo (UF) uma técnica que vem ganhando destaque,
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pois permite uma variacdo na relacdo de concentragdo entre os varios componentes do soro de
leite, devido a retencdo seletiva de proteina e outros materiais coloidais, com permeagdo de
constituintes como lactose, sais minerais e outros compostos com menor massa molar da
membrana utilizada.

Apo6s as consideragdes apresentadas, verifica-se a importancia do estudo visando a
criacdo de alternativas para minimizar os desperdicios ¢ o mau aproveitamento do soro de
leite. Além disso, a relevancia de se avaliar as melhores condi¢des de operacdo para
ultrafiltragdo do soro a fim de aperfeicoar os processos, visando também a recuperagdo de

nutrientes de interesse.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste item sdo apresentados os materiais, equipamentos e metodologias empregadas
no processo de ultrafiltracdo (UF) em escala laboratorial, bem como a descricdo dos métodos
analiticos utilizados na analise das amostras de concentrados ¢ permeados obtidos do processo

de UF, e também do soro de leite in-natura.

3.1 COLETA E PREPARO DE AMOSTRAS

O soro de leite utilizado neste estudo foi gentilmente fornecido pela Industria Relat
Laticinios Renner de Estacdo — RS o qual recebe o mesmo de diversas queijarias distribuidas
na regido Sul. O soro leite foi transportado em recipientes plasticos de 5 L em caixas térmicas
até o laboratorio de tecnologia de leites e derivados da URI- Erechim, onde foi transferido
para garrafas plasticas com capacidade de 0,3 L, e armazenado em camara fria a temperatura
de -18 °C. A cada ensaio uma amostra de 0,3 L era descongelada a temperatura ambiente sob
agua corrente, homogeneizada e filtrada em peneira com tamanho de poro de +£ 1 mm para a

retirada de particulas em suspensao sendo posteriormente submetido ao processo de UF.

3.2 PROCESSO DE ULTRAFILTRACAO

Para a concentragdo de soro de leite foram realizados dois planejamentos de
experimentos empregando membrana de UF, de 100 kDa, avaliando os efeitos das variaveis
temperatura e pressdo em relacdo aos fluxos e composicdo (proteina, solidos totais,
condutividade elétrica, pH, acidez, lactose e minerais totais) dos concentrados ¢ permeados.
Na condigdo maximizada da UF com membrana de 100 kDa também foram realizados

experimentos de UF utilizando membrana de 50 kDa.

3.2.1 Aparato experimental

As Figuras 6 e 7 apresentam respectivamente o sistema de UF e o esquema do modulo
de UF utilizado nos experimentos em escala laboratorial. O sistema era composto por: (a)
Banho ultratermostato (Servilab, SE- 100AG) utilizado para manter a temperatura constante
do sistema, através do encamisamento do modulo da membrana, nas temperaturas definidas

experimentalmente; (b) Cilindro de nitrogénio (N, analitico 5.0- White Martins) de 25 Kg
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com a fungdo de pressurizar o sistema; (c) Modulo de separagdo com membrana -
Ultrafiltra¢do, (um sistema em batelada, com escoamento convencional ¢ com volume de
200 mL, de ago, dividido em 3 sessdes: a inferior era composta pela base e com um suporte
perfurado para a membrana, na qual, era acoplado a parte central por 2 anéis de vedacdo ¢ 4
parafusos para promover vedacdo necessaria ao sistema, onde foi fechado com a parte
superior que possuia mais um anel de vedacdo com uma conexao para fazer a alimentagdo do
sistema com o gas nitrogénio; (d) Agitador magnético (ARE Heating Magnetic Stirrer- Velp

cientifica) para manter o sistema sob agitagao.

Figura 6 — Vista geral da unidade de UF em escala laboratorial: a) banho ultratermostato, b)
cilindro de nitrogénio, ¢) médulo com membrana e d) agitador magnético.

Fonte: O autor.

Figura 7 - Esquema do modulo com membrana plana detalhada.

Manémetro
Entrada de Nitrogénio —sm
sobre pressdo

Soro de Queijo i

Agua quente —= ]

Suporte perfurado para
barra magnética

e 4 Membrana sobre tela perfurada
oleta de permeado

—= Agitador magnético

Fonte: Adaptado de Petrus, (1998).
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Na Tabela 6 apresentam-se as especificagdes das membranas planas de UF (100 e 50

kDa) utilizadas nos ensaios.

Tabela 6- Especificagdes das membranas de UF utilizadas nos experimentos.

a . Faixa  Fluxo de agua Pressao .
MWCO Material de pH (L /mzh)b (bar) Fabricante
100 kDa Pohsu}fona 1-10 298.85 1.38 GE- Osmonics

amida (Sepa MW)
: Microdyn-
- >
50 kDa Polietersulfona 0-14 250 3,0 Nadir GmbH

a - MWCO: massa molar de corte; b- Conforme especificagdes do fabricante.

As membranas foram cortadas em discos no formato do suporte, com area de
permeacdo de 0,001134 m* de forma que coubessem exatamente no sistema. Antes de iniciar
os testes, as membranas de 100 kDa precisaram ser condicionadas devido ao fato de serem
enviadas pelo fabricante no estado seco, para que a mesma nao perde-se o fluxo permeado
indicado. O condicionamento foi feito por imersdo das membranas em etanol (Vetec 99,8 %)
por 12 h e posteriormente por 2h em agua mili-Q.

As membranas de 50 kDa ndo foram condicionadas antes do uso, visto que em testes
preliminares foi verificado que o condicionamento fez com que o soro passasse direto pela

mesma.

3.2.2 Estudo do efeito da temperatura e pressio na UF: planejamento de experimentos

Para estudo do efeito da temperatura e pressdo de alimentacdo sob o fluxo de
permeado e sob a concentracdo do soro de leite na membrana de 100 kDa, utilizou-se a
técnica de planejamento de experimentos que € uma ferramenta estatistica que permite
determinar as varidveis que exercem maior influéncia no desempenho de um determinado
processo, assim como avaliar possiveis interagdes entre variaveis de um processo.

Primeiramente foi realizado um planejamento fatorial 22 (planejamento 1), com
temperaturas e pressdes variando na faixa de 20 a 40°C e 1 a 3 bar respectivamente, e
mantendo-se fixos o volume alimentacdo (200 mL). As variaveis independentes de estudo e

seus respectivos niveis encontram-se descritos na Tabela 7.
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Tabela 7 - Varidveis independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial 22
(planejamento 1).

Variaveis Niveis
Independentes™ Codigos -1 0** +1
Temperatura (°C) X 20 30 40
Pressao (bar) X, 1,0 2,0 3,0

*Variaveis independentes fixas: volume de alimentagdo (200 mL);** Triplicata do ponto central.

Os niveis das variaveis apresentados na Tabela 7 foram definidos com base na
literatura e nos limites técnicos do equipamento de UF. Trabalhos realizados na mesma linha
de pesquisa definiram faixas de temperatura entre 20 a 50°C para UF de soro de leite (ATRA
et al., 2005; BALDASSO et al., 2011a; SERPA, 2012, LEIDENS, 2013; BARUKCIC et al.,
2014). A faixa de pressdo utilizada no planejamento foi limitada em decorréncia de o modulo
de UF nao estabilizar em pressdes maiores que 3 bar.

Em fung¢do dos resultados obtidos no planejamento 1 realizou-se um novo
planejamento fatorial 2% (Tabela 8), denominado planejamento 2. As varidveis independentes
avaliadas foram temperatura (5 a 15°C) e pressdo (1 a 3 bar). Os niveis de temperatura deste
novo estudo foram definidos com base em uma industria processadora de soro de leite por
processos de membranas (Relat - Laticinios Renner S.A) e a faixa de pressdo permaneceu a

mesma em fun¢do das limitacdes técnicas do equipamento.

Tabela 8 - Variaveis independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial 22
(planejamento 2).

Varidveis Niveis
Independentes™ Codigos -1 0** +7
Temperatura (°C) X 5 10 15
Pressao (bar) X, 1,0 2,0 3,0

*Variaveis independentes fixas: volume de alimentagdo (200 mL); ** Triplicata do ponto central.

As variaveis dependentes deste estudo para os dois planejamentos foram o fluxo de
permeado de agua e do soro de leite, conteido proteico total, quantidade de soélidos,
condutividade elétrica, acidez, pH, lactose e os minerais totais nos concentrados ¢ permeados.

Da condigdo maximizada com a membrana de 100 kDa também foram realizados
experimentos com a membrana de 50 kDa, no qual foram avaliados fluxo de permeado de

soro e composicao das fragcdes de permeado e concentrado obtidas.
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3.2.3 Procedimento experimental

Para a membrana de 100 kDa, inicialmente, os ensaios de UF foram realizados com
agua destilada para verificar o fluxo de permeado e o comportamento das membranas e
posteriormente com o soro de leite de acordo com matriz de cada planejamento fatorial 27,

Apobs a montagem e ajuste do sistema de UF alimentou-se a unidade com o volume
inicial de 200 mL de amostra, submetido agitacdo em agitador magnético (Velp Scientifica)
para evitar incrustacdes na superficie da membrana. Com o mdédulo montado, conectava-se no
mesmo as mangueiras do banho ultratermostato, uma de entrada e outra de saida para manter
a temperatura desejada no sistema e também o gas nitrogénio na parte superior, controlando
por um mandmetro a pressdo requerida em cada experimento. A partir do momento que
obtinha-se permeado, mantinha-se a estabilizagdo do sistema por 5 min. Posteriormente a
estabilizacdo, o sistema foi operado por 10 min para agua e por 90 min para o soro, sendo
coletadas amostras periodicamente, a cada min para agua, e 10 min para o soro, para o calculo
de fluxo. Ressalta-se que em cada ensaio era empregada um novo disco de membrana
(cortado). Para a membrana de 50 kDa foram realizados os mesmos procedimentos descritos
anteriormente, entretanto apenas foi avaliado o comportamento da mesma para o soro de leite,
sendo o experimento realizado em triplicata.

Apo6s cada ensaio, o sistema de UF era higienizado com agua a 45°C e detergente
neutro, seguido de sucessivas lavagens com agua destilada e etanol (70%) e empregava-se
uma nova membrana. Ressalta-se, que as membranas ndo foram reutilizadas devido a grande

incrustagdo do soro, sendo inviavel a utilizagdo de solventes e métodos de lavagem.
3.2.4 Fluxo de Permeado Resisténcia das Membranas e Rejeicao

As medidas de fluxo permeado foram realizadas a partir da medida do volume de
permeado coletado em uma proveta durante um tempo fixo. O fluxo permeado (Jp) foi
calculado pelo volume de permeado (L) em relacdo a area de permeacao (m?) e o tempo de
permeagdo (h) através da Equagéo (1). Tendo em vista que as membranas de UF apresentam
uma distribuicdo de tamanho de poros elas podem reter de maneira distinta, solutos de pesos
moleculares diferentes. Neste sentido, torna-se interessante o estudo da resisténcia da
membrana. A resisténcia da membrana (R,) para a agua e resisténcia de permeacao(R;) para
os soro foi determinada por meio da lei de Darcy (Equag@o 4) para a membrana de 100 kDa,

nos niveis superiores dos planejamentos (planejamento 1: 40°C e 3 bar e¢ planejamento 2:
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15°C e 3 bar). A viscosidade do soro de leite in natura nas temperaturas de (15 e 40 °C), foi
determinada utilizando um viscosimetro rotacional, (Marca Brookfield - PROGRAMMABLE
DV-III + Rheometer). Os dados de viscosidade da dgua nas temperaturas de (15 e 40°C)
foram retirados de Shames (1995).

AP
HRG) )

Onde o0 Jm é o fluxo médio de permeado (L/m’h); AP, é a pressdo aplicada (Pa); Rm e

Jm= 4

Rt representam a resisténcia da membrana e de permeacdo respectivamente (m™), e Weéa
viscosidade dindmica da soluc¢do de alimentagdo (Pa.s).

O coeficiente de rejeigdo foi calculado para proteina, solidos totais, lactose e minerais
pela relacdo entre a concentracdo da espécie na alimentacdo e a sua concentragdo média no

permeado através da Equagédo 2.

R= (1 —%) 100 2)

Onde: R ¢ a rejeicdo observada de solutos pela membrana [%],C, € a concentragdo de soluto

na alimentagdo, e C, € a concentracdo de soluto no permeado.

3.3 DETERMINACOES ANALITICAS

A caracterizagdo do soro de leite in natura e das fragcdoes dos concentrados e dos
permeados obtidos dos processos da UF foram analisadas conforme descrito nos
procedimentos a seguir. As medidas de pH acidez e condutividade elétrica foram realizadas
imediatamente ap6s o processo de UF, para as demais analises as fragdes foram congeladas a
-18 °C por um periodo méaximo de 15 dias, sendo descongeladas a temperatura ambiente sob

agua corrente.
3.3.1 Proteina total

O nitrogénio total nas amostras foi determinado pelo método de Kjeldahl, segundo
metodologia n° 920.123 da AOAC (2005). O método de Kjeldahl consta de trés etapas
distintas: - Digestdo da amostra, em sistema digestor Kjeldahl (VELP), empregando acido
sulfurico e pastilha catalisadora (3,5 g de K;SO4 e 3,5 mg de Se, FOSS); - Destilacdo em
sistema com destilador Kjeldahl (VELP — UDK 126 A), empregando solugao de acido borico

a 4 % com indicador misto como solugdo receptora da amonia destilada; - Titulacdo do borato
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de amonia formado com solugdo de HCI 0,1 N. Na quantificacdo da proteina foi empregado o

teor de nitrogénio multiplicando-se pelo fator de conversdo de nitrogénio em proteina de 6,38.

3.3.1.1 Fragodes das proteinas - Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese ¢ uma técnica de controle de pureza, onde as moléculas sdo separadas
de acordo com seu tamanho forma ou carga. As proteinas migram por a¢do de um campo
elétrico, sendo esta migragdo diferente para cada proteina. A eletroforese foi realizada no soro
in natura submetido a UF com membrana de 50 kDa e nas fra¢cdes de concentrado e permeado
obtidos apds o processo de acordo com metodologia descrita por Laemmli (1970). O

protocolo detalhado da técnica ¢ descrito no Apéndice Al.

3.3.2 Solidos totais

Os solidos totais das amostras foram determinados por método gravimétrico em estufa
de recirculacdo (Fanem — modelo 320 - SE) a 105°C por aproximadamente 4 h e/ou até peso
constante, empregando areia do mar para facilitar a transferéncia de calor, segundo

metodologia descrita por IAL (2005).

3.3.3 Condutividade elétrica

A medida da condutividade elétrica ¢ essencial para determinar a presenca de
substancias com carga em amostras liquidas. Solugdes inorganicas conduzem melhor a
corrente elétrica do que substancias organicas. Assim a medida da condutividade elétrica ¢
uma medida indireta da concentragdo de ions na solu¢do. As medidas de condutividade
elétrica foram realizadas em condutivimetro (RS 232-METER 8306), realizando-se leituras

diretamente nas amostras.

3.3.4 Acidez total

A acidez total foi determinada por titulagdo da amostra com hidréxido de sédio N/9

(solug@o Dornic), em presenga do indicador fenolftaleina, segundo método AOAC (2005). O

resultado foi expresso em °Dornic.
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3.3.5 pH

O pH foi determinado pelo método potenciométrico, segundo metodologia n°® 4022
descrita pela AOAC (2005), utilizando-se pHmetro (Digimed DM-22), realizando-se leituras
diretamente na amostra. O equipamento foi previamente calibrado com solucdes padroes de

pH 4,0; 6,86; 9,0 ¢ 10,01, conforme instru¢des do fabricante.

3.3.6 Lactose

A determinagdo da concentracdo de lactose foi realizada segundo metodologia descrita
por Miller (1959) pelo método de DNS (3,5-dinitro salicilato). Os aglcares redutores foram
quantificados por espectrofotometria com espectrofotdmetro UV-Visivel (Agilent
Technologies, modelo 8453E) a 570 nm e para quantificacdo utilizou-se uma curva padrao de
lactose cuja concentragdo varia no intervalo de 0,5 a 5,0 g/L. O protocolo detalhado da técnica

¢ descrito no Apéndice A2.

3.3.7 Minerais Totais

O conteudo de minerais totais (teor de cinzas) foi determinado conforme metodologia
descrita por IAL (2005). Inicialmente, as amostras (~4 g) foram evaporadas, pré-carbonizadas
em chapa elétrica e posteriormente incineradas em mufla (Quimis) a 550°C por
aproximadamente 8 h (aspecto das cinzas). A quantificacdo foi realizada pelo método

gravimeétrico.

3.4 TRATAMENTO ESTATISTICO

Nos ensaios dos planejamentos de experimentos foram realizadas triplicatas do ponto
central e nas determinagdes analiticas triplicatas de andlises. Os resultados foram tratados
estatisticamente mediante metodologia de planejamento de experimentos e também mediante
analise de variancia (ANOVA) e comparacao das médias pelo teste de Tukey e/ou ¢ student,

com auxilio do software Statistica versdo 8.0, ao nivel de significincia de 95 % de confianca.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente item tem por objetivo apresentar e discutir os resultados obtidos no
decorrer deste trabalho. Para uma melhor compreensdo, primeiramente sdo apresentados os
resultados da caracterizagdo dos lotes de soro de leite in-natura obtidos para a realizagdo dos
procedimentos de UF com membrana de 100 kDa. Em seguida, os resultados dos fluxos e
resisténcias das membranas e caracterizag@o das fragdes obtidas para os planejamentos 1 e 2.
Posteriormente, os resultados obtidos para a membranas de 50 kDa, da condi¢do maximizada

do planejamento 2.

4.1 CARACTERIZACAO DO SORO DE LEITE IN NATURA

Na Tabela 9 ¢ apresentada a caracterizagdo média do soro de leite in natura utilizado
nos planejamentos de experimentos para a membrana de 100 kDa em comparagdo com
informacoes da literatura (Macedo et al. 2015; Smithers, 2015) de caracteristicas de soro doce

e acido.

Tabela 9 - Caracterizacdo média do soro de leite utilizado neste estudo e caracterizacdo do
soro doce e acido de acordo com a literatura.

Componentes Soro de leite deste estudo* Soro doce** Soro acido**’
Condutividade (uS/cm) 5,71+0,37 - -
Soélidos Totais (%) 5,60+0,11 6,0-7,0 6,6
Lactose (%) 4,66+0,20 4,2-5,0 49
Proteina (%) 0,91+0,02 0,7-0,9 0,75
Minerais (%) 0,6+0,02 0,5-0,6 0,8

Fonte: * O autor
**Adaptado de Macedo et al., (2015);*** Smithers (2015).

De acordo com. Carvalho et al., (2013) Smithers (2015) e Macedo et al. (2015), o soro
de leite 4cido apresenta um pH menor que 5,1 enquanto que o soro de leite doce apresenta pH
mais elevados acima de 5,6. Os lotes de soro de leite utilizados neste estudo apresentaram pH
médio de 6,49 (£0,04) e acidez média em (°D) de 12,20 (+0,52) podendo dessa forma com
base na literatura ser classificado como soro doce. Valores proximos aos encontrados em
nosso estudo foram também obtidos na literatura. Roman et al.(2011), obtiveram valores de
proteina, solidos totais e lactose de 0,54 %, 5,77 % e 4,26 % para o soro bovino doce,

respectivamente. Ja Bald et al. (2014), encontraram para o soro de leite doce proveniente da
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fabricacdo de queijo tipo mussarela um teor de 0,86 % de proteinas; 4,8 % de lactose, 0,52 %
de minerais totais, e 5,65 % de solidos totais, enquanto que Smithers (2015), cita valores de
solidos totais, lactose, proteina e minerais totais de respectivamente, 6,3 %; 4,9 %; 0,75 % e
0,5 %.

Ressalta-se que o soro de leite pode apresentar composicdo variada em funcdo de
fatores que interferem na composi¢do do leite e do soro, tais como espécie, raca, idade, fase
de lactagdo e alimentacdo do animal, sazonalidade e clima, assim como tratamento térmico

empregado no leite e o processo de fabricacdo do queijo.
4.2 PROCESSO DE ULTRAFILTRACAO

4.2.1 Efeitos da pressido e temperatura sob os fluxos de agua e de soro de leite em UF de
100 kDa

A Tabela 10 apresenta a matriz do planejamento fatorial 2* (valores codificados e
reais) — Planejamento 1 e respostas do fluxo de permeado médio (L/m’h) para dgua e soro de

leite, obtidos do processo de UF com membrana plana de 100 kDa.

Tabela 10 - Matriz do planejamento fatorial 2> (valores reais e codificados) - Planejamento 2
e resposta em termos de fluxo de permeado médio (L/m’h) para agua e soro de leite, obtidos
apos UF.

Ensaios Variaveis independentes* Fluxo de permeado (L/m"h)
X; X, Agua Soro de leite
1 20 (-1) 1,0 (-1) 120,33 15,41
2 40 (1) 1,0 (-1) 165,68 18,17
3 20 (-1) 3,0(1) 389,05 23,35
4 40 (1) 3,0 (1) 431,92 24,82
5 30 (0) 2,0 (0) 440,39 22,17
6 30 (0) 2,0 (0) 433,51 22,29
7 30 (0) 2,0 (0) 443,57 22,53

*X,= Temperatura (°C); X,= Pressdo (bar). Variaveis independentes fixas: volume de alimentagao (200 mL).

Os resultados obtidos para fluxo médio de agua apresentaram uma expressiva queda
em relacdo aos fluxos de soro de leite que no caso especifico do ensaio 4 reduziu de 431,92
L/m’h (operando com 4gua), para 24,82 L/m*h (operando com soro de leite). Para a agua os
fluxos médios mais elevados foram verificados no ponto central (ensaios 5, 6 € 7) os quais

operaram a 30°C e 2 bar, enquanto que para o do soro o fluxo mais elevado de 24,82 L/m’h,
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foi obtido a 40°C e 3 bar (ensaio 4) e 0 mais baixo foi de 15,41 L/m*h a 1 bar e 20°C ( ensaio
1).

Os resultados apresentados na Tabela 10 foram tratados estatisticamente para a
avaliagdo dos efeitos de cada variavel independente sobre a resposta em fluxo de permeado de
soro de leite. A pressdo e temperatura exerceram influéncia significativa positiva (p<0,05)
sobre o fluxo médio de soro de leite, dentro da faixa estudada (Tabela 1B- Apéndice B). Os
efeitos que nao foram significativos (p<0,05) foram adicionados a falta de ajuste para analise
de variancia - ANOVA (Tabela 2B — Apéndice B).

A Equacdo 5 apresenta o modelo codificado de primeira ordem que descreve o fluxo
médio de soro de leite (L/mzh) em funcdo da pressdo e temperatura, dentro das faixas
estudadas. O modelo foi validado pela analise de varidncia com um coeficiente de correlacao
de 0,95 e um F calculado 2,51 vezes superior ao F tabelado, o qual permitiu também a

construcdo da superficie de resposta e curva de contorno apresentadas na Figura 8.
FMS = 21,25 + 1,05X; + 3,65 X, (5

Onde o FMS ¢ o fluxo médio de soro de leite (L/m*h), X; é a temperatura (°C) ¢ X» ¢ a
Pressdo (bar).

Figura 8 - Superficie de resposta (a); Curva de contorno (b) para o fluxo médio de soro de
leite (L/ m’h), obtidos do planejamento fatorial 2*- planejamento 1.
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De acordo com a Figura 8 (a) e (b), maiores fluxos médios de soro de leite foram
obtidos a pressdes mais elevadas acima de 2,5 bar e temperaturas superiores a 30°C. Este
efeito ¢ esperado uma vez que a pressdo ¢ a forca motriz do processo e o aumento da
temperatura diminui a vicosidade da solucdo, aumenta a difusividade do soluto e taxa de
transporte de solutos, facilitando a passagem desta pela membrana. Embora hd uma indicagao
de que aumentando a temperatura tem-se maior fluxo, foi verificado um acréscimo de acidez e
uma diminuic¢do do teor de lactose no concentrado (Tabelas 19 e 23 respectivamente).

Baseado nesses resultados um novo planejamento foi conduzido com niveis de
temperaturas menores (5, 10 e 15°C) e os resultados de fluxos do planejamento 2 UF com
membrana plana de 100 kDa sdo apresentados na Tabela 11. Os maiores fluxos tanto para a
agua (434,04 L/m’h), quanto para o soro (18,73 L/m? h) foram obtidos no ensaio 4 operado a

pressdo e temperatura maximas do planejamento (15°C e 3 bar).

Tabela 11 - Matriz do planejamento fatorial 22 (valores reais e codificados)- Planejamento 2 e
resposta em termos de fluxo de permeado médio (L/m’h) para agua e soro de leite, obtidos
apos UF.

) Variaveis independentes* Fluxo de permeado (L/m" h)
Ensaios , -
X1 X, Agua Soro de leite
1 5(-1) 1,0 (-1) 114,86 14,17
2 15 (1) 1,0 (-1) 170,97 15,53
3 5(-1) 3,0 (1) 392,22 17,53
4 15 (1) 3,0 (1) 434,04 18,73
5 10 (0) 2,0 (0) 226,02 17,70
6 10 (0) 2,0 (0) 230,78 17,73
7 10 (0) 2,0 (0) 222,84 17,76

*X = Temperatura (°C); X,= Pressdo (bar). Variaveis independentes fixas: volume de alimentagao (200 mL).

Ao comparar-se o fluxo médio de soro de leite obtido no planejamento 2, o maior
fluxo foi de 18,73 L/ m*h operado a 3 bar e 15°C, ja no planejamento 1 foi de 24,82L/ m’h
obtido a 3 bar e 40°C, demonstrando uma redugdo de fluxo de aproximadamente 25%. O
menor fluxo observado possui relacdo com a viscosidade do soro de leite, visto que a
temperatura de 15°C obteve se uma viscosidade de 2,07x107 superior a obtida a 40°C (1,79 x
107). Metsimuuronen e Nystrom (2009), enfatizam que em temperaturas mais elevadas tem-
se menores viscosidades da solugdo de alimentacdo, no entanto ocorre arraste de uma maior
quantidade de solutos em direcdo da membrana acelerando a incrustagdo desta, justificando
assim a baixa reducdo de fluxo observado a temperatura 15°C quando comparado ao processo

operado a 40°C.
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Os resultados apresentados referentes ao fluxo médio de soro foram tratados
estatisticamente (Tabela 3B - Apéndice B). As variaveis pressdo e temperatura exerceram
influéncia significativa (p<0,05) positiva dentro da faixa estudada. Os efeitos que ndo foram
significativos (p<0,05) foram adicionados a falta de ajuste para analise se variancia - ANOVA
(Tabela 4B- Apéndice B).

A Equacédo 6 apresenta o modelo codificado de primeira ordem que descreve o fluxo
médio de soro de leite (L/mzh)em funcdo das variaveis analisadas (temperatura e pressao). O
modelo foi validado pela analise de variancia (Tabela 4B - Apéndice B), onde se obteve um
coeficiente de correlagdo de 0,91 e um F calculado 1,35 vezes maior que o F tabelado, os

quais permitiram a constru¢do da superficie de resposta e curva de contorno apresentadas na

Figura 9.
FMS = 17,02 + 0,64X; + 1,64 X, (6)

Onde o FMS ¢ o Fluxo médio de soro de leite (L/m’h), X; é a temperatura (°C) ¢ X, ¢ a
Pressdo (bar).

Figura 9 - Superficie de resposta (a); Curva de contorno (b) para o fluxo médio de soro de
leite (L/m’h), obtidos do planejamento fatorial 2°- Planejamento 2.
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Pode se observar através da Figura 9 (a) e (b), que esta apresenta o mesmo

comportamento verificado na Figura 8, onde os maiores fluxos médios de permeado de soro
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foram obtidos em pressdes e temperaturas mais elevadas, sendo recomendadas faixa de
pressdes superiores a 2 bar e temperaturas acima de 10°C. Estas condicdes de temperatura
parecem ser mais adequadas, uma vez que ndo foi verificado acidificacdo dos concentrados
obtidos (Tabela 20). Para Steinhauer et al. (2015b), o crescimento de bactérias mesofilas ou
de deterioragdo da flora s6 pode ser evitada na gama de temperaturas abaixo de 20°C ou
acima de 50°C. Em estudo sobre a micro ¢ ultrafiltracdo de soro de leite acido e doce das
temperaturas de 10 a 50 °C, estes concluiram que para o processamento higié€nico tanto do
soro de leite doce e acido por longo periodos, uma temperatura < 10°C parece ser mais
adequada. Liu et al. (2014), e Crowley et al. (2015), afirmam ainda, que temperaturas baixas
de filtragdo podem apresentar beneficios adicionais reduzindo a desnaturagdo de proteinas do
soro, a incrustacdo na membrana causada por fosfatos de calcio, além de reduzir o
crescimento de bactérias termofilas. No entanto, as temperaturas mais baixas reduzem
difusividade, e, portanto o coeficiente de transferéncia de massa, resultando em velocidades
de fluxo inferiores a UF realizada a temperaturas mais elevadas, independentemente do
tamanho dos poros da membrana.

Embora as superficies de resposta indiquem que os maiores fluxos permeados sdo
obtidos em pressdes de 3 bar ¢ necessario cautela ao definir a pressdo de operagdo. Para este
sistema foi observado que para o soro de leite pressdes mais elevadas intensificaram os
fénomenos de polarizacdo por concentracao e entupimento da membrana ocasionando fluxos
permeados semelhantes aos obtidos a pressdes de 2 bar, assim a pressdo de 2 °bar parece ser
mais indicada para ultrafiltracdo do soro neste sistema.

O comportamento dos fluxos de permeado em fun¢do do tempo foi acompanhado ao
longo de 10 minutos para agua pura e ao longo de 90 minutos para o soro de leite. A Figura
10 apresenta o comportamento do fluxo em fun¢do do tempo para a agua (a e c) e para o soro

de leite ( b e d), respectivamente.
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Figura 10 - Fluxos permeados de agua (“a” e “c”) e do soro de leite (“b” e “d”) em funcdo do
tempo, para membrana de 100 kDa dos planejamentos 1 e 2, respectivamente.
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Observa-se na Figura 10a e 10c que os fluxos de permeados para agua apresentaram

perfil praticamente estacionario ao longo do tempo em todos os ensaios, sendo este

comportamento ja esperado uma vez que o fluido utilizado (adgua deionizada) ¢ livre de

contaminantes (material suspenso e dissolvido) que sdo responsaveis pela polarizagdo por

concentragdo e fouling. Para o planejamento 1 (Figura 10a) ¢ possivel observar que o fluxo de

permeado de d4gua aumenta consideravelmente com o aumento de pressdo de 1 bar (ensaios 1

e 2) para 2 bar (ensaios 5; 6 e 7), entretanto nota-se que ndo existe diferenca expressiva entre

os fluxos obtidos para os ensaios que operaram a 3 bar (ensaios 3 e 4) aos que operaram a

2 bar (ensaios 5; 6 e 7). A pouca diferenca verificada entre os ensaios que operaram a

pressdes de 2 e 3 bar deve-se possivelmente ao fato que nessas condi¢des, a pressdo de 3 bar
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houve a compactagdo da membrana, no qual o efeito da pressdo sobre a espessura da
membrana comprimiu-a ocasionando a diminui¢do do tamanho dos poros e,
consequentemente levando a um aumento na resisténcia hidraulica e uma diminui¢@o na taxa
de permeacdo. Para Habert et al., (2006) a compactagdo além de ser em fungdo da pressdo
aplicada depende das caracteristicas estruturais da membrana incluindo o tipo de polimero
utilizado. Esse mesmo efeito de compactacdo para agua foi também observado em estudos
realizados por Atra et al. (2005); Baldasso et al. (2011a). Para o planejamento 2 (Figura 10c)
o fluxo permeado de dgua apresentou um comportamento linear tanto para pressao como para
temperatura, sendo que a medida que se tem o aumento de ambos ocorreu um aumento do
fluxo de permeagao.

Quanto aos fluxos de soro de leite em fun¢@o no tempo Figura (10b) e (10d) ¢ possivel
observar que em todos os ensaios ocorreu uma queda do fluxo de permeado ao longo do
tempo de operagdo do processo, essa queda de fluxo operacdo, deve-se principalmente aos
fenomenos de polarizagdo de concentracao e fouling. Este fato ja era esperado uma vez que os
componentes do soro, principalmente as proteinas sdo retidas e se acumulam na superficie da
membrana formando uma barreira. Para Steinhauer et al. (2015a), a principal desvantagem da
concentracdo de proteina de soro de leite por meio de UF ¢ entupimento da membrana, sendo
que as proteinas do soro, principalmente a B-lactoglobulina ¢ a responsavel pela diminui¢ao
do fluxo de permeado. Perfil semelhante para UF de soro de leite foi também evidenciado por
Almécija et al. (2007); Baldasso et al. (2011a); Serpa (2012) e Leidens (2013. Outro fator que
pode ocasionar a diminui¢cdo do fluxo ¢ o tipo de escoamento (convencional) uma vez que
neste tipo de escoamento tem-se se uma maior concentra¢do de particulas na regido proxima a
membrana com o decorrer do tempo, ocasionando uma queda maior do fluxo permeado em
func¢do do aumento da resisténcia a filtragéo.

Crowley et al. (2015), investigaram a filtragdo de leite desnatado com membranas
poliméricas a temperaturas de refrigeragdo (+ 4°C) usando duas membranas de microfiltragdo
de polivinilideno-difluoreto com tamanho de poro de 0,1 um e 0,45 um, e uma membrana de
ultrafiltragdo de polietersulfona de 1000 kDa. Foi observado uma diminui¢do de fluxo de
permeado durante a filtragdo com as trés membranas testadas, provavelmente devido a uma
combinacdo de polarizagdo de concentragdo e incrustagcdo gradual, sendo que o fluxo inicial
mais elevado foi obtido com a membrana de polietersulfona de 1000 kDa. De acordo com os
autores, os materiais da membrana podem ter uma influéncia acentuada no desempenho da

filtracdo do leite desnatado a temperaturas de refrigeracao.



45

Observa-se ainda que para o fluxo permeado de soro Figura 10b e 10d, que os ensaios
1 e 2 que operaram a pressdao de 1 bar apresentaram fluxo menor que os demais ensaios, nao
havendo grande diferenga entre os ensaios 3 e 4 aos ensaios 5 6 e 7 que operaram as pressoes
de 3 e 2 bar respectivamente. Possivelmente para este processo na pressao de 2 bar encontra-
se o fluxo limite, o qual é atingido quando o aumento da pressdo no sistema ndo influencia
mais no aumento do fluxo de forma significativa tornando o fluxo praticamente constante
independente do aumento da pressdo. De acordo com Atra et al. (2005), o fluxo torna-se
independente da pressdo, pois as moléculas de proteinas se depositam na superficie da
membrana, formando uma camada gel, causando os fendmenos de fouling e polarizagdo por
concentragdo, ¢ essa camada causa uma resisténcia adicional ao fluxo de permeado. Além
disso, membranas com poros mais abertos apresentam fluxos mais elevados havendo maior
polarizagdo por concentracdo e por conseguinte, a regido independente da pressdo ocorre a
pressdes mais baixas. Comportamento de fluxo limite foi também evidenciado para UF de
soro de leite em estudos realizados por Almécija et al. (2009); Baldasso et al. (2011a);
Macedo et al. (2011) e também para UF de leite ovino e bovino por Catarino et al. (2013) e
Atra et al. (2005), respectivamente.

Os ensaios com pressoes e temperaturas maximas 40°C e 3 bar e 15°C e 3 bar
apresentaram maior fluxo permeado inicial porém uma queda de fluxo mais acentuada ao
longo do tempo de operacdo. Neste caso, a maior pressdo associada a temperatura mais
elevada fez com que uma maior quantidade de soluto chegasse a superficie da membrana
intensificando os fendmenos de polarizacdo por concentracdo e fouling. Esta observagdo esta
de acordo com Brans (2006) e Metsimuuronen e Nystrom (2009), os quais afirmam que um
aumento de pressdo acarreta em um aumento inicial do fluxo, entretanto a mesma acelera a
formag@o de incrustagdes prejudicando dessa forma operagdes de longa duragdo. Além disso,
temperaturas mais altas reduzem a viscosidade do soro, aumentando a velocidade com que o
fluido ¢ direcionado do seio da solucdo em dire¢do a membrana, aumentando dessa forma a
sua permeacdo inicial e consequentemente o arraste de solutos em dire¢do a membrana,
acelerando a polarizacdo de concentracdao (STEINHAUER et al., 2015b).

Brido e Tavares (2012b), avaliaram o processo de UF para a recuperagdo de solidos do
leite proveniente de aguas residudrias de laticinios utilizando membrana tubular polivinilideno
(PVDF) de 80 kDa membrana espiral de polietersulfona (PES) de 5 kDa. Duas variaveis
independentes (pressdo e velocidade de fluxo cruzado), com trés niveis diferentes (3%) foram
aplicados a cada uma das membranas. Segundo os autores para a membrana de 80 kDa no

inicio da filtragdo, pressdes mais elevadas aumentaram o fluxo. No entanto, como o passar do
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tempo, a pressdo também aumentou incrustacdo, aumentando a resisténcia e reduzindo assim
o fluxo.

O menor fluxo observado para o soro em relagdo a agua (Figura 10) justifica-se pela
presenca de solidos na corrente de alimentagdo, criando uma camada polarizada na superficie
da membrana e/ou bloqueando poros. Para Arguello et al. (2002), quando ha presenca de
solutos na alimentagdo ¢ inevitavel que ocorra a reducdo de fluxo de permeacdo, em funcao
dos efeitos como polarizacdo por concentragdo e incrustacdes. Butylina et al. (2006);
Chollangi e Hossan (2007); Baldasso et al. (2011a), Macedo et al. (2015), em UF de soro de
leite também observaram um fluxo menor para o soro em comparagdo a agua. Para esses
autores as possiveis causas para os fluxos inferiores incluem intera¢des entre a membrana e
solucgdo, efeitos de difusividade de massa e, principalmente, a viscosidade mais elevada (p) da
solugdo. Ainda de acordo com Baldasso et al. (2011a) o fluxo de permeado de soro de leite
menor do que o fluxo de d4gua mostra que o efeito da concentragdo de polarizagdo ¢ bastante
significativa para o soro de leite e este efeito tende a se agravar a medida que o soro ¢
concentrado.

Barukcic et al. (2014), utilizado membranas ceramicas com poros de 0,1, 0,5 e 0,8 nm,
a temperaturas de 20, 40 e 50°C para a microfiltracdo do soro de leite doce constatou fluxos
mais elevados de permeado a temperatura de filtragdo a 50°C em todos os tamanhos de poros
investigados. Entretanto para Steinhauer et al. (2015b), a temperatura deve ser usada com
cautela. Os mesmos avaliaram a influencia da temperatura (10 a 50°C) sobre o desempenho de
UF de soro de leite e sua relagdo com a incrustacdo na membrana. Os autores observaram que
a temperaturas iguais ou superiores a 35°C o fluxo diminuiu significativamente com o tempo
de processo, segundo os mesmos, os resultados obtidos indicam claramente que a incrustacdo
da membrana aumentou acima de 30°C, apesar do fato da viscosidade diminuir. Os autores
concluiram que a transformacgao industrial do soro de leite a temperaturas de filtracdo acima
de 40°C pode ser desvantajoso uma vez que foi observado declinio continuo do fluxo a

temperaturas superiores.

4.2.1.1 Calculo da resisténcia de permeagao

A redugdo do fluxo ¢ o resultado do aumento na resisténcia de permeagdo pelo
bloqueio dos poros e a formagao de uma camada de torta sobre sua superficie. O bloqueio de
poro faz com que a resisténcia de permeagdo aumente, enquanto que a formagdo de torta cria

uma camada adicional de resisténcia ao fluxo permeado. Esse processo reduz a taxa de
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producdo de permeado, aumentando a complexidade da operagdo de filtragdo por membranas
(ABDELRASOUL et al., 2013).

A resisténcia da membrana e de permeagdo foi calculada para filtragdo com agua e
soro de leite respectivamente nas condigdes extremas dos dois planejamentos trabalhados, ou
seja, temperaturas de 15 e 40°C e pressdo de 300000 Pa (equivalente a 3 bar). A Tabela 12
apresenta a viscosidade dindmica da agua obtida de acordo com Shames (1995) e a
viscosidade do soro obtida experimentalmente a 15 e 40°C, bem como as resisténcias

calculadas.

Tabela 12 - Viscosidade da 4gua e do soro de leite em diferentes temperaturas e a resisténcia
obtida nas condi¢des extremas de cada planejamento.

Temperatura Viscosidade Viscosidade Resisténcia para  Resisténcia para
°O) Agua (Pa.s)* Soro (Pa.s) agua (m'l) 0 SOro (m'l)
15 1,14x 107 2,07x 107 2,18 x 10° 2,77 x 10’
40 6,53 x 10 1,79x 10 3,83x 10° 2,43x 10

*Fonte: Shames (1995).

Pode se observar que em uma mesma temperatura a viscosidade dindmica do soro ¢
superior do que a da agua. Isso se deve ao fato de que o soro apresenta solutos altamente
polares dissolvidos em sua composicdo, o que faz aumentar as forgas intermoleculares e as
coesivas, aumentando dessa forma a viscosidade. Com relacdo a resisténcia da membrana,
observa-se que para o soro de leite, tem-se uma menor resisténcia a temperatura de 40°C do
que a 15°C, devido a uma menor viscosidade do soro. De acordo com Strathmann (2001) o
efeito da temperatura decorre da reducdo ocasionada na viscosidade do fluido e na mobilidade
das moléculas, ou seja, na difusividade da solugao.

A resisténcia da membrana para UF utilizando soro de leite a 40°C apresentou um
valor 2,43x10'm™ cerca de 6,34 vezes superior a obtida para 4gua pura que foi de 3,83x 10°
m’ . Enquanto que na temperatura de 15°C a resisténcia para o soro foi de 12,70 vezes
superior a encontrada para a agua. A maior resisténcia verificada para o soro de leite em
relagcdo a 4gua em ambas as temperaturas ¢ dada em fung@o dos solidos presentes na solugéo
que dificultam a sua passagem pela membrana, além disso, a viscosidade do soro é bem
superior a da agua, dificultando sua passagem pela membrana. Racoski et al., (2014)
investigando a resisténcia de uma membrana de UF de 100kDa para agua e leite
semidesnatado, verificaram que a resisténcia da membrana pra o leite foi de 7 vezes maior

que a agua devido aos solidos presentes no leite.
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4.2.2 Efeitos da pressio e temperatura sob os constituintes dos concentrados e
permeados em UF de 100 kDa

4.2.2.1 Proteinas

A Tabela 13 apresenta a matriz planejamento fatorial 2> (valores reais e codificados) —
Planejamento 1 e a resposta da proteina (g/100 mL) e coeficiente de rejeicdo, obtidos apds o

processo de UF com membrana plana de 100 kDa.

Tabela 13 - Matriz do planejamento fatorial 2* (valores reais e codificados) - Planejamento 1
e resposta em termos de proteina total (g/100 mL) para os concentrados e os permeados e
coeficiente de rejeicdo (%) obtidos apds UF.

Variaveis . .
Ensaios independentes* Proteina™ (g/100 mL) %(:ﬁij:lg::t(eo /d)e
X1 X, Concentrados Permeados jer °
1 20 (-1) 1,0 (-1) 1,05% (£0,05) 0,20° (:0,02) 78,02
2 40 (1) 1,0 (-1) 1,03 (+0,03) 0,32° (£0,01) 64,84
3 20 (-1) 3,0(1) 1,13% (£0,01) 0,41° (+0,05) 54,95
4 40 (1) 3,0 (1) 1,11% (£0,02) 0,33%(+0,02) 63,74
5 30 (0) 2,0 (0) 1,11% (£0,02) 0,45° (£0,02) 50,55
6 30 (0) 2,0 (0) 1,09% (+£0,04) 0,47° (+£0,03) 48,35
7 30 (0) 2,0 (0) 1,07% (£0,02) 0,43° (+0,02) 52,75

*X = Temperatura (°C); X,= Pressdo (bar); **médias (+desvio padrao) seguidas de letras iguais nas linhas ndo
diferem a nivel de 5% (Teste de t student) para os concentrados e permeados. Varidveis independentes fixas:
volume de alimentacao (200 mL), tempo de UF 90 min.

Os resultados de proteina para os concentrados variaram de 1,03 a 1,13 g/100 mL
sendo que o maior percentual de proteina foi observado a 3 bar e 20°C (ensaio 3). A maior
concentragdo de proteinas em pressdes mais elevadas deve-se possivelmente ao fato do
processo ser operado em forma de batelada. Dessa forma, como ja verificado para os
resultados de fluxo em uma maior pressdo tem-se um maior fluxo e consequentemente um
maior fator de concentra¢do do soro ja que todos os ensaios utilizaram o mesmo tempo de
processo (90 min). Em termos de permeado, no processo de UF de soro de leite deseja-se que
permeie o minimo possivel de proteina, sendo menor percentual foi de 0,20 g/100 mL a 20°C
e 1 bar (ensaio 1). A maior rejeicdo da membrana observada foi de 78 % (ensaio 1) a 20°C e 1

bar.
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Para os concentrados os resultados foram tratados estatisticamente (Tabela 5B,
Apéndice B) e a Equacgdo 7 apresenta o modelo codificado de primeira ordem que descreve o
teor de proteina em fungdo da variavel pressdo, dentro da faixa estudada, onde observa-se que
a variavel pressdo exerceu influéncia significativa positiva (p<0,05) sobre a concentragdo da
proteina do soro de leite dentro da faixa estudada. O modelo foi validado pela Analise
Variancia (Tabela 6B, Apéndice B), onde o coeficiente de correlagdo obtido foi de 0,91 e o F
calculado foi de 3,77 vezes superior ao F tabelado, o qual permitiu também a construcao de

superficie de resposta e curva de contorno apresentadas na Figura 11.

PTc = 1,083 + 0,043X, @)
Onde o PTc ¢ proteina total do concentrado (g/100 mL) e X; ¢ a pressao (bar).

Figura 11 - Superficie de resposta (a); Curva de contorno (b) para o teor de proteina total %
(m/v) dos concentrados de UF do soro de leite, obtidos do planejamento fatorial 2%
Planejamento 1.
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De acordo com a Figura 11 (a) e (b) observa-se que as maiores concentracdes de
proteina foram obtidas em pressdes mais elevadas acima de 2,5 bar, e uma ampla faixa de
temperatura, porém com uma tendéncia de diminuicdo & medida que aumenta-se a
temperatura. Baseado nestes resultados e também em fun¢do da acidificacdo do concentrado
em temperaturas maiores, um novo planejamento (Tabela 14) com temperaturas na faixa de 5
a 15°C foi realizado. Zufiiga et al. (2004), ressaltam que temperaturas elevadas podem
provocar a desnaturagdo da B-Lg e polimerizagdo irreversivel ou um significativo aumento na

susceptibilidade de degradacdo desta proteina.
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Para do permeados os resultados podem ser melhores visualizados pelo grafico de
Pareto (Figura 12a), onde apresenta-se os efeitos estimados (valor absoluto) das variaveis
testadas no planejamento fatorial 2°.- Planejamento 1. Observa-se que o teor de proteinas foi
influenciado significativamente (p<0,05) pela interacdo temperatura e pressdo com efeito
negativo. Enquanto que a varidvel independente pressio exerceu influencia significativa
positiva (p<0,05), ou seja, a medida que se aumenta a pressdo tem se um aumento no teor de
proteinas no permeado. O efeito positivo da pressdo pode ser explicado possivelmente em
funcdo de que maiores pressdes exercem maior forga sob a membrana arrastando um maior

teor de solutos incluindo as proteinas.

Figura 12 - Grafico de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) para proteina
(/100 mL) dos permeados (a) e rejeicdo (%) (b), obtidos do planejamento fatorial 2° -
Planejamento 1.
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Para a rejeicdo, os dados foram tratados estisticamente sendo possivel observar através
do grafico de pareto (Figura 12b) que a variavel presdo exerceu influéncia significativa
negativa (p<0,05), enquanto que interagdo pressdo e temperatura exerceu influéncia
significativa positiva (p<0,05). O efeito negativo da pressdo justifica-se em fun¢do de que
pressdes mais elevadas arrastaram uma maior quantidade de proteinas para a fragdo permeada
ocasionando dessa forma menor retengéo.

A Tabela 14 apresenta a matriz do planejamento fatorial 22 (valores reais e
codificados)- Planejamento 2 e a resposta em termos de proteina (g/100 mL) e coeficiente de

rejei¢do (%) obtidas apds o processo de UF com membrana plana de 100 kDa.
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Tabela 14 - Matriz do planejamento fatorial 2* (valores reais e codificados) - Planejamento 2
e resposta em termos de proteina total (g/100 mL) para os concentrados e os permeados e
coeficiente de rejeicdo(%) obtidos apds UF.

Ensaios ind::];::nilve(::es* Proteina®™ (g/100 mL) (ljl(:;feiicg:i;:: t(e%()l )e
X X, Concentrados Permeados
1 5(-1) 1,0 (-1) 1,03% (£0,03) 0,27° (+0,06) 70,33
2 15 (1) 1,0 (-1) 1,01% (+0,07) 0,32° (20,01) 64,84
3 5(-1) 3,0 (1) 1,34 (+0,03) 0,30° (+0,03) 67,03
4 15 (1) 3,0 (1) 1,35% (+0,03) 0,32°(0,01) 64,84
5 10 (0) 2,0 (0) 1,07% (+0,02) 0,25° (+0,01) 72,53
6 10 (0) 2,0 (0) 1,07* (+0,03) 0,27° (+0,03) 70,33
7 10 (0) 2,0 (0) 1,09% (+0,01) 0,26° (+0,03) 71,43

*X = Temperatura (°C); X,= Pressdo (bar); **médias (+desvio padrao) seguidas de letras iguais nas linhas ndo
diferem a nivel de 5% (Teste de t student) para os concentrados e permeados. Variaveis independentes fixas:
volume de alimentacao (200 mL), tempo de UF 90 min.

De acordo com a Tabela 14, é possivel verificar, que como esperado os valores de
proteina obtidos para os permeados mostraram-se inferiores ao dos concentrados diferindo
estatisticamente (p<0,05) em todos os ensaios. A maior concentragdo de proteinas foi de
1,35 g/100 mL a 3 bar e 15°C (ensaio 4) e nos permeados, os teores de proteinas ndo
ultrapassam 0,32 g/100 mL, variando entre 0,25 a 0,32 g/100 mL.

Para o planejamento 2, obteve-se uma rejeicao média de 70,3 %. A maior rejei¢do de
72,53 % (ensaio 5) da-se possivelmente devido as menores viscosidades do soro nestas
temperaturas (5 a 15°C) o que dificultam a passagem deste soluto para a fragdo permeada, isto
associado também aos fendmenos de polarizagdo por concentragao e fouling.

Os resultados apresentados referentes a proteina dos concentrados foram tratados
estatisticamente (Tabela 7B - Apéndice B), sendo que a variavel pressdo exerceu influéncia
significativa (p<0,05) positiva, dentro da faixa estudada. O modelo foi validado pela analise
de variancia (Tabela 8B — Apéndice B), onde se obteve um coeficiente de correlagdo de 0,92 e
o F calculado de 4,33 vezes maior que o valor tabelado, os quais permitiram a construgdo de
superficie de resposta e de curva de contorno apresentadas na Figura 13. Os fatores nao

significativos foram adicionados a falta de ajuste para a andlise de varidncia - ANOVA.

PTc = 1,133 + 0,165X, (8)

Onde o PTc ¢ proteina total do concentrado (g/100 mL) e X; ¢ a pressdo (bar).
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Figura 13 - Superficie de resposta (a); Curva de contorno (b) para o teor de proteina total (%,

m/v) dos concentrados de UF do soro de leite, obtidos no planejamento fatorial 2° ~
Planejamento 2.
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De acordo com a Figura 13 (a-b) as maiores concentracdes de proteina foram obtidas

em pressdes acima de 2,5 bar e uma ampla faixa de temperatura (5 a 15°C). Assim, se os

limites de pressdo forem aumentados, possivelmente havera um aumento do teor de proteinas

para este processo. No entanto os limites de pressdo ndo foram deslocados para niveis

superiores, em funcdo das limitagcdes técnicas do equipamento e para evitar problemas de

fluxo limite (como relatado anteriormente).

Em relagdo a proteina dos permeados e a rejeigdo, verificou-se que ndo houve

influencia significativa (p<0,05) das variaveis estudadas Figura 14a e 14b, respectivamente.

Figura 14 - Grafico de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) para proteina

(g/100 mL) dos permeados (a) e rejeicdo (%) (b), obtidos do planejamento fatorial 2% -
Planejamento 2.

(1)Temperatura (°C)(L)

2,87
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Existem poucos trabalhos na literatura que estudam os efeitos da UF a temperaturas na
faixa de 5°a 15 °C. Crowley et al. (2015), utilizando uma membrana de UF de polietersulfona
com massa molar de corte de 1000 kDa para a filtracdo tangencial de leite desnatado a
temperaturas de refrigera¢do (<4°C), verificaram um aumento dos niveis de proteina e solidos
na fracdo concentrada e a permeagdo de uma quantidade limitada de proteina para o permeado
apos 80 min de processo, comportamento este, também verificado no presente estudo operado
nas temperatura de 5 a 15°C. A recuperacdo de proteinas de soro de leite caprino por
microfiltracdo seguida de ultrafiltracdo utilizando uma membrana de 10 kDa, fluxo tangencial
e temperatura de 11+0,5°C e pressdo de 420 KPa foi estudada Palatnik et al. (2015), os
autores obtiveram apds 30 min de processo para o permeado e concentrado teores de proteina
de 0,23 + 0,04 e 2,68 = 0,04 (g/100g), respectivamente.

Na literatura raros sdo os trabalhos que trazem informagdes sobre a utilizagdo de
membranas planas de 100 kDa no processamento de soro de leite. Galanakis et al. (2014),
investigaram a separacdo e recuperagdo de proteinas e agucares de soro de leite doce obtido
do processo de fabricagdo do queijo Halloumi com um moédulo de UF de fluxo cruzado e trés
membranas comerciais (100, 50, 20 kDa), de acordo com os autores a retencdo de proteina foi
bastante elevado para todas as membranas testadas, ndo havendo diferenca significativa para o
coeficiente de retengdo entre as trés membranas estudadas nas condigdes testadas no estudo.

Apesar da membrana utilizada de 100 kDa possuir MWCO superior a boa parte das
proteinas presentes no soro de leite, os resultados encontrados para proteina indicam que a
mesma pode ser uma boa alternativa para a concentracdo de proteinas. Serpa (2012),
utilizando membrana de 50 kDa em configuracdo fibra oca para UF do soro de leite obteve
valores de proteina total para o concentrado entre 0,80 a 1,28 % e de permeado 0,36 a 0,59 %,
quando utilizou variagdes de pressdo e temperatura respectivamente de 1,0 a 3,7 kgf/em® e 25
a 52°C, resultados estes semelhantes aos encontrados nesse estudo o qual utilizou membranas
com o dobro do tamanho de poro. Além disso, os valores de retengdo obtidos para proteina
para esse autor foram em torno de 36 %, valor este inferior aos obtidos no presente estudo.
Para Habert et al.(2006), a baixa concentragao de soluto na corrente de alimentagdo, sua fraca
interagdo com a membrana, elevado numero de Reynolds e baixos fluxos de permeacgao, sdo
os principais fatores que contribuem para obtengdo de bons resultados de rejeicdo parcial de
compostos na corrente concentrada.

Arunkumar e Etzel (2015), afirmam ainda que na pratica industrial para a produgdo de
concentrados de proteina de soro de leite ¢ comum a utilizagdo de membranas de UF com um

MWCO de 10 kDa a 20 kDa, entretanto o uso de membranas deste tipo apresenta limitagdes
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como baixa permeabilidade hidraulica e baixo rendimento volumétrico devido aos poros
serem menores. Os autores avaliaram a eficiéncia do uso de membranas com poros mais
abertos 100 kDa carregadas negativamente em compara¢do a uma membrana de 10 kDa nao
modificada para a concentracdo das proteinas do soro de leite. Foi verificado que a membrana
de 100 kDa carregada negativamente apresentou a mesma recuperagdo de proteina que a

membrana de 10 kDa nao modificada, porém com um fluxo pelo menos 2 vezes maior.

4.2.2.2 Solidos totais

A Tabela 15 apresenta a matriz do planejamento fatorial 2* (valores reais e
codificados)-Planejamento 1 e a resposta dos so6lidos totais (g/100 mL) para os concentrados e
permeados e coeficiente de rejeigdo (%) obtidos apds o processo de UF com membrana plana

de 100 kDa.

Tabela 15 - Matriz do planejamento fatorial 2% (valores reais e codificados)-Planejamento 1 e
resposta em termos de soélidos totais (g/100 mL) para os concentrados e os permeados e
coeficiente de rejeicdo (%) obtidos apds UF.

Variaveis independentes® Sélidos Totais** (g/100 mL) .

Ensaios Coeficiente de
X X; Concentrados Permeados | Rejeicio (%)

1 20 (-1) 1,0 (-1) 5,65% (£0,35) 4,18° (£0,17) 25,36

2 40 (1) 1,0 (-1) 5,59% (£0,06) 4,50 (£0,10) 19,64

3 20 (-1) 3,0(1) 6,37% (£0,04) 4,71° (£0,03) 15,89

4 40 (1) 3,0 (1) 6,80% (+0,53) 4,99° (£0,04) 10,89

5 30 (0) 2,0 (0) 6,10% (+0,09) 4,20° (£0,08) 25,00

6 30 (0) 2,0 (0) 6,07% (+0,02) 4,29° (£0,04) 23,39

7 30 (0) 2,0 (0) 6,08" (+0,17) 4,25° (£0,07) 24,11

*X = Temperatura (°C); X,= Pressdo (bar); **médias (+desvio padrdo) seguidas de letras iguais nas linhas ndo
diferem a nivel de 5% (Teste de t student) para concentrados e permeados. Varidveis independentes fixas:
volume de alimentagio (200 mL), tempo de UF 90 min.

Observa-se que os teores de solidos totais apresentaram-se se superiores em todos os
ensaios (p<0.05) nos concentrados em relagdo aos permeados evidenciando que a membrana
de 100 kDa pode ser utilizada na concentra¢do dos componentes do soro de leite. Os teores de
solidos totais para os concentrados situaram-se entre 5,59 a 6,80 g/100 mL. Nos permeados o

menor teor de solidos pode ser evidenciado no ensaio 1 em 20°C e 1 bar. Quanto a rejeicao de



55

solidos (%) os valores variaram entre 10,89 a 25,36%, sendo a menor reten¢do observada no
ensaio 4 a 40°C e 3 bar.

Os resultados apresentados referentes o teor de sélidos totais dos concentrados foram
tratados estatisticamente (Tabela 9B - Apéndice B) para a avaliacdo dos efeitos de cada
variavel independente sobre o teor de solidos. A Equagdo 9 apresenta o modelo codificado de
primeira ordem que descreve o teor de solidos totais nos concentrados em fungdo da pressao,
temperatura, e interacdo , os quais exerceram influéncia significativa (p<0,05) positiva, dentro
das faixas estudadas. O modelo foi validado pela Analise Variancia, (Tabela 10B, Apéndice

B), onde se obteve um coeficiente de correlagdo de 0,99 e o F calculado 74,98 vezes superior

ao F tabelado, os quais permitiram também a constru¢do da superficie de resposta e curva de
contorno apresentadas na Figura 15.

STc = 6,09 + 0,094X, + 0,481X, + 0,123X,.X, 9)

Onde o STc ¢ o teor de solidos totais do concentrado (g/100 mL), X, € a temperatura (°C) e
X, e a pressdo (bar).

Figura 15 - Superficie de resposta (a); Curva de contorno (b) para os solidos totais (%, m/v)
dos concentrados de UF do soro de leite, obtidos do planejamento fatorial 2°- Planejamento 1.
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De acordo com a Figura 15 (a) e (b) observa-se que os maiores teores de solidos totais
para os concentrados foram obtidos em temperaturas acima de 30°C e pressdes superiores a

2,5 bar. Isto deve-se também aos maiores fluxos devido a menores viscosidades do soro € ao
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fato da pressdo ser a for¢a motriz do processo, esses fatores associados ao processo em
batelada ocasionou uma maior concentragdo do soro consequentemente um maior teor de
solidos no retido ja que todos os ensaios operaram a um tempo fixo de 90 min.

Para os permeados (Figura 16a) observa-se que as variaveis pressdo ¢ temperatura
apresentaram efeito significativo positivo (p<0,05) sobre o teor de so6lidos totais. Desta forma,
condi¢des extremas de temperatura (40°C) e pressdo (3 bar) ocasionam maior passagem de
solidos pela membrana. Esse efeito € esperado uma vez que maiores pressoes exercem maior
for¢a sobre a membrana, fazendo com que uma maior quantidade de solutos seja arrastada
para a fragdo permeada. Quanto a temperatura, como ja citado anteriormente em maiores
temperaturas tem-se menores viscosidades da solu¢do de alimentagdo facilitando a passagem
de compostos pela membrana. Para Atra et al. (2005), a alta temperatura aumenta a
difusividade do soluto e a taxa de transporte de solutos a partir da superficie da membrana

para o fluxo de massa.

Figura 16 - Grafico de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) para solidos totais
(g/100 mL) dos permeados (a) e rejeicdo (%) (b), obtidos do planejamento fatorial p
Planejamento 1.

(2)Pressao (bar)(L) // 11.69 (2)Pressao (bar)(L) ////{//////7////%%///%//// 11,31
(1)Temperatura (°C)(L) 5, (1)Temperatura (°C)(L) v///'/ _ /Zj////j///f%//?z%é 6,65

//’
1L.2L ,485 : 1L2L | ////, 443
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Para a retengdo de sdlidos os resultados foram tratados estatisticamente, no qual
através do grafico de pareto (Figura 16b) € possivel observar que as varidveis pressao e
temperatura apresentaram influencia significativa negativa (p<0,05). Como citado
anteriormente, maiores pressdes arrastam maior teor de solutos para a fragdo permeada
enquanto que maiores temperaturas reduzem a viscosidade também facilitando a passagem de
solutos pela membrana diminuindo assim a retengdo de sélidos pela membrana.

A matriz do planejamento fatorial 2* (valores reais e codificados) — Planejamento 2 ¢ a

resposta dos soélidos totais (g/100 mL) para os concentrados e permeados e o coeficiente
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rejeicdo apds UF com membrana plana de 100 kDa ¢é apresentada na Tabela 16. As maiores
concentracgdes de solidos de 6,03 e 6,08 (g/100 mL) e também as maiores permeacdes de 4,59
e 4,62 g/100 mL, foram obtidos nos ensaios 3 e 4 ambos a 3 bar. A rejeicdo média obtida para
os solidos foi de 18,73% com um desvio de 0,9, sendo a maior rejei¢do obtida de 19,64% no
ensaio 2 al5°C e 1 bar. Os resultados podem ser melhor visualizados pela superficies de
respostas e curvas de contornos (Figuras 17, 18 e 19) dos concentrados permeados e rejeigao,

respectivamente.

Tabela 16 - Matriz do segundo planejamento fatorial 22 (valores reais e codificados) —
Planejamento 2 e resposta em termos de solidos totais (g/100 mL) para os concentrados e
permeados e coeficiente de rejeicao (%) obtidos apos UF.

Ensaios Variaveis independentes* Solidos Totais** (g/100 mL) Coeficiente de
X3 X; Concentrados Permeados | Rejeicao (%)

1 51 1,0 (-1) 593*(£0,06)  4,38° (£0,12) 21,79

2 15 (1) 1,0 (-1) 5,96* (£0,08)  4,50° (£0,08) 19,64

3 51 3,0 (1) 6,03" (£0,04) 4,59° (£0,03) 18,04

4 15 (1) 3,0(1) 6,08% (£0,11) 4,62° (£0,09) 17,50

5 10 (0) 2,0 (0) 5,98% (£0,06) 4,54° (£0,07) 18,93

6 10 (0) 2,0 (0) 5,99% (£0,04) 4,55° (+0,18) 18,75

7 10 (0) 2,0 (0) 5,97% (£0,14) 4,55° (+0,14) 18,75

*X = Temperatura (°C); X,= Pressdo (bar); **médias (+desvio padrdo) seguidas de letras iguais nas linhas ndo
diferem a nivel de 5% (Teste de t student) para concentrados e permeados. Varidveis independentes fixas:
volume de alimentagao (200 mL), tempo de UF 90 min.

Os resultados apresentados referentes o teor de solidos totais dos concentrados e dos
permeados e a rejeicdo foram tratados estatisticamente para a avaliacdo dos efeitos de cada
variavel independente sobre as respostas. Os coeficientes de regressao, erro padrdo e valores
de t e p(2), para sélidos totais (g/100 mL) dos concentrados de soro de leite (Tabela 11B —
Apéndice B), demonstram que apenas a variavel pressdo exerceu influéncia significativa
(p<0,05) positiva dentro da faixa estudada.

A Equacdo 10 apresenta o modelo codificado de primeira ordem que descreve o teor
de solidos totais nos concentrados em fungao da pressao (p<0,05), dentro da faixa estudada. O
modelo foi validado pela Analise Variancia (Tabela 12B — Apéndice B), onde obteve-se um
coeficiente de correlagdo de 0,91 e o F calculado 3,85 vezes maior que o F tabelado, o qual

permitiu também a construc¢do de superficie de resposta e curva de contorno apresentadas na



Figura 17, demonstrando que as maiores concentracdes de sélidos totais foram obtidos em

uma ampla faixa de temperaturas (10 a 15°C) e pressdes superiores a 2,5 bar.

STc = 6,09 + 0,053X,

Onde o STc € o teor de solidos totais do concentrado (g/100 mL)e X, e a pressdo (bar).

Figura 17 - Superficie de resposta (a); Curva de contorno (b) para os sélidos totais (%, m/v)
dos concentrados de UF do soro de leite, obtidos do planejamento fatorial 22— Planejamento
2.
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A Tabela 13B (Apéndice B) apresenta os coeficientes de regressdo, erro padrio e
valores de p e t (2) para s6lidos totais (g/100 mL) nos permeados de soro de leite. As variaveis
pressdo e temperatura exerceram influéncia significativa (p<0,05) positiva dentro das faixas
estudadas. Os fatores ndo significativos foram adicionados a falta de ajuste para a analise de
variancia — ANOVA.

A Equacédo 11 apresenta o modelo codificado de primeira ordem que descreve o teor
de solidos totais nos permeados em fun¢do das variaveis analisadas (temperatura e pressao),
dentro das faixas estudadas. O modelo foi validado pela Analise Varidncia, (Tabela 14B —
Apéndice B), onde foi verificado um coeficiente de correlacdo de 0,95 e o F calculado 2,84
vezes maior ao F tabelado, o qual permitiu também a construgdo de superficie de resposta e

curva de contorno apresentadas na Figura 18. Demostrando que os menores teores de solidos

encontram em pressoes e temperatura proximas a 1 bar e 5°C.

STp = 4,527 + 0,028X, + 0,088X, (11)

(10)



Onde o STp ¢ o teor de solidos totais dos permeados (g/100 mL), X; ¢ temperatura (°C) e X, é
pressao (bar).

Figura 18 - Superficie de resposta (a); Curva de contorno (b) para os sdlidos totais (%, m/v)
dos permeados de UF do soro de leite, obtidos do planejamento fatorial 2°- Planejamento 2.
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Para a rejeicdo os resultados foram tratados estatisticamente (Tabela 15B, Apéndice

B). A Equacdo 12 apresenta o modelo codificado de primeira ordem que descreve a rejeigdo
de solidos em fungdo da pressdo e temperatura as quais exerceram influéncia significativa
positiva, (p<0,05) e interacdo o qual apresentou efeito significativo negativo (p<0,05) dentro
das faixas estudadas. O modelo foi validado pela Analise Variancia, (Tabela 16B, Apéndice
B), onde se obteve um coeficiente de correlacdo de 0,99 e o F calculado 3,52 vezes superior
ao F tabelado, permitindo também a construgdo da superficie de resposta e curva de contorno
apresentadas na Figura 19, demostrando que as maiores rejei¢cdes foram obtidas em pressdes e
temperatura proximas a 1 bar e 5°C. Os resultados podem ser justificados em fungdo de que

menores pressdoes ¢ temperaturas diminuem a passagem de sélidos para a corrente de

permeado como ja verificado, ocasionando assim uma maior retencao.

Rst = 6,09 — 0,67X, — 1,47X, + 0,40X,.X, (12)

Onde o Rst ¢ a rejeicao de solidos totais (%), X € a temperatura (°C) e X, e a pressao (bar).
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Figura 19 - Superficie de resposta (a); Curva de contorno (b) para rejeicdo de solidos totais
(%), obtidos do planejamento fatorial 2* - Planejamento 2.
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Serpa (2012) avaliando a influéncia da temperatura, pressdo, ¢ vazdo de alimentacdo
na UF com membrana fibra oca de 50 kDa, obteve valores de rejei¢do médios para solidos
totais de 17 %, valores estes proximos aos obtidos no presente estudo com membrana de
100 kDa. Segundo o autor a retencdo de solidos na corrente concentrada de UF observada
permite seu reaproveitamento, pois a corrente concentrada do soro rica em proteinas e gordura
pode ser utilizada em substituicdo parcial da matéria prima lactea, reduzindo o volume de
efluentes.

O valor de soélidos totais ¢ o parametro adotado para a verificagdo da concentragdo
total de matéria seca ndo volatil das amostras de concentrado e permeado de soro de leite
sendo que a medida que o soro de leite vai sendo concentrado, com o tempo ocorre um
aumento no teor de so6lidos do mesmo. Baldasso et al. (2011a), avaliaram o teor de solidos
totais em funcdo do tempo para UF de soro de leite com membrana 10 kDa, temperatura de
50°C, e pressdo de 2 bar. Ocorreu um aumento do teor de solidos em fungdo a do tempo de
concentragdo. Ao final de 200 min de processo, os concentrados apresentaram teores de
solidos totais em torno de 9,0 g/100 mL, enquanto que os permeados os teores ficaram em
média 4,5 g/100 mL. Palatnik et al. (2015), investigaram a recuperagdo de proteinas a partir
de soro de leite caprino por MF seguida de UF com membrana de massa molar de corte de
10 kDa, fluxo tangencial, a 11+0,5°C e 4,2 bar de pressdo. Os autores obtiveram apos 30 min

de UF valores para solidos totais de 4,74 g/100g para a fracdo permeada enquanto que a
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fragdo concentrada apresentou um teor de 10,29 g/100g. Os valores de solidos totais para os
concentrados em ambos os estudos citados apresentaram-se superiores aos obtidos no presente
estudo enquanto que para os permeados os resultados foram semelhantes. A diferenga
observada deve-se principalmente ao tamanho do poro da membrana, visto que a membrana
de 10 kDa possui tamanho de poro bem inferior a de 100 kDa retendo uma maior quantidade

de solutos e consequentemente obtendo maior teor de solidos.

4.2.2.3 Condutividade

A Tabela 17 apresenta a matriz do planejamento fatorial 2* (valores reais e
codificados)- Planejamento 1 e a resposta da condutividade para os concentrados e
permeados, obtidos apds o processo de UF com membrana plana de 100 kDa. Nos ensaios a
condutividade apresentou um aumento significativo (p<0,05) nos permeados em relagdo aos

concentrados.

Tabela 17 - Matriz do planejamento fatorial 2* (valores reais e codificados)- Planejamento 1 e
resposta em termos de condutividade (mS/cm) para os concentrados e os permeados obtidos
apos UF.

Variaveis independentes* Condutividade elétrica (mS/cm)**

Ensaios Xi X, Concentrados Permeados
1 20 (-1) 1,0 (-1) 6,25°(+0,03) 6,39% (+0,02)
2 40 (1) 1,0 (-1) 6,23% (+0,03) 6,41% (£0,03)
3 20 (-1) 3,0 (1) 6,23°(+0,01) 6,41 (+0,01)
4 40 (1) 3,0 (1) 6,23° (+0,03) 6,41% (+0,02)
5 30 (0) 2,0 (0) 6,24° (£0,01) 6,37 (+0,03)
6 30 (0) 2,0 (0) 6,21° (£0,02) 6,41 (+0,01)
7 30 (0) 2,0 (0) 6,24° (£0,02) 6,40% (+0,01)

*X,= Temperatura (°C); X,= Pressdo (bar); **médias (+desvio padrdo) seguidas de letras iguais nas linhas ndo
diferem a nivel de 5% (Teste de t student). Variaveis independentes fixas: volume de alimenta¢do (200 mL),
tempo de UF 90 min.

Apo6s a andlise estatistica dos dados verificou-se que a temperatura e a pressao ndo
exerceram efeitos significativos (p>0,05) sobre a condutividade nos concentrados e

permeados (Figura 20).
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Figura 20 - Graficos de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) para a
condutividade (mS/cm) dos concentrados (a) e permeados (b), obtidos do planejamento
fatorial 2° - Planejamento 1.
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Na Tabela 18 apresenta-se a matriz do planejamento fatorial 22 (valores reais e
codificados)-Planejamento 2 ¢ a resposta da condutividade para os concentrados e permeados

para UF com membrana plana de 100 kDa.

Tabela 18 - Matriz do planejamento fatorial 22 (valores reais e codificados) - Planejamento 2
e resposta em termos de condutividade (mS/cm) para os concentrados e os permeados obtidos
apos UF.

Variaveis independentes* Condutividade elétrica (mS/cm)**

Ensaios

Xi X, Concentrados Permeados
1 5(-1) 1,0 (-1) 5,12°(+0,02) 5,22% (+0,03)
2 15 (1) 1,0 (-1) 5,14° (+0,03) 5,25 (+0,05)
3 5(-1) 3,0 (1) 5,13°(+0,05) 5,23% (+0,03)
4 15 (1) 3,0 (1) 5,15°(+0,04) 5,24% (+0,04)
5 10 (0) 2,0 (0) 5,14° (+0,04) 5,26 (+0,03)
6 10 (0) 2,0 (0) 5,15°(£0,03) 5,25%(+0,05)
7 10 (0) 2,0 (0) 5,13°(+0,04) 5,24 (+0,04)

*X = Temperatura (°C); X,= Pressdo (bar); **médias (+desvio padrao) seguidas de letras iguais nas linhas ndo
diferem a nivel de 5% (Teste de t student). Varidveis independentes fixas: volume de alimentagao (200 mL),
tempo de UF 90 min.

O mesmo comportamento foi verificado em relagdo a condutividade quando dos
concentrados e permeados quando comparados aos do Planejamento 1, no entanto com
valores levemente inferiores, de 5,12-5,15 no concentrado e 5,22-5,26 mS/cm no permeado,

quando operados em UF nas temperaturas de 5 a 15°C. No entanto nenhuma das variaveis
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estudadas exerceram efeito significativo sobre a condutividade, como pode ser visualizado

nos graficos de pareto apresentados na Figura 21.

Figura 21 - Graficos de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) para a
condutividade (mS/cm) dos concentrados (a) e permeados (b), obtidos do planejamento
fatorial 2* - Planejamento 2.

(1)Temperatura (°C)(L) ¢

(2)Pressao (bar)(L)

p=.05 p=,05
Efeito estimado (Valor absoluto) Efeito estimado (Valor absoluto)

(a) (b)

A medida da condutividade elétrica é uma medida indireta da concentra¢do de ions na
solugdo, assim solugdes inorgénicas conduzem melhor a corrente elétrica que substancias
organicas. Dessa forma as maiores condutividades observadas nos permeados deve-se a
quantidade de substancias inorganicas presentes estarem em maiores quntidades que nos
concentrados devido a passagem de sais uma vez que estes sdo completamente permeaveis
pela membrana.Perfil semelhante foi obtido por Crowley et al. (2015), para a ultrafiltracdo de
leite desnatado com membrana de polietersulfona de 1000 kDa a 4°C. De acordo com os
autores os valores de condutividade dos concentrados foram menores em relagdo a
condutividade dos permeados, devido ao esgotamento e enriquecimento de minerais nas fase
do concentrado e permeado do leite desnatado, respectivamente.

Para Holder et al. (2013), um menor pH ¢ sinonimo de um maior grau de salinidade de
uma solugdo, sendo que em pHs mais baixos as solu¢des apresentaram maior condutividade.
Dessa forma, possivelmente a diferenga de condutividade verificada entre os dois
planejamentos esta relacionado com os resultados de acidez e pH obtidos (Tabelas 19-20 e
21-22) em cada um, assim, uma vez que foram observados menores valores de pH no
planejamento 1, tem-se portanto como consequéncia maiores valores de condutividade do que
no segundo planejamento devido a uma maior quantidade de ions presentes na solucgdo.

Holder et al. (2013), investigou o fracionamento de peptideos bio-funcionais a partir

de hidrolisado de caseina por UF com membranas de 5 kDa. Estes verificaram que durante a
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UF ocorreu uma distribui¢do de sais entre o permeado e o concentrado. A condutividade do
concentrado foi reduzida enquanto que a do permeado aumentou linearmente em funcao do

tempo nos primeiros 30 min do tratamento estabilizando logo em seguida.

4.2.2.4 Acidez

A Tabela 19 apresenta a matriz do planejamento fatorial 22 (valores reais e
codificados)- Planejamento 1 ¢ a resposta em termos de acidez (°D) para os concentrados e

permeados obtidos ap6s o processo de UF com membrana plana de 100 kDa.

Tabela 19 - Matriz do planejamento fatorial 2* (valores reais e codificados) - Planejamento 1
e resposta em termos de acidez (°D) para os concentrados e os permeados obtidos ap6s UF.

Variaveis independentes* Acidez** (°D)

Ensaios
Xi X, Concentrados Permeados
1 20 (-1) 1,0 (-1) 27,10" (£0,85) 22,83°(£0,29)
2 40 (1) 1,0 (-1) 31,73% (£0,64) 28,50° (£0,50)
3 20 (-1) 3,0 (1) 26,30 (£0,20) 23,03 (£0,06)
4 40 (1) 3,0 (1) 30,33" (£0,29) 27,67° (£0,58)
5 30 (0) 2,0 (0) 26,43 (£0,51) 23,17°(+0,29)
6 30 (0) 2,0 (0) 26,50% (£0,50) 23,50 (£0,50)
7 30 (0) 2,0 (0) 26,33" (+£0,58) 23,33 (+0,58)

*X = Temperatura (°C); X,= Pressdo (bar); **médias (+desvio padrao) seguidas de letras iguais nas linhas ndo
diferem a nivel de 5% (Teste de t student). Variaveis independentes fixas: volume de alimentagdo (200 mL),
tempo de UF 90 min.

De acordo com a Tabela 19 observa-se que tanto nos concentrados como nos
permeados apresentaram um acréscimo na acidez em relacdo ao soro in natura (12, 20°D),
possivelmente devido a agdo de bactérias durante o tempo que o soro permaneceu no sistema
de UF. Os valores de acidez para os concentrados apresentaram-se superiores (p<0,05) aos
encontrados para permeados em todos os ensaios. Ressalta-se para os concentrados os maiores
teores de acidez (31,73 e 30,33°D) foram quando operados a 40°C (ensaios 2 ¢ 4).

Os efeitos das variaveis independentes podem ser melhores visualizados na Figura
22(a) e (b), onde sdo apresentados os graficos de Pareto com os efeitos estimados (valor
absoluto) das variaveis testadas no planejamento fatorial 2. Observa-se que para os
concentrados (Figura 22a), a acidez foi influenciada positivamente (p<0,05) pela temperatura
ou seja, a medida que se tem um aumento da temperatura, ocorre aumento da acidez.

Enquanto que a pressdo apresentou efeito significativo (p<0,05) negativo.
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Em relagdo aos permeados (Figura 22b), apenas a temperatura apresentou efeito

significativo positivo (p<0,05).

Figura 22- Graficos de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) para acidez
(°Dornic) dos concentrados (a) e dos permeados (b), obtidos do planejamento fatorial p-

v

Gl

(1) Temperatura (°C)(L) 51,61 (1)Temperatura (°C)(L) 31,23

(2)Pressao (bar)(L)

p=05 =05
Efeito estimado (Valor absoluto) Efeito estimado (Valor absoluto)

(2) (b)

Baseado nos resultados dos concentrados, os niveis de temperatura foram reduzidos e
um novo planejamento - Tabela 20 (Planejamento fatorial 22- Planejamento 2) para UF com
membrana plana de 100 kDa foi conduzido com temperaturas de 5, 10 e 15°C. As pressdes
foram mantidas nos mesmos niveis do Planejamento 1 em fungdo das limitagdes do

equipamento.

Tabela 20 - Matriz do planejamento fatorial 2% (valores reais e codificados) — Planejamento 2
e resposta em termos de acidez (°D) para os concentrados ¢ os permeados obtidos ap6s UF.

Variaveis independentes* Acidez** (°D)

Ensaios
Xi X, Concentrados Permeados
1 5(-1) 1,0 (-1) 12,33% (+£0,58) 12,17%(£0,76)
2 15 (1) 1,0 (-1) 13,33% (£1,15) 12,67% (+£0,50)
3 5(-1) 3,0(DH) 12,33% (+£0,29) 12,33%0,58)
4 15 (1) 3,0(1) 13,67% (£0,58) 13,17% (£0,29)
5 10 (0) 2,0 (0) 13,00% (£1,00) 12,33%£0,58)
6 10 (0) 2,0 (0) 12,67 (£0,51) 12,33% (+£0,58)
7 10 (0) 2,0 (0) 12,67 (+0,58) 12,00 (+£1,00)

*X = Temperatura (°C); X,= Pressdo (bar); **médias (+desvio padrao) seguidas de letras iguais nas linhas ndo
diferem a nivel de 5% (Teste de t student). Varidveis independentes fixas: volume de alimentagao (200 mL),
tempo de UF 90 min.
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De acordo com a Tabela 20 observa-se que ndo houve diferenga (p>0,05) significativa

entre a acidez dos permeados e concentrados nos ensaios, sendo os valores de acidez similares
aos obtidos para soro in natura (12,20°D).
Os resultados da Tabela 20 foram tratados estatisticamente (Tabela 17B - Apéndice B).
Sendo que a Equacdo 13 apresenta o modelo codificado de primeira ordem, que descreve a
acidez dos concentrados em fungdo da temperatura, variavel que foi significativa (p<0,05). O
modelo foi validado pela analise de variancia (Tabela 18B - Apéndice B), onde obteve-se um
coeficiente de correlagdo de 0,95 e o F calculado 6,32 vezes maior que o valor F tabelado, os
quais permitiram a constru¢do da superficie de resposta e curva de contorno apresentadas na
Figura 23, na qual e verificada que menores valores de acidez dos concentrados encontram-se

na faixa de temperatura menor que 10°C independentemente da pressao utilizada.

Para os permeados a temperatura e a pressdo ndo exerceram efeito (p>0,05) na acidez
(Figura 24).

ACID, = 12,856 + 0,583X, (13)

Onde o ACID, ¢ a Acidez (°D) dos concentrados e X; ¢ a temperatura (°C).

Figura 23 - Superficie de resposta (a); Curva de contorno (b) para a acidez (°D) dos
concentrados de UF do soro de leite, obtidos do planejamento fatorial 2> — Planejamento 2.
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Figura 24 - Grafico de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) para acidez (°Dornic)
dos permeados, obtidos do planejamento fatorial 2> — Planejamento 2

%

3,47

(1)Temperatura (°C)(L)

(2)Pressao (bar)(L) 1,73

1L.2L 886

Efeito estimado (Valor absolu::))o5

A elevacdo nos teores de acidez verificadas em todos os ensaios do Planejamento 1
(Tabela 19) pode ter ocorrido em virtude da degradacdo da lactose (Tabela 23) e produgdo de
acido latico devido a acdo de bactérias laticas presentes no soro, pois as temperaturas
empregadas (20-40°C) sao consideradas Otimas para o seu desenvolvimento e acdo. De
acordo com Jay (1996) e Panesar et al. (2007), a maioria dos microrganismos acidificantes no
leite, sdo caracterizados por se desenvolverem entre temperaturas de 20 a 45°C, com a
temperatura 6tima de crescimento entre 30 e 40°C.

Para Narimatsu et al. (2003), o leite ultrafiltrado ¢ um meio no qual favorece o
crescimento de cultura latica, com a concentragdo do leite e o crescimento de bactérias
lacticas ocorre um aumento da producdo de 4acido lactico ocasionando um aumento
significativo do teor de acidez. Chandrapala et al. (2015), investigando as propriedades
quimicas e fisicas do soro de leite acido nas temperaturas de 15, 25, 40 e 90°C verificaram
que teor de acido lactico e aumentou em temperaturas mais elevadas, ndo apresentando

grande diferenca entre as temperaturas de 40°C e 90°C.

422.5pH

A Tabela 21 apresenta a matriz do planejamento fatorial 2* (valores reais e
codificados)- Planejamento 1 e a resposta em termos de pH para os concentrados e
permeados obtidos apos o processo de UF com membrana plana de 100 kDa. Os valores de
pH para os permeados apresentaram-se levemente superiores (p<0,05) aos os concentrados
em todos os ensaios. Em ambas as fragdes (permeados e concentrados) ocorreu uma

diminui¢do do pH em relac@o ao soro de leite in-natura, o qual apresentava pH médio de 6,49.
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Os menores valores de pH tanto para os permeados (4,49) como para os concentrados (4,37)

foram obtidos no ensaio 2 o qual utilizou temperatura de 40°C.

Tabela 21 - Matriz do planejamento fatorial 2* (valores reais e codificados) — Planejamento 1
e resposta em termos de pH para os concentrados e os permeados obtidos apds UF.

Ensaios Variaveis independentes* pH**

X4 Xa Concentrados Permeados
1 20 (-1) 1,0 (-1) 5,00° (£0,01) 5,12% (+0,03)
2 40 (1) 1,0 (-1) 4,37° (+0,03) 4,49 (0,01)
3 20 (-1) 3,0 (1) 5,14° (+0,03) 5,20% (+0,03)
4 40 (1) 3,0(1) 4,40° (+0,01) 4,517 (+0,01)
5 30 (0) 2,0 (0) 4,66 (+0,01) 5,01 (+0,03)
6 30 (0) 2,0 (0) 4,65°(£0,01) 4,98 (+0,01)
7 30 (0) 2,0 (0) 4,64°(£0,01) 5,0% (+0,02)

*X,= Temperatura (°C); X,= Pressdo (bar); **médias (+desvio padrdo) seguidas de letras iguais nas linhas ndo
diferem a nivel de 5% (Teste de t student). Variaveis independentes fixas: volume de alimenta¢do (200 mL),
tempo de UF 90 min.

Os efeitos das variaveis independentes podem ser melhores visualizados na Figura 25
(a) e (b), onde sdo apresentados os graficos de Pareto com os efeitos estimados (valor
absoluto) das variaveis testadas no planejamento fatorial 2> — Planejamento 1. Observa-se que
para os concentrados (Figura 25a) as variaveis apresentaram efeitos sob o pH, sendo que a
temperatura influenciou negativamente (p<0,05), ou seja, a medida que tem-se um aumento
da temperatura ocorre uma diminui¢do do pH e a pressao foi positiva (p<0,05).

Para os permeados (Figura 25b) apenas a varidvel temperatura exerceu efeito
significativo negativo (p<0,05). Dessa forma, um aumento da mesma ocasiona uma
diminui¢do do pH dentro da faixa estudada. Os menores valores de pH em maiores
temperaturas deve-se possivelmente a acdo das bactérias lacticas e degradacdo da lactose,

visto que estas possuem um 6timo de crescimento em temperaturas entre 30 e 40 °C.
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Figura 25 - Graficos de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) para pH dos
concentrados (a) e permeados (b), obtidos do planejamento fatorial 2* - Planejamento 1.
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Em fun¢do dos resultados apresentados no Planejamento 1 que demonstrou que a

temperatura ocasionou a acidificacdo do concentrado, um novo Planejamento fatorial

completo 27 foi realizado (Planejamento 2) deslocando os niveis de temperatura para valores

inferiores, sendo os niveis apresentados na Tabela 22. Observa-se que para as fracdes

permeadas o pH apresentou uma variacdo entre 6,44 a 6,50, enquanto que as fracdes

concentradas apresentaram valores levemente inferiores (p<0,05) em todos os ensaios

variando entre 6,33 a 6,42.

Tabela 22 - Matriz do planejamento fatorial 2% (valores reais e codificados) — Planejamento 2
e resposta em termos de pH para os concentrados ¢ os permeados obtidos apds UF.

Ensaios Variaveis independentes* pH**

X1 X, Concentrados Permeados
1 5(-1) 1,0 (-1) 6,41° (+0,01) 6,50% (+0,02)
2 15 (1) 1,0 (-1) 6,33% (+0,01) 6,45% (+0,03)
3 5(-1) 3,0 (1) 6,42° (+:0,03) 6,50% (+0,04)
4 15 (1) 3,0 (1) 6,36° (£0,03) 6,47 (£0,01)
5 10 (0) 2,0 (0) 6,38°(+0,01) 6,46 (+0,03)
6 10 (0) 2,0 (0) 6,39 (£0,02) 6,46" (£0,02)
7 10 (0) 2,0 (0) 6,36° (£0,02) 6,44% (£0,03)

*X = Temperatura (°C); X,= Pressdo (bar); **médias (£desvio padrdo) seguidas de letras iguais nas linhas ndo
diferem a nivel de 5% (Teste de t student). Variaveis independentes fixas: volume de alimentagao (200 mL),

tempo de UF 90 min.
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Os resultados referentes ao pH dos permeados e concentrados foram tratados
estatisticamente. A Equacdo 14 apresenta o modelo codificado de primeira ordem, que
descreve o pH dos concentrados em fungdo da temperatura, dentro da faixa estudada ¢ os
coeficientes de regressdo, erro padrdo, valores de p e t(2), para o pH dos concentrados sdo
apresentados na Tabela 19B — Apéndice B. O efeito negativo encontrado para a temperatura
indica que um deslocamento do nivel de temperatura estudado para valores superiores,
resultaria em uma diminuicdo do pH e consequente acidificacdo das fragdes concentradas do
soro, fato este evidenciado anteriormente no primeiro planejamento o qual utilizou
temperaturas mais elevadas. Os fatores ndo significativos foram adicionados a falta de ajuste
para a analise de variancia — ANOVA.

O modelo foi validado pela analise de variancia (Tabela 20B — Apéndice B), onde
obteve-se um coeficiente de correlacdo de 0,92 e o F calculado 4,96 vezes maior que o valor
tabelado, os quais permitiram a constru¢do da superficie de resposta e curva de contorno
apresentadas na Figura 26, na qual ¢ possivel observar que os maiores valores de pH e

consequentemente menores acidificacdes do soro sdo encontrados em temperaturas menores

de 10 °C e em uma ampla faixa de pressdo.

pHc = 6,377 — 0,0368X, (14)

Onde o pHc ¢ o pH dos concentrados e X; ¢ a temperatura (°C).

Figura 26 - Superficie de resposta (a); Curva de contorno (b) para o pH dos concentrados de
UF do soro de leite, obtidos do planejamento fatorial 2> — Planejamento 2.
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Para os permeados os resultados foram tratados estatisticamente, ndo sendo verificado
influencia significativa (p>0,05) das variaveis estudadas (temperatura e pressiao) sob o pH. Os

efeitos podem ser visualizados pelo grafico de pareto apresentado na Figura 27.

Figura 27 - Grafico de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) para o pH dos
permeados obtidos do planejamento fatorial 2 — Planejamento 2.

Efeito estimado (Valor absouto)

As alteracdes nos valores de pH dos concentrados ¢ permeados em reagdo ao soro in-
natura, verificadas em todos os ensaios do Planejamento 1 (Tabela 21) possivelmente devem
se a associacdo da temperatura com o modo do processo (em batelada) o qual o soro ficou
submetido por um tempo consideravel a acdo de microrganismos que podem causar a
acidificagdo do soro. Segundo Ordonez (2005), no leite as bactérias laticas metabolizam a
lactose presente e produzem acido latico que se acumula ocasionando a reducdo do pH do e
consequente acidificacdo.

Na literatura sdo escassos os trabalhos que avaliaram as mudancgas ocorridas no pH
durante processos de UF de soro de leite. Baldasso et al. (2011a), utilizando soro de leite
reconstituido para UF com membrana de 10 kDa e temperatura de 50°C ndo observaram
alteragdes significativas de pH durante todo o processo de UF. O pH manteve-se entre 6,2 ¢
6,4 para as amostras de concentrado e permeado. Leidens (2013), avaliando a UF de soro de
leite ovino com membrana espiral de 10 kDa também a uma temperatura de 50°C e pressdo de
3 bar constatou que o soro ndo sofreu alteragdes durante os experimentos uma vez que o pH
permaneceu constante tanto no concentrado como no permeado. Cabe ressaltar que a
temperatura utilizada de 50°C empregada por estes trabalhos apresenta-se fora da faixa de
temperatura que a maioria dos microrganismos acidificantes no leite/soro de leite costumam

se desenvolver.
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4.2.2.6 Lactose

A Tabela 23 apresenta a matriz do planejamento fatorial 22 (valores reais e
codificados) - Planejamento 1, a resposta da lactose (g/100 mL) para os concentrados e
permeados obtidos e o coeficiente de rejeicdo apds o processo de UF com membrana plana de
100 kDa. E possivel observar que em todos os ensaios os teores de lactose apresentaram-se
superiores (p<0,05) nos permeados em relacdo aos concentrados. Para os concentrados os
teores variaram entre 2,99 a 3,36 g/100 mL, sendo os menores teores encontrados nos ensaios
2 e 4 na temperatura de 40°C. Para os permeados os valores situaram-se entre 4,18 a 4,89
g/100 mL, sendo verificado maiores taxas de permeacdes nos ensaios 3 ¢ 4 na pressdo de
3 bar.

Para a rejei¢do, observa-se que a mesma foi inferior a 11% em todos os ensaios. Os
valores obtidos indicam que a membrana apresenta uma retengdo parcial a lactose o que

propicia uma maior dificuldade na purificacdo das proteinas.

Tabela 23 - Matriz do planejamento fatorial 22 (valores reais e codificados)- Planejamento 1 e
resposta em termos de lactose (g/100 mL) para os concentrados e os permeados e coeficiente
rejeicao (%) obtidos apos a UF.

Ensaios Variaveis independentes* Lactose** (g/100 mL) Coeficiente de
X, X, Concentrados Permeados Rejeicao (%)

1 20 (-1) 1,0 (-1) 3,12° (£0,14)  4,18"(£0,03) 10,30

2 40 (1) 1,0 (-1) 2,99 (£0,38)  4,37*(£0,03) 6,22

3 20 (-1) 3,0(1) 3,037 (£0,12)  4,60°(+0,03) 1,29

4 40 (1) 3,0(1) 2,99° (£0,03)  4,59*(+0,04) 1,50

5 30 (0) 2,0 (0) 3,32°(£0,09)  4,23%(£0,05) 9,23

6 30 (0) 2,0 (0) 3,29°(£0,03)  4,22°(+0,05) 9,44

7 30 (0) 2,0 (0) 3,36°(£0,04) 4,21 (£0,02) 9,66

*X,= Temperatura (°C); X,= Pressdo (bar); **médias (+desvio padrdo) seguidas de letras iguais nas linhas ndo
diferem a nivel de 5% (Teste de t student) para os concentrados e permeados. Variaveis independentes fixas:
volume de alimentacao (200 mL), tempo de UF 90 min.

Teoricamente, uma membrana de 100 kDa ndo poderia reter lactose, uma vez esta ¢
um soluto neutro e tem uma massa molecular menor do que massa molar de corte da
membrana. Porém o fouling e a formag¢do de camada de gel na superficie da membrana,
podem ser fatores que alteram a seletividade da causando a rejeicdo de alguns componentes

com massas molares inferiores ao cut off da membrana. Para Rektor e Vatai (2004),
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retencdo/rejei¢do da lactose pode ocorrer a durante o processo de UF devido a uma camada
gel que se forma pela deposicdo de componentes retidos na superficie da membrana,
principalmente, proteinas e sais, que ao longo do processo de UF exercem resisténcia
hidraulica a passagem de agua e de solutos com baixa massa molar como a lactose.

Ap6s o tratamento estatistico dos resultados ndo foi verificada influéncia significativa
(p<0,05) da pressdo, ¢ temperatura em relagdo ao teor de lactose dos concentrados (Figura
28a). Para os permeados ¢ possivel observar pelo grafico de Pareto (Figura 28b) que as
variaveis pressdo ¢ temperatura, exerceram efeito significativo positivo (p<0,05).
Possivelmente, a maior pressdo sob a membrana facilitou a passagem de agua e de solutos
com baixa massa molar como a lactose, da mesma forma maiores temperaturas diminuem a

viscosidade do soro facilitando a passagem desse soluto para a fragdo permeada.

Figura 28- Graficos de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) para a lactose
(g/100 mL) dos concentrados (a) e permeados (b), obtidos do planejamento fatorial 2% -
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Para a rejeicdo de lactose os resultados foram tratados estatisticamente, no qual através
do grafico de pareto (Figura 29) é possivel observar que as variaveis pressdo e temperatura
apresentaram influencia significativa negativa (p<0,05), enquanto que a interagdo pressio e
temperatura exerceu influencia significativa positiva (p<0,05). Como citado anteriormente,
maiores pressoes exercem maior for¢a sob a membrana enquanto que maiores temperaturas
diminuem a viscosidade, facilitando a passagem de compostos pela membrana diminuindo
assim a retengdo. Ja o efeito positivo das duas variaveis associadas pode ser compreendido em
funcdo de que maiores pressdes e temperaturas obteve-se e maior polarizagdo por

concentracdo e fouling. Os componentes do soro principalmente as proteinas e sais se



74

depositam sobre a superficie da membrana formando uma camada de gel e uma espécie de
segunda barreira de filtragdo dificultando a passagem de solutos pela membrana, aumentando

dessa forma a reten¢do de solutos.

Figura 29 - Grafico de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) para rejeicdo (%) de
lactose obtido do planejamento fatorial 27 - Planejamento 1.
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A Tabela 24 apresenta a matriz do planejamento fatorial 2* (valores reais e
codificados) - Planejamento 2 ¢ resposta da lactose para os concentrados ¢ permeados e o

coeficiente rejeigdo (%) obtidos apods o processo de UF.

Tabela 24 - Matriz do planejamento fatorial 22 (valores reais e codificados)- Planejamento 2 e
resposta em termos de teor lactose (g/100 mL) para os concentrados e permeados e
coeficiente de rejeigdo obtidos apos UF.

Variaveis independentes* Lactose**(g/100 mL) Coeficiente de
Ensaios .
X X, Concentrados Permeados | Rejei¢do (%)
1 5(-1) 1,0 (-1) 4,43% (£0,06) 4,44 (+0,03) 4,72
2 15 (1) 1,0 (-1) 4,01° (£0,06)  4,42* (+0,04) 5,15
3 51 3,0 (1) 4,45 (£0,07)  4,50*(+0,03) 3,43
4 15 (1) 3,0 (1) 4,12° (£0,07) 4,48 (+0,04) 3,86
5 10 (0) 2,0 (0) 4,40% (£0,12)  4,44%(+0,07) 4,72
6 10 (0) 2,0 (0) 4,42%(£0,02)  4,45"(+0,06) 4,51
7 10 (0) 2,0 (0) 4,38%(+0,10)  4,47%(+0,03) 4,08

*X = Temperatura (°C); X,= Pressdo (bar); **médias (£desvio padrdo) seguidas de letras iguais nas linhas ndo
diferem a nivel de 5% (Teste de t student) para concentrados e permeados. Varidveis independentes fixas:
volume de alimentagao (200 mL), tempo de UF 90 min.
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Os menores teores de lactose para os concentrados foram de 4,01 e 4,12 g/100 mL
(ensaios 2 e 4) na temperatura de 15°C. Para os permeados a maior taxa de permeacao foi de
4,50 g/100 mL (ensaio 3) a 5°C e 3 bar. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por
Baldasso et al. (2011a), empregando membrana de 10 kDa (50°C e 2 bar) para UF de soro de
leite.

Para a rejeicdo, observa-se que ocorreu baixa retencdo desse soluto, sendo que para
todos os ensaios os valores foram inferiores a 6% obtendo uma rejeicdo média de 4,35%.
Macedo et al. (2015), na UF de soro de leite ovino com membrana plana de 10 kDa, fluxo
cruzado e temperatura de 25°C, também observaram rejei¢des aparentes de lactose .De
acordo com os autores esse resultado é compativel provavelmente com a formagdo de uma
camada de polarizag@o, constituida principalmente por proteinas, cuja espessura aumentou
com pressdo, prendendo solutos de massa molecular inferior ao tamanho do poro da
membrana.

Os resultados referentes a lactose dos permeados e concentrados foram tratados
estatisticamente. A Equacdo 14 apresenta o modelo codificado de primeira ordem para lactose
dos concentrados, onde a variavel temperatura exerceu influéncia significativa negativa
(p<0,05), indicando que o aumento da temperatura ocasionaria uma diminui¢cdo da lactose. A
Tabela 21B (Apéndice B) apresenta os coeficientes de regressdo, erro padrdo erro padrio,
valores de p e t(2) para a lactose dos concentrados. Os fatores ndo significativos foram
adicionados a falta de ajuste para a analise de variancia — ANOVA (Tabela 22B — Apéndice
B).

O modelo (Equagdo 14) foi validado pela andlise de varidncia, onde se obteve um
coeficiente de correlagdo de 0,87 e o F calculado de 2,40 vezes maior que o valor tabelado, os
quais permitiram também a constru¢do das superficies de resposta ¢ curva de contorno
apresentadas na Figura 30 demonstrando que em uma ampla faixa de pressdo e em menores

temperaturas tem-se maiores concentracdes de lactose.

LactC = 4,315 — 0,187X, (14)

Onde a LactC ¢ a lactose dos concentrados (g/100 mL) e X, ¢ a temperatura (°C).
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Figura 30 - Superficie de resposta (a); Curva de contorno (b) para a lactose (%, m/v) dos
concentrados de UF do soro de leite, obtidos do planejamento fatorial 2* - Planejamento 2.
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Para os permeados é possivel observar pelo grafico de Pareto (Figura 31a) um efeito

significativo positivo (p<0,10) da pressdo sobre a lactose, indicando que a medida aumenta-se

a pressdo tem-se um incremento na permeacdo de lactose, onde a mesma exerce maior forga

sob a superficie da membrana facilitando assim a passagem de agua e de solutos com baixa

massa molar como a lactose. Ja para a rejeicdo de lactose, apds andlise estatistica dos dados

verificou-se que a temperatura ¢ a pressdo ndo exerceram efeitos significativos (p>0,05)

(Figura 31b).

Figura 31 - Grafico de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) para lactose

(/100 mL) dos permeados (a) e rejeicio (%) (b), obtidos do planejamento fatorial 2* -
Planejamento 2.
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4.2.2.7 Minerais totais

A Tabela 25 apresenta a matriz dos planejamentos fatorial 22 (valores reais e
codificados) - Planejamentos 1 e 2, a resposta para os teores de minerais para os concentrados
e permeados e os coeficientes de rejeicdo obtidos para ambos os planejamentos. Observa-se
que ambos os planejamentos apresentaram teores semelhantes de minerais indicando assim
que a temperatura ndo influéncia na taxa de permeacdo e na concentragdo de minerais totais
para a membrana de 100 kDa nesse sistema. Para as fracdes concentradas os teores variaram
entre 0,43 a 0,50 g/100 mL enquanto que para os permeados os teores foram proximos a
0,48 g/100 mL. Palatnik et al. (2015), investigaram a recuperagao de proteinas a partir de soro
de leite caprino por UF com membrana de 10 kDa, obtiveram teores de cinzas para o
concentrado e permeado de UF de respectivamente 0,51 e 0,41g/100g, resultados estes,
semelhantes ao obtidos nos Planejamentos 1 e 2.

Nao eram esperadas rejeigdes para os minerais uma vez que a membrana de 100 kDa
apresenta tamanho de poro bem superior ao tamanho as particulas. No entanto, obteve-se uma
rejei¢do média em ambos os planejamentos em torno de 22 %. A rejeigdo aparente observada
deve se a formagdo de uma camada de bolo sob a superficie da membrana impedindo a
passagem destes solutos. Mulder (2000) e Brans et al. (2004), enfatizam que em misturas com
solutos de elevado peso molecular, quando a concentracdo do soluto ¢ maior na superficie da
membrana do que na alimentacdo e, principalmente, no permeado, isso pode resultar na
formacgdo de segunda barreira de filtragdo que funciona como uma membrana dinamica o que

acaba favorecendo a retencdo de pequenas particulas que deveriam passar pela membrana.
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Tabela 25 - Matriz do planejamento fatorial 22 (valores reais e codificados) — Planejamentos
1 e 2 e resposta em termos de minerais totais (g/100 mL) para concentrados, permeados e

coeficiente rejeicdo (%), obtidos apos UF.

Ensaios in d‘e];::li:i:::es* Minerais Totais (g/100 mL)** Co‘fﬁ,df\’nti de
Xi X2 Concentrados  Permeados Rejelsao (%)
Planejamento 1
1 20 (-1) 1,0 (-1) 0,46" (£0,09)  0,47%(x0,01) 21,67
2 40 (1) 1,0 (-1) 0,43* (£0,07)  0,48"(+0,06) 20,00
3 20 (-1) 3,0(1) 0,47*(+0,05)  0,47%(%0,03) 21,67
4 40 (1) 3,0 (1) 0,46"(+0,01)  0,48%(%0,01) 20,00
5 30 (0) 2,0 (0) 0,47*(+0,05)  0,49%(+0,02) 18,33
6 30 (0) 2,0 (0) 0,48 (+0,03)  0,49%(+0,02) 18,33
7 30 (0) 2,0(0) 0,47*(+0,05)  0,47°(%0,01) 21,67
Planejamento 2
1 51 1,0 (-1) 0,48 (£0,04)  0,48" (£0,01) 20,00
2 15 (1) 1,0 (-1) 0,48" (£0,01) 0,49 (+0,01) 18,33
3 51 3,0(1) 0,46" (+0,04)  0,47" (+0,03) 21,67
4 15 (1) 3,0 (1) 0,50%(+£0,01)  0,48" (+0,01) 20,00
5 10 (0) 2,0 (0) 0,46" (+£0,04)  0,47" (£0,01) 21,67
6 10 (0) 2,0 (0) 0,49*(+0,01)  0,46" (+0,03) 23,33
7 10 (0) 2,0 (0) 0,45%(+0,06) 0,46 (+0,01) 23,33

*X,= Temperatura (°C); X,= Pressdo (bar); **médias (+desvio padrdo) seguidas de letras iguais nas linhas ndo
diferem a nivel de 5% (Teste de t student) para concentrados e permeados. Varidveis independentes fixas:
volume de alimentagao (200 mL), tempo de UF 90 min.

Apo6s a analise estatistica dos dados verificou-se que a temperatura ¢ a pressdo ndo

exerceram efeitos significativos (p>0,05) sobre o teor de minerais totais (g/100 mL) dos

concentrados ¢ permeados (Figura 32a -d) e que também ndo houve diferenca significativa

(p<0,05) entre os permeados e concentrados, ja que a membrana empregada ndo € seletiva

para minerais.



79

Figura 32 - Graficos de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) para o teor de
minerais totais (g/100 mL) dos concentrados (a-c) e permeados (b-d) obtidos apdos UF dos
planejamentos fatoriais 2> — Planejamentos 1 e 2, respectivamente.

(1)Temperatura (°C) (L) (1)Temperatura (°C) (L )

(2)Pressdo (bar) (L)

(2)Pressao (bar) (L ) -720

Para o coeficiente de rejeicdo, os dados foram tratados estatisticamente ndo sendo
erificado influencia significativa (p>0,05) para ambos os planejamentos. Os efeitos podem

ser visualizados de forma mais clara pela Figura 33a ¢ 33b.

Figura 33 - Grafico de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) para rejeicdo de
minerais totais (%) obtidos dos planejamentos fatoriais (a) Planejamento 1 e (b) Planejamento
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4.2.3 Fluxo de permeado obtido da UF de soro de leite com membrana de 50 kDa

Para a membrana de 50 kDa, as condi¢des de 10°C e 2 bar foram testadas. Essas
condicdes foram escolhidas com base nos resultados obtidos para o fluxo permeado de soro
para a membrana de 100 kDa, no qual foi observado um fluxo limite para o processo a
pressdo de 2 bar, sendo o fluxo limite ¢ aquele atingido quando um aumento de pressdo nao
acarreta mais em um aumento de forma significativa no aumento do fluxo. Também a
temperatura de 10°C parece ser mais indicada uma vez que a temperatura de 15°C foi
verificada ainda uma tendéncia para pequenas acidificagdes do soro e temperaturas de 5°C
resultaram em velocidades de fluxo inferiores.

A Figura 34 apresenta o fluxo permeado de soro de leite para a membrana de 50 kDa
em funcdo do tempo de filtracdo. O perfil de fluxo de permeado obtido mostra uma queda
caracteristica nos primeiros 10 min seguida por uma diminui¢do gradual de fluxo e por uma

tendéncia para o estado estacionario.

Figura 34 - Fluxo permeado de soro de leite (L/m*h) em fungio do tempo, para membrana de
50 kDa a temperatura de 10°C e pressao de 2 bar.
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Alguns fendmenos atuam simultaneamente reduzindo o fluxo de permeado sendo
possivel identificar trés fases distintas de declinio do fluxo. Nos primeiros 20 min de operagdo
o fluxo permeado apresenta uma queda rapida e bastante acentuada devido principalmente a
polarizagdo de concentracdo que ocorre pelo aumento da concentra¢do de solidos proximo a
superficie da membrana. Com o passar do tempo, ainda ¢ observado a diminui¢do do fluxo
(20 a 60 min), porém em menores dimensdes. Esta queda continua do fluxo ¢ causado pela

deposicao e retencdo de particulas, sob ou no interior dos poros da membrana, fendmeno este
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conhecido como fouling. Ap6s 60 min ¢ observada uma diminui¢do mais lenta tendendo a ser
estacionario, o qual pode ser devido a uma maior deposi¢cdo de particulas ou a consolidacio
da camada de fouling.

Este comportamento esta de acordo com Nigam et al. (2008), a diminuigao inicial do
fluxo é decorrente da polarizagdo por concentragdo, geralmente inevitavel em processos de
separagdo com membranas sendo que a queda continua do fluxo deve se ao deposito de
particulas sob a superficie da membrana conhecido como fouling. Macedo et al. (2015),
enfatizam que na UF no soro de leite bovino as proteinas (principalmente B-lactoglobulina e
a-lactalbumina) e minerais, especialmente, calcio e fosfato, sdo os principais contribuintes
para a fouling das membranas. Além disso, outros componentes reconhecidos como
contaminantes a longo prazo que sdo os residuos de processamento, tais como o coalho,
lipideos residuais, enzimas ¢ microorganismos sdo propensos a adsorver sobre a superficie da
membrana, ou promover a gelificagdo na camada polarizada ou ainda induzir a poro de
bloqueio, tornando o fouling ainda mais complexo.

Apods 90 min. de operacdo o fluxo de permeado teve uma redugdo de 50,80%,
passando de 11,12 (L/m*h) no inicio do processo para 5,47 (L/m*h), evidenciando mais uma
vez os fendmenos de polarizacdo por concentracdo e fouling. Ja com relacao ao fluxo médio, a
membrana de 50 kDa apresentou fluxo de 7,19 L/m?h, valor este 59,42% menor que o obtido
para a membrana de 100 kDa nas mesmas condi¢des (10°C e 2 bar), esta redugao era esperada
uma vez que a membrana apresenta tamanho de poro bem inferior, além disso as membranas
apresentam diferencas em sua composi¢do o que pode alterar o modo de interagdo do soro

com o material da membrana.

4.2.4 Caracterizacao do concentrado e permeado obtidos da UF de soro de leite com
membrana de 50 kDa

A Tabela 26 apresenta a caracterizagdo fisico-quimica do soro de leite in natura e das
fragdes de concentrado e permeados, bem como o coeficiente de rejeigdo obtidos com
membrana de 50 kDa a 10°C e 2 bar. Os valores de proteina obtidos para a membrana de
50 kDa mostraram se superiores para a fracdo concentrada e inferiores na fragdo permeada se
comparada com a membrana de 100 kDa nas mesmas condi¢gdes de UF. Em termos de
percentual de concentragdo em relagdo ao soro in natura a membrana de 50 kDa apresentou

concentragdo de aproximadamente 44 %, valor este cerca de 3 vezes maior que a obtida para a
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membrana de 100 kDa o qual apresentou percentual de concentracdo de 16 %. O mesmo

comportamento foi verificado para o teor de solidos.

Tabela 26 - Constituintes do soro de leite in natura, fragdes de concentrado e permeado e
coeficiente de rejeicdo (%) obtidos por UF em membrana de 50 kDa a 10°C ¢ 2 bar.

Constituintes Soro in natura  Concentrado Permeado Rejeicao (%)
Proteina (g/100 mL) 0,82°+0,03 1,46°+0,03 0,16°+0,02 80,48
Soélidos (g/100 mL) 5,81°+ 0,03 6,78+ 0,02 4,15+ 0,09 28,57
Lactose (g/100 mL) 4,96+ 0,01 4,41°+0,08 4,16+ 0,0 16,12
Minerais (g/100 mL) 0,57+ 0,04 0,48°+0,03 0,49°+0,02 14,04

Condutividade (mS/cm) 5,68+ 0,04 5,61%+ 0,06 5,77+ 0,09 -
Acidez (°Dornic) 12,67°+ 0,57 13,33°+0,57  13,00° + 0,50 -
pH 6,51% 0,01 6,55+ 0,01 6,58% 0,02 -

Médias (+desvio padrdo) seguidas de letras iguais nas linhas ndo diferem a nivel de 5% para soro in natura
concentrado e permeado (Teste de Tukey).

Para os minerais totais, condutividade e acidez, ndo houve diferenca significativa
(p<0,05) entre o soro de leite in natura e fragcdes de concentrado e permeado, ja para o pH as
fragdes de permeado e concentrado apresentaram um leve aumento, diferindo estatisticamente
entre si (p<0,05). Crowley et al. (2015), na UF de leite desnatado com membrana de
polietersulfona de 1000 kDa e temperatura de £4°C, também observaram ap6s processamento
que o pH das fracdes de concentrado e permeado foram ligeiramente mais altas do que a da
alimentacdo, passando de 6,65 (alimentacdo) para 6,70 nas fracdes de concentrado e
permeado.

Ao comparar os resultados de proteina com os obtidos por Serpa (2012), utilizando
membrana de 50 kDa, em fluxo tangencial e pressdes e temperaturas variando 1,0 a
3,7 kgf.cm? e 25 a 52°C respectivamente, os valores para o concentrado foram inferiores (0,80
a 1,28 %). No entanto, Palatnik et al. (2015), ao utilizar membrana de 10 kDa e fluxo
tangencial para ultrafiltrar soro de leite caprino, a 11°C, obteve apds 30 min de processo
teores de solidos totais de 4,74 e 10,29 g/100g para a fracdo permeada e concentrada,
respectivamente, sendo que no concentrado o valor ¢ superior ao encontrado no presente
estudo (6,8 g/100g), diferenga esta atribuida ao tamanho de poro da membrana.

A membrana de 50 kDa apresentou uma rejeicdao para proteinas de 80,48 % valor este
superior este a obtida para a membrana de 100 kDa (71,43 %) nas mesmas condi¢des de
processo, sendo este comportamento também verificado para solidos e lactose. A maiores
retengOes para a membrana de 50 kDa sdo atribuidas principalmente ao menor tamanho de

poro, para a lactose em especifico a retencdo observada da se em fungdo de mudangas na
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seletividade da membrana ocasionado devido a deposicdo de componentes do soro que se
depositam sobre a membrana, criando uma resisténcia adicional e impedindo a permeagdo das
moléculas de lactose.

Para verificar os principais constituintes que representam as proteinas dos
concentrados e permeados obtidos com a membrana de 50 kDa, foi realizada uma analise da

eletroforese, sendo que a Figura 35 mostra a imagem do gel de eletroforese.

Figura 35- Imagem dos géis de eletroforese SDS-PAGE para as amostras de concentrado e
permeado da UF com membrana de 50 kDa. Da esquerda para a direita: Coluna 1: marcador
de massa molar; Coluna 2: Soro in natura; Coluna 3: fracdo concentrada ap6s UF; Coluna 4:
Fracdo permeada apos a UF.

200 kDa
150 kDa
120 kDa
100 kDa
85kDa
70 kDa
60 kDa

BSA-69 kDa

50 kDa
40 kDa

30 kDa

25kDa

20kDa

<«— BLg-18kDa

15kDa —>
10 kDa <—— a-La-14 kDa

1 2 3 4

Observa-se no gel de eletroforese que a amostra de permeado apresenta um sinal fraco
para ambas as proteinas, B-lactoglobulina (18,3 kDa) e a-lactoalbumina (14,2 kDa), indicando
que as duas proteinas permearam pela membrana, o que era esperado uma vez que ambas
possuem peso molecular inferior a 50 kDa. Para a fracdo concentrada e para a alimentagdo
nota-se que além das proteinas B-Lg ¢ o-La, também ¢ verificada banda correspondente a
albumina de soro bovina (BSA) (69 kDa).

Além disso, verifica-se a presenga de outras bandas caracteristicas de proteinas
minoritarias no soro, sub-fragdes com pesos moleculares variados, ou mesmo variacdes
conformacionais das proteinas. Estas observacdes estdo em conformidade com Haraguchi et
al., (2006) os quais afirmam que as fragdes, ou peptideos do soro, sdo constituidas de B-Lg, a-
La, BSA, imunoglobulinas (Ig’s) e glicomacropeptideos (GMP), além de sub-fragcdes ou

peptideos secundarios que podem variar em tamanho, peso molecular. Hong et al., (2002)
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também encontraram sinais intermediarios entre as bandas do BSA e da B-Lg e consideraram
que eles correspondem a conformagdes que as proteinas adquirem no soro. Souza (2013) em
estudo sobre a concentragdo das proteinas do soro de leite bovino por UF com membrana
ceramica de massa molar de corte de 20 kDa, verificou a presengca de 14 cadeias
polipeptidicas tanto na alimentacdo quanto no soro concentrado por membrana. Ja no
permeado da UF foram verificadas duas cadeias polipeptidicas, referentes as proteinas
majoritarias no soro de leite B-Lg, a-La.

Em sintese, a viabilidade do processo de concentracdo de proteina de soro de leite por
membranas depende, em grande parte, das condigdes envolvidas, como as propriedades da
membrana, tipo de escoamento, afinidade membrana-soluto, temperatura da solugdo, pressdo

entre outros.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho, pode-se
concluir que:

- Para as mesmas condi¢des operacionais (temperatura e pressdao), os fluxos para o
soro de leite foram inferiores aos observados para a agua devido a presenca de so6lidos no
soro. Além disso, o fluxo de permeado de soro diminuiu com o tempo de operagdo devido a
polarizagdo por concentracao e fouling.

- A membrana de 50 kDa apresentou fluxo médio de 7,19 L/mzh, valor este 59,42%
menor que o obtido para a membrana de 100 kDa nas mesmas condi¢des (10°C e 2 bar). Em
relacdo ao soro de leite in natura a membrana de 50 kDa apresentou percentual de
concentragao de aproximadamente 44%, valor este cerca de 3 vezes maior que a obtida para a
membrana de 100 kDa nas mesmas condi¢des de processo.

- Temperaturas menores de 15°C sdo recomendadas para manter a estabilidade quanto
a acidez e lactose das fracdes do soro de leite, porém ocorre um aumento da resisténcia da
membrana e consequentemente acréscimo no tempo de processamento. A aplicagdo da UF do
soro de leite a temperaturas de refrigera¢do torna-se uma alternativa interessante, visto que
temperaturas de UF mais elevadas podem levar a degradagdo de compostos presentes no soro
¢ a sua acidificagdo podendo o tornar inviavel para sua aplicacdo em produtos alimenticios.

Tendo em vista que o presente estudo foi realizado em sistema de bancada com
escoamento convencional ¢ membrana plana de 100 e 50 kDa, a viabilidade do processo
dependera de um scale up, empregando preferencialmente um escoamento tangencial e
membrana cerdmica, o que reduziria tempos de operagdo, etapas de limpeza e fenomenos de
polarizagdo por concentracao e fouling.

A recuperagdo de constituintes do soro de leite por UF ¢ de grande interesse para a
industria, sendo este uma alternativa de agregagdo de valor ao subproduto da industria lactea.
Os concentrados obtidos por ultrafiltracdo em escala de bancada apresentaram uma retencao
média de proteinas de 55 a 80 % para membrana de 100 e 50 kDa, respectivamente, indicando
a possibilidade de utilizacdo em industrias alimenticias, tais como: em misturas de paes,
bolachas, bebidas lacteas, na producdo de concentrados proteicos, entre outros fins. Ja o
permeado rico em lactose pode ser utilizado para produgdo de lactose, galactose, glucose,
alcool, acido latico, meios de cultura e também na industria farmacéutica ou na recuperacio

de proteinas e lactose empregando membranas de UF com menores MMC, ou NF ¢ OI.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Através da experiéncia adquirida no presente estudo, as seguintes sugestdes para

trabalhos futuros podem ser delineadas:

- Repetir o fracionamento, reduzindo o tamanho das membranas utilizadas (10 a 20 kDa) a

fim de concentrar principalmente a a-lactoalbumina e a f-lactoglobulina.

- Ampliacdo de escala (planta piloto), definindo fator de concentragdo e operando em
conjunto com diafiltragdo para melhorar a purificagdo das proteinas com a utilizagdo de

membranas tubular ou cerdmica.

- Realizar a concentragdo das fragoes isoladas (fracionamento/purificacdo) mediante secagem
por atomizacgao (Spray dryer), otimizando as condi¢des operacionais da atomizagdo (pressao,

vazdo e temperatura).

- Utilizar os processos de separagdo com membranas associados entre si ou com outras

técnicas de separagdo para aproveitar todos os componentes do soro.

- Avaliar as propriedades funcionais dos concentrados proteicos (solubilidade proteica; indice

de atividade emulsificante; expansao e estabilidade espumante).
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APENDICE A - METODOS ANALITICOS

A.1. ANALISE DE PROTEINAS ESPECIFICAS POR ELETROFORESE EM GEL DE
POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

Preparo das amostras

As amostras foram preparadas segundo procedimentos descritos Laemmli (1970), foi
adicionado 40 pL de 4cido tricloroacético (TCA) em 100 uL das amostras a serem aplicadas
no gel, contidas em tubos de centrifuga do tipo eppendorfs. Esta solu¢do foi armazenada em
freezer durante aproximadamente 8 h. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
10000 x g, 4 °C por 30 min, retirado o sobrenadante, tomando cuidado para que o pellet ndo
fosse desfeito. Foi adicionado 100 puL de uma solucdo aquosa gelada de acetona 90 %, a fim
de lavar o pellet sem desfazé-lo, sendo este centrifugado como na etapa anterior. Novamente,
o sobrenadante foi removido e adicionado mais 100 uL de acetona 90 % gelada e
centrifugado nas mesmas condic¢des, removendo novamente o sobrenadante. O precipitado foi
ressuspendido com 50 pL do tampao da amostra (f-mercaptoetanol). Em seguida, as amostras

foram desnaturadas em banho-maria a 100°C por 10 min.

Preparo do gel de resolucdo 15 %

Em um béquer foram adicionados 4,925 mL de acrilamida / bis-acrilamida (30:0,8;
m/m), 5 mL da solu¢do tampao Tris-HCI 0,75 M pH 8,8, 75 pL da solugdo de persulfato de
amonio 10 % e 5 pL de tetrametiletilenodiamina (TEMED). Todos estes componentes foram
misturados e transferidos para a célula de eletroforese, deixando aproximadamente 2,5 cm da
célula livre, o restante da célula foi completada com 4gua destilada para formar uma linha reta
sobre o gel, e deixado-o polimerizar por 40 min em temperatura ambiente, apds a

polimerizacao do gel a 4gua foi retirada (LAEMMLI, 1970).

Preparo do gel de empilhamento 12 %

Em um béquer foi adicionado 0,5 mL de acrilamida/bis acrilamida (30:0,8 m/m),
2,5 mL da solugdo tampdo Tris-HCI 0,25 M pH 6,8, 1,925 mL de agua destilada, 75 pLL da
solugdo de persulfato de amonio e 7,5 pL de tetrametiletilenodiamina (TEMED). Todos estes
componentes foram misturados e transferidos para a célula de eletroforese, sobre o gel de
resolucdo que ja estava polimerizado. Antes de aplicar o gel de empilhamento, o pente foi

colocado para a formacdo dos pocos para a aplicagdo das amostras. Depois da completa
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polimerizacao do gel de empilhamento (cerca de 30 min), o pente foi retirado (LAEMMLI,
1970).

Aplicacdo das amostras

Ap6s a polimerizagdo do gel as amostras foram adicionadas. No primeiro poco foram
adicionados 15 pL do padrio de massa molar (Fermentas Life Sciences), e nos outros pogos
foram adicionados 20 pL das amostras a serem analisadas.

A célula de eletroforese foi acomodada na cuba de eletroforese vertical e preenchida
com tampao de corrida (contendo: 14 g de glicina, 1 g de dodecil sulfato de sédio (SDS), 3 g
de Tris base e 1000 mL de agua destilada) de modo a cobrir os pocos do gel de empilhamento.
A cuba foi fechada e ligada a uma fonte de alimentacdo de energia com corrente constante de
30 A e uma voltagem de 250 V, num tempo de aproximadamente 1 h para as amostras
percorrerem o gel.

Ap6s a corrida, o gel de empilhamento foi removido, e o gel de resolugdo foi corado
com solucdo corante azul brilhante (Blue R-250) durante aproximadamente 24 horas, até
perfeita visualizagdo das bandas. No dia seguinte, descorar o gel lavando com agua destilada a

100°C (micro-ondas) varias vezes. Guardar o gel em pote com agua destilada.

A.2. ANALISE DE LACTOSE - METODO DO ACIDO DINITROSSALICILICO - DNS

Procedimento da analise

e Preparar uma solu¢do de DNS: 0,25 gramas de Acido 3,5-dinitrosalicilico e 75,0
gramas de Tartarato de sodio e potassio dissolvidos em 50 mL de NaOH2M. e 250 mL
de agua.

e Adicionar 200 pL de padrao, amostra ou controle a 2 mL de solugdo DNS.

e Aquecer a mistura em banho-maria a 100°C por 10 min.

e Esperar esfriar e ler a absorbancia a temperatura ambiente e a 570 nm.

e Aplicar o valor da leitura na respectiva equagdo da curva-padrao previamente
elaborada para o aparelho.

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

Metodologia para obtenciao da curva-padrao para acucares redutores

e Preparar uma solugdo de lactose 5 g/L.

e  Diluir para concentragdes desejadas (Ex: 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 € 5,0 g/L).



99

e Colocar em tubo de ensaio: 200 pL da solug@o contendo o agucar + 2 mL do reagente
DNS.

e Preparar uma solugdo sem lactose, contendo H,O e DNS para zerar o aparelho.

e Deixar os tubos em banho-maria a 100°C por 10 minutos.

e Esperar esfriar até atingir a temperatura ambiente.

e Ler a absorbancia em espectrofotometro a 570 nm.

Obs: A curva-padrao somente se aplica para leituras no aparelho em que foi estabelecida.
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APENDICE B - RESULTADOS ESTATISTICOS DOS PLANEJAMENTOS 1 e 2

Tabela 1B - Coeficientes de regressao e erro padrdo, valores de p e t do planejamento fatorial
22para o fluxo médio de soro de leite (L/ mzh) - (planejamento 1).

Coef. de regressao Erro padrao t(2) p
Média* 21,24 0,068 312,87 0,00001
(1)Temperatura* 1,05 0,089 11,783 0,0071
(2)Pressao* 3,65 0,089 40,587 0,0006
ILx 2L -0,323 0,089 -3,6005  0,0692

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

Tabela 2B - Analise de varidncia para o fluxo médio de soro de leite (L/mzh) do
planejamento fatorial 2% (planejamento 1).

Fontes de Soma dos Graus de Média F
variacio quadrados liberdade Quadritica calculado
Regressao 57,667 2 28,833 17,43
Residuo* 6,618 4 1,6545
Falta de ajuste 6,554 2
Erro puro 0,0646 2
Total 64,286 6

*Residuo= Falta de ajuste + Erro puro; Fip 050,=6,94; Coeficiente de correlagdo: R=0,95.

Tabela 3B - Coeficientes de regressao e erro padrdo, valores de p e t do planejamento fatorial
2%para o fluxo médio de soro de leite (L/ m*h) - (planejamento 2).

Coef. de regressao Erro padrio t(2) p
Média 17,02 0,011 1501,15  0,0000
(1)Temperatura*® 0,64 0,015 42,67 0,0005
(2)Pressao* 1,64 0,015 109,33 0,00008
1L x 2L -0,040 0,015 -2,67 0,116

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

Tabela 4B - Analise de varidncia para o fluxo médio de soro de leite (L/m*h) obtido
planejamento fatorial 2 - (planejamento 2).

Fontes de Soma dos Graus de Média F calculado
variacao quadrados liberdade Quadratica
Regressao 12,39 2 6,198 9,377
Residuo* 2,64 4 0,661
Falta de ajuste 2,64 2
Erro puro 0,0018 2
Total 15,040 6

*Residuo= Falta de ajuste + Erro puro; Fi 950,=6,94; Coeficiente de correlagdo: R=0,91.
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Tabela 5B - Resultados do coeficiente de regressdo, erro padrdo, valores de p e t do
planejamento fatorial 2* para o teor de proteina (g/100 mL) dos concentrados de soro de leite -
(planejamento 1).

Coef. de regressao Erro padrao t(2) p
Média* 1,083 0,007 143,31 0,000049
(1)Temperatura -0,010 0,010 -1,083 0,3918
(2)Pressdo* 0,043 0,010 4,333 0,0493
1L x 2L -0,0008 0,010 -0,083 0,9417

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

Tabela 6B - Analise de variancia para o teor de proteina % (m/v) nos concentrados de soro de
leite do planejamento fatorial 2* - (planejamento 1).

Fontes de Soma dos Graus de Média F
variacao quadrados liberdade Quadratica calculado
Regressao 0,0075 1 0,0075 24,94
Residuo* 0,0015 5 0,0003
Falta de ajuste 0,0007 3
Erro puro 0,0008 2
Total 0,0090 6

Residuo= Falta de ajuste + Erro puro; Fy, 950,=6,61; Coeficiente de correlagdo: R=0,91.

Tabela 7B - Coeficientes de regressdo e erro padrio, valores de p e t do planejamento fatorial
2% para o teor de proteina (g/100 mL) dos concentrados de soro de leite - (planejamento 2).

Coef. de regressiao Erro padrio t(2) p
Meédia* 1,138 0,0050 226,79 0,000019
(1)Temperatura -0,001 0,0066 -0,225 0,8423
(2)Pressao* 0,165 0,0066 24,926 0,0016
1L x 2L -0,006 0,0066 0,903 0,9417

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

Tabela 8B - Analise de variancia para o teor de proteina %( m/v) nos concentrados de soro de
leite, do planejamento fatorial 2° - (planejamento 2).

Fontes de Soma dos Graus de Média F
variacao quadrados liberdade Quadratica calculado
Regressao 0,1096 1 0,109561 28,581
Residuo* 0,0192 5 0,003833
Falta de ajuste 0,01881 3
Erro puro 0,00035 2
Total 0,12872 6

*Residuo= Falta de ajuste + Erro puro; Fip 050,=6,61; Coeficiente de correlagdo: R=0,92
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Tabela 9B- Coeficientes de regressdo e erro padrio, valores de p e t do planejamento fatorial
2% para solidos totais (g/100 mL) dos concentrados de soro de leite - (planejamento 1).

Coef. de regressio  Erro padrao t(2) p
Média* 6,092 0,006 1.055,19  0,000001
(1) Temperatura(°C)* 0,094 0,008 12,33 0,0065
(2)Pressao(bar)* 0,481 0,008 62,96 0,0003
1L x 2L* 0,123 0,008 16,04 0,0039

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

Tabela 10B - Analise de variancia para o teor de solidos totais %(m/v) nos concentrados de
soro de leite do planejamento fatorial 2* - (planejamento 1).

Fontes de Soma dos Graus de Média F
variacio quadrados liberdade Quadritica calculado
Regressao 1,020 3 0,340099 695,093
Residuo* 0,001 3 0,000489
Falta de ajuste 0,001 1
Erro puro 0,00046 2
Total 1,022 6

*Residuo= Falta de ajuste + Erro puro; Fip 050,=9,27; Coeficiente de correlacdo: R=0,99

Tabela 11B- Coeficientes de regressao e erro padrio, valores de p e t do planejamento fatorial
2% para so6lidos totais (/100 mL) dos concentrados de soro de leite - (planejamento 2).

Coef. de regressio  Erro padrio t(2) p
Meédia* 5,9907 0,0037 1584,99  0,0000001
(1) Temperatura (°C) 0,0187 0,005 3,75 0,064
(2) Pressao (bar)* 0,0537 0,005 10,75 0,008
1L x 2L 0,0037 0,005 0,75 0,531

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

Tabela 12B - Analise de variancia para o teor de solidos totais % (m/v) nos concentrados de
soro de leite do planejamento fatorial 2° - (planejamento 2).

Fontes de Soma dos Graus de Média F
variacao quadrados liberdade Quadratica calculado
Regressao 0,0116 1 0,011556 25,50
Residuo* 0,0023 5 0,000453
Falta de ajuste 0,0020 3
Erro puro 0,0002 2
Total 0,0138 6

*Residuo= Falta de ajuste + Erro puro; F 950,=6,61; Coeficiente de correlagdo: R=0,91.
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Tabela 13B - Coeficientes de regressdo e erro padrdo, valores de p ¢ t do planejamento
fatorial 2 para solidos totais (/100 mL) dos permeados de soro de leite - (planejamento 2).

Coef. de regressao  Erro padrao t(2) p
Média* 4,5278 0,0037 1197,95 0,00001
(1) Temperatura (°C)* 0,0287 0,005 5,75 0,028
(2) Pressao (bar)* 0,0887 0,005 17,75 0,003
ILx 2L -0,1375 0,005 -2,75 0,110

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

Tabela 14B - Analise de variancia para o teor de solidos totais % ( m/v) nos permeados de
soro de leite do planejamento fatorial 2* - (planejamento 2).

Fontes de Soma dos Graus de Média F
variacao quadrados liberdade Quadratica calculado
Regressao 0,0348 2 0,017406 19,72
Residuo* 0,0035 4 0,000883
Falta de ajuste 0,0033 2
Erro puro 0,0002 2
Total 0,0383 6

*Residuo= Falta de ajuste + Erro puro; F,, 950,=6,94; Coeficiente de correlagdo: R=0,95.

Tabela 15B - Coeficientes de regressdo e erro padrdo, valores de p ¢ t do planejamento
fatorial 2° para rejeicdo de solidos totais (%) de soro de leite - (planejamento 2).

Coef. de regressio  Erro padrao t(2) p
Média* 19,056 0,038 489,02 0,000004
(1) Temperatura (°C)* -0,669 0,051 -12,99 0,0058
(2) Pressao (bar)* -1,473 0,051 -28,57 0,0012
IL x 2L* 0,401 0,051 7,79 0,0160

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

Tabela 16B - Analise de variancia para rejeicdo de solidos totais (% ) de soro de leite do
planejamento fatorial 2* - (planejamento 2).

Fontes de Soma dos Graus de Média F
variacio quadrados liberdade Quadritica calculado
Regressdo 11,1209 3 3,706952 32,66
Residuo* 0,3405 3 0,113505
Falta de ajuste 0,31926 1
Erro puro 0,02126 2
Total 11,46137 6

*Residuo= Falta de ajuste + Erro puro; F, 950,=9,27; Coeficiente de correlagdo: R=0,99.
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Tabela 17B - Coeficientes de regressdo e erro padrdo, valores de p ¢ t do planejamento
fatorial 2° para a acidez (°D) dos concentrados de soro de leite - (planejamento 2).

Coef. de regressao Erro padrao t(2) p
Média* 12,856 0,0728 176,397  0,000032
(1)Temperatura*® 0,583 0,0964 6,049 0,0262
(2)Pressao 0,083 0,0964 0,8634 0,4789
1L x 2L 0,083 0,0964 0,8634 0,4789

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

Tabela 18B - Andlise de variancia para acidez (°D) nos concentrados de soro de leite do
planejamento fatorial 2* - (planejamento 2).

Fontes de Soma dos Graus de Média F
variacio quadrados liberdade Quadritica calculado
Regressao 1,3607 1 1,360722 41,776
Residuo* 0,1629 5 0,032579
Falta de ajuste 0,0885 3
Erro puro 0,0743 2
Total 1,5236 6

*Residuo= Falta de ajuste + Erro puro; F 950,=6,61; Coeficiente de correlagdo: R=0,95.

Tabela 19B- Coeficientes de regressdo e erro padrdo, valores de p e t do planejamento fatorial
2% para o pH dos concentrados de soro de leite - (planejamento 2).

Coef. de regressiao Erro padrao t(2) p
Média* 6,377 0,0049 1286,53 0,000001
(1)Temperatura* -0,036 0,0065 -5,604 0,030
(2)Pressao 0,0097 0,0065 1,487 0,275
ILx 2L 0,0032 0,0065 0,496 0,669

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

Tabela 20B- Andlise de variancia para o pH dos concentrados de soro de leite do
planejamento fatorial 2° - (planejamento 2).

Fontes de Soma dos Graus de Média F
variacao quadrados liberdade Quadratica calculado
Regressao 0,0054 1 0,0054 32,813
Residuo* 0,0008 5 0,0002
Falta de ajuste 0,00047 3
Erro puro 0,00034 2
Total 0,00622 6

*Residuo= Falta de ajuste + Erro puro; F 950,=60,61; Coeficiente de correlagdo: R=0,92.
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Tabela 21B - Coeficientes de regressdo e erro padrdo, valores de p e t do planejamento
fatorial 2 para a lactose (g/100 mL) dos concentrados de soro de leite - (planejamento 2).

Coef. de regressao Erro padrio t(2) p
Média* 4,315 0,0075 570,91 0,000003
(1)Temperatura* -0,187 0,0100 -18,75 0,0028
(2)Pressdo 0,032 0,0100 3,25 0,0830
1L x 2L 0,022 0,0100 2,25 0,1533

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

Tabela 22B - Analise de variancia para a lactose dos concentrados de soro de leite do
planejamento fatorial 2* - (planejamento 2).

Fontes de Soma dos Graus de Média F
variacio quadrados liberdade Quadritica calculado
Regressdo 0,1406 1 0,140625 15, 8553
Residuo* 0,0443 5 0,008869
Falta de ajuste 0,043546 3
Erro puro 0,000800 2
Total 0,184971 6

*Residuo= Falta de ajuste + Erro puro; F 950,=6,61; Coeficiente de correlagdo: R=0,87.



