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RESUMO

A cinética da floculagdo das proteinas e sélidos do soro
de queijo foi estudada em reator de batelada. Amido de milho orto-
fosfatado (grau de substituigao~0,1) foi usado como agente preci-
pitante para estudos da influencia do PH e concentragao de disper-
soes de amido na recuperacao de proteina do soro de queijo, eépe—
cialmente13—1act9globulina e ea-lactoalbumina. Amidos de fontes na-
turais, tais como amido de mandioca, amido de milho puro (Maizena)
e, também,Aamidos de milho fosfatados, como ortofosfatado monoso-
dico (grau de substituigao ~ 0,1) e tripolifosfatado (grau de subs-
tituigao ~ 0,01) foram empregados para estudo de suas eficiencias
na recuperacao de proteinas eﬁfembgso de sdlidos da solugao. As ex-
periencias foram conduzidas em um reator especialmente construido
para manter condigoes de mistura uniforme.

Experimentos de filtragao foram feitos para que se tives-
se melhor ideéia do tamanho da particula amido-proteina formada du-
rante o processo de floqulagéo e, também, dos mecanismos que promo-
vem a agregacao dos dois polimeros. _

Dos resultados obtidos concluiu-se que as condigoes oti-
mas de precipitagéo das proteinas do soro de queijo se dao a um pH
em torno de 2,0 e a uma concentragéo da dispersao de amido de mi-
lho ortofosfatado monosodico de 5,0 g/l. A agregacao das particulas
mostrou um carater fortemente idnico com contribuigéo,_na etapa de

crescimento, dos mecanismos de adsorgao e formagao de pontes. A so-

lubilidade do agente precipitante, seu poder de gelatinizacao e



grau de fosfatagao influiram de maneira significativa na floculagao

das proteinas e so6lidos do soro de queijo.
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SUMMARY

The kinetics of flocculation of proteins and solids from
whey was studied in a stirred bafch reactor. Orthophosphated corn
starch (dégree of substitution ~0,1) was taken as a precipitant
agent -to investigate the influences of pH and concentration of
starch in the reactor for the whey proteins recovery, specially
B-lactoglobulin and a -lactalbumin. Starches from other -natural
sources such.as tapioca starch, corn starch and also other
phosphated corn starches like orthophosphated ( degree of
substitution ~ 0,1) and tripolyphosphated (degree of substitution
~ 0,01) were used in the analysis of their efficiency in the
recovery of proteins and solids removal from the solution. - -The
experiments were carried out in a reactor built to keep uniform
mixing conditions.

Filtration experiments were performed in order to get an
insight of the size of the protein-starch particle formed during
the flocculation process, and of the particle aggregation mechanism.

From the data obtained we could conclude that the optimum
conditions for protein precipitation occur at a pH around 2,0 and
at a concentration of starch dispersion equal to 5,0 g/l. The
particle aggregation was - shown to have a strong ionic
characteristic with a contribution of the adsorption and bridging
mechanisms. The solubility of the precipitant agent, its degree of
gelatinization and phosphorus coﬁtents influence in a significant

way the flocculation of whey proteins and solids.
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NOMENCLATURA

dosagem de coagulante (eq (2.7))
coeficiente de difusdo (m®’s ') (eq (2.1))
% de proteina recuperada calculada atraves de balango de

material

1

taxa de crescimento linear (m s )
concentréééo de amido no reator (kg m °)

diametro do floco (m)

gradiente de velocidade laminar (s_1) (eq (2.5))
gradiente médio 5€ velocidade (s ')
forga ionica da solucao -

constante de Boltzmann (kg m* s 2 K ') (eq (2.1))
constante de crescimento

constante de ruptura

constante de Smoluchowski para reagio de primeira ordem
(eq (2.6))

didmetro médio do floco (m)-— -

namero total de particulas/volume (m ?)

pﬁmero de nGcleos ou particulas primérias/volﬁme (m?)
numero de forga (eq (3.3))

numero total de particulas originalmente presentes na
solugao (m %)

namero total de particulas/volume (m ) (eq (2.6))

taxa de nucleagao



% de proteina recuperada, determinada pela quantidade dé
proteina precipitada

raio da particula (m)

taxa de ruptura

concentragao do coagulante (eq (2.7))

tempo de floculagao (s)

temperatura (K)

1

velocidade de agitagao (s )

fator embirico de efetividade de colisao (eq (2.8))
eficiéncia de colisao

fator empirico de efetividade de colisao, promovendo a que-
bra do floco (eq (2.8))

parametro de ruptura
viscosidade (kg m_1s-1)
tensao limite (kg m s?)
tempo de residéncia (s ')

coeficiente de adesao de particulas do floco (eq (2.7))

fragao de volume das particulas precipitadas (eq (2.8))



1. INTRODUGAO

A elevada carga orgénica associada a residuos descarta-
dos por agroindustrias geram graves problemas de controle ambien-
tal. Esses residuos sao, na grande maioria das vezes, totalmente
perdidos ou aproveitados de forma pouco eficiente. Caso tipico de
tal situagao é a indastria queijeira. As éguas residuarias da in-
distria de laticinios tém grande poder poluidor, devido ao grande
teor de materia organica presente. Taxas elevadas de Demanda Bio-
logica de Oxigénio (DBO) indicam a necessidade de tratamento e
recuperagao desse tipo de eflueﬁte. Entretanto, o custo do-trata-
mento desses residuos geralmente incide sobre o custo do tratamen-
to de efluentes da rede municipal.

A produgao anual de soro no mundo e estimada em 74 mi-
lhoes de toneladas, 95% das quais originadas de queijo, o restan-
te provindo da manufatura de caseina e leite coagulado. O grande
volume de soro e sua natureza perecivel criam problemas préticos e
economicos. Ao mesmo tempo, o valor nutricional dos solidos do so-
ro e indiscutivel. Este ultimo ponto, somado ao alto custo do des-
carte do efluente, torna interessante a utilizagao do soro dentro
da industria de alimentos. Embora a matéria—prima nao represente
qualquer custo adicional, a tecnologia de reprocessamento destes
efluentes pode ter custo proibitivo. No caso da industria queijei-

ra, o reprocessamento dc soro para obtengao do produto seco (soro



desidratado), do produto proteico ou da lactose, requer técnologia
compativel com a tecnologia atualmente utilizada por essas indas-
trias; pois sao, em geral, industrias de pequeno e médio ﬁorte. A
questao do ccntrole ambiental pode, em alguns casos, ser resolvida
atraves dc desenvolvimento de tecnologia que torne atraente o re-
processamento desses efluentes..

Soro e produtos baseados na sua utilizagao geralmente
melhéram o sabor e aroma, cor, textura e, em alguns casos, a vida
de prateleira de produtos de panificagéo. Tém-se no soro de quei jo
proteinas de alta qualidade nutricional, comparadas com qualquer
outro alimento. A forma de processamento para utilizagao do soro e
obviamente critica, n2o somente em relacao ao aspecto economico,
mas também devido a influéncia no produto final. Globalmente o pro-
jeto de que faz parte o progfama de trabalho proposto visa o estu-
do da precibitagéo_das,proteinas do soro de queijo e cristalizacgao
da lactose (a partir do:soro concentrado por osmose inversa), obje-
tivando o desenvolvimento de tecnologia apropriada a industria
‘queijeira de pequeno e medio porte. Deseja-se, portanto, transfor-
mar o soro em tres produtos finais: 1) produto proteico, 2) lacto-
se e 3) égua purificada. No presente trabalho estudou-se a preci-
pitacao e recuperagao das proteinas do soro de queijo.

A recuperagéo de proteinas do soro de queijo tem sido
extensivamente esfudada por diversos autores. ﬁm fator importante
nestes esquemas de recuperagao de proteinas € a maior ou menor fa-
cilidade de separagao da proteina do complexo precipitado. Propos-

~-se aqui o uso de amido como agente flpculante na precipitagéo e



recuperagao das proteinas do soro de qﬁeijo, especialmente 8 -lac-~
toglobulina e a -lactoalbumina. Dessa maneira, o produto final pro-
teina mais amido, podera ser usado como complemento nutritivo em
produtos farinéceos, sem a necessidade de separacgao do polimero(a—
mido) do‘complexo formado. Investigou-se a utilizagao e eficiéncia
de amidos de diversas fontes naturais na recuperagi& de proteinas
e CIarificagso de residuos.

A influencia das caracteristicas de escoamento do reator
foram mantidos sob controle atraves do uso de um reator de mistura

ideal.



2. REVISAO DA BIBLIOGRAFIA

0 grande volume de residuos atualmente descartado pelas
industrias tem sido alvo de constante preocupagao de noséa socie-
dade. No que diz respeito a indistrias de alimentos, graves pro-
blemas de poluicdo podem ser gerados devido a grande carga organi-
ca descartada. Exemplo tipico de tal situagZo € a industria quei-

jeira.
Soro de Queijo - Composigao e Valor Nutricional

0 séro € um subproduto das industrias de queijo e casei-
na, representando 85 a 90% ém volume do leite utilizado. Estima-se
é proéﬁgéo mundial a;ualide soro fresco liquido em cerca de 72-74
milhoes de toneladas, o que‘representa 18% da produgao de leite
[HAAST, 1982]. Em relagao ao Brasil, segundo dados do.Ministério
da Agricultura, tem-se uma produgao de soro liquido da ordem de
1,2 milhoes de toneladas/ano [VIEIRA & NEVES, 1985; VITTI, 1981],

A carga poluidora do soro é muito grande. Residuos des-
cartados nas redes municipais constituem um dos maiofes poluentes
da indGstria de laficinios, se nao da indUstria alimenticia, con-

forme Tabela 1.



Tabela 1 - Caracteristicas dos residuos de processamento de

alimentos.
Aguas residudrias da industria de alimentos DBOg (mg/ml)
Produtos de panificagao 2500
Enlatamento de carne 1500
Processamento de aves ' 5000

Aguas residuarias de processamento de leite

Planta de leite ‘ 1000
Planta de sorvete 2500
Planta de queijo "cottage" 6000
Planta de leite em po 40

Residuos nao processados

Soro doce ‘ ST ' 35000
Soro acido 45000
Agua residuaria de processamento de peixe ~ 50000
Esgoto doméstico 300

Fonte: Jelen, 1979

Cem quilogramas de soro liquido, contendo aproximadamen-—
te 3,5 kg de Demanda Bioldgica de Oxigénio (DBO) e 6,8 kg de De-
manda Bioquimica de Oxigénio (DQO) tem forga poluidora equivalente

ao residuo produzido por 45 pessoas. Esse residuo (soro), no



entanto, contém 20% das proteinas e quase todo o aglucar, somando
cerca de 50% de todos os nutrientes normalmente ccnsumidos no lei-
te [JELEN, 1979].

A composicao tipica do soro de queijo e mostrada na Ta-
bela 2. O soro obtido da fabricagao dos queijos Prato, Minas, Mo-
zarela e Parmesao e chamado soro doce, enquanto que aquele prove-
niente da fabricagao do queijo "cottageﬁ € classificado como soro

acido.

Tabela 2 - Composigao aproximada do soro

" Componente Soro doce® Soro écidob

p o %
sélidos totais 6,7 6.4
Proteina 0,9 0,9
Lactose 4,9 4,3
Cinzas 0,5 0,8

. e . c .
Lipidios 0,3-0,1 0,1
d

pH 6,6-5,8 4,6

a - queijo ou caseina obtidos da precipitagéo com renina

b - queijo "cottage", "quarg" ou caseina acida

¢ - valores meziores para o soro de queiljo

d - valores maiores para o soro de caseina obtido por precipitacao

com renina.

Fonte: Jelen, 1979



0 valor nutricional do soro é indiscutivel. Durante a

fabricagao do queijo, somente a caseina e a gordura do leite sao

removidas. Os sblidos restantes, lactose, sais, proteinas do soro,

assumem um significado vital como alimentos. O soro e fonte de

calcio, fésforo e contém praticamente toda a albumina do leite. Em

termos de composigao aproximada, conteudo de minérais e vitaminas,

“calorias, os solidos de soro desidratado podem ser comparados com

farinha de trigo integral, como mostra a Tabela 3.

Tabela 3 - Comparagao das composigGes aproximadas do soro desidra-

tado e farinha de trigo integral.

Soro . .

Componente Unidade por Farinha
g 100 g de produto desidratado de trigo
Agua g 4,5 12,0
Proteina g 12,9 13,3
Gordura g 1,1 2,0
Carboidrato g 73,5 71,0
Cinzas g 8,0 1,7
Calcio mg 646,0 41,0
Tiamina mg 0,5 0,6
Riboflavina mg 2,5 0,1
Niacina mg 0,8 4,3
Energia cal 349,0 333,0

Fonte: Jelen,



Do ponto de vista nutricional, as proteinas,do soro tem
sido apontadas como superiores a maioria das outras proteinas.
EVANS [1980] cita que a necessidade diaria de aminoacidos pode
ser suprida por 14,5 g de lactalbumina, enquanto que, tomando-se a
proteina de ovo e a proteina de leite de vaca, seriam necessarias
17,4 g e 28,4 g, respgctivamente.

A versatilidade de emprego dos varios ¢omponentes do so-
ro de queijo € muito grande. O soro pode ser utilizado em novas
formulagoes para alimentos infantis; como aditivo a bebidas obti-
das de frutas; em substituigao a produtos lacteos usados em con-
feitaria e panificagéo; massas; produtos dietéticos, farmaceuticos
e quimicos; Fagéo animal [DE VILBISS et élii’ 1974; GUY et glli,
1974; HOLMESl 1979; HUGUNIN, 1980; METTLE&; 1980; MORR, 1976;
TOWLE&, 1982; WEBB, 1938; WEBB, 1966].

Com o grande crescimento dé produgao de soro resultante
da atual demanda de queijo, constitui-se um prob;ema para a indas-
tria de laticinios, a reutilizagao e consequente controle da po-
luicao causada por esses residuos.

No entanto, a recuperagao industrial de nutrientes do
soro para reaproveitamento humano depende da viabilidade tecnica e

economica dos processos, visando produtos comercializaveis.
Processamento do Soro

Os metodos para processamento do soro podem ser subdivi-

didos em metodos de utilizagao do soro integral e métodos de



fracionamento do soro para produgao de proteinas ou produtos pro-
teicos e lactose, ou das duas substancias, simultaneamente. Entre
eles destacam-se principalmente concentragao, secagem, cristaliza-
gao da lactose, demineralizacgao, osmose inversa/ultrafiltracgao, "
filtragao em gel, precipitagéo de proteinas.

Concentragéo, secagem e osmose inversa recuperam e€ssen-
cialmente todos os solidos. Os outros sistemas s3o tecnicas de

fracionamento, expostas a seguir.

Concentragao

0 soro, sendo um produto muito diluido, requer, por ve-
' zes, concentragao; a fragao proteica, se recuperada, necessita de
concenﬁragao'[JELEN, 1983]. Esse processo reduz os custos de
transporte, hélhora a qualidade dé armazenamento e resulta em um
produto com melhores caracteristicas para uso direto em alimentos.
Esse tipo de produto pode ser enriquecido com outros ingredientes
provindos de residuos de indﬁstrias que processam batatas, bebi-

das, etc.. Ureia tambem pode ser adicionada, resultando em uma ra-

c3o mais completa para alimentagao animal (MC DONOUGH, 1977].

Secagem

A secagem e operagéo importante para a produgao de in-
gredientes 1ééteos; resulta em maxima concentraqéo, aumenta a es-
tabilidade durante a estocagem, dando um produto com boas‘quaiida-
des para incorporagao a alimentos. Secagem por atomizagéo, liofi-

lizagdo e outras formas de secagem sao empregadas para O
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processamento do soro.

Cristalizagao da lactose

Os metodos empregados para a recuperagao da lactose do
soro podem ser classificados em dois grandes grupos: recuperacgao
da lactose cristalina.sem remogao das proteinas'do soro; e coagu-
lagao e remogao das proteinas do soro previamente a cristalizagao
[wEBB & JOHNSON, 1965].

No processo de produgéo de lactose, o soro desproteini-
zado ou nao, € concentrado em evaporadores de mﬁltiplos efeitos a-
té cerca de 60% de solidos totais. A cristalizag@o e conduzida por
resfriamento a 30°C. Esse processo, aléem de requerer um alto in-

) _
vestimento iﬁicial, apresenta um elevado éonsumo energético. Em
proce;so alternativo, usa-se osmose inversa. O soro, geralmente
desproteinizado, e inicialmente concéntrado por osmose inversa e
a concentracgao final se faz em um eVaporador de unico efeito. 0
consumo energético e reduzido e, apesar do investimento inicial, o
processo & economicamente viavel [GILLES, 1974; MC DONOUGH, 1968].

A lactose € utilizada em inﬁmeros produtos de panifica- .
gao com a propriedade de favorecer a reagao de Maillard, importan-
te para o desenvolvimento da cor da crosta [LEITE, 1978]1 Os pro-
dutos formulados com lactose tém vida de prateleira mais longa e

apresentam também maior maciez [HUGUNIN, 1980].

Demineralizagao

Muitas vezes se deseja a redugao do teor de sais no
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soro, pois, contribuem negativamente para o sabor e afetam as pro-
priedades fisicas de alguns'alimentos. Os principais processos de
demineralizacio do soro sdo eletrodialise e troca ionica. Assim,
reduz-se o teor de minerais de 25, 50 e 90%. O produto obtido é
usado em panificagéo, onde se necessita de baixo teor de sodio,co-
mo em cremes ou em coberturas, uma vez que o sabor salgado é inde-

sejavel [HUGUNIN, 1980].

Osmose inversa/ultrafiltragao

Os processos de osmose inversa e ultrafiltragao sao ba-
seados na agao de uma presséo mais elevada que a presséo osmotica
. para separagao de componentes com base no peso molecular. O proces-
so da osmose inversa e usado para caracterizar operagaes em que as
molécuias do éoluto tem aproximadamente a mesma dimensao que as mo-
léculas do soivente. Ultrafiltragao & usada para separagoes em que
os solutos tem dimensoes moleculares dez ou mais vezes maiores que
o solvente, mas inferiores. a 0,5 pm [PERRY & CHILTON, 1980].Na os-
mose inversa todas as moléculas, exceto a égua, sao retidas pela
membrana e todos os solidos sao concentrados. No processo de ultra-
filtragao, juntamente com a égua, solutos menores, como sais e lac-

tose, paésam pela membrana e sao recolhidos como permeado [MC

DONOUGH, 1977].

Filtracao em gel

A filtragao em gel é¢ um dos metodos de fracionamento am-

plamente utilizados comercialmente. Baseia-se na extragao, em uma

~
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coluna empacotada, de moléculas, em ordem de peso molecular de-
‘crescente. Separa-se, dessalmaneira, a proteina do soro, dos ou-
tros componentes menores. As tecnicas de separagao, éomo ultraf
filtragao, filtragdo em gel, eletrodialise, ampliaram substancial-
mente o campo para manufatura de produtos modificados, combinados

a outros materiais [JELEN, 1979].

Precipitacdo de proteinas

Muita énfase tem sido dada aos métodos de concentragSO e
recuperagao da fragao proteica do soro. Sob o ponto de vista nutri-
cional tem-se proteinas de excelente qualidade, com propriedades
emulsificantes das mais efetivas, permitindo sua utilizagao como
substituto do ovo e da gordura em bolos [HUGUNIN, 1980].A1ém das
importéntes propriedades funcionais, as proteinas do soro apresen-
- tam um perfil de aminoacidos bem balanceado, ideal para o enrique-
cimento..de outros produtos. Seu teor de iisina e triptofano as fa-
zem excelentes para a complementagao de produtos nos quais o trigo
é a principal fonte de proteinas [HUGUNIN, 1980; TOWLER, 1982].

As técnicas normalmente empregadas para a recuperagao de
proteinas sao de dois tipos: as que utilizam calqr como ﬁeio de
desnaturagao e as que, ao contrario, evitam todo e qualquer trata-
mento térmico para conservar ao maximo as propriedades das protei-
nas, em especial, seu carater de solubilidade [LEITE, 1978].

Para se conservar propriedades, como solubilidade, geli-

ficagao, emulsificagao, a separagéo requer o uso de precipitantes

quimicos e/ou separagao por membranas[MORR, 1978]. Os precipitan-

tes quimicos utilizados incluem polifosfatos, carboximetilcelulose,



acido poliacrilico e alcoois.

Coprecipitantes

As proteinas do soro podem ser coprecipitadas com casei—
na ou com outras proteinas, como proteina de sangue, ovo e soja
[HILL, et alii, 1982]. Combinagaes de‘soro acido e efluentes de
curtume teém sido usadas em processos que‘espontaneamente copreci-
pitam as proteinas do soro e peptideos com proteinas do efluente
de curtimento de couro [TOWNEND, 1978]. Hexametafosfato de sodio,
écidolpoliacrilico e ferripolifosfato foram também .usados como a-
gentes precipitantes na recuperagéo de proteinas no processo de
: coprecipitagéo, em que se usa farinha de sementes de colza e soro

de queijo, com bons resultados [THOMPSON et alii, 1984].
Teoria da Coagulagao e Floculagao

Inumeros estudos tém sido conduzidos no campo de trata-
mento de éguas residuarias e reaproveitamento de efluentes. 0
crescente interesse voltado para o tratamento de residuos e, espe-
cialmente reutilizagao de nutrientes, voltou a atengao de grande
nﬁméro dé pesquisadores para os processos de precipitagao quimica,
floculagao e clarificag@o de aguas. O processo de floculagao-sedi-
mentagao tem sido colocado como um dos principais para trataﬁento
de aguas com elevada turbidez.

Na maioria dos sistemas de separagao por gravidade, a

fungao do coagulante e condicionar a suspensao, de maneira que uma

13
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particula se ligue a outra. Isso € conseguido, reduzindo-se a bar-
reira coulombica entre as particulas, mudando-~se as suas pfoprie-
dades na superficie, possibilitando o contato entre‘elas, ou in-
troduzindo-se um agente formador de pontes que ligue uma ou mais
particulas, formando um agregado.

A maioria dos estudos de floculagao se voltam para a
quimica e a cinética do processo. Assim, um conhecimento do siste-

ma, suas caracteristicas e propriedades se faz necessario.

Sistemas coloidais

Os fendmenos de coagulagdo e floculagao, atraves dos
quais particulas suspensas em liquidos ou gases formam agregados
tém grande importancia nos sistemas coloidais. Pratica comum em
tratamento de égua consiste em tratar-se suspensSes coloidais,
operando primeiramente na sua quimica de superficie, a fim de in-
duzir-se a éoagulégao e, entao; qdé&do osrflocos apresentarem um
tamanho apropriado, separa-los por sedimentagao ou filtragao.

Os sblidos que devem ser separados de liquidos ou gases
variam em tamanho, morfologia e natureza quimica. Essas particulas,
coléides, como sao chamadas, sao geralmente, menores que 1 pm
[HUGHES, 1981]. Os fatores que mais contribuem para a natureza
de um sistema coloidal sao: dimensdes das particulas; forma e
flexibilidade das particulas; propriedades superficiais (inclusive
eletricas); interagéo particula-particula e interagdo particula-
-solvente. As particulas presentes numa dispersao coloidal sao su-

ficiernitemente grandes para permitirem a existencia de superficies



15

de separagéo definidas entre elas e o meio no qual estao disper-
sas. Dispersdes coloidais simples, sao, portanto, sistemas de duas
fases. SOis e emulsoes sao os dois tipos mais imporfantes de solu-
goes coloidais. O termo sol é usado para distinguir solugoes co-
loidais de suspensoes macroscopicas [SHAW, 1975].

Dispersoes coloidais podem ser alteradas pelo tratamento
solido-liquido da interface, através da adigdo de eletrolitos ou
agentes tenso—ativos; pelo ajustamento das condigoes fisicas,» le-
vando ao crescimento de cristais ou a uma mudanga no tamanho de
particula e na area intéffaciéithﬁGHES, 1981] .

As dispersoes coloidais podem ser classificadas em lio-
filicas e liofdbicas. Solugdes liofilicas sfo aquelas em que o sO-
lido mostra afinidade pela égua ou qualquer outro meio de disper-
sao. Dessa maneira, os sois sao formados espontaneamente por agi-
tagao. Os coldides liofobicos exibem pouca afinidade pelo meio e
sbéis podem ser formados por meios quimicos ou mecanicos. Este gru-
po de s6is é menos sensivel a adicao de eletrolitos e concentra-
goes muito altas sao necessarias. Exemplos de coldoides liofobicos
s3o: argilas, oxidos hidratados, etc.. Coldoides liofilicos sao ma-
crocélulas, como proteinas, acidos hﬁmicos, etc..

As particulas coloidais encontram-se em constante movi-
mento browniano e, quanto menor a particula maior a sua intensida-
de. Esse movimento caotico aproxima as particulas o suficiente pa-
ra que sejam atraidas por forgas de van der Waals. A nao ser que
as solugoes estejam estabilizadas, particulas que se aproximam

-~

dentro de uma distancia proxima ao seu diametro ligam-se umas as
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outras e, entao, coagulam. Quando as particulas se Jjuntam devido a
tal colisdo, o processo & chamado de coagulagao répida.
As dispersSes podem ser estabilizadas por:
1. camadas difusas de ions (parte exterior de uma dupla
camada) que circundam particulas de sois.
2. filmes protetores formados por camadas de fluidos.
3. cargas Qu, possivelﬁente, dipolos na superficie de
particulas de aerosol.
A presenga de um estabilizante reduz consideravelmente o
nimero de colisdes de particulas que resultam em agregagao..Quando

fatores estabilizantes estao presentes, o processo e conhecido co-

mo coagulagao lenta [KITCHENER, 1972; LEVICH, 1962].

A dupla camada difusa

A distribuicio dos ions proximo a superficie da particu-
la, mais a tendénéia a misturé pfo;;cada ﬁela agitagao termica, le-
va a formagao de uma dupla camada elétrica, constituida por duas
partes, uma superficie carregada e um meio polar em que se distri-
buem, de maneira difusa, os ions [SHAW, 1975].

A superficie negativa do coloide atrai uma camada de
ions positivos que circundam a particula e que provém do liquido
ou da superficie do coloide. Ions de carga oposta é particula sao
arrastados para a superficie por atragao gletrostética. A agitacao
termica ou o movimento browniano tendem a distribui-los mais uni-

formemente atraves da solugao. Esse sistema carregado, formado pe-

la superficie do coloide e dos contra-ions, é& chamado de dupla
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camada.

Se a carga negativa do coloide for grande, alguns con-
tra-ions serao fortemente atraidos a superficie, formando uma ca-
mada compacta, geralmente chamada de camada de Stern. A camada de
Stern parcialmente neutraliza a carga e a atragao eletrostatica do
coléide, de maneira que os contra-ions remanescentes estejam longe,
mas ainda mantidos na vizinhanga da superficie do coloide. Esses

formam a parte difusa da dupla camada, ou camada difusa.

A atracgao do coloide é& maior pefto da superficie devido

a distancia e, também, porque os contra-ions préximos a ela inter-
poem sua carga positiva, protegendo aqueles mais distantes. Assim,
os contra-ions que tem agao neutralizadora estao concentrados per-
to do coldide e tornam-se gradualmente despreziveis a distancias

maiores. Da mesma maneira, os ions negativos de quaisquer sais

presentes tendem a ser repelidos da vizinhanga imediata das parti—

culas coloidais. A dimensao da espessura dessa camada difusa de-
pende primeiramente da concentragao de sais no liquido; se a con-
centragao e grande, essa espessura pode ser reduzida a alguns

angstrons [RIDDICK, 1961].

Potencial geta

0 potencial zeta e o potencial na superficie que separa
a parte imovel da dupla camada da parte difusa. E uma medida da
carga da camada difusa e sua extensao, a partir da superficie do
coldide. Esta, portanto, relacionada a forga e a distancia em que

as particulas repelem umas as outras, impedindo a floculagao.
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Olpotencial zeta e calculado a partir de medidas do po-
tencial eletrocinético em suspensoes muito diluidas de particulas.
Observagoes indicam a existencia de um valor de zeta abaixo . do
qual a suspensao nao ¢ mais defloculada. Esse valor € chamado de
potencial zeta critico.

O conceito de potencial zeta € Uutil nos estudos de flo-
culagzo, quando se deseja saber a quantidade de eletrolito para .se
desestabilizar o sistema. Quando um eletrolito e adicionado a uma
suspenséo estével, a mobilidade eletroforetica das particulas di-
minui, indicando um valor menor de zeta. Por outro lado, o valor
maximo de zeta nao indica as condigoes de maior estabilidade. Isso
mostra que a repulsao depende, nao somente do potencial da super-
ficie{ mas também da concentragao de eletrdlito e do potencial meé-
dio resultante da aproximagéo das particulas. Portanto, um conhe-
cimento do potencial zeta em si nao e suficiente para predizer e-
feitos que nao a ;digéo de elétfélifos, os quais limitam a estabi-
lidade sob mecanismos de choque e cisalhamento [HUGHES, 1981;
PACKHAM & SHEIHAM, 1977; RIDDICK, 1961; SHAW, 1975].

A Figura 1 ilustra a particula coloidal, o conceito da
dupla camada e o potencial zeta.

Qualitativamente, a coagulagao de coloides por altas
concentragoes de eletrolitos adicionados deve-se a redugao do po-
tencial zeta, diminuindo a repulsao entre as particulas em colisao
e permitindo que as forgas atrativas as aproximem. Esse quadro

qualitativo foi estudado por Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek e

e chamado de teoria do DLVO para estabilidade coloidal [PACKHAM
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Caoamada de Stern

«=—Plano de cisalhamento

PARTICULA

NEGATIVA

Potencial elétrico

—+ -
da solugao

Potencial Zeta —=-

Figura 1 - Modelo coloidal
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& SHEIHAM; 1977]. A teoria foi desenvolvida primeiramente, consi-
derando a interagao entre duas placas planas idénticas, obtendo-se
uma expressao para a energia de interagao. Foi, entao, estendida
para explicar a energia de interagéo entre esferas identicas em
colisao. Quando trazido a pratica, esse modelo idealizado torna-se
uma dispersao coloidal com esferas perfeitas de tamanho uniformé.
Muito embora a teoria do DLVO seja amplémente aceita, um sistema
experimental que a teste completamente, ainda nao foi idealizado.
Sabe-se, hoje, que a teoria e mais largamente empregada a forgas
de longo alcance e menos empregada a forgas de curto alcance,
pois, quanto menor a distancia entre as particulas, maior'é a di-
ferenga entre o sistema real e o modelo ideal, no qual a teoria se
baseia [BELL et alii, 1982; KITCHENER, 1972; PACKHAM & SHEIHAM,
1977]: |

A georia do DLVO nao permite predizer as propriedades
dos agregados formados, mas prediz que a redispersao de colodides,
depois da coagulagao com sais, deveria ser praticamente impossi—
vel, o que na realidade nao e verdadeiro [PACKHAM & SHEIHAM,
1977].

Relativamente a tratamento de égué, a teoria tem sido
estendida significativamente no campo da heterocoagulagao, defini-
da como coagulagao de particulas dissimilares. Estudos experimen-
tals da heterocoagulagéo tem sido feitos, usando-se particulés de

latex de tamanhos diferentes [MATHEWS & RHODES, 1970].
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Coagulagao e floculagao

Coagulagao e floculagao sao termos muitas vezes usados
indiscriminadamente, causando confusao acerca de seus significa-
dos. La Mer e Healy, em'1963,.propuseram uma diferenciagao entre
eles. Coagulagao refere-se a desestabilizagao de particulas, devi-
dc a uma redugio do potencial zeta da dupla camada elétrica, de a-
cordo com o proposto por Derjaguin, Landéu, Verwey e Overbeek. Flo-
culagao denota a desestabilizagao, atraQés da acao de materiais de
alto peso molecular (amido de batata e polieletrdolitos em geral),
que agem como polimeros lineares, unindo, étravés de pontes, as
particulas solidas de uma solugio em uma estrutura tridiménsional,
frouxa e porosa (BLACK et alii, 1965; LA MER, 1964; PACKHAM " &
SHEIHAM, 1977].

Nesse trabalho, o termo'floculagéo sera usado para se
denotar a ag;o de materiais poliméricos sobre as proteinas do soro
v”de Qﬁéijb, Cauéando é fofmagao de agregados insoluveis qQue preci-
pitam da solugao.

0 modelo classico da floculagao assume que particulas
precipitam rapidamente com um tamanho submicron. Esse aglomerado
cresce rapidamente a 1 um, atraves de agitagao termica e movimento
brownianb. O crescimento € resultado de colisoces posteriores cau-
Sadas pelo movimento do fluido.

A floculagao causada por movimento do fluido e cﬁaﬁada
ortocinética, para se diferenciar daquela causada por movimento

browniano, chamada pericinetica.



Cinetica da floculagao

Em 1917, von Smoluchowski publicou uma teoria matematica
para a cinetica de coagulagao de suspensoes coloidais. Equagoes ma-
tematicas foram apresentadas para descrever a mudanga na concentra-
cao total de particulas devido a colisao. Smoluchowski desenvolveu
duas equagoes cinéticas: a primeira descreve o ﬁrocesso, quando co-
lisdes entre particulas ocorrem através da difusao browniana de
particulas individuais (floculagao pericinetica); a segunda, quan-
do um gradiente laminar de cisalhamento causa o transporte de par-
ticulas no fluido (floculagao ortocinética)[BIRKNER & MORGAN, 1968}

A taxa de colisao entre parficulas primarias em agitagao

térmica é dada por [STEVENSON, 1972]:

3 = -4mBaN (2.1)
2 KT

B == —
3 mud

onde

B - coeficiente de difusdo (m®s ')

d - diametro do floco (m)

K - constante de Boltzmann(kg m’s 2K )

N - nUmero total de particulas/volume (m )

T - temperatura (K)

L - viscosidade (kg m 's )

Substituindo e rearranjando, temos:

dN _ 8 KT N

dt = 3 pu

dN 8 KT dt

T (2:2)

22
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Integrando com a condigao inicial,

N(t = 0) = N, resulta

1 1 8 KT t

N NS 3 , ou (2.3)
3p (1 _1

t= 8 KT{\ N N (2.4)

- Essa re1a956 define o desaparecimento de particulas pri-
marias. Particulas secundarias dai produzidas colidirao, tambem,
formando pafticulas terciarias e, assim; por diante. A reacgao e
"bimolecular" e o tempo para que se complete, varia inversamente
com a concentragao de particulas.

Agitando-se a dispersao, pode-se causar um aumento na
) . . )
taxa de floculagao (floculagao ortocinetica).
Se cada colisao leva a agregacao de duas particulas, en-
tao, a equacdo da velocidade para floculagao ortocinética torna-se

~ [zvES, 1981]:

3
dN 4 (du/dz)(ri + rj) NiN

dt - 3 J (2.5)

du/dz - gradiente de velocidade laminar (s~')

r, - raio da particula (m)

s j

Ni’ Nj - namero de particulas/volume (m-?)

Assim, pode-se afirmar que a taxa de floculagao pode ser.
aumentada [IVES, 1981]: |
1. aumentando-se o raio de colisao das particulas, pois,
flocos maiores sao produzidos.
2. aumentando-se o0 gradiente de velocidade; entretanto,

ha um limite para a tensao de cisalhamento que o0s



flocos podem suportar. A tensao limite que os agrega-
dos suportam resulta do balango de forgas que sao
responséveis pela sua estrutura. O agregado pode
ser quebrado, quando as forgas hidrodinamicas, agindo
sobre ele, excedem a tensao limite. Assim, gradientes
de veiocidade excessivos podem cauéar quebra de flo-
cos, particularmente quando os flocos crescem em ta-
manho [PETENATE & GLATZ, 1983a]. Isto pode ser evita-
do, diminuindo o gradiente de velocidade de um valor
inicialmente alto, quando os flocos sao pequenos, ate

valores mais baixos, a medida que os flocos crescem.

yaumentando—se a concentragéo de particulas presentes,

pois, a floculagao diminui a medida que o numero de
particulas decresce, devido a agregagao; o grande nu-
mero de particulas, bem como o de flocos, e vanta-

Jjoso.

Para uma suspensao diluida de particulas monodispersas,

a taxa inicial de mudanga na concentragao total de particulas em

um campo de cisalhamento laminar pode ser expressa por [BIRKNER &

MORGAN, 1968]):

onde

—t_ st ‘ (2.6)

K
S

- constante de Smoluchowski para a reagao da primeira

ordem

24
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N, - nimero total de particulas presentes/volume (m~*)

A equagdo (2.6) & valida somente durante a fase inicial
da reagdo de floculagdo, quando se pode assumir que as colisdes
entre particulas ocorrem entre pares de particulas de mesmo tama-
nho. Com o desenvolvimento da reagdo de floculagdo a concentragdo
total de particulas diminui e a distribuigZo de tamanhos de parti-
culas é ampliada. Consequentemente, a suposigdo de colisdes entre
particulas de mesmo tamanho nZo é mais valida e a equagdo (2.6)
n3do descreve mais o processo de floculagdo. Muller [MATTHEWS &
RHODES, 1970], levando em conta esse fator, estendeu a teoria de
Smoluchowski para particulas de diferentes tamenhos, usando as
mesmas suposigoes basicas.

’ Camp [STEVENSON, 1972] mostrou que a densidade dc floco
diminui a medida que o floco cresce, indicando que o termo de
concentracao deve aumentar. B

Lagvankar e Gemmel, e também Vold [STEVENSON, 1972] pos-
tulam que particulas primérias formam aglomerados primérios, os
quais formam aglomerados secundarios e, assim, sucessivamente.

A floculagao em um 1iquido em movimento envolve todas as
particulas, nao importando o tamanho, dependendo apenas da concens
tragao e taxa de cisalhamento. Se uma grande faixa de tamanhos es-
ta envolvida, particulas pequenas colidirao com ambas, particulas
pequenas e grandeé e, vice-versa. Desde que o raio de colisao e
definido pela soma dos raios das particulas, a frequencia de coli-

sao e ditada primariamente pelas particulas de dimensoes maiores.
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Além disso, o produto da colisao de uma particula grande e outra
pequena € uma particula grande de dimensoes similares., A distri-
buicdo do tamanho de particulas € melhorada com a agitagao, ten-
dendo ao tamanho limitado pela tensao de cisalhamento.

Smoluchowski [VAN DE VEN & MASON, 1977) tornou possivel
o conhecimento da frequéencia de colisao de duas esferas em um flui-
do em movimento, assumindo que no encontro, elas sevaproximam por
um caminho reto. Nao‘hé forcas agindo nas esferas até que elas te-
nham contato fisico, depois do qual se aderem.

Apesar das 1iﬁifa96;g”aa7feoria de Smdiuchowski, seu su-
cesso € notavel, estando a principal razao em dois efeitos impor-
tantes, os quais ele negligenciou e que se contrabalangam: a re-
sistencia hidrodinamica, impedindo que as esferas entrem em conta-
to, e as forgas de atragao de van der Waals, que fazem com que as
esferas se aproximem.

A teoria foi melhoréda; introduzindo-se a eficiéncia de
colisdo, definida como a fragao de particulas em contato apos a
colisao. O maior progresso na teoria foi feito por Curtis e
Hocking [VAN DE VEN & MASON, 1977] que, levando em conta a intera-
¢ao hidrodinamica e a atragao de van der Waals, derivaram.equagaes
para as trajetérias entre duas esferas. Solucionando essas equa- .
goes numericamente, iniciando com uma dada posigao relativa entre
duas esferas, eles consideraram como as esferas entram em contato
ou se separam apés a colisao, estabelecendo por tentativa e erro,
quais posigoes relativas resultam em colisao ou nao. Entretanto,

I

os resultados nao sao exatos, pois, a definigao de colisao nao e
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satisfatoria. Os autores tambem assumem que, se duas esferas szepa-
ram-se ap0s O encontro, uma subsequente agregagao nao ocorre [VAN
DE VEN & MASON, 1977].

Swift e Friedlander [BIRKNER & MORGAN, 1968] verifica?am
experimentalmente a validade das equagoes cineticas de primeira e
segunda ordem, propostas por Smoluchowski. As constantes da equa-
cao da velocidade determinadas experimentalmente foram apenas 36-
-38% dos valores encontrados por Smoluchowski. A coagulagéé orto-
cinética e pericinética foi estudada, usando-se particulas esferi-
cas de latex em uma solugao aquosa de alta concentragao de eletro-
lito; assim, os efeitos de repulsdo sao despreziveis. Dos resulta-
dos conclui-se que as taxas de coagulagao pericinética e ortocine-
tica sao aditivas, como tambem independentes da taxa de cisalhamen-
to, iéualandd—se a eficieéncia de agregagdo pericinética. VAN DE
VEN & MASON [i977], analisando os resultados obtidos por Swift e
' Friedlander, afirmam que a suposigao da adigao das taxas de coa-
gulagdo orto e pericinética nao e valida.

Camp e Stein [HUDSON, 1965) derivaram uma relagéo mate-
matica para descrever a cinetica de floculagao. A equagao leva em
conta o tempo e intensidade de floculagao, dosagem de coagulante,
volume e contetdo de s6lidos do floco. As experiencias confirmaram
a hipétese de que o volume do floco e proporcional a dosagem do
coagulante e, também, de que o floco pode ser cerca de dez vezes
mais compacto, aumentando a velocidade de agitagéo, sem danos as
caracteristicas de sedimentacgao.

A relagao obtida por Camp e Stein é:



In & = ff—‘s“—q £ - (2.7)

t
onde

N, - matéeria suspensa originalmente presente na solugao

Nt - materia nao floculada presente na solugao depois'do
tempo t

A - dosagem de coagulante

S - concentragao do coagulante

G - gradiente medio de velocidade

t - tempo de floculagao

@ - coeficiente de adesao de particulas ao floco

Mecanismos de floculagao

Dois mecanismos podem ser usados para descrever o pro-
cesso de flochlagao: neutralizagaada carga da superficie e for-
macao de pontes. O primeiro mecanismo envolve a neutralizagao da
carga superficial da proteina, quando o agente floculante e a par-
ticula a ser retirada da solugao tem cargas opostas. A desestabi-
lizagao de suspensoes coloidais com ions inorganicos envolve a
compressao da dupla camada que circunda as particulas.vaa vez re-
duzida a espessura da dupla camada, as particulas podem se aproxi-
mar, sendo a distancia pequena o suficiente para que sofram o e-
feito das forgas de van der Waals e se aglomerem [BIRKNER ‘&
EDZWALD, 1969]. Assim, para que o mecanismo de neutralizagéo seja
eficiente, deve-se escolher um polieletrélito ou ion cuja carga

tenha sinal oposto a carga das particulas coloidais. A densidade
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de carga do polimero sera uma medida importante de sua capacidade
de flocular [HUGHES, 1981].

0 outro mecanismo envolve a formaqéo de pontes entre as
particulas, pelo agente floculante, sem necessariamente neutrali-
zar ou remover a barreira de carga repulsiva [BELL et alii, 1982].

Segundo BLACK et alii [1965], a teorié da formagao de
pontes postula que as moléculas do polimero ligam-se a superficie
das particu}as suspensas em mais de um ponto de adsorgao, -deixando
livre parte da cédeia que sa estende para o meio da solugao. Quan=
do esses segmentos de cadeia fazem contatoc com sitios de adsorgao-
"livres" de outras particulas suspensas, pontes,séo formadas entre
elas.

]

As particulas, entao, formam péédenos agregados que
podem’crescer em tamanho. Esse tamanho e limitado pelb gradiente
de velocidade, pelo grau de agitagio.do sistema e pela quantidade
de polimero inicialmente adsorvida pela superficie das particulas.‘_
Se muitos pontos de adsorgao forem ocupados pelo polimero, a for-
magéo de pontes sera impedida; se todos eles forem ocupados, sera
totalmente inibida. Por outro lado, se poucos sitios de adsorgao
sao ocupados, as pontes podem ser tao fracas que serao facilmente
destruidas pelas forgas de cisalhamento do fluido e pelas condi-
goes de agitagao do sistema.

BIRKNER & EDZWALD [1969] citam que polieletrolitos tem
se mostrado bastante.eficientes em promover a agregagao de parti-

culas, com dupla fungao na reagao de desestabilizagao. Primeira-

mente, servem como coagulantes efetivos, comprimindo a dupla
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éamada que circunda os coloides carregados negativamente ou redu-
zindo o potencial de superficie negativa das particulas. Em segun—
do lugar, se as moleculas do polimero tem comprimento suficiente,
elas servem como agentes formadores de pontes, ligando as parti—
culas fisicamente. Polimeros anionicos e nao ionicos nao exibem
essas duas fungdes na desestabilizagao de coléiaes carregados ne-
gativamente. BLACK et alii [1965]postulam que polimeros anidnicos

funcionam exclusivamente como formadores de pontes.

Floculantes poliméricos

Um dos mais importantes desenvolvimentos na prética de
tratamento dg residuos tem sido a utilizagao de polimeros naturais
ou sintéticos para promover a floculagio'aé particulas coloidais.
Porque operam por um mecanismo distinto, merecem ser‘tratados como
um tipo a parte de coagulagao, muito embora a neutralizagao de
cargas tenha papel importante na agao desses polimeros. Tais subs-
tancias tem se mostrado grandemente eficientes como floculantes e,
com poucas excegoes, nao podem ser aplicadas como coagulantes
primarios [PACKHAM & SHEIHAM, 1977). O seu uso & particularmente
interessante, pois demonstram grande eficiencia em concentragoes
extremamente baixas [BLACK et alii, 1965].

‘ Os floculantes poliméricos sao coldides hidrofilicos ti-
picos, com peso molecular variando de 10*® a 107 e sao espontanea-
mente soluveis e estaveis em agua. S3o capazes de coagular coldi-

des e influenciar no crescimento de flocos, agindo pelos dois me-

canismos, que podem operar simultaneamente. Se o polimero e ionico
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(amidos fosfatados, carboximetilcelulose, poliacrilamida, polie-
tilenoimina) e sua carga é oposta a das particulas coloidais, a
adsorgao do polimgro reduz a carga liquida da particula, desesta-
bilizando o coldide. Dessa maneira, o polimero age como um ion
carregado,causando a coagulacao.

BLACK et alii [1965) citam ser sugerido que polimeros
cationicos sao adsorvidos por mecanismos de troca iSnica._A adsor-
cao de polimeros anidnicos por particulas de argila pode ocorrer
por formagao de pontes de hidrogénio. Tem sido tambem sugerido que
anions presentes na éolﬁéSO p;é;ﬁ cémpefir com Q.polimero por si-
tios de adsorgao nas particulas [BLACK et alii, 1965; BIRKNER &
EDZWALD, 1969].

Indiferentemente a carga do polimero, a molécula pode
ser adsorvida em particulas separadas, em pontos diferentes, for-
mendo uma ponte entre elas, causando a coagulagao. Imediatamente
apos a introdugéé do polielefrélif6 4 suspensao, o polimero adsor-
ve em um ponto de ligagao, enquanto o resto da cadeia estende-se
livremente no meio da solugao. Algum tempo depois, a cadeia liga
outros pontos de sua extensao, ate que a molécula esteja completa-
mente enrolada ao redor da partiéula. Os flocos formados dessa ma-
neira sao estaveis e nao sao redispersos no meio; tendem a ser
maiores, mais frouxos e com uma estrutura mais.aberta do que aque-
les formados por neutralizagao de cargas [BLACK et alii, 1965;

BIRKNER & EDZWALD, 1969; PACKHAM & SHEIHAM, 1977].
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Quando pontes sao formadas, o polieletrélito coagula o
coloide, mas, se a particula esta coberta por moléculas de polime-
ro nao adsorvidas a outras particulas, entao, cria-se uma agao
protetora. KITCHENER [1972] cita que a agao protetora de coloides
pode ocorrer ou com coloides de origem biologica ja protegidos por
outros coloides hidrofilicos e, portanto, insensiveis a coagulacao,
ou porque floculantes poliméricos sao eﬁpregados impropriamente,
causando a protegao das particulas, ao invés da floculagao. A agao
protetora dos coloides e explicada pela adsorgao de um agente pro-
tetor pelo coloide hidrofobico, formando uma camada com proprieda-
des hidrofilicas. Uma escolha correta da ordem de adigao dos rea-
gentes evita que as particulas a serem coaguladas sejam prote-
gidas.

Sabe-se que a floculagao por polimeros nao esta restrita
a sistemas oﬁde os polimeros e as particulas coloidais tem sinais
7opdst§é.iA‘litératuré cita muitos exemplos de interagao entre po-
limeros anionicos e coloides carregados negativamente. LA MER
[1956b], em estudos sobre floculagao de lamas por amido de batata,
sugeriu que, apesar de fortes interagoes ionicas locais contribui-
rem para a ligagao das moléculas do polimero, nao ha duvidas de
QUe dutrbs ﬁecanismos, alem da atracgao eletrostética, tenham par-
ticipagao ou até mesmo sejam predominantes.

Por outro lado, cita-se casos [BLACK et alii, 1965j em
que polimeros cationicos e anionicos devem ser usados na presenga
de ions metélicos, a fim de remover a turbidez. BIRKNER & EDZWALD

[1969] estudaram o efeito da adigao de ions calcio e sodio na
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reagao de desestabilizagao de suspensoes de argila por um polimero
nao iSnico. Os resultados indicam que ions sodio sao mais efetivos,
promovendo maior adsorgao do polimero as particulas de argila,
talvez devido a maior energia de ligagao.

BLACK et aliil [1965] sugerem que, embora o mecanismo de
formagao de pontes seja o principal modo de agéé de polimeros ani-
onicos em suspensoes diluidas de argila, uma condentragio suficien-
te de contra-ions deve estar inicialmente presente ou ser adicio-
nada a solugao, a fim de reduzir as forgas repulsivas particula—
—particula, polimero—particula e polimero adsorvido—polimero.

Ions adicionados ao sistema podem afeta-lo pela compres-
sao da dupla’camada das particulas coloidais, reduzindo a forga
repulsiva en%re elas; reduzindo as forgaétfepulsivas entre o poli—
mero e a particula; reduzindo interagSes entre as moléculas de po-
limero adsorvido a superficie das pafticulas.

A dosagem do polimero & outro aspecto de grande importén; _
cia na floculagao de particulas coloidais. BIRKNER & MORGAN [1968]
estudaram a reagao de desestabilizagao envolvendo polietilenoimina
e particulas de latex em reator agitado, sob condigoes turbulentas
e apontam que a maxima remogao de turbidez da solugao ocorre em
uma faixa bastante limitada de dosagem do polimero. Como visfo an—r
teriormente, quando a dosagem otima do floculante e excedida, as
superficies das particulas em colisao tornam-se cobertas pelos
segmentos de polimerp, prejudicando a formacao de pontes entre as

particulas. Assim, a suspenséo € restabilizada em dosagens de
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' polimeros superiores a Otima [BIRKNER & MORGAN, 1968; BIRKNER &
EDZWALD, 1969; HUGHES, 1981; KITCHENER, 1972; PACKHAM & SHEIHAM,
1977]. Concentragoes inferiores a otima resultam na insuficiente
formagao de pontes pelo polimero, produzindo um agregado fracamen-
te ligado e incapaz de suportar as tensoes hidrodinamicas presen-
tes no reator.

LA MER et alii[1956b] enfatizaram o conceito da dosagem
otima de polimero cecm a qual um otimo na forﬁa@éo de pontes pode
ocorrer com cobertura parcial das superficies adsorbentes. Esses
autores detectaram um ponto 6timo,pronunciado no gréfico de efi-
ciéncia de floculagao em funcao da dosagem do pqlimero. 0 efeito
do peso molecular do polimero também € apontado por varios autores
[HUGHES, 1981; KITCHENER, 1972; PACKHAM &:SHEIHAM, 1977]. Linke e
BoothJ[KITCHENER, 1972] mostraram que a dosagem étimav(massa de
polimero/massa de solidos suspensos)'aumenta com o aumento dc peso
molecular, o que e compreensivel; uma vez que as moléculas sao
mais longas e nao se estendem planamente na superficie. Quanto mais
alto o peso molecular, mais répida a taxa de sedimentagao dos flo-
cos. Consequentemente, uma dosagem prética de polimero produz flo-
cos maiores, quanto mais alto o peso molecular. Polimeros de ca-
deia curta sao menos efetivos para o proceséo de formagao de
pontes.

Uma molécula de polimero pode estar fortemente adsorvida
como um todo; no entanto, um grande numero de "ligagoes'" fracas
podem estar presentes. Ainda assim, a desorgao do polimero da su- -

perficie da particula e geralmente muito lenta e dificil de
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ocorrer, pois, para que uma molecula se torne desorvida, tem que
se separar da superficie em varios pontos simultaneamente, o que €
bastante improvével. Por outro lado, uma mudanca nas cdndigSes do
meio, como pH ou adigao de uma alta concentragao de uma substancia
competidora da superficie, como por exemplo, tripolifosfato de SO-
dio, torna geralmente possivel deslocar-se o floculante. Outros
fatores que podem contribuir para limitéda desorgao do polimero
sao condigdes de intensa agitagao e forgas hidrodinamicas, agindo
nas proximidades da superficie da-particula.

Resumindo-se ¢ quadro exposto acima, 0os principios ba-

sicos da floculagao por agentes polimericos sao [KITCHENER, 19727:

1. Para se flocular uma dada suspensio coloidal, o pbli-

'mero deve ser soluvel no meio, mas fortemente adsor-
ivido na superficie das particulas dispersas.

2. Sob condigoes préticas, a adsorgao e um processo ra-
pido, geralmente ifreversivel e completo (nao ha mo-
léculas de polimero remanescentes na solugao).

3. Uma floculagao efetiva &€ conseguida com uma concen-
tragao de polimero abaixo daquela que o s6lido e ca-
paz de adsorver na saturagao.

4. Existe umardosagem otima, para produgao de flocos
grandes, grandes volumes de sedimento e minima turbi-
dez residual,

5. Com concentragoes de polimero mais altas que a otima,
a adsorcao nao € completa, restando alguma quantidade

de polimero na solugao. A adsorgao, no entanto,



continua a aumentar devido ao rearranjo das cadeilas
de polimero. As ligagoes formadas dessa maneira sao
fracas e podem ser facilmente desfeitas.

6. Se uma concentracgao maior que a otima for usada, a
eficiencia de floculagéo reduz, e ccm grande excesso,
o sistema passa a uma condigao estabilizada.

7. 0 método de adigao do poliﬁéro e fator importante.
Para que a floculagao seja eficiente deve-se usar uma
solugao de polimero bastante diluida, com uma alta
velocidade de agitagao duranté o} periodo de adigao da
solugao. Dessa maneira, tem-se uma melhor distribui-
cao do polimero na suspensao, evitando que as molecu-
‘las tenham tempo de adsorver o polimero em excesso.

8.:A agregacao das particulas coloidais comegam como re-
sultado de coliSSes provocadas por movimento brownia-

né, depéndehdo apenas da temperatura e concentragéo
’das particulas. O crescimento de flocos dependeré,
sobretudo, de colisdes hidrodinamicas, o que & pro-
porcional ao gradiente de velocidade utilizado.Assim,
um periodo de condicionamento deve existir, com uma
leve agitaéao do sistema, para promover colisoces e
manter os flocos em suspensao ate que todas as parti-
culas se agreguem.

9. Os flocos produzidos com polimeros sao muito mais
fortes que aqueles formades por coagulagao com eletro-

litos; as particulas mantém-se unidas por ligagaes
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elasticas e nao somente por fragas ligagoes de van

der Waals.

10. Os floculantes de maior peso molecular.séo mais efe-
tivos na formagao de pontes mais resistentes.

11. Muitos fatores contribuem para a forca de adsorgao de
polimeros;

a., forgas eletrostaticas - qualquer polieletnélito
sera sempre mais fortemente adsorvido em uma super-
ficie de carga oposta. Tendera a ser repelido de
uma supéfficiéaéé ﬁésma carga, més pode ser retido
por ligacao quimica dos grupos funcionais.

b. pontes de hidrogénio entre grupos nao ionicos.

c. ligagoes salinas atraves de ccntra-ions divalentes.

Crescimento e ruptura de flocos

Particulas primarias formam aglomerados de aproximada-
mente 1 pm por meio de agitagao térmica e movimento browniano. Es-
ses pequenos aglomerados podem crescer ccmo resultado de novas co-
lisoes e movimento do fluido. Assim, o crescimento de um floco se
da pela adigao de particulas primérias a um pequeno agregado por
movimento browniano e turbulento [STEVENSON, 1972].

0 movimento turbulento do liquido tem, portanto, sido
tomado como uma das maneiras de se promover o crescimentp do floco.
0 floco, entretanto, possui um limite a tensao de cisalhamento que
pode suportar e sera quebrado por taxas excessivas.

.,

0 cisalhamento da superficie de particulas primérias e



promovido pelo movimento do fluido relativo ao floco e e uma fun-
gao da escala de turbulénc;a do movimento que o influencia. Movi-
mento local. do fluido relativo a particula e desenvolvido por tur-
bilhoes, que parcialmente arrastam o floco. Turbilhoes que sao su-
ficientemente grandes para arrastar o floco como um todo produzem
uma velocidade relativa igual a zero, sem cisalhamento da superfi-
cie. Turbilhoes que sao muito menores que a superficie do floco,
resultam em pequeno cisalhamento de superficie. Dessa maneira, em
primeiro plano, seria de se esperar que turbilhoes de escala apro-
ximadamente igual ao diametro do floco provocariam a maxima velo-
cidade relativa e a maxima tensao de cisalhamento [PARKER et alii,
1972].

A tensao de cisalhamento aumenta com a escala do turbi-
1h3o ou diametro da particula. Como consequéncia, havera um tama-
nho maximo eétével do floco, no qual as tensoes maximas a ele im-
postas igualarao a forga de cisalhamento da superficie. Um floco
de tamanho maiér que o maximo tornar-se-a metaestavel e suscetivel
a erosao de superficie, porque a maxima tensao por ele experimen-
tada excedera a forga de cisalhamento das ligagoes do polimero,li-
gando a particula a superficie do floco.

Vérias forgas agem um uma particula em suspensao, resul-
tante das diferengas nas propriedades fisicas entre o floco e o
liquido circundante. As diferengas podem ocorrer em densidade,
compressibilidade e deformabilidade. As forgas associadas com es-

sas diferencas sao as forgas de inercia, pressao hidrostatica e

tensao de superficie. Como os flocos sao compostos na sua maior

38
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parte de égua, a sua estrutura ¢ altamente porosa; assim, as dife-
rengas em densidade e deformabilidade sao os principais fatores
que causam a ruptura do floco.

Quatro mecanismos tem sido propostos na literatura para
explicar a desagregagao do floco [GLASGOW & LUECKE, 1980; PETENATE,
1982; TWINEHAM et alii, 1984].

1. deformagéo e ruptura resulfénte de variacgao de pres-

sao hidrodinamica

2. erosao de particulas primérias por cisalhamento

3. fragmentagao por colisao

4, fragmentagao por cisalhamento

Nem todos esses mecanismos sao plausiveis para as dife—
rentes estruturas de flocos. Entretanto, associagoes fisicas de
particulas cd}oidais podem ser suscetiveis a erosao de particulas
primérias, deformagéo dinamica e ruptura. Por outro lado, agrega-
dos caracterizados por numerosas ligaQSes interparticulas (pontes
macromoleculares) devem ser muito mais resistentes a pressao di-
namica e mecanismds de erosao de particulas primérias.

A floculagao em regime turbulento e ruptura tem sido es-
tudadas por diversos autores. ARGAMAN & KAUFMAN [1970] apresenta-
ram um modelo para floculagao turbulenta baseado na hipétese de
que o movimento aleatorio de particulas em um fluido pode ser ca-
racterizado por um coeficiente de difusao. O coeficiente de difu-
sao foi expresso em termos do espectro de energia dc campo turbu-
lento, sendo empregado nc desenvolvimento de uma equagao para flo-

culagao em reatores continuos. Esses autores sugeriram que o fator
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principal de quebra de flocos era a erosao de particulas primérias
por arraste turbulento. Propuseram que a taxa de erosao das parti-
culas primarias deveria ser proporcional a area superficial do flo-
co, cisalhamento da superficie, tamanho das particulas primarias e
flutuagoes medias de velocidade.

PARKER et alii [1972]), utilizando balango de forgas que
agem sobre o floco, desenvolveram equagSés para o seu tamanho ma-
ximo estavel e tambem para a taxa de erosao. Atraves de exames mi-
croscépicos do floco, os autores constataram a existencia de uma
rede filamentosa que se ligava a superficie da particula. A quebra

do filamento, resultando em dois fragmentos de flocos, foi estu-

- dada.

HINZE [1955]coloca que globulos de fluido podem dividir-
-se, devido a forgas hidrodinamicas, em diferentes maneiras, de-
pendendo do e;coamento a seu redor. Forgas de deformagao e quebra
‘foram'deécritas'pof dois-nﬁmeroé adimensionais.

TAMBO & HOZUMI [1979] desenvolveram metodcs teoricos e
experimentais para avaliar o tamanho maximo do floco sob condigoes
de agitagao intensa. Para flocos de argila—aluminio o diametro ma-
ximo do floco diminui com o aumento da taxa de agitagéo. A adigéo
de poiiméro, no entanto; aumenta consideravelmente a forga do flo-
co. Os dados mostraram que, a uma dada intensidade de agitagéo, o
diametro maximo do floco aumenta linearmente ccm o aumento da do-
sagem do polimero.

MOLAG [1980) cita que o maximo diametro estavel  do

floco & determinado pela taxa maxima de dissipagao de energia que
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ocorre perto do agitador. O sistema liquido-liquido investigado
(benzeno/tetracloreto de carbono ccmo fase dispersa e agua como
fase continua) mostrou que para diametros nao muito grandes, ‘as
gotas do sistema agitado quebram em duas partes iguais. Fungoes
que expressam a quebra das gotas tambem foram estudadas.

Em sistemas coagulantes por polimeros, onde a aglomera-
¢30 resulta primariamente por pontes de polimeros, sao formados
flocos elasticos e mdtuamente adesivos. A desagregagéo, no entan-
to, e um fenomeno critico, desde que as pontes possivelmente nao
pcdem ser reformadasrtGLASGOWléwLUECKE, 1980; PELTON, 1981; SMITH
& KITCHENER, 1978]. Quando a desagregagao ocorre nesses sistemas,
os segmentos livres de polimero tendem a ocupar superficies de
adsorgao na mesma particula. Dessa maneira, nao somente ha uma
deficiéncia de superficies de adsorgao, como tambem a extensao
restante das macromcléculas nao e suficiente para ligar outras par-
ticulas. PELTON [f981], estudando um sistema de esferas monodis-
persas, cita que a floculagao diminui ccm o tempo. Toda vez que
uma esfera‘desorve da superficie de uma outra maior, uma fragao
da area nao mais participa de ligagSes. Assim, quanto mais parti-
culas se desprendem, uma fragao maior da area total nao participa
de formagao de ligacoes. Esse processo, talvez, envolva a quebra
da ponte de polimero, deixando fragmentos em ambas as particulas
ou, talvez, a transferencia de uma molecula de polimero para a
particula de menor superficie. Isso estabilizaria a parte da su-
perficie envolvida da pequena particula, bem como desfruiria a ca-

mada de polimero da esfera maior. Equagoes diferenciais foram
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deduzidas, levando-se em conta parametros de agregacao e desagre-
gagao de particulas.

A agregacgao das particulas ccmega a uma taxa ccntrolada
por colisdes entre elas até atingir um estado quase-estacionario,
no qual a taxa de grescimento se iguala a taxa de quebra, ao me-
nos, por curtos pebiodos de tempo. A forga do fioco e, entao, dada
pelo tamanho médio do floco que persiste em uma suspensao agitada
[PELTON, 1981; SMITH & KITCHENER, 1978]. FAIR & GEMMEL [1964] de-
senvolveram um modelo matematico para crescimento de flocos; im-
pondo varios limites superiores para o tamanho de particula e.me—
canismos de quebra de flocos baseados na equagao de Smoluchowski,
em um campo ge cisalhamento laminar. SolugSes dadas por computador
indicaram.qué 0 crescimento da particulalgproximava—se de um esta-
do eséacionério independente do produto do gradiente meédio de ve-
locidade e tamanho da particula, umaAvez fixados o volume maximo
da particula e o0 mecanismo de quebra. A taxa delcrescimento da
particula tornou-se oscilatoria, a medida que o produto do gradi-
ente médio de velocidade pelo numero de particulas foi aumentado,
provavelmente devido ao aumento na taxa de quebra e reforma de
agregados.

O efeito do tempo € significativo no processo de cfesci—‘
mento e aumento da forca de ligacdo dos flocos. Durante os perio-
dos iniciais de agitagao, os flocés podem sofrer dissociacgao devi-
do a forga de cisalhgmento, pois, sao estruturas frouxas. Os agre-
gados tornam-se, entfo, meis resistentes a dissociagao, a medida

que o tempo de_agitagao aumenta, possivelmente, devido ao



rearranjo do polimero ou particulas dentro da estrutura do agrega-
do [BLACK et alii, 1965] . SMITH & KITCHENER [1978]'notaram que a
forga de adesao das particulas aumenta de 50 a 100% éom o aumento
do tempo de agitagao. No entanto, quando os flocos foram deixados
por 24 horas sob agitagao, eles rapidamente se desintegraram na
mesma taxa de cisalhamento em que foram formados. Os autores suge-
rem dois mecanismos para explicar essas observagoes. O aumgnto de
ligagoes da molécula‘do polimero com o tempo, leva a uma maior co-
bertura da.superficie e maior probabilidade de quebra da molecula
do polimero durante a'rubtura-gghfiéco. Segundo,idurante 0 enve-
lhecimento prolongado, alguns sitios, ainda disponiveis para uma
re-formagao de pontes, tornam-se ocupados. Possivelmente os dcis
mecanismos contribuem para o fenomeno.

J Para a floculagao por neutralizagao éqida, equagoes tem
 sido propostas para descrever a ruptura de agregados. TWINEHAM et
alii [1984), em estudos sobre precipitagao isoelétrica de proteina
de soja, concluem que o mecanismo principal de quebra de agregados
se da preferencialmente devido a colisao entre particulas dec que
devido a quebra por cisalhamento hidrodinamico. Assim, a equagao

proposta para rupturé fica:

a(d) _ 4.0 Gd(a-a’) | (2.8)

dt 3r

d - diametro de esferas em colisao
¢V— fragdo de volume de particulas precipitadas (=gNd3)
G - gradiente de velocidade media
a - fator empirico de efetividade de colisao
' a - fator empirico de efetividade de cclisao promovendo

a quebra do floco
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Precipitagao e Recuperagao de Proteinas

A precipitacado de proteinas e sua recuperagao da solugao
representam uma das mais importantes operagoes na recuperagao e
purificagé§ de proteinas em escala de laboratorio e industrial.
Essas proteinas incluem proteinas vegetais, proteinas de plasma
humano e animal e enzimas para aplicagSes analiticas e indus-
triais.

A estrutura das proteinas é de grande importancia no en-
tendimento da fungao dos reagentes no processo de precipitagéo..
Proteinas de interesse pratico sao misturas geralmente complexas e
muitos dos componentes tém propriedades similares com respeito a.
precipitagéo: Quando o objetivo e a purificagéq de um dado compo-
nente é sua recuperagiol precipitagao fracionada € necessaria.

Precipitagao e recuperagéo'de proteinas sao processos

que tém grande similaridade com coagulagao e floculagao de parti-

culas coloidais.

Quimica de proteinas

As proteinas podem ser caracterizadas como polimeros an-
foteros com grande numero nao uniforme de grupos tituléveis.rA in-
teragao entre esses grupos localizados na superfiéie, a proximida-
de dos residuos hidrofébicos, a presenga de pontes de hidrogénio,
tornam a previsao de propriedades de uma molecula de proteina um
assunto complexo. As proteinas adquirem suas cargas principalmente

atraves de ionizagao dos grupos carboxila e amino, formando COO e
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NH: . A ionizagdo desses grupos e, portanto, a carga elétrica to-
tal, depende em grau acentuado do pH. da solugio.

Como visto anteriormente, uma carga total negativa de
uma molécula de proteina suspensa em um eletrdélito atrai ions po-
sitivos da solug3o para formar uma camada (Stern) de contra-ions
préxima & superficie da particula. E essa camadé que controla a
aproximag3o das espécies que se agregardo & molécula de proteina.

A cameda de_Stern indiretamente controla a eétabilidade do colébide
pelo controle do tamanho e magnitude das camadas difusas [BELL et
alii, 1982}.

A posigao e estrutura da camada de Stern pode ser signi-
ficativamentg alterada pela presenga de po;imeros adsorvidos. Ge-
ralmente, se os polimeros adsorvem a supe;ficie proteica, eles o
faréo’em varios pontos, resultando em uma especie fortemente liga-
da, que nao desorveré com a diluigio; 0 polimero adsorvido se es-
tendera por uma distancia considerével, desde a superficie molecu- o
lar, devido a presenga de emaranhados, provocando uma barreira ’é
agregacao e, para alguns eletrolitos, um aumento na forga de re-
pulsdo, devido a interacdes elétricas. Polimeros carregados ou nao
afetam: a camada de Stern, reduzindo a intensidade da carga; a ca-
mada difusa, devido ao rearranjo dos contra-ions, e o potencial
zeta, devido a alteragao do plano de cisalhamento entre a particu-
la e a solugao.

Proteinas podem ter seus pontos isoelétricos em uma fai-

xa de pH de 1 a 12, mas para muitas delas, ccmo, por exemplo, so-

ja, caseina, algumas albuminas, essa faixa & reduzida para pH de

UNICEMP
BIBLINTFCA rpticrp:



4 2 6, Assim, em seu ambiente natural,,essas proteinas tendem a
ter uma carga global negatiya.

As moleculas de proteinas nao podem ser tbatadas sim-
plesmente como coldides hidrofdbicos. Elas sao hidrofilicas, con-
siderando-se que estdo associadas com, até trés vezes, o seu pro-
prio peso em agua. A agua fracamente ligada forma uma barreira a
agregaciao. Dez a cem camadas de agua rodeiam a molécula de protei-
na provavelmentg ligédas as cadeias ionicas laterais[BELL et alii

—_—

1982].

Aspectos fisico-quimicos da precipitacao de proteinas

Os métodos pelos quais as proteinas sao precipitadas po-
dem ser descritos, resumidamente, como [BELL et alii, 1982]:

1. A adigao de altas ccncentragoes de sais neutros ge-
ralmente diminui a solubilidade da proteina. Esse
efeito € conhecido como dessalinizagao.

2. A ionizagao dos grupos acidos e basicos da cadeia la-
teral € fortemente influenciada pelo pH. A solubili-
dade e uma fungao da carga liquida desses grupos e as
proteinas tém carga zero no ponto isoelétrico, onde
precipitam da solugdo (proteinas do soro, que sao
proteinas globulares de peso molecular de 16000 a
5 000 000, sdo solveis a qualquer pH [MORR, 1974]).

3. Se a constante dielétrica do meio aquoso é diminuida,
como, por exemplo, pela adicao de solventes orgénicos

tem-se a interacgao eletrostatica entre as moleculas
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de proteina, resultando na precipitagao.

4, A precipitagao_pode ocorrer com o uso de polimeros
nao ionicos, provavelmente defido a ume redugao na a-
gua disponivel para sua solvatagao.

5. Um grande numero de polieletrolitos e capaz de preci-
pitar‘prpteinas, funcionando como égentes floculantes
scb condigoes apropriadas de pH.

67 Muitos ions polivalentes interagem com as proteinas.
Esses ions sao vantajosos quando se deseja a reversi-

hilidade do processo.

Muitos fatores afetam a escélha do método de precipita-
gao e emprego de agentes precipitantes. nge—se observar a estabi-
lidadq estrufural da proteina, pois, muité§>subst§ncias usadas po-
dem causar desnaturagao. Muitos reaggntes apresentam outras pro-
priedades, como inflamabilidade, formagéo de produtos secundarios,
trazendo, assim, restrigoes operacionais. A obtengao de um produto
final comercialmente viavel e aceitavel e outro fator que 1limita

grandemente a escolha do agente precipitante.

Recuperacao com polimeros

A precipitacgao de proteinas com outros polimeros tem re-
cebido crescente interesse. Esse metodo apresenta‘grande vantagem,
pois, envolve teécnicas mais simples e grandes porcentagens de re-
cuperagao (HILL & ZADOW, 1978b]. A precipitagao geralmente ocorre
em concentragaés de polimeros menores que 20% e o precipitante»po-

de ser adicionado ccmo uma solugao aquosa e a temperatura ambiente
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[BELL et alii, 1982].

A recuperagao de proteinas de soro por polimeros ionicos
e nao idnicos tem sido amplamente estudada. HIDALGO et alii [1973]
sob condigoes otimas (pH 3), recuperaram 90% das proteinas do so-
ro, adicionando 0,1 e 0,7% de hexametafosfato de sodio (HMP) ao
soro.acido e doce,'respectivamente..Arecupera¢5§fbi melhorada,de-
mineralizando-se o soro previamente a precipitagao. A ccncentragéo
de HMP residual foi reduzida por troca ionica ou filtragao em gel.
0 produto final continha apenas 9,9% de HMP residual, 88,3% de
proteina e 1,8% de lactose. JONES et alii [1972] conseguiram 95%
de recuperagao, utilizando ferripolifosfato. No .entanto, o isolado
continha 39% de fosfato e 5% de calcio.

HIDALGO & HANSEN [1969]; HILL &:zADow [1974]; ROBINSON &
TAMINE [1978] mostram que hidrocoloides carregados negativamente,
como carboximetilcelulose, celulose éulfatada, carrageenan, formam
complexos ionicos com B8 -lactoglobulina, que podem ser isolados da
solugao por precipitagdo isoeletrica. A reagao com carboximetilce-
julose (CMC) é sensivel ac pH e forga ionica. Peptizagao e solubi-
lidade dc ccmplexo ocorrem, se quantidades de CMC maiores que a
estequiométrica forem utilizadas.

HANSEN et alii [1971] usaram CMC para obter uma fracao
acida (precipitada a pH 3,2), contendo mais de 90% das proteinas
do soro e, subsequentemente, uma fragao alcalina (precipitada a pH
7,5 - 8,0), contendo a maior parte da proteose-peptona. A primeira
fragao continha 63% de proteina, 30% de CMC e 1,5% de cinzas. A

segunda fragéo nao foi considerada utilizavel, pois continha 54%
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de cinzas.

HILL & ZADOW (1974] estudaram acomplexagao de proteinas
do soro com CMC de diferentes graus de substituigao. A eficiencia
de precipitagao aumentou com o aumento no grau de substituigao da
CMC. O pH de maxima eficiéncia de precipitagao independe do grau
de substituigao e da relacio CMC:soro e encontra-se na faixa 3,2 a
3,6. A quantidade otima de CMC requerida para a precipitagao au-
mentou com o aumento d¢ grau de substituigéo.’Sob condigoes 6timas
praticamenté toda a CMC encontrava-se no precipitado. Com CMC de
grau de substituigao 1,47, 93% da_proteina foram precipitados de .
soro nao diluido e mais que 78% foram. precipitados, quando a forga
ionica foi aumentada de O,1l.

HIBALGO & HANSEN [1969] obtiverém'resultados que contras-
tam com HILL & ZADOW [1974]). 0s primeiros autores dao altos valo-
res para a eficiéncia de recuperagéoxa baixos graus de substitui-
gao da CMC. Por outro lado, a razao otima de CMC para g -lactoglo-
bulina requerida para maxima eficiéncia de precipitagao decresceu
abruptamente com 0 aumento do grau de substituigéo. Os resultados

, concordam, em quantidade de proteina presente no complexo, ccm o0s
diferentes graus de substituigéo utilizados.

Os procedimentos para recuperagao da proteina colocados
acima sao geralmente limitados por varios fatores. A diluigao do
soro para que se alcance a forga ionica necessaria a precipitacao
otima encarece o custo dc equipamento e aumenta a demanda de égua.
Outro fator € a dificuldade da separagao da proteina dc ccmplexo

precipitado e a consequente comercializacgao do produto ccmo uma
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mistura CMC-proteina. Por Gltimo, o custo da CMC e maior que o re-
torno esperado das proteinas do soro. Assim, a porcentagem de CMC
no produto aumenta o custo consideravelmente[HANSEN et alii,1971]

HILL & ZADOW [1978a] recuperaram as proteinas do soro
por complexagao com CMC a pH 3,2. O complexo foi separado, lavado
e redissolvido a pH 7. A CMC foil separada da préteina como sal de
calcio. Com esse método, 10 a 70% da proteina foram precipitados
com calcio-CMC, dependendo do pH e do excesso de calcio presente.
A capacidade de ligagao da proteina com a CMC decresceu com a reu-
tilizagéo da CMC, devido a forte ligacao de ambds, a proteina e o
calcio a CMC.

A precipitagao de proteinas do soro com pollmeros solu-
veis em agua foi estudada por HILL & ZADOW [1978b], sob condigdes
apropriadas de pH e forga ionica. As proteinas do sofo formaram
complexos insoluveis com acido poliaérilico; acido polimetacrili-
co, polietilenoimina e poliestireno substituido com um sal de a-
monio

Cada um dos quatro polimeros formaram complexos com pro- .
teinas em soro com 50% de diluigao. O pH otimo para precipitagao
com CMC, acido poliacrilico e acido polimetacrilico foram 3,2; 2,8
e 3,0, respectivamente. Para polietilenoimina e para o sal dé amo-
nio o pH 6timo foi 9,4 e 10,4. O nivel maximo de precipitagao va-
riou entre 85% para polietilenoimina e 98% para acido polimetacri-
lico. Os complexos se mostraram muito estaveis a alta forga ionica.

CMC modificada com substituintes de maior hidrofobicida-

de tambem foi usada para complexagao das'proteinas do soro [ZADOW



& HILL, 1978]. CMC contendo grupos acetil, metonil ou'amida secun-
darios de carboximetil com cadeias laterais de isopropil, isobu-
til, n-butil e ciclohexil apresentaram maior eficiéncia de preci-
pitagdo de proteinas que CMC contendo um numero similar de grupos
carboxil. O efeito da introdugao de grupos hidrofobicos em CMC foi
mais pronunciado nos ultimos, ou seja, em CMC céntendo grupos ami-
da secundarios. A introdugdo de grupos hidrofobicos atinge  dois
objetivos: o complexo CMC-proteina formado ¢ menos hidrofilico que
aquele formado por CMC nao modificada, resultando em um precipita-
do menos volumoso, com menor conteudo de agua e, também, mais es--
tavel em condicbes de alta forga idnicda, precipitando as proteinas
do soro mgis?eficientemente. A eficiéncia de precipitagao das pro-
teinas do soro por derivativos de celulos; depende da forga acida
e da natureza hidrofdobica do polimero. Um aumento na forga acida
resulta em uma precipitagio mais efefiva e um aumento na estabili-
dade, em valores altos de forga ionica [HIDALGO & HANSEN, 1969].
Aumento na hidrofobicidade resulta em uma maior estabilidade do
complexo formado, como constatado nos experimentos com CMC substi-
tuida com grupos amida secundarios.

CERBULIS [1978] investigou o uso de bentonite e ligno-
sulfonato para preéipitar proteinas de soro de queijo "cottage'.
Quando usados separadamente ou em combinagoes, esses coloides pre-
cipitaram praticamente todo o-nitrogénio proteico. O processo se€
dava em um unico passo, pois a precipitagéo foi feita no pH do
soro. Entretanto, os precipitados continham grande quantidade re-

sidual dos precipitantes, o que limitou o seu uso.
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As proteinas do soro tém sido precipitadas com alcool,
etanol preferencialmente, mas o precipitado contém muita cinza e
pouco nitrogénio proteico & recuperado [MORR & LIN, 1979]. Sabe-se,
no entanto, que a precipitagéo com alcool reduz o valor biolégipo

da proteina do soro [HILL et alii, 1982].

Uso do amido como agente floculante Poucas publicagaes sao en-

contradas no que se refere a floculagao, empregando-se amido como
principal agente floculante. Em um estudo extensivo sobre flocula-
¢ao, decantagao e filtragao de lamas fosfatadas feito por LA MER et
alii [1956a,b,c; 1957a,b], verificou-se que o amido como agente
floculante melhora consideravelmente a precipitagao e filtragao de
lamas. Para esses autores o mecanismo de floculagio ainda nao e
bem conhecido, pois particulas hidrofilicas contidas na lama sao
carregadas négativamente e as macromoléculas de amido sao eletri-
camehfé ﬁeutraé. Amido de batata foi tomado como sendo o mais efe-
tivo, tanto na floculagao como em melhora do tempo de filtragao.
Amidos de milho foram menos efetivos. A presenga de cations que
formam fosfatos insoluveis é, também, necessaria para floculagﬁo
completa.

A eficiéencia de floculagao do amido de batata foi rela-
cionada ac seu conteudo de fosfato. E postulado que as moléeculas
de amido, adsorvidas em diferentes particulas solidas atravéé dos
grupos OH da parte carboxilica (provavelmente pof pontes de hi-
drogénio), sao ligadas em um emaranhado tridimensional atraves da

parte fosfatada das moleculas de amido por cations, como Ca++,



que formam fosfatos insoluveis. Experimentos anteriores mostraram
que amido de milho e outros amidos que nao continham fosfato eram
ineficientes na floculagao da lama em discussao.

CAMPOS et alii [1984) estudaram a eficiéncia de amido de
diversas fontes naturais, quando empregado como auxiliar de flocu-
lagao para éguas de abastecimento. As conclusaeé deste estudo fo-
ram muito interessantes, demonstrando que existe a possibilidade
de se empregar amido como auxiliar de floculagao para éguas de a-
bastecimento, sob condigoes que o colocam em posigao de competir
em determinadas situagoes, com polimeros sintéeticos de grande ca--
deia molecular usados para o mesmo fim.

Foram realizados ensaios de floculagéo empregando-se a-
mido de milhé, batata, araruta, cara e méﬁdioéa, com amostras de
quatr; grupos distintos de égua, apresentando diferentes valores
de cor, pH, turbidez e alcalinidade..Os autores verificaram que e
possivel a redugdo dos coagulantes primarios, sulfato de aluminio
e cal, em até 20% com bons resultados. Foram empregados amido pré—
-gelatinizado a frio (atraves da utilizagao de hidréxido de sodio)
e amido pré—gelatinizado a quente (atraves de aquecimento da dis-

persao aquosa). As eficiencias de floculagao variam com o tipo de
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amido, procedimento seguido para se obter a gelatinizagao e carac-

teristicas da agua residuaria. Amidos de cara e araruta mostraram-

-se os mais eficientes. Com relacao a agua, a eficiéncia esta mui-

to mais relacionada com os valores de turbidez do que com os valo-
res de alcalinidade.

0 gradiente de velocidade otimo para floculagao
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empregando-se amido como auxiliar é aproximadamente igual ao gra-
diente otimo para floculagao, quando sao utilizados apenas sulfato
de aluminio e cal [CAMPOS et alii, 1984). Isso permite concluir
que em estagdes de tratamento de agua n@o ha necessidade de se efe-
tuar qualquer alteracao nos valores dos gradientes de velocidade,

caso se deseje empregar o amido como auxiliar de floculagao.
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3. CINETICA E PRECIPITACAO DE PROTEINAS

A cinetica de precipitagéo de proteinas tem sido estﬁda—
da em reatores tubular e de mistura. Os parametros cineticos para
precipitacdo isoelétrica de proteinas de soja em reator continuo
de mistura ideal foram tomados por GRABENBAUER & GLATZ [1981].
HOARE [1982a, 1983] estudou a precipitacgao de caseina por'dessali—
nizacao em reator continuo de mistura ideal ccm agitador de hélice.
BELL & DUNNILL ([1982) ‘estudaram a estabilidade de agregados em re-
ator continuo de mistura ideal. A cinetica de crescimento e quebra
de agregados de proteina de soja produzidos em um reator de mistu-
ra ideal foi estudada por PETENATE [1982].

A'selegao do tipo de reator a ser usado dependeré da ci-
netica da reagao e dos requisitos particulares de cada sistema.
Com reacoes de rapida precipitagao o uso de reatores tubulares e
vantajoso. Em sistemas continuos de floculagao, "backmixing" ou
recirculagao podem ser usados pafa que se mantenham as dimensoes
do equipamento a um minimo [BELL et alii, 1982; STEVENSON, 1972].

Deve-se, também, observar as condigSes para que se tenha
um agregado de tamanho e forga maximos, como pcr exemplo: as con-
digoes de mistura, para que se garanta uma mininwxquebra do floco,
mantida a mistura dc sistema; a taxa de cisalhamento deve ser
controlada apés a nucleagao para se promover o crescimento ortoci-
netico controlado; envelhecimento do agregado o tempo suficiente

para maximizar-se a sua forga; exposicao a taxas de cisalhamento
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excessivas devem ser minimizadas, evitando-se bombeamento da sus-
pehsao, alimentagao de centrifugas, etc. [BELL et alii, 1982; HOARE
et alii, 1982].

Em resumo, para descricao do processo de floculagao das
proteinas do soro com amido € necessaria uma descrigao da influen-
cia das variaveis de processo nas taxas de nucleagéo, crescimento

e ruptura dos agregados.

Nucleagao
0 aparecimento de nucleos, ou seja, a formagao de parti-
culas de dimensdes proximas a uma particula primaria e que sao
pontos de partida para a agregagao de novas particulas e ditada
pela alteragao da carga supérficiél das proteinas, movimento brow-
niano das particulas e concentragao. Um aumento nesta Ultima in-

flui diretamente no tamanho das particulas primérias e afeta em

menor proporgao o tamanho dos niucleos formados [NELSON & GLATZ,

1985].
A taxa de nucleagao pode ser, entao, expressa por:
N, = Ky Ny Ky = f(pH, I, Cpo v) (3.1)
u u
onde K , constante de nucleagao é fungao do pH (pela alteragao da
u

carga da superficie), forga ionica (que influencia na sensibilida-

de da proteina e concentracgao.
pH - pH da mistura no reator
I - forga ionica da mistura no reator

CA - concentragao de amido no reator
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N, - taxa de nucleagao A
N, - namero de nucleos formados ou particulas primarias/
volume '

v - velocidade de agitagao
Crescimento

A semelhanga da precipitagao de proteinas por neutraliza-
gao acida, o mecanismo estudado baseia-se na formagao de pequenas

particulas, devido a atragao eletrostatica com posterior cresci-

mento, dado a colisdes com adigao de particulas primérias aos a-
gregados, que assim crescem em tamanho.

Uma mudanga no tamanho do agregado devidc a adigao de
partiqulas primarias, e funcao da‘eficiéncia de colisido entre as
particulas, nimero de particulas primarias presentes no reator,ve-
locidade de agitagao empregada, tempo de residencia. A concentra-
gao de amido no réator deve taﬁbém ;nflueﬁciar a taxa de cresci-
mento dos agregados,

A taxa de crescimento, C, com base nos parametros des-
critos, tem a forma:

C = K,L K, = f(e, N, v, C,, PH,7) (3.2)

1’ A’

onde L é o diametro médio do agregado formado e K, a constante de

crescimento.
e - eficiencia de colisao
N1 - numero de particulas primérias/volume
v - velocidade de agitagao
CA - concentragao de amido no reator

pH - pH da mistura no reator

T - tempo de residencia



Ruptura

Para o processo de ruptura de agregados, PETENATE [198é]
define uma propriedade o, tensao limite. Esta resistencia da par-
ticula resulta do balango entre as forgas responséveis pela estru-
tura dos agregados. Um agregado se quebra quando as forgas de rup-
tura (do fluido), agindo sobre ele, excedem a tensao limite. Pode-
-se, entao, definir a quantidade adimensional (nimero de forga):

forgcas agindo sobre o agregado
N = - <
forga forgas de ligagao do agregado

A taxa de ruptura deve ser determinada pela quantidade

frequéncia do aparecimento de N maior que a unidade e

forga’ forga

concentracao de agregados. Entao, EPETENATE & GLATZ, 19835] R

R = KrN(Nforga)a (3.3)
R - taxq de ruptura

Kr - constante de ruptura

N - concentragéd de particulas/volume

8 - parametro de ruptura

Considerando que as forgas de ligacao do agregado sejam

inversamente proporcionais ao volume do floco e diretamente propor-

cionais ao tempo de residencia, a equagao (3.3) pode ser modificada:

6!
R =KL =
r | Kr f(a,, Nl, v, CA,

pH, ¢ , r ) (3.4)

td ~ 4 '
onde L é o diametro medio do agregado sujeito a ruptura e & o

parametro de ruptura.
a - eficiéncia de colisao

N1 - nﬁmero de particulas primérias/volume
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v - velocidade de agitagao
C. - concentragao de amido no reator

pH - pH da mistura no reator

¢ - tensao limite

r - tempo de residéncia

As equagoes (3.1), (3.2) e (3.4) sugerem que um estudo
do processo de floculagao das proteinas<kysoro pelo amido envolve
tanto as caracteristicas fisico—quimicas do sistema, quanto as ca-
racteristicas de escoamento do meio no qual se processa a reacao.
Assim, para a floculagao de proteinas e solidos do soro de queijo,
deve-se notar caracteristicas, como a presenga de grupos ionicos
na molécula do amido, influéncia do pH, solubilidade e grau de
substituigao do agente precipitante, para que se desencadeie a par-
te ianica do processo. Segue-se, entao, a reagao de adsorgao na
qual, através:do controle de variaveis, como forga ionica, veloci-
dade de'agitagéo; tempo de residencia, pode-se otimizar o tamanho
e a resisténcia a tensoes hidrodinamicas dos flocos. As caracteris-
ticas de escoamento foram mantidas sob controle, atraves de um e-
quipamento que vem sendo utilizado com sucesso no estudo da preci-

pitagdo de proteinas [GRABENBAUER & GLATZ, 1981].
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4. MATERIAIS E METODOS

Obtengao do Soro de Queijo

Preparo do queijo Minas tipo frescal

O leite Shefa, tipo B, pasteurizado, proveniente da Usi-
na de Beneficiamento Agro—Pecuéria Tuiuti Ltda., Amparo,Séo Paulo,
foi aquecido até a temperatura de 38°C. O coalho (Coalho Liquido
Estrela, fabricado por Ha-La do Brasil, Chr Hansen Industria e Co-
mércio Ltda.) foi adicionado, seguindo-se as medidas indicadas pe-
lo fabricante. O leite foi, entao, agitado com o uso de uma bague-
ta de vidro por dois minutos para se garantir a mistura. A partir
" daf, deixou-se a mistura descansar a temperatura ambiente (27°-
306°C), evitando-se qualquer agitagao ou distﬁrbios mecanicos  no
leite. O corte do queijo foi feito 45 minutos apos a adigao do co-
alho e a mexedura iniciada 2 minutos apés o corte.

Deixou-se descansar por 10 minutos e iniciou-se a desso-
ra, feita em formas providas de pano dessorador e tampas. O queijo
nao foi prensado, nada foi adicionado a massa, éél ou qualquer
cultura‘até a separagao do soro. O soro foi escoado e coletado pé-

ra uso nos experimentos de floculagao.
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Caracterizagao do Soro de Queijo

Gordura
As analises de gordura foram feitas pelo método de Ger-
ber [SATIRO, 1982] . As leituras da porcentagem de gordura nas a-

mostras foram feitas em butirometros de leite.

Proteina

Método do biureto O metodo do biureto para quantifi-

cagdo de proteinas foi usado segundo COLLOWICK & KAPLAN [1957 ). A
curva padrao para o reagente do biureto foi feita usando-se solu-
. goes de concentragoes conhecidas de BSA (proteina de soro bovino).
A concentragéo de proteina no sobrenadante foi quantificada, len-
do-se a transmitancia em espectrofotdmetro Bausch Lomb -

- Spectronic 20, a 540 nm e reportando-se a curva padrao do rea-
gente.

Metodo micro-Kjeldahl Determinou-se o teor de nitro-

génio total no soro de queijo pelo método micro-Kjeldahl descrito
pela AOAC [1970]. No entanto, o procedimento a ser seguido, para
a etapa de digestao, demandava um tempo demasiadamente longo e de-
vido ao grande numero de amostras; a determinagao de nitrogénio
seria bastante demorada.

Pesquisas tém sido feitas na Faculdade de Engenharia -de
Alimentos, no Laboratério de Analise de Alimentos, pelo Prof. Dr.
Carl Frederick Strong III, sobre o uso de peréxido de hidrogénio

como catalisador na etapa de digestao no método micro-Kjeldahl,
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0 procedimento, utilizando-se de peroxido de hidrogenio, reduz
grandeménte o tempo gasto pgra digestao das amostras. As amostras
adicionou-se H2804 concentrado,..como descrito no procedimento da
AOAC [1970]. Aqueceram-se as amostras e apos resfriamento com agua
corrente adicionaram-se 12 ml de H-202 50%. Aqueceu-se novament;
ate a mistura ficar transparente; a partir dai seguiu-se o proce-
dimento da AOAC [1970] para a destilacao das amostras. Varios en-
saios foram feites parg a determinagao da quantidade de amostra
necessaria, do final da etapa de digestﬁo e demais detalhes refe-
rentes as etapas de digestao e destilagao. Assim, para a determi-
nagao de nitrogénio total adotou-se o procedimento descrito pela

- AOAC [1970], com adaptagdes. O fator empregado para a conversao de
porcentagem de nitrogénio encontrada, em porcentagem de proteina,
foi 6;38. Paﬁa a digestao e destilagao das amostras utilizou-se um

Digestor Etica Equipamentos Cientificos S.A., e destilador de pro-

teina,- - - - -

Solidos totais

A determinagao de solidos totais foi feita deixando-se
as amostras de peso conhecido, em estufa a vacuo (Estufa retilinea
a wacuo, Fanem, modelo 099), a tehperatura de 35°C, ate peso cons-
tante. As amostras foram resfriadas em dessecador, antes da pesa-
gem em balanga analitica(balanga Mettler H34, capacidade maxima
160g, preciséo 0,0001lg). A porcentagem de residuos foi reportada

ccmo porcentagem de solidos totais.



63

Viscosidade

As medidas de viscosidade das solugoes (solugcoes de soro
e amido; soro) foram feitas em viscosimetro Cannon-Fenske N¢ 100 U

640, a temperatura ambiente, 22°C.
Dispersoes de Amido

As dispersoes de amido empregadas para a precipitagao

das proteinas do soro de queijo foram preparadas com amido de mi-
lho oftofosfatado monosodico (grau de subsfituigéo 0,1), amido de
milho tripolifosfatado (grau de substituigao 0,01), amidé puro de
- milho(Maizena) e amido de mandioca. Os amidos de milho fosfatados
foram preparados no Laboratorio de Cereais e Panificagao da Facul-
dade de Engeﬁharia de Alimentos. Os amidos de milho (Maizena) e
mandioca s§oAde grau ccmercial.As dispersoes de amido de concen-
fragSéévb,l; 0,5; 2,6 e 5,0 g/lvforam,preparadas pela adigao do
polimero a agua destilada, com agitagao em agitador magnetico (A-
gitador magnético Fanem, modelo 257). As dispersoes preparadas

foi adicionado 0,01% (P/V) de timerosal, para que se evitasse de-

terioragao por microorganismos, consevando-as sob refrigeragao.
Experimentos de Floculagao

Precipitagao com carboximetilcelulose

As experiencias foram iniciadas com a preparagao do soro

de queijo, por precipitagao acida e posterior precipitagao das
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proteinas do soro com carboximetilcelulose (CMC). Para tal, se-
guiu-se o procedimento descrito por HILL & ZADOW [1974].

0 soro foi preparado gotejando-se HCl SN ao leite (Shefa
tipo B), aquecido a temperatura de 38°C. Depois de se ajustar o pH
a 4,45 (pHmetro modelo E516 Titriskop-metrohm Herisau), a mas;a
foi separada e o soro filtrado para remogao de particulas de casei-
na remanescentes.

Tentou-se escolher um papel de filtro de porosidade ade=
quada para a filtragao do soro. Devido ao alto teor de gordura, os
poros do filtro se obstruiram e a operagao de filtragcao demandou
um tempo excessivo. Assim, o soro foi centrifugado a 1ozog (Cen-

' trifuga refrigerada Sorvall, modelo RC2-B), havendo separagao da
gordura e caseina, facilitando a filtracgao.

Filtrou-se o soro a vacuo, em papel faixa preta @Pl5cm
(Carl Schleicher & Schull - Marke Selecta), que se mostrou adequa-
do, retendo a caseina que restava, apés a separagéo da massa.

Ao soro, jé filtrado, foi, entao, adicionado igual volu-
me de solugao de CMC 3,0g/l. Assim, o soro{diluido a metade, teve
sua forga ionica reduzida tambem a metade. A CMC usada era de bai-
xa viscosidade (10 - 20 cp, solugldo 2% Catalogo Sigma, fev/85).

As misturas de solugaeside CMC e soro tiveram o pH ajus-
tado para 4,45; 4,0; 3,8; 3,5; 3,4 e 5,2 com HC1l 1N. O soro obtido
por precipitagéo acida com HCl apresenta um pH na faixa 4,5 * a
5,10. Cada uma das misturas foi agitada em agitador magnético por
30 min, a temperatura ambiente (27° - 30°C). Apos a agitagao, cen-

trifugou-se as' amostras por 15 min (Centrifugador Excelsa 2,
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Fanem, mod 205N).

Floculagao das proteinas do soro com amido

Influencia do pH e concentracao das dispersces de amido
Apés o preparo e dessora dolqueijo Minas tipo frescal, o soro de
queijo foi centrifugado a 16 320g (Centrifuga refrigerada Sorvall,
modelo RC2-B), por meia hora, a temperatura de 5°C, para separagao
da gordura e das particulas de caseina nao retidas com a massa. O
soro foi, entao, filtrado em funil de vidro com papel de filtro
faixa preta 915 cm (Carl Schleicher & Schull - Marke Selecta). Um
volume de 250 ml de soro teve seu pH acertado (anteriormehte a adi-
‘ 950 de solugao de amido), de acordo com o pH a ser estudado em ca-
da um dos ensaios com HC1l 1N ou com NaOH 1N (pHmetro modelo E516 -
Titriékop - metrohm Herisau). Adicionaram-se ao soro 250 hl de so-
lugao de amido de milho ortofosfatado monosédico (amido soldvel),
de concentragao conhecida (0,1 g/l; 0,5 g/1; 2,6 g/l:e 5,0 g/1),
®: pH da mistura final sofreu pequena alteragao, aproximadamente
+0,35, com a adigao da solugao de amido. A mistura foi agitada (a-
gitador mecanico Fanem com adaptagao feita para rotagao ate
2000 rpm), em reator de batelada de 500 ml, por turbinas de palhe-
tas inclinadas de 45° perpendiculérmente ao eixo dc agitador (Fi-
gura 2). Para que, em regime turbulento, fosse evitada a formagao
de vortices e a sedimentacao da sdlidos, os reatores foram provi-
dos de tubos ccncéntricos aletados (Figura 3). O dimensionamento

do tubo concéntrico aletado e turbinas para agitacao foi feito com

similaridade a equipamentos industriais [GRABENBAUER & GLATZ, 19811
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0 esquema do conjunto reator, tubo aletado e turbina € mostrado na
Figura 4. As dimensdes do sistema sao dadas na Tabela 4. O sistema
foi agitado por uma hora com velocidade de agitagao de 520 rpm,
temperatura ambiente de 27° a 30°C. Amostras foram retiradas do
reator, em agitagé@, com auxilio de uma pipeta graduada. Foram re-
servadas amostras para determinacgao da protéina’total (3 amostras
de 8 ml) e solidos totais da mistura (4 amostras de 8 ml). As ress
tantes (SJamostras de 8 ml) foram centrifugadas em centrifuga re-
frigerada MLW tipo VAC 25 a 5°@ em tubos de 15 ml, por meia hora,
a 5250g. O sobrenadante foi separado do precipitado e filtrado a
pressao, em suporte para filtragao em membranas Millipore, com fil-
tros de memb;ana de acetado de celulose delporosidade 0,2 um (Carl
Zeiss do Braéil S. A.). Procedeu-se as aﬁélises quimicas do sobre-
nadanée filtrado, precipitado e torta retida nos filtfos de mem-
branas.

0 fluxograma da Figura 5 mostra as principais operagoes
dos experimentos de floculagao para o estudo da influencia do pPH e

concentragao de dispersoes de amido.

Experimentos de filtragao

Para tais experimentos, conduzidos para qué se tivesse
melhor itdeia do tamanho de partfcula formada e mecanismos envolvi-
dos na floculagao, egcolheu-se a éondigao de trabalho: concentra-
géo da solugéo de am;do de milho ortofosfatado monosodico: 5,0‘g/y
pH do soro: 2,0. Os filtros usados tinham poros de 1,2 um (filtros

de fibra de vidro da Whatman), 0,45 pm e 0,2 pm (membranas de
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Tabela 4 - Dimensoes dos reatores, tubos concentricos, aletas e
agitadores.
Volume do reator (v) 500 ml
Altura do reator (H) 8,5 cm
Diametro do reator (D) 8,6 cm
Diametro interno do tubo concentrico (Di)1 5{5 cm
Altura do tubo concentrico (E) 6,3 cm
Altur? da base do reator ao tubo concentrico (e) 2,0 cm
Altura das aletas (L) 10,5 cm
LargﬁfaAdas aletas Akl)- 1,5 cm
Comprimento da hélice do agitador 3,7 cm
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Centrifugagdo e filtragao do soro

Acerto de pH do soro

Adigdo de solugao de amido

Agitagao

Retirada de amostras

Analises quimicasJ

Sobrenadante

Centrifugagao

Precipitadol

Filtragao em filtros de membrana

Analises quimicas

Filtrado

Analises quimicas

Figura

Torta

Analises quimicas

5 - Fluxograma das principais operagaes dos experimentos de

floculagéo para estudo da influéencia do pH e concentra-

coes de solugoes de amido.



acetato de celulose Carl Zeiss do Brasil S. A.). Para se obter a
maséa de sblidos retidos em cada um dos filtros, foi feita analise
gravimétrica do filtro e torta, como descrito no item Solidos to-
tais.

0 procedimento seguido nos experimentoé é dado no fluxo-
grama da Figura 6. As sequéncias de filtragao foram: 1) papel de
1,2 pm, filtros de membrana de poros de 0,45 um e filtros de mem-
brana de poros de 0,2.um; 2) papel de 1,2 pum, filtros de membrana

de poros de 0,2 pm.

Eficiencias de amidos de diversas fontes naturais

Para se testar a eficiencia de diferentes tipos de amido
na floculagaoc das proteinas do soro, utilizou-se amido de milho
ortofosfatado monosodico (amido soluvel), amido de milho tripoli-
.fosfatado (amido insolavel), uma combinagao entre os dois, amido
puro de milho (Maiééna) e amido>dé.h;ndiocé. O procedimento utili-
zado para os experimentos foi basicamente o mesmo do estudo da in-
fluencia do pH do soro e concentragao da dispersao de amido, com
eliminagao da etapa de filtragao em membranas de acetato de celu-
lose de 0,2 pm.

O soro obtido da coagulagao do leite com renina foi agi-

tado durante dez minutos, em agitador magnético, para homogeiniza-

¢3o da solugao que continha, ainda, particulas de caseina, que nao '

foram totalmente separadas na dessora. Tomou-se, entao, 250 ml de
soro, ajustando-se o pH para 2,0 com HCl 1N.

Adicionaram-se ao soro 250 ml das diferentes solugoes de

72
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Soro fresco

Acerto de pH para 2,0

Adigé!.o de solugao de amido 5 g/1

Agitagao em reator de batelada (1lh, Temp 27° - 30°C, 520 rpm)
Retirada de amostras |
Centrifugagao (1/2 h, Temp 5°C, 5 250g)

Separagao do sobrenadante Pesagem

Filtragem do sobrenadante em papel 1,2 p (papel de fibra de vidro

\\\\\ Whatman)

Pesagem do filtro + torta Pesagem dc filtrado

Estufa Temp 35 C Filtragem em membrana de acetato de
celulose de 0,45 p
Pesagem até Pesagem do Pesagem do
peso constante filtro + torta filtrado
EstufalTemp 35°C Filtragem em

memtrana de ace-—
tato de celulose
de 0,2 u

Pesagem até
peso constante

Pesagem do Pesagem do
filtro + torta filtrado

Estufa Temp 35°C

Pesagem até
peso constante

Figura 6 - Fluxograma do procedimento utilizado nos experimentos

de filtragao
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amido. Nos experimentos em que foram utilizados amido de milho in-
soluvel, este foi adicionado diretamente a 250 ml de soro diluidos
com 250 ml de égua destilada, para que nao se alterasse a forga
jonica em relagao aos outros experimentos. Os reagentes foram mis-
turados a temperatura ambiente (27° - 30°C).

A misturé foi agitada em reator de baéelada de 500 ml
(Figura 4) durante 1 h a 520 rpm,zatemperatupa ambiente de 27° a
30°C.

As amostras foram retiradas do reator, em agitagao com
auxilio de pipeta graduada. Reservaram-se amostras para determina-
cdo de proteina total (8 ml) e s6lidos totais (8 ml). As restantes
(8 ml) foram!centrifugadas em centrifuga MLW refrigerada tipo VAC
25, a 5°C, em tubos de 15 ml, por meia hora, a 5 250g. Apds a cen-
trifugagao, o sobrenadante foi separado do precipitado, proceden-
do-se as analises quimicas de ambas as partes.

0 fluxograma da Figurav7 mostfa as principais operagses
dos experimentos de floculagao”para estudo da eficiencia de amido

de diversas fontes naturais.
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Retirada de amostras L—Anélises quimicas

Centrifugagao
Sobrenadantef| Precipitado
Analises quimicas Analises quimicas

Figura 7 -Fluxograma dés principais operagoes dos experimentos de
floculagao para estudo da eficiencia de amido de diver-

sas fontes naturais.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Floculagao das Proteinas do Soro

Os ensaios preliminafes de floculagao foram feitos com
carboximetilcelulose (CMC). Para tal, séguiu—se o0 procedimento des-
crito por HILL & ZADOW [197{]. Com uma solugao de CMC, em égua, de
concentracao 3,0 g/l observou-se visualmente maior formagao de pre-
cipitado a um pH 3,4. Estes resultados estao de acordo com os ob-
servados por HILL & ZADOW [1974], que citam uma concentragao otima
- de CMC de 3,27‘g/1 e pH otimo de precipitagao na faixa 3,2 - 3,6.
Solugoes de concentragoes diferentes foram utilizadas (acima e
abaixo de 3,0 g/1l), com eficiénciés de recuperacgao menores.

Pafa os experimentos de floculagao feitos, com disper—
éGeSiaé émido cbmo aéenté precibitante, tentou-se, primeiramente,
remover o maximo possivel de gordura presente no soro. Embora a
maior parte da gordura do leite tenha ficado retida no queijo, a-
quela presente no soro chégou a influir no procedimento de maneira
significat;va. 0 soro, conforme resultados obtidos pelo metodo de
Gefber [SATIRO, 1982],a§résentou um teor de gordura de 0,4%. A
gordura presente interferiu principalmente na filtragao das amos-
tras centrifugadas, para analise de proteina recuperada e na'vi—
sualizagao do precipitado ao microscépio.

Tentou-se a centrifugagao e a centrifugacao seguida de

filtragao em uma variedade de meios filtrantes para eliminagao da
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gordura do soro. A filtragao a vacuo mostrou-se pouco eficiente,
havendo‘necessidade de constante troca de filtros. A filtragao do
soro a baixas temperaturas, o que torna os glébulos de gordura
mais sélidos, entupindo menos os poros do filtro, apresentou bai-
xas taxas de filtragao, tornando o processo extremamente demorado
e ineficiente. Assim, para a filtragao do soro a vacuo e a baixa
" temperatura (~5°C) os papeis de filtro usados: papel de.filtro co-
mum faixa preta, papel de fibra de vidro da wﬁatman e filtros de
membrana de acetato de celulose de diametro de poros variando de
0,2 um a 1,2 pm,mostraram-se ineficientes.

Nb procedimento adotado, para estudo da eficiencia de
amidos de diversas fontes naturais, eliminou-se, dado as dificul-

dades experimentais, a etapa de filtragao ao'soro anteriormente a
adigao'de amido, jé que pequena quantidade adicional dé gordura e-
ra retirada com a adigao da etapa de filtragéo apés a centrifuga-
¢ao.

A determinagao de proteina na mistura de soro e disper—’
sao de amido,contida no reator, e no sobrenandante, para calculo
da eficiencia de recuperagao, havia sido feita preliminarmente pe-
1o metodo do biureto. O método do biureto pareceu, pela sua simpli-
cidade e rapidez e, também, devido ao grande numero de amostras,
adequado para a quantificagao de'proteina. Verificou-se, no entan-

to, nao ser esse me todo apropriado para a determinagéo de proteina

em subprodutos de leite (veja Apendice A).
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pH e concentragio das dispersdes de amido na floculagao das pro-

teinas do soro

Os dados obtidos para o estudo do pH e concentragao de
dispersoes de amido usadas sao apresentados na Tabela 5. Observg—
-se que, das condigoes analisadas, a maxima eficiencia de recupe-
ragao deu-se a uma concentragao da solugao de amido de milho solu-
vel (ortofosfatado monosddico) de 5,0 g/l e aum pH da mistura igual
a 2,0. As quantidades de proteina precipitada calculadas atraves
do balango material [= proteina total na amostra (método de
Kjeldahl)-proteina total no sobrenadante (método de Kjeldahl)] e
aquelas determinadas pela analise (metodo de Kjeldahl) do precipi-
~ tado, apresentaram grandes discrepancias. Muitos fatores podem ter
contribuido para a diferenga entre os dois resultados. Na determi-
nagéotde nitrOgénio pelo método de Kjeldahl, manuseou-se quantida-
des de amostré muito pequenas, as quais, apés serem retiradas do
reator, passaram pelas diversas etapas do procedimento, que exigi-
ram sua transferencia de um recipiente a outro, como filtragao em
membranas de acetato de celulose, transferencia do precipitado pa-
ra os baloes de Kjeldhal. Nesta, pelo maximo cuidado que se tives-
se, pode ter havido perdas, o que se nota pela tabela, onde os va-
lores de P sao menores que os de BM. Os valores obtidos para BM
envolvem duas analises pelo metodo de Kjeldahl, acarretando maior
erro, muito embora tenham sido usadas amostras de maior tamanho na
alimentagéo e sobrenadante, comparadas com aquelas usadas na ana-
lise do precipitado. No entanto, a tendéncia seguida, para a por-

centagem de proteina recuperada, € a mesma para ambas as



Tabela 5 - Eficiencia de precipitagéo, variando-se a concentragéo

da dispersao de amido usada € o pH do soro de queijo.

Cp pH % de proteina recuperada
BM P

2,0 0,98 0,67

0,1 5,0 9,09 0,70
12,0 7,28 3,02

0,5 250 12,9 6,44
5,0 3,44 0,83

2,0 . 2,0 21,9 15,2

5,0 2,0 31,8 21,7

5,0 2,0 - 18,9

C. - doncentracao da dispersfo de amido de milho soluvel (g/1)

pH - pH a que foi ajustado o soro
BM - % de proteina recuperada, calculada atraves de balango mate-
rial [(: proteina total na amostra (método de Kjeldahl) -

- proteina total no sobrenadante (método de Kjeldahl)/protei-
na total na amostfa]

P - % de proteina recuperada, determinada pela quantidade dz pro-
teina precipitada (método de Kjeldahl), tomando-se a quanti-
dade de proteina contida no soro como conteudo total (metodo

de Kjeldahl)
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quantidades BM e P, a excegao da C, = 0,1 g/l1. Nao foram tomados

A
dados de eficiéncia de recuperagao de proteina em pH 2,0 sem adi-
gao de dispersao de amido, uma vez que as proteinas do soro sao
soluveis em toda faixa de pH. Mudancas nessa propriedade e indica-
tivo de desnaturagao das proteinas [MORR, 1974]. A separagao de
proteinas do soro'com retengéo de suas propriedédes nativas reqﬁer
0 uso de precipitantes quimicos e/ou separagao por membrana.

Em relagao a concentragao da dispersao de amido, tentou-
-se trabalhar com concentragaes mais elevadas; no entanto, o aumen-
to da viscosidade das dispersoes impediu uma boa mistura.no reator
e uma eficiente recuperagao das partiéulas durante a centrifuga-

gao. A velocidade de agitagao usada, em torno de 520 rpm, foi es-

colhida para se manter a turbulencia no feator'(Resgfz 10 000, on-

-

de os sub-indices indicam a concentragao da solugao de amido usada
na mistura do reator). Os dados de viscosidade da mistura ( soro
mais solugao de amido) sao apresentados na Tabela 6.

Para o sistema amido—proteina estudado espefava—se que
dois mecanismos, o de neutralizagéo e o de formagao de pontes, o-
corressem, com um maior predominio do mecanismo de adsorgao, no
caso do amido insoluvel, onde os graos, insoluveis, por possuirem
a superficie carregada, reuniriam céracteristicas propicias para
tal. Assim, de acordo com o mecénismo de neutralizagao, uma maior
eficiencia de recuperagéo deveria-ser obtida a pH's écidos, pois
a esses pH's as molé;ulas de amido estariam carregadas negativa-
mente, atraindo moléculas de proteina qQue por estarem abaixo de

seu ponto isoeléetrico (pH 4,1 - 4,8 para e-lactoalbumina e pH
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5,18 para a ﬁ-laétoglobulina [BRUNNER, 1981]) apresentariam carga
-superficial positiva. Assim, para que haja floculagio, supas-se
‘como primeira reagao, que a molecula de amido fosfatado, tendo
cargas negativas, pudesse atrair uma molecula de proteina com
carga superficial positiva, com a formagéo de uma fase solida que

se precipitaria da solugao.

Tabela 6. Dados de viscosidade das misturas de soro + dispersao de

amido

c, | »ox 102
0,1 1,17
! 0,5 1,17
' 2,0 1,23
5,0 1,30
10,0 ' A 1,70
Cy - concentragao da dispersao de amido usada na mistura soro +
dispersao de amido (g/1)
L - viscosidade da mistura soro + dispersao de amido (g/cm s)

A acidificagao de solugoes de proteina desestabiliza o
sistema, comprimindo a camada difusa da dupla camada, como resul-
tado da mudanca de carga Aa superficie [PETENATE, 1982]. O péten-
cial decresce e as particulas em solugao podem apfoximar—se. Es-
se sistema de neutralizacao isoeletrica, bem como a determinagao
da quantidade de proteinas precipitada, distribuigao do tamanho de
particulas, investigacdo do pH otimo de precipitagao isoelétrica,

foi amplamente estudado em reatores tubular e de mistura [BELL &



DUNNIL, 1982; GRABENBAUER & GLATZ, 1981; PETENATE & GLATZ, 1982;
VIRKAR et alii, 1982]. _

Acima do ponto isoelétrico das proteinas, essas, como as
moleculas de amido, sao carregadas negativamente, havendo poucé
interagéo entre os dois polimeros EHOWLING, 1980; KOETS, 193é].

| Uma reagao ocorrendo em série a atragao eletrostatica,
seria a adsorcao de outras moléculas de proteina ao complexo ami-
do—proteina formado, ‘e que, por sua vez, atrairiam outras ﬁolécu—
las de amido, aumentando o tamanho do aglomerado.

Pelos dados'apresentédoS‘na Tabela 5, com excecao das

condigSes c, 0,1 g/1 e pH 2,0, os resultados concordam com 0 ex-

A
posto anteriormente, ou seja, a maior eficiencia de recuperagao se
deu a um pH acido onde moléculas de amido carregadas negativamente
atraem as moléculas de proteina, que a esse pH tem carga positiva.

Nao foi possivel se obter dados dos trés pH's para todas
as concentragoes estudadas. A pH 12,0, apos o periodo de agitagao
no reator, a mistura de amido e soro tornava-se alaranjada e com
odor muito forte. Poderia estar ocorrendo alguma reagao propiciada
pelo pH fortemente alcalino, mais provavelmente a reagao de
Maillard.

A presenga de carboidratos em alimentos esta intimamente
ligada a reagSes de escurecimento. Na reagao de Maillard, aminoa-
cidos, peptideos e proteinas condensam com O agﬁcar, se o0 meio
nao e muito diluido ou muito écido, e funcionam como seus préprios

catalisadores para a reacgao de enolizagao e desidratagao [FENEMA,

1976; MEYER, 1975; ZADOW, 19791. Reagéo compétidora, que poderia
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estar ocorrendo, seria a degradagao alcalina devido a grupos OH
redutores presentes tanto no amido (a pH 12,0), como na lactose.
Tomaram-se ambas as partes separadamente, soro a pH 12,0 e disper-
s3o de amido a pH 12,0. Somente o soro adquire a coloragao alaran-
jada com formagao de precipitado. Assim, as reagoes que ocorrem se
devem a presencga de aminoacidos e o agucar redutor no soro.

Decidiu-se, entao, estudar a influéncia do pH alcalino
na precipitagao das proteinas do scro, tomando-se para esse pH o
pH 9,0. Tanto a pH 9,0 como a pH 5,0, nao se conseguiu filtrar os
sobrenadantes das amostras centrifugadas, em filtros de membrana
de acetato de celulose de diametro de poros 0,2 um.

As observagoes acima levam-nos a concluir que a pH's 5,0
e 9,0 nao ocorre consideravel agregagao das particulas de amido e
prote{na,'reSultando uma grande quantidade delas em suspensao no
sobrenadante; obstruindo os poros dos filtros. O fato do soro de
queijo, anteriormente a precipitagao, nao passar pelo filtro usado
reforga a conclusao acima.

Por outro lado, a pH's basicos o amido soluvel forma um
gel que obstrui totalmente os filtros de membrana, impedindo a fil-
tragdo. A pH's acidos, devido a reagao de hidrolise, a filtragao e
facilitada [CIACCO & CRUZ, 1982; HAMILTON & PASCHALL, 1967 1.

Os resultados obtidos para a porcentagem de recuperagao
de proteina para as diversas concentragoes de amido solavel ‘usa-
das, mantendo-se o pH da mistura igual a 2,0, sao dados na

Figura 8.
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Figura 8. % de proteina recuperada, variando-se a concentragao da

dispersao de amido.

Experimentos de filtragao

Para se verificar a importancia da etaﬁa de filtragao no
procedimento das experiéncias de floculagéo, decidiu-se filtrar o
sobrenadante, apés a centrifugagao das amostras em filtrgs de po-
rosidades diferentes. Dessa maneira, ter-se-ia uma ideia do tama-
nho das particulas formadas na floculagéo do soro de queijo e a

quantidade ainda presente no sobrenadante, apés a etapa de
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centrifugagao. Os experimentos de filtragﬁo poderiam, também, le-
var-nos a algumas conclusoes sobre a estrutura do floco proteina—
-amido formado.

A sequéncia de filtragao usada teve sempre a membrana de
fibra de vidro como primeiro meio filtrante de diametro de poro co-
nhecido. Tal fato, permitiu a retengao da gordura ainda presente
no sobrenadante, possibilitando o uso pdéterior de filtros de mem-
branas de acetato de celulose. O emprego exclusivo de tais membra-
nas, impediu a filtracao do sobrenadante.

Filtros de fibra de vidro e membfanas de acetato de ce-
lulose de mesmo tamanho de poro, 1,2 um, nao tiveram o mesmo desem-
. penho na filtragao do sobrenadante. A grande melhora nas taxas de
filtragao conseguida com o emprego dos filtros de fibra de vidro
sugere que, de alguma maneira, o acetato de celulose promove a a-
gregagéo de gorduras e outras particulas a sua superficie, impe-
dindo a passagem de solugdo. Hipdtese bastante provavel seria a
incorporagao de glébulos de gordura no agregado protéina—amido for-
mado.

Poderiamos, entao, esquematizar o processo (para as par-

ticulas ainda nao sedimentadas com a centrifugagao) como:

Proteina’ + Amido~ Proteina — Amido
globulos de gordura N yd
Gordura

Pela presenga de gordura, o complexo seria mais frégil,
aumentando a probabilidade da ruptura do floco.
Sabe-se, tambem, que a filtragao a vacuo nao €& indicada

para materiais n3o rigidos ou deformaveis (lamas, flocos) [PERRY &
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CHILTON, 1980]. Tentou-se construir um filtro, para filtragéo a .
pressao, que atendesse as necessidades de filtragao do soro. Os
resultados nao foram satisfatorios, com baixa performance dos fil-
tros construidos. Houve pequeno aumento na taxa de filtragao com
a presséo e em alguns casos até mesmo uma diminuigao da taxa. 0
uso de filtros de fibra de vidro solucionou o pfoblema, permitindo
uma boa filtragao a vacuo. Abandonou-se, assim, a construgao dos
filtros de pressao.
As massas de particulas retidas em cada um dos filtros

de diferentes tamanhos de poros sao dadas nas Tabelas 7 e 8.

Tabela 7 - Particulas floculadas retidas nos filtros de diametro

dé poros de 1,2 um, 0,45 pm e 0,2 um *

ne . Peso seco m1l,2 um m 0,45 um ‘ m 0,2 um
amostra | sobrenadante(g) | Peso seco sobr. | Peso seco sobr | Peso seco sobr

1 0,28 - 0,043 0,0089 0,0089
2 0,28 - 0,043 0,0043 0,0054
3 0,28 0,035 0,0067 0,0085
4 0,28 0,044 0,0046 0,0053
5 0,28 0,047 0,0082 0,0078

* Sequéncia de filtragéo: papel de fibra de vidro de 1,2um, fiitro

de membrana de acetato de celulose de O,2um.

m 1,2 pm - massa de particulas retidas no filtro de fibra de vidro
de diametro de poro de 1,2pm ‘

m 0,45 um - massa de particulas refidas.em filtros de membranas de
acetato de celulose de didmetro de poro de 0,45 um

m 0,2 um - massa de particulas retidas em filtros de membranas de

acetato de celulose de diametro de poro de 0,2 um



Tabela 8 - Particulas floculadas retidas nos filtros de diame

de poro de 1,2 pm e 0,2 um *

tro

n? Peso seco ml,2 um m 0,2 pm
amostra sobrenadante(g) Peso seco sobr Peso seco sobr
7 0,28 0,029 0,0050
8 0,28 0,029 0,0092
9 0,28 0,035 0,0110
10 0,28 0,034 0,0067
11 0,28 0,042 0,0080

* Sequencia de filtragao: papel de fibra de vidro de 1,2 um,

tro de membrana de acetato de celulose de 0,2 pm.

m 1,2 um - massa de particulas retidas no filtro de fibra de
de didmetro de poro de 1,2'um
m 0,2 um - massa de particulas retidas no filtro de membrana

cetato de celulose de didmetro de poro de 0,2 um

Nota-se, pelas Tabelas 7 e 8, que a maior massa de

ticulas fica retida nos filtros de tamanho de poro de 1,2 pm.

fil-

vidro

de a-

par-

A

grande parte das particulas que nao sedimentaram durante a centri-

fugacao sao particulas de diametro maior ou igual a 1,2 pum. A mas-

sa de particulas no precipitado é 0,0429, ou seja, cerca de quatro
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vezes maior que a retida nos filtros de poros de 1,2 um. Portanto,

caso se deseje uma maior eficiéncia na remogdo de sdbélidos do

resi-

duo, poder-se-ia filtrar a solugao sobrenadante, recuperando-se 28%

a mais nos filtros de fibra de vidro. A filtragem em filtros

membrana de acetato de celulose de tamanho de poro de 0,2 um,

de

além
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de encarecer relativamente o procedimento nao se mostra atrativa,
pois retem uma quantidade pequena de particulas precipitadas, ou
seja, cerca de 20% (~ 5,8% dos solidos precipitados) a mais sao
recuperados nos filtros de poros de 0,2 pum. Assim, para os experi-
mentos de comparagao da eficiéncia de précipitagéo com amidos de
diversas fontes naturais, nao se filtrou o sobrenadante resultante

da centrifugagao das amostras retiradas do reator.
Eficiéncia de Amidos de Diversas Fontes Naturais

As diversas caracteristicas de diferentes tipos de amido,
como porcentagens de amilose e amilopectina, diferentes tamanhos e

estrutura dos graos, poder de gelatinizagéo; grau de fosfatacao,
poder£am influir de modo significativo na capacidade desse poli—
mero em flocular as proteinas do sorb de queijo; bem como na cla-
rificagao do residuo, ou seja, remogao de solidos da solugao.

Os resultados para os diferentes tipos‘de amido utiliza-

dos e sua eficiencia na remocao de solidos e recuperagao de protei—

na do soro, sao apresentados na Tabela 9 (veja Apéndice B).



Tabela .9 - Agao de amido de diferentes fontes naturais no

mento residuario do soro.

&9

trata-

Tipo de amido

% solidos totais

% proteina

% solidos totais

% proteinJ

na solugao na solugao | recuperados no recuperadal

ppt no ppta

Amido de milho ‘

OFMS (soluvel) 4,1 0,42 13,2 21,7

Amido de milho

TPF (insoluvel) 4,0 0,44 8,9 9,5

Amido de milho

OFMS + Amido de 3,9 0,46 8,8 15,9

milho TPF® :

Amido de milho 4,4 0,45 7,9 6,1

(Maizena)
Amido de 4,0 0,44 8,4 8,7
mandioca :

Amido de milho OFMS - Amido de milho ortofosfatado monosodico

Amido de milho TPF -

Amido de milho tfipolifosfatado

a - % de proteina recuperada determinada pela quantidade de protei-

na precipitada, tomando-se a quantidade de'proteina contida no

soro como conteudo total.

b - a proporgao de amido de milho.solﬁvel para amido de milho in-

soluvel foi 1:1.
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De acordo com os resultados obtidos, ¢ amido de milho so-
luvel mostrou-se o mais eficiente, tanto na remogao de solidos da
solugio, como na recuperagao das proteinas do soro. Talvez isso se
deva a presenca de grupos fosfato no amido, como sugerido por LA
MER [1956a_], KITCHENER [1972], tendo a reagao, portanto, carater
 idnico. HIDALGO & HANSEN [1969), em experimentos com CMC e proteinas
de soro, sugerem que devido 3 forte dependéncia do pH e a sensibi-
lidade a variagoes em concentragao do tampao, a interagao entre os
dois polimeros deveria ser de natureza idnica. Outros polissacari-
deos heutros, como goma guar, mostraram—se‘inertes, 0 que reafirma
o requisito da existeéncia dé grupos ionicos no polimero interagente.

Por outro lado, o amido de milho insolﬁvel, mesmo apre-
sentando grupos ionicos na molécula, ndao mostrou a mesma eficien-
cia d; recuperagao que o amido de milho sollvel. Conforme resulta-
dos obtidos p‘or HILL & ZADOW [1974] para CMC, a eficiéncia de pre-
' cipitéééb das pfoteihas do soro aumentou com o aumento do grau de
substituigao da CMC. Os sais ortofosfatados produzem monoesteres
de amido fosfatado de grau de substituicao ate 0,2. Tripolifosfato
de sodio produz eésteres de amido de baixo grau de substituigao (a-
proximadamente 0,02) [HAMILTON & PASCHALL, 1967].

0 amido de milho ortofosfatado monosddico (soltvel), por
ter um grau de substituigao cerca de dez vezes maior que o tripo-
lifosfatado (insoluvel), apresenta porcentagens de recuperag;o mais
significativas.

As eficiencias de recuperéQEO'mais baixas observadas para

os amidos de milho (Maizena) e mandioca deve-se, portanto, a baixa
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concentragio de grupos ionicos na molecula, principalmente no ami-
do de milho.

Como citado anteriormente, no capitulo de revisao biblio-
'gréfica, um dos requisitos para que um agente floculante seja efe-
tivo é sua solubilidade em agua [KITCHENER, 1972; LA MER et alii,
1957a). O carater insoluvel do amido de milho tripolifosfatado, a-
mido de milho (Maizena) e amido de mandioca, também pode ser res-
ponsével pelas baixas eficiencias obtidas, cerca de 15% a menos que
o amido de milho ortofosfatado monosodico. Por outro lado, espera-
va-se que, principalmenéé s, O ;;idbhtripolifosfétado, por possuir
particulas carregadas e de maior tamanho, reuniria caracteristicas
que poderiam favorecer o processo de floculagao. A superficie car-
regada propiciaria a reagao de neutralizagéo, aproximando as par-
ticulas. Os graos insoluveis poderiam funcionar como sementes, fa-
vorecendo a reagao secundaria de adsorgao, a semelhanga da flocu-
lagio de particulas em tratamento de aguas [BIRKNER & MORGAN, 1968;
BIRKNER & EDZWALD, 1969; BLACK et alii, 1965; GLASGOW & LUECKE,
1980; LA MER et alii, 1956a, b, c¢; 1957a, b; RIDDICK, 1961; STUM &
MORGAN, 1962]). Os dados experimentais obtidos levam-nos a concluir
que tal situagao ndo € verdadeira, mudando, assim, a visao do me-
canismo que se esperava. A neutralizagao de carga é, portanto, o
mecanismo preferencial de agregagao das particulas com uma contri-
buigao secundaria do mecanismo de formagao de pontes.

Dos tipos de amidos estudados, o amido de milho ortofos-
fatado monosodico apresenta caracteristicas deisolubilidade, pre-

senga de grupos ionicos e alto grau de substituigao na molécula,
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que propiciariam a floculagab, atraves de mecanismos de neutraliza-
c30 e adsorgdo. A presenga de amido de milho OFMS na combinagao en-
tre este e o amido de milho TPF aumentou a eficiencia de recupera-
c3o de proteina, quando comparada com a eficiéncia obtida pelo a-
mido de milho TPF somente. A agao conjunta dos dois diferentes ti-
pos de amido, no entanto, nao aumentou em muito a eficiencia de
clarificagao do soro. Uma recuperagao de proteinas em torno de
13,4% poderia ter sido atingida, usando-se a mesma quantidade de
amido de milho solﬁvel, em comparagéo com os 16,0% obtidos da com-
binagdo entre os amidos. Na remogdo de sblidos da solugdo nao ha
diferenca na agao individual do amido de milho insolavel é de sua

. combinacdc com amido de milho soluvel.

CAMPOS et alii [1984] assinalam‘qpe bropriedade importan-
te no empregd de amido como auxiliar de floculagao e a quebra da
estrutura dolgrao, resultando na gelatinizaggo do material. Dos a-
‘midos utilizados os amidos de milho sollvel e insolivel sZo pré-ge-
latinizados, por extrusao. Os amidos de milho (Maizena) e amido de
mandioca nao sao gelatinizados. Explica-se, talvez, ai a maior
eficiencia de floculagao dos primeiros.

Em geral a utilizagao do amido como agente floculante
mostrou baixas eficiéncias de recuperagido. LA MER et alii [1956b)
citam que o amido, na auséncia de eletrolitos flocula preferenci-
almente particulas maiores. A adig@o de eletrolitos e desejavel
para reduzir a carga nas particulas menores do material suspenso.
Para o caso do amido fosfatado, eletrdélitos como hidroxido de cal-

cio, sao preferiveis, devido a formagao de fosfatos insoluveis.
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Muitos autores discutem a agao protetora de coloides, onde
a cobertura que protege a particula impede a floculagao. KITCHENER,
[1972] cita que coldides de origem biologica, como aqueles existen-
tes em culturas microbiolégicas, soro de leite, efluentes de esgo-
tos, sdo naturalmente "protegidos" por outros coloides e insensi-
veis a agao de agentes floculantes. Acredita-se que, no caso estu-
dado, nao tenha havido protecdo da superficie dos coloides, devido
ao excesso de concentragao do agente floculante usado, uma vez que
a eficiencia de recuperagéo aumentou proporcionalmente ac aumento
da concentragao de amido no reator. A combinagao de amido com ou-
tros tipos de polimeros, comumente usados para promover floculagao
e consequente clarificagao de residuos, como sulfatos, polifosfa-
tos, poliacrilatos, talvez seja mais eficiente no tratamento de
aguas }esidUérias com melhoras no tamanho de particulas formadas,
tempo de filt}agao, etc., embora haja a necessidade de separagao

dos dois polimeros.

Mecanismo de Agregagao das Particulas de Amido, Proteinas e Solidos

do Soro

Pelos resultados experimentais obtidos concluiu-se que a
eficiencia do amido como agente floculante para proteinas e solidos
do soro de queijo depende de fatores em grande parte de origém ele-
trostatica.

Conforme analisado, fatores tais como presenga de grupos
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ionicos na molécula, maior ou menor grau de substituigao do amido
utilizado, interagéo com o solvente, gelatinizagéo do material, tem
papel decisivo na utilizagao do amido como agente floculante. Des-
tes, pelo que se observa, a presenga de grupos fosfato e a solubi-
lidade do amido téﬁ maior importancia no processo de floculagao.

A atragao das particulas, devido a presenga de cargas na
superficie, tem também papel relevante, uma vez que a formagéo de
agregados so foi poséivel a baixos pH's, onde se induz a presenga
de cargas positivas, devido a ionizagao dos grupos amino das pro-
teinas. o

A forte dependéncia do pH, presenca de grupos ionicos na
molécula, levaram-nos a concluir que a floculagao dos solidos do
soro pelo amido tem carater fortemente ionico.

’ A reagao de adsorgao deve, no entanto, ocorrer em alguma
" extensao. A quantidade de proteinas e solidos recuperados deve ser
resultante, também, da adsorgao de outras moléculas de amido e pro-
teina a superficie das particulas primarias. NELSON & GLATZ [1985]
em estudos sobre a formagao de particulas primérias na precipitagao
de proteina de soja, citam valores em torno de 0,2 pm para o diame-
tro dos agregados primérios formados. Os autores concluiram que es-
se valor independe de condigoes de pH, velocidade de agitagao e Br
ca ionica, variando, no entanto, de acordo com o precipitante usa-
do. Supondo-se que para a precipitagéo com amido, tem-se particulas

primérias de diametro da mesma ordem de grandeza, entao, moléculas

de proteina e amido foram adsorvidas a superficie, conforme  os
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resultados obtidos nos experimentos de filtragao. Nesses experimen-
tos constatou-se que a grande porcentagem de particulas era retida
no precipitado durante a centrifugagao e outra porgao, bem menor,
retida nos filtros de 1,2 um . Uma quantidade cerca de 25 vezes,
menor ficou retida nos filtros de 0,2 pm. Assim, o agregado aumen-
tou de tamanho, devido a adigao de novas particulas a sua  super-
ficie.

Pelo pequeno numero de particulas menores que 0,2 um res-
tantes em solugao, apés a passagem pelo filtro, o mecanismo que
descreve a pregipitagao das proteinas do sdro pelo amido deve ser
a formagao répida de particulas, seguida do crescimento do agrega-
.~ do através da colisao e ligacao de novas particulas a sua super-
ficie.

0 tipo de reator utilizado influi de maneira significa-
tiva no proceéso de floculagao. A distribuicao do tamanho de par-
ticuia; éaractefisticas do floco formado, seu volume, maior ou me-
nor conteudo de égua, sao parametros que dependem do tipo de rea-
tor e controle de variaveis de processo, como tempo de residéncia,
velocidade de agitagao [GRABENBAUER & GLATZ, 1981; PETENATE &
GLATZ, 1982a). VIRKAR et alii [1982], em estudos da cinetica da
precipitégao acida de'pfoteina de soja, apresenta dados de tamanho
de particulas para reatores de batelada e tubular, nas mesmas con-
digoes de pH e proteina utilizados. As curvas que relacionam,a va-
riagao do tamanho de particula com a mudanga do pH do sistema, a-
presentam diferengas marcantes.

Assim, fatores, tais como, o tipo de reator, velocidade



de agitagao empregada, aumento ou diminuigéo do tempo de residen-
cia, influem no crescimento e ruptura de flocos durante a pre-

cipitagao.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES

Pelos resultados de experimentos de filtragao, de flocu-

lacao em diferentes condigoes de pH, diferentes tipos de amido e

combinagao entre eles, pode-se concluir que:

| 1. A grande dependencia do pH, presenga de cargas super-
ficiais, fatores necessarios para a agregacao das par.
ticulas, indicam que o processo tem carater fortemen-
te ionico. . U

2. 0 grau de substituicao do amido utilizado e sua solu-
bilizagao tem papel importante na agregacgao de parti—
culas. Essas propriedades sao fatores decisivos na
utilizagao do amido como floculante, quando se trata
de sua disponibilidade para interagao com as protei-
nas do soro de queijo.

3. 0 crescimento do agregado proteina—amido deve-se a
adsorgao de outras moléculas de proteina e amido a
superficie das particulas primérias. Este se da devi-
do a colisao e adigdo de novas particulas a super-
ficie.

4, Da quantidade de particulas precipitadas pouco foi o
que restou em solugao, conforme os experimentos de
filtragao.

5. A ordem de grandeza das particulas retidas nos filtros

e indicativo de que o processo se da com formagéc
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rapida de particulas, seguida de adsorgao de outras a
sua superficie,

6. O emprego do amido como agente floculante, embora a-
presente grandes vantagens pela nao necessidade de
sua separagao das proteinas precipitadas, nao apre-
sentou grande eficiencia de recupefagao comparado a
outros polimeros descritos na literatura.

O procedimento empregado, que foi de grande utilidade
para o entendimento do mecanismo de agregagao das particulas, nao
apresenta sofisticagao alguma. Com um metodo simples e utilizagao .
apenas de materiais essenciais a execugio de um ensaio de flocula-
c30 foil possivel enumerar-se os parametros basicos e sua influén-
cia no proceéso e comportamento das partiéulas‘envolvidas no sis-
tema. b procedimento apresenta, no entanto, muitos pohtos passiveis
de modificacgao, sofisticagao e novos'estudos, que podem levar a
obtengao de eficiéncias mais altas para o processo de recuperagao
de proteinas do soro de queijo e clarificagao de aguas residuérigs
de industrias queijeiras. Assim, sugere-se, para tal, que novos
experimentos e novas técnicas sejam propostos, para se estudar:

1. Influéncia da forga ionica da solugao na precipita-
gao das protéinas, bem como emprego de diferentes ions
para desestabilizacao das particulas a serem flocu-
ladas.

2. Influéncia da velocidade de agitagao empregada para
promover crescimento de flocos e o limite a partir do

qual se inicia o processo de ruptura.
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Emprego de outros agentes precipitantes, combinagSes
entre os mesmos € com amido, e sua influencia na re-
cuperagao de proteinas e solidos do soro de queijo.
Influencia do aumento e diminuigao do tempo de resi-
déncia na distribuigao do tamanho da particula.
DesenVolyimento de uma técnica aprépriada para medida
do tamanho do agregado e observagéo'microscépica de
suas caracteristicas. |

Elaboragao de uma tecnica para medida da taxa de cres-
cimento e quebra de flocos durante a precipitagao.
Execugao de analises mais elaboradas para investiga-
gao da composigao do sobrenadante e precipitado obti-
dos da centrifugagao de amoé%fas'floculadas.
Utilizagao de outros tipos de reatores para a precipi-
tagao de particulas e sﬁa influéncia nas constantes

cineticas de nucleagao, crescimento e ruptura.
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"APENDICE A

Método do biureto para quantificacgao de proteina

Foram testados os metodos de Folin-Ciocalteu e o do rea-
gente do biureto péra»quantificagéo de proteina e, pela facilidade
da preparagao do reagente do biureto [COLLOWICK & KAPLAN, 1957],
seu tempo de vida, simplicidade da reagdo e faixa de concentragao
abrangida, decidiu-se toma-lo como o método a ser utilizado para a
determinagao quantitativa de protéina no sobrenadante.

No decorper dos experimentoé notou-se 'que, durante a
quantificagao de proteina, os resultados pao eram coerentes, sendo
as leituras no espectrofotametro bastante'i;regulares_e nao es-
taveis.

POMERANZ & MELOAN [1982] citam nao haver praticamente
substancias que possam interferif no método. EL GAZAR [1981], du-
rante investigagao da precipitagao de proteinas do soro, utilizou
a reagao do biureto para determinacao de proteinas do soro, uma
vez que o método de Kjeldahl oficial € inconveniente. para um grande
numero de amostras. ComparagSes mostraram que oOs metodos do biure-
to e de Kjeldahl deram reéultados similares, sendo o desvio padréo
das diferengas (15 amostras) de 0,0822% de proteiha, o0 que nao foi
4estatisticamente significativo.

As amostraé retiradas apés a floculagao das proteinas do
soro com amido, quando analisadas quanto a quantidade de proteina

pelo metodo do biureto, apresentavam constantemente um precipitado
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vermelho, que se acreditou ser oxido de cobre.

Um dos principais‘métodos para a determinacao quantitati-
va de agﬁcares utiliza a agao redutora desses agﬁcares em solucgoes
alcalinas de sais de certos metais. Embora muitos sais metalicos,
como os de cobre, prata, mercurio e bismuto, sofram esse tipo de
reagao, o cobre tem sido usado mais extensivamente na analise de
agucares [PIGMAN & HORTON, 1970].

0 reagente mais conhecido, baseado na redugao de cobre,
é a solugao de Fehling. Ela e preparada, misturando-se antes de seu
uso, auas solug6es, uma contendo sulfato dé cobre e outra, contendo
tartarato de sodio e potassio, e hidroxido de sodio. Dependendo da
concentracao de aglucares na solugao, o aquecimento com a solugao de
Fehliqg resulta um precipitado alaranjado ou vermelho. Alguns mo-
nossacarideoé reagem a frio [POMERAN & MELOAN, 1982]}.

0 método do biureto baseia—se no fato de que substancias,
conféﬁéo>duas au méis ligagoes peptidicas, formam um complexo vio-
leta com sais de cobre em solugoes alcalinas. O reagente de biureto
e preparado misturando-se sulfato de cobre penta-hidratado, tarta-
rato de sodio e potassio e hidréxido de sbdio, ou seja, similar ao
reagente de Fehling.

Acreditou-sé, egtéo, que houve redugao da lactose do soro
pelo cobre, com formagéo de um precipitadd vermelho. Este, pela
sua dispersao na solugao com posterior sedimentagao, interfefe nas
leituras de transmiféncia, inviabilizando o metodo.

0 método do biureto e comumente usado para a determinagao

de proteina no sangue. No sangue, entretanto, a concentragéo de
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agucar (glicose) varia de 0,6 mg/ml a 1,1 mg/ml [VILLELA et alii
1973], quantidade essa muito pequena, quando comparada com a con-
centragao de lactose no soro, 49 mg/ml.

Alternativas siao encontradas para utilizagao do metodo
do biureto. SCHOBER et alii [1964] e SOBER et alii [1965] apontam
que a agao da lactose em solugoes alcalinas de sulfato de cobre po-
de ser diminuida pela adigdo de solugdo de tetraborato de sodio, o
que permite a utilizacdo da reagao do biureto para a determinagao
de proteinas de produtos lacteos, sem a separagao das mesmas ou re-
mogao completa da lactose.

Antes da utilizagdo do método do biureto com adigao de
tetraborato ge sodio, decidiu-se estudar ovefeito da temperatura
na reagao, QQ seja, se a formagao do predipitado vermelho poderia
ser r;tardada, abaixando-se a temperatura durante o tempo necessa-
rio para a reagao.

Os testes foram feitos colocando-se ampstras para reagi—A »
rem a 6°C e a 25°C. As amostras mantidas a 6°C tinha a cor violeta
natural da reagéo, mas apresentavam particulas suspensas que pode—_
riam ser os flocos que, devido a baixa temperatura ou novas coli-
soes entre particulas, continuaram a crescer, ou mais provavelmen-
te glébulos de gordura qué se solidificaram. Nota-se, no entanto,
que a baixa temperatura houve retardamento da formagéo do precipi-

tado vermelho, como indica a Tabela 1.
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Tabela 1. Influéncia da temperatura na reagao do biureto

Tempo Temperatura

(min) 6°C 25°C
30 sem ppt . sem ppt
40 sem ppt com ppt
50 sem ppt

As amostras permaneceram a 6°C por 14 hs. Apos esse in-
tervalo de tempo o precipitado vermelho jé‘havia se formado.

Tentou-se seguir o procedimento descrito por SCHOBER et
glll [1964],‘com o uso de tetraborato de sédio, encontrando-se, no
entanto, dificuldades na total remogao da:gbrdura para clarifica-
gao d;s amostras e manuseio seguro de reagentes utiliéados no me-
todo. Assim, as modificagEes no método, nao satisfizeram o requi-
sito de simplicidade e, dada a impossibilidade do uso do metodo
" do biureto simples, adotou-se a determinagdo de proteina pelo mé-

todo micro-Kjeldahl, com as adaptagoes, como descrito no item

Método micro-Kjeldahl, em MATERIAIS E METODOS.
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APENDICE B

Exemplo de calculo dos valores obtidos para analise da
eficiencia de amido de diversas fontes naturais (Tabela 9).
Amido de milho OFMS (amido soluvel)
Base de calculo 7,98 g de solugao de soro + dispersao de amido
% de sOlidos totais na amostra = 4,06%
Sélidos na amostra = 7,98 g x 0,0406 = 0,324 g = 324,41 mg
% de proteina na amostra = 0,42% (metodo de Kjeldahl)
Proteina na amostra = 324,41 mg x 0,042 = 1,36 mg
Peso dé precipitado seco = 42,7 mg
% de proteina no precipitado seco = 22,0% (método de Kjeldéhl)

Proteina no precipitado = 1,36 mg x 0,22 = 0,30 mg

Solido nao proteico no precipitado = 42,7 mg - 0,30 mg = 42,4 mg

% de solido proteico no precipitado = %égg = 0,70%
42,4

% de solidos totais recuperados = = 13,2%

324,41



