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RESUMO

PEREIRA OLIVEIRA, I.Andlise e otimizag&o do processo de ultrafiltracddo soro de leite
para producdo de concentrado proteicoltapetinga-BA: UESB, 2009. 62p. (Dissertacdo —
Mestrado em Engenharia de Alimentos — EngenharRroeessos de Alimentos).*

As proteinas do soro de leite possuem alto valtramnal, funcional e tecnolégico e,
por isso, industrias alimenticias, farmacéuticadeebiotecnologia tém grande interesse em
utilizé-las. Assim, recuperéa-las € uma otima a#iéva para a incorporagdo em uma gama de
produtos, e processos de separacdo por membraam st aplicados com grande vantagem.
Entre esses, a ultrafiltracdo € o processo de ndgistaque para a separacdo, concentracdo e
fracionamento das proteinas do soro de leite. Neatwmlho, foram realizadas a anélise e
otimizacdo do processo de ultrafiltragdo/diafilrapara a obtencdo de concentrado proteico do
soro de leite. Avaliou-se o efeito de parametrosragionais e fisico-quimicos como pressao
transmembrana, vazao de alimentacdo, pH, tempardtuca idnica, concentragéo de proteinas
sobre as variaveis respostas fluxo de permeadficiente de retencéo de proteina e coeficiente
de rejeicdo de lactose. As diferentes condicbdadas foram definidas por um planejamento
fatorial fracionado de resolucdo 4, de dois nieeiseis fatores {Z) com trés repeticdes no
ponto central. A ultrafiltracdo foi realizada em @istema-piloto com membrana plana, tipo
placa, de massa molar de corte de 5 kDa, aresbd®?0e composicao de celulose regenerada.
Pela andlise exploratéria realizada no SAS, identifse que a pressao, temperatura e pH
apresentaram efeitos significativos (p < 0,05) sabfluxo de permeado e a interagdo entre as
variaveis T e Co, efeito significativo sobre o ¢ciehte de rejei¢cdo de lactose, assim como a
variavel principal Co (p < 0,05). No entanto, omfas ndo mostraram efeito significativo (p >
0,05) sobre o coeficiente de retencdo de prot&aa. melhores condi¢cdes obtidas na analise
exploratoria, a partir dos modelos propostos defs@ o nivel de cada variavel que maximizou
o fluxo de permeado e a rejeicdo de lactose. Ceraido as limitagcbes do equipamento e a
sensibilidade das proteinas as variacdes dos réstidados, as condi¢cdes foram as seguintes:
forca idnica = 0 M para o NaCl; pH = 6; concentradé proteina = 10 g'i. temperatura = 40
°C; pressdo transmembrana = 103 kPa; e vazdo menadicido = 2,5 L mih A etapa de
otimizacdo foi realizada segundo a metodologia @stp pelo fabricante do equipamento
(MILLIPORE). Seguindo essa metodologia, obtiveramas condigdes operacionais para as
etapas de concentragéo e diafiltracdo. Para reaizmncentracdo, a pressdo transmembrana
assumida foi de 172 kPa e vazdo de alimentacdoldeni’. Nessas condicdes, o fluxo de
permeado foi de aproximadamente 34 £ It e, apds 27 min de processo, apresentou reducéo
de 40%. Para fazer a diafiltracdo, a 6tima conaeatr de proteina foi de aproximadamente
90 g L* e o fluxo de permeado nessa condicéo, de 19 iinA concentracdo da camada de
gel formada durante o processo foi de 181,5.g L

Palavras-chave:Membrana. Pellicon. Diafiltracao.

*Qrientador: Luiz Anténio Minim, D. Sc., UFV e Caentadores: Renata Cristina Bonomo, D.
Sc., UESB, e Modesto A. Chaves, D. Sc., UESB.



ABSTRACT

PEREIRA OLIVEIRA, |. Optimization and analyses of the ultrafiltration/diafiltration for
whey protein concentrate production Itapetinga-Ba: UESB, 2009 62p. (Thesis — Masiters
Food Engineering — Food Process Engineering).*

Whey proteins possess high nutritional, functiceradl technological value. Therefore,
food, pharmaceutical and biotechnological industtiave great interest in their use. They are
an excellent alternative to be added to severalymts. Processes of membrane separation can
be applied with great advantage. The ultrafiltnatie the main process used for separation,
concentration and fractionation of whey proteinfisTwork was carried out through the
analysis and optimization of the process of Ullrrafiion/Diafiltration for obtaining whey
protein concentrate. It was evaluated the effeadparational and physicochemical parameters
as transmembrane pressure, feed flow, pH, temperatunic strength, protein concentration on
the variable responses, permeate flow, coefficidémrotein retention and coefficient of lactose
rejection. The different tested conditions wereirdaf by a fractional factorial design of
resolution 4, two levels and six factor${R with three repetitions in the central point. The
ultrafiltration was carried out in a pilot systenittwplain membrane, of plate type, with 5 kDa
nominal molecular weight cut-off membrane, are€d@& m2 and composition of regenerated
cellulose. The exploratory analysis accomplishedhim SAS found that the transmembrane
pressure, temperature and pH had presented samifeffect (p < 0,05) on the permeate flow
and the interaction between the variables T anda@ad the Co (p < 0,05) presented a significant
effect on the coefficient of lactose rejection. the other hand, the factors had not presented
significant effect (p > 0,05) on the coefficientmbtein retention. Based on the best conditions
achieved in the exploratory analysis, from the @®red models, the levels were defined for
each variable which maximized the permeate flow @nedlactose rejection. Considering the
limitations of the equipment and the sensitivitytbé proteins to the variations of the levels
studied, the conditions were: ionic strength = OpW, = 6, protein concentration = 10 ¢,L
temperature = 40 °C, transmembrane pressure = R83akd feed flow of 2,5 L min The
optimization stage of the concentration and diafiibon were carried out through the
methodology proposed by the manufacturer of thépegent (MILLIPORE®). Following this
methodology, the operational conditions for the cetration and diafiltration stages were
obtained. In the concentration stage, the transmemaebpressure assumed was 172 kPa and the
feed flow was of 2 L mih. The permeate flow in the end concentration wak 8% h™ and, 27
min after the beginning of the process, the flosslvas 40%. For the diafiltration, the optimal
concentration protein was 91 ¢ land the permeate flow was 19 [*im", approximately. The
concentration of the gel layer formed was 181,5'g L

Keywords: Membrane. Pellicon. Diafiltration.

*Advisor: Luiz Antbnio Minim, D. Sc., UFV, and Codaisors: Renata Cristina Bonomo, D.
Sc., UESB, and Modesto A. Chaves , D. Sc., UESB.
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1 INTRODUCAO

O soro de leite € um co-produto resultante dadabéio de queijos pela fermentacéo do
leite por acdo bacteriana ou pela acdo de ageatgpilantes. As proteinas do soro possuem
alto valor nutricional e tecnoldgico, por isso,jradistrias tém grande interesse em recupera-las
para a incorporacdo em produtos lacteos e naocokicte recuperacdo desspsoteinas nos
ultimos anos tem sido motivo de varios estudos lmquscam melhorar e obter processos de
separacdo, concentracdo, fracionamento e purificagda vez mais eficiente e produtos de
maior qualidade (MORR, 1985; BARBA et al., 2001;RX et al., 2005; YEE et al., 2007).

Os principais produtos obtidos a partir do proaesnto do soro de leite séo:
concentrados (CPS), isolados (IPS) e fracionaduteipp do soro (FPS). Estes produtos, assim
como o soro de leite, sdo comercializados em pdor@eddo total de proteina no soro € menor
que nos concentrados e estes possuem menor quentidaproteina do que os isolados. Os
fracionados diferem dos demais produtos do sorieitho por apresentarem fracdes especificas
de proteinas do soro (HUFFMAN; HARPER, 1999; MADURE et al., 2007).

As proteinas do soro possuem um dos mais altasemdle valor biolégico em
comparacao a outras fontes naturais de prote@mas;dmo ovos, peixes, carne bovina e soja. O
uso de CPS, IPS e FPS como ingredientes em alimé&mgionais vem sendo praticado em
larga escala em paises desenvolvidos e, em cresasogénsdo, em paises subdesenvolvidos
(SMITHERS, 2008). De acordo com Huffman (1996),coscentrados e isolados proteicos
possuem, além do alto valor nutricional e biologileosuas proteinas, solubilidade numa larga
escala de pH, acdo gelificante, propriedades deng&b de &gua, acdo emulsionante e
capacidade de formacdo de espumas. Essas promsepgesporcionam ampla aplicacdo dos
produtos do soro na industria de alimentos, farotéz®e de biotecnologia.

Processos de separacdo por membrana (PSM) poderapkeados com grande
vantagem na concentracao, fracionamento e purdficdas proteinas do soro. Dentre os PSM,
0 mais usado na recuperacao de proteinas é alnicdfo (UF) operada em fluxo tangencial. A
UF é um processo comandado por um gradiente desguarestravés de uma membrana
semipermedvel para separar macromoléculas ou esldid uma solucdo. Para o soro de leite,
além da remocao de 4gua, a ultrafiltracao € capaedlizir o teor de sais e lactose desde que a
membrana seja escolhida adequadamente (GHOSH,.2003)

Para aumentar a pureza dos produtos na ultrgfittréa comum usar a diafiltracdo (DF).
A DF é um modo alternativo de operar sistemas dabrena e pode ser entendida como um
processo de purificagdo a volume constante. A ggereonsiste na adigdo continua de solvente
puro ou solugcdo tampao no tanque de alimentacdove@do equivalente a do permeado. A

diafiltracéo é utilizada quando se deseja purifigardeterminado soluto de uma solugéo, onde
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0s contaminantes sdo compostos de dimensdes matwese as do soluto de interesse (YEE
et al., 2007).

O principal fator que limita o processo de UF/DB éeclinio do fluxo de permeado
com o tempo. Isso ocorre devido a concentracdmldéossobre a membrana (polarizagdo da
concentracdo) e seu entupimento (fouling). Estérfemo é geralmente atribuido ao acumulo
de macromoléculas ou coldides na superficie da maerab adsorcdo e precipitacdo de
pequenos solutos nos poros da membrana (LEWIS; 1@B&t al., 2007).

Os principais parametros que afetam o fluxo denpado nos processos de separacao
por membrana, ou seja, microfiltracdo, ultrafiliag nanofiltracdo e osmose reversa séo:
pressdo transmembrana, concentracdo da alimentts@peratura, velocidade tangencial,
coeficiente de transferéncia de massa, pH e fdngmd. Além do fluxo de permeado, estes
parametros influenciam na retencédo e rejeicdo décpkas pela membrana (POULIOT et al.,
1999).

Para obter um melhor entendimento do processo Ei®RJdo soro de leite, em
membrana de massa molar limite de 5 kDa, para ¢étede CPS com elevado conteudo
proteico, este trabalho avaliou os efeitos dascjpais variaveis do processo de UF/DF (pressao
transmembrana, vazdo de alimentacdo, pH, temparaforca ib6nica, concentracdo de
proteinas) sobre as variaveis resposta definidas gsie estudo (fluxo de permeado, retengéo
das proteinas e rejeicdo da lactose) e definirav@npetros do processo de concentragdo e

diafiltracéo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Soro de Leite

O leite bovino geralmente contém entre 30 — 40'gl& proteinas, das quais 78 % sdo
de caseinas e as demais sdo as proteinas do sopodpm ser obtidas durante a fabricacdo de
queijo (MAUBOIS; OLLIVIER, 1992). Quando as caseirsfio coaguladas por meio &cido, na
producdo de queijo, 0 soro resultante € acido edyu@or meio enzimatico o soro recebe a
denominacao de soro doce. O soro &cido tem pH ntgreoo doce e ambos sdo compostos por
uma pequena quantidade de gordura, proteinas badfesis, lactose, minerais e vitaminas
hidrossoltveis (CHEANG; ZYDNEY, 2003; LUCEMA et aR006). A Tabela 1 mostra as
principais proteinas do soro e suas caracteristis@as como concentracdes no soro, massa
molar e ponto isoelétrico.

O soro de leite bovino por apresentar uma al@edela bioquimica de oxigénio (30.000
a 50.000 mg L) quando destinado diretamente aos rios ou esguiolicos promove sérios
impactos ambientais. Atualmente, com a crescenteadéa por alimentos de maior valor
nutricional, economicamente atrativos, e pela érisa de leis ambientais cada vez mais
severas vem crescendo o interesse no reaproveimanden soro de leite, mas as a alta
porcentagem de agua presente no soro inviabilisaomsicamente sua desidratacdo e, além
disso, o fato de ser perecivel agrava o problempossibilitando seu armazenamento
prolongado (KNIPSCHILDT; ANDERSEN, 1994; HOSSEINIa., 2003). Em funcédo disso,
muitas pesquisas estdo sendo direcionadas paraowved#pmento do soro na producdo de
biogas, etanol e proteinas concentradas, visangandit a utilizacdo desse co-produto como
ingrediente em uma gama ainda maior de formulagdesenticias entre outros produtos
(HOSSEINI et al., 2003).

Tabela 1: Caracteristicas fisicas das principais proteinasodo de leite bovino

. Concentracdo Massa Molecular . _

Proteinas do soro 1 Ponto isoelétrico
9L (kDa)

B - lactoglobulina 2,7 18,36 5,2
a - lactalbumina 1,2 14,15 45-48
Imunoglobulinas 0,65 150 - 1.000 55-8,3
BSA 0,4 69,0 4,7-4,9
Lactoferrina 0,1 78,0 9,0
Lactoperoxidase 0,03 89,0 9,5
Glicomacropeptideo 1,2-15 7,0 <38

* caracteristica importante para determinar a massar de corte da membrana
Adaptado de ZYDNEY (1998).
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2.2 Proteinas do Soro

O valor nutricional das proteinas do soro de leitendo comparado com outras
proteinas alimenticias (ovo, queijo, carne, sojpexes) apresenta-se superior, por possuir
elevado valor biolégico, aminoacidos essenciais maior concentracdo e aminoacidos
sulfurados como metionina e cisteina (SMITHERS 8200

As proteinas do soro sdo compostas principalnmonteuas fracdes, @lactoalbumina
e a [-lactoglobulina, que sé@o responsaveis por80% da composicdo das proteinas presentes
no soro de leite. Por outro lado, o soro doce temsaa composicdo o glicomacropeptideo
(GMP), caracteristica esta que o diferencia do &oito. O GMP é um peptideo terminal de 64
aminoacidos. E inexistente no soro acido e reptasamre 15 a 25 % das proteinas do soro
doce. Por ndo conter fenilalanina é uma fonte deskjde nitrogénio nas dietas especiais
formuladas para pacientes com fenilcetonuria (LUGERDOG).

As proteinas do soro sdo amplamente utilizadasindéastria de alimentos por
apresentarem Otimas propriedades funcionais, réutti@as e tecnologicas. Quando ndo
desnaturadas, as proteinas do soro de queijo gaaesade nutrir e proteger o organismo de
enfermidades; sdo boas formadoras de espumas,dasdsgéis. O fator primordial para que
estas proteinas exibam caracteristicas gelatiggaespumantes e emulsificantes € que tais
proteinas sejam sollveis, sendo assim, a soluihdiégaconsiderada a propriedade primaria na
determinagédo das demais propriedades. Em outrasraa) uma diminuigdo na solubilidade
proteica afeta de maneira desfavoravel a sua foalittade (KULMYRZAEV; SCHUBERT,
2004).

A desnaturacdo é o ponto limite provocado pelasaaides da conformacdo molecular
original das proteinas, ou seja, alteracées enndlvgualquer estrutura das proteinas (primaria,
secundaria, terciaria e quartanaria) acarretandpera de sua atividade biolégica e
funcionalidade. A proteina desnaturada € geralmemaieos sollvel ou até mesmo insollvel,
aumenta a viscosidade do alimento e a reatividadgrupos laterais. Diversos tratamentos sao
utilizados no processamento de alimentos e vaondgm provocar a desnaturacdo da proteina.
Estes incluem temperatura, pH, forca ibnica entrgos. Geralmente, o efeito desnaturante
final é provocado pela combinacdo de varios fatooss quais modificam a conformacgéo
original da proteina. As alteragBes na estruturgomdeina, quando bem controladas, néo
provocam a desnaturacdo, ou seja, ndo afetam psqguades funcionais e tecnoldgicas das
proteinas (ARAUJO, 2004).
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2.3 Concentrado Proteico do Soro (CPS)

De acordo com Morr (1985), os concentrados proteide soro (CPS) podem ser
obtidos pelo processo de ultrafiltracdo ou por asuprocessos, de preferéncia aqueles que
apresentam condi¢cGes adequadas para minimizanatdes;do proteica.

Na ultrafiltracéo, o soro pode ser separado ers ttagdes. O retentado, para producao
de CPS em concentracdes diferentes de 35, 60 &4, &u mesmo, isolado proteico de soro
(IPS) com conteudo de proteina superior a 90 %aga bolida e um permeado. Este permeado
pode ser evaporado posteriormente para produtiskem graus diferentes, e também durante
0 processo, € possivel retirar o fosfato de cakRama aumentar a pureza do retentado a UF pode
ser operada em DF, onde agua ou solucdo tampadciénadla ao retentado. Com a DF
aumenta a permeacao de espécies ndo proteicasgralarana e, consequentemente, aumenta a
concentracdo de proteinas no retentado. Com isgms8ivel produzir CPS com altas
concentracdes de proteina (> 40 % em base secd$. #ptapa de concentragéo o retentado é

alimentado em secadores obtendo-se o CPS em podiv&lE 2007).

2.4 Métodos de Separacao de Proteinas

As técnicas de separacao de proteinas podemassificadas em trés categorias: alta
produtividade e baixa resolucéo; alta resolucdaigabprodutividade; alta resolugédo e alta
produtividade. As técnicas de baixa resolugédoa mivdutividade sdo usadas na concentragéo
das proteinas. Em seguida, para o fracionamentprdésinas séo utilizadas as técnicas de alta
resolucdo e baixa produtividade ou alta resolucéadtae produtividade (GHOSH, 2003). Os
processos de bioseparacdo comumente usados natragée, purificacdo e fracionamento de
proteinas estdo apresentados na Tabela 2. A latagfio € listada em duas categorias, sendo
que a resolucéo do processo depende do produtsega®btido (CPS, IPS ou FPS) e da forma

que o processo sera operado.
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Tabela 2: Técnicas de bioseparagdo de proteinas

Categorias Processos
Precipitacéo;
Centrifugacao;
Extracéo liquido-liquido;
Alta produtividade e baixa resolucdo Microfiltracao;

Ultrafiltracéo;
Extracao supercritica.

Cromatografia em leito empacotado;
Ultracentrifugacao;

Separacéo por afinidade;
Eletroforese;

Cromatografia com fluido supercritico.

Alta resolucao e baixa produtividade

Cromatografia em leito fluidizado;
Cromatografia em membrana;
Ultrafiltracéo;

Cromatografia de coluna com monadlitos.

Alta resolucéo e alta produtividade

Adaptada de GHOSH (2003)

2.5 Processos de Separacéo por Membrana (PSM)

A partir do final da década de 1960, além dos gssas classicos de separacdo, como
destilacao, filtracdo, adsorcéo, troca-ibnica, rifeigacao, extracdo por solvente, cristalizacéo e
outros, surgiu uma nova classe de processos queneisiranas como barreira seletiva. De
maneira geral, uma membrana pode ser definida aome barreira que separa duas fases e
restringe, total ou parcialmente, o transporte ma ou de varias espécies presentes nas fases.
Uma das principais caracteristicas dos PSM é e mddem ser operados em escoamento
tangencial (cross flow filtration), além da opemac@®nvencional (dead end filtration), ou seja,
com escoamento perpendicular @& membrana. Na &tiragpnvencional, uma solugcdo ou
suspensdo € pressionada contra a membrana, fazemdque os solutos se depositem sobre a
sua superficie. Trata-se de um modo de operacd@arfuentalmente transiente, uma vez que a
polarizagéo de concentragdo aumenta sempre (PAULS@N 1984; GHOSH, 2003).

Na filtracdo tangencial, a solucdo escoa em pgaralesuperficie da membrana. A
polarizagdo de concentracdo continua presente, émpessivel minimiza-la, por exemplo,
aumentando a velocidade de escoamento da correnédirdentacdo. Neste caso € possivel
operar o sistema nas condicdes de regime estabeldeitransferéncia de massa (PAULSON et

al., 1984; GHOSH, 2003). Dois modos de operaca@apesentados na Figura 1.
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Figura 1: (a) Filtracdo convencional; (b) filtracdo tangenciallH — presséo transmembrana; Qa — vazao
de alimentacdo; FT — fluxo tangencial; Jp — fluxadle permeado. (Adaptado de
MILLIPORE"®)

Outra analise da eficiéncia da filtracdo tangdriate a convencional esta apresentada
na Figura 2, onde 1 é o fluxo com solvente purage@resenta o fluxo da solugdo com
polarizacédo de concentragdo e 3 o fluxo da solugdo polarizacdo e “fouling”, ou seja, a

filtrac&o tangencial diminui o efeito da polarizagido “fouling”.

Ip Ip

(3]

[a} fempo I:b} tempo

Figura 2: (a) Filtragdo convencional; (b) filtracdo tangenciafeitd da polarizacdo de concentracéo e
“fouling” no fluxo de permeado (Adaptado de NOBRE@005.) Jp — fluxo de permeado; 1
— solvente puro; 2 - solucéo + polarizacao; 3lucsm + polarizacéo + fouling.

Geralmente, a separacdo de particulas maiored@pen séo realizadas por filtragéo
convencional, enquanto particulas menores saoadgmpor filtracdo tangencial. Os processos
de osmose reversa retém todos o0s componentes,oercalvente (dgua), enquanto a
ultrafiltracdo retém macromoléculas ou particuladomes, entre 0,002 a 0,2 um, com uma
massa molecular de 0,5 a 300 kDa (ORTERGAARD, 1989)

As membranas de MF e UF sdo geralmente porosas eriicipio de separacao € a
exclusao por tamanho, retendo as particulas comntans maiores do que os tamanhos médios

de poros (SCHNEIDER; TSUTIYA, 2001).
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As membranas de microfiltragdo s@o, comercialmecdeacterizadas pelo tamanho
médio de seus poros. Por outro lado, os fabricarttigam a chamada “massa molar limite”
(cut off) para caracterizar uma membrana de ulirafgo. O “limite de retencdo” de uma
membrana de ultrafiltracdo € definido como o valarmassa molar de uma macromolécula
rejeitada em 95% pela membrana (MULDER, 2000; SCHER; TSUTIYA, 2001).

2.5.1 Membranas e médulos

Uma definicdo geral de membrana poderia ser: wan&iba que separa duas fases e que
restringe, total ou parcialmente, o transporte ma ou varias espécies quimicas presentes nas
fases. Deve-se notar que esta € uma definicdo swagica, enquanto que a separacao deve ser
considerada em nivel microscopico (MULDER, 1991).

Entre os polimeros mais utilizados para a preparag membranas de microfiltracdo
(MF) e ultrafiltracdo (UF) estdo: poliamida, polifena, polietersulfona, polieterimida, acetato
de celulose e, mais recentemente polifluoreto dédidéno. Para a sele¢cdo do polimero mais
adequado, faz-se necessario o conhecimento depsopsedades, de sua estrutura e massa
molar, da solubilidade para um determinado solventama mistura de solventes. Além disso,
sdo necessarias informacdes sobre sua estabilglaiteica e suas propriedades térmicas
(PETRUS, 1997).

Em razdo das aplicacbes a que se destinam, as rare@sbapresentam diferentes
estruturas. De modo geral, as membranas podentassificadas em duas grandes categorias:
densas e porosa¥anto as membranas densas quanto as porosas pedesotsipicas ou
anisotropicas, ou seja, podem ou ndo apresentareamas caracteristicas morfoldégicas ao
longo de sua espessura. (HABERT et al., 2006).

As membranas podem ser preparadas tanto na geoplatia quanto na cilindrica. A
partir dessas duas geometrias, diferentes tipoadtkilos podem ser construidos. Membranas
na geometria plana sao usadas tanto em moédul@gsodeldca e quadro quanto em maodulos do
tipo espiral. Os médulos preparados a partir de lon@nas com geometria cilindrica podem ser

classificados em categorias segundo o seu diametieono (NOBREGA et al., 2005).

2.5.2 Fenbmenos envolvidos no processo

Nos processos de separagdo por membranas, cornanutrdum gradiente de pressao,
observa-se um declinio progressivo no fluxo de pado com o tempo, a pressédo constante. O
declinio € atribuido a trés fenbmenos distintasterligados que limitam o fluxo de permeado:

polarizacdo da concentragéo, formacdo de uma cadwdtouling” e a consolidagéo dessa
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camada (MARSHALL; DAUFIN, 1995; NOBREGA et al., ZA)0 A Figura 3 apresenta o

declinio do fluxo de permeado com o tempo e osmemds envolvidos no processo de UF.

o]

! @

" P tempo

T — I
: g
3) )

Figura 3: (1) Solvente puro; (2) Solucéo; (3) Polarizacdd;fduling”. Fluxo de permeado em funcéo
do tempo, polarizacdo de concentracdo e “foulanm’processos de separacdo por membrana.
(MARSHALL & DAUFIN, 1995)

Segundo Marshall e Daufin (1995), no inicio docpsso, a queda brusca do fluxo
deve-se, basicamente, a polarizacdo da concentfBigioma 3), isto €, ao desenvolvimento do
gradiente de concentragéo dos solutos na intenf@rebrana/solugéo. Esse fendmeno é fungéo
das condi¢cdes hidrodindmicas de escoamento doofldiel alimentagdo, e normalmente
independe das propriedades fisicas da membrarama¢do da zona de polarizagdo ndo pode
ser evitada, mas seu efeito na reducdo do fluxce psEl minimizado pelo aumento da
velocidade de escoamento.

Apds a queda brusca no inicio do processo, onidedio fluxo continua, devido ao
efeito conhecido como “fouling”. Marshall e Daufih995) descreveram o “fouling” como o
acumulo de matérias depositadas ha membrana darfate de polarizacdo da concentracdo, a
qual, inicialmente, causa um aumento na concertrdgé solutos na superficie da membrana.
A queda do fluxo devido ao “fouling” é geralmentevitavel, sendo necessério interromper o
processo para proceder uma limpeza com agentegcqaim

No final do processo, o fluxo declina lentamemteyido a deposicdo e acumulo de
particulas na superficie da membrana e a preciitde solutos muito pequenos (normalmente
sollveis) sobre a superficie e interior dos pooasisando incrustacées na membrana e a
consequente consolidacdo do “fouling”. De acordoharyan (1998), o tipo e a extenséo da
incrustacdo dependem da natureza quimica da mealdes solutos e das interagfes soluto-

membrana.

20



Em se tratando de produtos lacteos, o “foulingingé fendmeno muito complexo, em
virtude da contribuicdo de diferentes componentesleite. O consenso geral é que as
propriedades da camada de “fouling” determinam rapmtamento da membrana. De acordo
com Marshall e Daufin (1995), além da precipitagée sais de calcio no interior dos poros da
membrana, o calcio também influencia o “foulingsgaoteinas, tanto por interagdes proteina-
proteina, como através de interacdes proteina-nearabNo processamento de leite ou soro, 0
“fouling” é constituido por fios de caseina, complelipoproteico, precipitado mineral e
proteinas de soro desnaturadas. Quase todos d#tuintes do soro podem ser responsaveis,
em alguma extensao, pelo “fouling” da membranartera ultrafiltracdo (UF).

Em niveis industriais, o “fouling” diminui a protikidade do processo e,
consequentemente, 0s custos operacionais em futgdormacdo de depodsitos de dificil
remocdao, de danos permanentes causados a memitameeessidade de limpezas frequentes.
Assim sendo, quaisquer iniciativas visando minimizdfouling” sdo interessantes, ndo sé do
ponto de vista pratico e imediato (aumento do fldegermeado), mas também ao longo prazo
(aumento de vida util da membrana). As alternatpas a reducdo do “fouling” sédo variadas,
incluindo alteragdo no design das membranas, em@reg pré-tratamentos e ajustes das
condicdes de operacdo. O “fouling” é funcéo tamlo&s variaveis operacionais utilizadas no
processo, como pressdo e velocidade tangenciaimAsendo, este fendbmeno pode ser
controlado através do ajuste dos parametros opesisi citados (VAN BOXTEL; DAUFIN,
1995).

2.6 Processo de Ultrafiltracao

A ultrafiltragcdo é uma operacado unitaria, na dgala e alguns solutos em uma solucao
sdo removidos seletivamente por uma membrana sengpeel. As membranas de UF em
comparagdo com as membranas de osmose inversa (@hofiltracdo (NF) apresentam uma
porosidade maior e retém somente macromolécula® qmoteinas ou colbéides, que tém
pressdo osmatica mais baixa. Solutos menores adsportados através da membrana com a
agua. Portanto, a ultrafiltracdo opera em press@és baixas (FELLOWS, 2006).

A aplicacdo comercial mais comum da UF estd ndisin de laticinios para a
concentracao do leite antes da fabricacdo de drsvicteos, para a concentracdo de soro até
20 % de solidos ou para a remocao seletiva daskaatosais. Na fabricacdo de queijo, a UF
apresenta vantagens como aumento do rendimentova&atonutritivo dos queijos, possibilita a
padronizacdo do teor de sélidos, reduz o consumemiaa tornando o processamento mais
facil. Outras aplicacdes incluem: concentracdoxtia®® de tomate e de sacarose; tratamento de

efluentes nas destilarias e cervejarias; sepaecaocentracdo de enzimas, outras proteinas ou
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pectina; remocdo de precipitados proteicos de metampes; tratamento de &gua de

processamento para remocao de bactérias e contdesra pré-tratamento de membranas de
Ol para evitar a saturagdo oriunda de materiaidnicgs e coldides em suspensao (FELLOWS,
2006).

A literatura ainda é escassa em trabalhos soprecesso de UF do soro de leite. Entre
os trabalhos existentes Atra et al. (2005) estudaraejeicdo de proteina e o fluxo do permeado
operando com pressdes entre 1- 5 Bar e vazaorderd#icdo de 100 a 400 [*.FEsse estudo
forneceu condic¢des 6timas para o processo de WHtardo na producdo de um retentado com
somente 8 - 10 % de proteina. Para a producédo deR#ncomercial, com composi¢ao de 80 %
em base seca, é preciso obter 20 % de proteireterdado na UF.

Para aumentar a pureza dos produtos na ultrafitr& comum usar a diafiltracdo. A
diafiltracdo (DF) é um modo alternativo de opeliatesnas de MF, UF e NF e OIl. Pode ser

entendida como um processo de purificacdo a votonstante (Figura 4).

Solugio DF Retentado
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Figura 4: Representacdo esquematica do processo de diddtrgd) tanque de alimentacdo; (2)
membrana. (Adaptada de MILLIPORE

A operacdo consiste em se adicionar, continuameratesolucdo a ser processada,
solvente puro ou solucdo tampéo (solucdo DF), erovaquivalente a vazao de permeado que
sai do sistema (Figura 4). A diafiltracdo é utifiasguando se deseja purificar um determinado
soluto de uma solu¢do, onde 0s contaminantes sapostos de dimensdes menores do que as
do soluto de interesse (YEE et al., 2007).

A ultrafiltracdo com diafiltracdo pode ser operaaa batelada ou em modo continuo,
sendo mais relevante para laticinios operar conommaimero de estagios. Barba et al. (2001)
estudaram a UF/DF em escala piloto, operando emidoat, com pressédo transmembrana de
119 kPa e 25 °C de temperatura. Esses autoregmantivna diafiltracdo com adicdo de 4gua em

dois estadgios um CPS de concentracdo de 83 % azéshiras de operacdo. Guadix et al.
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(2004) otimizaram o processo de UF para soro t¢ie dggerando com fluxo de alimentacdo de
100 n? h'. Concluiram que é preciso seis estagios para nzaine tempo de processo e o
custo de produgéo de CPS.

Cheang e Zydney (2004) utilizaram o processo dmfiliracdo para separar as
proteinasi-lactalbumina é-lactoglobulina e conseguiram seletividade de 5&npH 5,5 e 50
mM de forga ibnica utilizando membrana de celuldse30 kDa. Os autores utilizaram 16
diavolumes para aumentar a eficiéncia do procddss. conseguiram obter na DF um fator de
purificacdo de 100 e recuperacdo de 90 9B-thctoglobulina no retentado. No permeado a
a-lactalbumina apresentou fator de purificacdo aamd0 e recuperacédo de aproximadamente
99 %.

2.6.1 Parametros do processo

Os principais parametros que afetam o fluxo dempado na microfiltracao,
ultrafiltracdo, nanofiltracdo e osmose reversa &#ga idnica, pH, coeficiente de transferéncia
de massa (K), pressao transmembrana, velocidaderteial, concentracdo da alimentacdo e
temperatura. Além do fluxo de permeado estes pardsnafluenciam na retencéo e rejeicéo de
particulas pela membrana.

McDnogh et al. (1989) mostraram que o fluxo limte ultrafiltragdo de BSA aumenta
com a diminuicdo da forga ibnica, e Rabiller-Baudrty al. (2005) concluiram que na
ultrafiltracdo de leite desnatado, com forca i6riea0,1 M, o fluxo limite aumenta com o
aumento do pH. Garem et al., (1998) observarandawoaar 0,05 M de NaCl em solugéo de
0,1 % de hidrolisado de caseina promoveu-se umauiigdo no fluxo, mas a permeacao de
caseina pela membrana é dobrada. Os autores aasoeigiueda do fluxo as forcas repulsivas
ou atrativas entre os peptideos e a membrana ealig&o do sal.

Pouliot et al., (1999) estudando a UF e NF, olasam que com o aumento do pH de
5,0 para 9,0 houve um aumento no fluxo e na perdinedg proteinas, observaram também uma
diminuicdo na formacdo do “fouling” com o aumento gH. Os pesquisadores ainda
observaram que a 0,5 M de NaCl o fluxo aumenta,artésuling” também aumenta.

A variacéo do fluxo de permeado com o pH no pmxee UF para a concentracdo das

proteinas do soro de queijo esta apresentada neafg
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Figura 5: Efeito do pH no fluxo de permeado no processo @fiedd soro de leite. (Adaptada de
PORTER, 1990)

O pH influencia na solubilidade das proteinasoasequentemente, promove o aumento
da concentragdo gel (camada gel). O efeito do pbtesa solubilidade possibilita obter
concentrados com maior concentracdo e fluxo degmmmaior, ou seja, considerando que o
ponto isoelétrico (PI) da maioria das proteinasato de leite esta entre 4 e 5, nesta faixa de pH
o fluxo é reduzido devido a baixa solubilidade dmada gel formada. Em condi¢bes mais
afastadas do PI das proteinas do soro de leitepérag®® mudancas no coeficiente de
transferéncia de massa (K), promovendo aumento lako fhnas condicbes de maiores
solubilidades (PORTER, 1990).

Em baixos valores de TMP, baixas concentracddtmae elocidades do fluido, isto &,
sob condicbes onde os efeitos da concentracdo ldeizagdo sdo minimos, o aumento da
pressdo provoca um aumento proporcional do fluxas Bbndi¢des de concentracdo o fluxo
independe da pressao, sendo controlado apena®figéacia em minimizar a espessura da
camada limite e pela velocidade de arraste dasculapolarizadas (CHERYAN, 1998).

O aumento da velocidade tangencial aumenta aidalbe de arraste das moléculas e,
consequentemente, a taxa de permeacdo, pois provaioa turbuléncia do fluido préximo a
superficie da membrana, arrastando os solidos dadosi e, dessa forma, reduzindo a
espessura da camada limite e os efeitos da pajagZ&EWIS, 1996).

Segundo Cheryan (1986), o aumento da concentrdedsolidos na solucdo de
alimentacdo causa aumento na sua viscosidade @admso que resulta na diminuicdo da

difusividade do soluto. Assim, a medida que o fakiconcentracdo aumenta, o fluxo tende a
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diminuir. A relacdo entre o fluxo de permeado eogalitmo do fator de concentracdo é
geralmente linear, e teoricamente, o fluxo seré gelando a concentracéo da alimentagéo for
igual a concentragcédo da camada gel formada dupgmtecesso.

Em geral, temperaturas mais altas aumentam o tlexgermeado, devido a reducédo da
viscosidade do fluido, ao aumento da velocidadelifiesdo e a modificacdo das interacdes
membrana-solucdo. O desejavel é trabalhar com arrtenperatura possivel respeitando os
limites estabelecidos da membrana e do produtoa Reodutos lacteos e derivados,
temperaturas menores que 45 °C ndo sao recomemddeeido ao risco de crescimento
microbiano, enquanto temperaturas maiores que @9€am desnaturacdo proteica. Assim, a
temperatura entre 50 — 55 °C tem sido mais usaiappssibilita um maior fluxo e preservacéo
do produto (MATA et al., 1998; LU et al., 2007).

2.7 Limpeza da Membrana

A vida atil das membranas pode ser afetada pg@o tie agente de limpeza e
procedimentos empregados. Esses, por sua vez,ddgpeata natureza do residuo presente na
membrana apdés o processamento. No caso de soraeie, s residuos sdo constituidos
principalmente por proteinas e sais de calcio.alwéds fisico-quimicos como pH, for¢a idnica
e temperatura, e condicbes operacionais como press@peratura e fator de concentragéo,
utilizadas na UF, influenciam na intensidade daififtg” e, consequentemente, na necessidade
da limpeza. Quanto maior a intensidade e a fregaé& limpeza os custos serdo maiores e
mais curta a vida util da membrana (BIRD; BARTLETRZD02).

A regra basica na limpeza e manutencdo das measkamunca deixar a membrana
secar apos o processo de ultrafiltracdo. O fimrdogssamento deve ser imediatamente seguido
pelo enxagie com 82 L de agua por m? de membranaeBnos praticos, uma membrana é
considerada limpa quando o fluxo original com a&§uacuperado. Quando o valor do fluxo de
permeado, apds sucessivos ciclos de limpeza, lsaixade um valor critico pré-determinado,
deve-se proceder & substituicdo das membranas (FQRE®).

Acidos, como o nitrico e fosférico, tem sido atililos com o proposito de dissolver
compostos minerais que precipitam dentro dos pdaosiembrana, como os sais de calcio do
soro de queijo. Residuos organicos, como proteirgrduras, sdo removidos por detergentes
alcalinos a base de hidréxido de sédio. Quandaulinfp da membrana é mais severo, o uso de
detergentes enzimaticos com proteases e lipaseseSgdrio para suplementar ou substituir a
limpeza com detergente alcalino (MILLIPORE
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2.8 Consideracdes Teoricas sobre o Processo de Ultraficdo

No desenvolvimento de processos de separacdogubrana em grande escala ndo é
importante apenas escolher um bom sistema de sé@parmas também reduzir o custo
operacional e conhecer o processo como um todémAasmodelagem surge como uma etapa
importante, pois possibilita otimizar, controlarapliar a escala do processo com maior
facilidade (LUYBEN, 1989; SUBRAMANIAN, 1998).

Modelos classicos e modelos mais atuais sdo capdeeexplicar os fendmenos
envolvidos no processo de separacdo por membratr@ & modelos encontrados na literatura
pode-se empregar no processo de concentracdo aasnps do soro o modelo do fluxo em
membrana porosa (CHERYAN, 1998), modelo do filmelewolarizacdo-gel (CHOSH, 2003),
modelo da resisténcia em série (CHOI et al., 20®@yelo da pressdo osmotica (BACCHIN et
al., 2002), modelos de bloqueios e modelo da (BtEERMIA, 1982), modelo FSB (WANG;
RODGERS, 2008) e modelo em duas dimensdes (PARIE, 002). Os modelos mais usados
na ultrafiltracdo e que podem auxiliar no entenditmelos fendbmenos envolvidos no processo

de concentragdo das proteinas do soro de leitessdpresentados a seguir:

a) Modelo do fluxo em membrana porosa

De modo geral, para os processos que usam o gradiempressao como forca motriz, o

fluxo de permeado (massa ou volume de permeadamidade de area de membrana por
unidade de tempo) € diretamente proporcional adigmte de pressad\P) existente entre os

dois lados da membrana, ou sejac AP). Considerando o transporte de massa em uma unica
direcédo (direcao z, transversal a membrana) te(@-s&lp/dz) ou em termos de diferengan(J
AP/Az) em queAP é a diferenca de pressdo entre os dois ladosedgbrana, ou seja, a
diferenca entre a pressdo no lado da alimenta@ipressédo no lado do permeadadyzeé a
espessura da membrana.

No caso de filtragdo tangenciaP é a presséo transmembran® € TMP), ou seja, a

diferenca de presséo através da membrana quersnishetga usando-se:

Pe+Ps

TMP =

— Pp 1)

onde Pe é a presséo de entrada (kPa) , Ps, agdessaida no canal de alimentacéo (kPa) e Pp,
a pressao na saida do permeado (kPa).
Para membranas porosas, o fluxo de permeado deplasdcaracteristicas do meio em

guestao. Considerando uma matriz contendo porbxlddos passantes, o fluxo de solvente
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pode ser calculado com o auxilio da equacdo de rHBgesseuille (escoamento em tubos)

usando-se:

€. r?

:8.n.tAZ AP (2)

Jp

onde € representa a porosidade superficial da membrgna; raio médio dos poros da
membranayn, a viscosidade do solvente ou da solucdo que erateavés dos poros da
membrana;t, a tortuosidade dos poros Az, a espessura da membrana. A constante de
proporcionalidade, Lp (Equacao 3), é definida canpermeabilidade da membrana ao solvente
ou a solucdo e incorpora as caracteristicas taatoneimbrana (porosidade, raio de poro,

tortuosidade e espessura) quanto do fluido quegiaraamembrana (viscosidade).

£. r?

Lp = (3

8.1M.T A,
A permeabilidade da membrana pode ser entendida oma medida da facilidade que

esta oferece a passagem de um dado solvente. 3anda permeabilidade € uma medida da

resisténcia que o meio oferece ao transporte. Asgimaso do solvente puro a Equacédo 2 pode

Ser expressa por:

I =g AP (4)

De acordo com o modelo pode-se verificar que a&ogidade € inversamente
proporcional e pode ser controlada por dois fat@esncentracdo de sdélidos (composicédo da
alimentacdo) e a temperatura. Assim, um aumentdedgeratura ou de pressdo devera
aumentar o fluxo. No entanto, isto sé é verdadecsdias condicbes como: baixa presséo, baixa
concentracao na alimentacéo e elevada velocidadindentacdo. Quando o processo se desvia
de alguma destas condi¢des, o fluxo torna-se imdkgmee da pressdo. Sob esta condigéo, o
modelo ndo é adequado para a descricdo do prooessvembrana e deverdo ser usados
modelos de transferéncia de massa (CHERYAN, 1998).

b) Modelo do filme

Segundo este modelo, quando a forca motriz atsalngdo de alimentagéo, o soluto é

parcialmente retido pela membrana, enquanto qoéverge é permeado. Assim, desenvolve-se
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um gradiente de concentragdo de soluto desde afisipeda membrana até o canal da
alimentagdo, fenbmeno a que se déa a designacamate@acdo de concentracao.

A teoria do filme considera que as condi¢des maloda alimentagéo séo tais que a uma
distancias da superficie da membrana (Figura 6) ainda ocanistura completa (§. No
entanto, préximo da superficie da membrana é fommacha camada adjacente onde a

concentracdo aumenta e atinge um valor maximo percie da membrana (£

@ [
- é i

Figura 6: Fendmeno da polarizacéo de concentracdo. Cb -ectvacao da espécie no seio da solugao
(corrente de alimentagéo); Cm — concentracao pkecesna interface solugdo/membrana; Cp —
concentracao da espécie no permeado; D.dC/dXluxo fle retrodifusdo da espécie e D —
coeficiente de difuséo da espécie no meio. (NOBREXBO5)

O fluxo de permeado €, portanto, determinado usaaed

onde Ds é a difusividade do soluto no fluxo deodifusdo e, o comprimento do filme

estagnado. O coeficiente de transferéncia de niid}gadeterminado usando-se:
K== (6)

Quando o soluto € totalmente retido ou rejeitadta pnembrana a Equacgdo 5 da

polarizacéo se reduz a:

J=K.In (CC—‘Z) @
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Neste modelo n&o existe o termo pressdo. Assurgaesaedo existe o efeito da presséo
ou estd implicito, pois o seu efeito esta reladoneom o fluxo e, assim, este modelo sera
valido apenas na regido independente da pressé@m@ortamento do fluxo em fungéo AP,

a regiao dependente e a regido independente dfiprestdo apresentados na Figura 7. Durante
0 processo ao atingir a regido independente dagwese fluxo € denominado de fluxo limite. O
aumento do fluxo nesta regido s6 é possivel coariagdo de outros parametros, por exemplo,

menores concentracdes, maiores temperaturas eema@ocidades tangenciais.

Flumo

maior veloddads
- maior temperatura

MEnot concentracio

Praszio

Figura 7: (1) Regidao dependente da pressédo; (2) regido indep&e da pressdo. Efeito da presséo
transmembrana no fluxo de permeado. (AdaptadaHERYAN,1998)

Em outras palavras, quando ndo ha variacdo do ftom AP, ou seja, em condi¢des
dentro da regido independente da presséo, o flewéo controlado pelo transporte difusivo de

retorno (retrodifusdo) do soluto da superficie damiorana para o canal da alimentacdo
(CHOSH, 2003).

c) Modelo da presséo osmdtica e das resisténciasréam sé

O desenvolvimento do perfil de concentracdo na tdjacente a membrana origina
uma reducgéo no fluxo de permeacédo. A reducédo om fhode ser descrita por um dos dois
mecanismos: 0 aumento da pressao osmakio felo aumento da concentracdo do soluto na
superficie da membrana ou 0 aumento da resistBitizdinamica da camada limite R

O modelo osmotico € um modelo alternativo paralouto do fluxo. Na prética, o
modelo osmdtico pressupbe gim (diferenca entre a pressao osmética no lado deatacao

e da pressdo osmotica no lado do permeado) syt da diferenca de presséo aplicaBa
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(pressao transmembrana). A Equacdo 8 consideraito ele At na diminuicdo do fluxo de
permeado.

Outro modelo para predizer o fluxo de permeadaé esisténcia em série, baseado no
fluxo de solvente por varias camadas de resist@wimansporte. A membrana é uma barreira
seletiva onde a sua resisténcia depende da estrutura quimica e mecéanica, comaetanda
densidade da membrana. A separac¢do de um solatoneehbrana aumenta a camada limite na
superficie da membrana e, consequentemente, uisg@nesa adicional devido a polariza¢éo de
concentracdo B A polarizagdo de concentragdo ocorre normalmgotndo séo utilizados
hidrocoloides, macro-moléculas (como proteinas)ugos solutos de estrutura molecular
grande. Estes componentes, sendo largamente degitela membrana, tendem a formar uma
camada na superficie da membrana que, dependentipodde soélidos, pode ser viscosa ou
gelatinosa. Assim, passa a existir uma terceiliatéesia ao fluxo de permeado, resisténcia da

camada gel (B, alem da resisténcia da membrang)@&da camada limite (R:

j = _Ap-am
" Rm +Rep+Rg

(8)

Quando a camada gel é formada, a equacao dezpgiwi da concentracdo (Equacao 5)

pode ser modificada para obter a equacédo de patavzda camada gel:

C
] = Kln£ 9)
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratéri®idsseparacdo do Departamento
de Tecnologia de Alimentos da Universidade Fediza¥icosa, MG no periodo de junho/2008
a margo/2009.

3.1 Equipamento de Ultrafiltragao

O sistema de ultrafiltracdo utilizado foi o sisteram fluxo tangencial Pellicon-2
(Millipore Corp., USA). Este sistema € formado par médulo do tipo placa e com membrana
“C screen” de celulose regenerada (PLCC) de 5 kbieea de 0,5 m2 ; uma bomba peristéltica
sanitaria (MILLIPORE) de tubos flexiveis Easy-Loard (MASTERFLEXde silicone com 6,4
mm (1/4”) de didametro interno, dois mandmetros Boarum no canal da alimentacdo e outro
no canal do retentado (Figura 8). O conjunto (XX4282 60) bomba, tubos e conexdes foi

montado para operar em vazdes de até 4 [* mipressao de até 276 kPa.

Figura 8: Sistema de ultrafiltrac&o utilizado, PELLICON (Adaptado de MILLIPORE)

3.2 Andlises Preliminares

As andlises preliminares foram realizadas pararchitar a integridade do mdédulo e a
permeabilidade de agua padrdo (NWP). Estas anfdisas realizadas de acordo com o manual
de manutencéo (n° P17512) para o uso do médulol(\RDRE®).
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3.2.1 Teste de integridade do modulo

Ao instalar o modulo realizava-se o procedimergmapa determinacdo da integridade.
O primeiro teste foi utilizado como referéncia par@nitorar o andamento do madulo.

Para que o teste de integridade ndo fosse altpeld@resenca de residuos dos agentes
de limpeza, realizou-se o enxague final com agustildéa recomendado pelo fabricante. Em
seguida passou-se agua destilada pelo sistema P20de pressdo transmembrana por 5 min
para garantir que a membrana ficasse completanmeoiteada. Apos este tempo, a agua do
sistema foi escoada e passou-se ar pela membrar@andmn pela alimentagdo, mantendo-se
fechada a vélvula de retentado e aberta a linlpedaeado. Aumentou-se lentamente a pressao
do ar até o valor recomendado. Manteve-se nessicéonde pressdo durante 5 minutos para
eliminar a 4gua residual. As condi¢cdes recomendpdis MILLIPORE foram seguidas para
ndo remover a agua contida nos poros, pois cormagd da agua seria necessario voltar o
procedimento.

Em seguida, os valores da presséo de ar, temmeeatlo fluxo de ar saindo da linha de
permeado foram coletados. Mediu-se o fluxo de ifizartdo uma proveta invertida submersa
num béquer com agua e um crondmetro. Comparoutsdleso com o valor especificado no
manual de manutencao do sistema. Quando o vaklunaeexcede o especificado, a membrana

pode ter sido instalada incorretamente ou 0 moesti®d com problema.

3.2.2 Teste de permeabilidade de 4gua padrao (NWP)

A permeabilidade foi determinada passando agua pelmbrana antes da primeira
utilizacdo do médulo. Segundo o manual de manutedgdMILLIPORE (instrucdo%P17512),
membranas novas devem ser lavadas e passarem psiarde integridade (procedimento
3.2.2) antes de medir a NWP.

A primeira NWP foi usada como ponto de referépeiea subsequentes NWP, ou seja,
para determinar a eficiéncia da limpeza e as cdrdiga membrana relacionada ao fouling.

Para obter a NWP foi necessario colocar o siseamaeciclo total, ou seja, dirigindo a
linha de permeado e retentado para o tanque deezemfEm seguida, abriu-se o dreno do
tanque de alimentacdo e a valvula da linha de teeten Encheu-se o tanque com &gua
deionizada a 2% e operou-se o reciclo com pressédo de entradaefaacéo), 69 kPa e pressio
na saida (retentado), 34,5 kPa. Manteve-se nesslicéo de pressdo durante 10 minutos para
garantir a coleta dos dados de presséo, tempegtfilwmgo. Apds a coleta dos dados, a bomba

foi desligada e drenou-se o sistema.
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O célculo da NWP foi realizado usando-se:

Nwp = L (19)
Onde f é um fator de correcdo da temperatura, Jfléxo de permeado e TMP a pressao
transmembrana.

Segundo o manual de manutencao do sistema denmamesrBELLICON-2, no primeiro
uso do médulo, o NWP pode apresentar uma redug¢ém &@h— 8 0% da referéncia. Depois de
usos repetidos (mais de 5 vezes) a NWP ndo deiar wvaaiis que 10 % de corrida para corrida.
Se a NWP cair de corrida para corrida, o procedimele limpeza pode ser inadequado.

Portanto, agentes de limpezas alternativos e piroeatbs devem ser investigados.

3.3 Andlise Exploratoria

3.3.1 Planejamento experimental

Antes do inicio do experimento definiu-se por dagdes o planejamento experimental
utilizando o pacote estatistico SA® maddulo utilizado para as simulagdes do experini
0 SAS/ADX® (Interface for Design of Experiments), que penmifpropor um design
experimental capaz de testar as interacfes priacipai possivel diminuir consideravelmente o
namero de experimentos, mantendo a confiabilidageeramental, sendo que o tempo de
analise foi reduzido, bem como o desgaste de emeip®s e o consumo de insumos.

Os fatores e os niveis estudados neste trabatho apresentados na Tabela 3 e as

variaveis respostas do experimento na Tabela 4.

Tabela 3: Fatores e niveis estudados

Fatores Niveis

-1 0 +1
FI Forca ibnica (M) 0 0,25 0,5
TMP Pressao transmembrana (kPa) 69 103 138
pH Potencial hidrogenidnico (¥)
Qa Vaz&o de alimentacao (L rijn 2
T Temperatura (°C) 30 40 50
Co Concentracéo de IPS ()L 10 30 50
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Tabela 4: Variaveis respostas

Respostas Unidades
Jp Fluxo de permeado Lm?h?
CRL Coeficiente de rejeicéo de lactose %
CRP Coeficiente de retencéo de proteina %

O design experimental proposto pelo SA® adotado neste trabalho foi um
delineamento inteiramente casualizado em esquetmdafdracionado de resolucéo 4, de dois
niveis e seis fatores {9 com trés repeticdes no ponto central (TabelaESsa classe de
experimento tem seu uso para investigacdo expt@atdu seja, quando se deseja avaliar
apenas as interagdes principais entre os fatoresstudo. E apropriado para casos onde ha um

namero grande de fatores e quando é desejaveladuado no nimero de experimentos.

Tabela 5: Corridas experimentais com os niveis dos fatoratificados para realizar o processo de
ultrafiltracdo utilizando o equipamento Pelliconre@Bm membrana de 0,5 m? de celulose

regenerada
Corridas Co T pH FI Qa TMP
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1
22 -1 -1 -1 +1 +1 -1
32 +1 +1 -1 -1 +1 -1
42 +1 +1 -1 +1 -1 -1
54 +1 -1 -1 -1 +1 +1
62 +1 -1 -1 +1 -1 +1
78 -1 +1 -1 -1 -1 +1
82 -1 +1 -1 +1 +1 +1
92 +1 -1 +1 -1 -1 -1
102 +1 -1 +1 +1 +1 -1
112 -1 +1 +1 -1 +1 -1
122 -1 +1 +1 +1 -1 -1
132 -1 -1 +1 -1 +1 +1
142 -1 -1 +1 +1 -1 +1
152 1 +1 +1 -1 -1 +1
162 1 +1 +1 +1 +1 +1
172 0
182 0
192 0

(-1) nivel inferior; (+1) nivel superior; (0) pontentral.
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3.3.2 Preparo das amostras

Neste trabalho foi utilizado como matéria-primeaado proteico de soro de leite em
p6 (WPI), produzido pela Davisco Foods Internatione (USA), da marca BIPRD Com este
produto preparou-se as amostras em trés conceesrd€d 30 e 50 gLem baldo volumétrico
de dois litros. Para cada amostra adicionou-sedaqgbara atingir a concentracéo de 10*geL
NaCl em diferentes forcas i6nicas, com as concgiesa(0; 0,25 e 0,5 M). O WPI, lactose e
NaCl foram diluidos em tampéo fosfato,K O,/ KH,PQy,) para atingir o pH desejado de 6,0;
7,0 ou 8,0. A concentracdo do tampao foi de 0,0® M mesmo foi preparado com agua
deionizada produzida por um sistema Milli-Q, da MIRORE, USA. Ap0s o preparo e a
completa hogeneizacdo da solugdo com auxilio de ulinason (BRANSOR 1510),
armazenou-se a amostra durante 12 horasCa #mpo esse, para eliminar a espuma formada
durante o preparo e promover uma melhor solubdiazadas proteinas. Completando este
periodo, a amostra foi centrifugada (4.000 g porm2d) e com o sobrenadante realizou-se o
processo de ultrafiltragdo em modo de reciclo tpgab determinar as melhores condi¢cées do

processo.

3.3.3 Operagéo em reciclo total

A Figura 9 mostra o esquema do sistema de ulteafdlo montado para a realizacao
desta etapa do experimento. Um béquer de vidro liteo§ foi o tanque de alimentacdo que

estava em continua agitacdo promovida pelo préeciclo da amostra.

1 Permeado
S 4) Retentado
| 3)
@ -O
Yy v
'“"-h-,__q_q_“____,----"" ) 2) /
')
Eomba . /

J Alimentagio |,

A

Figura 9: Esquema do sistema de ultrafiltracdo montado, exdonde reciclo total. (1) Tanque de
alimentacéo; (2) Membrana; (3) Manémetro; (4) \dids; (5) Fluxdmetros
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A bomba peristéltica foi usada para impulsionflumo através do médulo de UF nas
diferentes vazdes e pressfes. A pressdo foi maddona entrada do médulo e na saida do
retentado através dos mandmetro instalados na knhavazdo do permeado e retentado foram
monitoradas através de fluxémetros instalados asds/alvulas (Figura 9). A vazéo de
alimentacéo foi determinada a partir da soma daSegde permeado e retentado.

O processo experimental foi realizado em cinc@asalavagem inicial com &gua,
reciclo da solucdo (em modo de reciclo total), kagm lavagem final com agua e
armazenamento da membrana. As etapas de lavagepezh, sanitizacdo e estocagem da
membrana foram realizadas ap6s cada corrida, ddacom os procedimentos especificados
pelo fabricante (MILLIPORE, instrucdd R17512).

O experimento foi conduzido em sistema abertaidhihente, o retentado e o permeado
foram operados em reciclo total, onde ambos retfamgara a solucéo de alimentacéo (Figura
9). Este modo de operacdo foi utilizado para angléte das melhores condi¢des do processo em
estudo. Cada corrida foi realizada apds a limpézste de integridade e a avaliacdo da
permeabilidade de &gua padréo (NWP), ou seja, @pifEmar que a membrana estava numa
condicao préxima da inicial. Posteriormente, facamhado 1,5 L da amostra num béquer de 5
L contendo uma serpentina de ago inox no seu antenonectada a um banho termostatizado
(BIOTHEC®), que controlava a temperatura. A amostra entiibdimbeada e ajustaram-se os
parametros operacionais (temperatura, pressaoa® \g& alimentagdo). Apos um periodo de
tempo de 40 min, quando o fluxo de permeado torsav@onstante, coletou-se uma amostra da
solugéo de alimentacéo e outra do permeado pa&aiaacdo das andlises de proteinas totais e

lactose.

3.4 Andlise de Proteinas e Lactose

3.4.1 Proteina

Foi realizada usando o método de Bradford (1978&)a pproteinas totais em
espectrofotbmetro UV/Vis (BIOMATE 3) a 595 nm deng@wimento de onda.

A concentracdo de proteina nas amostras da alig@me permeado foi determinada a
partir da curva analitica, y = 0,0637x (R2 = 0,9&fi)e foi construida com base nos resultados
de absorbancias (y) obtidos para as concentragpesrihecidas (0; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14;kH
mL™).
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3.4.2 Lactose

A dosagem de lactose foi realizada usando o métsd®NS (3-5 acido di-nitro
salicilico), adaptado de Miller (1959).

O reagente foi preparado em banho de 45 °C paratitégir a temperatura de ebulicdo.
Em um béquer de 400 mL dissolveu-se por completq & Tartarato duplo de sdédio e
potassio e 500 mL de agua destilada. Adicionoussseguida 1 g de DNS e com auxilio de um
bastéo de vidro homogeneizou-se até dissolverrtisygdas o maximo possivel. Posteriormente,
adicionou-se 20 mL de hidroxido de sédio 2 M e unmt-se até completa dissolu¢do dos
solidos presentes. Transferiu-se em seguida efisgheqoara baldo volumétrico em banho de
agua a temperatura ambiente até resfriar. Pordjastou-se o volume do baldo para 100 mL
com agua destilada.

A concentragdo de lactose nas amostras da aliggnépermeado foram determinadas
a partir da curva analitica, y = 2,33x (R2 = 0,99de foi construida com base nos resultados de
absorbancias (y) nas concentra¢des (x) conhecid@s300,6; 0,9; 1,2; 1,5; 2,0 mg mLA
absorbéancia foi obtida utilizando um espectrofotdm&V/Vis (BIOMATE 3) a 540 nm de
comprimento de onda.

Para a determinacdo da concentracéo utilizousselpalL da amostra, adequadamente
diluida, 2 mL de DNS. Colocaram-se os tubos deiertsmtendo essa mistura em banho com
agua em ebulicdo por 5 min e, em seguida, resfgoem banho de gelo. Posteriormente,
adicionou-se 15 mL de 4gua destilada com auxilipigdeta volumétrica, homogeneizaram-se
bem com auxilio de um vortex as amostras com Did§ua destilada. Por fim determinou-se a

absorbancia a 540 nm.

3.5 Otimizacdo Experimental do Processo de UF/DF

Nesta etapa do experimento, foram definidos os npetrés do processo de

concentracao e diafiltracdo do soro de leite.

3.5.1 Procedimento de equilibrio do sistema de UF

Inicialmente foi realizado um procedimento de Boro para remover ar do sistema e o
residual de kPO, da etapa de armazenamento. Para isto, adicianol;8 L, de solucéo
tampdao fosfato de 0,05 M {KHPQO, / KH,PQ,) para pH 6,0, ao tanque de alimentacdo. A
solucdo foi bombeada escoando o permeado e rebemtasl condicdes operacionais de
2,5 L min' de vazao de alimentac&o e presséo de retentagoldnt 103 kPa. Ao passar parte

da solucdo tampéao, colocou-se o sistema em rgoicld0 min, para remover ar do sistema e
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verificar se o pH estava nas mesmas condi¢desldgasoinicial (pH = 6,0). Posteriormente,
removeu-se 0 permeado e o retentado novamenteirgg@ a minimo de volume possivel no
tanque de alimentacdo (volume morto). Ao atingivobume morto a bomba foi desligada e

fechou-se a valvula de retentado.

3.5.2 Determinacéo dos parametros para a etapa de conceatao

Adicionou-se no tanque de alimentacéo solucdo Béa\solucdo de lactose até atingir
a concentracdo desejada de 10'gde proteina e lactose. Para obter a concentrazsijada
considerou-se o volume morto (1 L) que ficou ndesi® de ultrafiltracdo e no tanque de
alimentacéo.

O fator de concentracdo (FC) definido para reabzeoncentracéo foi 8 X. Para realizar
a concentracdo com FC = 8 (10 g+ 80 g L'Y), ou seja, sair de uma concentracdo de proteina
de 10 g L* e obter aproximadamente 80 ¢ Lfoi necesséario 8 L de solucdo (WPI + lactose).
ApOGs preparar a solucdo (WPI + lactose) e obtercawlicbes desejadas de volume e
concentracdo, o sistema foi colocado em reciclal {¢ligura 9) para confirmar a retencdo de
proteinas, a rejeicdo de lactose e determinar TMPaePara isto, ajustou-se a pressdo na
entrada (Pe) e na saida (Ps) para manter uma deepli@ssédo de 69 kPa para uma vazéo de
alimentagéo constante e variou-se a TMP. Paraada de TMP, o produto foi recirculado
por 15 min e, em seguida, coletaram-se os dadtsntigeratura, presséo, fluxos e as amostras

da alimentacg&o e do permeado.

3.5.3 Etapa de concentragao

Para esta etapa foi usada a solucdo do item @nternpletando o volume para 8L. Em
seguida, corrigiu-se a concentracdo da alimentagémando o sistema em modo de reciclo total
(Figura 9), para obter a concentracdo desejadaalesk e proteina (10 g'L Atingindo a
concentracdo desejada de proteina e lactose noetatejalimentacdo, bombeou-se a solucéo
desviando o permeado, ou seja, em modo de concaotrdigura 10), e a cada 5 min
coletaram-se o0s dados de temperatura, pressamsflexas amostras da alimentacdo e do

permeado. O produto obtido no retentado foi comadntaté o volume minimo (1 L).
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Figura 10: Esquema do sistema de ultrafiltracio montado, exdonde reciclo total. (1) Tanque de
alimentacéo; (2) Membrana; (3) Manémetro; (4) \d&v
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3.5.4 Otimizacao da diafiltracao

Na etapa de concentracdo obteve-se a queda do dlexpermeado em funcdo da
concentracao de proteina (Figura 11-1). A particalabinacdo desses parametros foi possivel
obter a concentracdo Otima de proteinaq{fp para realizar a diafiltracdo. Para isto, foi
calculado o Parametro de Otimizacdo da Diafiltrag®D) em cada ponto de Jp vs Cp da
etapa de concentracdo (Figura 11-2). Posteriormeeterminou-se a concentracdo 6Otima de

proteina para a diafiltracao (&) a partir do maximo valor do POD assumido.

(1) )
o L ——
h b
\\ o, J‘ -“‘-..
k\ = IJ \\.
(=] r - ",
Tp S = , Cpotima S
S I e “
]
. [ !
-, =5 !
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Figura 11: Metodologia para determinar a concentracdo 6timprdteina para a diafiltracdo em fluxo
tangencial em membrana de celulose regeneradadaré,5 m2 e 5 kDa de massa molar de
corte. (1) Queda do fluxo de permeado (Jp) conurnemto da concentragdo; (2) POD -
Parametro de otimizacao da diafiltracdo (MILLIPGRE
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3.6 Determinacédo dos Parametros Operacionais

a) Pressédo transmembrana (TMP)

A pressédo transmembrana foi calculada usando acaqulO, onde Pe é a pressao de

entrada , Ps é a pressao de saida no canal detalgfie e Pp € a presséo na saida do permeado.

Pe+Ps

TMP = Pp (10)

Os valores de Pe e Ps foram obtidos a partir do®metros dispostos na entrada e na
saida do canal de alimentacdo. Por se tratar degmenonomérica Pp é zero, pois a pressao no

lado do permeado é a pressao atmosférica.

b) Fluxo de permeado (Jp)

O fluxo de permeado foi calculado a partir da E§oall. Onde\V é a variacdo do

volume de permeado em um determinado tempo (tymdade de area (A).

b= (11)

A partir do fluxdmetro que foi colocado na linha germeado obteve-se a vazdo do
permeado, ou seja, a variacdo do volume de permeradom determinado tempo. Em seguida,
determinou-se o Jp dividindo a vazao do permeatio grea de membrana utilizada (A = 0,5

m2),

¢) Queda de pressaaR)

A gqueda de presséo foi calculada usando-se a Bou#&t; Onde Pe — Ps é a diferenca

de presséo ao longo do canal de alimentacao.
AP = Pe — Ps (12)

Os valores de Pe e Ps foram obtidos a partir gog®metros dispostos na entrada e na

saida do canal de alimentacao.
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d) Coeficiente de rejeicéo e retengéo (CR)

Os coeficientes de rejeicdo de lactose (CRL) eetkencdo de proteina (CRP) foram
calculados a partir das Equacdes 13 e 14 respeiva. Onde Cpi € a concentracdo da espécie

i no permeado e Cai € a concentragdo da espézialimentacao.

Cpi
CRRejeiczo = 100 X C—p_ (13)

al

CRRetengto = 1~ = X100 (14)

al

e) Fator de concentracdo volume (VCF)

O VCF foi calculado com a Equacdo 15. Ongle é o volume inicial (volume de

alimentac&o) &r € o volume final de retentado do processo defiltitagao.

Vija
VCF =2 (15)

f) Fator de concentracao (FC)

O fator de concentracdo foi calculado com a Equdga Onde Cf é a concentracdo
final do produto (concentracdo no retentado) e @i @&ncentracdo inicial (concentracdo na

alimentacéo).

cf
FC= 2 (16)

g) Diavolumes (DV)

O numero de diavolumes (DV) foi calculado a padir Equacdo 17. Ondé&pr € 0

volume total de solvente adicionado na D& o volume de retentado.

— Vior
DV = 2 (17)
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h) Par@metro de otimizacéo da diafiltragcdo (POD)

O POD foi calculado a partir da Equagéo 18. O®slae concentracdo de proteina (Cp)

e fluxo de permeado (Jp) foram determinados naetagoncentragao.

POD =Cp X]p (18)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises Preliminares

Em geral, operacdes com membranas devem ser deizatilizando agua para
determinar as condigfes iniciais como permeabiéidda membrana, resisténcia da membrana
ao fluxo e o fluxo de permeado em funcéo da presshotemperatura.

Para o médulo Pellicon — 2, de 5 kDa e area dem,6bservou-se que os valores de
permeabilidade (NWP) durante as corridas experiaiemantiveram-se proximos do valor de
referéncia 1,1 LMH/psi (Figura 12), a variacdoffmnor ou igual 10 %. Esse comportamento
apresentado mostrou que o fouling irreversivel aBxou a eficiéncia do modulo e que o

procedimento adotado de limpeza foi adequado.

1,2

0,8 A

0,6

NWP (LMH/psi)

0,4 -

0,2

O,O T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Andlises preliminares

Figura 12: Teste de permeabilidade de agua padrdao (NWPYaealinas 19 corridas experimentais. O
teste foi realizado com agua pura na etapa dgdawdinal do procedimento de limpeza

Ainda com agua realizou-se outra analise prelimixan o objetivo avaliar o fluxo de
permeado com agua nos niveis de temperatura edprese foram estudados. O fluxo de
permeado aumentou com o aumento da presséo e parégora (Figura 13), isso porque uma
forca cada vez mais elevada foi aplicada forcanpa@ssagem de agua através da membrana e 0
aumento da temperatura reduziu a viscosidade da agmentando a sua permeabilidade a
membrana. O fluxo de permeado (Jp) na maior prasademembrana aplicada (131 kPa) foi

de 32; 28 e 23 L ith™ para as temperaturas de 50, 40 e 30 °C respeeiivar(Figura 13).
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Figura 13: Efeito da presséo transmembrana no fluxo de petonea temperaturas diferentes utilizando
agua pura:«) 50 °C ) 40 °C (¥) 30 °C

O fluxo de permeado com &gua pura sempre vai dameom a pressdo, pois ndo ha
interferéncias ao fluxo que sdo causadas por fem@sneomo polarizacéo da concentragdo e
fouling. A partir dos dados apresentados na Fid®adeterminou-se a equacédo do fluxo em
funcéo da pressdo para as temperaturas estudadas5@® °C obteve-se Jp = 0,237*TMP +
0,852 com R2? = 0,995; para 40 °C obteve-se Jp 218]MP — 1,061 com R2 = 0,995 e para
30 °C obteve-se Jp = 0,181*TMP — 1,468 com R2 0,9

4.2 Analise Exploratoria

A Tabela 6 apresenta a matriz do planejamento corapostas fluxo de permeado (Ip),
coeficiente de retencéo de proteina (CRP) e ceefieide rejeicdo de lactose (CRL). Os fatores
e as respostas em negrito referem-se as trésg@getxperimentais que foram realizadas no
ponto central dos niveis dos fatores. O interv&@aanfianca sobre a média das repeticbes no
ponto central foi + 2,361, + 0,248 e + 0,896 paraCRP e CRL respectivamente.

Observou-se ainda na Tabela 6 que dentre os Hoens Jp variou de 8,9 a 31,6
L m? h' de acordo com as condicdes do processo, 0 CR2,8@ 99,9 % e a CRL de 61,8 % a
94,3 %. A partir dessa analise preliminar, consta® que 0 Jp e 0 CRL apresentaram maior

variacdo, enquanto o CRP apresentou-se praticamenttate, ou seja, 0s hiveis dos fatores
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ndo favoreceram a variagdo de CRP porque a membeanassa molar limite de 5 kDa, nas

condicdes estudadas retém praticamente todastasna®presentes no soro de leite.

Tabela 6: Matriz do planejamento®2 com 3 repeticdes no ponto central e as varidesjsastas
estudadas Jp, CRP e CRL

Fatores Respostas
Co T pH  FI Qa  TMP Jp CRP CRL
@Ly (¢ MYH M) (Lmin?) (kPa) (L m?h? (%) (%)

10 30 6 0 2 69 10,8 99,8 86,0
10 30 6 0,5 4 69 10,3 99,7 81,1
50 50 6 0 4 69 16,2 99,9 64,6
50 50 6 0,5 2 69 14,8 99,8 67,7
50 30 6 0 4 138 21,8 99,5 61,8
50 30 6 0,5 2 138 20,4 99,8 63,5
10 50 6 0 2 138 31,6 99,7 69,6
10 50 6 0,5 4 138 29,6 99,6 67,1
50 30 8 0 2 69 8,9 99,9 68,5
50 30 8 0,5 4 69 8,9 99,8 63,1
10 50 8 0 4 69 12,4 99,6 75,3
10 50 8 0,5 2 69 10,4 99,6 75,4
10 30 8 0 4 138 16,1 99,6 94,3
10 30 8 0,5 2 138 18,0 99,6 75,6
50 50 8 0 2 138 26,8 99,7 85,6
50 50 8 0,5 4 138 27,7 99,9 67,6
30 40 7 0,25 3 103 15,4a) 99,9b) 79,6c)
30 40 7 0,25 3 103 17,3a) 99,7b) 78,9¢)
30 40 7 0,25 3 103 16,3a) 99,9b) 79,1(c)

(a); (b); (c) valores das repeti¢cBes realizadapardo central para o Jp, CRP e CRL respectivaménte.
intervalo de confianca para um valor de probabiledayual a 0,95; foram para o Jp (16,33 + 2,36 RPC
(99,8 £ 0,248) e CRL (79,2 £ 0,896)

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos désard# variancia (ANOVA) realizada
para determinar quais fatores exerceu influéncidma\ inspecéo dos valores de probabilidade
na ANOVA para o Jp indica que apenas T, TMP e pH 0,05) estdo exercendo influéncia
no Jp e que nenhuma das interagdes foi signifegjv> 0,05), com isso os fatores atuam

independentes no intervalo estudado.

45



Tabela 7: Andlise de varianci$ANOVA) do modelo predito para o fluxo de permea@¥ (= 2,455 %;

R2=0,97)
F.V. GL SQ QM F Pr>F
T 1 0,54003 0,54 115,08 0,0001*
TMP 1 2,09849 2,0985 447,18 0,0001*
pH 1 0,16384 0,1638 34,913 0,0001*
Modelo 3 2,80236 0,9341 199,05 0,0001*
Erro 15 0,07039 0,0046
Total 18 2,87275
*p < 0,05

O modelo predito obtido a partir da ANOVA foi Jp1s67 + 0,02*T + 0,07*TMP —
0,10*pH e o0 mesmo explica 97,55 % da variacdo tbdal respostas, segundo o coeficiente de
determinagéo (R?). Pode-se entdo considerar gpeeasuposi¢cdes do modelo foram satisfeitas
p < 0,05 (Tabela 7).

A Tabela 8 apresenta os dados do teste de higdfesste t) realizado e os efeitos sobre
o Jp. Dentre as 6 variaveis e as interacdes esitsdabmente T, TMP e pH foram
estatisticamente significativos (p < 0,05) parp.o J

O TMP apresentou efeito positivo, indicando queassar de 69 para 138 kPa ocorreu
um aumento no Jp, por isso seria necessario deslsagdveis de estudo para niveis superiores
num planejamento seguinte, mas por limitag6es ¢asméao foi possivel aumentar os niveis da
pressdo. A temperatura também apresentou efeiitivopsnas o nivel alto de temperatura
adotado neste estudo (50 °C) foi 0 maximo valoeeifipado pelo fabricante do equipamento,
com isso nao foi possivel realizar o deslocameata piveis superiores.

O efeito positivo da temperatura no fluxo podeesglicado considerando o efeito da
mesma sobre a viscosidade. Aumentado a temperatuvigcosidade da solucdo diminui,
promovendo a diminuicdo da resisténcia ao fluxe.detro lado, o aumento da TMP, aumenta

a forca aplicada através da membrana, promoveadonento no fluxo (LU et al., 2007).
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Tabela 8: SignificAncia dos pardmetros para o modelo dmflisx permeado pelo Teste t

Fatores Efeitos Erro Padrao Valor t Valor P
FI - 0,0376 0,0281 -1,3389 0,2383

T 0,3674 0,0281 13,081 < 0,0001

TMP 0,7243 0,0281 25,787 < 0,0001

pH -0,2024 0,0281 -7,2052 0,0008
Qa 0,0176 0,0281 0,62901 0,5570
Co 0,0597 0,0281 2,1259 0,0869
FI*T - 0,0370 0,0281 -1,3191 0,2443
Fl * TMP 0,0408 0,0281 1,4530 0,2060
Fl * pH 0,0297 0,0281 1,0602 0,3376
T*TMP 0,0536 0,0281 1,9082 0,1147
Fl *Co 0,0066 0,0281 0,2376 0,8216
T*pH -0,0104 0,0281 -0,3711 0,7258
T*Co 0,0375 0,0281 1,3367 0,2389

O pH apresentou o menor efeito e 0 mesmo foi hegdhdicando que ao passar de 6
para 8 ocorreu uma diminuicdo no Jp. Esse efeativ® do pH no fluxo de permeado pode
ser explicado considerando a solubilidade das imade O ponto isoelétrico das proteinas de
maior concentracdo no soro de leite @ e B-Lg) esta entre 4 e 5, nessa faixa de pH o fluxo é
reduzido devido a baixa solubilidade das proteiBas.condicdes mais afastadas do Pl espera-
se maior solubilidade e, consequentemente, auntentetrodifusdo da camada gel formada
sobre a membrana que favorece positivamente cJRTER, 1990).

Esperava-se observar efeito da Co sobre o fluxas ws niveis estudados né&o
demonstraram esse efeito. Chollangi e Hossain §2@irmaram que o fluxo de permeado
diminui a medida que aumenta a concentracdo dg&mlumas em concentragbes abaixo da
faixa de 20 — 48 gL a queda no fluxo é menos expressiva, devido asitade do fouling ser
menor. O autor conseguiu obter efeito sobre o #mdm a concentragdo na alimentacdo estava
no intervalo de 48 — 100 g''L Esse pode ser o motivo pelo qual o fator conaeétr de
alimentag&o nao apresentou influéncia no fluxoetenpado.

Nas Figuras 14, 15 e 16 foram apresentadas adisiggerespostas para o Jp em funcéo

das variaveis TMP, T e pH.

47



N 5
N 10
I 15
/T 20
/125
= 30

110

100

TMP (kPa) 70

Figura 14: Superficie de resposta para o Jp - fluxo de patmemm funcdo da TMP - presséo
transmembrana e da T - temperatura para FI —\I;28H — 7,0; Co— 30 gte Qa-3 L
P
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Analisando a superficie de resposta (Figura lékewou-se que nos intervalos
estudados, 0os maiores Jp ocorreram para nives @dt@ressdo e temperatura. Aumentar os
niveis desses fatores, para obter um ponto de otimsuperficie de resposta (ponto de
inflex&o), ndo foi possivel porque o conjunto ndpastou condigbes acima das impostas neste
estudo para as variaveis temperatura e pressao.

Considerando que bombas, tubulacBes e conexdesem sitilizadas num processo
dependem do tipo de fluido, da faixa de pressda ®azdo volumétrica desejadas. Pode-se
aplicar niveis superior de pressao, mas paradsspo de bomba e/ou material das tubulacées e
conexdes utilizadas precisam ser reavaliadas, ja aebomba de tubos flexiveis utilizada
poderia ser mantida, porém utilizando um mater@ikmesistente que o silicone ou até mesmo
mudar o tipo de bomba, talvez até uma bomba cegérifoderia ser implantada na linha, pois o
soro ndo.apresenta alta viscosidade.

A Figura 15 mostra o Jp em funcéo do pH e da TMPartir da superficie de resposta,
verificou-se que a TMP exerceu maior efeito queéHonp aumento do Jp. Dentre as variaveis
gue influenciaram significativamente o fluxo derpeado, somente o pH poderia ser avaliado
em uma faixa inferior de niveis, por exemplo de@} anas a contribuicdo do pH em relacdo a
TMP foi inferior a 30%, ou seja torna-se insigrafite. Por outro lado, no presente estudo

evitaram-se as condi¢des que poderiam promovengdtes indesejaveis nas proteinas, ou seja,
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condi¢des de pH muito proximas do Pl das protefleamaior concentracdo no soro de leite.
Operar o sistema em condi¢cOes de alta desnatupsigéEica diminui a qualidade do produto
obtido. A sua qualidade estd diretamente relacenamn a integridade das proteinas que
devem ser mantidas para garantir as propriedadegionais, funcionais e tecnoldgicas

conferidas a elas.
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Figura 15: Superficie de resposta para o Jp em fungao do gddpeessao transmembrana para Fl — 0,25
M; T — 40 °C; Co — 30 gte Qa - 3 L mif

Outra superficie de resposta avaliada foi apredanha Figura 16 e mostra o Jp em
funcdo da T e do pH. A superficie também n&do apteseo ponto de 6timo ndo foram
avaliados em outras faixas, por limitagbes do equgnto ja mencionadas e por motivos que
podem promover a desnaturagdo das proteinas.

Segundo Lu et al. (2007), em altas temperaturfisixo de permeado apresenta-se
superior, devido a reducéo da viscosidade do fluadoaumento da velocidade de difusédo e a
modificacéo das interacdes membrana-solucdo. Qétesé trabalhar com a maior temperatura
possivel respeitando os limites estabelecidos aahmana e do produto. Para produtos lacteos e
derivados, temperaturas menores que 45 °C nado es@mnmendaveis devido ao risco de
crescimento microbiano, enquanto temperaturas emigue 60 °C causam desnaturacdo
proteica. Assim, a temperatura entre 45 — 55 °Csidmmais usada, pois possibilita um maior

fluxo e preservacgéo do produto.
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Figura 16: Superficie de resposta para o Jp em funcéo deetatnpa e do pH no fluxo de permeado para

Fl— 0,25 M; TMP — 103 kPa; Co — 30 § b Qa — 3 L mifl

De maneira semelhante as andlises realizadaophraavaliou-se o efeito dos fatores

em estudo sobre o Coeficiente de Rejei¢do de La¢@RL).

A andlise de variancia (ANOVA) para determinariguatores exerceu influéncia no

CRL foi apresentada na Tabela 9. A inspecdo dagaslde probabilidade na ANOVA para o

CRL indicou que apenas T, Co e a interacdo T*Cacexam influéncia (p < 0,05) no CRL,

com isso os fatores ndo atuam independentes noafdeestudado.

Tabela 9: Analise de varianciGANOVA) do modelo predito para o AR(CV = 8,86 %; R2 = 56,3 %)

F.Vv. GL SQ QM F Pr>F
T 1 27,8256 27,826 0,6488 0,4331
Co 1 419,226 419,23 9,7753 0,0069*
T*Co 1 381,226 381,23 8,8892 0,0093*
Modelo 3 828,276 276,09 6,4377 0,0051*
Erro 15 643,294 42,886
Total 18 1471,57
*p <0,05

O modelo predito obtido a partir da ANOVA foi CRE 116,16 — 1,23*Co +

0,024*T*Co e 0 mesmo explica 56,3 % da variacaal ihs respostas, segundo o coeficiente de



determinagéo (R?). Pode-se entdo considerar gpeeasuposi¢cdes do modelo foram satisfeitas
p < 0,05 (Tabela 9).

A Tabela 10 apresenta os dados do teste de hgso(@este t) realizado e os efeitos
sobre o CRL. Dentre as 6 variaveis estudadas etem¢des, somente Co e a interacdo T*Co
foram estatisticamente significativos (p < 0,05apa CRL.

A melhor rejeicdo de lactose foi obtida nas codelcde menor temperatura e menor
concentracdo. O efeito negativo da concentracaaliodhentacdo foi porque em condicdes de
menor concentracdo a polarizacdo da concentrac@eeror na superficie da membrana,
consequentemente a rejeicdo de lactose vai ser.niRoo outro lado, o efeito negativo da
temperatura pode ser explicado avaliando as coesliga camada gel formada sobre a
membrana. As proteinas do soro de leite possuama dtapacidade de formarem gel em
temperaturas acima de 40 °C. Portanto, quanto e¢naipactado o gel dessa camada menor sera
a rejeicdo de impurezas. Numa camada gel menosambaga, ou seja, em condicbes de menor
temperatura e concentracdo ha aumento no coeécigat transferéncia de massa (K) e,

consequentemente, aumento no fenémeno de retradifjiee promove aumento do fluxo e do
CRL.

Tabela 10: Significancia dos parmetros para o modelo doicieete de rejeicdo de lactose (CRL) pelo

Teste t

Fatores Efeitos Erro Padréo Valor t Valor P
Fl -5,575 2,8784 - 1,9368 0,1105

T - 2,625 2,8784 -0,9119 0,4036

TMP 0,425 2,8784 0,1476 0,8884

pH 55 2,8784 1,9108 0,1143
Qa -2,125 2,8784 -0,7382 0,4935

Co - 10,25 2,8784 - 3,561 0,0165*
FI*T 1,25 2,8784 0,4342 0,6822
FI*TMP -3,8 2,8784 -1,3202 0,2440
Fl * pH - 4,925 2,8784 -1,711 0,1478
pH * Co 1,3 2,8784 0,4516 0,6704
FI *Co 0,925 2,8784 0,3213 0,7609
T*pH 3,225 2,8784 1,1204 0,3135

T*Co 9,775 2,8784 3,396 0,0193*

*p < 0,05

Na Figura 17 foi apresentada a superficie de stapdo coeficiente de rejeicdo da
lactose em fungéo da concentracdo de alimentagadeamperatura. A partir do comportamento
assumido foi possivel aproximar-se do ponto de atira superficie de resposta (ponto de
inflexdo). Como a contribuicdo da Co e da interagdGo foram negativas precisava-se
diminuir os niveis dos fatores envolvidos (T e perar o sistema com temperatura inferior a

30 °C promoveria aumento no tempo do processodaude membrana requerida. Diminuir a
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concentrac&o a niveis mais baixos que 10 ¢11%) também n&o foi realizado porque o soro de
leite apresenta em sua composi¢do concentragdootina total entre 0,6 e 0,9 %, ou seja,
dilui-lo e posteriormente concentra-lo significamamto nos gastos com energia para a
industria. A diluigdo seria coerente na etapa délulacdo, a qual tem como objetivo eliminar

as impurezas contidas no produto e, consequentenzmhentar o teor de proteina do mesmo.
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Figura 17: Superficie de resposta para o0 CRL em funcdo dosefaconcentracdo e temperatura. FI —
0,25 M; TMP — 103 kPa; pH — 7,0 e Qa — 3 L thin

Portanto, a partir da superficie de resposta (&i@id) pode-se inferir que o aumento da
CRL foi influenciado negativamente pela concenwagdtemperatura, devido aos seguintes
motivos: de apresentar camada gel na superficiemdmbrana menos compactada, da
polarizacdo de concentracdo ser menor, das preteg@m mais sollveis e a retrodifusdo
aumentar.

De maneira semelhante as analises realizadaapa@iaveis Jp e CRL. Avaliou-se o
efeito dos fatores em estudo sobre o CoeficientRetencdo de Proteinas (CRP), mas néo foi
identificado nenhum efeito a 95 % de confiangagpertodas as proteinas foram retidas pela
membrana utilizada (5 kDa).

Por simulagéo, utilizando os modelos obtidos ddises exploratéria maximizou-se Jp,
CRL e CRP, mas para isso consideraram-se as cesdigbe limitaram o processo de

ultrafiltracdo no Pellicon — 2 de membrana de 5 kD&ea de 0,5 m2 . A Tabela 11 mostra as
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condicdes das variaveis definidas a partir da se&kploratoria e das informag6es contidas no
manual do equipamento e na literatura.

Tabela 11 Melhor condicdo selecionada da simulacdo reaizanl SAS/ADX a partir dos modelos
obtidos na andlise exploratoria

Parametros do Processo MeIhoE
condicao
FI Forca ibnica (M) 0
TMP Presséo transmembrana (kPa) 103

pH Potencial hidrogeniénico (¥) 6,0
Qa Vazao de alimentacao (L ritin 2,5
T Temperatura (°C) 40
Co Concentracéo de IPS ()L 10

4.3 Otimizacéo Experimental do processo de UF/DF

Neste item, as melhores condi¢cdes de tempergitiaconcentracdo de alimentagéo e
forca ibnica obtidas na analise exploratoria (Talddl) foram mantidas constantes para definir

0s parametros do processo de concentracao erdighiit do soro de leite.

4.3.1 Determinacédo da TMP e Qa para a etapa de concentrag

A Tabela 12 apresenta os valores de Jp, CRP ee@Riuncao da TMP para dois niveis
de vazéo de alimentacdo (Qa). Observou-se que aiff\li@ncia positivamente no Jp e que a
mesma ndo apresenta efeito expressivo no CRP e &RIlm como foi observado na analise
exploratéria. O coeficiente de rejeicdo de lact@BRL), assumiu comportamento esperado,
aumentou com o aumento da Qa, devido a diminuigdtachada de polarizacéo formada sobre
a membrana.

Tabela 12: Resultados de Jp, CRP e CRL em funcédo da TMP,gsaduas vazfes de alimentacdo (Qa)
mantendd\P = 69 kPa

1,5L min* 2,0 L min*
TMP Jp CRP CRL Jp CRP CRL
(kPa) (Lm?h? (%) (%) (Lm?h? (%) (%)
69 15,36 99,88 84,11 14,4 100,00 89,50
103 22,56 100,00 83,96 21,12 99,80 80,00
138 29,28 98,57 83,98 28,32 99,35 83,65
172 33,60 98,73 83,10 34,08 99,23 86,07
207 - - - 42,72 94,81 88,02
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Na Tabela 12, pode-se verificar, que quando ogssm foi operado numa vazéo de
alimentac&o maior (2,0 L mifir foi possivel obter mais pontos, porém na pres&fa07 kPa
observou-se uma queda no CRP, ou seja, em pressides de 207 kPa pode-se aumentar a
rejeicao de proteina ou diminuir o CRP.

A Figura 18 ilustra melhor os efeitos da TMP eQa sobre o fluxo. A vazdo de
alimentagdo, assim como foi observado na analipetoria, ndo apresentou efeito sobre o

Jp, os dois niveis analisados praticamente assmirmesmo comportamento.
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Figura 18: Efeito da TMP sobre o fluxo para duas vazdes ideeatacdes (Qap 1,5 L mirnteo 2,0
L min™

A partir dos dados apresentados na Tabela 12oenpartamento do Jp apresentado na
Figura 18 determinou-se 172 kPa como a melhor TR pmbas vazdes de alimentacdo, mas
essa pressao determinada néo foi obtida nas cesdig fluxo limite (regido independente da
pressédo) por limitacdes no equipamento jA mencamadessa regido, o fluxo seria controlado
exclusivamente pela retrodifusdo no canal da aliagéo, mas como nédo foi possivel entrar na
regido de fluxo limite, definiu-se como a melhondigdo de TMP o valor maximo encontrado
de menor rejeicdo de proteina.

Como melhor condicdo de Qa o maior valor numé¢®;0 L min®), por promover
maior arraste das particulas que se acumulam satmiembrana (polarizagéo de concentracdo),
ja que os valores de Jp sdo praticamente os masnpessado de 172 kPa para os dois niveis

de Qa (Tabela 12).
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4.3.1.1 Etapa de concentragéo

A concentracao foi realizada nas condi¢des definitb item anterior (TMP = 172 kPa
e Qa = 2,0 L mifl). A Tabela 13 apresenta os resultados de Jp, CRRLeem funcdo do
tempo, manteve-se Qa, TMPA® constantes. Durante o processo de concentragd@ €CRL
diminuiram, devido ao aumento da concentragdo tidosona solugdo de alimentagdo. Esse
aumento na concentracdo de solidos aumenta a idadese a densidade da solugéo, o que
resulta na diminuicdo da difusividade do solutortddo, quando a concentragdo de solidos
aumenta, o fluxo tende a diminuir e, consequent@marrejeicdo de lactose diminui. Por outro

lado, o CRP permaneceu praticamente constante.

Tabela 13: Resultados de Jp- fluxo de permeado, CRP — ceafiide retencdo de proteina, CRL —
coeficiente de rejeigdo de lactose e Cp — conaedir de proteinas durante a concentragéo,
em funcéo do tempo para uma Qa = 2,0 LInifMP = 172 kPa &P = 69 kPa

Tempo Jp CRP CRL Cp

(min) (Lm?h?) (%) (%) (gL?
0 35,0 100,0 92,8 10,64
5 34,9 99,9 90,0 11,50
10 34,6 99,8 90,1 13,20
15 34,1 99,2 84,2 15,65
20 32,6 99,7 84,0 25,24
25 26,4 99,4 84,1 54,02
27 21,1 99,7 64,8 78,0

O aumento da concentracdo de solidos durante aewwacdo foi promovido
principalmente pelo aumento da concentracdo desiptno tanque de alimentacdo (Tabela
13), pois as mesmas sdo retidas enquanto aguasdaetsais sdo rejeitados pela membrana. A
rejeicdo desses compostos foi prejudicada duraatepa de concentragdo, pois as resisténcias
ao fluxo foram intensificadas devido ao aument@alarizacdo de concentracdo, camada gel e
fouling.

A Figura 19 mostra a queda de Jp com o tempo,aa fqu lenta nos primeiros 15
minutos seguida por uma queda brusca nos minutais fiEsse comportamento foi devido ao
aumento da concentracao de solidos no tanquerderdicdo com o tempo. Para o VCF=8 foi
possivel obter 78 gL(FC=7,8 X) apds 27 min de concentracdo e o Jpdmid5 para 21,1 L
m?h?, ou seja, o fluxo sofreu reducdo de quase 40 %udéda do fluxo geralmente sera
observada até o instante t, onde Jp = 0, ou ssjante quando a concentracao da alimentacao e
a concentracao da camada gel se igualam.

O FC encontrado apos a concentracao foi de 78 partir desse resultado constatou-
se que ha a rejeicdo de 2 % de proteinas ou asamdfraram aderidas na membrana isso

porque o menor CRP foi 99,8 %.
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Figura 19: Queda do fluxo de permeado (Jp) em funcéo do tdthpa etapa de concentracédo

4.3.2 Otimizagao da diafiltragéo

A queda do fluxo durante a etapa de concentragfessentou um comportamento
linear, como reportado na literatura (Figura 2@ms dados experimentais foi possivel obter
a seguinte equagéao Jp = -0,206¢cp + 37,38 a quat@g9,8 % da variagdo total das respostas,

segundo o coeficiente de determinacéo (R?).
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Figura 20: Fluxo de permeado (Jp) em fungdo da concentragdorateina (Cp) durante a etapa de
concentracdo
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A partir do Jp em funcéo da concentracdo de pratééterminou-se a concentragdo da
camada gel (Cg = 181,5 g'Le o parametro de otimizacdo da diafiltracdo (POEyse
parametro foi calculado a partir da Equacéo 18adiado em fungdo de Cp (Figura 21) para
determinar a 6tima concentragéo de proteina pafiaaeo processo de diafiltracdo ¢R).

Na Figura 21 o ponto maximo, POD = 1695,7 ghi, foi a condi¢do que determinou a
concentragdo 6tima de proteina,¢fap= 91 g L', para ser realizada a diafiltracdo. Nessas

condicdes o fluxo de permeado foi de aproximadaeng@t. n¥ h™.
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Figura 21: Determinacdo dos parametros da diafiltracéo
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CONCLUSOES

A andlise exploratéria realizada identificou qu&MP, T e pH apresentaram efeitos
significativos (p < 0,05) sobre o fluxo de permeadgue a interagdo T*Co e Co apresentaram
efeito significativo (p < 0,05) sobre o coeficierte rejeicdo de lactose. Por outro lado, os
fatores ndo apresentaram efeito significativo (0,65) sobre o coeficiente de retencédo de
proteina.

N&ao foi possivel avaliar o efeito da TMP em faigaperiores dos niveis estudados, na
analise exploratoria, isso porque a bomba utilizadla obteve as condicbes necessarias de
pressdo. Portanto, para alcancar essas condicéessequentemente, a condicao otimizada da
variavel Jp na superficie de resposta (ponto dexi@d), o tipo de bomba e/ou material da
tubulacéo e conexdes utilizadas precisaria sealiedo.

A membrana de 5 kDa apresentou 6tima retencaorateipasCRP > 99 % e boa
rejeicdo de lactose entre 60 e 96 %. A rejeicdoladeose diminui com o aumento da
concentracao de proteina sobre a membrana. Porladty, a DF aumenta a rejei¢cdo de lactose.

Na analise exploratoria e na etapa de concentafl@zo de permeado diminui com o
aumento da concentracdo de proteina. Essa quegeofobvida pelo aumento da polarizacéo
de concentracdo. O aumento de concentracdo deypastisobre a membrana tem seu limite
gquando a mesma atinge a concentracdo da camadargelda durante o processo. Nessa
condicdo o Jp € igual a zero (Jp=0) porque pass@oaexistir o gradiente de concentracéo
responsavel pelo fenébmeno de retrodifuséo.

A etapa de concentracdo do processo de UF em rapalate 5 kDa de celulose
regenerada deve ser operado com forca idnica baiMaafastado do Pl das proteinas,
concentracao de proteinas entre 0,6 e 1 %, ternperd¢ 40 °C, TMP de 172 kPa, para obter
um fluxo de permeado no inicio de 34 L?m™. A diafiltracdo deve ser realizada numa
concentracdo igual ou menor que 917 hesta condicéo o fluxo encontrado foi de T9hm.

Para o processamento proposto a concentracio @galaayel obtida foi 181,5 g'L
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