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Resumo

Durante a elaboracdo de lula em conserva, os anéis de lula sdo branqueados
em salmoura (NaCl 2%) e enlatados, enquanto a salmoura é descartada. Nesta etapa
do processamento 4% a 6% das proteinas do manto de lula séo perdidas na salmoura
residual. Neste trabalho avaliou-se a influéncia da retengdo nominal das membranas, o
efeito do pH, da velocidade tangencial e da pressdo transmembrana sobre o fluxo de
permeado, durante a ultrafiltracdo (UF) da salmoura residual, objetivando a
recuperacdo de proteinas. Foram testadas quatro membranas planas, com area de
filtracdo de 0,0146 m? e retencdo nominal de 10, 20, 50 e 100 kDa. A presséo
transmembrana foi de 200 kPa e a velocidade tangencial foi 0,4 m/s. A membrana de
20 kDa apresentou o melhor desempenho na recuperacdo de proteinas (fator de
concentragdo de 1,7). A retencdo nominal das membranas n&o teve efeito
consideravel sobre o pH e a concentracdo de cloreto da salmoura. O perfil
eletroforético (SDS-PAGE) mostrou auséncia de material protéico em todas as fracdes
de permeado. A UF foi eficiente na diminuicdo da carga poluidora do residuo, com
reducdo de 95% da turbidez e de até 67% da DQO. A membrana de 100 kDa foi
utilizada para a avaliacdo do efeito do pH sobre a recuperacdo de proteinas e o0s
experimentos foram conduzidos no pH natural da salmoura, 7,0, e em pH 5,0. A
presenca de material protéico na fracdo de permeado, aliada aos valores de nitrogénio
e DQO, mostrou que a diminuicdo do pH prejudicou a recuperac¢do de proteinas e,
consequentemente, aumentou a carga poluidora do residuo. Para avaliar o efeito da
velocidade tangencial e da pressao transmembrana foram utilizadas duas membranas
poliméricas planas, com reten¢cdo nominal de 20 e 50 kDa. Foram testadas trés
velocidades, 0,4, 0,6 e 1,2 m/s, variando-se a pressdo transmembrana de 100 a 400
kPa. O efeito positivo da pressédo sobre o fluxo de permeado foi observado para as
trés velocidades, em ambas as membranas estudadas. O fluxo limite foi alcancado
com a velocidade tangencial de 0,4 m/s, a 200 kPa, quando a membrana de 50 kDa foi
testada. Finalmente, o retido da UF foi utilizado na formulagdo de extrusados. Foram
testados trés valores de umidade, 25, 30 e 35%. Os extrusados obtidos a partir da
formulagdo com 35% de umidade foram os que apresentaram melhor indice de
Absorcdo de Agua (IAA), bem como a melhor aparéncia do produto final expandido. A
extrusdo mostrou-se uma boa alternativa para a aplicagdo das proteinas recuperadas

por ultrafiltracao.
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Abstract

During canned squid elaboration, squid rings are blanched in brine (2% NaCl)
and conditioned in cans, while the brine is discarded. In this process step, 4% to 6% of
squid meat proteins are lost in the residual brine. In this work the influence of
membranes cut off, the effect of pH, tangential velocity and transmembrane pressure
on the permeate flux was evaluated during the ultrafiltration (UF) of the residual brine,
aiming at the protein recovering. Four flat sheet membranes were tested, with filtration
area of 0.0146 m? and cut off 10, 20, 50 and 100 kDa. The transmembrane pressure
was 200 kPa and the tangential velocity 0.4 m/s. The 20 kDa membrane presented the
best performance in proteins recovery (concentration factor of 1.7). The membranes
cut off did not have a considerable effect on pH and on chloride concentration of the
brine. The electrophoresis profile (SDS-PAGE) showed absence of proteic material on
all the permeate fractions. The UF was efficient in decreasing pollutant load from
residue, with 95% turbidity reduction and, at least, 67% of the chemical oxygen
demand (COD). The 100 kDa membrane was tested to evaluate the effect of pH on
protein recovery and the experiments were carried out in the brine natural pH, 7.0, and
in pH 5.0. The presence of proteic material on permeate fraction, allied to the values of
nitrogen and COD, showed that the pH decreasing of the brine affected negatively the
recovery of proteins and, consequently, increased the pollutant load of the residue.
Two flat sheet polymeric membranes with cut off 50 and 20 kDa were used to evaluate
the effect of tangential velocity and transmembrane pressure. Three tangential
velocities were tested, 0.4, 0.6 and 1.2 m/s, varying the transmembrane pressure from
100 kPa to 400 kPa. The positive effect of pressure on the permeate flux was observed
for the three tangential velocities in both membranes studied. The limit flux was
reached when tangential velocity was 0.4 m/s and 200 kPa, with the 50 kDa
membrane. Finally, the UF retentate was used in extrudates formulation. Three
moisture values were tested: 25, 30 and 35%. The extrudates obtained from the
formulation with 35% of moisture were the ones that presented better Water Absorption
Index (WAI), as well as the best appearance of the expanded final product. The
extrusion was shown as a good alternative for the application of the proteins recovered

by ultrafiltration.
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Introdugéo 2

O mercado consumidor de alimentos, hoje, apresenta uma grande
segmentacado, bem como um maior acesso a informagao, o que faz com que
sejam estabelecidas demandas especificas, representadas por produtos semi-
prontos ou prontos para o consumo, que sejam nutritivos e/ou funcionais e que

atendam aos requisitos de segurancga alimentar.

Os consumidores querem produtos praticos, saudaveis, enriquecidos
com alguma(s) substancia(s) ou isentos de outra(s) e que mantenham ao
maximo as suas caracteristicas originais de aroma e sabor. Estes fatores tém
levado ao surgimento de novos alimentos processados nas prateleiras dos
supermercados e das chamadas lojas de “conveniéncia”, cujas principais

caracteristicas sédo a praticidade e a qualidade.

A lula em conserva € um produto novo, que atende a diferentes
expectativas do mercado consumidor. Ainda ndo produzida industrialmente no
Brasil, mas com tecnologia para sua conservagéo em salmoura ja desenvolvida
(Ferreira, 1999), apresenta uma boa qualidade sensorial, principalmente no que
se refere a textura, que €& um atributo muito importante para a sua

aceitabilidade.

No Brasil, a média de captura de lula entre 1990 e 1994 foi de 1.300
toneladas ao ano (FAO,1994) e no Rio de Janeiro, entre 1994 e 1996, essa
média foi de 360 toneladas ao ano (IBAMA, 1997). A principal espécie
capturada no Brasil € a Dorytheutis brasiliensis, encontrada desde o Sudeste

do Brasil até o Nordeste da Argentina (Ferreira, 1999).

Os valores estabelecidos por organismos internacionais ligados a ONU
recomendam o uso diario de 30 g de proteina de origem animal. Os mesmos
tipos de proteinas estdo presentes em peixes, aves e mamiferos, sendo que o0s
teores respectivos de cada uma sao diferentes e ha diferenga nas quantidades

de certos aminoacidos em cada proteina. Entretanto, as proteinas miofibrilares
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constituem a fonte quantitativa mais importante das proteinas animais (Bobbio
e Bobbio, 1992).

A carne de lula apresenta um teor de proteina similar a da carne de
peixe, numa faixa que varia de 13% a 22% (El-Dashlouty e colaboradores,
1984). Ferreira (1999), ao determinar o teor de proteina de lula em conserva de
salmoura, obteve valores na faixa de 11% de proteina total. Um dos fatores que
explica os menores teores de proteina obtidos por este autor é o fato da sua
analise ter sido realizada apenas no manto. Outro fator € que enquanto El-
Dashlouty e colaboradores (1984) avaliaram a lula in natura, Ferreira (1999)
avaliou a lula processada, submetida a temperaturas elevadas tanto na pre-
cocgdo quanto na esterilizagdo. Isto sugere que ha uma perda de proteinas da
carne de lula para a salmoura, durante o tratamento térmico. Otwell e Hamann

(1979) reportam que essa perda € da ordem de 4% a 6%.

As enzimas digestivas dos peixes e moluscos apresentam atividade
proteolitica, a baixas temperaturas, mais alta do que as provenientes de
mamiferos. Esta caracteristica as tornam adequadas a aplicagdes especificas
na industria de alimentos. Uma grande parte dessas enzimas, contudo, é
perdida durante o processamento. A extragao das proteases do material que é
descartado € uma alternativa viavel para a obtengcdao de produtos de valor
agregado a partir de residuos de frutos do mar (Sikorski e Kolodziejska, 1996).
Por outro lado, as proteinas da lula, perdidas durante o aquecimento, podem
ser utilizadas como fonte de aminoacidos essenciais, no enriquecimento de
alimentos, contribuindo para aumentar a disponibilidade de proteinas de origem

animal, de alto valor nutricional, a custos reduzidos.

A concentragdo das proteinas presentes na agua de salmoura
minimizara a perda de um produto de alto valor agregado e permitira a
obtencdo de um concentrado protéico, que pode ter diferentes aplicagoes.
Além disso, possibilitara o descarte de um efluente com uma carga poluidora

reduzida, o que facilitara seu tratamento.
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A preocupacgao com a questao ambiental atualmente é fundamental para
a sobrevivéncia de uma industria. A legislacdo esta cada vez mais rigorosa
quanto aos padrdes permitidos para os despejos industriais, e, além disso, a
fiscalizacdo tem sido mais efetiva, levando a punicdo as industrias infratoras.
Hoje, ja existe a consciéncia da escassez dos recursos naturais. Assim, a
questao extrapola o seu carater ecoldgico, de desenvolvimento sustentavel e
preservagdo da vida para as geragbes futuras, e torna-se uma questéo
econdmica. O aproveitamento e/ou tratamento de residuos gerados, ainda que,
inicialmente, acarrete um aumento dos custos, em médio prazo, contribuira

para a redu¢cao dos mesmos.

Desta forma, os processos de separacdo com membranas representam
uma alternativa para o tratamento do residuo do processamento de lula, com

consequente recuperacao das proteinas presentes na salmoura.

A tecnologia de separagdo por membranas baseia-se no principio de
que componentes de misturas liquidas ou gasosas, de acordo com suas
caracteristicas moleculares, podem permear seletivamente através de uma
determinada membrana, movidos por uma forga motriz que varia segundo os

diferentes processos (Mulder, 1991).

Dependendo do tipo de membrana utilizada, € possivel reter desde
microrganismos até pequenas moléculas, como agucares e acidos. Em geral,
sdo0 processos que ocorrem a temperatura ambiente sem que haja mudanca de
fase ou utilizacdo de calor, desta forma, permitem a manutencdo das

propriedades sensoriais e nutricionais dos produtos.

A tecnologia de membranas oferece uma série de vantagens tais como
baixo consumo de energia, propriedades unicas de separagao, fracionamento e
concentracdo concorrentes, desmineralizacdo e purificagdo de solugoes,
aumento da eficiéncia de processo e um desenho de planta simples (Tragardh,
1996; Zhou e colaboradores, 2000).
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A separagao (concentracao, purificacdo) de proteinas por processos
com membranas € uma das aplicagdes dessa tecnologia que se encontra mais
estabelecida comercialmente na industria de alimentos, principalmente nos

segmentos de laticinios e de gelatinas.

Estas proteinas, recuperadas por ultrafiltragcdo, podem enriquecer
determinados alimentos, como massas ou snacks, durante o processo de

extrusao.

A extrusdo € um processo onde as matérias-primas, sob diversas
condicbes de mistura, aquecimento e cisalhamento, sdo transformadas em
novos produtos, com diferentes formas e propriedades funcionais. As variaveis
de processo, internas ou externas, podem ser balanceadas a fim de se obter as

caracteristicas desejadas no produto final.

Dentre as aplicagcdes da tecnologia de extrusdo tem-se a elaboragao de
produtos expandidos (snacks) ou nao (pellets), a preparagao de proteinas
texturizadas, a producgao de cereais matinais, o preparo de alimentos infantis e

a producéao de ragao animal.

A extrusdo, usando extrusor de duplo parafuso, tem a capacidade de
misturar duas fontes de proteinas fisicamente diferentes em um novo material
com qualidade protéica superior. A mistura de proteina animal com alguma
fonte mais barata de proteina, como a vegetal, tem sido estudada por alguns

pesquisadores (Camire e colaboradores, 1990).
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Este trabalho de pesquisa teve por objetivo o estudo da utilizagdo de
membranas de ultrafiltragdo na recuperacao de proteinas presentes nas aguas

residuais do processamento de lula em conserva.

Il.1 — Objetivos especificos

Avaliar o efeito da retengcdo nominal das membranas sobre a retengéo de

proteinas presentes na salmoura residual.

e Avaliar o efeito do pH da salmoura sobre a retencdo de proteinas por

ultrafiltragéo.

e Avaliar o efeito da velocidade tangencial e da pressdo aplicada a

membrana sobre a reteng¢ao de proteinas presentes na salmoura residual.

e Avaliar o perfil protéico da salmoura residual do processamento de lula em

conserva.

e Auvaliar alternativas de aplicacdo do concentrado protéico obtido.
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I1l.1 — Caracteristicas da Lula

A lula (Figura IlIl.1) € um representante da classe Cephalopoda,
pertencente ao filo Mollusca, que possui o corpo dividido em cabeca, tentaculos
e massa visceral (Boyle, 2000). Seu manto, principal parte comestivel, é
formado por tecido muscular estriado, apresentando proteinas miofibrilares,

sarcoplasmaticas e colagénicas.

A abundancia de lula é fortemente influenciada pelas condicdes
ambientais, como temperatura e salinidade da agua. Segundo Bellido e
colaboradores (2001), a abundancia e distribuigdo de cefalopodes podem

flutuar de ano a ano, limitando sua exploragao.

A lula apresenta um sistema locomotor bastante evoluido, podendo
rastejar, utilizando os tentaculos com suas ventosas, ou nadar, utilizando as
nadadeiras, que também funcionam como leme. O sifao serve para controlar a

direcdo do movimento.

Nadadeiras
Sifao

Figura Ill.1. Representagao esquematica da lula
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A porcao comestivel de um pescado esta na faixa de 30% a 65%
enquanto a quantidade de proteina varia entre 15,9% e 21,2%, dependendo da
espécie. O manto de lula, que corresponde a 50%, apresenta teor de proteina
que varia de 13% a 22% (El-Dashlouty e colaboradores, 1984; Suzuki, 1987).

Segundo Sikorski e Kolodzieljka (1986), no manto da lula a porcentagem
de proteinas miofibrilares varia entre 65% e 80%, enquanto 11% a 15% sao
sarcoplasmaticas e de 3% a 16% s&o colagénicas. Essa grande variagéo
ocorre ndo apenas entre diferentes espécies, mas também para uma mesma
espécie, em funcdo de fatores bioldgicos, sazonais e da propria técnica de

manipulagéao.

[ll.2 — Caracteristicas das principais proteinas

[1l.2.1 — Proteinas sarcoplasmaticas

As proteinas sarcoplasmaticas sdo formadas por muitos tipos de
proteinas soluveis em agua ou em solugdes salinas diluidas, com forga iGnica
menor que 0,14 M (Ogawa e Maia, 1999). Estas proteinas coagulam pela agao
do calor e se aderem as miofibrilares. Este fendbmeno impede a formacao de
gel. Em vista disto, os pescados s&o lavados para eliminar as proteinas

sarcoplasmaticas.

Entretanto, do ponto de vista nutritivo, as proteinas sarcoplasmaticas
nao sao inferiores as miofibrilares. Desta forma, estudos tém sido realizados a
fim de aproveitar as proteinas que séo eliminadas nas aguas de lavagem dos
pescados, como por exemplo, no processo de fabricagdo de surimi (massa de
actomiosina preparada a partir de espécie de pescado pouco valorizado e de

dificil comercializagdo).



Lula 11

[11.2.2 — Proteinas miofibrilares

As proteinas miofibrilares incluem miosina, actina e proteinas
reguladoras da fungdo muscular tais como tropomiosina, troponina e actinina.
Elas representam de 66% a 77% das proteinas totais no musculo de pescado e
tém papel importante na coagulagao e formagao de géis, quando se processa o
musculo de pescado (Suzuki, 1987). Estas proteinas séo soluveis em solugdes
salinas mais concentradas, com forga ibnica maior que 0,5 M (Ogawa e Maia,
1999).

As miosinas sdo uma grande superfamilia de proteinas com um dominio
comum, que interage com actina, hidroliza ATP e produz movimento. De
acordo com as caracteristicas do dominio motor, os grupos de miosinas estéao

divididos em 15 classes distintas.

A classe Il € uma grande familia de miosinas, encontradas nos musculos
e no citoplasma de células animais. Esta classe foi descoberta ha mais de 60
anos e as proteinas sao chamadas de miosinas convencionais, pois foi a Unica
classe conhecida durante décadas. A classe | foi a segunda a ser descoberta e
as classes subsequentes foram numeradas em ordem de descoberta dos

membros da classe (Sellers, 2000).

As miosinas constituem de 50 a 55% das proteinas miofibrilares,
apresentam uma grande quantidade de aminoacidos carregados positiva ou
negativamente e seu ponto isoelétrico é de 5,4 (Guimaraes e colaboradores,
2005).

As moléculas de miosina sao formadas por duas cadeias pesadas, com
massa molar de aproximadamente 200 kDa e varias cadeias leves, com
massas molares em torno de 20 kDa. As cadeias leves apresentam diferentes

perfis eletroforéticos, quando as subunidades de miosina s&o dissociadas por
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dodecil sulfato de sédio (SDS). Por isso, séo utilizadas para diferenciar as

diversas espécies de pescado (Suzuki, 1987).

As miosinas sao constituidas de trés dominios funcionais: o dominio
motor, que interage com a actina e liga ATP; o pescogo, que liga cadeias leves
ou calmodulina; e a cauda, que serve para ancorar e posicionar o dominio
motor, de forma que ele possa interagir com a actina (Sellers, 2000). Sua

representacéo esquematica esta apresentada na Figura 111.2.

A atividade ATPasica da miosina € muito influenciada pela presenga de
K*, Mg®* e Ca®". Em solugdes de cloreto de potassio a miosina se inativa na

presenca de Mg®" e se ativa com Ca*".
A miosina do musculo de pescado € mais instavel que a miosina de

coelho, boi ou galinha. Ela se agrega mais rapidamente, entretanto, a

velocidade de agregacao depende da espécie de pescado (Suzuki, 1987).

Sitio ligante

/Al

'Tg ‘
Al .v-
Cadeia leve h‘"

motor essencial

Pescogo

[X

Cadeia leve
regulatéria
)

¥

- .0

Regidio ligante
da Actina

Figura Ill.2. Representagdo esquematica da estrutura da miosina (Fonte:
NHLBI, 2005).
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A actina constitui de 20% a 25% das proteinas miofibrilares e é
composta por subunidades globulares (actina G) que se polimerizam formando
unidades de uma proteina fibrilar (actina F), que se entrelagam duas a duas em

hélice, forma caracteristica do filamento de actina (Figura II1.3).

A actina é rica em prolina e seu ponto isoelétrico € de aproximadamente
4,7 (Guimaraes e colaboradores, 2005). Suas moléculas apresentam massa
molar em torno de 43 kDa, ndo apresentando grandes diferengcas em fungao da
espécie de pescado estudada. Quando extraida do musculo, junto com a

miosina, forma a actomiosina (Suzuki, 1987).

A actomiosina € o complexo originado durante a contragdo muscular; as
cabecgas de miosina formam pontes com os filamentos de actina (Figura I11.4). A
actomiosina constitui a maior parte das proteinas miofibrilares presentes no
musculo em rigor mortis; contudo, nos animais vivos ela € um composto
transitério, uma vez que as pontes formadas se rompem durante a fase de
relaxamento muscular (Guimaraes e colaboradores, 2005). As caracteristicas
da actomiosina sdo semelhantes as da miosina, com acado enzimatica que

degrada o ATP em ADP e fosforo inorganico (Suzuki, 1987).

A tropomiosina e a troponina séo proteinas responsaveis pela contragcao
muscular. A massa molar da tropomiosina é de 68 kDa, sendo formada por
duas cadeias polipeptidicas enroladas. E uma proteina termoestavel que pode

ser facilmente extraida pela acéo do calor.

A troponina é necessaria para que a tropomiosina atue como fator
relaxante do musculo e apresenta trés subunidades, com fung¢des bioldgicas
distintas: a troponina T (TnT), subunidade ligante de tropomiosina com massa
molar de 45 kDa, a troponina | (Tnl), subunidade inibidora da interagao actina-
miosina com massa molar de 25 kDa e a troponina C (TnC), subunidade ligante

de calcio com massa molar de 18 kDa (Ojima e colaboradores, 2001).
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Actina

Complexo Tropomiosina

de troponina

Sitio ligante de miosina
{bloqueado pela tropomiosina)

Quandoe o cilcio se liga

a0 TnC a tropomiosina se move
e o sitio ligante da miosina passa
a ficar exposto

Figura 1l1.3. Representacdo esquematica da estrutura da actina
Altmann, 1998).

(Fonte:
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Cabeca da roosina

Troporniosina

botima

Sitio atfo da
Iminsina

Troponira

Figura lll.4. Representacdo esquematica da formacédo da actomiosina (Fonte:
MREROH, 2005)

[11.2.3 — Proteinas Estromaticas

Os principais componentes das proteinas estromaticas sao o colageno e
uma pequena fragdo de elastina. Estas proteinas séo insolluveis em agua e

solugdes salinas (Ogawa e Maia, 1999).

O colageno forma o principal tipo de fibra extracelular, influenciando
muito na maciez da carne. Existem fibras de colageno em todos os tecidos e
orgaos, incluindo os musculos, onde a distribuicdo das mesmas nao é
uniforme, apresentando alguma relacdo com a atividade fisica. A glicina
representa cerca de um tergco do conteudo total de aminoacidos do colageno e
a prolina e hidroxiprolina as outras tergas partes (Guimaraes e colaboradores,
2005).
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I11.3 — Proteinas encontradas em lula

As principais estruturas do manto da lula sdo miosina e actina (Konno e
colaboradores, 1979). Contudo, existem outras proteinas que podem ser

encontradas no manto, ou em outras partes da lula.

O musculo dos animais invertebrados contém wuma proteina
caracteristica, a paramiosina, que nao esta presente no musculo dos
vertebrados. A quantidade de paramiosina dentre as proteinas miofibrilares
varia de acordo com a espécie e o tipo de musculo. O musculo estriado de lula

apresenta paramiosina, em torno de 14% (Sano e colaboradores, 1986).

Stanley e Hultin (1987) reportaram que o perfil eletroforético do manto de
lula, mesmo sob congelamento, apresenta cadeia pesada de miosina (200
kDa), cadeia leve de miosina (20 a 30 kDa), paramiosina (110 kDa) e actina (40
a 45 kDa). Watanabe e colaboradores (1986) sequenciaram uma cadeia leve

de miosina do manto de lula e observaram 159 residuos de aminoacidos.

Varios tipos de proteinases sdao encontrados no manto de lula, como por
exemplo, miosinases. A destruicdo textural da carne de lula, durante a
estocagem, o cozimento e o processamento, ocorre, possivelmente, devido a

essas proteinases (Ebina e colaboradores, 1995).

Sukarno e colaboradores (1996) purificaram lipase do hepatopancreas
de lula, Ommastrephes bartramii. A massa molar média da enzima foi 33 kDa e
os valores 6timos de pH e temperatura foram em torno de 7,0 e 25°C,
respectivamente. A enzima apresentou atividade especifica sobre cadeias

saturadas e monoinsaturadas de triglicerideos.

Duas miosinases encontradas no manto de lula, miosinases | e II,
apresentam seu 6timo de atividade em pH 7,0 e temperatura de 40°C. A

primeira, com massa molar de 16 kDa, hidrolisa a cadeia pesada de miosina
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em fragmentos de 90 kDa e 130 kDa, enquanto a segunda, com massa molar
de 20 kDa, produz fragmentos de 65 kDa e 158 kDa (Okamoto e
colaboradores, 1993).

Entretanto, a miosinase encontrada no figado de lula, miosinase llI,
apresenta massa molar de 45 kDa e é capaz de hidrolisar a cadeia pesada de

miosina em fragmentos de 100 kDa e 120 kDa (Tamori e colaboradores, 1999).

Nozawa e colaboradores (1997) purificaram e caracterizaram uma
transglutaminase do musculo de lula (Todarodes pacificus). Segundo os
autores, a atividade da transglutaminase aumenta com a concentracdo de

cloreto de sddio e de cloreto de potassio.

Durholtz e colaboradores (1999) investigaram as proteinas presentes
nos statoliths lula, pequenas estruturas calcificadas que servem para estimar a
idade da lula. Os autores extrairam e separaram as proteinas em duas fracoes,
uma soluvel e outra insoluvel em agua. O perfil eletroforético da fracéo
insoluvel mostrou oito bandas de proteinas, com massas molares na faixa de
25 a 200 kDa, enquanto no da fragcao soluvel apenas uma banda de proteina foi

observada, com massa molar em torno de 100 kDa.

A lula apresenta proteoglicanas na sua cartilagem cranial. O tecido
contém trés populagdes, D1D1A, D1D1B e D1D2, que diferem no tamanho de
suas proteinas deglicosiladas, 350, 290 e 300 kDa, respectivamente. Vynios e
colaboradores (2000) reportaram que estas proteinas sdo responsaveis pela
heterogeneidade das proteoglicanas, visto que o tratamento enzimatico do
nucleo protéico gerou diferentes peptideos de cada populagdo e que estas
proteinas nucleares possuem estruturas primarias diferentes. Os autores
também observaram que apenas as populagdes de alta massa molar, D1D1A e

D1D2, foram capazes de interagir com o colageno.
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Ito e Habuchi (2000) purificaram e caracterizaram uma enzima presente
na cartilagem de lula, a N-acetilgalactosamina 4-sulfato 6-O-sulfotransferase,
capaz de transferir sulfato de 3’-fosfoadenosina 5’-fosfosulfato para a posi¢cao 6

do residuo N-acetilglicosamina 4-sulfato.

Um novo membro da classe de proteinas motoras miosina-V, squid
p196, encontrada no axoplasma e nos lobulos 6pticos de lula, foi identificado. A
faixa de massa molar das proteinas desta classe ainda é desconhecida e esta
proteina € o segundo membro da classe miosina-V a ser purificado. Contudo,
sua sequéncia de aminoacidos mostrou que esta proteina é mais parecida com
as da classe miosina-V de vertebrados do que de Droshoiphila e levedura
(Cohen, 2001).

Fujii e colaboradores (2002) extrairam uma proteina do 6rgao fotogénico
de lulas oceénicas. A proteina apresentou massa molar de 60 kDa e sob luz

UV emitiu fluorescéncia, sendo caracterizada como uma fotoproteina.

Crookes e colaboradores (2004) relataram a presenga de proteinas
incomuns nos tecidos reflexivos de lula (Euprymma scalopes). As proteinas
tém uma composicdo incomum, com quatro residuos relativamente raros,
tirosina, metionina, arginina e triptofano, e diversos residuos comuns, como

alanina, isoleucina, leucina e lisina.

Miura-Yokota e colaboradores (2005) estudaram uma proteina da lula
Todarodes pacificus. Os autores observaram que a proteina, que possui massa
molar de 28 kDa, esta presente no musculo do manto, nas barbatanas e nos
tentaculos, mas n&o no figado da lula, e possui significante grau de homologia

a tropomiosina.



Lula 19

[1l.4 — Aplicagdes das proteinas encontradas em lula

O comportamento das proteinas miofibrilares & de interesse tecnologico
para determinar a qualidade final de produtos carneos, pois as caracteristicas
funcionais e texturais da carne dependem, principalmente, das suas proteinas

miofibrilares (Paredi e colaboradores, 1996).

Sukarno e colaboradores (1996) investigaram o uso do hepatopancreas
de lula como fonte de lipase. O uso deste 6rgdo, normalmente descartado
durante o processamento de lula, pode diminuir a poluicdo ambiental e

aumentar o valor econémico do residuo.

A transglutaminase, encontrada no musculo de lula, € uma enzima que
melhora as propriedades funcionais e reoldgicas das proteinas dos alimentos

(Nozawa e colaboradores, 1997).

A preparacgao de produtos a base de gel significa um potencial aumento
para o consumo de lula, porém, os géis feitos do musculo de lula tendem a ser
de baixa forga e capacidade de adsor¢do de agua (Perez-Mateos e
colaboradores, 2002). Entretanto, a paramiosina, proteina presente no musculo
estriado de lula, altera consideravelmente a textura caracteristica dos produtos
a base de gel, feitos a partir da carne de invertebrados. Os géis cozidos ficam
mais elasticos e tém maior aderéncia devido a adicdo de uma pequena

quantidade de paramiosina (Sano e colaboradores, 1989).

A lula também pode ser utilizada como fonte suplementar de proteinas
na alimentagcdo de camardes. Segundo Cordova-Murueta e Garcia-Correfio
(2002), pequenas quantidades de proteina seca de lula no alimento, em torno
de 3%, sao suficientes para aumentar o desempenho do cultivo de camardes

P. vannamei.
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Nos processos de separagdo com membranas a corrente de
alimentacgao é fracionada em duas correntes: o retido ou concentrado, material
que nao atravessa a membrana; e o permeado, fragdo que foi capaz de
atravessar a membrana. O transporte de matéria através da membrana ocorre

em funcao da forga motriz aplicada e da morfologia da membrana.

Os processos comerciais de separagdo com membranas utilizam como
forga motriz o gradiente de potencial quimico (Au) ou o gradiente de potencial
elétrico (AE). Para sistemas isotérmicos, o gradiente de potencial quimico pode
ser expresso em termos do gradiente de presséo (AP) e de concentragao (AC).
Na Tabela IV.1 estdo apresentados os principais processos de separagdo com

membranas em fung¢ao da forca motriz aplicada a membrana.

Tabela IV.1. Principais processos de separacdo com membranas

Processo

Forca Motriz

Retido

Permeado

Microfiltragdo (MF) AP particulas suspensas, sélidos dissolvidos,
(1 -5 atm) bactérias, agua agua
Ultrafiltragédo (UF) AP macromoléculas, pequenas moléculas,
(1 -7 atm) proteinas, agua sais, acidos, agua
Nanofiltragéo (NF) AP pequenas moléculas, ions monovalentes,
(5— 25 atm) acidos, agua sais, agua
Osmose Inversa (Ol) AP todos os solidos, agua agua
(7 — 60 atm)
Pervaporacao (PV) Pressédo de moléculas nao volateis, pequenas moléculas
Vapor agua volateis, agua
Dialise (D) AC macromoléculas, agua pequenas moléculas,
agua
Eletrodialise (ED) AE solutos nao ibnicos, ions, agua

agua

Fonte: Cheryan (1998)
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As membranas podem ser classificadas quanto a sua estrutura
morfolégica em densas ou porosas e, dependendo da disposicdo do material
ao longo de sua secao transversal, podem ser classificadas como isotropicas
(simétricas) ou anisotropicas (assimétricas). A representagdo esquematica da

morfologia de membranas sintéticas esta apresentada na Figura IV.1.

A maior parte das membranas sintéticas € preparada a partir de
materiais poliméricos ou materiais inorganicos, como metais e ceramicas. As
membranas inorganicas apresentam maior resisténcia térmica e quimica,
porém sao bem mais caras do que as poliméricas. A Tabela IV.2 apresenta

uma comparagao das propriedades de membranas organicas e inorganicas.

Membranas Isotrépicas
porosa porosa densa

IRN0D 5%

Membranas Anisotrépicas

densa (integral) porosa densa (composta)

Y N e

Figura IV.1. Representagdo esquematica da morfologia de diferentes

membranas sintéticas (Habert e colaboradores, 2003).

As membranas sao acondicionadas em unidades basicas, chamadas
modulos, e sua configuragao pode ser plana ou tubular. Os principais modulos
disponiveis no mercado sao: médulo quadro e placas e modulo espiral, que
utilizam membranas planas; e tubular e fibras ocas, que utilizam membranas
tubulares (Neves, 1999).
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O moddulo congrega todas as estruturas necessarias para viabilizar a
operagao da unidade de separagdo e, além das membranas, contém as
estruturas de suporte da pressao, do vacuo ou da corrente elétrica aplicada ao

sistema e os canais de alimentagcao e remocao do permeado e do concentrado.

O projeto dos mdédulos deve ser feito objetivando limitar o acumulo de
material retido pela membrana, maximizar a superficie da membrana por
volume de mdédulo e evitar a contaminagcdo do permeado com o material
concentrado, além de oferecer simplicidade no manuseio, baixo volume morto

e permitir a limpeza eficiente da membrana.

Tabela 1V.2. Comparacédo das propriedades de membranas organicas,

utilizadas em MF, UF, NF e Ol e inorganicas, utilizadas em MF e UF

Propriedades Membrana Orgénica Membrana Inorgénica
Resisténcia térmica Acetato de celulose < 40°C Ceramicas < 250°C
Polisulfona < 90°C Carvao/grafite < 180°C
Aramida < 45°C Aco < 400°C

Poliacrilonitrila < 60°C

Polipropileno < 70°C

Faixa de pH Maioria dos polimeros: 2-14 0-14

Acetato de celulose: 4,5-6,5

Resisténcia mecéanica Média a ruim, necessitam de suporte Boa
Tolerancia a materiais Depende do tempo de contato e da Boa
oxidantes concentracao do oxidante, a maioria

dos polimeros nao resiste a oxidantes

Vida util 5 anos 10 anos

Fonte: Cardot (Citado por Schneider e Tsutiya, 2001).
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IV.1 — Ultrafiltracao

A Ultrafiltracdo (UF) € um dos processos de separagdo com membranas
que utiliza o gradiente de pressdo como forga motriz. O transporte de matéria
entre os dois lados da membrana ocorre pelos poros, através de um
mecanismo convectivo e a seletividade é funcado da diferenga entre o tamanho
dos poros da membrana e dos componentes da mistura a ser fracionada
(Figura IV.2).

A massa molar média dos solutos retidos pelas membranas de
ultrafiltracado esta na faixa de 1 a 500 kDa, sendo possivel reter proteinas e
macromoléculas, enquanto sais, agucares e acidos passam pela membrana. A
pressao aplicada pode variar de 1 até 10 bar, dependendo do tipo de material
da membrana, da configuragao do sistema e das caracteristicas do soluto que

se deseja separar.

; ool s ° " * o “ e
Alimentagio . & *, o * . | Retido
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Figura IV.2. Esquema da ultrafiltracdo operando com alimentagéo tangencial
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O fluxo volumétrico (J,) através da membrana ¢é diretamente
proporcional a diferenca de pressao aplicada (AP) e pode ser descrito pela Lei

de Darcy (Equacéo IV.1):

J, =kxAP Eq. IV.1

onde k é o coeficiente de transferéncia de massa, que engloba os parédmetros

estruturais e as propriedades do fluido. (Mulder, 1991).

Em se tratando de membranas porosas, o fluxo pode ser expresso em
funcdo da permeabilidade (Lp) da membrana (Equagéo 1V.2). A permeabilidade
da membrana pode ser entendida como a maior ou menor facilidade que a

membrana oferece a passagem de solvente.

J, =L, xAP Eq. IV.2

Inversamente, o meio oferece uma resisténcia (R) ao transporte de

materia, que pode ser expressa pela Equacgao IV.3.

1
J, = —xAP
TR Eq. IV.3

onde n = viscosidade da solugcdo que permeia a membrana

A maioria das membranas de ultrafiltracdo € assimétrica. O
desenvolvimento destas membranas representou um grande avango para a
utilizacdo industrial dos processos com membranas, porque elas combinam

alta seletividade com alta permeabilidade (Cheryan, 1998).

As membranas assimétricas apresentam uma distribuicdo no tamanho

na sua superficie, podendo reter de maneira diferente solutos de massas
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molares distintas. A Figura IV.3 apresenta uma representagdo esquematica de
uma membrana assimétrica. A seletividade da membrana para um dado soluto

é dada pelo Coeficiente de Rejeicéo (Equacéo 1V.4):

C
R=1-—= Eq. IV.4
C, qg. IV.
onde Cp = concentragao do soluto no permeado
Co = concentracao do soluto na alimentagao.

Figura 1V.3. Representacdo esquematica da estrutura de uma membrana

assimétrica (Cheryan, 1998)

Desta forma, as membranas de ultrafiltracdo sdo geralmente
especificadas pela sua retengao nominal (cut off), que é definida como sendo o
valor da massa molar do soluto para o qual a membrana apresenta rejeicéo de
95%. As curvas de retengao, tipicas das membranas de ultrafiltragdo, estdo

representadas na Figura IV .4.
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Figura IV.4. Curvas de retencdo nominal tipicas das membranas de

ultrafiltracdo (Habert e colaboradores, 2003).

As membranas de ultrafiltracdo sao geralmente preparadas pelo

processo de inversao de fase, a partir de materiais poliméricos, tais como:

v poli(sulfona) (PS);
poli(etersulfona) (PES);
fluoreto de poli(vinilideno) (PVDF);
poli(acrilonitrila) (PAN);
acetato de celulose (AC);
poli(imida (PI);
poli(eter imida) (PEI)
v' poli(amida).

AN NN N NN

ou por materiais inorganicos, como alumina, através da técnica sol-gel (Mulder,
1991). A Figura IV.5 mostra um corte da se¢ao transversal de uma membrana

de ultrafiltracao assimétrica de polisulfona.
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Figura IV.5. Secao transversal de uma membrana de ultrafiltracdo assimétrica

de polisulfona (Cheryan, 1998).

Segundo Cheryan (1998), polisulfona e polietersulfona sdo materiais

muito utilizados para aplicacbes em UF e MF devido as suas caracteristicas:

0]

resisténcia térmica: geralmente suportam temperaturas de até 75°C,
sendo que alguns fabricantes reportam que suas membranas resistem a
temperaturas de até 125°C;

podem ser continuamente expostas a valores de pH entre 1 e 13;
apresentam boa resisténcia ao cloro, suportando solugdes de limpeza
com até 200 ppm em cloro;

permitem grande variedade de configuragbes e médulos na fabricagao
de membranas;

apresentam boa resisténcia quimica a hidrocarbonetos alifaticos,
hidrocarbonetos halogenados, alcoois e acidos;

permitem a obtencdo de uma ampla faixa de tamanhos de poro (1000
Daa0,2 um).

Os fluxos permeados em ultrafiltragéo estdo, em geral, na faixa de 150 a

250 L/h.m?. Porém, em funcéo dos problemas de polarizacéo de concentragdo

e fouling, fluxos bem menores podem ser obtidos durante a ultrafiltragao.
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IV.2 — Manutencéo do fluxo de permeado

Um dos maiores problemas enfrentados nos processamentos com
membranas é a queda do fluxo de permeado, ocasionada pela polarizagao de
concentragao e/ou pelo fendmeno de fouling, que se agrava quando a solugao
a ser tratada contém proteinas. Em vista disto, varios estudos tém sido
realizados no sentido de minimizar este problema e permitir a manutencdo do

fluxo.

IV.2.1 — Polarizag&o de concentragéo

A polarizagao de concentracao é o fendmeno causado pelo aumento da
concentracao das espécies retidas proximo a superficie da membrana. Nas
operagbes em fluxo cruzado (cross flow) a polarizagdo de concentragdo se
estabelece rapidamente e provoca uma resisténcia adicional a transferéncia de
massa através da membrana, acarretando uma acentuada reducao do fluxo de

permeado.

Este fendbmeno ¢é fortemente influenciado pelas condicdes de
escoamento da corrente de alimentacéo. A medida que a velocidade tangencial
da alimentagcdo aumenta, o nivel de polarizagao diminui e o fluxo permeado
aumenta. Além disto, a polarizagdo de concentracdo é reversivel; quando se
termina o processamento e efetua-se a Ilimpeza da membrana, a

permeabilidade é restaurada (Habert e colaboradores, 2003).

IV.2.2 — Fouling

E um conjunto de fendmenos que ocorrem durante os processos com

membranas, mesmo com operacdo em fluxo cruzado, acarretando uma

reducdo do fluxo permeado continuamente com o tempo, sendo considerado
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de natureza total ou parcialmente irreversivel. Entre estes fenbmenos estido: a
adsorcao de moléculas do soluto na superficie ou nas paredes dos poros da
membrana; o entupimento de poros por espécies em suspensdo; o depdsito de
material sobre a superficie da membrana com a formagdo de uma torta de

filtracdo, ou geleificacdo da solugéo.

A Figura IV.6 mostra uma representacdo esquematica da redugédo do
fluxo permeado com o tempo em funcdo dos fenbmenos de polarizagcdo de

concentracgéao e fouling.

| Solvente Puro

B e r m— e f b S—  § — 7 mm— & E—

AP constante

Solugao

Fluxo Permeado

T T Tempo

Polarizagdio de )
Concentragio “Fouling

Figura IV.6. Representacdo da reducédo do fluxo permeado com o tempo de
operagao, causada pelos fendmenos de polarizacdo de concentracao e fouling
(Habert e colaboradores, 2003).

Em virtude destes fenbmenos, a resisténcia ao transporte de matéria

através da membrana é aumentada, caracterizando um novo modelo de
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transporte, o modelo das resisténcias, onde o fluxo de permeado passa a ser
descrito pela Equacao IV.5. As resisténcias adicionais a transferéncia de
massa, causadas pelos fenbmenos de polarizacdo de concentragao e fouling

estéo representadas na Figura IV.7

1
Jy, = ——xAP Eq. IV.7
Y 77RTot 7

R =Ry + Ry + R, + Ry + R,

onde n = viscosidade da solugdo que permeia a membrana,;
Rrot = resisténcia total a transferéncia de massa através da membrana;
R = resisténcia ao transporte através da membrana;
R, = resisténcia adicional ocasionada pelo fendbmeno de adsorcgéo;
Ry, = resisténcia adicional relativa ao bloqueio de poros;
Ry = resisténcia adicional relativa a formacéo da camada gel;
R,c = resisténcia adicional relativa ao fendbmeno de polarizagcdo de

concentracgao.

Em fungdo da natureza da membrana, das espécies dissolvidas ou em
suspensdo e das condi¢cdes de operagao, estas resisténcias adicionais podem
contribuir de maneira diferente para a resisténcia total. A resisténcia relativa ao
problema de adsorcdo na superficie da membrana e nas paredes dos poros €
funcado das interacdes fisico-quimicas que ocorrem entre os componentes da
solugdo e a membrana, podendo ser agravada pela presenga de proteinas na

solucgao.

A formagdo da camada gel sobre a membrana ocorre quando a
concentracdo de macromoléculas préxima a superficie da membrana alcanca
um valor critico; a partir dai, qualquer aumento de pressao acarreta uma maior
compactagao e, consequentemente, o fluxo torna-se constante, o chamado
fluxo limite (Matta, 1999).
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Alem da reducao do fluxo permeado, o fouling pode ter outros efeitos
sobres os sistemas com membranas, tais como diminuicdo da rejeicao de
solutos; aumento da quantidade de sais precipitados; maior diferencial de
pressdo ao longo do canal de alimentagédo; contaminagdo do permeado;
biodeterioracdo da membrana; biodeterioracdo de componentes do madulo,
degradacédo quimica da membrana e redugao do tempo de uso da membrana
(Schneider e Tsutiya, 2001).

Fluxo Permeado

<

Ra
Rm
Rb
Rg
sentido de escoamento
Rpc da alimentagéo

Figura IV.7. Representagdo esquematica das resisténcias a transferéncia de
massa nos processos de separagdo com membranas. R, — resisténcia da
membrana; resisténcias adicionais: R, — adsorc¢do, Ry — bloqueio de poros, Ry —

camada gel, Ryc — polarizagédo de concentracdo (Mulder, 1991).
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IV.2.3 — Técnicas empregadas no controle dos fenédmenos que

causam areducéo do fluxo permeado

As técnicas empregadas para o controle do fouling envolvem: pré-
tratamento da alimentagdo; ajuste das condi¢gbes operacionais, tais como
pressao, velocidade tangencial e temperatura; retrolavagem; regeneragao da

membrana, através de limpeza quimica; e modificagdes na membrana.

» Modificagdes nas caracteristicas da membrana

A adsorcao de proteinas depende da composi¢cao e da morfologia das
membranas. As caracteristicas do material da membrana, tais como
hidrofobicidade e polaridade, podem ser determinadas através da medida do
angulo de contato formado entre a membrana e a solugdo (Huang e

colaboradores, 1999).

A modificacdo da interface das membranas e o uso de novos materiais,
como, por exemplo, membranas inorganicas, sao ferramentas importantes para
resolver os problemas de fouling enfrentados quando s&o aplicados os

processos com membranas (Cuperus, 1998).

O efeito da morfologia da membrana sobre o problema de bloqueio de
poros, causado pela deposigcdo de proteinas, durante a microfiltracdo, foi
estudado por Ho e Zydney (1999). Apds testarem membranas de diferentes
materiais, os autores observaram que a taxa de declinio do fluxo de permeado
foi muito menor para membranas com poros interconectados, uma vez que o
fluido pode fluir em torno dos poros bloqueados, através da estrutura de poros

interconectados.

Palacio e colaboradores (1999) estudaram a adsorcdo de proteina do
soro bovino (BSA) sobre membranas de ultrafiltragdo, investigando como as

propriedades das superficies das membranas e das proteinas afetam a



Ultrafiltragédo 34

adsorgao. Eles utilizaram trés membranas compostas, poliamida aromatica
suportada em polisulfona, com retencdo nominal de 2000, 3500 e 15000 g/mol
em trés diferentes valores de pH. Os autores observaram que as membranas
apresentaram carga negativa em solugdes de cloreto de potassio e que, para
altas concentracdes de proteina, a adsorgao praticamente independe do pH do

meio.

Para Martin e colaboradores (2002) a adsorgédo de proteinas pode ser
estudada como uma funcdo das forcas eletrostaticas entre o soluto e a
membrana. Eles microfiltraram gama-globulina em uma membrana de alumina,
com tamanho nominal de poro de 0,1 ym, e observaram um maximo de

adsorg¢ao quando a interagao eletrostastica foi igual a zero.

Carié e colaboradores (2000) investigaram a adsorgcao de proteinas do
soro, sob condigdes estatica e dinamica, utilizando duas membranas
inorganicas diferentes, uma de zirconia, com didmetro médio de poro de 50 nm,
e uma de alumina, com didmetro médio de poro de 200 nm. Os estudos de
adsorgao estatica indicaram que o material da membrana e o tamanho de
poros tém uma influéncia consideravel sobre a quantidade de proteinas
adsorvidas e que o mecanismo de fouling foi diferente entre as duas

membranas.

A ultrafiltragdo, utilizando membranas convencionais, pode ser
associada a eletroforese para aumentar o fluxo de permeado e reduzir os

problemas de fouling (Zhou e colaboradores, 2000).

Jones e O’Melia (2001) estudaram o comportamento da adsor¢ao de
proteina e &acido humico durante a ultrafiltracdo, utilizando membranas
poliméricas com retencdo nominal de 30, 50 e 100 kDa. Os autores
observaram que a adsorgao de acido humico aumenta com a diminui¢cao de pH
e que uma dada massa de acido humico adsorvido causa maior resisténcia do

que uma massa equivalente de proteina adsorvida, pois o acido humico pode
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adsorver dentro dos poros da membrana, aumentando a resisténcia hidraulica
do fluido.

Hasegawa e colaboradores (2001) prepararam uma membrana
polimérica composta, com a superficie resistente a adsorcédo de proteinas, para
ser usada em hemodiadlise. Os grupos polares fosfolipidicos tornam a
membrana mais compativel com o sangue e mais hidrofilica, e a interacéo

entre a superficie da membrana e as proteinas fica enfraquecida.

Noordman e colaboradores (2002) estudaram os efeitos da forga ibnica
sobre a ultrafiltracdo de solugdes de proteinas, utilizando uma membrana plana
de polietersulfona, com retencdo nominal de 30 kDa. Eles observaram que o
fluxo de permeado depende das condicbes da solugdo e aumenta com a

diminui¢cao da forga idnica.

» Retrolavagem

Uma das técnicas utilizadas para resolver o problema de fouling, durante
a microfiltragdo, € o retropulso (backpulsing), que consiste na aplicagdo de
pequenos pulsos de pressdo do lado do permeado, causando pequenos
periodos de fluxo através da membrana no sentido inverso ao da filtragao. O
fluxo inverso pode desbloquear os poros da membrana ou remover as
particulas depositadas sobre a mesma, aumentando o fluxo de permeado e a

passagem de solutos (Levesley e Hoare, 1999; Meacle e colaboradores, 1999).

A retrolavagem € um processo rapido, que dura de 30 segundos a um
minuto, sendo que o permeado € descartado. Os procedimentos mais
importantes sao:

o retrolavagem tangencial — bombeamento do permeado pelo canal de
concentrado em diregdo contraria a filtragdo, usada principalmente em

membranas tubulares e de fibras ocas;
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o retrolavagem frontal — bombeamento do permeado através da
membrana em sentido contrario ao da filtracao (Figura 1V.8);

o retrolavagem com ar comprimido — bombeamento de ar comprimido
com alta pressao pelo canal do permeado; quando utilizada com

membranas de fibras ocas é a mais eficiente.

A retrolavagem normalmente ndo € aplicada em modulos espirais,
devido ao risco de bloqueio dos canais de alimentacéo, por pedacos de tortas
(Schneider e Tsutiya, 2001).

Remocao da torta de filtro Descarga do material removido
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Figura IV.8. Representagao esquematica da técnica de retrolavagem (Brlgger,
2000)

» Regeneracdo da membrana

O tipo de agente quimico, sua concentragdo, as condi¢cdes e o tempo de
processo, afetam a eficiéncia da limpeza. Além disto, o fouling pode ser
quantificado pela resisténcia que aparece durante a filtracdo e a limpeza pode

ser especificada pela remogao desta resisténcia (Madaeni e colaboradores,
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2001). A Tabela IV.3 relaciona alguns agentes quimicos as suas principais

funcdes na limpeza de membranas.

O Tween 20, surfactante ndao anibénico, pode ser usado para resolver o
problema de adsorcdo de lisozima em membranas de polietersulfona e
zircbnia, sendo a eficiéncia de limpeza avaliada pela medida do angulo de

contato (Kaplan e colaboradores, 2002).

Tabela IV. 3. Componentes de solugdes de limpeza quimica de membranas

Componente Exemplo Concentracéao Funcéo

Detergente SDS Quebra de liga¢des
Triton 0,01 a 2% hidrofébicas na matriz.

. - Desnaturacgéao de
Aminas quaternarias

macromoléculas.

Dispersante Tripolifosfato 0,1a5% Solubilizacédo de particulas.
Agente caotropico Uréia 6-8 molar Quebra de pontes de H.
Quelante Neutralizagao de ions
EDTA divalentes como Ca*" e Mg
0,1a1% co-responsaveis pela
Citrato estabilizacao estrutural da

matriz do biofilme

Enzima Proteases, Quebra de macromoléculas
polissacaridases, 10 a 100 mg/L biologicas
lipases, estereases 9
Bissulfito de sédio 10 a 100 mg/L
Aminas quaternarias 0,1a1%
Biocida Formaldeldo 0131% _____ Inativagao de
microrganismos
Glutaraldeido 0,12 1% 9
Isotiazolonas 0,12 1%
Monocoloroaminas 0,1a1%

Fonte: Ridgway e Flemming (Citados por Schneider e Tsutiya, 2001).
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IV.3 — AplicacBes da tecnologia de membranas na separacdo de proteinas

A utilizagdo da tecnologia de membranas na recuperagdo e/ou
separacgao de proteinas tem sido estudada por diversos autores. A ultrafiltragcao
é frequentemente utilizada como etapa inicial na purificacdo de solucbes de
proteinas (Ho e Zydney, 1999; Noordman e colaboradores, 2002), pois permite
a concentragdo das substancias de alta massa molar assim como o
fracionamento das substéncias de baixa massa molar. Segundo Fierens e
colaboradores (2000), para que a retencéo seja eficiente, a retengao nominal
da membrana deve ser a metade ou um tergco da massa molar da proteina a

ser separada.

Entretanto, Darnon e colaboradores (2002), no seu estudo comparativo
sobre a ultrafiltracdo de solugdes simples e complexas, relatam que a escolha
da membrana para filtragdo de uma solugdo bioldgica real ndo pode ser feita
levando-se em consideracao apenas os resultados obtidos a partir da filtracao
de solugdes simples, pois a estrutura da camada dindmica que se forma, da
qual depende a seletividade, esta diretamente ligada as caracteristicas da

membrana e da solucgio.

Van Reis e Zydney (2001) reportaram que a filtragao tangencial de alto
desempenho é uma nova tecnologia para a purificagdo ou concentragao de
proteinas, pois permite separar monémeros de dimeros, baseando-se somente
nas diferencas de tamanho, e separar proteinas de mesmo tamanho, com base
nas diferencas de carga. Segundo os autores, a otimizagdo do pH e da forga
ibnica tem importante impacto sobre o comportamento das proteinas nos

sistemas com membranas.

A ultrafiltracdo € uma técnica com potencial para aplicagbes em grande
escala, quando grandes quantidades de proteinas precisam ser separadas
(Ghosh e Cui, 2000).
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Segundo Cunha e colaboradores (2002), a aplicagao da ultrafiltragdo na
fabricacdo de queijo inclui desde a padronizacdo do teor de proteinas até a
obtengao do pré-queijo liquido. Eles obtiveram fatores de concentragéo de até
4:1 e teor de proteina de 8,6%, quando utilizaram um sistema de fibras ocas,
com membranas poliméricas de retencdo nominal de 10 kDa, e pressao

transmembrana de 1,4 kgf/cmz.

Teixeira e colaboradores (1998) realizaram processamento de soro
acido de queijo por ultrafiltracdo, visando a obtencdo de um soro isento de
proteinas. A concentracdo protéica do soro, determinada pelo teor de
nitrogénio total, foi de 0,207% e o permeado obtido apresentou uma
concentracdo de 0,093%, mostrando que, nas condicdes testadas, obteve-se

uma reducao de 55% no teor de proteinas.

A tecnologia de membranas também pode ser empregada na
incorporagdo de proteinas do soro ao queijo. As proteinas podem ser
removidas do soro por ultrafiltracdo, sendo adicionadas ao queijo diretamente

na sua matriz ou por reciclo dentro do préprio soro de queijo (Hinrichs, 2001).

Roux e Belyea (1999) estudaram os efeitos da concentragdo, por
ultrafiltragao, sobre o valor nutricional de biosdlidos do processamento de leite.
Os autores observaram que a ultrafiltragdo, seguida de uma secagem
convencional, resultou em maiores concentragdes de nitrogénio (proteinas) e
matéria organica (energia). A concentracéo por ultrafiltracdo aumentou o valor
nutricional dos biosdlidos e eliminou a necessidade de coagulantes e

floculantes.

A recuperagdo de proteinas de um hidrolisado protéico de soja,
utilizando membranas de ultrafiltracdo de diferentes retencdo nominal, foi
estudada por Cabral e colaboradores (1999). O hidrolisado continha cerca de
20% de proteinas com massa molar média de 30 kDa. Com todas as

membranas testadas, de 100, 50, 20 e 10 kDa, foi possivel reter as proteinas
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presentes, sendo que o maior fluxo de permeado foi atingido com a membrana

de 100 kDa, como esperado teoricamente.

A tecnologia de membranas também é empregada na recuperagao de
proteinas soluveis de meios de fermentacdo e de suspensdes com alta
concentracdo de células. Membranas ceramicas tubulares, com tamanho de
poro de 0,2 um, podem ser utilizadas, associadas a aplicagao de retropulsos no

permeado, para a recuperagao destas proteinas (Levesley e Hoare, 1999).

Meacle e colaboradores (1999) utilizaram um sistema de fibras ocas,
com membranas de polisulfona e retencdo nominal de 0,1 um e 0,2 ym, para
purificar um conjugado proteina-polissacarideo. Os autores reportaram que

escolheram a microfiltracdo por permitir condicdes estéreis de processamento.

A influéncia da modificagdo quimica de membranas inorganicas sobre a
seletividade, na ultrafiltracdo de solugdes de proteinas, foi avaliada por
Rabiller-Baudry e colaboradores (2001). As membranas foram modificadas
para suportar grupos anibnicos (pirofosfato) ou catidnicos (etilenodiamina). Na
ultrafiltracdo de uma mistura de lisozimal/lactoferrina a melhor seletividade foi
observada com a membrana enxertada com grupos catiénicos, que permitiu

uma pureza de lisozima, no permeado, proxima de 100%.

Modrzejewska e colaboradores (2001) prepararam uma membrana de
quitosana e investigaram a separagado de compostos de alta massa molar. Eles
reportaram que as membranas retém proteinas com massa molar acima de 69
kDa, enquanto dextranas de 70 kDa e 200 kDa sao retidas em 30% e 75%,

respectivamente.
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IV.4 — Recuperacdo de proteinas presentes em residuos

Afonso e Borquez (2002) reportaram a utilizagcdo dos processos com
membranas, em particular a ultrafiltracdo e a nanofiltragdo, como alternativa no
tratamento de efluentes do processamento de peixe. Segundo os autores, as
aguas residuais da industria de peixe, geradas durante a produg¢do da carne de
peixe ou produzidas pela lavagem de surimi, apresentam elevada carga
organica, incluindo proteinas, associada a alta turbidez e odor desagradavel.
Por estas razdes, ndo podem ser descartadas sem um efetivo tratamento.
Entretanto, a taxa de concentragdo de proteinas por processos classicos, tais
como centrifugagcdo, secagem ou evaporagao, € muito baixa para ser

economicamente viavel.

As proteinas presentes nas aguas residuais de uma industria de peixe
foram recuperadas e concentradas por ultrafiltracdo, utilizando-se dois
diferentes médulos de filtragdo, um com membrana cerédmica de 0,1 um e outro
com membranas tubulares de polisulfona, com retencdo nominal de 20 kDa

(Mameri e colaboradores, 1996).

Segundo Huidobro e colaboradores (1998), a perda de proteinas de
peixe, por lixiviacdo, nas aguas residuais da elaboragédo de surimi pode atingir
até 30%. Eles recuperaram as proteinas soluveis da agua de lavagem
utilizando centrifugacao e ultrafiltragdo, em uma membrana de 30 kDa. O fator
de concentracio obtido foi de cinco vezes e o teor de proteina no concentrado

foi igual a 50 mg/mL.

Benjakul e colaboradores (1998) recuperaram e caracterizaram
proteinase da agua de lavagem de surimi de pescada através de aquecimento
6hmico, ultrafiltracdo e liofilizagdo. O perfil protéico da fragdo retida na

ultrafiltracao foi similar ao da solugao molecular.
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Segundo a avaliagdo econbmica realizada por Afonso e colaboradores
(2004), a ultrafiltracdo de efluentes da industria de peixes € uma técnica
economicamente viavel para a recuperagao de proteinas e a reducido da

poluicéo.

Alem disto, a ultrafiltracdo pode ser empregada no tratamento de
efluentes de outras industrias que trabalham com processamento de carne. Lo
e colaboradores (2005) utilizaram a ultrafiltragcdo para recuperar proteinas
presentes na aguas residuais do processamento avicola. Quase todas as
proteinas foram retidas pela membrana de polisulfona de 30 kDa e a DQO do
efluente foi menor que 200 mg/L. Apos otimizagdo das condi¢gdes de processo

o fluxo foi melhorado, alcangando um valor de 200 L/h.m?.

Desta forma, esses trabalhos de pesquisa corroboram para a hipotese
de que a ultrafiltracdo é uma alternativa para a recuperacao de proteinas,
devido as suas propriedades de separacao e fracionamento. Estas proteinas
podem ser usadas na industria de alimentos, em virtude de suas propriedades
emulsificantes, ou no enriquecimento de diferentes produtos como snacks e

massas.



Capitulo V
Extrusdo
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A extrusdo € um processo de tratamento térmico que, por uma
combinagao de calor, umidade e trabalho mecanico, modifica profundamente
as matérias-primas, gerando produtos de diferentes formas e com novas

caracteristicas funcionais e nutricionais.

A temperatura de cozimento, durante a extrusao, pode ser bem alta, 180
a 190°C, mas o tempo de residéncia é normalmente 20 a 40 segundos; por isso

o processo de extrusdo é chamado HTST — high temperature short time.

Os extrusores sdo capazes de desempenhar uma ou mais fungdes ao
mesmo tempo, enquanto processam um determinado alimento, tais como
mistura; gelatinizagéo; alteracdo de textura; desnaturagéo e texturizagdo de
proteinas; inativacao enzimatica; pasteurizacado e esterilizagao de alimentos e
microrganismos patogénicos; cozimento térmico; expansao; desidratagcao; entre
outras (Riaz, 2001).

Além disto, a tecnologia de extrusao oferece uma série de vantagens em
relagdo aos métodos tradicionais de processamento de alimentos:

e opcodes de processar uma variedade de produtos alimenticios mudando
um ingrediente secundario ou uma condi¢gao de processo;

e obtencao de diferentes formas, texturas, cores e aparéncias apenas em
funcado de pequenas mudancas nas condicdes de processo;

o eficiéncia energética;

e Dbaixo custo;

e disponibilidade de automatizagdo, com a maioria dos novos extrusores,
podendo aumentar a produtividade;

e aumento da qualidade do produto, pois o cozimento € feito num curto
espaco de tempo;

e poucos efluentes;

e facil escalonamento.
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A transformacédo das matérias—primas durante o processamento € um
dos fatores mais importantes para distinguir a extrusdo dos outros processos.
Outro fator é a taxa de umidade, que é relativamente baixa, se comparada a de

outros processos (Guy, 2001).

Os extrusores consistem basicamente de cinco partes: sistema de
alimentagdo, parafuso com mecanismo de acionamento, cilindro, matriz e
mecanismo de corte, podendo este ser acoplado ou ndo. Possuem um ou dois
parafusos giratorios encaixados firmemente dentro do cilindro. A rotagdo do
parafuso empurra a matéria-prima em direcdo a matriz, revirando-a e
pressionando-a contra as paredes do cilindro, exercendo sobre ela um trabalho
de cisalhamento, acarretando transformacdo da mistura em uma massa

uniforme (Figura V.1).

/4- Matéria pritna
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Plastificacio

Figura V.1. Representagao esquematica de um extrusor (Murray, 2000)
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V.1 — Par@metros importantes da extrusdo termoplastica

V.1.1 — Par@metros estruturais: matéria-prima

Os alimentos extrusados sao feitos a partir de diversas matérias-primas,
que contém materiais que exercem diferentes fungbes na formagao e
estabilizacdo dos produtos, além de promover cor, aroma, sabor e qualidade

nutricional nos diferentes produtos.

Apesar da baixa umidade, a massa de matéria-prima é transformada em
um fluido e passa por um numero de operagdes para misturar e transformar os

ingredientes originais em novas formas.

Todos os produtos alimenticios tém estruturas basicas que sao formadas
por certos elementos presentes nas matérias-primas, como biopolimeros de

goma, proteinas, agucares e gorduras.

Os materiais normalmente usados sao farinhas de trigo e milho, mas
outros materiais como farinha de arroz, batata, aveia, tapioca, também podem

ser utilizados como matéria-prima (Guy, 2001).

O tamanho de particula das matérias-primas pode afetar a textura e a
uniformidade do produto final. A uniformidade das particulas esta relacionada
com a uniformidade no condicionamento da matéria-prima, pois as particulas
de diferentes ingredientes possuem taxas de absor¢cao de agua diferentes. A
uniformidade no tamanho de particulas dos ingredientes permite que as
mesmas sejam adequadamente cozidas durante a extrusdo, prevenindo dureza

e cozimento parcial do produto final.
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V.1.1.1 — Classificagdo dos ingredientes de acordo com sua fungéao

Segundo Guy (2001), a mistura de materiais presentes em uma receita

para extrusados € muito complexa; por isso ele desenvolveu um sistema de

classificagao dos ingredientes de acordo com suas propriedades funcionais.

Materiais estruturais — a estrutura de um extrusado € criada pela

formagao de um fluido de biopolimeros, tais como gomas e proteinas.

Materiais de recheio (fase dispersa) — sao normalmente formados por
qualquer proteina presente e materiais fibrosos, como celulose e farelo

de trigo.

Plastificantes e lubrificantes — ingredientes, como a agua, hidratam e
solvatam os polimeros, diminuindo a viscosidade da massa e o gasto de
energia mecancia; os niveis de cisalhamento durante a extrusdo podem

ser reduzidos pela presenga de gorduras e 6leos.

Solidos soluveis — alguns materiais de baixo peso molecular, como
agucares e sais, podem ser adicionados a receita para conferir sabor ou

propriedades humectantes ao extrusado.

Substancias nucleadoras — substancias que aumentam a formagao de
bolhas durante a expansao do extrusado, tais como carbonato de calcio

e silicato de magnésio (talco).

Substancias colorantes — alguns materiais podem ser adicionados a
receita para produzir cor nos extrusados, como os aditivos sintéticos; ou
as cores podem ser conseguidas na matéria-prima, como no milho,
porém, as cores naturais, geralmente, desaparecem em altas

temperaturas.
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» Substancias que conferem aroma e sabor — um produto pode
desenvolver esses atributos através de reagdes térmicas sofridas por
algum ingrediente, ou pela adi¢cdo de aditivos naturais ou sintéticos, que
pode ser feita durante a extrusdao ou numa etapa secundaria, apos a

extrusao.

V.1.1.2 — Caracteristicas do arroz

O arroz, comparado aos outros cereais, apresenta maior digestibilidade,
maior valor biolégico e o mais elevado quociente de eficiéncia protéica, mesmo
apresentando deficiéncia em lisina. Desta forma, € uma importante fonte de
calorias e proteinas na alimentacdo de mais da metade da populagcdo mundial
(Maia, 2000).

A qualidade comestivel do arroz e de seus produtos ¢é influenciada por
suas propriedades funcionais, as quais dependem de sua composicao quimica,
sendo que a propor¢cao amilose/amilopectina no amido € a que mais afeta
estas propriedades. O arroz com alto teor de amilose € utilizado em macarrdes;
o0 arroz com teor intermediario de amilose, em sopas enlatadas e bolos e o
arroz com baixo teor de amilose, em alimentos infantis e cereais matinais
(Juliano e Hicks, 1996).

A composicao quimica do arroz esta apresentada na Tabela V.1. A
Figura V.2 mostra a representagdo esquematica de um grao de arroz com seus

principais componentes.

No caso das farinhas de arroz, obtidas por moagem ou atomizagao, as

propriedades funcionais dependem das caracteristicas do amido (Bean, 1986).

O amido nativo € insoluvel em agua, mas os amidos extrusados s&o

parcialmente soluveis. A extrusdo pode destruir a estrutura cristalina do amido
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que apresenta uma forma granular, mas durante o cozimento se transforma
num material denso, sélido e compacto. Essa destruicdo pode ser completa ou
parcial, dependendo do teor de umidade e cisalhamento e também da relagéo

amilose/amilopectina do amido (Ascheri, 1997).

Tabela V.1. Composi¢ao quimica do arroz

Arroz
Carboidratos 80,00%
Umidade 13,60%
Proteinas 8,00%
Lipideos 0,69%
Cinzas 0,41%
Fibra bruta 0,36%
Outros componentes 0,25%

Fonte: Ensminger e colaboradores (1994)

Endosperma

Pericarpo

Capa da semente
Tecido nucelar
Camada aleurona

Embriio

Figura V.2. Representagdo esquematica do grdao de arroz com seus principais
componentes (Guy, 2001)
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V.1.2 — Parametros de processo

As transformagdes que ocorrem durante a extrusdo dependem dos

parametros estruturais, bem como das condi¢des de processo (Ascheri, 1997):

» Umidade
A umidade inicial € um dos parametros mais importantes no processo de
extrusao, pois existe um 6timo de umidade para se conseguir a expansao ideal
do produto. O aumento do teor de umidade acarreta diminuicdo da viscosidade
do produto, com consequente decréscimo da temperatura e da pressdao do

produto na saida pela matriz.

» Temperatura
O aumento da temperatura da camisa do extrusor €& diretamente
proporcional ao aumento da temperatura do produto, que provoca um

decréscimo na viscosidade.

» Rotagao da rosca
O aumento da rotacdo da rosca aumenta a taxa de cisalhamento e, se
mantida a vazdo de alimentacdo, diminui o volume de material dentro do

extrusor, causando diminuicdo do tempo de residéncia.

» Diametro da matriz
A matriz é responsavel pela forma do produto final e tem como fungao
restringir o fluxo do material dentro da extrusora, promovendo aumento de

pressao e cisalhamento antes da saida do produto.
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V.2 — Parametros de qualidade do produto final

V.2.1 — Expansao

A expansao do produto é fungao das caracteristicas da matéria-prima e
das condicbes de processamento, resultando da expansdo longitudinal, da
expansao axial ou de ambas. Normalmente, a expansao € expressa pela
relagdo entre a area da secao transversal do extrusado e a area da matriz, ou

pela relagao entre os didmetros do extrusado e da matriz (Ascheri, 1997).

A velocidade de rotacdo e a temperatura influenciam a expansao. A
expansao total do produto aumenta com o aumento da velocidade de rotacao

do parafuso (Ali e colaboradores, 1996).

A relagdo amilose/amilopectina do amido é outro fator que afeta a
expansao. Um alto teor de amilopectina no material favorece a expansao,
enquanto a amilose tem efeito contrario (Chinnaswamy, 1993). Além disto, o
grau de conversao do amido e o teor de umidade também estao relacionados a

expansao do produto final.

V.2.2 — Grau de cozimento

O grau de cozimento € um aspecto fundamental nas caracteristicas do
produto final, além de também ser indicador das condicbes de processo.
Quanto maior o grau de cozimento do amido, menor sera a viscosidade de
pasta. A viscosidade de pasta depende do teor de umidade inicial, da

temperatura e da rotagao da rosca.
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V.2.3 — indice de absorgéo de agua (IAA) e indice de solubilidade
em agua (ISA)

O IAA indica a quantidade de agua absorvida pelos granulos de amido

de uma determinada amostra submetida a tratamento térmico.

O ISA indica o quao drastico foi o tratamento térmico e o consequente

rompimento da estrutura amilacea.

O amido nativo quase nao absorve agua a temperatura ambiente, por
outro lado, o amido extrusado absorve agua rapidamente, formando uma pasta
a temperatura ambiente. Esta pasta é formada pelas macromoléculas

solubilizadas e por particulas entumecidas pela agua.

A capacidade de absor¢do de agua do material amilaceo é,
normalmente, elevada com o processamento, pois somente os granulos de
amido danificados absorvem agua e incham a temperatura ambiente resultando

no aumento da viscosidade (Ascheri, 1997).

V.3 — Mudanc¢as quimicas e nutricionais que as proteinas sofrem durante

a extrusao

Durante o processamento de alimentos, as proteinas sofrem algumas
modificagdes quimicas, que sdo mais pronunciadas em fungao das condi¢cdes
de temperatura, cisalhamento e baixa umidade dos processos de extruséo
(Cheftel, 1986; Camire, 1990).

» Digestibilidade — o valor nutritivo de uma proteina € dependente da
facilidade com que ela pode ser digerida como também do seu padrao

de aminoacidos. Muitos fatores, incluindo a presenca de inibidores de
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proteases e fibras, podem reduzir a quantidade de proteina disponivel
para absorgcdo intestinal. A extrusdo melhora a digestibilidade de
proteinas em decorréncia da desnaturacdo ocasionada durante o

processamento.

» Solubilidade — a desnaturacdo de proteinas € normalmente avaliada
como mudanga na solubilidade de proteinas em agua ou em solugdes
aquosas. Geralmente, os grupos hidrofébicos sdo descobertos durante a
desnaturacdo, diminuindo a solubilidade. As condi¢cbes de processo que
favorecem a desnaturagcdo, como alta temperatura e maior tempo de

residéncia, reduzem a solubilidade das proteinas.

» Texturizacdo — as condicdes necessarias a extrusao variam de acordo
com o material a ser extrusado e com a aplicagao do produto final. Por
exemplo: o aumento da quantidade de agua durante a extrusdo, por
exemplo, de soja, poderia resultar em um material mais elastico; o
aumento do cisalhamento expde o lado hidrofilico das proteinas,
facilitando tanto a perda de agua por vaporizagdao, como a habilidade do
extrusado de reabsorver agua; géis de proteinas podem ser preparados
com teor de agua maior que 80% e temperatura acima de 150°C; a
presenca de carboidratos na matriz protéica aumenta a elasticidade do

produto final.

» Reacéo de Maillard — ocorre entre agucares redutores e grupos amino
livres ou aminoacidos, normalmente lisina; deste modo, a ocorréncia da
reacdo pode ser evidenciada pela perda de lisina do alimento. Outra
indicacdo da extensdo das reag¢des de Maillard € a cor dos produtos
finais. A reacao de Maillard é favorecida pelas condicbes da extruséo,

altas temperaturas, cisalhamento e baixo teor de umidade.

» Misturas de proteinas — poucas proteinas vegetais contém a quantidade

satisfatéria de aminoacidos essenciais para o ser humano. Cereais séao,
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geralmente, deficientes em lisina; na soja, a metionina € um aminoacido
limitante. O balango de aminoacidos ndo pode ser alcancado
simplesmente consumindo mais de uma proteina que contém um ou
mais aminoacidos essenciais. Entretanto, duas ou mais proteinas podem
ser misturadas para prover melhor qualidade protéica do que uma delas
sozinha. A verdadeira complementagao protéica envolve o uso de duas

proteinas, cada qual contendo o aminoacido que € limitante na outra.



Capitulo VI

Material e Métodos
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Este trabalho de pesquisa teve sua etapa experimental desenvolvida na
Embrapa Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro. Todos os experimentos
foram realizados nas Plantas Piloto de Engenharia de Alimentos e de
Tecnologia de Cereais da Embrapa. A maior parte das determinagdes fisico-
quimicas foi realizada nos Laboratérios da Embrapa e algumas analises,
relativas a caracterizagdo do residuo, foram conduzidas nos Laboratérios do

Departamento de Engenharia Bioquimica da Escola de Quimica, UFRJ.

VI.1 — Material

Lula fresca, in natura, adquirida no mercado do produtor do Rio de

Janeiro, foi a matéria-prima utilizada neste trabalho.

Sal de cozinha comercial foi utilizado para preparar a salmoura da pré-

coccéao da lula.

Arroz quirera, obtido no comércio do Rio de Janeiro, foi utilizado nos

processos de extrusdo.

VI.2 — Metodologia experimental

O esquema de obtencao da lula em conserva (de acordo com Ferreira,
1999) e a subsequente recuperacado de proteinas da salmoura residual, por

ultrafiltracdo, esta apresentado na Figura VI.1.
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Figura VI.1. Diagrama para obtencdo da lula em conserva e subsequente

recuperacao de proteinas da salmoura residual por ultrafiltracéo.
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VI.2.1 — Obtencéo da salmoura

A primeira etapa do processamento consistiu da limpeza e sanitizagao
da lula in natura, utilizando uma solugdo a 20 ppm de cloro; em seguida o
manto da lula foi cortado em anéis, colocado em um tacho encamisado com
salmoura (sal de cozinha 2%) e submetido & pré-cocgdo a 95°C por 5 min
(Figuras VI.2, V1.3 e VI.4).

Apos esta etapa, a agua de salmoura foi retirada e os anéis de lula
foram acondicionados nas latas, para posterior esterilizagcdo. A salmoura
residual foi congelada, sendo mantida a -18°C até o momento da sua utilizagao

nos experimentos de ultrafiltracdo (Figura VI.5).

Figura VI.2. Corte do manto de lula em anéis
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Figura VI.3. Acima, anéis do manto de lula. Abaixo, descarte de cabecga,

visceras e nadadeiras

Figura VI.4. Pré-cocgao dos anéis do manto de lula em salmoura
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Figura VI.5. Recolhimento da salmoura residual em bombonas para

congelamento e posterior ultilizagao.

VI1.2.2 — Ultrafiltracdo da salmoura

Os experimentos foram conduzidos em um sistema de ultrafiltracdo de
bancada, composto por uma célula de filtracdo, que utiliza membranas planas,
e uma bomba de deslocamento positivo, com inversor de frequéncia CFW08
Plus, da WEG (Figura VI1.6). O sistema apresenta uma valvula de restricao do

fluido de processo, que aumenta a pressao dentro da célula com a membrana.

Seis membranas planas, com area de filtracdo de 0,0146 m?, foram
utilizadas nos experimentos:

¢ uma membrana sulfonada da Desal, com retencdo nominal de 10 kDa;

e duas membranas de polietersulfona da Hoechst High Chem, com
retencdo nominal de 20 kDa e 50 kDa;

e trés membranas de polisulfona da Danish Separation Systems As, com
retencao nominal de 20 kDa, 50 kDa e 100 kDa.
A Figura VI.7 apresenta a estrutura quimica da polisulfona e da

polietersulfona.
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Figura VI.6. Sistema de ultrafiltracéo
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Figura VI.7. Estrutura quimica da polisulfona (a) e da polietersulfona (b)
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A amostragem para realizagdo das anadlises fisico-quimicas de
acompanhamento do processo foi realizada nas trés correntes: alimentacao
(A), permeado final (P) e retido final (R). Todos os testes foram realizados em
duplicata e a cada processamento foi feita a limpeza do sistema. A
permeabilidade hidraulica (Lp) das membranas foi verificada em todos os

processamentos.
VI.2.2.1. — Fluxo de permeado
O fluxo de permeado (Jp) é dado pela razdo entre a vazdo de permeado

(Qp) e a area de filtragdo (Am), que foi constante para todas as membranas

(Equacéao VI.1).

Jp =—— Eq. VI.1

VI.2.2.2 — Permeabilidade hidraulica

A permeabilidade hidraulica (Lp) foi determinada pela Equacao V.2,
recirculando-se agua destilada pela membrana e medindo-se o fluxo de
permeado (Jp) a diferentes valores de pressdo transmembrana (AP); ela é o
coeficiente angular da reta formada pela diferenga de pressado e o fluxo de

permeado.

L, =—F Eq. VI.2
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VI.2.2.3 — Limpeza da membrana

A limpeza da membrana foi realizada antes e depois dos
processamentos de ultrafiltracdo, a pressdo de 50 kPa, seguindo o
procedimento abaixo:

e Recirculagdo com agua destilada a 40°C, por 20 min;

e Enxague com agua destilada a temperatura ambiente;

e Limpeza alcalina — recirculagao com solugao de hidroxido de sédio 1% a
temperatura ambiente, por 60 min;

e Enxagle com agua destilada a temperatura ambiente;

e Limpeza acida — recirculagdo com solugcdo de acido nitrico 0,5% a
temperatura ambiente, por 60 min;

e Enxague com agua destilada a temperatura ambiente.

Quando necessario, foi efetuada uma limpeza cloro-alcalina,
recirculando-se uma solugao de hidroxido de sédio a 20 ppm de cloro (pH =
9,0).

VI.2.2.4 — Avaliacdo do efeito da retencdo nominal das membranas

sobre a retencédo de proteinas

Os experimentos para avaliagao do efeito da retencdo nominal foram
conduzidos em um sistema de ultrafiltracdo de bancada, com recirculagado do
retido e recolhimento do permeado. A pressao aplicada a membrana foi de 200
kPa e o tempo de processo foi de 6 h. As bateladas foram de 2 L, com
velocidade tangencial (vi) de alimentagdo em torno de 0,4 m/s e temperatura
ambiente (28°C a 30°C).

Quatro membranas planas foram testadas: uma membrana sulfonada da
Desal, com retencdo nominal de 10 kDa; duas membranas de polietersulfona

da Hoechst High Chem, com retengdo nominal de 20 kDa e 50 kDa; e uma
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membrana de polisulfona da Danish Separation Systems As, com retencéo
nominal de 100 kDa.

O fluxo de permeado (Jp) foi medido no inicio e a cada 1 h de processo,
para que o desempenho das membranas de ultrafiltracdo fosse avaliado. Os

experimentos foram realizados em duplicata.

O fator de concentragao (F¢) foi calculado de acordo com a Equacéo
VI.3.

Eq. VI.3

onde Va = volume da alimentagao (L);

Vp = volume de permeado (L)

VI.2.2.5 — Avaliagdo do efeito do pH da salmoura sobre a retencao
de proteinas

Para esta avaliagdo, a salmoura utilizada como alimentagéo do sistema
de ultrafiltragdo teve seu pH ajustado para 5,0, com acido cloridrico
concentrado P.A., visto que as principais proteinas presentes na salmoura
residual do processamento de lula em conserva possuem pontos isoelétricos

(pl) inferiores aos valores de pH observados para a salmoura, em torno de 7,0.

Os experimentos para avaliagao da influéncia do pH na ultrafiltracdo da
salmoura residual foram conduzidos nas condi¢cdes descritas no item VI.2.2.4,
utilizando-se a membrana plana de polisulfona da Danish Separation Systems

As, com retencdo nominal de 100 kDa.
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Esta membrana foi escolhida para esta etapa do trabalho porque,
embora possua a maior permeabilidade hidraulica, foi a que apresentou os

piores valores de fluxo de permeado, quando testada na etapa anterior.

O fluxo de permeado (Jp) foi medido no inicio e a cada 1 h de processo,
comparando-se o perfil do fluxo de permeado obtido a partir da ultrafiltragcdo da
salmoura em seu pH natural, com o perfil do fluxo de permeado obtido com a
salmoura de pH modificado. O fator de concentracdo foi calculado pela

Equacéao V1.3 e os experimentos foram realizados em duplicata.

VI.2.2.6 — Avaliacdo do efeito da velocidade tangencial e da pressao

transmembrana sobre a retencdo de proteinas

Nesta etapa, os experimentos foram conduzidos no mesmo sistema de
fitracdo de bancada, a temperatura ambiente, porém com recirculacido total
das duas correntes de processo, retido e permeado, caracterizando um sistema

fechado. A salmoura foi utilizada em seu pH natural.

Trés diferentes velocidades tangenciais (v;) de alimentagdo foram
testadas: 0,4 m/s; 0,6 m/s e 1,2 m/s, variando-se, para cada vazao, a pressao
transmembrana de 100 a 400 kPa. O fluxo de permeado (Jp) foi determinado a

cada condicdo de processo e os experimentos foram realizados em duplicata.

Duas membranas planas de polisulfona da Danish Separation Systems

As, com retengcdo nominal de 50 kDa e 20 kDa, foram utilizadas neste estudo.
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VI.2.3 — Extrusao

Esta etapa do trabalho consistiu em testar uma aplicacédo para o retido
da ultrafiltracdo, que continha as proteinas recuperadas da salmoura residual
do processamento de lula. Desta forma, o retido da ultrafiltragdo da salmoura
residual foi utilizado como ingrediente na produgcdo de pellets de arroz por
extrusdo, visto que o retido € uma solugdo aquosa que, além de proteinas,

contém uma determinada quantidade de sal.

O esquema para obtengao dos extrusados de arroz e retido da salmoura

residual esta apresentado na Figura VI.8.

VI.2.3.1 — Condicionamento da amostra

O condicionamento da matéria-prima foi realizado utilizando-se o retido
da ultrafiltracdo, em lugar da agua, para corrigir a umidade da amostra. A
farinha de arroz apresentou umidade inicial de 13% e a massa de amostra

utilizada nos experimentos foi de 800 g.

Trés valores de umidade final foram testados: 25%, 30% e 35%. O
calculo para o condicionamento das amostras de “arroz + retido de salmoura”

esta representado na Equacéo VI1.4.

po| U=V peso da amostra Eq. Vi.4
100 —Uf

onde A = volume de retido de salmoura a ser adicionado a amostra (mL)
Us — umidade final da amostra (%)

Ui = umidade inicial da amostra (%)
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VI.2.3.2 — Processo de extrusao

Os pellets de arroz foram extrusados variando-se a umidade da farinha

de arroz, de acordo com as seguintes condigbes (adaptado de Carvalho e
colaboradores, 2004):

» Modelo do extrusor — rosca simples

= Matriz—-—1 mm

» Parafuso — 2:1

» Rotacdo do parafuso — 80 rpm

» Programacéao de temperatura:

T (°C): Zona 1 Zona 2 Zona 3
60 100 70

Apos a extrusdo, os pellets foram secos em estufa a temperatura de
aproximadamente 60°C por 12 h. Uma parte dos pellets obtidos foi cortada em
pedacos de aproximadamente 3 cm, para posterior expansao; outra parte foi

processada em moinho de rolo para posterior realizacdo das analises.

VI1.2.3.3 — Expanséao dos produtos

A expansao dos pellets secos foi realizada através de fritura em déleo
vegetal, sob temperatura de aproximadamente 195°C. As imagens dos pellets
e dos expandidos foram obtidas com uma cémera digital da Sony, com

resolucao de 3,2 Mpixels.
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Arroz quirera

Moagem

Farinha de Arroz

Condicionamento

Retido:
Proteinas Recuperadas

A

Extrusao

Secagem

Fritura

A.
@didos

Figura VI.8. Diagrama para obtencédo dos extrusados de arroz e retido de

salmoura, contendo as proteinas recuperadas.
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VI.3 — Métodos analiticos
VI1.3.1 — Proteina total

O teor de proteina total foi determinado segundo o método de Lowry,
que se baseia utilizagdo de albumina bovina como padrdo numa faixa de
diluicdo de 10-100 mg/L e da formacédo de um complexo de cobre e radicais
tirosina existente na molécula protéica deste mesmo padrédo. A concentracao
de proteinas é calculada de acordo com a Equagdo VI.5 (Lowry e

colaboradores, 1951).
C(mg/L)= Absx f Eq. VI.5

onde Abs = absorbancia a 660 nm

f = fator calculado pela curva padrao

VI.3.2 - pH

A determinagao do pH foi feita através de leitura direta em potenciémetro
Tec-3MP da TECNAL, de acordo com as normas analiticas do Instituto Adolfo
Lutz (1985).

VI.3.3 — Turbidez

A turbidez das amostras foi realizada por leitura direta em turbidimetro
Packet Turbidimeter™ Analysis System, segundo metodologia descrita na

AOAC (1997). Quando necessario, foi efetuada diluigho da amostra, para

obtencéo do valor de turbidez dentro da faixa de leitura do turbidimetro.
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VI1.3.4 — Sélidos totais

O teor de sdlidos foi determinado por método gravimétrico, de acordo
com metodologia descrita na AOAC (1997). Uma aliquota de amostra é seca

em estufa, a 105°C, até atingir peso constante (Equacao VI.6).

Eq. V.6

ST (% p/ p) = ( Peso da amostra sec a] 100

Peso da amostra

VI1.3.5 — Cloreto

O teor de cloreto foi determinado pelo método de Mohr . O ion cloreto é
titulado por uma solucido de nitrato de prata na presengca de cromato de

potassio, em meio neutro ou ligeiramente alcalino (Equacéao VI1.7).

t —Vb)x Nt x 35450

C(mg/L)z(V s

Eq. VI.7

onde V; = volume do titulante, AgNO;
V, = volume de branco
V, = volume da amostra

N: = normalidade do titulante

VI1.3.6 — Nitrogénio

O teor de nitrogénio foi determinado pelo método de Kjeldhal, que
determina nitrogénio organico e nitrogénio amoniacal. A amostra é digerida até
total decomposigcdo da matéria organica. O residuo € alcalinizado e a amdnia é

quantificada colorimetricamente (AACC, 1995).



Material e Métodos 71

VI.3.7 — Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A DQO das amostras foi determinada pelo método HACH, que se baseia
nos mesmos principios do método padrao, descrito em APHA (1992), oxidacéo
da matéria organica por um oxidante quimico forte. A DQO é determinada
diretamente, através da leitura da absorbancia das amostras digeridas e

comparagao com uma curva padrao.

Como o ion cloreto é interferente na analise de DQO e a salmoura
residual apresenta elevado teor de cloreto, a solugdo digestora foi preparada
com uma quantidade de sulfato de mercurio (HgSO,) suficiente para complexar

concentracdes de cloreto acima de 2000 mg/L.

VI.3.8 — Perfil eletroforético de proteinas

O perfil protéico da salmoura residual foi determinado por eletroforese
em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE),
utilizando como padréo protéico kits de alta e baixa massa molar (Tabelas VI.1

e VI.2), da Amershan Bioscience, de acordo com Laemmli (1970).

Foi utilizado um sistema de eletroforese da Biorad e a concentragao de
acrilamida no gel de corrida e no gel de aplicagdo foi 12% e 4%,
respectivamente. As corridas foram de 4 h com uma tensdo de 100V. As
proteinas dos géis foram coradas com Comassie blue R250 a 1% em
metanol/acido acético/agua (40:10:50), por aproximadamente uma noite e
descoradas com uma solugdo de metanol/acido acético/agua (40:10:50),
durante 3 h.

As proteinas sao desnaturadas na presenca do detergente SDS, com
consequente normalizagdo de suas cargas e formas; desta maneira, o Unico

fator de distingao entre elas € a massa molar.
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Tabela VI.1. Padrao protéico de alta massa molar utilizado nas analises de

eletroforese em gel de polacrilamida.

Proteinas Massa molar (Da)
Miosina 220000
ax-Macroglobulina 170000
B-Galactosidase 116000
Transferrina 76000
Desidrogenase glutamica 53000

Tabela VI.2. Padrdo protéico de baixa massa molar utilizado nas analises de

eletroforese em gel de polacrilamida.

Proteinas Massa molar (Da)
Fosforilase b 97000
Albumina 66000
Ovalbumina 45000
Anidrase carbénica 30000
Inibidor de tripsina 20100
a-Lactoalbumina 14400

VI1.3.9 — Viscosidade

A viscosidade aparente (n) da salmoura foi determinada a 20°C em

redbmetro Contraves, modelo Rheomat 30, acoplado a um banho termostatico
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Rheotherm 115, um programador Rheoscan 100 e um registrador grafico
Rikadenki. As medidas foram feitas na taxa de deformacao de 245,3 s’ em

sistema MSO.

VI1.3.10 — Densidade

A densidade da salmoura foi determinada através de leitura direta em
densimetro digital DMA 48 da PAAR, a 20°C.

VI.3.11 — indice de Absorcéo de Agua (IAA) e indice de Solubilidade
em Agua (ISA)

O IAA e o ISA dos extrusados foram determinados em quadruplicata,

segundo metodologia descrita por Anderson e colaboradores (1969).

O principio basico da técnica € medir a capacidade de absorgao de agua
e a solubilidade do material apdés o processamento. O material € moido,
resuspenso em agua e centrifugado. O IAA é dado pela relagdo entre o peso
de precipitado e o peso do material seco (Equagao VI.8), enquanto o ISA é
dado pela relagao entre o peso do que ficou no sobrenadante e o peso do

material seco (Equacéo VI.9).

IAA Peso_d(_) precipitado Eq. V1.8
Peso original da amostra

ISA — Peso _d(_) desidratado <100 Eq. V1.9
Peso original da amostra
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VII.1 — Avaliagédo do efeito da retencao nominal das membranas sobre a
retencdo de proteinas

E sabido que as proteinas sdo as principais causadoras dos fendmenos
de polarizagdo de concentragédo e/ou fouling nos processos de separagdo com
membranas, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, tais como grau de
hidrofobicidade, presenga de cargas e estruturas conformacionais, que
permitem a interagdo com outros componentes da mistura e/ou com a prépria
membrana. Desta forma, nesta etapa do trabalho foi avaliado o efeito da
retencdo nominal das membranas sobre a retengao das proteinas presentes na

salmoura residual do processamento de lula.

VII.1.1 — Desempenho do processo

Na Figura VII.1 encontram-se as curvas de fluxo de permeado em
funcdo do tempo de processo, para as membranas de ultrafiltracao testadas.
As permeabilidades hidraulicas das membranas com retengédo nominal de 10,
20, 50 e 100 kDa foram de 0,33, 0,45 1,61 e 3,36 L/h.m?kPa,

respectivamente.

O perfil das curvas € uma consequiéncia dos fenbmenos de polarizacao
de concentracao e fouling. A membrana de 100 kDa, de maior permeabilidade
hidraulica, foi a que apresentou a maior queda de fluxo, ja na primeira hora de
processo, provavelmente pelo fato das moléculas dos solutos serem menores
do que o tamanho médio dos poros da membrana, provocando, assim, o

entupimento dos mesmos.

Afonso e Borquez (2002) também observaram uma queda imediata do
fluxo de permeado, quando trataram efluentes de uma industria de
processamento de peixe com uma membrana tubular mineral, com retencao

nominal de 15 kDa. Os autores atribuiram a queda de fluxo a agado combinada
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da adsorgao de proteinas sobre a membrana com a formagdo de camada
dinamica.

Segundo Nystrom e colaboradores (1998), a queda do fluxo € menor
quando as proteinas sao filtradas isoladas, sendo também menor o bloqueio
dos poros da membrana quando se trabalha com uma unica proteina. Como a
salmoura residual do processamento de lula contém uma mistura de proteinas,

era esperada uma consideravel queda no fluxo de permeado.

14,0

12,0 —e— 10 kDa

100 —a— 20 kDa
NE —— 50 kDa
< 80 —— 100 kDa
< 6,0 |
>

40

2,0 -

0,0 T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7
t (h)

Figura VII.1. Perfil do fluxo permeado da salmoura em quatro diferentes
membranas de ultrafiltracao.

A membrana de 20 kDa, por outro lado, apresentou os maiores valores
de fluxo, melhores, inclusive, do que aqueles observados com as membranas
de 50 e 100 kDa. Isto provavelmente ocorreu devido ao fato de que as
membranas com maior retengdo nominal sdo mais suscetiveis ao entupimento

do que aquelas com menor retengao nominal.
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Este fenbmeno também foi observado por Chamchong e Noomhorm
(1991) e Fukumoto e colaboradores (1998). Quando processaram sucos de
frutas em membranas de ultrafiltracdo e microfiltracdo, estes autores
verificaram que algumas membranas de menor retengdo nominal apresentaram

maior fluxo que as de maior retengao nominal.

Os fatores de concentracéo obtidos nos processos de ultrafiltragdo foram
calculados pela Equacgao V1.3 e estao listados na Tabela VII.1. A membrana de
20 kDa apresentou o maior fator de concentracado, 1,7, mostrando-se a mais
eficiente na concentracao de proteinas, nas condi¢gdes de processo estudadas.
A membrana de 100 kDa, que possui maior permeabilidade hidraulica, foi a
mais afetada pelos problemas de entupimento (Figura VII.1). Embora tenha
apresentado o melhor fluxo de permeado no inicio do processo, em torno de 12
L/h.m?, apds uma hora de processamento j& apresentava valores de fluxo

inferiores aos da membrana de 10 kDa.

Tabela VII.1. Fatores de concentracdo obtidos nos processos de ultrafiltragdo

da salmoura residual.

Membranas Fator de concentracao
10 kDa 1,5
20 kDa 1,7
50 kDa 1,5
100 kDa 1,4

Estes resultados mostram que a membrana com retengdo nominal de 20
kDa apresentou o melhor desempenho na recuperagao de proteinas, pois os
melhores fluxos de permeado e o maior fator de concentragdao foram obtidos

quando ela foi utilizada. Além disso, para esta membrana, a redugao do fluxo
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permeado com o tempo foi continua, como pode ser observado pelo grafico da
Figura VII.1, o que sugere que ela sofreu mais com o problema de fouling do
que com o fenbmeno de polarizacdo de concentragdo, que se caracteriza por

uma queda brusca do fluxo permeado nos primeiros minutos de operacéo.

Estudos realizados com diversas membranas de ultrafiltracdo, de
diferentes materiais e retencdo nominal, para determinar a contribuicdo da
adsorgao de proteinas para o fouling durante a recuperagao de proteinas das
aguas residuais da produgdo de surimi, mostraram que membranas de
polisulfona e polisulfona sulfonatada apresentaram uma forte afinidade pelas
proteinas presentes no residuo, enquanto nenhuma adsorgcido foi observada
para membranas de celulose regenerada, que é um material hidrofilico. Uma
membrana de 100 kDa teve seu fluxo permeado reduzido pelo fouling em
poucos minutos de operacao, passando a se comportar como uma membrana
de 10 kDa (Afonso e Borquez, 2002)

Teixeira e colaboradores (1998), ao estudarem o processamento de soro
acido de queijo por ultrafiltragao, verificaram a necessidade de aumentar a
pressao aplicada a membrana, a fim de compensar a queda do fluxo de

permeado causada pela polarizacdo da concentracgao.

Diversos fatores, tais como atracbes eletrostaticas, pH da solugao,
hidrofobicidade da membrana, entre outros, vém sendo estudados a fim de se
minimizar o problema de adsorcio de proteinas e possibilitar a manutencéo do
fluxo de permeado (Ho e Zydney, 1999; Noordman e Colaboradores, 2002;
Afonso e Borquez, 2002).

Este problema de adsorcao de proteinas também afeta o rendimento do
processo; embora as proteinas sejam retidas pela membrana, ndo sé&o
completamente recuperadas, haja visto o ndao fechamento dos balancos de

massa, que evidencia a adsor¢gédo de algumas proteinas pela membrana.
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VII.1.2 — Proteina total

Os teores de proteinas totais presentes na salmoura, antes e apds a
ultrafiltracdo, estdo apresentados na Figura VII.2. A fragéo retida obtida com a
membrana de 20 kDa apresentou teor de proteina de 7,9 g/L, maior do que

aqueles obtidos com as demais membranas testadas.
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Figura VII.2. Teor de proteinas da salmoura, na alimentacao (A), no retido (R)

e no permeado (P) para as diferentes membranas testadas.

A presenca de proteinas nos permeados pode ser explicada pelo fato de
que as membranas possuem uma distribuicdo no tamanho dos poros, fazendo
com que nao apresentem 100% de rejeicdo a um determinado soluto. Uma
outra possibilidade é que peptideos que permearam a membrana tenham sido

detectados pelo método de Lowry.

Resultados semelhantes foram observados por Lo e colaboradores

(2005), que utilizaram uma membrana de polisulfona de 30 kDa para tratar



Resultados e Discussdo 80

agua residual do processamento avicola e conseguiram reter quase todas as

proteinas presentes no residuo.

VII.1.3 — Turbidez

A turbidez € um dos parametros utilizados para se verificar o
desempenho de um tratamento de efluentes. No grafico da Figura VII.3 estédo
apresentados os resultados de turbidez para a salmoura residual do
processamento de lula antes e apds a ultrafiltragcdo. Embora a salmoura tenha
apresentado valores de turbidez diferentes a cada processamento, observa-se,
pelo grafico, que as quatro membranas testadas foram eficientes na reducéo

da turbidez do residuo.
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Figura VI1.3. Valores de turbidez da salmoura, na alimentagéo (A), no retido (R)

e no permeado (P) para as diferentes membranas testadas.
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Os permeados obtidos apresentaram reducdo de turbidez acima de
95,0%, sendo que a maior reducao de turbidez, 99,7%, foi observada com a
membrana de 100 kDa, quando a turbidez da salmoura, 143,9 NTU, caiu para
0,4 NTU no permeado. Estes resultados estdo de acordo com o esperado, uma
vez que as membranas de ultrafiltracdo testadas neste trabalho poderiam reter

as proteinas presentes na salmoura.

Lin e colaboradores (1995) também observaram alta redugéo na turbidez
quando recuperaram proteinas do residuo de processamento de surimi, com
uma membrana de 30 kDa. Segundo os autores, o permeado da ultrafiltracdo
da agua residual foi muito limpo, indicando a possibilidade de reciclagem desta

agua de processo.

VII.1.4 — Teor de solidos totais e pH

Na Tabela VII.2 estdo apresentados os resultados referentes as analises
de pH e teor de sdlidos totais. Os valores de pH da salmoura mantiveram-se
praticamente inalterados com o processo de ultrafiltracdo, mantendo-se na

faixa da neutralidade.

A retencdo nominal da membrana nao afeta o pH da salmoura;
entretanto, o pH da salmoura influencia no fluxo de permeado, visto que a
salmoura residual do processamento de lula apresenta proteinas, as quais
podem mudar de conformagdo em funcdo do pH do meio em que se

encontram.

Com relagao ao teor de sodlidos totais, estes diminuiram cerca de 24,7%;
26,7%; 32,5% e 28,3% nos permeados das membranas de 10, 20, 50 e 100

kDa, respectivamente.
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Tabela VII.2. Teores de sodlidos totais (ST) e valores de pH da salmoura, na
alimentagao (A), no retido (R) e no permeado (P) para as diferentes

membranas testadas.

pH S. T. (% p/p)
Membranas
A R P A R P
10 kDa 7,09 7,06 714 215 2,16 1,62
20 kDa 7,05 6,82 6,98 2,25 2,37 1,65
50 kDa 7,26 7,22 7,25 1,63 1,74 1,28
100 kDa 724 7,27 7,30 1,84 1,76 1,32

A pequena reducdo do teor de solidos totais, observada no retido do
processamento com a membrana de 100 kDa, pode ser explicada pelo fato de
que esta membrana foi a que mais sofreu com os problemas de fouling, como

mostra a figura VII.1.

Os sais minerais também contribuem para o fouling das membranas,
pois podem precipitar sobre as mesmas por causa de baixa solubilidade ou por
interagcbes de carga com a membrana. Quanto maior o pH menor é a
solubilidade dos sais e maiores as chances de fouling. O cloreto de sddio, sal
utilizado no preparo da salmoura, pode mudar o ambiente idbnico do meio,

afetando as interagdes soluto-soluto e soluto-membrana (Cheryan, 1998).

VII.1.5 — Concentragéo de cloreto e de nitrogénio total

Na Tabela VII.3 estdo apresentados os resultados referentes as analises

de cloreto e de nitrogénio total da salmoura, antes e apds a ultrafiltragao.
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A concentracdo de cloreto nao foi afetada pela retencdo nominal das
membranas, pois as membranas de ultrafiltracdo ndo apresentam rejeicao a
sais e ions. As pequenas variagdes observadas neste parametro estao dentro

dos limites de erro para esta analise.

A reducdo na concentragdo de nitrogénio total, observada apods a
ultrafiltracdo, deve-se ao fato de que parte do nitrogénio total, presente na
salmoura, € relativa as proteinas, que foram retidas pelas membranas. Vale
lembrar que em alimentos o nitrogénio total é relativo ao nitrogénio Kjeldahl,

que nao mede nitrito e nitrato.

Tabela VII.3. Concentracdo de cloreto e nitrogénio total da salmoura, na
alimentagdo (A), no retido (R) e no permeado (P) para as diferentes

membranas testadas.

Cloreto (mg/L) Nitrogénio total (g/100g)

Membranas
A R P A R P

10 kDa 8170 7721 7811 0,16 0,15 0,07
20 kDa 8300 8122 8122 0,17 0,21 0,11
50 kDa 8121 6783 6604 0,11 0,15 0,02

100 kDa 8121 7318 7050 0,14 0,14 0,04

VII.1.6 — Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A salmoura apresentou valores de DQO de 8342, 8217, 6993 e 7875
mg/L, enquanto os permeados obtidos com as membranas de 10, 20 50 e 100
kDa, apresentaram DQO de 2254, 2676, 1150 e 1451 mg/L, respectivamente,

como mostrado no grafico da Figura VII.4.
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Apods o tratamento com membranas, observou-se uma redugéo na DQO
do residuo de 73% e 67%, com as membranas de 10 kDa e 20 kDa,
respectivamente. Esta reducédo chegou a 84% e 82%, quando as membranas
de 50 kDa e 100 kDa foram utilizadas. Estes resultados indicam que as

membranas de ultrafiltracao foram eficientes na reducdo da DQO do residuo.

- m 10 kDa
g @20 kDa
o @ 50 kDa
o¢

a m 100 kDa

Figura VIl.4. Demanda Quimica de Oxigénio da salmoura na alimentacéo (A),

no retido (R) e no permeado (P), para as diferentes membranas testadas.

Trebouet e colaboradores (2001) obtiveram resultados semelhantes ao
estudarem o tratamento de um chorume (lixiviado de aterro), combinando
processos fisico-quimicos a nanofiltragdo. Os autores conseguiram redugao da
DQO na faixa de 70% a 80%, utilizando membranas de 450 Da.

Estes valores de redugdao da DQO, obtidos com as membranas de
ultrafiltracdo, estdo de acordo com a exigéncia de controle da NT CPRH N
2.001 (2003), que estabelece um percentual de reducao da DQO de 60% para

os efluentes da Industria de Processamento de Peixes. Entretanto, a DZ-205.R-
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5 (1991) estabelece que o limite de DQO para o efluente da Industria de
Pescado € menor que 500 mg/L, o que sugere que o residuo ainda precisara

ser tratado, embora possua uma menor carga poluidora.

VII.1.7 — Perfil eletroforético de proteinas

As analises de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
mostraram oito bandeamentos protéicos na salmoura e auséncia de material
protéico no permeado, para as quatro membranas testadas (Figura VII.5).
Estes bandeamentos protéicos foram observados tanto na salmoura inicial
(alimentacdo) quanto no retido obtido apds os processamentos de ultrafiltracéo

nas diferentes membranas.

Os bandeamentos ocorreram nas seguintes faixas de massa molar: 123,
89, 83, 77, 57, 42, 19 e 17 kDa, quando as membranas de 10 kDa e 20 kDa
foram utilizadas. As membranas de 50 e 100 kDa apresentaram perfil de
migracao de cadeias semelhante, com faixas de massa molar de 121, 93, 86,
79, 59, 44, 20 e 18 kDa.

As fracbes de 42 kDa e 44 kDa, possivelmente, equivalem a actina,
proteina miofibrilar presente no manto da lula. Entretanto, o bandeamento
tipico de miosina, cadeia pesada com massa molar de 200 kDa, pode nao ter
sido observado por problemas de desnaturagdo e consequente perda de

solubilidade da proteina.

Huidobro e colaboradores (1998) recuperaram as proteinas soluveis da
agua de lavagem de surimi utilizando centrifugagdo e ultrafiltracdo em
membrana de 30 kDa. Os perfis de migracdo de cadeias polipeptidicas em
eletroforese mostraram que a agua continha, principalmente, proteinas
sarcoplasmaticas com massas molares menores que 67 kDa e uma pequena

quantidade de proteinas miofibrilares de baixa massa molar.
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A auséncia de material protéico nos permeados, associada a diminuigao
dos teores de solidos totais e nitrogénio total e a queda da turbidez e da DQO,
evidencia que as membranas de ultrafiltracdo foram eficientes na reducao da

carga poluidora da salmoura residual do processamento de lula em conserva.
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Figura VIL.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das trés
correntes de processo, alimentacéo (A), retido (R) e permeado (P) com as
diferentes membranas testadas: 10 kDa (a), 20 kDa (b), 50 kDa (c) e
100 kDa (d).
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VII.2 — Avaliagdo do efeito do pH da salmoura sobre a retengdo de
proteinas

A membrana plana de polisulfona, com retencdo nominal de 100 kDa,
embora tivesse apresentado a melhor permeabilidade hidraulica (3,36
L/h.m*kPa), foi a mais afetada pelos problemas de redugao do fluxo permeado.
Desta forma, foi a escolhida para esta etapa do trabalho, visto que, em geral,
mudancas no pH afetam a solubilidade e a conformacdo dos componentes da

alimentacao.

VII.2.1 — Desempenho do processo

Na Figura VII.6 encontram-se as curvas de fluxo de permeado em
funcdo do tempo de processo, obtidas com a membrana de 100 kDa, no pH
original da salmoura residual, em torno de 7,0, e com o pH da salmoura

ajustado para 5,0.

Verifica-se que o perfil do fluxo de permeado é o mesmo,
independentemente do pH testado, com uma grande redugdo na primeira hora
de processo. Contudo, os valores de fluxo obtidos durante a ultrafiltracio,
quando a salmoura residual teve seu pH modificado para 5,0, foram ainda

menores do que aqueles obtidos no pH original da salmoura.

O fator de concentragcdo alcancado quando a salmoura teve seu pH
ajustado para 5,0 foi de 1,3, praticamente o mesmo valor obtido com a

salmoura em seu pH original, 1,4.

O ajuste do pH da salmoura para 5,0, valor inferior ao original, n&o
melhorou as condi¢cdes de retengao de proteinas por ultrafiltracdo. As possiveis

mudancas conformacionais sofridas pelas proteinas, neste valor de pH,
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acabaram por aumentar os problemas de bloqueio de poros da membrana,

com consequente reducao do fluxo de permeado.
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Figura VII.6. Perfil do fluxo permeado da salmoura residual em seu pH original

(aproximadamente 7,0) e com pH modificado (aproximadamente 5,0).

A diminuicdo do fluxo de permeado em valores mais baixos de pH
também foi observada por Trebouet e colaboradores (2001) quando
trabalharam com membranas poliméricas tubulares, carregadas negativa e
positivamente. Os autores reportam que o aumento do fouling em baixos
valores de pH pode ser explicado pelos efeitos eletrostaticos, que reduzem a
repulsdo entre a superficie da membrana negativamente carregada e as

macromoléculas das substancias.

Noordman e colaboradores (2002), em seu estudo sobre a concentragao
e dessalinizagao de solugdes de proteinas por ultrafiltracdo, observaram que os
fluxos de permeado sdo maiores quando o pH da solugcdo € o mais distante

possivel do pl da proteina.
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Entretanto, Darnon e colaboradores (2002) relataram que, para valores
de pH proximos ao pl da proteina, as diferengas entre misturas complexas e

solugcdes com a proteina isolada sao notaveis.

Outro fator que pode ter colaborado para os menores valores de fluxo
permeado, observados quando a salmoura teve seu pH modificado para 5,0, é
a presencga de sal no residuo. Lo e colaboradores (2005) relatam que a maior
adsorcdo de BSA sobre membranas de policloreto de vinila ocorre no pl da

proteina, em presenca de sais.

Por outro lado, os sais presentes na solugdo tém sua solubilidade
diminuida em valores mais elevados de pH, precipitando sobre a membrana, o

que também acarretaria diminui¢cao do fluxo permeado.

Estes resultados sugerem que novas faixas de pH devem ser testadas
para ultrafiltracdo da salmoura residual, de preferéncia em valores afastados do
pls das principais proteinas presentes na salmoura, em torno de 5,0, para que

maiores fluxos sejam alcangados, com melhor reteng¢ao de proteinas.

VIl.2.2 — Proteina total

Os resultados das analises de proteinas presentes na salmoura, antes e
apos a ultrafiltragao, estdo apresentados na Figura VII.7. A salmoura que teve
o pH modificado apresentou teor de proteinas no retido de 4,5 g/L, menor do

que o verificado na alimentagao, 5,1 g/L.

O teor de proteinas no permeado obtido a partir da salmoura com pH
modificado foi de 2,1 g/L, maior do que no permeado obtido quando a salmoura

estava em seu pH original.
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A diminuicdo do pH da salmoura, ao contrario do desejado, facilitou a
permeacao de algumas moléculas através da membrana, diminuindo a

retencao de proteinas pela mesma.
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Figura VII.7. Teor de proteinas presentes na salmoura em seu pH original (7,0)
e com pH modificado (5,0), nas trés correntes de processo: alimentagéo (A),

retido (R) e permeado (P).

Segundo Nystrom e colaboradores (1998), os melhores valores de pH
para se fracionar solugdes de proteinas por ultrafiltragdo sdo aqueles iguais ao
pl de uma das proteinas, pois a mesma permearia a membrana, enquanto as

outras proteinas presentes na solugao ficariam retidas.

VII.2.3 — Turbidez

Os resultados apresentados na Figura VII.8 mostraram que a turbidez

dos permeados obtidos diminuiu praticamente 100% em relacdo a salmoura

inicial, para os dois valores de pH testados.



Resultados e Discussdo 91

1750
1500+

N

N

(o)

o
|

1000+

750+ m pH original

500+ pH modificado
250+

Turbidez (NTU)

Figura VII.8. Turbidez da salmoura em seu pH original (7,0) e com pH
modificado (5,0), nas trés correntes de processo: alimentagao (A), retido (R) e

permeado (P).

O alto valor de turbidez observado para o retido obtido a partir da
salmoura de pH modificado (Figura VII.8) pode ser explicado pelo fato de que
em determinados valores de pH as proteinas podem coagular, aumentando a
turbidez do meio em que se encontram. De fato, a salmoura residual, que teve
seu pH ajustado para 5,0, ja apresentava turvagcdo na hora em que foi

alimentada ao sistema de ultrafiltracao.

VII.2.4 — Teor de sdlidos totais, concentracdo de cloreto e nitrogénio

total

Na Tabela VIl.4 estdo apresentados os resultados das analises de
sélidos totais, concentragdo de cloreto e nitrogénio total da salmoura residual,

antes e apos a ultrafiltracdo, nos dois valores de pH testados.
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O teor de sodlidos totais e a concentracdo de cloreto nao foram
influenciados pela modificacdo do pH da salmoura; ja a concentracdo de
nitrogénio foi maior no permeado obtido com a salmoura em pH modificado.
Este fato também evidencia que a modificacdo do pH para 5,0 prejudicou a
retencdo de proteinas, visto que a concentragcdo de nitrogénio total é
basicamente relativa a quantidade de proteina que foi capaz de permear a

membrana.

Tabela VIl.4. Teor de sdlidos totais, concentragao de cloreto e nitrogénio total

da salmoura antes e ap0s a ultrafiltracéao

H original (7 H ifi
Salmoura pH original (7,0) pH modificado (5,0)
A R P A R P
Solidos totais (% p/p) 1,84 1,76 1,32 249 2,25 1,96
Cloreto (mg/L) 8121 7318 7050 9817 8925 8568

Nitrogénio total (mg/100g) 0,14 0,14 0,04 0,17 0,15 0,10

A - alimentagéo, R - retido, P - permeado

VII.2.5 — Demanda Quimica de Oxigénio

Os resultados relativos a demanda quimica de oxigénio (DQO) da

salmoura, antes e apds a ultrafiltragcao, estdo mostrados na Figura VII.9.

O permeado obtido com a salmoura em seu pH natural apresentou
reducdo da DQO em torno de 82%, enquanto na salmoura com pH modificado
a redugado observada foi de apenas 54%. De fato, a modificagdo do pH da

salmoura gerou um permeado com uma maior carga poluidora.
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Figura VII.9. Demanda Quimica de Oxigénio da salmoura em seu pH original
(7,0) e com pH modificado (5,0) nas trés correntes de processo: alimentagéo

(A), no retido (R) e no permeado (P).

Os resultados obtidos mostraram que o pH da salmoura influencia a
retencado de proteinas pela membrana de ultrafiltragdo. Contudo, o valor de pH
testado, 5,0, ndo foi o ideal para melhorar a recuperacdo das proteinas; ao
contrario, permitiu a permeagédo de algumas proteinas que se perdem junto

com o residuo, e, consequentemente, aumentam a carga poluidora do mesmo.

VII.2.6 — Perfil eletroforético de proteinas

As andlises de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) da

ultrafiltracdo da salmoura no seu pH original (7,0) e com o pH ajustado para 5,0

estdo apresentadas na Figura VII.10.

Quando a salmoura foi ultrafiltrada em seu pH natural, em torno de 7,0, o

perfil eletroforético de proteinas mostrou bandeamentos protéicos tanto na
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alimentagdo quanto no retido e auséncia de material protéico no permeado.
Porém, o perfil eletroforético de proteinas da salmoura que teve seu pH
ajustado para 5,0 apresentou bandeamentos protéicos nas trés correntes de
processo, alimentagcdo (A), retido (R) e permeado (P), como pode ser

observado na Figura VII.10.

2200
1700

— . 1160 r
Z‘Z — i . . 760 970 =+
53.0 66,0 p

L
. ’ 2041

pH original pH modificado

Figura VII.10. Eletroforese em gel da salmoura em seu pH original (7,0) e com
o pH modificado (5,0), nas trés correntes de processo, alimentagao (A), retido

(R) e permeado (P), da ultrafiltragdo com a membrana de 100 kDa.

As mudancas de pH influenciam a conformagcdo e a solubilidade das
proteinas. A modificagcdo do pH para 5,0 acarretou na permeacao de moléculas
de proteina através da membrana, resultando nos bandeamentos protéicos

observados para a corrente de permeado.

A presenca de material protéico nos permeados, aliada aos teores de
proteina total, DQO e nitrogénio verificados, evidencia que a modificagdo do pH
da salmoura para 5,0 prejudicou a recuperagao de proteinas pela membrana

de ultrafiltracao.
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VII.3 — Avaliagcdo do efeito da velocidade tangencial e da presséo

transmembrana sobre o fluxo de permeado.

VI1.3.1 — Caracterizacdo da salmoura

A salmoura residual do processamento de lula em conserva foi
caracterizada quanto a viscosidade aparente (n), densidade e pH. Os
resultados destes parametros estao apresentados na Tabela VII.5.

A viscosidade aparente aumentou quando a taxa de deformacao foi
aumentada, caracterizando comportamento de fluido dilatante. A taxa de
deformacao de 245,3 s, a viscosidade aparente foi de 0,83 mPa.s.

De acordo com o esperado, a salmoura residual apresentou densidade

de 1,01 g/cm® e pH praticamente neutro.

Tabela VII.5. Caracterizagcao da salmoura residual

Parametros Salmoura residual
Viscosidade aparente (mPa.s) 0,83
Densidade (g/cm®) 1,1

pH 6,67

VII1.3.2 — Desempenho do processo

As permeabilidades hidraulicas das membranas com retencdo nominal
de 50 kDa e 20 kDa foram 0,38 L/h.m?.kPa e 0,05 L/h.m?.kPa, respectivamente.
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A Figura VII.11 mostra as curvas de fluxo de permeado da salmoura
residual em funcdo da pressdao transmembrana, para as trés velocidades
tangenciais, 0,4 m/s, 0,6 m/s e 1,2 m/s, quando a membrana de 50 kDa foi
usada. As curvas de fluxo de permeado obtidas com a membrana de 20 kDa

estdo apresentadas na Figura VII.12.
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Figura VII.11. Perfil do fluxo de permeado da salmoura residual com a pressao

transmembrana para a membrana de 50 kDa

O efeito positivo da pressao sobre o fluxo de permeado foi observado
para as trés vazdes de alimentacdo em ambas as membranas. A elevagao da
velocidade tangencial de 0,6 m/s para 1,2 m/s causou um aumento de 50% no
fluxo de permeado, na maior pressao testada, 400 kPa, com a membrana de
50 kDa (Figura VI1.11).

Entretanto, com a velocidade tangencial de 0,4 m/s, o maximo fluxo de

permeado foi alcangado a 200 kPa. Este comportamento mostra que, em
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valores menores de velocidade tangencial, a membrana de ultrafiltracdo é mais
afetada pelo fenébmeno de fouling, e quando o fluxo limite é atingido, o aumento

da pressao nao tem efeito positivo sobre o fluxo de permeado.

Este € um comportamento tipico de membranas de ultrafiltracdo que
operam com alimentagao tangencial. O aumento da pressao provoca aumento
do fluxo de permeado; que, por sua vez, gera uma maior concentragcao de
especies retidas proximo a superficie da membrana, acarretando diminui¢ao do
fluxo de permeado. Desta forma, a partir de um determinado valor de presséo,
um aumento adicional da mesma corresponde a um aumento equivalente na
resisténcia ao transporte do solvente, devido a polarizagdo de concentragao.
Conseqlentemente, o fluxo permanece inalterado com o aumento da presséao
(Habert e colaboradores, 2003).
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Figura VII.12. Perfil do fluxo de permeado da salmoura residual com a pressao

transmembrana para a membrana de 20 kDa
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Estes resultados também foram observados por Lin e colaboradores
(1995) e Huang e Morrisey (1998). De acordo com os autores, o fluxo de
permeado ndo pode mais ser aumentado depois que ocorre a polarizagdo de
gel sobre a membrana, e ele pode, eventualmente, diminuir com o aumento da

pressao, devido a compactagao da camada de gel.

Como mostrado na Figura VII.12, um comportamento similar foi
observado para a membrana de 20 kDa, na velocidade tangencial de 0,4 m/s. A
partir da pressao de 200 kPa, o fluxo fica quase independente da pressao
transmembrana. Depois deste ponto, um pequeno aumento de fluxo foi

observado com o aumento da presséo.

Resultados semelhantes foram obtidos no estudo realizado por Mameri e
colaboradores (1996), sobre recuperagdo e concentracdo de proteinas
utilizando membranas de ultrafiltracdo cerédmica e polimérica. Os autores
reportaram que os coeficientes de retencao de proteinas foram independentes

da velocidade tangencial e da pressao transmembrana utilizadas.

Teixeira e colaboradores (1998), quando avaliaram a influéncia da
pressao transmembrana sobre o fluxo de permeado, durante a ultrafiltracdo do
soro de queijo, verificaram um aumento do fluxo com o aumento da presséo,
que foi necessario a fim de compensar a queda do fluxo causada pela

polarizacado da concentracéo.

Quando avaliaram os efeitos da velocidade tangencial e do fluxo de
permeado sobre a seletividade, durante a ultrafiltracido de proteinas, Ghosh e
Cui (2000) observaram que, para uma dada velocidade tangencial, a
seletividade depende do fluxo de permeado. Em valores de fluxo muito altos ou
muito baixos a seletividade é independente da velocidade tangencial. Na faixa
intermediaria de fluxo de permeado, na qual muitos processos de ultrafiltracdo
sdo conduzidos, a seletividade aumenta com o aumento da velocidade

tangencial.
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Afonso e Borquez (2002) estudaram as condi¢cbes de operagao otimas
para a concentracdo de um efluente de uma industria de peixe, por
ultrafiltracdo. Seus experimentos foram conduzidos em uma unidade piloto,
com membrana de ultrafiltracdo mono-tubular de 15 kDa, a temperatura
ambiente, pH natural e circulagcdo total das correntes de processo. Apos
variarem a pressao transmembrana e a velocidade tangencial, observaram que
os maiores fluxos de permeado e a maior rejeicdo de proteinas foram obtidos a

400 kPa de presséo e velocidade tangencial de 4 m/s.

Embora maiores fluxos de permeado sejam desejaveis, as
caracteristicas da corrente de alimentacdo devem ser consideradas quando da
definicdo das condicbes de operacdo. De acordo com Lin e colaboradores
(1995) e Huang e Morrisey (1998), altas vazdes de alimentagdo podem causar
desnaturagao ou ruptura das proteinas, devido ao excessivo estresse a que as

moléculas sao submetidas.

VIl.4 — Avaliacdo de uma aplicacdo para as proteinas recuperadas por

ultrafiltracao.

Nesta etapa do trabalho, o retido de salmoura, que contém as proteinas
recuperadas, foi empregado na formulagcdo de um extrusado de arroz. Os
pellets obtidos podem ser expandidos, através da fritura, e utilizados para

consumo humano.
VIl.4.1 — Iindice de Absorc&o de Agua
O indice de Absorcdo de Agua (IAA) indica a quantidade de &gua

absorvida pelos granulos de amido de uma determinada amostra submetida a

um tratamento térmico (Carvalho e colaboradores, 2002).
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Na Tabela VII.6 esta apresentado o IAA dos pellets produzidos pela
extrusdo de arroz + retido de salmoura a 80 rpm, nos trés teores de umidade
testados, 25%, 30% e 35%.

Tabela VII.6. indice de Absorcdo de Agua dos pellets de arroz + retido de

salmoura produzidos a 80 rpm.

Umidade (%) IAA
25 4,87
30 5,01
35 5,79

Verifica-se que os IAAs tendem a aumentar com o aumento do teor de
umidade nas formulacdes. Acredita-se que tal comportamento se deva a menor
degradacao sofrida pelo amido em amostras com maior teor de umidade, e

consequentemente, maior absor¢ao de agua.

El-Dash e colaboradores (1983) demonstraram que ha uma relagao

indireta entre a umidade de processamento e o grau de degradagao.

VIl.4.2 — indice de Solubilidade em Agua

O indice de Solubilidade em Agua (ISA) esta relacionado & quantidade
de solidos soluveis em uma amostra seca, permitindo verificar o grau de
severidade do tratamento térmico (Owusu-Ansah e colaboradores, 1984).
Segundo El-Dash e colaboradores (1983), o ISA aumenta com a severidade do

tratamento.
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Os resultados de ISA para os pellets produzidos pela extrusdo de arroz
+ retido de salmoura a 80 rpm, nos trés teores de umidade testados, 25%, 30%

e 35%, estdo apresentados na Tabela VII.7

Tabela VII.7. indice de Solubilidade em Agua dos pellets de arroz + retido de

salmoura produzidos a 80 rpm.

Umidade (%) ISA
25 4,08
30 2,68
35 2,79

Analisando a Tabela VII.7, verifica-se que a formulagdo contendo 25%
de umidade apresenta maior ISA, sugerindo que o amido sofreu maior
degradagao. O ISA das formulagdes com 30% e 35% de umidade foram
similares. Tais resultados podem ter sido influenciados pelo teor de cloreto de
soédio presente nas formulagdes, pois 0 sal compete com o amido pela agua,

mudando suas caracteristicas de gelatinizagao.

VII.4.3 — Teor de nitrogénio total e proteina total

O teor de proteinas é proporcional ao teor de nitrogénio presente nos
extrusados, podendo ser calculado a partir do fator de conversao de 6,25. Os
resultados relativos as analises de nitrogénio total (Kjeldahl) e proteina total

estao apresentados na Tabela VII.8.

De acordo com a Tabela VII.8, o teor de nitrogénio praticamente nao

variou em funcdo da umidade das formulagbes. A menor quantidade de
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proteinas observada para os extrusados, em torno de 6,8% em relagdo ao
citado pela literatura (8,0%) pode ser explicada pelo fato de que o arroz
utilizado como matéria-prima para a producédo da farinha de arroz foi o arroz

quirera, tipo de arroz que sofreu maior grau de extragao.

Tabela VII.8. Teor de nitrogénio e proteina dos pellets de arroz + retido de

salmoura produzidos a 80 rpm.

Umidade(%) Nitrogénio total (g/100g) Proteina (g/100g) =N x 6,25

25 1,09 6,81
30 1,08 6,75
35 1,10 6,87

VIl.4.4 —Imagens dos extrusados

As imagens dos extrusados de arroz + retido de salmoura, nas trés
formulagdes testadas, 25%, 30% e 35% de umidade, antes e apds a expansao

estdo apresentadas na Figura VII.13.

Analisando-se as imagens, observa-se que tanto os pellets quanto os
expandidos, obtidos a partir da formulagdo com 25% de umidade,
apresentaram rachaduras e, consequentemente, uma aparéncia ndo desejavel

para o produto final.

Ja os pellets obtidos a partir das formulagdes com 30% e 35% de
umidade n&o apresentaram rachaduras, gerando expandidos de melhor
aparéncia final, apds a fritura. Contudo, o extrusado obtido a 35% apresentou

uma expansao maior do que o obtido a 30% de umidade.
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Esta melhor expansdo pode estar relacionada a maior quantidade de
proteina observada nos pellets obtidos a partir da formulagdo com 35% de
umidade (Tabela VII.8), pois, segundo Ascheri (1997), o enriquecimento
protéico € em muitos casos benéfico, devido a estabilizacido da estrutura e

melhoria na textura e gosto do produto final.

Em vista dos resultados obtidos, a extrusdo € uma boa alternativa de

aplicagao para proteinas recuperadas por ultrafiltracéo.

pellets expandido pellets expandido

(a) (b)

pellets expandido

(c)

Figura VII.13. Imagens comparativas dos extrusados de arroz + retido de
salmoura nas trés formulagdes testadas: (a) 25%, (b) 30% e (c) 35% de

umidade.
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A partir dos resultados obtidos, pdde-se concluir que as membranas de
ultrafiltracdo foram eficientes na recuperacdo das proteinas presentes nas

aguas residuais do processamento de lula em conserva.

A membrana com retencdo nominal de 20 kDa apresentou o melhor
desempenho na recuperagcdo de proteinas, pois os melhores fluxos de
permeado e o maior fator de concentracdo foram obtidos quando ela foi

utilizada.

O pH e a concentracdo de cloreto da salmoura nao foram

significativamente influenciados pela retengdo nominal das membranas.

A auséncia de material protéico nos permeados, associada a diminuigcao
do teor de sdlidos totais e a reducéo da turbidez e da DQO, evidenciou que as
membranas de ultrafiltracdo foram capazes de reduzir a carga poluidora da

salmoura residual, o que facilita seu tratamento.

O pH da salmoura influenciou a retencdo de proteinas durante a
ultrafiltragcdo. Contudo, a diminuicdo do pH da salmoura ocasionou menores
valores de fluxo de permeado e, ao contrario do desejado, facilitou a
permeacao de algumas proteinas através da membrana, diminuindo sua

retencao.

A presenca de material protéico nos permeados, aliada aos teores de
nitrogénio e DQO, mostrou que a diminui¢do do pH da salmoura prejudicou a
recuperagao de proteinas e, consequentemente, aumentou a carga poluidora

do residuo.

Conforme esperado, o efeito positivo da pressao sobre o fluxo de
permeado foi observado para as trés vazdes de alimentagao testadas nas duas

membranas estudadas, 20 kDa e 50 kDa.
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O aumento da velocidade tangencial de 0,6 m/s para 1,2 m/s causou um
aumento de 59% no fluxo de permeado, na mais alta pressao testada, 400 kPa,
quando a membrana de 50 kDa foi utilizada. Este comportamento ndo ocorreu

a pressao transmembrana mais baixa.

O fluxo limite foi alcangado com a velocidade tangencial de 0,4 m/s, a

200 kPa, quando se utilizou a membrana com retengdo nominal de 50 kDa.

Foi possivel obter extrusados com o retido de salmoura. Os extrusados
obtidos a partir da formulagdo com 35% de umidade foram os que
apresentaram melhor indice de Absor¢cdo de Agua, bem como a melhor

aparéncia do produto final expandido.

Desta forma, a extrusdo mostrou-se uma boa alternativa para a

aplicagao das proteinas recuperadas por ultrafiltragao.
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Considerando-se a abrangéncia do tema do qual faz parte este trabalho

de tese, ainda ha muito para ser investigado dentro de um assunto de tamanho

interesse, que € a recuperacao e aplicagéo de proteinas. Desta forma, sugere-

se que novos estudos sejam desenvolvidos, tais como:

a avaliacdo do efeito do material da membrana sobre a retencédo de

proteinas presentes na salmoura residual do processamento de lula;

a utilizacdo de um sistema piloto de filtragdo, com o objetivo de

otimizar a concentragao das proteinas;

a avaliacdo de outros valores de pH que favoregam a recuperacao de
proteinas, ou mesmo seu fracionamento, objetivando a separagao de

alguma proteina especifica;

a utilizacdo dos processos com membranas para a recuperagao de
proteinas presentes nas aguas residuais dos processamentos de

outros produtos, como, por exemplo, atum e camar&o em conserva;

a caracterizacao das proteinas recuperadas por técnicas de

cromatografia liquida e/ou eletroforese capilar;

a caracterizacao da espécie de lula que vem sendo capturada na

regido sudeste e, por conseguinte, foi empregada nos experimentos;

a avaliagao de outras formulagdes e outros parametros de processo

para obtencéo dos extrusados;

a realizacdo de uma analise sensorial dos extrusados obtidos a partir

de farinha de arroz e retido de salmoura;
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» a utilizagdo do processo de extrusdo para obtengao de outros produtos

tais como snacks ou massas;

= a avaliagao de outras aplicacbes para as proteinas recuperadas por

ultrafiltragcao.
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Anexo 1 — Anélises de Proteina

1.1 — Teor de proteinas (g/L) da salmoura, na alimentacdo (A), no retido (R) e no permeado (P) para as

diferentes membranas testadas

A R P
Membrana M DP M DP M DP
10 kDa 4,23 5,69 4,96 0,73 5,08 6,23 5,66 0,58 0,79 0,85 0,82 0,03
20 kDa 4,69 4,46 4,58 0,11 7,19 8,64 7,92 0,72 0,60 0,59 0,60 0,01
50 kDa 4,58 4,08 4,33 0,25 5,04 4,39 4,72 0,32 0,33 0,49 0,41 0,08
100 kDa 4,35 4,62 4,49 0,14 5,65 5,57 5,61 0,04 0,41 0,49 0,45 0,04

1.2 — Teor de proteina total (g/L) presente na salmoura em seu pH original (7,0) e com pH modificado (5,0), nas

trés correntes de processo: alimentacéao (A), retido (R) e permeado (P)

Membrana A R P
100 kDa M DP M DP M DP
pH=7,0 4,35 4,62 4,49 0,14 5,65 5,57 5,61 0,04 0,41 0,49 0,45 0,04
pH=5,0 5,56 4,61 5,09 0,48 5,28 3,80 4,54 0,74 2,22 2,03 2,13 0,09
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Anexo 2 — Andlises de Turbidez

2.1 — Valores de turbidez (NTU) da salmoura, na alimentagdo (A), no retido (R) e no permeado (P) para as

diferentes membranas testadas

A R P
Membrana M DP M DP M DP
10 kDa 57,5 56,9 57,2 0,3 79,5 81,7 80,6 1,1 5,1 1,2 3,2 2,0
20 kDa 45,6 46,8 46,2 0,6 78,2 112,3 95,3 17,1 2,1 2,9 2,5 0,4
50 kDa 133,0 121,3 127,2 5,8 178,0 138,3 158,2 19,8 0,9 3,6 2,3 1,4
100 kDa 164,0 123,7 143,9 20,2 198,3 180,7 189,5 8,8 0,3 0,4 0,4 0,1

2.2 — Valores de turbidez (NTU) da salmoura em seu pH original (7,0) e com pH modificado (5,0), nas trés

correntes de processo: alimentacao (A), retido (R) e permeado (P)

Membrana A R P
100 kDa M DP M DP M DP
pH=7,0 164,0 123,7 143,9 20,2 198,3 180,7 189,5 8,8 0,3 0,4 0,4 0,1
pH=5,0 730,8 1397,0 | 1063,9 333,1 1006,0 | 2059,0 | 1532,5 526,5 1,6 0,6 1,1 0,5
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Anexo 3 — Andlises de Sélidos Totais

3.1 — Teores de sélidos totais (% p/p) da salmoura, na alimentacdo (A), no retido (R) e no permeado (P) para as
diferentes membranas testadas

A R P
Membrana M DP M DP M DP
10 kDa 2,08 2,21 2,14 0,07 2,03 2,28 2,15 0,13 1,50 1,74 1,62 0,12
20 kDa 2,29 2,19 2,24 0,05 2,31 2,42 2,37 0,05 1,66 1,65 1,65 0,01
50 kDa 1,91 1,88 1,90 0,02 1,72 1,75 1,74 0,01 1,28 1,29 1,28 0,00
100 kDa 1,76 1,92 1,84 0,08 1,65 1,86 1,76 0,10 1,26 1,38 1,32 0,06

3.2 — Teor de solidos totais (% p/p) da salmoura em seu pH original (7,0) e com pH modificado (5,0), nas trés
correntes de processo: alimentacao (A), retido (R) e permeado (P)

Membrana A R P
100 kDa M DP M DP M DP
pH=7,0 1,76 1,92 1,84 0,08 1,72 1,75 1,74 0,01 1,28 1,29 1,28 0,00
pH=5,0 2,49 2,50 2,49 0,00 2,29 2,20 2,25 0,04 1,94 1,97 1,96 0,01
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Anexo 4 — Andlises de pH

4.1 — Valores de pH da salmoura, na alimentacédo (A),

membranas testadas.

no

retido (R) e no permeado (P) para as diferentes

R
Membrana M M M
10 kDa 7,11 7,07 7,09 0,02 6,99 7,13 7,06 0,07 7,12 7,15 7,14 0,01
20 kDa 7,11 6,99 6,95 0,08 6,95 6,68 6,82 0,14 7,08 6,88 6,98 0,10
50 kDa 7,37 7,14 7,26 0,12 7,24 7,20 7,22 0,02 7,43 7,04 7,24 0,20
100 kDa 7,26 7,22 7,24 0,02 7,30 7,23 7,27 0,03 7,25 7,35 7,30 0,05
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Anexo 5 — Andlises de Cloreto

5.1 — Concentracao de cloreto (mg/L) da salmoura, na alimentacdo (A), no retido (R) e no permeado (P) para as
diferentes membranas testadas

A R P
Membrana M DP M DP M DP
10 kDa 8080 8260 8170 90 7361 8080 7721 360 7541 8080 7811 270
20 kDa 8389 8211 8300 89 8211 8032 8122 90 8211 8032 8122 90
50 kDa 8032 8211 8122 90 6426 7140 6783 357 6247 6961 6604 357
100 kDa 7854 8389 8122 268 7140 7497 7319 179 6783 7318 7051 268

5.2 — Concentracao de cloreto (mg/L) da salmoura em seu pH original (7,0) e com pH modificado (5,0), nas trés

correntes de processo: alimentacao (A), retido (R) e permeado (P)

Membrana A R P
100 kDa M DP M DP M DP
pH=7,0 7854 8389 8122 268 7140 7497 7319 179 6783 7318 7051 268
pH=5,0 9639 9995 9817 178 9103 8746 8925 179 8568 8568 8568 0
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Anexo 6 — Andlises de Nitrogénio

6.1 — Concentracao de nitrogénio total (g/100g) da salmoura, na alimentacéao (A), no retido (R) e no permeado

(P) para as diferentes membranas testadas

A R P
Membrana M DP M DP M DP
10 kDa 0,18 0,14 0,16 0,02 0,14 0,16 0,15 0,01 0,05 0,09 0,07 0,02
20 kDa 0,17 0,16 0,17 0,01 0,20 0,21 0,21 0,01 0,10 0,12 0,11 0,01
50 kDa 0,13 0,10 0,12 0,02 0,16 0,14 0,15 0,01 0,05 0,00 0,03 0,03
100 kDa 0,11 0,17 0,14 0,03 0,14 0,13 0,14 0,01 0,03 0,04 0,04 0,00

6.2 — Concentragcéo de nitrogénio total (g/100g) da salmoura em seu pH original (7,0) e com pH modificado (5,0),

nas trés correntes de processo: alimentacéao (A), retido (R) e permeado (P)

Membrana A R P
100 kDa M DP M DP M DP
pH=7,0 0,11 0,17 0,14 0,03 0,14 0,13 0,14 0,01 0,03 0,04 0,04 0,00
pH=5,0 0,17 0,16 0,17 0,01 0,16 0,14 0,15 0,01 0,09 0,10 0,10 0,00
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Anexo 7 — Andlises da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

7.1 — Demanda Quimica de Oxigénio (mg/L) da salmoura na alimentacédo (A), no retido (R) e no permeado (P),

para as diferentes membranas testadas

A R P
Membrana M DP M DP M DP
10 kDa 8133 8550 8342 209 8875 10692 9784 909 1875 2633 2254 379
20 kDa 8046 8388 8217 171 11142 11782 11462 320 2689 2664 2677 13
50 kDa 5848 8138 6993 1145 6170 8937 7554 1384 835 1465 1150 315
100 kDa NR 7875 7875 0 7994 8782 8388 394 1394 1508 1451 57

7.2 — Demanda Quimica de Oxigénio (mg/L) da salmoura em seu pH original (7,0) e com pH modificado (5,0),

nas trés correntes de processo: alimentacéao (A), retido (R) e permeado (P)

Membrana A R P
100 kDa M DP M DP M DP
pH=7,0 NR 7875 7875 0 7994 8782 8388 394 1394 1508 1451 57
pH=5,0 10256 10279 10268 12 8891 9309 9100 209 4616 4839 4728 112
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Anexo 8 — Producdo Cientifica
1.1 — Trabalhos apresentados e participacdes em congressos

o “Concentracdo de Proteinas por Ultrafiltracdo”, trabalho apresentado no 4°
CITEM, Congresso Ibero-americano em Ciéncia e Tecnologia de

Membranas, realizado em julho de 2003, Floriandpolis-SC.

o “Recuperacido de Proteinas das Aguas Residuais do Processamento de
Lula em Conserva’, trabalho apresentado no V SLACA, Simpdsio Latino
Americano em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, realizado em novembro
de 2003, Campinas-SP.

e Apresentagdo de Seminario no Ciclo de Seminarios da Pds-graduagao em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos da Escola de Quimica
da UFRJ, realizado em dezembro de 2003, Cidade Universitaria-RJ.

o “‘Utilizacdo de Membranas na Recuperagdo de Proteinas”, trabalho
apresentado no XIX CBCTA, Congresso Brasileiro de Ciéncia e

Tecnologia de Alimentos, realizado em setembro de 2004, Recife-PE.

o  ‘“Effects of flow rate and transmembrane pressure on permeate flux during
ultrafiltration of residual brine from squid processing”, trabalho
apresentado no EMPROMER 2005 (2" Mercosur Congress on Chemical
Engineering e 4" Mercosur Congress on Process Systems Engineering),

realizado em agosto de 2005, Rio de Janeiro, Brasil.

o “Efeito do pH na Ultrafiltracdo da Salmoura Residual do Processamento
de Lula”, trabalho apresentado no VI SLACA, Simpésio Latino Americano
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, realizado em novembro de 2005,
Campinas-SP.
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o Participacdo no Workshop “Aplicagdes Industriais de Processos com

Membranas”, realizado em 18 de julho de 2003, Floriandpolis-SC.

1.2 — Trabalho aceito

e  “Protein recovery of residual brine from squid processing”, artigo aceito
para publicagdo na Revista Alimentaria.
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