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Resumo

No presente trabalho foi investigada a viabilidade técnica de se usarem concentrados proteicos
obtidos por osmose inversa, seguida de ultrafiltracdo, na producdo de requeijdo. Foi feita a
otimizacdo do processo de concentracdo, por ultrafitracdo, do soro de leite de mistura, pré-
concentrado por osmose inversa, tendo em vista 0 aproveitamento dos concentrados obtidos, com
um fator de concentracdo em volume (FCV) de 2.0, para fabrico de requeijao. Estudou-se a influéncia
de se usarem concentrados obtidos por osmose inversa, seguida de ultrafiltracdo, no aumento do
rendimento de producéo de requeijao e foi feita a respetiva andlise textural dos requeijdes produzidos.
Nos ensaios de ultrafiltracdo, em modo de recirculacéo total e de concentracdo, utilizou-se uma
membrana do tipo GR95PP (Alfa Laval). Esta membrana revelou ser adequada para o efeito, devido
aos elevados fluxos de permeacé@o observados, ao elevado coeficiente de rejeicdo aparente a
proteina e a baixa rejeicdo aparente a lactose. Foram fabricados requeijdes a partir de soro de leite
de mistura integral, de soro concentrado por osmose inversa e a partir de soro concentrado por
osmose inversa, seguida de ultrafitracdo. Comparativamente aos requeijdes tradicionais, 0s
requeijdes produzidos a partir dos concentrados proteicos apresentaram teores de residuo seco e
coesividade semelhantes e teores de matéria gorda inferiores. Em contrapartida, apresentaram
concentracdes de proteina, lactose e magnésio mais elevadas, bem como maior dureza e
adesividade, comparativamente aos requeijoes tradicionais. A utilizacdo de concentrados proteicos
permitiu um aumento do rendimento do processo de fabrico do requeijdo, em linha com os teores

mais elevados em proteina.

Palavras-chave: Soro de Leite de Mistura; Osmose Inversa; Ultrafiltragdo; Concentrados Proteicos;

Requeijao.



Abstract

In this work was investigated the possibility of using the protein concentrates, obtained by reverse
osmosis and ultrafiltration, in the manufacturing of requeijdo, a Portuguese traditional whey cheese.
The optimization of the concentration process of the pre-concentrated whey by ultrafiltration, was
made in view of the use of the concentrates obtained, with a concentration factor by volume (VCF) 2.0,
to requeijdo manufacturing. It was studied the influence of using concentrates, obtained by reverse
osmosis and ultrafiltration, in the increase of requeijdo production yield and was made the textural
analysis of the produced requeijdes. In the ultrafiltration trials, in total recirculation and concentration
modes, a GR95PP membrane type (Alfa Laval) was used. This membrane proved to be adequate for
the process due to a high permeation flux observed, a high apparent rejection coefficient to the
protein and low apparent rejection to lactose. The protein concentrates (produced by ultrafiltration
from concentrated whey by reverse osmosis) were used to produce requeijdo. Requeijdo was also
produced by whole whey mixture and by concentrate of reverse osmosis before ultrafiltration.
Comparatively to the traditional requeijao (produced by whole whey mixture), the requeijao produced
by protein concentrates show similar levels of dry matter and cohesiveness, and significantly low
levels of fat. However, it shows higher protein, lactose and magnesium contents, as well as higher
hardness and adhesion, comparatively to the traditional requeijdo. The use of protein concentrates

allowed a significant increase in the requeijdo manufacturing process yield.

Keywords: Whey from mixture of cow, goat and sheep milks; Reverse Osmosis; Ultrafiltration;

Protein Concentrates; Requeijao.
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Nomenclatura

FCV - Fator de concentragéo volumétrico

MF — Microfiltracao

MWCO - Limite de exclusdo molecular (molecular weight cut-off)
NF - Nanofiltracdo

Ol — Osmose inversa

PSM — Processos de separacdo com membranas

UF - Ultrafiltragéo
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1 INTRODUCAO

1.1 Industria dos Lacticinios e producéao de soro de leite

A industria dos lacticinios produz uma grande quantidade de residuos solidos e liquidos.
Consideram-se residuos sélidos todos os restos de matéria-prima, produto acabado, embalagens,
entre outros. Relativamente aos residuos liquidos, destaca-se o soro de leite, também designado
como soro de queijo ou lactossoro (P.da Silva 2011)

Atualmente, produzem-se a nivel mundial cerca de 190 milh6es de toneladas de soro por ano;
sendo que apenas 50% deste valor € processado, isto é, aproveitado (Baldasso et al. 2011). Segundo
o European Milk Market Observatory, a China e a Russia foram os maiores importadores de soro de
leite em 2013 e 2014 (cerca de 400000 e 115000 toneladas de soro por ano, respetivamente). Quanto
aos maiores exportadores, no mesmo periodo de tempo, destacam-se a Unido Europeia (EU) e os
Estados Unidos da América (EUA) (cerca de 500000 e 480000 toneladas de soro por ano,
respetivamente), o que faz destes os maiores produtores de soro a nivel mundial (Milk Market
Observatory 2015). Na Europa, consideram-se como principais paises produtores, em 2013, a
Alemanha, Poldnia, Itdlia e Reino Unido (Milk Market Observatory 2014).

De acordo com os dados estatisticos de producao global de soro de leite, Portugal produziu cerca
de 112430 toneladas em 2013. Desta produc¢do resultaram cerca de 86970 toneladas de soro liquido,
17640 toneladas de soro em pg; e 7830 toneladas de concentrado de soro (Milk Market Observatory
2014).

1.2 Questao ambiental vs Aplicacdes do soro de leite

O soro, apesar de ser um subproduto da producgéo de queijo, tem valor acrescentado por se tratar
de uma substancia rica em sélidos, com um teor ainda importante em proteinas, de elevado valor
biolégico. No entanto, dada a falta de tecnologias adequadas para o seu tratamento, este subproduto
tem vindo a ser desvalorizado e descartado por muitas indUstrias h4 décadas (Portal Lacteo
2012).Torna-se, assim, numa grande ameacga para 0 meio ambiente, devido a sua elevada carga
organica e a sua dificil degradacao  De acordo com um estudo feito pela Universidade Federal de
Vicosa, “uma fabrica com producao média de 300000 litros de soro por dia polui o equivalente a uma
cidade com 150000 habitantes” (P.da Silva 2011).

Com o intuito de se lutar contra este problema ambiental e a0 mesmo tempo se aproveitar este
subproduto com valor comercial, tém sido feitos inUmeros estudos sobre possiveis aplicacdes em
novos produtos e o desenvolvimento de novas tecnologias de processamento, o que faz deste um
produto de futuro na industria alimentar (Prazeres et al. 2012). O soro de leite é utilizado na
alimentacdo animal e humana, bem como para a produgdo de medicamentos, ha milhares e milhares
de anos (Mizubuti 1994).



Atualmente, ja existem novas técnicas aplicadas na indUstria dos lacticinios, como é o caso da
tecnologia de membranas. Esta nova tecnologia, apesar de ja estar a ser aplicada, tem vindo a ser
alvo de varios estudos a fim de ser melhorada. A par disto, de acordo com estudos recentes, esta
tecnologia trouxe a possibilidade de novas aplicacbes do soro de leite, como é o caso da
incorporagdo deste em bebidas lacteas (Portal Lacteo 2014), bem como na producédo de requeijao

com teores reduzidos de gordura (MilkPoint.PT 2015).

1.3 Processos de separagcdo com membranas (PSM)

1.3.1 Principios de funcionamento dos PSM

Desde o inicio do século XX sdo utilizados processos de separacdo com membranas. As
primeiras membranas foram introduzidas na Alemanha, pelo Zsigmondy. Contudo, foi a partir dos
anos 60, com o desenvolvimento de membranas assimétricas, que se deu a implementacdo desta
tecnologia a nivel industrial. Foi com o aparecimento de membranas assimétricas que se conseguiu
solucionar alguns problemas associados a implementacdo desta tecnologia a escala industrial,
nomeadamente a baixa seletividade e os baixos fluxos de permeacéo, caracteristicos das primeiras
membranas poliméricas (Mulder 1998).

As membranas funcionam como barreiras seletivas entre duas fases, concentrado/alimentacao e
permeado (vide Figura 1). Estas permitem a permeacéo preferencial de um ou mais componentes da
mistura de alimentacéo, a qual é administrada tangencialmente & membrana, permitindo assim a sua
separacao (W. S. & Kamalesh K. 1992).

Alimentacéo Concentrado

Membrana ‘ ‘ Polarizacéo de

concentracao
Permeado ¢

Figura 1 — Representacao esquematica de um processo de separagdo com membranas. (Adaptado de Gosta
Bylund 1995).

As técnicas de separacdo de massa convencionais, tais como a destilacdo, cristalizacéo,
extracdo com solvente, tém vindo a ser complementadas por uma série de processos de separacao
com membranas semipermeaveis, nos ultimos anos. As membranas sdo um elemento crucial para a
separacdo de misturas moleculares ou de particulas. Existe uma vasta gama de processos de
separacao por membranas, os quais diferem em termos de aplicacdes, das estruturas utilizadas como
barreira de separacdo, assim como nas forcas motrizes aplicadas para o transporte dos diferentes

compostos quimicos. Dentre estes processos estdo incluidas a osmose inversa ou a ultrafiltracao,
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que utilizam membranas poliméricas microporosas, assimétricas e uma diferenca de pressao
hidrostatica como forca motriz, a electrodidlise, que utiliza membranas de permuta de ides e uma
diferenca de potencial para a separagdo de componentes carregados, ou a libertagdo controlada de
agentes ativos, em que sao utilizadas como barreiras de separacdo membranas poliméricas
homogéneas e como forga motriz o gradiente de concentragao (Strathmann 1983).

Na tabela 1 apresenta-se um resumo dos processos de separacdo por membranas mais

relevantes, incluindo os seus principios de funcionamento e as suas principais areas de aplicacao.

Tabela 1 - Processos de separagdo com membranas: principios de operacao. (Adaptado de Strathmann 1983;
Mulder 1998).

Processo de separagao Tipo de membrana Forga motriz Método de separagéo
o ) Simétrica microporosa _ 5 Exclus&o por peso
Microfiltracio com um raio de poro de  Diferenca de presséo
0,1-10 pm molecular
Assimétrica microporosa ~
. ~ . : = Excluséo por peso
Ultrafiltragéo com um raio de poro de  Diferenca de presséo e
1-10 nm molecular/Difuséo
Excluséo por peso
Nanofiltragéo Assimétrica Presséo molecular e Solugéo-
Difuséo
Osmose Inversa Assimétrica Presséo Solucgéo-Difuséo
. Simétrica microporosa Gradiente de o
Dialise com um raio de poro de ~ Difuséo
0.1-10 nm concentracao
Electrodidlise Permuta iénica Grad.iente,dt_a Carga elétrica} e
potencial elétrico tamanho de particulas
. Gradientes de
Separagdo Gasosa Homogénea ou porosa presséo e Solugao/Difusdo

concentracdo

Embora os processos de separagdo por membranas sejam muito diferentes, em termos de
funcionamento e aplicagdo, existem varias caracteristicas comuns que tornam este tipo de processo
particularmente interessante. Na maior parte dos casos, os PSM sdo mais rapidos, mais eficientes e
econdémicos relativamente as técnicas de separagdo convencionais. Dado que a separacdo por
membranas pode e é geralmente realizada a temperatura ambiente, é possivel tratar-se uma solucéo
sensivel a temperatura sem que 0S seus constituintes sejam degradados, ou até mesmo
quimicamente alterados. Isto permitiu resolver muitos problemas associados a separacdo de massa
na induastria alimentar, de medicamentos e na biotecnologia, uma vez que nestas indUstrias sdo

muitas vezes processados produtos termicamente sensiveis (Strathmann 1983).

1.3.2 Tipos de membranas

As membranas podem ser classificadas consoante a sua natureza, biolégicas ou sintéticas,

sendo que estas diferem na sua estrutura e funcionalidade (Mulder 1998). Relativamente a fase,
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estas podem ser sélidas ou liquidas. Para além das caracteristicas mencionadas anteriormente, as
membranas podem ser neutras ou podem transportar cargas negativas e/ou positivas (Strathmann
1983).

Atualmente, existe uma vasta gama de membranas, que se adequam a diversas aplicagdes.
Estas podem ser constituidas por uma grande variedade de materiais, entre os quais: i) produtos
inorganicos - vidros porosos, grafite, porcelanas e 6xidos metalicos; ii) polimeros de origem natural -
diacetato e triacetato de celulose, propionatoacetato de celulose, butirato-acetato de celulose e
metacrilato-acetato de celulose); iii) polimeros sintéticos - poliamida, poliacrilonitrilo, polissulfona,
polipropileno. De acordo com a sua estrutura, as membranas podem ser classificadas em duas
classes: membranas simétricas e assimétricas. As membranas simétricas incluem as microporosas e
as homogéneas, enquanto as membranas assimétricas podem ser integrais ou compostas
(Strathmann 1983; Mulder 1998).

O 0,°
o~y E;)(C?OOOO

a) b)

Figura 2 - Representacdo esquematica da permeacéo através de uma membrana: assimétrica (a) e simétrica (b)
(Strathmann 1983).

A barreira seletiva é distribuida ao longo de toda a espessura, no caso das membranas
simétricas, variando entre 10 -200 um (Mulder 1998). Relativamente as membranas assimétricas, a
barreira seletiva é constituida por uma camada muito fina e homogénea, também designada por
camada ativa ou “pele”, sendo a sua espessura variavel entre 0,1-1 ym e uma camada porosa com
espessuras de 100-200 ym. Uma das vantagens deste tipo de estrutura é que estas retém as
particulas a superficie da membrana, evitando assim colmatacdo, ao contrario das membranas
simétricas, que atuam como filtros e retém particulas nos seus poros, podendo originar colmatacdo e

um consequente decréscimo de fluxo (Strathmann 1983).

1.3.3 Modulos de membranas

O arranjo das membranas em configuracdes, caracterizadas por apresentar uma elevada area
superficial/unidade de volume, foi um fator preponderante para a implementacao industrial deste tipo
de tecnologia, uma vez que permitiu aumentar, ndo s, a capacidade de processamento de fluidos,
em condi¢des hidrodindmicas e de pressdo adequadas, assim como, facilitar o processo de limpeza e

manutencdo dos sistemas, a um custo aceitavel. Destas configuracdes resultaram varios tipos de



modulos, tais como: pratos planos, tubulares, enrolados em espiral e de fibras ocas (Chaufer et al.
1998).

Tabela 2 — Tipos de mddulos de membranas e respetivas aplicagdes. Adaptado de (Gosta Bylund 1995).

Tipo de Mdédulo Aplicacbes
Enrolado em espiral Ol, NF, UF
Pratos planos Ol, UF
Tubular, com base polimérica Ol, UF
Tubular, com base ceramica MF, UF
Fibras ocas UF

1.3.4 Aplicagdes das membranas

Dadas as grandes vantagens da aplicacdo de PSM, as membranas séo hoje em dia utilizadas em
grande escala para a producdo de agua potavel a partir da dgua do mar, para limpar efluentes
industriais e recuperar componentes valiosos, para se concentrar, purificar, ou fracionar solucfes
macromoleculares na industria alimentar e, na &rea da salde, para remover a ureia e outras toxinas a
partir do fluxo de sangue num rim artificial, ou para libertar certos farmacos a uma velocidade
predeterminada no tratamento médico (Strathmann 1983).

Sao vastas as aplicacbes desta tecnologia nos varios sectores da indulstria alimentar ou nas
agroindustrias, sendo o principal mercado a industria dos lacticinios (leite, soro de leite, étc.),
seguindo-se a indUstria das bebidas (cerveja, sumos de fruta, vinho, étc.). O sucesso da tecnologia de
separagdo com membranas, nestes mercados, esta diretamente ligado a algumas vantagens que
este tipo de processo apresenta, quando comparado ao processo de separagcdo convencional. De
entre as principais vantagens estdo o fato de o tratamento do produto ser feito de forma suave, isto &,
ndo haver mudancas bruscas de temperatura durante o processo; elevada seletividade do
mecanismo de separacao; o uso de médulos de membranas compactos e de facil instalacdo e o baixo
consumo de energia associado (Lipnizki 2010).

1.3.5 Caracterizacdo de membranas: PSM conduzidos por presséo

No processo de caracterizacdo de membranas € fundamental ter-se em conta tanto a morfologia,
como as propriedades quimicas, elétricas e o tipo de materiais que as constituem. Os fluxos e os
fatores de rejeicdo de uma dada membrana dependem de varios fatores, entre os quais: 0
impedimento estereoquimico, caracterizado pela exclusao molecular ou pelo atrito hidrodindmico das
paredes dos poros sobre as moléculas de soluto; da solubilidade/difusividade das moléculas de soluto
através da matriz; e das intera¢des quimicas membrana(s)—soluto(s)-solvente.

A caracterizacdo das membranas deve conter informacdo morfoldgica, relacionada com a
estrutura porosa (diametro de poros e distribuicdo de diametro de poros), propriedades quimicas
(hidrofilia/hidrofobia relativas), elétricas e dos materiais (polimeros) que as constituem. Mais

5



concretamente, a referida caracterizacdo da membrana é realizada maioritariamente em funcéo da
membrana e ndo do regime de circulagdo. Por sua vez, o regime de circulagdo encontra-se
relacionado com a caracterizacdo hidrodindmica do escoamento da alimentacdo, da composicao

fisico-quimica, da pressédo e da temperatura de operagéo.

1.3.5.1 Fluxo de permeacédo e Permeabilidade Hidréaulica

O coeficiente de permeabilidade hidraulica, Lp, é o parametro mais simples de caracterizacdo de
uma membrana. Este traduz a capacidade de permeacédo da agua pura através da membrana, sendo
assim definido pela variacdo do volume de permeado por unidade de tempo, de &rea de membrana e

de pressao aplicada, de acordo com a seguinte equagao:

Equacédo 1

Sendo, J, o fluxo volumétrico de permeagcéo, neste caso da agua pura; u (Pa.s) a viscosidade do
solvente e AP (Pa) a presséo transmembranar aplicada.

A constante Ly/y (m.s™.Pa™) é a permeabilidade hidraulica ou coeficiente de permeabilidade do
solvente. A resisténcia hidraulica, R,, é definida como o inverso da permeabilidade (1/Lp) e é

independente da viscosidade (Meireles-Masbernat & Aimar 1998).

1.3.5.2 Fator derejeicéo

A permeabilidade de uma solugdo, contendo um determinado soluto, é sempre diferente do valor
correspondente a permeac¢do da agua pura. Este fato deve-se a resisténcia a transferéncia de massa,
causada pela introducdo do soluto que € rejeitado pela membrana e acumulado a superficie da
mesma.

E através do coeficiente de rejeicdo aparente, f,, que € avaliada a capacidade de separacéo da
membrana. Este € obtido a partir das concentragdes de soluto no seio da alimentacdo e no permeado,
C, e C,, respetivamente (Aptel & Clifton 1983).

Equacéo 2

Devido a ocorréncia de acumulacéo de soluto a superficie da membrana, a concentracédo do
mesmo na alimentacéo, adjacente & membrana, define-se como C,,, a qual difere do valor relativo ao
seio da alimentacdo, C,. Com isto, o coeficiente de rejei¢do intrinseco é definido por (Aptel & Clifton
1983):



Equacédo 3

1.3.5.3 Fator de concentragdo volumétrico

Em processos de membranas conduzidos por pressao e em modo descontinuo de operacdo, em
particular em ultrafiltracéo, é razoavel assumir que o fator de rejeicéo, f, € independente do fator de
concentracdo volumétrico.

O fator de concentracdo volumétrico (FCV) é um parametro determinante do processo, uma vez
que esta diretamente ligado ao fluxo de permeado. Durante o processo de separa¢do por membrana,
a concentracdo de um determinado soluto varia em funcéo do volume de permeado recolhido, assim

como em funcao da retencdo de soluto pela membrana. O FCV € entéo definido por

FCV = o__ Vo
Vi (Vo—Vp)

Equacéo 4
Onde V, € o volume inicial da solugéo de alimentag&o, V; o volume de final da solugéo concentrada e

V, o0 volume de permeado recolhido.

1.3.5.4 Limite de exclusdo molecular (MWCO)

O limite de exclusdo molecular (molecular weight cut-off - MWCQO) é um parémetro caracteristico
de cada membrana e de facil determinacao. A partir de um conjunto de solugfes de referéncia, cujos
solutos tém peso molecular conhecido, traga-se uma curva dos coeficientes de rejeicdo em funcao
dos respetivos pesos moleculares. Da interce¢do desta curva com a horizontal relativa a uma rejeicao
de 0,90 ou 0,95 obtém-se uma abcissa que corresponde ao cut-off da membrana (MWCO) (Aptel &
Clifton 1983).

1.3.6 Fatores que afetam o desempenho e funcionamento dos PSM

Sao fenémenos como a Polarizacdo de concentracdo e a Colmatacdo que modificam a
eficacia dos processos de separacdo por membranas. De um modo geral, com o passar do tempo e
uso da membrana, verifica-se um declinio do fluxo de permeacao e uma alteracdo de seletividade.
Contudo, os fluxos iniciais de permeacdo podem ser restabelecidos através de limpeza mecénica ou

guimica. (Gésan-Guiziou 1998).



1.3.6.1 Polarizagédo de concentracao

Durante o processo de filtracdo tangencial, os componentes retidos pela membrana (ides,
macromoléculas, coloides ou particulas) acumulam-se progressivamente a superficie porosa da
mesma. Em estado estacionario, o fluxo convectivo de um dado soluto (JC) em dire¢do a membrana
€ equilibrado pelo fluxo de soluto através da membrana e pelo fluxo difusivo do mesmo (—D %),
desde a superficie da membrana até ao seio da alimentacdo. A este fendmeno designa-se,

habitualmente, por Polarizacdo de Concentragao (Gésan-Guiziou 1998).

Membrana

Camada
Adjacente

e S

Alimentacao

. /B
Cp /»,/
p 9c
dx
X S o

Figura 3 - Representacéo esquematica do perfil de concentracdes, em estado estacionario, na fase fluida
adjacente a membrana (Portal Laboratérios Virtuais de Processos Quimicos 2015).

Sendo C, a concentra¢édo de soluto na alimentagéo; C,, a concentragcéo de soluto a superficie
da membrana; C,a concentra¢éo de soluto no permeado, J o fluxo de permeado e & a espessura de
uma camada sub-laminar.

Séo vérias as consequéncias negativas impostas pelo efeito de polarizacdo. Em primeiro
lugar, o fato da concentragdo de soluto aumentar a superficie da membrana faz com que o fluxo de
soluto através da membrana aumente e a rejeicdo a este baixe. Em segundo lugar, da-se um
aumento da pressdo osmoética na interface membrana/solucéo, reduzindo assim o fluxo de agua. Por
fim, se a concentracdo local de soluto se tornar muito elevada, o mesmo pode precipitar ou formar um
gel, que se impregnard na membrana (Lonsdale 1983).

E através de modelos de transferéncia de massa que se quantifica o efeito da polarizacdo de
concentragcao, nomeadamente, através dos modelos do filme e da pressdo osmotica (Gésan-Guiziou
1998).

1.3.6.1.1 Modelo do filme

O modelo do filme assume que o fluxo convectivo € compensado pelo fluxo de soluto através
da membrana e pelo fluxo difusivo, desde a superficie da membrana até ao seio da alimentacdo. Em

estado estacionario, o balango de massa a um soluto, num elemento diferencial de volume situado na



camada limite laminar adjacente a membrana, de espessura 8, conduz a seguinte expressao (Gésan-
Guiziou 1998) (vide Figura 3)

Cp, = C+D0C
IC, =JC+ D!

Equacéo 5
Onde, J é o fluxo volumétrico de permeado, C é a concentragdo do soluto, D é a difusividade

ac . . ~ 2 ~
molecular deste soluto, 7y € o gradiente de concentracdo e Cp é a concentracdo de soluto no

permeado.

Na Equacédo 5, o termo JC representa a contribuicdo do fluxo transversal de soluto e o
segundo termo é referente ao fluxo difusivo. No primeiro membro, o termo JCp representa o fluxo de
permeado.

Da integracdo da Equacéo 5, ao longo da espessura da camada de polarizagdo, com as

seguintes condic¢@es fronteira:

y=0->C=C,
Equacéo 6
y=6-C=C;
Equacéo 7
resulta a seguinte expressao:
DAB Cm - Cp
=2 In(———2=2
J=5 g —¢)
Equacéo 8

D 7 .. A . ~
Onde, k =% (m/s) é o coeficiente de transferéncia de massa; C,, concentracdo de soluto na

membrana e C, e C, sdo as concentracbes do soluto no seio da solucdo e no permeado,
respetivamente. Note-se que este resultado teve como base o pressuposto de que a difusividade do
soluto, D, é constante.

Quando o soluto é completamente retido pela membrana, C,=0 e, portanto, a Equacgéo 8

simplifica-se, obtendo-se:
Cim
=kiIn(—
J = k()
Equacédo 9

1.3.6.1.2 Modelo da presséo osmoética

Este modelo assume que o decréscimo de fluxo de permeacao e da presséo transmembranar
efetiva se devem ao aumento da pressdo osmética, induzida pelo aumento de concentragéo de soluto
junto a superficie da membrana (Renner & ABD El-Salam 1993).

Numa primeira aproximacdo, e para solu¢des diluidas ideais de solutos de baixo peso
molecular, a lei de Van't Hoff (vide Equagdo 10) estabelece que a pressdo osmotica (1) varia
linearmente com a concentracdo do soluto, sendo inversamente proporcional ao peso molecular do

mesmo (Maurel 1998)



Equacéo 10

Onde, C é a concentragdo do soluto (kg m-3); R, a constante dos gases perfeitos; T, a temperatura
absoluta e M, o peso molecular do soluto (em kDa).
Considerando o efeito da pressdo osmética a superficie da membrana, e na auséncia de

guaisquer outros efeitos, a Equacgao 1 pode reescrever-se da seguinte forma (Gésan-Guiziou 1998):

= AP — At
HpRm
Equacéo 11

Onde, Rm (ou 1/Lp) é o inverso da permeabilidade hidraulica intrinseca da membrana e Am, a
diferenca entre a press@o osmotica a superficie da membrana e no permeado.
No caso de solugbes concentradas, a pressdo osmotica pode ndo ser desprezavel, variando

com a concentragdo, segundo a seguinte extensao da equac¢édo de Van't Hoff :

m= Alc + A2C2 + A3C3 + .-
Equacéo 12
Onde, Al, A2 e A3 sao designados por coeficientes de virial (Cheryan 1998).
A Equacdo 12 é frequentemente simplificada para a seguinte expressdo, uma vez 0s

coeficientes de virial ndo séo de facil acesso (Gésan-Guiziou 1998):

m=aC"
Equacéo 13
Onde, a é uma constante e n um fator exponencial de valor superior a 1. As constantes a e n
dependem do peso molecular e do tipo de polimero, sendo n superior a 2 para solutos
macromoleculares.
A forma mais simples de se determinar C,, (concentracéo de soluto na membrana) é recorrer
ao Modelo do Filme (Equacao 9). Em seguida, substituir a expressao dai resultante na Equacao 13 e,

por fim, na Equacdo 11. Com isto, resulta a seguinte expressao:

(- AP — a(exp (%) .Ccom
MoRon
Equacéo 14

A Equacdo 14 traduz a variagcdo dos fluxos de permeacdo normalmente observada, isto é
uma variacdo exponencial. O aumento da pressdo transmembranar aplicada conduz a um
crescimento inicial dos fluxos. Contudo, a medida que o transporte convectivo de soluto, em direcéo a
membrana, se torna mais intenso, a concentracdo do mesmo a superficie da membrana também se

torna mais elevada, provocando assim um aumento da pressdo osmotica e, consequentemente, a
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forca motriz aplicada diminui. Atingido o momento a partir do qual o crescimento da concentracao, C,,,
se traduz numa grande elevacdo da pressdo osmética, 0 aumento da pressao transmembranar
aplicada perde totalmente o seu efeito e ocorre um abaixamento de fluxo. E de se notar que a
aplicabilidade deste modelo depende da natureza do soluto que é rejeitado pela membrana e da

relagdo entre a presséo osmotica e a sua concentragdo, que influenciam (Cheryan 1998).

1.3.6.2 Colmatacéo

A colmatagao, também designada por “fouling”, pode ser definida como uma consequéncia de
fenémenos resultantes de interacdes especificas entre a membrana e os varios solutos presentes na
alimentacdo, ou entre o soluto adsorvido e outros que estejam presentes na sua vizinhanca.

De um ponto de vista pratico, € comum fazer-se a distincdo entre colmatacao irreversivel e
reversivel. A colmatacdo irreversivel, define-se como aquela que sé é possivel eliminar através de um
procedimento quimico ou mecéanico (por exemplo, limpeza fisico-quimica). A colmatacdo reversivel,
pode ser eliminada quando o problema que esta associado a sua origem também o for (por exemplo,
pressdo transmembranar anulada, ou apés lavagem com agua). A soma destas duas contribuicdes
designa-se por colmatacéo global ou total (Gésan-Guiziou 1998).

Um dos grandes fatores limitantes do uso de tecnologias de membranas é, precisamente, a
ocorréncia de colmatacéo, ou seja, a formacéo de incrustracdes sobre a membrana. Isto traduz-se
numa eficiéncia reduzida das operacdes, devido a diminui¢cdo dos fluxos de permeacéo; a alteracdes
da sua seletividade; a necessidade de limpeza mais frequente e, consequentemente, reducdo do
tempo de vida das membranas (Cheryan 1998).

Existem véarios mecanismos de colmatacdo que, na préatica, ocorrem normalmente em
simultdneo. Entre estes mecanismos estdo a adsorcdo, deposicdo de matéria por convecgao,

gelificacdo, desnaturacéo, agregacéo ou reacédo (Gésan-Guiziou 1998).

1.3.6.2.1 Modelo das Resisténcias em Série

Este modelo considera que existem outros fendmenos junto a membrana, para além da sua
propria resisténcia intrinseca, que podem contribuir como resisténcias adicionais a permeagéo, tais
como: a formacdo de uma camada de polarizacdo por concentracao; a eventual formacdo de um gel
ou ainda mecanismos de colmatagéo.

Segundo este modelo, o fluxo de permeacao pode ser descrito como

AP
by (R + RpetRg+R,)

Jo
Equacéo 15

Sendo Ry, (ou 1/Lp) a resisténcia intrinseca da membrana; Ry a resisténcia devida a camada de
polarizacdo de concentracdo; Rg a resisténcia relativa a formacdo do gel; e Ra resisténcia

correspondente a mecanismos de colmatacao (por exemplo, adsorcéo) (Gésan-Guiziou 1998).
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1.4 Estrutura da dissertacao

A presente dissertacdo de mestrado encontra-se dividida em cinco capitulos:

1. Introducao

2. Reviséo bibliografica

3. Parte experimental

4. Resultados experimentais e discussao

5. Conclus®es e perspetivas de trabalho futuro

No capitulo 1 do trabalho é feita uma introducéo, onde se descreve brevemente a matéria-
prima e algumas das suas aplica¢fes, assim como a importancia do seu tratamento e referentes
tecnologias utilizadas. No capitulo 2 faz-se uma revisdo bibliografica, que incide sobre os
componentes do soro de leite; os processos de separa¢cdo com membranas utilizados na industria
em geral e nos lacticinios, nomeadamente a Osmose Inversa e a Ultrafiltrac&o; as aplicacdes do
soro de leite e, por fim, uma pequena abordagem sobre a analise sensorial efetuada a produtos
alimentares.

Relativamente a parte experimental, capitulo 3, é feita uma descricdo dos procedimentos
experimentais, bem como de todo o material utilizado ao longo do trabalho e os métodos
analiticos utilizados. Ainda neste capitulo se apresentam todos os resultados experimentais e
respetiva discussao.

Por ultimo, é no capitulo 5 que se mencionam a principais conclusdes inerentes ao estudo

efetuado e se referem as perspetivas futuras de trabalho a desenvolver.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Soro de leite

2.1.1 Classificacdo do soro de leite

Durante o fabrico convencional de queijo da-se a separacdo do coagulo da fase aquosa, a qual
se designa por soro de leite.

O soro pode ser classificado de acordo com o seu grau de acidez, em soro doce ou soro acido.
Esta classificacdo esta relacionada com o método utilizado na coagulagdo do leite, durante o
processo de fabrico do queijo que lhe d& origem (Mizubuti 1994).

O soro acido é um subproduto do fabrico de caseinato ou de queijo do tipo Cottage. Nestes casos
¢é feito um ajuste do pH do leite para cerca de 4,6, por adicdo de &cido, por adi¢cdo de glucona-delta-
lactona ou por adicdo de cultura de bactéria latica, o que leva a coagulagdo da caseina e d& origem
ao soro &cido.

Relativamente ao soro doce, este € produzido pela inoculagdo do leite com cultura de bactérias
laticas, seguida da adicdo de um agentecoagulante, uma protease, que leva ao ajuste de pH para
valores compreendidos entre 6,2-6,4. Este procedimento é feito, por exemplo, na producdo de queijos
tipo Cheddar (Antunes 2003).

2.1.2 Composicgao fisico-quimica do soro de leite

A composicao do soro de leite (vide Tabela 3) esté relacionada com o tipo de queijo que lhe deu
origem. O soro representa entre 85 a 95% do volume de leite utilizado na producdo de queijo e
contém cerca de 55% dos nutrientes do leite, entre 0os quais proteinas globulares sollveis, lactose,
sais minerais e vitaminas, assim como quantidades variadveis de acido latico e nitrogénio nédo sollvel
(Mizubuti 1994).

Tabela 3 — Composi¢éo dos soros doce e acido, provenientes de leite de vaca (Antunes 2003).

Composicdo do soro Soro doce (%ST) Soro acido (%ST)

Sélidos totais (ST) 6,4 6.2
Proteina 0,8 0,75
Gordura 0,5 0,04
Lactose 4.6 4,2

~ Cinza 0,5 0,8
Acido latico 0,05 0,4
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2.1.2.1 Proteinas do soro de leite

As proteinas sdo macromoléculas biolégicas constituidas por uma ou mais cadeias de
aminoacidos. Estas tém a capacidade de realizarem inimeras funcdes pelo fato de apresentarem
diversidade estrutural.

As proteinas do soro de leite sdo definidas como as que permanecem no mesmo apés a
coagulacdo das caseinas, a pH 4,6 e a 20°C. Estas s&o consideradas de alta qualidade nutricional e
com excecionais propriedades funcionais, podendo dar origem a uma variada gama de produtos.

Cada proteina presente no soro tem uma determinada funcionalidade. A titulo de exemplo, a
B-lactoglobulina apresenta excelentes propriedades gelatinizantes; a a-lactalboumina tem a
capacidade de formar uma espuma similar a clara de ovo; a lactoferrina e a lactoperoxidase
apresentam propriedades bacteriostaticas (Antunes 2003).

A Tabela 4 indica as principais caracteristicas das proteinas no soro de leite.

Tabela 4 — Caracteristicas das principais proteinas do soro de leite (Daufin, Gésan-Guiziou, Muller, et al. 1998).

Proteinas do soro Massa Molar (kg/mol) pHiseelstrico Frac¢do massica (%)

B-Lg 36,6 51-54 50-60

a-La 14,2 4,2-4,5 15-20

Imunoglobulina 140-1030 5,5-8,3 10-15
BSA 69 4,7-5,1 5-6
Lactoferrina 77-80 8,6-9,2 <15
Lactoperoxidase 77-80 9-10,2 <0,5

2.1.2.1.1 Propriedades funcionais das proteinas

As propriedades funcionais das proteinas podem ser alteradas por uma vasta gama de
fatores intrinsecos e extrinsecos. Relativamente aos fatores intrinsecos destacam-se 0s seguintes,
entre muitos outros: composicdo de aminoacidos; conformagdo proteica; tamanho molecular; a
hidrofobicidade molecular; os substituintes quimicos e os grupos sulfidrilicos. Entre os fatores
extrinsecos realgam-se os métodos de preparacdo; o grau de purificacdo; o conteldo e a
concentracdo de proteina; as condigcbes ambientais; temperatura; pH e concentracao.

As principais propriedades funcionais das proteinas do soro de leite, de um ponto de vista
tecnoldgico, séo a solubilidade, ligacdo ou retencdo de agua, formacdo de espuma, gelatinizacdo e
emulsificacdo (Antunes 2003).

Em seguida, apresenta-se um estudo mais detalhado, incidente sobre as principais proteinas
do soro de leite, com o intuito de se compreender melhor algumas das suas caracteristicas e a

influéncia de certas tecnologias sobre as mesmas.
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B-lactoglobulina

A B-lactoglobulina é a principal proteina do soro de leite de bovinos, ovinos e caprinos. Esta
proteina representa cerca de 10% relativamente as proteinas totais do leite e 50% relativamente as
proteinas do soro de leite (Antunes 2003).

A figura seguinte ilustra a estrutura tridimensional da -lactoglobulina.

[

hélice o folha [3

Figura 4 — Representacdo esquematica da estrutura tridimensional da B-lactoglobulina (Cayot & Lorient 1998).

A B-lactoglobulina apresenta-se na forma de dimero, a temperatura ambiente e no intervalo
de pH 5,2-7. Nestas condi¢des, a estrutura proteica € constituida por duas cadeias peptidicas,
associadas entre si por interagdes fisico-quimicas, as quais estdo fixados lipidos, para além das
proteinas basicas, como a lactoferrina ou a lisozima (Cayot & Lorient 1998).

As proteinas apresentam a sua solubilidade mais baixa no ponto isoelétrico (pH;). E também
neste ponto que as interagdes proteina-proteina aumentam, uma vez que as forcas eletrostaticas
entre as moléculas ficam fragilizadas e hd menos interacdo das mesmas com a &gua, 0 que
proporciona um ambiente favoravel a agregacdo e, consequentemente, a precipitacado das moléculas
(Antunes 2003).

Segundo os autores Cayot e Lorient (1998), a desnaturacdo térmica desta proteina € um
fenomeno complexo, uma vez que depende de inUmeros fatores e condigbes do meio,
nomeadamente do pH, composicdo mineral e da presenca de hidratos de carbono, tais como, a

lactose, glucose, galactose e sorbitol.
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O esquema apresentado abaixo representa as varias conformacdes da [-lactoglobulina, em

funcéo do pH do meio em que se encontra.

Blg = (B-Lg:PB-Lg) == (B-Lg:P-Lg;...:B-Lg) = (B-Lg:B-Lg) > B-Lgg > B-Lgg
se
polymérise

)\(‘\;\ \,x\\/x; Transicdo de Tanford:
l\’" _é: J t\:" 207 ) transconformacdo reversivel
T -{&// até pH=7,5

optimo da associacao
octo-unitaria

pl
T T Y T T T »- pH
2,0 3,7 4,65 5.1 8,0 9,0

Figura 5 — Conformacges da B-lactoglobulina em fungdo do pH (Cayot & Lorient 1998).

Para valores de pH acima do ponto isoelétrico (pH;=5,1) a proteina existe na forma de dimero.
Para valores de pH abaixo de 3,5 e acima de 7,5, ocorre dissociacdo e a proteina apresenta-se na
forma monomérica. Entre os valores de pH 3,5 e 5,1 a forma dimérica da proteina polimeriza-se,
originando um octémero. Outro fator relevante na estrutura desta proteina é a presenca de residuos
de aminoéacidos sulfurados, uma vez que facilitam a polimerizagéo proteica, através da formacéo de
ligag@es dissulfidicas intermoleculares, durante o processamento a temperatura elevada.

A desnaturacdo da B-lactoglobulina é dependente do tempo de exposi¢cdo a temperatura,
sendo que acima dos 70°C ocorrem alteracdes de conformacdo extensas. Por se tratar de uma
proteina termoldbil, esta torna-se biologicamente disponivel, uma vez que o processamento térmico

aumenta a sua digestibilidade (Antunes 2003).

a-lactalbumina

Quanto a o-lactalbumina, apresenta-se com o segundo maior teor no soro de leite,
constituindo cerca de 2% das proteinas totais do leite e 13% das proteinas totais do soro.

Esta proteina apresenta a caracteristica Unica de ser capaz de se ligar ao calcio (Antunes
2003). No entanto, a presenca do ido célcio, aliada a existéncia de quatro pontes de dissulfito, apesar
de conferir estabilidade a nivel estrutural da proteina, proporciona a formacéo de uma zona hidréfoba
na sua conformacéo. Segundo os autores Cayot e Lorient (1998), nesta zona hidréfoba pode ocorrer

a sintese de lactose, através da interacéo entre a a-lactalbumina e a galactosiltransferase. Para além
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desta ocorréncia, a presenca do ido calcio também possibilita a ligacdo da a-lactalbumina a outras
proteinas, através do estabelecimento de pontes iénicas (Cayot & Lorient 1998).
A figura apresentada abaixo ilustra 0 modelo da estrutura terciaria da a-lactalbumina, na qual

a zona hidréfoba esté delimitada pelas hélices A, B, Ce D

hélice C'

hélice D

00C

folha /3 hélice o @ 1o cilcio

Figura 6 — Modelo da estrutura terciaria da a-lactalbumina (Cayot & Lorient 1998).

A a-lactalbumina é a proteina sérica mais resistente a desnaturacao térmica. Para valores de
pH proximos do seu ponto isoelétrico, existe uma maior aptiddo da molécula para a ocorréncia de
modificacdes estruturais, pois a mobilidade das cadeias laterias torna-se mais elevada, devido a
exposi¢cdo dos grupos hidrofobos a fase lipidica. Sendo assim, é proximo deste valor de pH que a
desnaturac@o térmica se torna mais critica, uma vez que se verifica que o aquecimento a uma
temperatura de 90°C conduz rapidamente a precipitacdo desta proteina. Para valores de pH proximos
da neutralidade, os i6es hidroxilo atacam as pontes de dissulfito e formam dihidroalanina, &cido
sulfidrico e acido cisteico, caso ndo existam grupos tiol na solucdo. Este fenémeno contribui para

acelerar o processo de desnaturacéo da proteina (Cayot & Lorient 1998).

Proteose-Peptona

Trata-se de uma mistura heterogénea de polipeptideos termoestaveis (peptideos derivados
da caseina — CDP), também denominados de proteose-peptonas, 0s quais sdo sollveis em &cido
(pH=4,6) e precipitaveis por acido tricloroacético (TCA) a 12%. No soro apresenta-se em quantidades
varaveis, representando cerca de 0,21% das proteinas do mesmo. Tratam-se de moléculas anfilicas,
devido a presenca de grupos fosfatos carregados, e apresentam sequéncias de residuos de

aminoacidos hidrofébicos (Antunes 2003).
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A figura seguinte representa a comparacao entre as curvas de solubilidade das proteinas {-

lactoglobulina, a-lactalbumina e caseina do soro, em fun¢éo do pH da solucéo.
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Figura 7 - Curvas de solubilidade das proteinas B-lactoglobulina, a-lactalbumina e caseina do soro, em

fung&o do pH da solucéo (Antunes 2003).

Albumina sérica bovina (BSA)

A BSA é uma proteina globular de grandes dimensdes, com um bom perfil de aminoacidos
essenciais (Antunes 2003). A sua principal funcdo biolégica é fixar e transportar acidos gordos
insolaveis, lipidos, &cidos biliares, hormonas, entre outros. Segundo Cayot e Lorient (1998), é
possivel que a desnaturacdo térmica seja evitada devido a capacidade de fixacdo de acidos gordos
gue a proteina apresenta. Outra caracteristica que a albumina sérica bovina apresenta € a sua
riqueza em hélices a, assim como o fato da sua estrutura ser aberta, 0 que pode explicar a sua

tendéncia para a gelificagdo termotropica (Cayot & Lorient 1998).

Imunoglobulinas

As imunoglobulinas s&o glicoproteinas de origem sanguinea que, por serem sintetizadas por
diferentes tipos de células secretoras, apresentam uma composicdo muito heterogénea. Estas
classificam-se se em cinco categorias: 1gG1, 1gG2, IgA e IgM e IgE e apresentam uma base estrutural
comum, em forma de Y, constituida por duas cadeias leves e duas cadeias pesadas (Cayot & Lorient

1998). Tratam-se de proteinas muito termoldbeis, para as quais se desconhecem as propriedades

funcionais no soro de leite (Antunes 2003).
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2.1.2.2 Lactose

A lactose é o principal hidrato de carbono do leite da maioria dos mamiferos, mais
comumente designado por aclcar do leite. Trata-se de um dissacarideo formado por glicose e
galactose.

No soro de leite, a lactose representa cerca de 70% dos sélidos totais, o que faz desta um
dos componentes mais importantes e determinantes nas propriedades dos produtos obtidos a partir
do soro de leite.

Em termos de aplicacdes, a lactose é amplamente utilizada nas indUstrias alimentar e
farmacéutica, como substrato de fermentagdo para a produgcédo de uma grande variedade de produtos.
Um dos aspetos importantes e a ter em conta nos processos de producao de produtos & base de
lactose, é o fato de esta ser o principal componente do leite que afeta a pressdo osmotica. Associado
a este fato, esta a sua cristaliza¢do, que tem um papel crucial no fabrico e armazenamento de uma
variedade de produtos lacteos.(Fox 1997). Estudos comprovam que a presenca de dissacarideos,
como a lactose ou a sacarose, sdo potenciais inibidores da coagulacdo térmica das proteinas, apesar
de se apresentarem como promotores da desnaturagdo das mesmas (M.Garrett et al. 1988).

2.1.2.3 Sais minerais e vitaminas

Os sais minerais maioritariamente presentes no soro de leite sdo o potassio, sédio, célcio e

magnésio. Na tabela 5 esté indicada a composi¢éo mineral tipica dos soros de leite doce e acido.

Tabela 5 — Composi¢do mineral dos soros doce e acido (Antunes 2003).

Composicdo do soro Soro doce (mg/kg) Soro acido (mg/kg)

Cinzas totais 5252 7333
Fosforo 412 649

Célcio 466 1251
Potassio 1455 1485

Sadio 505 528
Cloretos (como NaCl) 2195 2208
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Tabela 6 — Composigdo média de vitaminas nos soros de leite, em p6, doce e acido’. Adaptado de (D.Miller et al.

2007).

Vitaminas Soro doce Soro 4cido
A (V) 30 59
C (mg) 1,5 0,9
E (mg) 0,03 0,00
Tiamina (B1) (mg) 0,5 0,62
Riboflavina (B2) (mg) 2,2 2,06
Piridoxina (B6) (mg) 0,6 0,62
B12 (meg) 2,4 2,5

*Valores obtidos por 100g de soro de leite em p6.

Note-se que o soro de leite, em po, € obtido por eliminacdo de cerca de 95% da humidade
presente no soro de leite liquido, mantendo-se todos os outros constituintes nas mesmas propor¢des

relativas do lactossoro liquido (D.Miller et al. 2007).

2.1.3 Aplicagdes do soro de leite

Os produtos proteicos obtidos a partir do soro sdo cada vez mais importantes para a industria
devido, ndo s6, aos seus valores nutricionais, como também, as suas propriedades funcionais. Nos
Ultimos quarenta anos tém sido feitos inUmeros estudos em termos de novas aplicagdes dos produtos
de soro (Antunes 2003).

O soro de leite pode ser utilizado sob diferentes formas: soro fresco (liquido), pasteurizado ou
nao; soro em po e concentrados dos componentes individuais do soro, como a lactose e proteinas
(Mizubuti 1994).

Na industria alimentar, nomeadamente, na producédo de requeijdo, é utilizado o soro liquido

ou os concentrados e isolados proteicos do soro de leite.

2.1.3.1 Soro liquido

O soro de leite é utilizado na sua forma bruta, principalmente, como adubo para campos;
alimentacdo animal e, no caso de pequenas unidades industriais, por vezes, a Unica solucdo
economicamente viavel é a sua descarga para tratamento em ETAR’s municipais (Daufin, Gésan-
Guiziou, Dresch, et al. 1998).

Como alternativa, o soro liquido, resultante da producéo de queijos, pode ser aproveitado e
utilizado no fabrico de requeijdo, como foi referido anteriormente, assim como, no fabrico de bebidas
lacteas.

Relativamente ao fabrico de requeijdo, este é mais frequente em zonas de producdo de
queijo de ovelha, dado que o soro resultante conduz a rendimentos maiores de producao de requeijao.
Isto verifica-se pelo fato de soro de leite de ovelha ser mais rico em matérias azotadas e lipidos,

20



relativamente ao soro de leite bovino. Uma das desvantagens verificadas no processo de fabrico de
requeijao € o rendimento do mesmo ser baixo, uma vez que a coagulacéo térmica ndo conduz a um
aproveitamento total do soro de leite. A par desta situacdo, a facilidade de deterioragcéo deste produto
faz com que o seu consumo seja predominantemente local.

Quanto a producédo de bebidas lacteas, verifica-se que apenas 0s sumos naturais de frutos,

bebidas alcodlicas, como vinho e cerveja, e iogurtes liquidos, tém impacto comercial (Jelen 1992).

2.1.3.2 Concentrados e isolados proteicos do soro de leite

Os concentrados proteicos de soro de leite (CPS) s&o obtidos pela remoc¢éo de constituintes
nao-proteicos do soro, para que o produto final seco seja composto, no minimo, por 25% de proteina.
Normalmente, o teor proteico dos concentrados varia entre 25 e 89%, contendo alguma lactose,
gordura e minerais. Comercialmente falando, o CPS com concentracdo proteica da ordem de 80% &
mais disponivel. O fabrico de CPS com 35-50% de proteina envolve varias etapas: o soro obtido
durante a producdo de queijo, apds ser pasteurizado, é clarificado em centrifugas; em seguida, €
concentrado por PSM (UF); e, por fim, pode ainda ser evaporado, para que se obtenha maior
concentracdo de sdlidos, e transformado em pé por secagem em spray drier. Relativamente ao
fabrico de CPS com 80% de proteina, é semelhante ao descrito anteriormente, mas difere na
aplicacdo uma operacdo unitaria extra, a diafiltracdo, apés a etapa de UF. A diafiltracdo promove a
remocdo mais eficaz de lactose e sais minerais, pois consiste na adicdo continua de &gua ao
concentrado obtido por UF (Antunes 2003).

Relativamente aos isolados proteicos (IPS), estes contém entre 90 e 95% de proteina, gordura
e lactose em quantidades muito pequenas, ou inexistentes, e sdo a forma comercial mais pura das
proteinas do lactossoro. Os IPS podem ser produzidos através da combinacdo de duas operacdes,
neste caso, a microfiltracdo (remocdo da gordura) e a hidrélise de lactose (remocdo da lactose).
Sendo estes pré-tratamentos seguidos por UF e diafiltracdo é possivel obter-se um isolado contendo
mais de 90% de proteina. Uma forma alternativa de producao de isolados proteicos € realizar um pré-
tratamento de troca ionica, seguido de UF (Antunes 2003).

Na industria alimentar, as proteinas estdo entre os principais componentes do soro de leite
que condicionam a preparacdo, o processamento, armazenamento e consumo dos alimentos, ou seja,
afetam os atributos organoléticos e a qualidade final dos produtos (Antunes 2003). N&o s6 devido ao
seu valor nutritivo, como também devido as suas excelentes propriedades funcionais, tais como:
apresentarem solubilidade numa vasta gama de pH; boa capacidade de retencdo de agua;
capacidade de formacdo de géis, emulsdes e espumas, podendo melhorar as propriedades
reolégicas de certos alimentos (Maubois & Ollivier 1997). Os concentrados e isolados proteicos do
soro de leite podem ser utilizados como aditivos alimentares em produtos lacteos, carnes, bebidas,

alimentos cozinhados, assim como em produtos de alimentacéo infantil (Zydney 1998).
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2.2 PSM aplicados naindustria dos lacticinios

A industria dos lacticinios recorre ao processamento por membranas desde a década de
1960, para clarificar, concentrar e fracionar uma vasta variedade de produtos lacteos. Esta tecnologia
veio proporcionar grandes vantagens na inddstria alimentar, nomeadamente na indUstria dos
lacticinios, pelo facto de permitir recuperar e valorizar alguns residuos da producgéo de queijo, como é
o0 caso do soro de leite (Lipnizki 2010).

Os diferentes processos de separacdo com membranas podem ser classificados de acordo
com a sua forga motriz (Lipnizki 2010).

Na figura seguinte estéo representados os PSM cuja for¢a motriz é o gradiente de pressao

Membrane
FPressure Bar pore size pm

Reverse Osmosis (RO} 30-60 10-4 - 10-3
Nano Filtration (NF) 20-40 103 - 102
Ultra Filtration (UF) 1-10 10-2 - 10-1
Micro Filtration {MF) =1 10-1-101

Retentate
{concentrate)

—>

@ Bacteria, fat

@ Proteins

i ® Lactose
* Minerals (salts)
= Water

Permeate
(filtrate)

Figura 8 — Comparagao entre os varios processos de separagdo por membranas utilizados na industria dos
lacticinios, em termos de presséo de funcionamento, tamanho do poro das respetivas membranas. Adaptado de
(Gosta Bylund 1995).

A Ultrafiltracdo e a Osmose Inversa foram os primeiros processos de separagdo com
membranas utilizados na industria dos lacticinios, nomeadamente na concentracdo do soro de leite.
Dada a grande complexidade e diversidade de soro, em termos de composi¢éo, € necessario recorrer
a diferentes processos de separacdo com membranas para se produzir um determinado produto.

A eficiéncia de uma dada separacdo € avaliada de acordo com a seletividade e o fluxo
obtidos pela prépria membrana, de acordo com a forgca motriz aplicada. Para além disto, o tipo de
aplicacdo vai de encontro a composicéo e estrutura da membrana. Existem membranas adequadas
para separar particulas de uma vasta gama de tamanhos (Mulder 1998).
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2.2.1 Osmose Inversa

Como o préprio nome sugere, a Osmose Inversa é o fendmeno oposto a Osmose. A Osmose
descreve o fluxo espontdneo da agua entre meios com diferentes concentracbes de solutos,
separados por uma membrana semipermedvel. A dgua movimenta-se sempre de um meio menos
concentrado em soluto (hipotdnico) para um meio mais concentrado (hipertonico) (Rao 2011).

A Osmose Inversa é utilizada para separar solutos de baixo peso molecular, tais como sais
inorganicos ou pequenas moléculas organicas, como a glucose ou a sacarose. As membranas
utilizadas neste tipo de processo apresentam uma estrutura mais fechada, o que provoca o
desenvolvimento de uma maior resisténcia & permeacgdo e faz com seja necessario operar-se a
pressdes mais elevadas do que as utilizadas em MF e UF (Mulder 1998).

Dados o0s desenvolvimentos continuos relacionados com o processo e com as nhovas
membranas de Ol, esta tecnologia tem vindo a ser utilizada, ndo s@, na dessalinizacdo da agua do
mar e de aguas salobras, mas também, na preparacdo de aguas ultra-puras para a industria e para
fins médicos, sendo hoje em dia incorporada em muitos dos processos quimicos, das industrias
farmacéutica e alimentar, como é o caso da concentracao de sumos, produtos lacteos, etc.

A forte mineraliza¢éo do soro de leite estd na origem de numerosos problemas associados a
sua transformacao (por exemplo, cristalizacéo da lactose, colmatagdo em PSM), assim como a sua
utilizacdo em produtos alimentares, nomeadamente em alimentacdo humana e infantil (Daufin,
Gésan-Guiziou, Muller, et al. 1998). A Osmose Inversa € um dos processos utilizados para a remog¢ao
parcial da agua do soro de leite, isto é, concentra o soro, deixando todos 0s outros constituintes nas
mesmas proporgoes relativas encontradas no soro original (Antunes 2003). Para além deste, existem
outros processos, tais como: a evaporacgao, cristalizacdo e atomizagdo. No entanto, na indUstria dos
lacticinios, a osmose inversa é a técnica de concentragcdo mais utilizada, dadas as suas vantagens
em relacéo, por exemplo, a evaporacgao, ou seja, 0 baixo consumo energético e a ndo desnaturacéo

proteica induzida pelo calor (Mizubuti 1994).

2.2.2 Ultrafiltracdo

A ultrafiltracao do soro de leite € uma tecnologia aplicada na industria de lacticinios desde o
inicio da década de setenta (Daufin, Gésan-Guiziou, Muller, et al. 1998). Trata-se de uma operacao
unitéria fundamental na producao de concentrados (CPS) e isolados proteicos (IPS) do soro de leite.
A UF tem a capacidade de separar fisicamente as proteinas do soro e gordura da lactose e sais
minerais (Antunes 2003). O grau de pureza dos CPS obtidos por UF varia entre 35-75% de proteinas,
conforme o pré-tratamento do lactossoro e a utilizacéo, ou ndo, da diafiltracdo (Daufin, Gésan-Guiziou,
Muller, et al. 1998). O soro de leite flui, com presséo, através da membrana, a qual retém as proteinas
e as gorduras, isto €, sofrem um processo de concentracdo, por apresentarem pesos moleculares
muito superiores aos da lactose e dos sais minerais (compostos permeados através da membrana). A

eliminagdo de lactose e sais minerais melhora a funcionalidade das proteinas (Antunes 2003).
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Apesar de a UF ser um processo muito utilizado na industria dos lacticinios, note-se que a
utilizacdo deste apresenta ainda algumas limitac6es, nomeadamente, o fato de poderem ocorrer
fenomenos de colmatacdo e de polarizacdo de concentracdo, temas ja anteriormente abordados
(Daufin, Gésan-Guiziou, Muller, et al. 1998).

Para além das aplicagdes mencionadas anteriormente, a utilizagdo da UF é, hoje em dia,
generalizada em varios setores industriais, nomeadamente, na producdo de agua para consumo
humano e no tratamento e recuperacdo de aguas residuais industriais. No caso do tratamento de
aguas residuais, a UF apresenta a vantagem de para além da purificacdo da agua, a qual pode ser

reciclada ao processo, permitir a recuperacéo de subprodutos em muitos casos.

2.2.3 Processamento do soro de leite

Apesar do valor nutricional apresentado pelo soro de leite, sé nos utlimos anos é que tém
vindo a ser desenvolvidos novos processos comerciais para a fabricacdo de produtos a base de soro
de leite de alta qualidade. Atualmente, os processos predominantes séo a producdo de soro de leite
em po, desmineralizado ou ndo, com lactose ou sem lactose.

O soro de leite deve ser processado logo apds a sua colheita, caso contrario deve ser
mantido em local fresco, a cerca de 5°C, de forma a que ndo ocorra o crescimento de bactérias. Se
for legalmente permitido, o soro de leite pode também ser preservado pela adicao bissulfito de sédio,
tipicamente 0,4% calculado como SO,, ou peréxido de hidrogénio (H,O,), normalmente 0,2% de uma
solucdo de 30% de H,0O, (Gdsta Bylund 1995).

2.2.3.1 Concentracdo e secagem (drying)

O processo tradicional de concentracdo do soro de leite é feito recorrendo a evaporadores.
Atualmente, a etapa de osmose inversa é muitas vezes incorporada no processo de concentracéo do
lactossoro, com o intuito de se reduzirem custos na etapa de evaporacdo. A osmose inversa é
utilizada, neste caso, apenas para pré-concentrar o soro de leite antes de este ser enviado para o
consumidor final e/ou antes de ser evaporado até a concentracdo final pretendida. Uma das
desvantagens apresentadas pelo soro de leite concentrado € a grande presenca de lactose, a qual,
sob determinadas condi¢cBes de temperatura e concentracéo, pode cristalizar e tornar o concentrado
t&o viscoso ao ponto de nem fluir, antes mesmo de este sair do evaporador.

ApOs a etapa de concentragdo, segue-se a secagem (drying). O processo de secagem do
soro de leite é semelhante ao do leite, ou seja, € realizado em secadores de rolos ou por spray
dryers, sendo, hoje em dia, o processo mais comum de secagem. Uma das desvantagens
apresentadas por este processo € o fato de ser dificil retirar a camada de soro de leite seco que fica
retida na superficie do rolo, o qual esta associado ao fato de ocorrer a formagéo de cristais de
lactose. Antes de ser seco, o concentrado de soro de leite é entdo pré-tratado, de forma a minimizar

os efeitos adversos apresentados pela presenca de cristais de lactose. Para além da desvantagem
24



mencionadas anteriormente, a secagem por spray drying também apresenta algumas limitacdes,
nomeadamente no caso do processamento de soro de leite acido, o qual, devido a elevada
concentracdo de acido latico, se torna dificil de secar, pois ocorre aglomeracdo e formacédo de

granulos no interior do secador (spray dryer) (Gdsta Bylund 1995).

2.3 Tecnologias utilizadas no fabrico de requeijao

Os termos Ricotta (ltalia), Requeson (Espanha) e Requeijdo (Portugal) sao atribuidos a
gueijos produzidos a partir de soro de leite (Macedo et al. 2011). A histéria do queijo Riccota é longa
e remonta a época Romana. Trata-se de um queijo muito apreciado, principalmente no sul de Italia.
Dadas as controvérsias relativas ao seu processo de fabrico, nomeadamente quanto a matéria-prima
utilizada (leite vs soro de leite), as estatisticas de consumo ndo ddo uma visao realista acerca da

quantidade exata de lactossoro que é usado na producgéo de requeijao (Jelen 1992).

2.3.1 Processo de fabrico tradicional de requeijao

A coagulacdo térmica das proteinas do soro de leite é a base do processo de fabrico
tradicional de requeijdo. Normalmente, a matéria prima utilizada neste processo € o soro de leite doce,
isto é, obtido pelo fabrico de queijos como o Cheddar, Swiss e Mozzarella. Para além do lactossoro,
podem ser adicionadas pequenas quantidades de leite cru (até 15%), com o intuito de se melhorar o

rendimento de producéo, as propriedades sensoriais e o seu valor de mercado.

Soro de leite doce

'

Agquecimento (80-85°C)

!

Separagdo —» Sorelho

!

Proteinas coaguladas

|

Drenagem

!

Requeijao

Figura 9 — Diagrama esquematico do processo de fabrico tradicional de requeijdo.
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O ajuste de pH, no caso de se partir de um soro doce, pode ser feito por adicdo de acido
citrico ou, no caso do soro acido, adicionando hidroxido de sédio ou bicarbonato de sédio.

Uma das desvantagens do processo tradicional de fabrico de requeijdo é o longo periodo de
tempo necesséario para drenar todo o sorelho e a grande vulnerabilidade a contaminacdo e
deterioragédo por fungos, leveduras e bactérias.

O teor de humidade do queijo obtido depende da etapa de drenagem e, consequentemente,
todos os outros componentes podem variar consideravelmente. No caso do Ricotta “seco”, por
exemplo, o teor de humidade final esta relacionado com a capacidade de retencdo da agua. Apesar
do Ricotta “seco” apresentar um teor de humidade de cerca de 60%, como se mostra na Tabela 7,

este é caracterizado por ser quebradico e apresentar uma consisténcia seca.

Tabela 7 — Composi¢do média dos queijos Ricotta fresco e seco. Adaptado de (Jelen 1992).

Composicdo média
H,O(%) Gordura(%) Proteina(%) Lactose(%)
Ricotta fresco 68-82 4-10 7-16 3-5
Ricotta seco 60 5 19 4

Tipo de produto

Nos ultimos anos, tém sido feitos varios estudos relativos ao desenvolvimento de novas
técnicas de producdo de requeijdo e a nivel das suas propriedades e qualidade. Atualmente, os
estudos declaram que o tradicional Ricotta pode ser produzido a partir de soro de leite pré-

concentrado por UF e com ajuste de pH entre 7-7,2 (Jelen 1992).

2.3.2 Utilizacdo de concentrados proteicos, obtidos por UF de leite, para o fabrico de

queijos

Hoje em dia, o processamento do leite por tecnologias de membranas é muito frequente,
nomeadamente no fabrico de queijos, como é o caso do queijo Feta, Mascarpone, Ricotta (Requeijao)
e outros queijos creme.

O uso de leite UF para a producao de queijos, juntamente com a producédo de concentrados
proteicos, € a aplicacdo mais generalizada e comum da tecnologia de membranas na indulstria dos
lacticinios.

S&o vastas as vantagens da utilizacdo da UF como processo de concentracdo do leite para o
fabrico de queijos, comparativamente aos métodos tradicionais utilizados. Dentre as vantagens estao
as seguintes:

i) Aumento da concentragdo em sélidos totais, o que faz com que o rendimento de
producédo dos queijos aumente e, consequentemente haja uma diminuicdo dos custos
de producdo em termos de energia e equipamentos;

i) Reducdo das quantidades necessarias de coalho, durante o processo de fabrico,
desde que o leite ultrafiltrado tenha uma boa capacidade de coagulacao;

iii) Reducéo de custos relacionados com o processo de tratamento de aguas residuais;

26



iv) Melhora o controle de qualidade e composicao do produto final;

V) Aumento do valor nutritivo, devido a incorporacdo da proteina de soro de leite no

queijo.

A UF pode ser utilizada de trés formas no processo de fabrico de queijos, ou seja, para pré-
concentrar, para uma concentragao parcial ou total. A concentracéo total é utilizada, por exemplo, no
fabrico do queijo Ricotta. Neste caso, o leite (Standardized Cheese Milk) é concentrado em sdélidos
totais, através do processamento por UF, o que faz com que o rendimento maximo de producao do

queijo (produto final) aumente (Lipnizki 2010).

2.4 Anédlise Sensorial e Textural

A andlise sensorial é uma ciéncia multidisciplinar, que recorre aos 6rgdos dos sentidos, visao,
olfato, tato, paladar e audi¢cdo, para medir, analisar e interpretar as caracteristicas sensoriais e a
aceitabilidade de produtos alimentares e outros materiais. A andlise sensorial € aplicada em muitos
sectores, entre 0os quais, no desenvolvimento e melhoramento de produtos, no controlo de qualidade,
armazenamento e desenvolvimento de novos processos (Watts et al. 1995).

Segundo Bourne (1982), os fatores de aceitabilidade sensorial dos alimentos séao
extremamente importantes, uma vez que um dos grandes prazeres do ser humano é comer, e trata-
se de um prazer sensorial apreciado desde que a pessoa nasce.

Na avaliagdo da qualidade dos alimentos existem quatro fatores a ter em conta: a aparéncia
(cor, tamanho, forma, etc.); o sabor, que inclui o gosto e o odor; a textura; e o valor nutricional
(Bourne 1982).

Em muitos produtos, como o0 queijo e 0 requeijdo, a textura ou as propriedades que a
caracterizam, também designadas propriedades texturais, tomam particular relevancia pois
representam uma base essencial com um conjunto de elementos importante para a definicdo dos

produtos e de escolha por parte dos consumidores.

2.4.1 Avaliacao das propriedades texturais

Segundo Bourne (1982), o termo “textura” deve ser encarado como um conjunto de
propriedades texturais. Estas propriedades correspondem a uma grupo de caracteristicas fisicas, que
derivam dos elementos estruturais do alimento e sdo detetados pela sensacdo do toque. Estdo
relacionadas com a deformacéo, desintegracdo e fluxo do alimento, quando este € submetido a
aplicacdo de uma forca, sendo medidos objetivamente em funcdo da massa, tempo e distancia.

Devida a grande variedade de alimentos e de propriedades texturais e reoldgicas que estes
apresentam, existe uma vasta gama de métodos usados para medir essas propriedades. Como tal,

tém sido classificados diferentes tipos de sistemas de avaliacdo textural, de acordo com o tipo de
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produto a testar, por exemplo, os testes usados para cereais, carne, aves, peixe, vegetais, frutas,
lacticinios, gorduras, confeitaria, bebidas, leguminosas e diversos alimentos (Bourne 1982).

O texturémetro é um dos equipamentos utilizados, por exemplo, na analise das propriedades
texturais do requeijdo e outros queijos, através da realizagcdo de testes TPA (“Texture profile
analysis”). Este tipo de equipamento caracteriza-se pela capacidade de medir diversas variaveis, sob
condi¢cBes controladas, como é o caso da adesividade, coesividade, dureza, elasticidade, gomosidade
a mastigabilidade do alimento. O teste TPA, também comumente designado por “teste das duas
dentadas”, ocorre em dois ciclos de compressao ou penetragao sucessivos, com uma pausa de 5 s
entre cada um, e simula, dum ponto de vista reoldgico, as sensacfes de mastigacdo e deglutinacdo
(Bourne 1982).

A Figura 10 representa uma curva tipica obtida por um texturometro, durante a realizacéo de
um teste TPA.

FRACTURABILITY HARDNESS
/ ~

FORCE —

TIME ——

Figura 10 — Curva tipica obtida num texturometro, durante a realizagcdo de um teste TPA (Bourne 1982).

De acordo com a figura acima apresentada, define-se dureza como a forga méxima registada
no primeiro ciclo de compresséo, para se obter a deformacao desejada, e € expressa no sistema Sl
em newtons. A coesividade (adimensional) estd associada as forcas internas de ligagéao,
responsaveis pela estrutura do alimento, e é traduzida pela razdo entre as areas A, e A;, as quais
representam os trabalhos realizados sobre a amostra durante as duas compressées. Relativamente a
area Az, representa a adesividade (N.m) e define-se como o trabalho a realizar e necessario para
vencer as forcas de atracdo entre a superficie da amostra e as superficies com as quais esta contacta

durante o ensaio.

28



2.5 Enguadramento do tema e objetivos da dissertacéo

Atualmente, em alguns paises como a ltalia, Espanha e Portugal, parte da producédo de soro de
leite de ovelha destina-se ao fabrico de queijos como o Ricotta, Requesén e Requeijao,
respetivamente, apds ser processado. O processo tradicional de fabrico de requeijdo conduz a
producéo de sorelho, o qual contém aproximadamente 60% da matéria seca inicialmente presente no
lactossoro. Nesta matéria seca predomina a presenca de lactose e sais minerais, 0s quais tornam o
sorelho numa ameaca para 0 meio ambiente, devido a sua elevada carga orgéanica (Pereira et al.
2002).

O uso de tecnologias de membranas no processamento de soro de leite de vaca, para concentrar
e purificar os seus componentes, é hoje em dia comum e apresenta um crescente interesse
econdmico, devido ao baixo consumo energético, em relacdo aos processos convencionais, e por se
tratar de uma tecnologia “limpa”, ou seja, ndo prejudicial para o meio ambiente. No entanto, a falta de
uniformidade na composicdo dos concentrados obtidos, bem como a presenca de gordura nos
mesmos, pode restringir a utilizag&o deste tipo de tecnologia (Pereira et al. 2002).

Dada a caréncia de investigagdo e desenvolvimento cientifico-tecnologico relativo ao
aproveitamento do soro de leite de mistura (vaca, cabra e ovelha), em oposi¢do a grande valorizacao
e vastos estudos dedicados ao aproveitamento do soro de leite de vaca, é evidente a importancia de
se criarem alternativas para o aproveitamento adequado do mesmo, nomeadamente quanto a
producdo de requeijdo, proporcionando em simultdneo a possibilidade de ganhos tanto a nivel
ambiental como de rentabilidade de processo.

Por outro lado, o fabrico de requeijdo engloba, em geral, enormes gastos energéticos, para
aquecimento do soro necessario para a coagulagédo da proteina, com rendimentos de transformacéo
muito baixos (3-5%), previsiveis dado o baixo teor em soélidos do soro, designadamente no que se
refere a proteina.

De acordo com o que foi exposto anteriormente, esta dissertacdo visa contribuir para uma
melhoria do conhecimento atual sobre a otimizagcdo dos processos de membranas, nomeadamente a
ultrafiltracdo, conducente ao desenvolvimento de um novo processo de producdo de requeijdo, a
partir de soro de leite de mistura concentrado por osmose inversa e ultrafiltracdo, na perspetiva do
aumento do rendimento do fabrico e da diminuigcao dos custos energéticos do mesmo.

Consideram-se 0s seguintes objetivos principais do trabalho:

1. Otimizacéo do processo de ultrafiltracdo para concentracdo do soro de leite de mistura;

2. Investigar a viabilidade técnica de se usarem concentrados obtidos por osmose inversa,
seguida de ultrafiltracdo, na producédo de requeijao;

3. Estudar a influéncia da concentracdo por OI/UF no aumento do rendimento de producdo de
requeijao;

4. Avaliacdo preliminar das propriedades dos requeijdes obtidos a partir dos concentrados.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

O trabalho experimental desenvolvido envolveu varias etapas, tais como: caracterizacgao fisico-
guimica do soro de leite inteiro e do soro de leite pré-concentrado, obtido por osmose inversa;
realizacdo de ensaios de ultrafiltracdo com solucbes de referéncia (caracterizacdo da membrana);
ultrafiltracdo do soro de leite pré-concentrado por Ol, para obtencdo de concentrados proteicos e de
permeados com carga organica reduzida, tendo sido feita a respetiva caracterizacao fisico-quimica; e,
por fim, a producdo de requeijdes a partir dos soros inteiro e pré-concentrado por OIl, e dos
concentrados proteicos resultantes da OI/UF.

Na Figura 11 apresentam-se as diferentes etapas efetuadas ao longo do presente trabalho.

Soro concentrado UF
por Ol —

l

Permeado da ultrafiltragédo

Soro Integral Concentrado proteico

Producéo de
Requeijao

l

Sorelho

Figura 11 - Diagrama esquematico das operacdes e fluidos envolvidos no trabalho experimental.

3.1 Matéria-prima

3.1.1 Soro de leite

As amostras dos soros de leite de mistura (vaca, cabra e ovelha) integral e pré-concentrado por
Ol, utilizadas como matéria-prima, foram cedidas pela Unidade Produtiva de Torres Vedras da
empresa Portuguesa Queijo Saloio S.A..

Todas as amostras foram conservadas numa camara de refrigeracdo a 4°C, apos adicéo de
H,0O, (Campbell et al. 2012).
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3.2 Equipamento

3.2.1 |Instalacdo de permeacéo

A instalagdo piloto de ultrafiltragédo, fornecida pela Danish Separation Systems (DSS), é
constituida por um tanque de alimentacéo; por uma valvula de “bypass”, que controla o caudal de
circulagdo de alimentacdo; uma bomba de alta pressdo; um permutador de calor; um moédulo de
membranas; dois manémetros (a entrada e saida do médulo de membranas) e uma valvula de back-
pressure. Este equipamento apresenta uma grande versatilidade, uma vez que pode operar com
membranas de UF, NF e OI, sendo apenas necessario trocar os modulos de membranas e os
mandmetros, mediante a gama de pressdes a que se pretende operar.

Figura 12 — Instalacao piloto de permeacéao.

@
29
v @

@ 1. Tanque de alimentagio
< 2. Valvula de bola

I\lj@ 3. Filtro de seguranca da bomba

dgua >
quentgeu:u fria 4. Bomba de alta pressdo

5. Valvula de agulha, reguladora do caudal de recirculacdo

@ 6. Permutador de calor
I 7. Manémetro
Y oLt 8. Modulo de pratos planos ("plate and frame")
@ - - - 9. Recolha de permeado
@ @ 10. Valvula reguladora de pressdo

Figura 13 — Representacédo esquematica da instalacdo de permeacao.
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E fundamental o controlo de determinadas varaveis operatdrias durante 0s ensaios,
nomeadamente a temperatura, pressao e a velocidade de circulacdo. A temperatura é controlada pelo
permutador de calor e por uma sonda de temperatura. A presséo transmembranar é dada pela média
das pressées registadas pelos dois manometros (entrada e saida), sendo possivel operar desde 0 bar
até 60 bar. Por fim, a homogeneizacao é garantida pela corrente de recirculagdo da alimentacédo ao
tanque.

O modulo de membranas de pratos planos (plate and frame) é constituido pelo seguinte
empilhamento: i) um prato coletor de permeado, onde em cada uma das suas faces é colocada uma
membrana. Esta tem sempre a camada porosa assente no prato e a camada ativa para fora; i) dois
pratos espagadores, que funcionam como camaras de alimentacdo. Estes espacadores tém 0.5 mm
de altura e estdo subdivididos em 30 canais, de forma a aumentar a velocidade tangencial sobre as
membranas e, assim, favorecer a transferéncia de massa na camada adjacente a membrana. A

Figura 14 ilustra o esquema das secgoes.

Espagadores

Prato colector de permeado

T

Membrana

Figura 14 — Unidade béasica do médulo de membranas da instalagédo de permeacéo.

A unidade possui um sistema hidraulico que permite comprimir 0 médulo de pratos planos,
tornando-o perfeitamente estanque.

Dado que a area superficial de cada membrana é 0.018 m2, o niumero de pratos utilizado
permite determinar a area superficial de membrana total, a qual podera variar entre 0,036 m? (1 prato)
até 0,72 m? (20 pratos). Em todos os ensaios operou-se a uma velocidade méaxima de circulagéo
(0,94 m/s) (Macedo et al. 2011).

3.2.2 Membranas

Para proceder a concentracdo do soro de leite por UF utilizaram-se membranas do tipo
GR95PP, fornecidas pela Alfa Laval, cujas caracteristicas e condicBes operatdrias definidas pelo

fabricante sdo apresentadas na tabela seguinte.

Tabela 8 - Caracteristicas e condi¢cdes operatorias para as membranas de UF definidas pelo fabricante.

Pressdo Temperatura

Referéncia da membrana Material MWCO (Da) pH (bar) (°C)

GR95PP Polyethersulphone 2000 1-13 1-10 0-75
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3.3 Procedimento experimental

3.3.1 Modo de operacédo dainstalacdo de permeacéo

As etapas a seguir durante os ensaios sdo as seguintes: arranque da instalacdo; periodo de
estabilizacdo das condi¢des operatérias; periodo de recolha de amostras e paragem da instalagao
(vide Figura 13).

i) Arranque:

Antes de se colocar a bomba de alta pressao (4) em funcionamento, é necessario ligar a agua de
refrigeracdo da mesma; abrir as valvulas 2, 5 e 10; verificar se os tubos relativos ao permeado e a
alimentacdo se encontram desbloqueados e devidamente colocados no tanque de alimentacdo. E
importante verificar se o volume colocado no tanque de alimentacdo € o suficiente para que nao
ocorra a paragem da bomba devido a entrada de ar no sistema. Em seguida, dar duas voltas
completas a vélvula 10, deixando-a semi-aberta, de modo a garantir uma pressdo no sistema de
cerca de 2 a 3 bar, a velocidade méxima de circulagdo, isto &, com a valvula 5 completamente
fechada . Este procedimento é importante para evitar que as membranas sejam sujeitas a grandes
pressdes e eventuais danos estruturais. Posto isto, ligar a bomba 4 e fechar lentamente a valvula 5,
para ajustar a velocidade de circulagdo. Por fim, ajustar a presséo do sistema, através da valvula 10,
e ligar a agua de refrigeracdo do permutador de calor, caso se pretenda manter a temperatura da

alimentag&o préxima dos 25°C.

ii) Estabilizag&o das condi¢Bes operatérias:

O sistema deve ser mantido em modo de recirculagéo total (com os tubos relativos ao permeado
e a alimentacdo colocados no tanque de alimentagdo) durante cerca de 30 minutos, para garantir a
estabilizac@o das condi¢bes operatérias em todo o sistema, ou seja, a presséo, temperatura, caudal

de circulacdo da alimentacéo e concentracdo das correntes de alimentacdo e permeado.

iii) Periodo de recolha das amostras:

Apés a estabilizacdo do sistema, segue-se o periodo de recolha do permeado, sendo
cronometrado e registado o tempo de permeacao. O fluxo volumétrico de permeacéo (J,) é obtido
através da seguinte equacao:

3
hms™ = ey
Equacéo 16

Onde, (V,) € o volume de permeado recolhido, (t) o tempo de permeagéo gasto e (An,) a area Gtil da
membrana

O volume de permeado recolhido depende do volume minimo necessario para andlise e do
volume méaximo de amostra que pode ser retirado, sem que ocorram variagdes na concentracdo da

solucédo de alimentacao.
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Os ensaios podem ser efetuados em modo de recirculacdo total ou de concentracdo. Em
recirculacéo total o permeado é redirecionado para o tanque de alimentacdo, com o intuito de se
manter a concentragdo da alimentacdo constante ao longo do tempo. Relativamente ao modo de
concentragao, o permeado é continuamente recolhido e, como tal, o volume de alimentacdo diminui
ao longo do tempo, concentrando a solucéo de alimentagdo. E através do FCV que se quantifica o
grau de concentracdo (Equacéo 4)

Note-se que entre a recolha e a analise as amostras foram conservadas numa camara frigorifica
a 4°C.

iv) Paragem da instalacgéo:
Apé6s a recolha da amostra final de alimentacdo despressuriza-se gradualmente o sistema, abrindo
lentamente a valvula 10, e reduz-se o caudal de circulacdo, abrindo lentamente a vélvula 5. Por fim,

desliga-se a bomba 4 e a 4gua de refrigeragéo.

3.3.2 Condicionamento e compactagdo das membranas de ultrafiltragdo

As membranas, antes de serem utilizadas, sdo imersas em agua, por um periodo minimo de
24h, com o intuito de se remover os residuos de aditivos usados durante o seu fabrico.

Durante o processo de montagem das membranas nas células, e de forma a proteger as
mesmas, coloca-se uma folha de papel de filtro entre a membrana e a placa. Posto isto, seguem-se
as fases de condicionamento e compactacdo das membranas.

Apés a montagem das membranas no mddulo, estas séo lavadas com agua desionizada,
durante uma hora, a uma temperatura compreendida entre 30 a 55°C, a baixas pressbes e a
velocidade de circulagdo méaxima. Em seguida, efetua-se uma nova lavagem com uma solugdo de
hidréxido de sédio (N,OH), com valores de pH compreendidos entre 8,5 a 10,5. Por fim, lavam-se as
membranas com agua limpa, até que o pH das correntes de permeado e concentrado seja igual.

Antes de se proceder a caracterizacdo da membrana e, consequentemente, aos ensaios
experimentais com o soro de leite é necessario efetuar a compactacao da membrana. Esta etapa tem
como objetivo minimizar as alteragdes da estrutura das membranas, devido as pressdes a que estas
sdo sujeitas, e obter um fluxo de agua independente do tempo. Deste modo, a compactagdo consiste
na permeagdo de agua desionizada, em modo de recirculagdo total, num periodo de trés horas, a

uma presséo 20% superior a pressdo de operacao maxima a utilizar nos ensaios posteriores.

3.3.3 Lavagem e desinfe¢cdo das membranas

A lavagem/desinfecdo das membranas GR95PP, antes e depois dos ensaios, decorreu de
acordo com o procedimento indicado pelo fabricante, no qual se respeitam os limites de pressédo (1
bar), temperatura (30-55°C), pH entre 8,5-10 (ap6s adicdo de NaOH) e concentragBes. A lavagem é

efetuada em modo de recirculacdo total e, no caso de se tratar de uma lavagem apenas com agua
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desionizada, a condutividade da mesma deve ser inferior a 10 uS/cm e o processo deve ser realizado
a uma temperatura de cerca de 45°C durante, pelo menos, duas horas. O fluxo de permeacéo deve
ser medido apés o arrefecimento da solugdo, quando esta se encontrar a temperatura de cerca de
25°C. S0 se aplicou o procedimento completo entre 0os ensaios em que se utilizaram as amostras de
soro de leite, ndo tendo sido necessario nos casos de permeacédo das solugfes de referéncia, onde a
lavagem apenas com agua desionizada foi eficaz na recuperacao da permeabilidade hidraulica inicial
(recuperacéo de, pelo menos, 90% do fluxo inicial de permeacédo). No caso de a lavagem apenas com
agua ndo ser suficiente, recorre-se ao uso de detergentes, por exemplo o Ultrasil 10 (0,1%), durante
15 minutos a 45°C.

3.3.4 Caracterizagdo das membranas de ultrafiltracéo

A caracterizacdo das membranas tem como objetivo a determinacdo dos pardmetros relativos
a estrutura e eficiéncia da membrana, ou seja, a permeabilidade hidraulica, taxas de rejeicdo a

solutos de referéncia e o molecular weight cut-off (MWCO).

3.3.4.1 Permeabilidade hidraulica

A determinacdo deste parametro, apés a compactacdo da membrana, é obtida através da
representacdo do fluxo de permeacdo (Jp) em funcdo da pressdo transmembranar (AP),
correspondendo ao declive desta representagdo linear, com ordenada na origem nula, de acordo com
a Equacgdo 1. Experimentalmente, a determinag&o da permeabilidade hidraulica das membranas de
UF foi realizada medindo os fluxos de permeacdo da agua desionizada, a varias pressfes

transmembranares (entre 1 e 8 bar), a temperatura de 25°C e a velocidade méxima de circulagéo.

3.3.4.2 Rejeicao a solutos de referéncia

A seletividade é uma das caracteristicas mais importantes das membranas correspondendo a
capacidade de uma membrana rejeitar preferencialmente um determinado soluto. Existem diferentes
tipos de rejeicdo: aparente ou observada (f;), intrinseca (f;) e real (f;"). Experimentalmente é
possivel determinar-se a rejeicdo aparente(f,), sendo esta em funcdo do soluto, da membrana, da
pressao aplicada e da hidrodindmica do sistema. A respetiva determinacdo é feita a partir das
concentragdes do soluto no seio da solugéo de alimentacgéo (C;) e no permeado (C,), de acordo com
a Equacdo 3. Para além disto, é fundamental conhecer-se a rejeicdo aparente de determinados
solutos, neste caso dos Polietilenoglicois (PEG’s 1000, 4000 e 6000), para se poder determinar o
MWCO da membrana.

A determinacéo dos coeficientes de rejeicdo aparente dos solutos orgénicos de referéncia foi

obtida através da analise ao carbono organico total (TOC), presente nas solucdes de alimentacao e
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permeado. Para tal, utilizou-se um aparelho da marca DOHRMANN (Dohrmann Carbon Analyser).
Quanto a determinacdo dos coeficientes de rejeicdo aparente dos sais, procedeu-se a analise das
condutividades das solucdes de alimentacdo e permeado.

Nos ensaios de caracterizacdo das membranas utilizaram-se solu¢des aquosas (500ppm)
dos seguintes sais e solutos organicos de referéncia: Cloreto de sodio — NaCl (99 %) da Panreac;
Sulfato de sddio — Na,SO,; (99 %) da Scharlau Chemie S.A.; CaCl, da Merck; e Lactose
monohidratada da Merck). As especificacbes dos PEG’s encontram-se na tabela seguinte. Todos 0s

ensaios foram realizados a press&o de 4 bar, a 25°C e a velocidade méaxima de circulago.

Tabela 9 - Especificacéo dos PEG’s utilizados na caracterizagao das membranas de UF.

Soluto Férmula quimica  P.M.(Da) Pureza Marca
PEG 1000 950-1050
PEG 4000 HO(C,H,0)H 3500-4500 parasintese Merck
PEG 6000 5000-7000

3.3.4.3 Determinacdo do Molecular Weight Cut-Off (MWCO)

A determinacdo do MWCO foi efetuada recorrendo ao perfil de rejeicdo a solutos organicos
de referéncia (PEG’s), os quais apresentam estrutura semelhante e P.M. conhecidos. O MWCO
indica a massa molecular de soluto cuja rejeicao é superior a 91 % (ou a 95 % ou a 100 %). Por uma
guestdo de precisdo opta-se por fazer uma representacdo grafica de log(f/(1-f)) vs. P.M., para os
diferentes solutos de referéncia, sendo que o MWCO é determinado através da interseccao da
referida reta com a reta log(f/(1-f)) =1.

3.3.5 Ultrafiltracdo do soro de leite

A ultrafiltragcdo do soro de leite concentrado por Ol envolveu a realizacdo de ensaios em
modo de recirculagdo (em que o concentrado e permeado s&o recirculados ao tanque de
alimentacéo) e ensaios em modo de concentracdo, em que o permeado é recolhido, 0 que permite a
concentracdo da alimentacéo.

O objetivo do ensaio em modo de recirculagdo total foi selecionar a condi¢cdo operatéria de
pressao transmembranar.

Os ensaios em modo de concentracdo foram realizados com o objetivo de se analisar a
influéncia do FCV na eficiéncia da operacao, isto &, em termos de fluxos de permeacéo, e também na

composicdo dos concentrados proteicos utilizados para a producéo de requeijdo.
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3.3.5.1 Ensaios em modo de recirculacéo total

3.3.5.1.1 Variacdo dos fluxos de permeacdo em funcdo da variacdo da pressdo de
funcionamento

O ensaio foi realizado a varias pressdes transmembranares (entre 1-40 bar), a uma
velocidade de circulagdo méxima e constante e temperatura a volta dos 25°C. Determinaram-se 0s
fluxos volumétricos de permeado a cada uma das pressoées, de acordo com o procedimento descrito
em iii) da seccdo 3.3.1, tendo sido estipulado o tempo de estabilizacdo de 30 minutos a cada

mudanca de presséo.

3.3.5.2 Ensaios em modo de concentragcdo

3.3.5.2.1 \Variacéo dos fluxos de permeacdo em funcéo do FCV

A influéncia do fator de concentracéo sobre os fluxos de permeado foi analisada através da
realizacdo de dois ensaios de concentracdo (FCV=2), nos quais se recolheram amostras de
concentrados e permeados. Estes ensaios foram todos realizados & presséo transmembranar de 12
bar, a velocidade maxima de circulacdo, a temperatura de cerca de 25°C. A area de membrana
utilizada foi 0.072 m?, correspondente a utilizacéo de dois pares de membranas de &rea unitaria 0.018
m?. O FCV foi calculado de acordo com a Equacéo 4.

Recolheram-se concentrados e permeados para o fator de concentragao jA& mencionado, nos
guais se determinou a concentracdo de proteina bruta, lactose, sélidos totais, cinza, cloretos, matéria
gorda e alguns minerais. Os concentrados finais destes ensaios (FCV=2) foram utilizados para fabrico

de requeijao.

3.3.6 Meétodos analiticos

As amostras de soro de leite inteiro e concentrado por Ol e Ol/UF foram caracterizadas em
termos fisico-quimicos. Dado ndo existirem normas especificas para a caracterizacao do lactossoro,
adaptaram-se as normas referentes ao leite. Foram efetuadas as seguintes andlises fisico-quimicas:
Acidez, pH, lactose, sélidos totais, azoto total e proteina bruta, cinza, matéria gorda, sédio, potassio,
célcio, magnésio, fésforo e cloretos.

A acidez das amostras de soro foi determinada com base na Norma Portuguesa NP-470 (1983).
O pH foi medido num potenciémetro de bancada (Metrohm), com um elétrodo de vidro combinado, a
temperatura de referéncia de 25°C. O azoto total foi determinado pelo método de referéncia de
Kjeldahl, sendo a proteina bruta calculada a partir da determinacdo do azoto total, multiplicando a
concentracdo deste pelo fator 6.38, de acordo com a Norma Portuguesa NP-1986 (1991). A

concentracao de lactose foi obtida por calculo, de acordo com o balanco seguinte:
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Lactose = So6lidos Totais — Proteina — Cinza
Equacéo 17
Nos ensaios com os solutos de referéncia, a lactose foi determinada através da caréncia
quimica de oxigénio (CQO), uma vez que a concentracdo de lactose utilizada nestes ensaios € baixa.
Os teores em solidos totais (ou residuo seco) foram determinados através do procedimento descrito
na Norma Portguesa NP-475 (1983) e o teor em matéria gorda foi determinado pelo método de
Gerber, de acordo com a Norma Portuguesa NP-469 (1983). A determinacdo da cinza total foi feita
com base na Norma Portuguesa NP-477 (1983). O teor em cloretos foi determinado por argentimetria,
segundo o processo de Charpentier-Volhard, de acordo com a NP — 471 (1983), enquanto o teor de
outros elementos minerais, tais como o fosforo, sédio, potassio, célcio e magnésio, foram
determinados a partir do residuo de cinza, apés tratamento deste com solugdo de &cido cloridrico
(6N), a quente, com posterior filtracdo; os elementos minerais foram doseados na solugdo, no
Laboratério Quimico Agricola Rebelo da Silva (INIAV), por ICP-OES (Thermo, Unicam, Mod.iRIS
Intrepid Il XSP Radial).

3.3.7 Producdo de requeijdo a partir de soro de leite de mistura integral e dos

concentrados proteicos obtidos por Ol e por Ol/UF

A metodologia tipo utilizada para a producdo de requeijdo foi a que a seguir se refere para o
soro integral, tendo que ser adaptado em func¢do das caracteristicas e da disponibilidade dos
diferentes tipos de matéria-prima.

O soro integral (3L) foi aquecido até aos 90°C, em placa de aquecimento, com agitacdo
suave. A esta temperatura observou-se a formacéo de flocos, pelo que a agitacdo foi desligada e o
aguecimento reduzido e prolongado durante aproximadamente 2 minutos. Apés este tempo, a massa
resultante foi filtrada através de panos de algodao, deixando-se a escorrer durante cerca de 24 horas,
sob condigBes de refrigeragdo, a 4°C. O requeijao obtido foi entdo pesado, numa balanga técnica,
para posterior determinacdo do rendimento do processo.

No processo de producdo dos requeijes a partir dos concentrados obtidos por Ol e OI/UF
(FCV=2) foi necesséario proceder-se a um ajuste de pH, para cerca de 6, recorrendo a adicdo de
NaOH (1N), antes de se avancar com o aquecimento (90°C) e o restante procedimento, uma vez que
0s soros concentrados apresentavam um pH ligeiramente mais baixo (pH préximo de 5) e isso,
conjugado com os elevados teores em lactose poderia, segundo Garret et al. (1988), comprometer a
coagulacao térmica.

No caso da producdo dos requeijdes obtidos a partir do soro de leite concentrado por Ol foi

utilizado um volume de 1,35 L de matéria-prima e no caso do concentrado por OI/UF, 2L de soro.
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3.3.7.1 Composicao fisico-quimica e propriedades texturais dos requeijéao

3.3.7.1.1 Métodos analiticos utilizados na caracterizacéo fisico-quimica do requeijao

Os métodos analiticos utilizados na caracterizagdo fisico-quimica dos requeijées foram
idénticos aos usualmente utilizados para queijo.

O residuo seco foi determinado de acordo com o processo descrito na Norma Portuguesa
3544 (1987). A cinza foi determinada de acordo com o processo descrito em AOAC (1990). O teor em
lactose foi determinado de acordo com a Norma Portuguesa 2104 (1988), o teor em azoto total foi
determinado pelo método de Kjeldahl, de acordo com a Norma Portuguesa 1986 (1991), e o teor em
matéria gorda foi determinada de acordo com a Norma Portuguesa 2105 (1983). O teor em cloretos
foi determinado por argentimetria, segundo o processo descrito na norma FIL0O88/ISO5943 (2006) e
0os elementos minerais foram determinados a partir da cinza, seguindo a mesma metodologia ja

descrita para o caso do soro.

3.3.7.1.2 Métodos analiticos utilizados na avaliacdo das propriedades texturais dos
requeijoes

As propriedades texturais dos requeijdes foram analisadas num texturémetro, do tipo TA-HDi
texture analyser, Stable Microsystem, com sonda de penetragdo de aco inox, 5mm de didmetro, a
qual penetrou a amostra até 50% da altura da amostra, a uma velocidade de 1 mm.s™. (vide Figura
15), através da realizagdo de testes TPA (Texture profile analysis).O teste TPA ocorre em dois ciclos
de compresséo ou penetracdo sucessivos, separados por uma pausa de 5 s. Designa-se vulgarmente
por “teste das duas dentadas” (two bite test) porque simula, dum ponto de vista reolégico, as
sensacdes durante a mastigacdo e a degluticdo. Foram analisados dois requeijées por ensaios, com

quatro “dentadas” cada um.

Figura 15 — Texturémetro utilizado na determinagéo das propriedades texturais dos requeijoes.
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3.3.7.2 Rendimento do processo de fabrico do requeijdo

A avaliacdo do rendimento do processo de fabrico dos requeijbes, a partir dos concentrados
proteicos e do soro integral (método tradicional), foi feita em termos de quantidade (Kg) de produto
final obtida por 100 litros de soro de leite (%, m/v) tendo a pesagem do requeijao sido obtido apos 24
horas, para equilibrio da composicéo final.

Os resultados foram obtidos através da seguinte equagao, expressa em percentagem:

Peso Requeijdo (Kg) x 100

0, =
r]requei]'éo( A)) vol. soro

Equacéo 18
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4 RESULTADOS EXPERIMENTAIS E DISCUSSAO

4.1 Composicao fisico-quimica do soro de leite

O soro integral estudado, de mistura de leite de diferentes espécies (vaca, cabra e ovelha), é
considerado um soro doce (pH proximo de 6). Comparando os resultados obtidos (vide Tabela 10)
com os dados da literatura, relativamente ao soro de leite de vaca (vide Tabelas 3, secc¢éo 2.1.2),
verifica-se que existem pequenas diferencas entre os valores, nomeadamente dos soélidos totais
(residuo seco), proteina, gordura, lactose e cinza. Estas diferencas poderao estar relacionadas com a
composicao dos leites (cabra, vaca e ovelha) de origem e/ou com os processos de fabrico do queijo,
do qual resultou o lactossoro.

Relativamente a composi¢do mineral, constata-se que, tanto no soro de leite analisado (vide
Tabela 10) como no soro de leite de vaca (vide Tabela 5, sec¢éo 2.1.2), o potéssio (1320 mg.kg'l) e
os cloretos (expressos em NacCl, 3200 mg.kg'l) sao o0s sais minerais predominantes. Este resultado
pode ser explicado pela adigcdo de cloreto de sédio ao leite durante o processo de fabrico do queijo a
gue lhes deu origem. Para além deste fato, verifica-se que existem apenas pequenas diferencas entre
os resultados obtidos (vide Tabela 10) e os referenciados na literatura (vide Tabela 5, sec¢éo 2.1.2),
sendo que os resultados encontrados na literatura apresentam valores ligeiramente superiores, a

excecao dos cloretos, em que se verifica o contrério.

Tabela 10 — Composicao média dos soros de leite de mistura integral e concentrado por Ol.

Parédmetros analisados Soro Integral Soro concentrado por Ol

pH 6,38 5,71
Acidez (ml NaOH N/L) 14,8 54,70
Proteina Bruta (g/100g) 0,67 2,13
Cinza (%) 0,44 1,35
Cloretos (g NaCl/100g) 0,32 0,59
Matéria Gorda (g/100g) 0,75 0,30
Residuo Seco (%) 6,25 17,00
Lactose (%) 4,39 13,22
Célcio (mg/100gq) 30 97,67
Fésforo (mg/100g) 30 97,33
Sédio (mg/100g) 41 116,67
Potassio (mg/100g) 132 501,00
Magnésio (mg/100g) 7 21,33
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Comparando os resultados obtidos para a composicao do soro de leite de mistura integral com
os do soro de leite de mistura concentrado por Ol (vide Tabela 10) verifica-se, em primeiro lugar, que
0 soro concentrado por Ol apresenta um valor de pH inferior (cerca de 5,7) ao do soro integral, bem
como uma maior acidez, devido sobretudo ao aumento de concentragdo da proteina, a qual triplicou.
Tal como foi referenciado anteriormente, a Osmose Inversa € um dos processos utilizados para a
remogdo parcial da agua do soro de leite, isto €, concentra o soro, deixando todos os outros
constituintes nas mesmas proporc¢des relativas encontradas no soro original (Antunes 2003).

Este fato € comprovado pelos resultados obtidos (vide Tabela 10), uma vez que se verifica,
realmente, um aumento generalizado de concentracdo dos componentes do soro de leite apds sofrer
concentracao por Ol. Realga-se apenas o fato de haver uma redugdo da concentragdo de matéria
gorda. Esta reducédo é facilmente explicada pelo tratamento prévio do soro imediatamente antes de
sofrer o processo de concentracdo por Ol. Como na generalidade dos processos que utilizam
membranas, a concentracdo por Ol na empresa que cedeu o soro para este trabalho é precedida de

uma separacgéo da gordura por centrifugacao.

4.2 Caracterizagcdo da membrana

Nesta seccdo é apresentado o tratamento de dados utilizado para a determinacdo da
permeabilidade hidraulica, das rejeicbes a solutos de referéncia e do limite de exclusdo molecular

(MWCO) relativas @ membrana utilizada para ultrafiltragéo.

4.2.1 Determinacdo da permeabilidade hidraulica

A determinacdo da permeabilidade hidraulica (Lp) é feita com base na variacdo do fluxo de
permeacdo da agua desionizada (Jw) em funcdo da aplicacdo de diferentes pressdes
transmembranares (1,5-8 bar). Da representacdo grafica feita com base nos resultados obtidos
obteve-se, por regressdo linear, o respetivo declive da reta, que corresponde a permeabilidade

hidraulica caracteristica da membrana utilizada (GR95PP).
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Figura 16 - Fluxo de permeagdo da agua pura (Jw) em funcéo da press&o transmembranar (AP).
Membrana:GR95PP; Area superficial de membrana: 0,072 m2; Temperatura: 25°C; Velocidade de circulagao
maxima.

Assim, a membrana GR95PP apresenta uma permeabilidade hidraulica (L,) de 1,21 Kg.h™.m™.bar™.

4.2.2 Rejeicdo a sais e a solutos organicos de referéncia

A determinacdo das rejeicdes aparentes a sais e solutos organicos de referéncia é outro dos
pardmetros caracteristicos de cada membrana e de grande relevancia. Foi através da permeagéo das
solucdes aquosas de NaCl, Na,SO,4, CaCl,, lactose e PEG’s 1000, 4000 e 6000 que se determinaram
as respetivas rejei¢cdes aos solutos mencionados.

Os resultados obtidos em termos de rejei¢cdes aparentes encontram-se nas Tabelas 11 e 12.

Tabela 11 - Rejei¢Oes aparentes, f, , aos sais NaCl, Na;SO4, CaCl; e a Lactose. Membrana: GR 95PP; Area
superficial de membrana: 0,072 m?; Press&o: 4 bar; Temperatura: 25°C; velocidade maxima de circulagao;
Concentragdo de soluto: 500 ppm.

Solutos de referéncia £ a(%)
NacCl 13
Na,SO, 70
CacCl, 0,5
Lactose 18

*As equacles das retas de calibragédo determinadas para cada um dos solutos de referéncia encontram-
se no Anexo A.

Relativamente as rejeicdes aparentes aos sais, verifica-se que o CaCl, apresenta uma

rejeicdo praticamente nula, ou seja, a membrana utilizada (GR95PP) é totalmente permeavel a este
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sal. Em contrapartida, o0 Na,SO, apresenta uma rejeicdo aparente elevada, na ordem dos 70%, o que
significa que a membrana utilizada permeia pouco o sal em questdo. Quanto ao NaCl e a lactose,
estes apresentam rejeicdes aparentes relativamente baixas, mas ainda assim o suficiente para que
parte destes fique retida, ou seja, que ocorra alguma concentracdo dos mesmos durante o processo
de UF.

Tabela 12 - Rejei¢des aparentes, f, aos solutos de referéncia PEG (1000, 4000 e 6000 Da). Membrana: GR
95PP; Area superficial de membrana: 0,072 mz; Pressao: 4 bar; Temperatura: 25°C; velocidade maxima de
circulacdo; Concentragdo de soluto: 500 ppm.

PEG (Da) £ 4(%)
1000 46
4000 79
6000 83

*As equacdes das retas de calibracdo determinadas para cada um dos solutos de referéncia encontram-
se no Anexo B.

Analisando os resultados obtidos, presentes na Tabela 12, constata-se que os fatores de
rejeicdo aparente dos respetivos PEG aumentam linearmente em fungdo do aumento do seu peso

molecular, como seria de esperar.

4.2.3 Determinagcdo do MWCO

A determinacdo do MWCO ¢é realizada com base nas rejeicdes aparentes aos solutos
organicos de referéncia, polietilenoglicéis (PEG’s), de pesos moleculares crescentes (vide Tabela 12).
O MWCO é obtido pela interseccao da curva de rejei¢ao (fa) em funcdo do peso molecular (P.M.). No
entanto, com o intuito de se obter uma maior precisao opta-se por representar log(fa/(1-fa)) em funcéo
do P.M. para os diferentes solutos organicos de referéncia (PEG 1000, 4000 e 6000). Assim, o

MWCO é determinado através da intersecc¢do da reta log(fa/(1-fa)) vs. P.M. com a reta log(fa/(1-fs)) = 1.
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Figura 17 - Determinagéo do limite de exclus&o molecular (MWCO). Membrana:GR95PP; Area superficial de
membrana: 0,072 mz; Presséo: 4 bar; Temperatura: 25°C; Velocidade de circulagdo maxima.

Deste modo, o MWCO obtido para a membrana GR95PP é de 7500 Da. Verifica-se, assim, que
o valor obtido experimentalmente é discrepante do valor indicado pelo fabricante (2000 Da). Esta
diferenca pode dever-se a utilizacéo de condigBes experimentais distintas e/ou métodos diferentes de

determinacgéo, os quais ndo sao indicadas no catalogo do fabricante.

4.3 Ultrafiltracdo do soro de leite

4.3.1 Ultrafiltragdo em modo de recirculagéo total

O ensaio em modo de recirculacéo total (i.e., recirculacdo do concentrado e do permeado ao
tanque de alimentacdo) tem como objetivo principal o estudo da influéncia da presséo
transmembranar aplicada nos fluxos de permeacao do soro de leite. Optou-se por operar a velocidade
maxima possivel de circulacdo, neste caso 0,94 m/s (Macedo et al. 2011), de forma a minimizar o
efeito de polarizagdo de concentracdo e a consequente perda de eficiéncia das membranas. Para
velocidades baixas de circulacdo o efeito de polarizagdo de concentracdo € mais acentuado, podendo
levar & colmatacdo das membranas, a qual estd associada a um decréscimo adicional dos fluxos de
permeacdo ao longo do tempo. Este decréscimo é frequentemente mais acentuado para as
membranas com permeabilidades hidraulicas superiores e caracterizadas por valores de MWCO mais
elevados. Note-se que o aumento da pressdao de operagdo podera representar um aumento da
polarizagdo de concentragdo, uma vez que favorece o transporte convectivo dos solutos até a

superficie da membrana.
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4.3.1.1 Influéncia da variagdo de pressao transmembranar no fluxo de permeagéo

Os resultados experimentais obtidos no ensaio de permeacao em modo de recirculacado total

encontram-se representados graficamente na figura seguinte.

Fluxo de permeacédo do lactossoro
Jp(L/h.m?)

AP (bar)

Figura 18 - Variacdo do fluxo de permeagao do soro de leite concentrado por Ol (Jp) em funcdo da pressao
transmembranar (AP). Membrana:GR95PP; Area superficial de membrana: 0,072 m?; Temperatura: 25°C;
Velocidade de circulagdo méaxima (0,94m/s).

Da andlise do gréfico representado na Figura 18 verifica-se que o fluxo de permeacao do
soro de leite aumenta linearmente com a presséao transmembranar no intervalos de pressfes de 1 a
12 bar e apresenta um patamar limite a partir dos 30bar. A partir dos 12bar verifica-se que o aumento
do fluxo de permeacdo do soro de leite com a pressao torna-se menos acentuado, apresentando um
pequeno desvio & linearidade. Para uma gama de pressfes préximas de zero, a variagdo do fluxo de
permeacgdo com a presséo pode ser descrita pela equacdo Jp = 0,48AP. Para uma gama de pressfes
superiores a 30bar, a variacdo do fluxo de permeacdo com a presséo pode ser descrita pela equacéo
Jp = 8,79, a qual representa um patamar limite de pressdes. Note-se que para pressdes superiores a
12 e inferiores a 30bar o fluxo limite ndo é atingido, o que indica que o lactossoro podera ser
processado por UF numa gama mais alargada de pressdes, sem apresentar efeitos de funcionamento
muito adversos para as membranas. Contudo, optou-se por operar a uma pressdo que estivesse
contida na zona de linearidade mais proxima da permeabilidade da agua pura, 0 que permite
aumentar o tempo de vida Util das membranas, dado que, como se pode constatar pelos resultados
obtidos, existe uma tendéncia para a ocorréncia de colmatagdo das membranas, a qual € constatada
pela diminuicdo do declive da reta de ajuste aos resultados obtidos para o fluxo de permeagédo em
funcd@o da pressdo transmembranar, para gamas de pressfes elevadas. Neste caso, optou-se por

operar a 12 bar nos ensaios em modo de concentragdo, apesar desta escolha nao dever depender s6
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deste fator, mas também da necessidade de se concentrar e isolar a fracdo macromolecular de peso

molecular superior ao MWCO das membranas.

4.3.2 Ultrafiltragdo em modo de concentragéo

Nesta etapa do trabalho os ensaios de UF sdo efetuados em modo de concentracdo, ou seja,
é feita a recirculacdo do concentrado para o tanque de alimentacdo e a recolha do permeado
separadamente, pelo que a concentracdo dos solutos rejeitados pela membrana aumenta
continuamente na alimentacéo.

Estes ensaios tiveram como objetivo o estudo da influéncia do FCV nos fluxos de permeacéo

e 0 uso dos concentrados obtidos para produzir requeijao.

4.3.2.1 Influénciado FCV nos fluxos de permeacéao

Os ensaios de concentracdo foram realizados nas condi¢cdes operatorias selecionadas, ou
seja, a pressado transmembranar de 12 bar, & velocidade méxima de circulacdo de 0,94 m/s, a
temperatura de cerca de 25°C e a um pH proximo de 6 (caracteristico do lactossoro doce em estudo).

Utilizaram-se 5L e 7L de soro de leite de mistura concentrado por Ol, para o 1° e 2° ensaio de
UF, respetivamente. Ambas as solu¢des foram concentradas até um FCV de 2. A evolucdo dos fluxos
de permeac¢do em funcdo dos FCV encontra-se representada nas Figura 19 e 20.

4 mJ1 (FCV=2)
o 35 L Jpp = -13,38FCV + 16,72
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Figura 19 - Variagdo dos fluxos de permeado com o FCV até o valor de 2.0, durante a producdo de
concentrados proteicos obtidos por UF do soro de leite de mistura pré-concentrado por Ol. Membrana:GR95PP;
Area superficial de membrana: 0,072 m2; Pressao: 12 bar; Temperatura: 25°C; Velocidade de circulagdo maxima
(0,94m/s). Legenda: J1 corresponde aos fluxos de permeado obtidos no 1° ensaio de UF do soro de leite,
respetivamente.
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Figura 20 - Variagdo dos fluxos de permeado com o FCV até o valor de 2.0, durante a producdo de
concentrados proteicos obtidos por UF do soro de leite de mistura pré-concentrado por Ol. Membrana:GR95PP;
Area superficial de membrana: 0,072 m?; Press&o: 12 bar; Temperatura: 25°C; Velocidade de circulagcdo méxima
(0,94m/s). Legenda: J2 corresponde aos fluxos de permeado obtidos no 2° ensaio de UF do soro de leite,
respetivamente.

Conforme se pode observar nas Figuras 19 e 20, os fluxos de permeado diminuem com o
fator de concentracdo em volume, como consequéncia dos fendémenos da polarizacdo por
concentracdo e/ou colmatagdo das membranas, sendo maior a intensidade destes fendmenos a
medida que a concentragdo aumenta, como seria de esperar. Em ambos os graficos se observam
duas zonas distintas. Inicialmente, uma zona linear, descrita pelas equagdes J,; = -13,38FCV + 16,72
(vide Figura 19) e J,, = -5,37FCV + 8,26 (vide Figura 20), em que se verifica um abaixamento dos
fluxos de permeacdo do lactossoro a medida que o FCV aumenta. Nos resultados experimentais
finais, verifica-se um patamar limite de fluxos de permeacéo, descrito pela equagéo J,,= 0,0041FCV+
2,12, o que significa que os fluxos de permeacao atingem um valor constante. Observam-se reduc¢des
dos fluxos de permeado de cerca de 31% e 27%, no 1° e 2° ensaio de concentragdo (FCV=2),

respetivamente.

4.3.2.2 Caracterizacdo fisico-quimica dos concentrados proteicos e permeados

A caracterizacao fisico-quimica média dos concentrados proteicos e respetivos permeados,
produzidos nas referidas condi¢cdes de pressdo, velocidade de circulacdo, temperatura e pH é
apresentada nas Tabelas 13 e 14, respetivamente.

Conforme se pode observar, e comparando com os resultados obtidos para o soro concentrado
por Ol, apés o processo de concentragdo por UF o pH dos concentrados baixou ligeiramente e a

acidez aumentou. Relativamente a proteina bruta, cinza, matéria gorda, residuo seco e lactose

50



verifica-se um aumento de concentracdo destes componentes do soro de leite, quando comparados
com os valores obtidos para o soro concentrado por Ol, tanto no primeiro como no segundo ensaio de
UF, como seria de esperar, uma vez que 0s ensaios foram realizados nas mesmas condic¢des, até ao
mesmo FCV.

De entre os minerais analisados nos concentrados (Tabela 13), o calcio e o fosforo foram
aqueles cuja concentracdo aumentou ao longo do processo de UF. Apesar da concentracdo dos
cloretos (como NaCl), sédio e potassio diminuir com o processo de concentracdo, nos concentrados
UF1 e UF2, os cloretos continuam a ser o componente predominante (cerca de 5000 mg.kg™), a par
do sédio (cerca de 1020 mg.kg™) e do potassio (cerca de 3760 mg.kg™), devido & adicéo de cloreto de
sédio que é realizada durante o processo de fabrico do queijo que deu origem ao soro de leite de

mistura utilizado como matéria-prima do processo de concentracéo por UF.

Tabela 13 — Composicao média dos concentrados proteicos obtidos durante o processo de UF do soro de leite
de mistura pré-concentrado por Ol (FCV=2).

Soro Soro Soro
Pardmetros analisados  concentrado concentrado concentrado

Ol UF; UF,

pH 6,07 5,89 5,82

Acidez (ml NaOH N/L) 44,40 - 58,30
Proteina Bruta (g/100g) 2,14 2,81 2,52
Cinza (%) 1,34 1,00 1,36
Cloretos (g NaCl/100g) 0,62 0,54 0,50
Matéria Gorda (g/100g) 0,30 0,55 0,53

Residuo Seco (%) 16,89 18,32 19,20

Lactose (%) 13,11 13,96 14,80
Célcio (mg/100gq) 100,00 101 127
Fésforo (mg/100g) 98,50 96 111
Sédio (mg/100g) 120,50 125 102
Potéssio (mg/100g) 418,50 364 376
Magnésio (mg/100g) 21,50 21 26

Legenda: Soro concentrado Ol — corresponde ao soro pré-concentrado por Ol, utilizado como matéria-prima para
0s ensaios de concentragdo por UF; Soro concentrado UF; - corresponde ao concentrado obtido no 1° ensaio de
concentracdo por ultrafiltracdo (FCV=2); Soro concentrado UF, - corresponde ao concentrado obtido no 2°

ensaio de concentracdo por ultrafiltracdo (FCV=2).

Note-se que as diferencas verificadas entre os valores de composi¢éo obtidos nos ensaios UF1
e UF2 séo reduzidas, podendo estar, muito provavelmente, dentro da variabilidade experimental
associado aos métodos analiticos utilizados na determina¢éo das respetivas composicoes.

Para se obterem concentrados proteicos mais puros, ou seja, com um teor mais baixo de
lactose e minerais, poder-se-ia ter efetuado a diafiltracdo dos concentrados. No entanto, tendo em

vista a utilizacé@o final destes concentrados, para a producdo de requeijdo, optou-se por alterar o
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menos possivel a composicdo dos concentrados, em relacdo ao soro de leite original, para uma

melhor comparacao da qualidade dos requeijées obtidos com a dos requeijdes tradicionais.

Tabela 14 - Composi¢cdo média dos permeados obtidos durante o processo de UF do soro de leite de mistura
pré-concentrado por Ol (FCV=2).

Parametros analisados Permeado UF; Permeado UF,

pH - 5,10
Acidez (ml NaOH N/L) - 39,90
Proteina Bruta (g/100g) 0,28 0,20
Cinza (%) 1,30 1,11
Cloretos (g NaCl/100g) 0,64 0,60
Matéria Gorda (g/100g) 0,00 0,00
Residuo Seco (%) 7,63 8,37
Lactose (%) 6,05 7,06
Célcio (mg/100gq) 46 63
Fo6sforo (mg/100g) 59 76
Saodio (mg/100g) 114 104
Potéassio (mg/100g) 408 368
Magnésio (mg/100g) 11 14

Legenda: Permeado UF; - corresponde ao permeado obtido no 1° ensaio de concentragdo por ultrafiltracdo
(FCV=2); Permeado UF; - corresponde ao concentrado obtido no 2° ensaio de concentragdo por ultrafiltracao
(FCV=2).

Analisando os resultados presentes na Tabela 14, constata-se que em ambos 0S ensaios
(UF1 e UF2) se obtiveram composic¢des de permeado semelhantes, o que seria de esperar uma vez
gue os ensaios foram realizados nas mesmas condi¢des.

Comparando os resultados da composicdo dos permeados com a dos respetivos
concentrados (vide Tabela 13), verifica-se que a concentracdo em proteina bruta é muito baixa. Este
resultado vem comprovar a eficacia da membrana utilizada no processo de UF, em termos de rejeigédo
a proteina bruta, dado o objetivo principal desta operacdo é a obten¢éo de concentrados proteicos.

A concentracdo de lactose nos permeados € cerca de metade da apresentada pelos
concentrados proteicos obtidos. Este resultado era expectavel, uma vez que a membrana utilizada
apresenta uma rejeigdo aparente a lactose de cerca de 18% (vide Tabela 11).

Os teores de residuo seco apresentam um comportamento semelhante ao verificado para a
lactose, ou seja, os permeados contém cerca de metade do teor de residuo seco apresentado pelos
respetivos concentrados. Este resultado ndo é surpreendente, visto que o residuo seco € composto
maioritariamente por lactose.

Relativamente aos ides calcio e fésforo, verifica-se que a concentracdo destes nos

permeados é inferior a verificada nos concentrados de soro. Este comportamento podera ter resultado,
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por exemplo, da formacdo de complexos destes elementos com as proteinas, principalmente do
célcio, conforme o descrito na literatura (Antunes 2003; Cheryan 1998). Em contrapartida, os ides
cloreto e potassio apresentam-se com uma concentracdo idéntica, tanto nos permeados como nos
respetivos concentrados, o que revela que a membrana utilizada é permeavel a estes minerais.

Quanto aos ifes sodio e magnésio, verifica-se que a concentracdo destes nos permeados é
inferior a verificada nos concentrados de soro.

Relativamente aos teores de cinza (%), verifica-se que estes sao idénticos, nos permeados e
respetivos concentrados. Este fato deveu-se muito provavelmente a elevada permeabilidade da
membrana ao potassio, verificada pelos resultados obtidos.

Por dltimo, constata-se que o0s permeados resultantes do processo de ultrafiltracdo séo
isentos de matéria gorda.

4.4 Producao de requeijdo a partir de soro de leite de mistura integral e dos

concentrados proteicos obtidos por Ol e por OIl/UF

Os requeijdes foram produzidos a partir dos soros de leite de mistura integral e concentrado
por Ol e a partir dos concentrados proteicos obtidos por ultrafiltracdo do soro de leite de mistura preé-
concentrado por Ol, nas condi¢cdes experimentais referidas em 4.3.2.1. O processo de fabrico
utilizado foi previamente descrito na sec¢éo 3.3.7.

Na sequéncia dos primeiros ensaios, foi necessario fazer um ajuste de pH (até pH préximo de
6,1), através da adicdo de NaOH 0,1N, durante o processo de fabrico dos requeijdes produzidos a
partir dos concentrados obtidos por Ol e por Ol/UF, para recriar condicbes de fabrico semelhantes
entre ensaios com diferentes matérias-primas. Como se pode verificar na Tabela 13, os soros
concentrados apresentavam um pH abaixo de 6.

Durante o fabrico dos primeiros requeijdes a partir dos concentrados, verificou-se que a
coagulacéo térmica das proteinas ndo ocorria seguindo a mesma tecnologia utilizada no fabrico
tradicional de requeijdo, a partir do soro integral, mesmo incrementando a temperatura de coagulacdo
para niveis superiores a 90°C.

Segundo Cayot e Lorient (1998), a desnaturacdo térmica de algumas proteinas é um
fendbmeno complexo, uma vez que depende de inumeros fatores e condicbes do meio,
nomeadamente do pH, composicdo mineral e da presenca de hidratos de carbono, tais como, a
lactose, glucose, galactose e sorbitol. Relativamente ao soro integral, para o qual as condi¢des de
fabrico de requeijao estdo largamente documentadas, pode observar-se que os soros concentrados
por Ol ou Ol/UF apresentam valores de pH nitidamente inferiores e concentragfes de agUcares muito
mais elevados que no soro integral, dois dos fatores apontados como condicionantes da
desnaturacdo térmica das proteinas do soro e, sobretudo, podendo dificultar a posterior agregacao

das proteinas (Garret et al. 2012).
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4.4.1 Caracterizacdo fisico-quimica dos requeijdes produzidos a partir do soro de
leite mistura integral e dos concentrados proteicos obtidos por Ol e por Ol/UF e
respetivos sorelhos.

Com base nos resultados experimentais apresentados na Tabela 15, comparou-se a
composicao fisico-quimica dos requeijdes fabricados a partir dos concentrados proteicos obtidos por
Ol e OI/UF com a composicdo do requeijao produzido a partir do soro integral, o qual serviu como

requeijao controlo.

Tabela 15 — Caracterizacao fisico-quimica dos requeijoes produzidos a partir do soro de leite de mistura integral
e dos concentrados proteicos obtidos por Ol e por OI/UF.

Parametros analisados Rg Roi Rur1 Rur2

pH - - - -

Acidez (ml NaOH N/L) - - - -
Proteina Bruta (g/100g) 9,85 12,36 13,39 13,08
Cinza (%) 157 328 192 1,87
Matéria Gorda (g/100g) 20,75 3,00 3,25 1,75
Residuo Seco (%) 34,18 33,41 33,58 33,69

Lactose (%) 2,01 14,77 15,02 16,99
Célcio (mg/100g) 386 605 293 258
Fosforo (mg/100g) 245 424 221 198
Sédio (mg/100g) 39 215 142 157

Potassio (mg/100g) 171 538 449 455

Magnésio (mg/100g) 31 64 39 38
Legenda: Rs corresponde ao requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura integral; Ro corresponde ao

requeijao e produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol; Rygr1 corresponde ao requeijao
produzidos a partir do soro de leite de mistura concentrado por OI/UF (1° ensaio UF1, FCV=2); Rur2 corresponde

ao requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol/UF (2° ensaio UF2, FCV=2).

No que diz respeito a comparacdo entre a composicdo fisico-quimica dos requeijées
fabricados a partir dos concentrados proteicos e o de controlo (Rgj), podem tirar-se varias conclusdes,
com base nos resultados apresentados na Tabela 15.

Os teores de proteina bruta dos requeijées produzidos a partir dos diversos concentrados
proteicos (Ol, UF1 e UF2) séo superiores aos determinados no requeijdo produzido a partir do soro
de leite de mistura integral (método tradicional). Dado que as proteinas foram preferencialmente
retidas pelas membranas de UF, os concentrados produzidos estdo enriquecidos neste componente.

Em relagdo a lactose, observa-se que os teores deste constituinte nos requeijoes produzidos
a partir dos concentrados proteicos sdo bem mais elevados do que os determinados no requeijao

controlo (Rg)), de acordo com os teores de lactose muito superiores nos requeijdes obtidos a partir de
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soro concentrado, dada a retencao parcial pela membrana de ultrafiltracdo e de osmose inversa; para
teores em residuo seco semelhantes.

Os teores de residuo seco mantém-se proximos em todos os requeijdes produzidos, embora
inferiores para todos os obtidos a partir dos concentrados, mostrando uma retengdo maior de
humidade, provavelmente devido aos elevados teor em lactose e respetiva influéncia no processo de
agregacao da proteina (M.Garrett et al. 1988), ja referido anteriormente; conjugando este aspeto com
0 anterior, deve referir-se que o teor em proteina superior nestes requeijdes se devera principalmente
a composicao da respetiva matéria-prima

Quanto as concentracdes de matéria gorda nos varios requeijées, verifica-se que esta se
apresenta em valores superiores no requeijdo controlo, em comparagdo com 0S requeijdes
produzidos a partir dos concentrados proteicos. Tal fato ndo é surpreendente, uma vez que o
requeijo controlo foi produzido a partir de lactossoro inteiro e os restantes foram obtidos a partir de
concentrados proteicos, nos quais os teores de matéria gorda foram reduzidos durante os processos
de Ol e UF, conforme se pode constatar nas Tabelas 10 e 13.

Relativamente aos teores de cinza (%), verifica-se que estes sao inferiores aos analisados no
requeijdao produzido a partir do soro concentrado por Ol (Rg). Este fato deveu-se muito
provavelmente ao efeito da permeacéo dos minerais através da membrana se sobrepds a reducéo de
volume durante o processo de concentracdo por UF. Comparando os resultados obtidos para os
teores de cinza no requeijdo controlo (Rs) com o Rg, constata-se que este Ultimo apresenta um teor
bem mais elevado do que o Rg devido ao efeito de concentragdo por Ol.

As concentra¢des em elementos minerais dos soros concentrados refletem as caracteristicas
essenciais das membranas utilizadas (Tabela 13), sobretudo representadas pelos teores nos
respetivos permeados. No que diz respeito aos requeijdes, verifica-se que o0 sodio, potassio e
magnésio apresentam-se em concentragfes superiores nos requeijdes fabricados a partir dos
concentrados. Ja os teores de calcio e fésforo sdo superiores nos requeijdes controlo (Rg) e
produzido a partir de soro concentrado por Ol (Rq)), quando comparados os teores destes obtidos
para os requeijdes Ryr; € Ryrz. O diferente comportamento dos minerais analisados pode dever-se ao
fato de, por exemplo, o célcio, na forma de ca*, participar na formacdo do gel que da origem ao
requeijdo, afetando quer a concentracdo limite de proteina para a formacdo do gel, quer a
temperatura e o tempo de gelificagdo (Cayot & Lorient 1998). Para além disso, o fato de, durante a
obtencdo dos concentrados proteicos por UF, parte deste constituinte ter permeado através da
membrana, fazendo com que a sua concentracdo no requeijdo produzido fosse menor do que a
determinada nos requeijao controlo e no R, embora os resultados apresentados na Tabela 13 nao

mostrarem concentragdes de célcio e de fosforo inferiores nos soros concentrados por UF.
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Tabela 16 - Caracterizagéo fisico-quimica dos sorelhos resultantes da producéo dos requeijoes.

Parametros analisados Sg So Sur1 Sur
pH 6,00 538 583 582

Acidez (mINaOH N/L) 13,3 54,9 50,1 52,7
Proteina Bruta (g/100g) 0,54 1,63 1,88 2,00
Cinza (%) 0,61 1,88 1,63 1,69
Matéria Gorda (g/100g) 0,00 0,00 0,00 0,00
Residuo Seco (%) 6,11 21,34 21,37 21,75

Lactose (%) 496 17,83 17,86 18,06
Célcio (mg/100gq) 27 64 124 132
Fésforo (mg/100g) 33 102 127 133
Sadio (mg/100g) 57 231 154 176

Potéssio (mg/100g) 220 594 495 502

Magnésio (mg/100g) 9 30 32 33
Legenda: Ss corresponde ao sorelho resultante da fabrico dos requeijées produzidos a partir do soro de leite de

mistura integral; So, corresponde ao sorelho resultante da fabrico dos requeijées produzidos a partir do soro de
leite de mistura concentrado por Ol; Syr: corresponde ao sorelho resultante da fabrico dos requeijées produzidos
a partir do soro de leite de mistura concentrado por OI/UF (1° ensaio UF1, FCV=2); Syrz corresponde ao sorelho
resultante da fabrico dos requeijées produzidos a partir do soro de leite de mistura concentrado por OI/UF (2°
ensaio UF2, FCV=2).

Em primeiro lugar, constata-se, pela analise dos resultados da Tabela 16, que os sorelhos
resultantes do fabrico dos requeijées apresentam baixas concentragdes em proteina bruta (g/100gq) e,
como seria de esperar, estas concentragdes aumentam da mesma forma que a verificada para os
respetivos requeijdes (vide Tabela 15). Conclui-se, assim, que a maior parte da concentracdo
proteica ficou retida nos respetivos requeijdes, aquando do processo de fabrico. Este resultado é
muito positivo, pois significa que é feito o devido aproveitamento, em termos de valor nutricional,
deste componente no produto final.

E importante também analisar o teor em lactose (%) dos respetivos sorelhos (vide,Tabela 16),
uma vez que o destino final deste fluido é ser descartado para o meio ambiente, apds o seu devido
tratamento. Como tal, é fundamental que o sorelho resultante da producdo de requeijdao nao
apresente elevada carga orgéanica, para se reduzir o impacto deste a nivel ambiental. O que se
verifica, pela andlise dos resultados da Tabela 16, é que os sorelhos resultantes da producéo dos
requeijdes Ol, UF1 e UF2 apresentam teores em lactose elevados e um pouco superiores aos obtidos
nos respetivos requeijdes (vide Tabela 15). Em contrapartida, o sorelho resultante da producédo do
regueijdo Sl apresenta um teor em lactose baixo, comparativamente aos restantes sorelhos, . Por
outro lado, o sorelho Sl apresenta um teor em lactose cerca de duas vezes superior ao apresentado

pelo respetivo requeijao (requeijao Sl).
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Dado que o residuo seco € composto maioritariamente por lactose, ndo é surpreendente o
fato de este se apresentar na mesma proporcao que a lactose nos respetivos sorelhos.

Quanto a matéria gorda, os sorelhos apresentam-se isentos desta, fato que também é
relevante no que diz respeito ao seu posterior tratamento.

Relativamente aos elementos minerais, apresentam, no geral, concentracdes inferiores nos
sorelhos, comparativamente aos respetivos requeijdes. A excecdo do sédio e do potassio, que se

apresentam com concentra¢des semelhantes nos requeijdes e respetivos sorelhos.

4.4.2 Caracterizagdo textural dos requeijdes produzidos a partir do soro de leite

mistura integral e dos concentrados proteicos obtidos por Ol e por Ol/UF

Para além da composicédo, as caracteristicas de textura do requeijdo sao importantes para a
sua caracterizacdo e, alegadamente, sdo propriedades que podem ser afetadas pela composicdo da
matéria-prima e, portanto, pela concentracao dos soros.

Nas Figuras 21, 22 e 23 estdo ilustrados alguns dos requeijdes produzidos durante os

ensaios experimentais.

Figura 21 — Requeijfes produzidos a partir de soro de leite de mistura integral (método tradicional).

Figura 22 — Requeijdo produzido a partir do soro de leite concentrado por OI/UF1 (1°
ensaio de ultrafiltracdo, FCV=2).
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Figura 23 — Requeijdo produzido a partir do soro de leite concentrado por OlI/UF2(2°
ensaio de ultrafiltragéo, FCV=2).

Na tabela 17 apresentam-se os resultados obtidos da caracterizagdo textural dos requeijdoes
produzidos. Foi calculada uma média aritmética e respetivo desvio padrédo (o) dos resultados obtidos
para cada amostra. Foram realizadas, no minimo, 6 determinagfes, efetuadas em varios locais da
amostra, cada uma representada por duas unidades, com localizacdo de penetracdo da sonda
idéntica para todas as amostras, de forma a minimizar efeitos de alguma heterogeneidade na sua
textura.

Tabela 17 - Caracterizacao textural de requeijdes produzidos a partir de lactossoro de mistura inteiro e dos
concentrados proteicos obtidos por Ol e por OI/UF.

Médiat o Dureza (N) Adesividade (N.m) Coesividade

Rs; 5,87240,820 -443,450+36,672  0,031+0,002
Ro, 2,17240,157 -254,776+29,211  0,021+0,002
Rur1 8,664+0,445 -560,367+47,184  0,031+0,002
Rurs 7,16940,908 -413,638+52,941  0,028+0,003

Legenda: Rs corresponde ao requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura integral; Roj corresponde ao
requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol; Ryg1 corresponde ao requeijao
produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por OI/UF (1° ensaio UF1, FCV=2); Ryrz corresponde
ao requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por OIl/UF (2° ensaio UF2, FCV=2).

Com base nos resultados apresentados na Tabela 17, construiram-se os gréaficos
representados pelas Figuras 24, 25 e 26. Estes gréficos relacionam os diferentes requeijdes

produzidos em termos das respetivas propriedades texturais analisadas.
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Figura 24 — Comparacdao entre a dureza apresentada pelos requeijées produzidos.

Legenda: Sl corresponde ao requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura integral; Ol corresponde ao
requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol; UF1 corresponde ao requeijao
produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol/UF (1° ensaio UF1, FCV=2); UF2 corresponde
ao requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol/UF (2° ensaio UF2, FCV=2).

Analisando os resultados obtidos relativamente as propriedades texturais dos requeijdes
estudadas (vide Tabela 17 e Figura 24), verifica-se que o0s requeijdes produzidos a partir dos
concentrados proteicos obtidos nos ensaios UF1 e UF2 apresentam uma maior dureza, quando
comprados com a dureza apresentada pelo requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura
integral (requeijao controlo). Em contrapartida, o requeijao produzido a partir do concentrado proteico
obtido por Ol apresenta uma menor dureza, provavelmente traduzindo o efeito dos teores proteicos
superiores, aparentemente pouco significativos mas representando teores 3 a 4 vezes superiores,

mas também o efeito dos teores mais elevados de lactose e de minerais.

Ol UF1 UF2
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Figura 25 - Comparacao entre a adesividade apresentada pelos requeijoes produzidos.
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Legenda: Sl corresponde ao requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura integral; Ol corresponde ao
requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol; UF1 corresponde ao requeijao
produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol/UF (1° ensaio UF1, FCV=2); UF2 corresponde
ao requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol/UF (2° ensaio UF2, FCV=2).

Quanto aos resultados obtidos relativamente a adesividade dos requeijdes produzidos (vide
Tabela 17 e Figura 25), constata-se que a adesividade medida no requeijao produzido a partir do
concentrado proteico obtido por Ol é inferior a obtida para os restantes requeijoes. Em contrapartida,
verifica-se que os requeijdes produzidos a partir do soro concentrado por Ol/UF, apresentam uma
adesividade préxima da do requeijao controlo (Sl). Apesar dos requeijdes UF1 e UF2 terem sido
produzidos a partir de soros concentrados por Ol, seguida de UF, até um FCV=2, estes apresentam
valores discrepantes de adesividade, fato que pode estar relacionado com o processo de producao
dos mesmo, assim como com a diferente composi¢do apresentada dos concentrados proteicos que

Ihes deram origem, designadamente no que se refere ao teor proteico.

m Coesividade
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Figura 26 - Comparacao entre a coesividade apresentada pelos requeijées produzidos.

Legenda: Sl corresponde ao requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura integral; Ol corresponde ao
requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por OIl; UF1 corresponde ao requeijao
produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol/UF (1° ensaio UF1, FCV=2); UF2 corresponde

ao requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol/UF (2° ensaio UF2, FCV=2).

Relativamente a coesividade obtida para os diferentes requeijdes (vide Figura 26) constata-
se que estes apresentam valores muito semelhantes ao do requeijdo Sl (controlo), apesar de o

requeijdo produzido a partir de soro concentrado por Ol um pouco menos coeso do que 0s restantes.

Para uma melhor analise da relagdo entre os varios parametros obtidos da caraterizagao
textural dos requeijdes produzidos com parametros da caracterizagdo fisico-quimica dos soros de
leite de mistura integral e concentrados por Ol e por OI/UF, que deram origem aos respetivos

requeijoes, construiram-se os graficos representados pelas Figuras 27 a 31. Os gréficos das Figuras
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27 a 29 representam a relacdo entre cada um dos parametros texturais dos requeijdes analisados
com a concentracdo em proteina (g/100g), presente nos soros de leite de mistura integral e
concentrados proteicos obtidos por Ol e por OI/UF, que deram origem aos respetivos requeijoes. Os
graficos das Figuras 30 a 31 representam a relacdo entre cada um dos parametros texturais dos
requeijdbes analisados com a % de lactose, presente nos soros de leite de mistura integral e

concentrados proteicos obtidos por Ol e por Ol/UF, que deram origem aos respetivos requeijoes.

10 T Dureza = 9,86(Proteina Bruta) - 18,56
1 R2=0,95

¢ Requeijao SI

B Requeijdo Ol
Requeijado UF1

51 X Requeijdio UF2

Dureza (N)

0 ]
,0.0 ,50.0 1,0.0 1,50.0 2,0.0 2,50.0 3,0.0

Proteina Bruta (g/1009)

Figura 27 - Representacao gréafica da variagao da dureza dos requeijdes produzidos com a concentracédo de
proteina bruta (g/100g), presente nos soros de leite de mistura e nos concentrados proteicos que deram origem
aos respetivos requeijoes.

Legenda: Requeijdo Sl corresponde ao requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura integral;
Requeijdo Ol corresponde ao requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol;
Requeijdo UF1 corresponde ao requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol/UF (1°
ensaio UF1, FCV=2); Requeijdo UF2 corresponde ao requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura
concentrado por Ol/UF (2° ensaio UF2, FCV=2).

Focando apenas nos requeijdes Ol, UF1 e UF2, verifica-se que a dureza dos respetivos
requeijdes aumenta de forma linear com a concentracdo em proteina (g/100g), nos respetivos
concentrados proteicos que lhes deram origem, de acordo com a expressédo Dureza = 9,86(Proteina
Bruta)- 18,56 (vide Figura 27). Numa abordagem preliminar, estes resultados permitem concluir que a
dureza esta relacionada com a concentragdo proteica, fato que pode ser suportado por estudos

realizados anteriormente (Macedo 2010).

61



,0.0 ,50.0 1,0.0 1,50.0 2,0.0 2,50.0 3,0.0

100 1 Adesividade= -454,19(Proteina Bruta) + 721,33
1 R2=10,99
g -200 |
< ] ¢ Requeijdo SI
E 300 1 ERequeijdo Ol
% ] Requeijéio UF1
§ 400 L X Requeijao UF2
] 2
500 |
-600 :.

Proteina Bruta (g/100g)

Figura 28 - Representagédo gréfica da variacédo da adesividade dos requeijées produzidos com a concentracéo
de proteina bruta (g/100g), presente nos soros de leite de mistura e nos concentrados proteicos que deram
origem aos respetivos requeijoes.

Legenda: Requeijdo Sl corresponde ao requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura integral;
Requeijdo Ol corresponde ao requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol;
Requeijdo UF1 corresponde ao requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por OIl/UF (1°
ensaio UF1, FCV=2); Requeijdo UF2 corresponde ao requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura
concentrado por Ol/UF (2° ensaio UF2, FCV=2).

Comparando apenas os requeijbes OIl, UF1 e UF2, verifica-se que a adesividade dos
respetivos requeijdes diminui de forma linear com a concentragdo em proteina (g/100g) nos
respetivos concentrados proteicos que lhes deram origem, de acordo com a expressao Adesividade=
-454,19(Proteina Bruta)+721,33.
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Figura 29 - Representagédo gréfica da variacdo da coesividade dos requeijdes produzidos com a concentracao
de proteina bruta (g/100g), presente nos soros de leite de mistura e nos concentrados proteicos que deram
origem aos respetivos requeijoes.

Legenda: Requeijdo Sl corresponde ao requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura integral;
Requeijdo Ol corresponde ao requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol;
Requeijdo UF1 corresponde ao requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por OIl/UF (1°
ensaio UF1, FCV=2); Requeijdo UF2 corresponde ao requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura
concentrado por Ol/UF (2° ensaio UF2, FCV=2).

Pela analise da Figura 29, e de acordo com o declive proximo de zero obtido pela regressao
linear Coesividade = -0,0011(Proteina Bruta)+0,0296, constata-se que o0s requeijdes apresentam
valores de coesividade muito semelhantes ao do requeijdo Sl (controlo), como havia sido referido
anteriormente pela analise da Figura 26. Também se pode concluir que a concentragao proteica nao
tem influéncia sobre a coeséo apresentada pelos produtos, ndo podendo ser estabelecida qualquer
correlagdo entre a coesividade e a concentragdo em proteina bruta (g/100g), presente nos respetivos

soro de leite integral e concentrados proteicos que lhes deram origem.
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Figura 30 - Representacéo gréafica da variacdo da dureza dos requeijdes produzidos com a % de lactose
presente nos soros de leite de mistura e nos concentrados proteicos que deram origem aos respetivos requeijoes.
Legenda: Requeijdo Sl corresponde ao requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura integral;
Requeijdo Ol corresponde ao requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol;
Requeijdo UF1 corresponde ao requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por OI/UF (1°
ensaio UF1, FCV=2); Requeijdo UF2 corresponde ao requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura
concentrado por Ol/UF (2° ensaio UF2, FCV=2).
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Figura 31 - Representacgédo gréfica da variacdo da adesividade dos requeijées produzidos com a % de lactose
presente nos soros de leite de mistura e nos concentrados proteicos que deram origem aos respetivos requeijoes.

Legenda: Requeijdo Sl corresponde ao requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura integral;

Requeijdo Ol corresponde ao requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol;
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Requeijdo UF1 corresponde ao requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por OI/UF (1°
ensaio UF1, FCV=2); Requeijdo UF2 corresponde ao requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura
concentrado por Ol/UF (2° ensaio UF2, FCV=2).
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Figura 32 - Representagdo gréafica da variagdo da coesividade dos requeijdes produzidos com a % de lactose
presente nos soros de leite de mistura e nos concentrados proteicos que deram origem aos respetivos requeijoes.

Legenda: Requeijdo Sl corresponde ao requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura integral;
Requeijdo Ol corresponde ao requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol;
Requeijdo UF1 corresponde ao requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol/UF (1°
ensaio UF1, FCV=2); Requeijdo UF2 corresponde ao requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura
concentrado por Ol/UF (2° ensaio UF2, FCV=2).

Analisando as Figuras 30, 31 e 32, verifica-se um comportamento semelhante ao obtido
anteriormente, para o caso da variacdo das propriedades texturais com a concentracdo em proteina
bruta (g/100g), presente nos respetivos soro de leite integral e concentrados proteicos que lhes deram
origem (vide Figuras 27, 28 e 29). Constata-se entdo que a dureza dos requeijdes aumenta
linearmente com a % de lactose, de acordo com a equacdo Dureza= 2,96Lactose - 35,27, focando
apenas nos requeijdoes Ol, UF1 e UF2 (vide Figura 30). Quanto a adesividade dos requeijées Ol, UF1
e UF2, esta diminui de forma linear com a % de lactose, nos respetivos concentrados proteicos que
Ihes deram origem, de acordo com a expresséo Adesividade= -94,4Lactose+ 908,82 (vide Figura 31).
Por fim, e relativamente a coesividade dos requeijdes produzidos, pode-se concluir que a % lactose
presente nos respetivos soro de leite integral e concentrados proteicos que lhes deram origem, nao
tem influéncia sobre a coeséo apresentada pelos produtos, ndo podendo ser estabelecida qualquer
correlagcdo entre a estas. Este resultado € comprovado pela equacao obtida, através da regresséo

linear, Coesividade = -0,0004Lactose + 0,0319, a qual apresenta declive nulo (vide Figura 32).
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Note-se que estes resultados seriam semelhantes caso se estivesse a analisar as
propriedades texturais em funcao residuo seco (%), dado que este é composto maioritariamente por
lactose.

4.4.3 Rendimento do processo de fabrico de requeijéo

A fim de se determinar o rendimento da producdo de cada requeijdo teve-se em conta 0s
pesos dos requeijées produzidos (g), o volume se soro gasto durante o fabrico dos mesmos (L) e
determinou-se, por relacéo direta, o peso de cada requeijdo (g), caso se partisse de 100L de soro.

Apresentam-se na Tabela 18 os rendimentos obtidos para os requeijdes produzidos a partir
do soro de leite de mistura integral e dos concentrados proteicos obtidos por Ol e por Ol, seguida de
UF. Nesta tabela verifica-se que a concentracdo pelos dois processos considerados permitiu pelo

menos duplicar o rendimento o que constitui uma vantagem sensivel.

Tabela 18 — Parametros experimentais utilizados para a determinag&o do rendimento do processo de fabrico dos

requeijées.
Parametros analisados Rg Roi Rur1 Rur2
Peso Requeijao (g) 153,72 155,63 205,8 249,59
Volume de soro gasto (L) 3 1,35 2 2
n(%) 51 115 10,3 12,5
n(% base seca) 1,8 3,9 3,5 4,2

Legenda: Rs - requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura integral; Ro - requeijdo produzido a partir
do soro de leite de mistura concentrado por Ol; Ryr: - requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura
concentrado por OI/UF (1° ensaio UF1); Rurz - requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura

concentrado por Ol/UF (2° ensaio UF2).

Na Tabela 19 constam as percentagens de retencdo dos componentes do soro nos diferentes
tipos de requeijdo, podendo observar-se que a maior eficiéncia no aproveitamento da proteina, a
base do fabrico de requeijdo, se verifica ho processamento a partir do soro integral, com retengéo de
75% da proteina presente no soro, sendo inferior nos requeijées obtidos a partir de soro concentrado
por OI/UF. Em contrapartida, a retencdo de lactose, que acompanha o teor de agua do requeijao, €

superior nos requeijdes de soro concentrado.

Tabela 19 — Retencdo dos componentes do soro (%) no requeijdo em funcéo do tipo de soro.

Componentes (%) Rg Ro Rur1 Rur2
Proteina Bruta 75,0 66,6 49,0 64,7
Residuo Seco 27,6 22,8 18,9 22,1

Lactose 2,3 13,0 111 14,3

Legenda: Rs - requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura integral; Ro - requeijdo produzido a partir

do soro de leite de mistura concentrado por Ol; Ryr1 - requeijao produzido a partir do soro de leite de mistura
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concentrado por OI/UF (1° ensaio UF1); Rurz - requeijo produzido a partir do soro de leite de mistura

concentrado por Ol/UF (2° ensaio UF2).

Estes dados indicam que podera existir margem de melhoramento do processo tecnoldgico
no sentido de um melhor aproveitamento da proteina disponivel no soro concentrado, com vantagem
no aumento do rendimento global da transformacdo o qual, como esta patente na Tabela 19, é
significativamente superior nos fabricos a partir de soro concentrado.

Com base nos resultados do rendimento (n), presentes na Tabela 18, e nos resultados
obtidos para a concentracao de proteina bruta (g/100g) nos soros de leite integral, concentrado por Ol
e por UF (UF1 e UF2) (vide Tabelas 10 e 13) construiu-se o grafico representado na Figura 33, com
0 intuito de se analisar a relacdo entre o rendimento de producg&o dos requeijdes com a concentragédo
em proteina bruta (g/100g) presente no lactossoro e nos concentrados proteicos que deram origem

aos respetivos requeijoes.

14 - n = 3,04(Proteina Bruta) + 3,67
] R2=0,78
1 X
12 +
1 |
10 }
c : -
61 ® Requeijao Sl
] ¢ B Requeijdo Ol
44 Requeijao UF1
] X Requeijado UF2
2 ¢
o
,0.0 ,50.0 1,0.0 1,50.0 2,0.0 2,50.0 3,0.0

Proteina Bruta (g/100g)

Figura 33 — Representacéo grafica da variacdo do rendimento do processo de fabrico do requeijao () com a
concentragdo de proteina bruta (g/100g), presente nos soros de leite de mistura e nos concentrados proteicos
gue deram origem aos respetivos requeijoes.

Legenda: Requeijdo Sl - requeijdo produzido a partir do soro de leite de mistura integral; Requeijao Ol - requeijao
produzido a partir do soro de leite de mistura concentrado por Ol; Requeijao UF1 - requeijdo produzido a partir do
soro de leite de mistura concentrado por OI/UF (1° ensaio UF1); Requeijdo UF2 - requeijdo produzido a partir do

soro de leite de mistura concentrado por OI/UF (2° ensaio UF2).

Da andlise feita ao gréafico anterior (Figura 33), constata-se que os rendimentos de producao
dos requeijdes aumentam linearmente com 0 aumento da concentracdo de proteina bruta (g/100g)
presente no lactossoro, de acordo com a expressdo n= 3,04(Proteina Bruta) + 3,67. Assim sendo,
pode-se concluir que a utilizacdo de concentrados proteicos, resultantes da concentracao por Ol/UF
do soro de leite, para a producdo de requeijdo, permite aumentar o rendimento do processo de
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producédo do requeijao, podendo perspetivar-se vantagem importante a nivel do consumo de energia,
uma vez que um dos constrangimentos do fabrico de requeijao é o consumo energético envolvido no

processo produtivo.
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5 CONCLUSOES E PERSPETIVAS DE TRABALHO FUTURO

5.1 Conclusodes

Face aos objetivos propostos neste trabalho podem tirar-se varias conclusées. Em termos
gerais, pode-se dizer que foram feitos alguns progressos no que diz respeito a aplicagcao direta de
concentrados proteicos obtidos por Ol, seguida de UF, para fabrico de requeijao com teores
reduzidos de gordura e com rendimentos de producédo mais elevados.

A primeira fase do trabalho experimental incluiu a caracterizacdo da membrana comercial
utilizada nos ensaios de UF (GR95PP), tendo em conta a permeabilidade hidraulica (L), as rejeices
a solutos de referéncia e o limite de exclusdo molecular (MWCO). Constatou-se que esta apresentava
um valor de L, de 1,21 Kg.h™.m?.bar" e de MWCO de 7500 Da. A membrana GR95PP (Alfa Laval)
revelou ser adequada para os ensaios de UF, devido aos elevados fluxos de permeacédo observados,
nas condi¢cbes operatorias definidas, ao elevado coeficiente de rejeicdo aparente a proteina e ao
baixo coeficiente de rejei¢cdo aparente a lactose.

Nas condi¢Bes operatérias utilizadas, produziram-se concentrados proteicos por ultrafiltragdo
de soro de leite de mistura, pré-concentrado por Ol, com uma concentra¢do de proteina mais elevada,
comparativamente ao soro de leite integral e aos concentrados proteicos obtidos por Ol. Este
resultado realca a importancia e o interesse da producdo de concentrados proteicos, a partir de soro
de leite de mistura, embora o pré-concentrado por Ol ndo seja particularmente adequado, em termos
de valorizacdo de produto, dado o elevado teor em lactose que aporta ao processo posterior de UF.

Comparando a composicgao fisico-quimica dos requeijdes produzidos a partir dos concentrados
proteicos com a dos requeijdes produzidos a partir do soro de leite de mistura integral, pode concluir-
Se que 0s primeiros apresentam, em geral, teores de proteina, lactose, sédio, potadssio e magnésio
mais elevados e teores reduzidos de matéria gorda, mostrando a influéncia da composi¢do do
soro/matéria-prima.

As propriedades de textura dos requeijdes obtidos a partir de soro concentrado refletiram muito
dos elementos da composicdo do requeijdo, afastando-se das propriedades do requeijdo de soro
integral, o que pode significar eventualmente alguma dificuldade a nivel da aceitacdo do produto,
suscitando a necessidade de se encontrar formulacdes da composicdo do soro que otimizem a
composicao e propriedades de textura do produto final.

Quanto a producao dos requeijdbes a partir do soro de leite de mistura integral e dos
concentrados proteicos obtidos por Ol e por UF (ap6s concentragcdo por Ol) concluiu-se que a
utilizacdo de concentrados proteicos permite aumentar de forma muito significativa (duplicar) o
rendimento do processo de producdo do requeijao. O rendimento da producdo de requeijdo a partir
dos concentrados proteicos é diretamente proporcional a concentracdo proteica dos concentrados de

soro que deram origem aos respetivos requeijées.
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5.2 Perspetivas de trabalho futuro

No seguimento do trabalho anteriormente descrito seria interessante, em termos futuros,

desenvolver um estudo mais aprofundado a varios niveis, tais como:

- A realizacdo de ensaios de ultrafiltracdo, em modo de concentracdo, a pressfes mais
elevadas (na regido entre 12 e 40 bar), a fim de se comparar as produtividades obtidas, em termos de

fluxos de permeado e tempo necessario para atingir um determinado fator de concentracéao.

- Analisar-se a influéncia da diafiltracao na pureza dos concentrados proteicos produzidos, com
o intuito de se alargar a gama de utilizagbes possiveis. A titulo de exemplo, poderia estudar-se a
viabilidade técnica de se produzir requeijdes a partir de concentrados proteicos purificados por
diafiltracdo e determinar a influéncia disso na composi¢cédo dos mesmo, nomeadamente em termos da

concentracdo de lactose e proteina.

- Dado que a aceitacdo de um produto alimentar estq diretamente ligada a sua percec¢éo
sensorial sugere-se, como uma continuacao deste trabalho e a fim de se complementar os resultados
obtidos, que se fagam analises sensoriais mais abrangentes, mais concretamente poder-se-ia
recorrer a um painel de provadores, devidamente preparados, para avaliar a qualidade sensorial dos

requeijdes fabricados a partir dos concentrados proteicos.

- Para uma possivel comercializacdo deste produto seria necesséario fazer-se uma avaliagdo
econOmica cuidada. Como tal, seria importante fazer-se uma andlise dos custos de producdo de
requeijao a partir dos concentrados proteicos obtidos, comparativamente ao fabrico tradicional, tendo

em conta a realizacéo de balan¢cos de massa e de energia ao processo.
- Estudar a possibilidade de uma nova formulacéo do produto.
- Investigar a viabilidade técnica de um novo processo de producdo de requeijao integrado,

tendo em vista 0 aproveitamento dos permeados resultantes da unidade de UF, de acordo com a

seguinte proposta de flowsheet:
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Figura 34 — Proposta de flowsheet para processo integrado de fabrico de requeijéo.
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7 ANEXOS

Anexo A — Retas de calibracdo do NacCl, CaCl,, Na,SO, e Lactose

Tabela 20 - Determinagédo da reta de calibragdo do cloreto de s6dio em diferentes gamas de concentragao.

Concentracéo (mg/L) Condutividade a 25°C (uS/cm)

Reta de calibracédo

0 4,38
555 1061
825 1697 Condutividade=0,5058x[NaCl]
1309 2600
1615 3170
2128 4200 R?=0,9994

Tabela 21 - Determinacgéo da reta de calibracédo do cloreto de calcio em diferentes gamas de concentragao.

Concentracdo (mg/L)

Condutividade a 25°C (uS/cm)

Reta de calibragcéo

0 1,6
606 865

977 1384 Condutividade=0,6925x[CaCl,]
1261 1888
1602 2290
2022 2910 R®=0,9989

Tabela 22 - Determinacao da reta de calibragdo do sulfato de sédio em diferentes gamas de concentracao.

Concentragdo (mg/L)

Condutividade a 25°C (uS/cm)

Reta de calibragcdo

0 3,9
534 881
858 1377 Condutividade=0,6588x[Na,SO,]
1206 1898
1603 2450
2012 2940 R?=0,9954

Tabela 23 - Determinacao da reta de calibracdo da lactose em diferentes gamas de concentracgao.

Concentracdo (mg/L) TOC (mg/L) Reta de calibracéo
0 6
776 346
937 395 TOC=2,3385x[Lactose]
1130 449
1607 707
2028 866 R®=0,9959

77



Anexo B — Retas de calibragao de polietelinoglicois (PEG’s)

Tabela 24 - Determinacgéo da reta de calibracdo do PEG 2000 Da a diferentes gamas de concentragao.

Concentracdo (mg/L) TOC (mg/L) Reta de calibracéo

0 6
608 325
996 576 TOC=1,8686x[PEG 1000]
1368 790
1709 899
2180 1116 R”=0,9909

Tabela 25 - Determinacao da reta de calibragdo do PEG 4000 Da a diferentes gamas de concentracao.

Concentracdo (mg/L) TOC (mg/L) Reta de calibracéao

0 6
605 352

1045 594 TOC=1,8117x[PEG 4000]
1262 712

1715 944

2074 1123 R?=0,9984

Tabela 26 - Determinacao da reta de calibragdo do PEG 6000 Da a diferentes gamas de concentracao.

Concentracdo (mg/L) TOC (mg/L) Reta de calibracéo

0 7
612 354

950 545 TOC=1,7957x[PEG 6000]
1185 673

1735 965

2004 1097 R°=0,9988

78



Anexo C - Lavagens e regeneracfes da membrana GR95PP

16
Jw=1,1531AP
14 R2:0,8686
12 Jw =1,2106AP
R? =0,9597
g 10 \ ,
< -
€
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()]
= ¢P.H. apds 12 lavagem
% 6 P.H. apds 22 lavagem
[
4 Jw = 1,2082AP
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2
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Figura 35 - Fluxo de permeag&o da agua pura (Jw) em fungéo da presséo transmembranar (AP), apos lavagens
efetuadas entre os ensaios em modo de concentragdo. Membrana:GR95PP; Area superficial de membrana:
0,072 m?; Press&o: 12 bar; Temperatura: 25°C; Velocidade de circulagio maxima.

A primeira lavagem corresponde a lavagem efetuada ap6s o ensaio em modo de recirculagédo
total, na determinacdo da variacdo do fluxo de permeacéo do soro de leite concentrado por Ol (Jp)
em funcdo da pressdo transmembranar (AP). Apds esta primeira lavagem obteve-se uma
permeabilidade hidraulica de L, de 1,2028 Kg.h'l.m'z.bar'l. A segunda lavagem corresponde a
lavagem efetuada entre os ensaios de ultrafiltracdo, UF1 e UF2, onde se obteve uma permeabilidade
hidraulica de L, de 1,1538 Kg.h™.m™.bar™.
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