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Resumo

A clorofila € considerada, para além de um parametro indicador do sucesso (ou insucesso) do
branqueamento do 6leo vegetal, um composto prejudicial quer na avaliacédo final da cor do 6leo
vegetal refinado quer na estabilidade oxidativa do produto final. Assim, neste projeto, foi recriada
essa mesma etapa em laboratério, tendo em vista a otimizacéo das condi¢des de trabalho que
mais influenciam a remocéao de clorofila.

A medigédo dos niveis de clorofila é feita através de espectrofotoscopia UV/VIS em 6éleos vegetais.
Devido a tal facto, inicialmente foram comparados entre si trés métodos (AOCS Cc13d-55, AOCS
Ccl3i-96 e BFM 0a-8) usados na determinacdo da clorofila, de entre os quais se encontra o
utilizado na empresa atualmente. Os resultados mostraram que o método mais fiavel era o BFM

0a-8, sendo contudo necessario ajuste e validagdo do método.

Foi realizada também a validagdo através de Analise Estatistica — Seletividade; Linearidade na
gama de trabalho estudada (0,25ppm a 40ppm); Precisdo e Exatiddo apresentando ambos
resultados positivos; Limites de Detecdo e Quantificacdo que foram definidos em 33ppb e
106ppb, respetivamente; Estabilidade, Gama e Robustez. Para tal foi usado um
espectrofotometro Hitachi modelo U-2800 para obten¢éo de absorvancias, em comprimentos de
ondas previamente fixados (630nm, 662nm, 668nm, 670nm, 672nm e 710nm), com as quais sdo
calculados os valores da clorofila. Desta forma, e avaliando os pardmetros descritos
anteriormente pode-se concluir que o método é seletivo e linear, respeitando a equacdo Abs =

0,000058 - [Clorofila] com r?=0,9966, possuindo ainda uma boa precisdo e exatidao.

Foram depois iniciados os ensaios de otimizacdo do branqueamento na refinacdo de 6leos
vegetais. Os fatores considerados nesta melhoria foram: o tempo de contacto entre as terras de
branqueamento e o 6leo; a quantidade de terras de branqueamento adicionadas; a temperatura
de branqueamento, a percentagem de 6leo a ser usado para adicdo das terras e a temperatura
de adicdo das terras de branqueamento a este caudal secundéario. Os ensaios de tempo de
contacto foram efetuados a 20, 45 e 60 minutos sendo que a maior quantidade de clorofila
removida foi observada a 60 minutos. As diferentes quantidades de terras de branqueamento
adicionadas permitiram observar que a maior adicdo de terras de branqueamento origina uma
maior remocéao de clorofila. Tal como os ensaios da quantidade das terras de branqueamento, o
aumento da temperatura de branqueamento permite o aumento da remocéo de clorofila de forma
constante. Por fim, relativamente ao caudal de hidratacdo, foi possivel concluir que a sua
variacdo nao influencia a remocao de clorofila e, em termos da temperatura deste mesmo caudal

nao foi possivel obter qualquer tipo de conclusao perante os resultados obtidos.

Palavras-Chave: 6leo vegetal; branqueamento; refinagdo quimica; remogéo clorofila



Abstract

Chlorophyll is considered, in addition to a parameter indicator of the success (or failure) of the
bleaching vegetable oil, a harmful compound in the final evaluation of the color of refined
vegetable oil and the oxidative stability of the final product. Thus, in this project, it was recreated
this same stage in the laboratory, aiming the optimization of the working conditions that mostly

influence the removal of chlorophyll.

The measurement of chlorophyll is performed by spectroscopy UV/VIS in vegetable soybean oil.
Due to this fact, initially were compared three methods (AOCS Cc13d-55, AOCS Cc13i-96 and
BFM-8 0a) in the determination of chlorophyll within which the one currently used in the company.
The results showed that the most reliable method was BFMO0Oa-8, but further adjustment of the

slope.

Validation was also performed through the respective Statistical Analysis — Selectivity; Linearity
in the working range (0,25ppm to 40ppm); Precision and Accuracy presenting both positive
results; Limits of Detection and Quantification were set at 33ppb and 106ppb, respectively;
Stability, Range and Robustness. For this we used a spectrophotometer Hitachi model U-2800 to
obtain absorvances at wavelengths set in advance (630nm, 662nm, 668nm, 670nm, 672nm and
710nm), with which the chlorophyll values were calculated. This way, evaluating the parameters
described above it was concluded that the method is selective, linear, respecting
Abs=0.000058*[chlorophyll] with r2=0.9966, has good precision and accuracy. The LD and LQ
was 33,036 ppb and 106.2 ppb, respectively, and the stability of the samples over 72 hours are

satisfactory.

After the validation of the quantification method, tests to optimize the bleaching step in the refining
of vegetable oils were initiated. The factors considered relevant in this improvement were: contact
time between bleaching earths and the oil, the amount od bleaching earths added, the bleaching’s
temperature, the percentage of oil that is used for addition of earths and the temperature of
addition of bleaching earths to this secondary flow. Regarding the contact time trials at 20, 45 and
60 minutes, the largest amount of removed chlorophyll was observed at 60 minutes were made.
The different amounts of bleaching earths added allowed to observe that the biggest addition of
bleaching earths removal leads to a linear positive slope. Similarly to the trials of the quantity of
bleaching earth, the temperature increase of bleaching allows for increased removal of chlorophyll
almost linearly. Finally, compared to the flow rate of hidratation was concluded that the variation
of the quantity of flow does not influence the removal of chlorophyll and in terms of the

temperature of that flow has not been possible to obtain any defined correlation.

Keywords: vegetable oil; bleaching; chemical refining; clorophyll removal
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AOCS - American Oil Chemists’ Society
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Capitulo | - Introducao

| — Introducao

Um 6leo vegetal é um triglicérido, que apesar de poder ser extraido de diversas partes de uma
planta, é comercialmente extraido das sementes. O termo “6leo vegetal” pode ser usado quando
nos referimos a substancias que sédo liquidas a temperatura ambiente, ou de forma mais geral,
sem ter em conta o estado da substancia a uma dada temperatura. Por esta razdo, os 6leos
vegetais que sao solidos a temperatura ambiente sdo, por vezes, chamados de gorduras vegetais
(Andnimo, 2013).

Tendo em foco o 6leo vegetal alimentar, este € produzido mundialmente e tem tido um
crescimento continuo desde 1995, quase triplicando o seu consumo desde essa data. Contudo,
este 6leo ndo possui uma fonte Gnica, sendo as principais sementes usadas para a producao de
Oleo vegetal, as de Palma, Soja, Colza e Girassol (Statista, s.d.). Em termos de producéo global
destes mesmos 6leos, de acordo com a USDA, em 2014, a mesma pode ser observada, na

tabela seguinte:

Tabela 1.1 - Producdo Mundial dos Principais Oleos Vegetais (USDA, 2014)

Oleo Quantidade (Milhdes de toneladas)

Palma 62,84
Soja 46,75
Canola 26,20
Girassol 15,40

O processo de producdo de 6leos vegetais inicia-se, antes de mais, na extracdo do 6leo das
sementes da planta. Isto pode ser feito via extracdo mecanica ou por extracdo quimica usando
um solvente adequado. O 6leo extraido pode entdo ser purificado e, se necessério, refinado ou
quimicamente alterado (Anénimo, 2013). Contudo, é comum haver a combina¢&o dos dois tipos
de extragdo, quimica e fisica, de forma a maximizar o rendimento total de extracdo de o6leo.
(Andreson, 2005)

A extracdo mecénica, denominada “esmagamento” ou “compressao”, é tipicamente usada para
produzir 6leos mais tradicionais como azeite ou 6leo de coco. Existem diversos tipos de extragao
mecanica: extracdo por expeller-pressing € a mais comum, contudo screw press e Ghani (estilo

almofariz) sdo também usados (Anénimo, 2013).

A extragdo de 6leo vegetal para aplicagfes comerciais € geralmente feita utilizando extragao por
solventes, pois tem maiores rendimentos, sendo mais rapida e com menores custos. O solvente
mais utilizado nesta prética € o hexano. Esta técnica € usada para 6leos industriais mais recentes
como a soja ou o de milho. Como alternativa, pode ser usado diéxido de carbono supercritico

por ndo ser téxico (Anénimo, 2013).




Capitulo | - Introducao

Apesar de a extracdo do 6leo das sementes ser uma parte essencial do processo de producéo
de 6leos vegetais para consumo humano, o 6leo ndo pode ir diretamente para a mesa do
consumidor. Sendo a Sovena Oilseeds S.A. uma empresa alimentar, esta sujeita a fortes e
inimeras restricbes nos mais diversos parametros relativos ao 6leo refinado, incluindo andlise a
cor vermelha e amarela, sabor e cheiro. Para além da preocupacéo legal, a intengdo de fabricar
um produto final de qualidade superior e, ao mesmo tempo reduzir 0os custos, esta sempre

presente, de forma a melhorar o maximo possivel.

A grande maioria dos 6leos crus e gorduras consistem em mais de 95% de uma mistura de
triacilglicerois. A frac@o de ndo-triacilglicerois contém quantidades variaveis de fosfatideos, FFA,
produtos de oxidacdo, matéria nao-saponificavel (tocofendis, esterdis, hidrocarbonetos,
pigmentos e vitaminas) e outras impurezas. As quantidades destes componentes no 6leo cru
variam com a fonte, processo de extracéo, estacdo do ano e origem geografica. O objetivo da
refinacdo é remover estes componentes que tém um efeito adverso na qualidade do 6leo com o

minimo de degradacéo dos triacilglicerois (Karasulu, et al., 2011).

O processo usado na Sovena Oilseeds é conhecido como Refinagdo Quimica ou Caustica -
constituida por quatro etapas principais: Desgomagem/Neutraliza¢do, Lavagem, Branqueamento
e Desodorizacdo. Cada uma destas etapas tem um papel especifico na remocdo e/ou
estabilizacdo de compostos presentes no 6leo vegetal (Christenson, 1983), assunto que sera
posteriormente aprofundado neste documento. Para além disso € necessario ter em atencao o
facto de o 6leo ser apresentado ao consumidor em garrafas PET (transparentes), tornando claro
gue a etapa de branqueamento, ou seja, a remogéo da cor do 6leo, que € uma etapa importante,
sendo responsavel por eliminar as substancias que conferem cor inadequada e instabilidade ao

produto final.

Um dos pigmentos removidos no branqueamento e sob o qual ira incidir grande parte da atencao
deste projeto € o pigmento denominado clorofila. Este é um pigmento verde fotossintético,
encontrado em plantas, responséavel pela captacdo de energia luminosa, podendo, por isso,
intensificar o fenédmeno de fotooxidacdo nos 6leos vegetais (Batinas, 2006). Existem diversos
tipos de clorofila denominados de a, b, c1, c2 e d, sendo que a estrutura da clorofila c1 e c2 difere
bastante das restantes. Neste projeto serdo tratados com maior detalhe os tipos de clorofila a e

b, pois s&@o os Unicos que se encontram naturalmente em plantas e sementes de soja e colza.

Para a detecdo e quantificacdo da clorofila em 6leos vegetais é usada analise por espectroscopia
UVI/VIS por ser um método simples e de baixo custo. Contudo, sera necesséria a sua validagao
de forma a assegurar um método adequado a identificacdo e quantificacdo do parametro em
guestdo. Para tal, serdo analisadas as seguintes caracteristicas de desempenho do método:
linearidade, seletividade, limites de detecdo e quantificacdo, precisdo, exatiddo e a gama de
trabalho. Para além da validacdo do método ja implementado na empresa, serd também
analisado o desempenho do novo equipamento adquirido pela empresa para medicao da
clorofila, o Lovibond Série PFX995/950.
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Para a realizacao deste projeto serdo também avaliados os parametros que maior influéncia tém
no branqueamento e consequentemente na remocdo da clorofila: tempo de contacto,
temperatura de trabalho, quantidade de terras, percentagem de caudal retirado para adi¢do de
terras e variacdo da temperatura deste mesmo caudal; de forma a otimizar o processo,

compreender como 0 mesmo se processa e melhorar a qualidade do produto final.
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Il — RazOes para a Elaboracao deste Estudo

A etapa de branqueamento na refinacdo de 6leos vegetais € necessaria para remocao de
compostos especificos, que poderéo causar perda de qualidade do produto final, sendo para tal

adicionadas ao 6leo terras de branqueamento.
Esta etapa é especialmente importante pois:

e Permite alcancar 6leo refinado de elevada qualidade;
e Possui grande importancia na avaliacao da viabilidade econémica de todo o processo,

devido ao custo das terras e perda de éleo nesta etapa.

Contudo, apesar de a clorofila ser apenas uma das impurezas removidas na etapa do
branqueamento, a otimizacdo da sua extracdo é necessaria por: conceder uma cor verde ao
6leo, poder afetar de forma negativa a andlise da cor vermelha?, se decompor sob pH acido e na

presenca de oxigénio, e ter um impacto significativo na estabilidade oxidativa do éleo.

Houve portanto a necessidade de validar o método de quantificacdo da clorofila em dleos
vegetais implementado no laboratério, visto a Ultima avaliagdo ter sido feita hd mais de dez anos;
e de otimizar, dentro do possivel, a remocé&o de clorofila na fase de branqueamento de 6leos
vegetais. Assim, a otimizacéo devera ser realizada em laboratério e em caso de sucesso devera
entdo haver uma analise de custo-beneficio da implementagdo do método otimizado na

producéo, de forma a melhorar todo o processo.

Espera-se que este estudo forneca diversos beneficios como: a confirmacao laboratorial de que
a quantificacdo da clorofila est4 a ser devidamente feita; reducao de custos, se for viavel a
implementacdo de alguma melhoria no processo; e a investigacdo e revisdo de bibliografia
relativamente & refinagdo de Gleos vegetais para aplicagédo alimentar que podera contribuir para

a descoberta de avancos tecnolégicos eventualmente podendo beneficiar a Sovena.

1As xantofilas sdo uma substancia de tonalidade acastanhada escura e produto da oxidacdo do caroteno
qgue conferem a cor vermelha, em éleos vegetais. (Thurman, 1932)
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lIl — Grupo Sovena

1.1 - Historia do Grupo Sovena

A CUF, criada nos finais século XIX, era ja o maior grupo portugués no inicio do século XX, com
um complexo industrial no Barreiro e uma enorme abrangéncia de negécio, desde a construgao
naval até aos 6leos alimentares passando pelos adubos, téxteis e acidos. A Sovena viria a ser
criada, em 1956, numa parceria entre a CUF, a Macedo e Coelho e a Sociedade Nacional de
Sabbes, para comercializacdo de 6leos vegetais e sabdes. (Santos, 2012)

Contudo, em 1974, a instabilidade social e politica causada pelo fim da ditadura em Portugal
desintegraram a CUF. (Santos, 2012)

Com o regresso da estabilidade o grupo foi reconstruido comecando pela aquisicdo da
Sociedade ALCO em 1982, cuja area de negécio era a extracdo, pré-tratamento e embalamento
de 6leos alimentares, adquirindo de seguida a Fabrica Torrejana de Azeites em 1985. Na década
de 90, com o objetivo de reforcar a posicdo do grupo no mercado de Oleos e azeites, seguiram-
se as aquisi¢cdes da LUSOL (extracdo e pré-tratamento de Gleos e produgdo de sabdes) e da

TAGOL (extragéo e pré-tratamento de oleaginosas e soja). (Santos, 2012)

O inicio do século XXI ficou marcado pela reestruturagdo através da concentracéo das atividades
de extragcdo na antiga TAGOL e de embalamento na SOVENA Good Consumers, e de uma nova
vaga de aquisicdes devido a necessidade crescente de responder a um mercado mundial.
(Santos, 2012)

Estando ja em primeiro lugar na Peninsula Ibérica no ano de 2002, o Grupo decidiu expandir-se
para o Brasil, adquirindo assim novos ativos, em 2004, com a intencdo de relancar a marca
Andorinha no mercado Brasileiro. Seguiu-se, em 2005, a aquisicao de 80% do capital do maior

importador e embalador de azeite nos EUA. (Santos, 2012)

Atualmente com uma forte presenca em trés continentes, iniciou a criagcdo de negdcios em
Marrocos, a Soprolives; em parceria com a Bunge, constituiu a Biocolza, cuja principal atividade
consiste é a extracdo de semente de colza e comercializacdo de produtos dai resultantes; e
adquiriu também 80% do capital da Exoliva, empresa dedicada a preparacéo e embalamento de
azeitonas essencialmente para exportacdo e com uma posi¢ao relevante nos mercados Russo,

Ucraniano e Médio Oriente. (Santos, 2012)

Em 2007, na Tunisia, foi criada a Sovena MENA (Midle East & North Africa) para abastecer o
mercado tunisino e paises vizinhos; e foi constituida a Agrodiesel, uma parceria com a Diester,
cuja fabrica foi instalada junto da fabrica da Tagol tendo iniciado operagdo no mesmo ano.
(Santos, 2012)
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O ano de 2008 foi marcado pela reestruturacéo e unificacdo do grupo, passando a denominar-
se Sovena Group, com quatro unidades de negdcio distintas: Biodiesel, Agricultura, Oilseeds e

Consumer Goods. (Santos, 2012)

O Grupo Sovena é agora o segundo operador mundial de azeites, fisicamente presente em sete
paises — Portugal, Espanha, EUA, Brasil, Angola, Tunisia e Marrocos — e com exportacdes para
mais de 70 paises. O Grupo da emprego, em todo o mundo, a mais de mil colaboradores.
(Santos, 2012)

[11.2 - Historia da Sovena Oilseeds

A atual Sovena Oilseeds Portugal, S.A., teve inicio em 1973 por Fabricas Mendes Godinho S.A.,
como Tagol, com o intuito de desenvolver o negécio do fornecimento de matérias-primas a

indUstria de alimentos compostos para animais. (Santos, 2012)

Em 1975, iniciou o funcionamento a primeira fabrica de extracdo (Fabrica 1) que conseguia
processar até 400 toneladas de sementes de soja por dia. Neste periodo os navios eram
descarregados no meio do rio para bateldes e posteriormente descarregados para o cais da
Tagol. Por isso, em 1979, foi construido o silo portuario e ponto provisério de acostagem de
navios, tornando sendo assim possivel descarregar 0os navios graneleiros diretamente para as

instalacdes. (Santos, 2012)

Em 1981, entrou em funcionamento a segunda fabrica de extracdo (Fabrica 2) com
processamento de 1500 toneladas de sementes de soja por dia. Com a instalagédo desta fabrica
também foi elevada a capacidade de armazenamento de matéria-prima em 13500 toneladas, de
6leo em 8000 toneladas e de farinha em 5000 toneladas. Em 1983 e 1987, foram feitas
remodelagBes que permitiram um aumento da capacidade de processamento para 800 toneladas

por dia. E em 1988 arrancou a refinacdo de 6leos vegetais, (Santos, 2012)

No inicio do século XXI, a Sovena Oilseeds sofreu uma remodelacéo profunda. A Fabrica 1 ficou
somente dedicada a extracdo de éleo de girassol com uma capacidade de 800 toneladas de
semente por dia, entrou em funcionamento uma linha dedicada a producéo de farinha de soja,
com capacidade de 250 toneladas por dia, a capacidade de pré-tratamento foi aumentada de
150 para 220 toneladas por dia e a extracdo de girassol foi adaptada para extrair colza. (Santos,
2012)

Em 2007, surgiu a aposta numa area nao alimentar — o Biodiesel — com uma capacidade de

fabrico diaria de 300 toneladas. E em 2012 a nova Extracéo de Girassol e Colza. (Santos, 2012)

A Sovena Oilseeds Portugal atualmente esta vocacionada para o fornecimento de matérias-
primas para fabricas de racdes e producéo de 6leos vegetais de soja, colza e girassol, crus ou

refinados para alimentacdo humana. (Santos, 2012)



Capitulo IV — Refina¢do do Oleo de Soja e Colza

IV - Refinacdo do Oleo de Soja e Colza

IV.1 - Importancia de Refinacdo de Oleos Vegetais

Todas as gorduras e 6leos crus obtidos através de trituracdo e extracdo de sementes contém
inevitavelmente quantidade apreciaveis de outros componentes para além dos triglicéridos, como
acidos gordos, mono- e diglicerideos, fosfatideos, hidrocarbonetos, pigmentos, vitaminas,
glicolipidos, fragmentos proteicos, pesticidas e vestigios de metais. As quantidades variam
consoante as matérias-primas, processo de extra¢do, estacdo do ano e geografia do local de
producdo da matéria-prima. Por isso, remover totalmente ou para valores aceitaveis estes
componentes, sem perdas na qualidade do produto final e de forma econémica viavel, é o

objetivo principal da Refinacéo de Oleos Vegetais (O'Brien, 2009).

Para os 6leos tratados neste projeto, Oleo de Soja e de Colza, pode ser apresentada de forma
geral a Tabela 4.1 que possui os principais constituintes destes 6leos e as respetivas

concentracoes:

Tabela 4.1 - Constituintes do Oleo de Soja e Colza (Przybylski, 2014)

Componente Soja Colza ‘
Triglicéridos (%) 93,0-99,2 91,8-99,0
Fosfolipidos - -
Oleo cru Até 4,0 Até 3,5
Water-Degummed Até 4 Até 0,8
Acid-Degummed Até 0.2 -
FFA (%) 03-1 0,5-1,8

Insaponificaveis (%) 0,5-1,6 0,5-1,2
Tocoferéis (ppm) | 1700 -2200 | 700 — 1000
Clorofilas (ppm) Vestigios 5-35
Sulfato (ppm) Vestigios 3-25

Dois processos tém sido desenvolvidos com vista a esse objetivo: Refinagdo Quimica e
Refinacdo Fisica. A escolha do método a usar depende do tipo e da quantidade de 6leo cru a
processar, visto que o processo tecnolégico utilizado na remocao dos FFA difere entre ambos.
A refinacgéo fisica faz uso do baixo ponto de ebulicdo dos FFA quando comparado com o ponto
de fuséo dos triglicéridos, enquanto que na refinacdo quimica € usada uma solucédo alcalina para
neutralizar os FFA (Zeldenrust, 2014).
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IV.2 - Refinagao Quimica ou Fisica?

A Refinagdo Quimica é recomendada para 6éleos com baixo teor de acidez (FFA) e consiste em
quatro etapas principais: Desgomagem/Neutralizacdo, Lavagem, Branqueamento e
Desodorizacédo. Neste caso, a maioria dos FFA e outras impurezas sdo neutralizadas com uma
solucdo alcalina, geralmente Soda Caustica (NaOH), formando sabfes que sao depois

removidos por centrifugacdo e/ou lavagem (O'Brien, 2009).

A Refinacdo Fisica é recomendada para 6leos e gorduras com alto teor de acidez (FFA) e
consiste em quatro etapas principais: Desgomagem, Branqueamento, Destilacdo e
Desodorizacéo. (Tecnologias, 2014) Neste processo, os FFA sdo removidos por destilacdo
durante a desodorizacao sendo que os fosfatideos e outras impurezas devem ser previamente
removidos por destilacdo a vapor (O'Brien, 2009).

A Refinagdo Fisica comecou a ser utilizada em 1930 como um processo anterior & neutralizagédo
alcalina de produtos com elevado nivel de FFA. Contudo, sé em 1950 é que foi possivel refinar
fisicamente Oleo vegetal com baixos niveis de fosfatideos e elevados niveis de FFA, sendo que
s6 recentemente foi possivel refinar fisicamente Oleos vegetais com elevados niveis de
fosfatideos, como o 6leo de Soja e de Colza (O'Brien, 2009). Este bloqueio tecnoldgico foi uma
das principais razdes que levaram a Sovena Oilseeds S.A., anterior TAGOL, a optar pela

Refinacdo Quimica.

Para além do diferente desenvolvimento tecnoldgico, cada tipo de refinacdo possui 0s seus prés
e contras. As duas principais desvantagens relativamente a Refinacdo Quimica sdo os custos
com o tratamento do soapstock e das correntes de residuos, e a perda de 6leo neutro, que reduz
o rendimento global do processo. Para além disso, apesar de a Destilacdo na Refinacdo Fisica
conseguir remover os FFA e carotenoides, as restantes impurezas permanecerdo no 6leo como

0s carotenos, clorofila, fosfatideos, metais, agucares livres e lipidos oxidantes (O'Brien, 2009).

Por fim, apesar de a Refinagdo Fisica ser altamente favoravel economicamente para 6leos de
palma, as analises indicam que ndo existem vantagens/ganhos em termos de custos de
operacdo quando se refina fisicamente 6leo de soja ou colza. Um éleo refinado fisicamente é
equivalente a um dleo refinado quimicamente. Para além disso, o Oleo refinado fisicamente,
mesmo apds branqueamento, ainda pode apresentar problemas na estabilidade oxidativa e risco
de cor insatisfatoria pelo facto de que certas impurezas ndo estarem em conformidade com os

padrdes de qualidade exigidos (O'Brien, 2009).
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IV.3 - Refinagdo Quimica

Na Sovena, a refinacao do 6leo alimentar é feita através da Refinagdo Quimica pelos motivos

referidos na sec¢ao anterior, e apresenta as etapas referidas na figura seguinte:
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Figura 4.1 - Esquema Geral da Refinagdo Quimica (FEDIOL, 2014)

IV.3.1 - Desgomagem e Neutralizacdo (Degumming and Neutralisation)

IV.3.1.1 — Desgomagem (Degumming)

A desgomagem é frequentemente a primeira etapa do processamento de 6leos crus, que contém
quantidades relativamente elevadas de fosfolipidos, sendo a desgomagem utilizada para
remover esses fosfolipidos do 6leo cru de forma a melhorar a sua estabilidade fisica e facilitar a

restante refinacdo. FFA, pigmentos, e outras impurezas também sdo parcialmente removidos na
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desgomagem. A quantidade total de fosfolipidos no 6leo de soja cru varia entre 1,85% e 2,75%
e depende da preparacdo da semente e do método de extracdo empregue. (Hammond, Johnson,
Su, Wang, & White, 2005)

Fosfolipidos podem existir na sua forma hidratavel, que podem ser facilmente removidos através
da adicao de agua, ou na sua forma ndo-hidratavel, que sdo mais dificil de hidratar e remover.
Estes fosfolipidos ndo hidrataveis sédo sais de calcio e magnésio de acido fosfatidico, que sao
formados por hidrolise enzimatica dos fosfolipidos originais. Esta degradacdo pode ser um
resultado de dano sofrido durante o armazenamento ou mau manuseamento. (Hammond,
Johnson, Su, Wang, & White, 2005)

A extracdo dos fosfolipidos baseia-se no principio de que, quanto tratados com substancias
hidratantes, o complexo agua-fosfatideo torna-se mais denso que o 6leo e podem ser removidos
por precipitacdo ou centrifugagéo. Agua tem sido o agente hidratante mais comum na separacio
de fosfolipidos hidrataveis (cerca de 90% dos fosfolipidos presentes no 6leo cru séo hidrataveis)
podendo-se conseguir um rendimento na extracdo de 95%-98%. A quantidade de &gua
adicionada é crucial para um bom rendimento: se a agua adicionada for menor que a necesséria,
a hidratag&o ndo ir4 ocorrer de forma apropriada, e se a quantidade de agua foi maior que o valor
6timo haverdo grandes perdas de 6leo e um decréscimo da percentagem de fosfatideos no

resultado de gomas extraidas. (P. Eshratabadi, 2008)

Os fosfolipidos néo-hidrataveis sdo mais dificeis de remover e requerem um aumento de
temperatura juntamente com o uso de é&cido fosférico, acido citrico ou outra substéncia de
desgomagem. O acido fosférico ndo é hidratavel quando na forma de sais de célcio e magnésio
sendo necessario decompor o complexo fosfatideo/metal através da adi¢do de acido ou de um

agente complexante, seguindo-se a hidratagdo com agua. (Zufarov, Schmidt, & Sekretar, 2008)

0
]\lll/OH —
. Ho—FC 0
+ OH - - + /lllg/OH (ﬁ -
I e I T oK
——o—b0 O/\é,/OH PO " ou
H 0—Mg \OH H o "

Varios fatores que influenciam a hidratacao dos fosfolipidos tém sido documentados como a
quantidade da substéncia hidratante, temperatura de hidratacdo, tempo de residéncia, entre
outros. (P. Eshratabadi, 2008)
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Para além da remocéo dos fosfatideos, a desgomagem tem como objetivo (O'Brien, 2009).:

e Precipitar o calcio e magnésio como sais de fosfato insolGveis;

¢ Inativar os metais, como ferro e cobre, que poderao estar presentes no 6leo;
e Reduzir as perdas de 6leo neutro;

e Destabilizar e melhorar a remocao de clorofila no branqueamento;

e Melhorar a cor e a estabilidade do sabor do 6leo final refinado.

IV.3.1.2 — Neutralizacdo (Neutralisation)

A neutralizacdo é também referida como refinacdo caustica ou alcalina. A neutralizacéo é
conseguida através do tratamento do 6leo com uma solucdo aquosa alcalina (normalmente
hidréxido de s6dio) para neutralizar os FFA. Os sabdes formados (Fig. 4.3) na reacdo também
absorvem pigmentos, gomas e outras substancias ndo removidas na desgomagem. (Hammond,
Johnson, Su, Wang, & White, 2005)

Contudo a soda caustica ndo é completamente seletiva na reacdo com os FFA e fosfatideos; por
isso, alguns triglicéridos s&o hidrolisados e saponificados. E entio importante regular a for¢a da
soda caustica e a sua exposi¢cdo com o 6leo de forma a maximizar o rendimento do 6leo refinado
(Karasulu, et al., 2011).

A adicdo de excesso de soda caustica nesta fase tem de ser controlada pois, se a percentagem
em excesso for inferior ao adequado, o 6leo final ndo é neutro e existe uma maior probabilidade
de formacao de emulsdes. Se a percentagem de excesso for demasiado elevada, podera ocorrer
a saponificacao do 6leo neutro e portanto a forgca do NaOH, o tempo de mistura, temperatura e
a quantidade do excesso de soda caustica sdo parametros importantes no processo de
neutralizacdo. (O'Brien, 2009).

Functional group
“alkali"” OH-

Functional group
“acid” H+

$333888E AR Conae

Figura 4.3 - Reagido de Saponificacio dos Acidos Gordos N3o-Esterificados (Zeldenrust, 2014)

De seguida, o 6leo é centrifugado para remover a emulsdo e o soapstock do 6leo neutro. Nesta
etapa do processo, os fatores mais importantes a considerar sdo: a gravidade especifica de

ambas as fases, quanto maior a diferenca melhor; as baixas viscosidades; as elevadas

11
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temperaturas com o cuidado de evitar a saponificacdo ou deterioracéo do 6leo neutro; a forca da

centrifugacdo e o tempo de residéncia (O'Brien, 2009).

IV.3.2 — Lavagem (Washing)

O sabdo que permanece no 0Oleo, apés a centrifugacdo, ndo é aceitavel para continuar o
processamento do 6leo devido ao facto de colmatarem os filtros e porque o fésforo tem uma
grande afinidade para os sabdes. Por isso, € lavado com agua, de forma a ser possivel a remogao

por dissolu¢cé@o dos sabdes. (Christenson, 1983).

A temperatura da agua de lavagem é importante para uma separacéo eficiente na centrifuga,
idealmente devera estar cerca de 10-15°C acima da temperatura do 6leo a uma percentagem de
10% (Christenson, 1983).

A solucéo agua/sabdo é entéo separada do 6leo na centrifugadora na centrifugadora de lavagem
com &agua. E essencial manter uma temperatura constante e um fluxo estavel para uma

separacéao eficiente. (Christenson, 1983)

A agua de lavagem é conduzida para um tratamento de efluentes adequado.

IV.3.3 — Branqueamento (Bleaching)

Esta operacgao tem como objetivo a remocao de pigmentos do dleo, como clorofilas, xantofilas e
carotenoides, parcialmente destruidos durante a neutralizagéo (Batinas, 2006). No entanto, estes
pigmentos s&o s6 parte de uma enorme variedade de impurezas que o Branqueamento visa

remover. As outras fun¢des do branqueamento podem ser assim descritas (Alfa Laval, 2004):

e Decomposi¢éo e remoc¢ao parcial de produtos de oxidagéo;
e Remocéo de contaminantes como residuos de sabfes ou metais;
¢ Remocéo dos fosfatideos restantes;

¢ Remocéo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH’s).

Para tal, o branqueamento recorre a diversos agentes sendo que os mais utilizados séo as terras
de branqueamento naturais ou ativadas, o carvdo ativado e compostos sintéticos de silica

amorfa. (Alfa Laval, 2004) Estes agentes sdo misturados com o 6leo.
Podem-se descriminar dois tipos de branqueamento: dry bleaching e wet bleaching.

No dry bleaching, o éleo é aquecido (+/-100°C), misturado com uma solucéo de acido citrico (que
se ird ligar aos restantes metais e decompor sabfes residuais) e depois sera adicionado com

terras de branqueamento, carvao ativado ou uma mistura de ambos. Tal processo é feito em

12
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vacuo (max. 70 torr) para prevenir oxidacdo e reduzir a humidade no 6leo. De seguida, os

agentes de branqueamento séo removidos através do uso de filtros (Alfa Laval, 2004).
As principais vantagens do Dry Bleaching sé&o (Alfa Laval, 2004):

e Reduzido investimento inicial comparando com os restantes tipos de branqueamento;
e Facil operacao e controlo;
e Instalagdo requer espaco minimo;

e Consumo de energia minimo.

No Wet Bleaching adiciona-se uma pequena quantidade de agua ao 6leo enquanto este esta em
contacto com as terras de branqueamento. A presenca de pequenas quantidades de agua
aumenta a eficiéncia global pois, para além de reduzir a quantidade de terras de branqueamento
(reduzindo os custos), também reduz as perdas de 6leo derivadas da adicdo das terras de
branqueamento. Contudo, a 4gua introduzida no Gleo tera de ser removida, através do vacuo,

pois até mesmo a mais pequena quantidade ira afetar a filtracdo (Alfa Laval, 2004).
As principais vantagens do Wet Bleaching sao (Alfa Laval, 2004):

e Uso mais eficiente das terras de branqueamento;
e F&cil de combinar com o tratamento de silica;

e  Muito flexivel,

e Baixo consumo de terras de branqueamento;

¢ Reducdo de perdas de éleo na filtracéo.

Contudo, independentemente do tipo de processo usado, existem parédmetros inerentes ao
processo geral que necessitam de atencdo de entre 0os quais se devem destacar: procedimento,
tipo de adsorvente e dosagem usada, temperatura, tempo de residéncia e humidade (O'Brien,
2009).

IV.3.4 — Desodorizacdo (Desodorization)

A desodorizacdo € a ultima etapa da refinacdo que envolve elevadas temperaturas e vacuo,
durante a qual os FFA residuais e outras substéncias odoriferas, como aldeidos, cetonas,
peréxidos, alcoois, vestigios de pesticidas e outros compostos residuais (esterois e tocoferdis)
séo removidos para obter um 6leo sem cheiro nem sabor (Batinas, 2006). Para além disso, as
suas caracteristicas fisicas e quimicas devem ser garantidas para uma estabilidade a longo

prazo.

Nesta fase, o 6leo comeca por ser aquecido progressivamente, através de permutadores de calor
e um aquecedor no final, até aos 230-245°C, de forma a intensificar o processo. O 06leo é entao

introduzido num desodorizador, onde é também injetado vapor de arraste, entre os 230-340°C,
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que ira gerar turbuléncia no 6leo, facilitando a destilacdo dos compostos volateis e outros
componentes odoriferos. Depois sera arrefecido, através de permutadores de forma a melhorar

a eficiéncia energética de todo o processo, para posterior armazenagem (Batinas, 2006).

Ao 6leo desodorizado é adicionada uma solucdo de acido citrico a 20%, sendo usado para evitar
formacgdo de perdxidos e aumento da taxa de oxidagdo. Por fim, o dleo passa por filtros de
seguranca e recebe uma saturacdo de azoto para evitar oxidacdo nos tanques de
armazenamento (Batinas, 2006).

Relativamente aos residuos da desodorizacéo, sédo produzidos em média 1-1,5kg de destilados
por tonelada de 6leo, sendo que 50% sao acidos gordos e contém uma percentagem elevada de
tocofecois (Batinas, 2006).

A temperatura e 0 vacuo sdo dois parametros interrelacionados e dos mais importantes pois o
ponto de ebulicdo dos &cidos gordos e a pressdo de vapor dos materiais odoriferos decresce
com a diminuicdo da pressao absoluta, sendo que esta geralmente encontra-se entre os 2-4
mbar. Para além disso, é necessario ter cuidado pois uma temperatura excessiva resulta no
desenvolvimento de reacfes de polimerizacdo, isomerizacdo, cracking térmico, alteracdo da cor

e destilacao de tocofecois (O'Brien, 2009).

O tempo de retengéo é definido como o periodo de tempo em que o 6leo esta a temperatura de
desodorizagdo e sujeito & acéo do vapor. Este tempo de retencdo tem de ser suficiente para
reduzir os componentes odoriferos até ao nivel pré-definido. Esta variavel de processo s6
depende do tipo de equipamento usado; em geral, para sistemas de desodoriza¢éo batch séo 3
a 8 horas enquanto que para sistemas semi-continuos ou continuos varia entre 15 a 120 minutos
(O'Brien, 2009).
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V — Etapa de Branqueamento

No processo de refinagdo em 6leos vegetais mais propriamente na etapa de branqueamento,
recorre-se ao fendmeno de adsorgcdo para a remocao de diversos pigmentos. A adsorgdo
consiste na reten¢do de uma espécie quimica na superficie de um sélido. A substancia sobre
cuja superficie tem lugar a adsorcao designa-se por adsorvente. A substéncia adsorvida é

designada por adsorvato (Batinas, 2006).
O processo de adsorcédo depende de varios fatores (Batinas, 2006):

e Superficie do adsorvente;

e Natureza do adsorvato e sua interagdo com o solvente;

¢ Influéncia do solvente;

e Natureza das intera¢des entre a superficie do adsorvato e o soluto adsorvido;
e Estrutura da camada adsorvida;

o Efeito da temperatura.

Tém sido propostos diversos agentes quimicos mas 0s mais usados para a descloracdo e
purificac@o de 6leo alimentar sdo: terras de adsorcao, silica sintética e carvdo ativado (O'Brien,
20009).

V.1 - Adsorventes

A utilizacdo de terras para a remoc¢ao de pigmentos em 6leos vegetais ndo é um procedimento
novo. As terras de Fuller sdo utilizadas ha muito tempo na descoloracdo de 4leos vegetais sendo
materiais que ndo necessitam de nenhum tratamento fisico ou quimico, pois possuem uma
capacidade descolorante natural. Contudo o tratamento (fisico e/ou quimico) em alguns tipos de
terras incrementou as propriedades de adsor¢éo dos pigmentos presentes em 0Oleos vegetais.
Estas terras de branqueamento sdo entdo necessarias pois, se a clorofila ndo for removida, a
degradacéo do 6leo ocorrerd num curto periodo de tempo (Patricio, Hotza, & De Noni Junio,
2014).

Os adsorventes encontram-se geralmente na forma de p6 ou pequenos granulos tendo na sua
generalidade uma estrutura muito porosa, podendo estes poros representar até 50% do volume
total da particula. O fendmeno de adsorcao ocorre na superficie dos pequenos poros (Batinas,
2006).
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O adsorvente ideal deve ter como caracteristicas (Batinas, 2006):

e Alto poder descolorante;

e Na&o provocar a degradacdo de pigmentos;

e Boa filtragéo;

e Permitir incrementar a temperatura de branqueamento sem alteracao do 6leo;

e Baixa retencéo de 6leo nas terras;

e Produto final de qualidade;

e O adsorvente ideal deve ainda possuir uma afinidade elevada para os compostos a

remover e baixa afinidade para os outros compostos.

Terras de bentonite exibem propriedades de adsorc¢ao no seu estado natural, sendo classificadas
como terras de branqueamento naturais. A estrutura da rede molecular, tamanho da particula e
estrutura macroporosa sdo caracteristicas que afetam a capacidade das terras absorverem agua,
Oleo, fosfatideos, sabdes, pigmentos e metais. As melhores terras conseguem absorver 15% do
Seu peso em pigmentos e outras impurezas, mas retém 30% de 6leo neutro. Este tipo de terras
tem performances melhores no Branqueamento Atmosférico (sem adi¢do de vacuo) e sao
aplicadas em 6leos de facil branqueamento, como o de coco ou gordura animal. As terras de
branqueamento naturais ndo elevam o teor de FFA nem isomerizam grupos de acidos gordos
insaturados (O'Brien, 2009).

Terras de bentonite sdo também usadas para produzir terras de branqueamento ativadas, mas
tém uma elevada propor¢do de montmorillonite. Este silicato de aluminio hidratado tem uma
capacidade consideravel para trocar parte do seu aluminio por magnésio, metais alcalinos e
outras bases. Um facto interessante é que a maioria das bentonites que exibem alto poder de
branqueamento natural ndo podem ser usadas para ‘ativacdo’, e a maioria das terras para

produto de ativacdo tém uma baixa atividade para branqueamento natural (O'Brien, 2009).

O tratamento quimico das terras, de nivel variavel, com &cido hidrocloridrico ou sulftrico,
lavagem, secagem e moagem alteram os niveis de acidez, adsorcédo e distribuicdo do tamanho
de particula. Durante estes processos, a estrutura fisica e a composi¢do quimica das terras de
branqueamento sdo modificadas de forma a adquirirem caracteristicas especificas para o
processo onde irdo ser utilizadas. Uma terra de branqueamento eficiente é produzida com uma

superficie com a composi¢do quimica correta e distribuicdo de poros seletiva, em detrimento de
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outras caracteristicas. Em geral, as melhores particulas sdo aquelas com tamanho mais fino,
mas particulas demasiado pequenas criam graves problemas durante a filtragédo e a retencao é
aumentada. Portanto, o adsorvente usado devera ter o tamanho minimo possivel de forma a

possibilitar uma filtracdo sem problemas (O'Brien, 2009).

Um outro pormenor importante € o de que as terras de branqueamento ativadas normalmente
contém 10 a 18% de humidade para suporte das camadas de montmorillonite nas terras. Se as
terras forem completamente secas antes do branqueamento, as camadas colapsam e decresce

a superficie disponivel para absorver os pigmentos e outras impurezas (O'Brien, 2009).

Estas terras de branqueamento ativadas estdo mais predispostas a separar os residuos de
sab0es, a destruir peroxidos e produtos secundarios de oxidacdes e a promover isomerizagdes.
O ultimo efeito € mais pronunciado acima dos 150°C, o que é bem acima das condi¢des de
operacdo Otimas. As terras de branqueamento modificadas s@o especialmente uteis no

branqueamento dos 6éleos mais dificeis como o de soja. (O'Brien, 2009)

A acidez induzida numa terra de branqueamento tem uma grande ligagdo com o seu objetivo

final como pode ser visto na figura 5.1.
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“Organic’ e

Figura 5.1- Nivel de ativagcao necessario dependendo do composto a remover (Zeldenrust, 2014)

V.1.1.3 - Ativagdo dcida e adsorgdo do Pigmento

A ativacdo comeca com a separacao da bentonite do restante material como o calcario na prépria
mina e segue depois para a unidade de ativacdo, onde é esmagada até um tamanho
conveniente, e se necessario, o excesso de humidade é removido. A rocha granulada é entéo
misturada com uma porcdo de agua e acido, geralmente HCI ou H2SO4. A mistura é entao
aquecida até perto do seu ponto de ebulicdo por alguma horas até se atingir a qualidade do
produto necessario. Segue-se a lavagem até se obter o acido residual pretendido, e depois
secagem, moagem e empacotamento. A propor¢ao do acido usado e a duracédo da extracdo sao

fatores importantes para o sucesso desta operacao (List, 2009).
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As alteracdes fisicas e quimicas trazidas pela ativacdo podem ser observadas pela seguinte

sequéncia:

1. Catides de aluminio, magnésio e ferro séo ‘lixiviados’ pelo acido do centro das trés
camadas da estrutura octaédrica. Sao criadas lacunas na estrutura cristalina e é
aumentada a superficie interna.

2. Agora catides mais acidos (Al**, Mg?* e Fe?*) substituem os anteriores catides (Ca?*, Na*
e K*). Assim ocorre um aumento na concentra¢do de centros activos com maior acidez

— ndo apenas acidez total superficial (List, 2009).

Quando o 6leo com pigmentos entra em contacto com as terras ativadas, os caties dos centros
altamente acidificados esté@o prontos para doar um protdo ao pigmento, que geralmente contém
ligacdes electrofilicas preparadas para o receber, e assim se forma um ido carbénico
positivamente carregado. A molécula do pigmento é entdo agarrada pela superficie através de

atracéo electroestética (List, 2009).

O carvao € um material microcristalino obtido por decomposic¢éo térmica da madeira, de cascas
vegetais, entre outros produtos. O carvao ativado contém cerca de 95% a 98% de carbono, sendo
caracterizado pela sua porosidade e consequente elevada capacidade de adsorcdo. Assim, a
superficie especifica de 1g de carvao ativado, pode alcancar 600-1000m2 e ndo possuir qualquer
atividade biolégica. Os carvdes podem ser produzidos sob a forma de p6 ou na forma granular,

sendo o carvao em pé utilizado principalmente na adsorcédo em fase liquida (Batinas, 2006).

A atividade do carvdo ativado é determinada pelo estado quimico e elevada &area quimica
especifica. Muitas empresas usam o carvao ativado com moderacdo devido a problemas de
filtragdo, custo relativamente alto, e elevada retencdo de 6leo (150% do seu peso em 0leo).
Quando utilizado, € normalmente adicionado em conjunto com terras de branqueamento,
geralmente 5 a 10% do volume das terras. O carvao ativado € eficaz a remover certas impurezas
gue ndo interagem com as terras como por exemplo alguns compostos aromaticos que ndo sédo
volatilizados pela desodorizacdo podendo ser satisfatoriamente removidos com carvao ativado

tais como PAH’s (O'Brien, 2009).

A silica € um composto adsorvente amorfo sintético e quimicamente inerte com afinidade para
contaminantes polares. A area superficial, porosidade e humidade dos adsorventes de silica dao-

Ihe a capacidade de adsorver produtos secundarios da oxidagdo como aldeidos e cetonas,
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compostos fosfatidico, compostos sulfurosos, metais e sabfes. Geralmente a silica necessita de
um pouco de humidade pois esta mantém os poros abertos e ajuda a atrair impurezas polares.
Muitas das silicas sintéticas ndo tém capacidade de adsorcao significativa para carotendéides e
clorofilas, mas a remogdo das outras impurezas aumentam a eficacia das terras de
branqueamento. Geralmente a silica é introduzida antes das terras de branqueamento. Este
procedimento reduz a quantidade de terras de adsorcédo gastas necessarias para remover 0s
pigmentos (O'Brien, 2009).

V.2 - Adsorcao e Isotérmicas de adsor¢ao

A adsorgéo (fisica) € um fendmeno superficial, em que as moléculas da fase fluida s&o
reversivelmente retidas na superficie de um sdlido (adsorvente) por forgcas Van der Wall,
formando uma camada (monocamada) ou multicamadas de moléculas. Uma vez que a dsorgéo
é um fendmeno de superficie, é importante que os adsorventes proporcionem uma grande area
superficial externa e interna associada a estrutura porosa. A capacidade de adsor¢éo depende,
portanto, do tipo e tamanho dos poros, bem como a sua distribuicao, e da natureza da superficie

do adsorvente (Separagfes e Operacdes Unitarias, 2014).

Durante o processo de adsor¢do, estabelece-se um equilibrio de concentragdo para o adsorvato.
Quando o equilibrio termodinamico da concentracdo de adsorvato estiver estabelecido entre a

solucdo e o adsorvente, ndo ocorre qualquer adsorcdo adicional (Doran, 1996).

A particdo entre a fase fluida e a fase adsorvida envolve um equilibrio de fases baseado em
principios termodinamicos. A forma mais comum de descrever este equilibrio é expressar a
quantidade de soluto adsorvido por quantidade de adsorvente (q) em fungéo da concentracao do
soluto em solugédo (C) a temperatura constante. Uma expressdo deste tipo designa-se por

isotérmica de adsorcao (Separacdes e Operacdes Unitarias, 2014).

As isotérmicas de adsor¢éo, vulgarmente utilizadas em sistemas biolégicos de separagdo sédo

fundamentalmente de quatro tipos, conforme Fig. 5.2:
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Figura 5.2 - Isotérmicas de adsor¢do mais comuns (Anénimo, 2014)

As isotérmicas do tipo Linear ndo sdo muito frequentes, embora sejam uma boa aproximacéo
para sistemas de diluicdo elevadas. As isotérmicas do tipo Favoravel, resultam do facto de os
centros ativos com maior afinidade tenderem a ser preenchidos em primeiro lugar. As isotérmicas
de tipo desfavoravel, com forma cdncava, sdo indicativas de adsor¢do em varias camadas,

significando que a adsorgéo é do tipo ndo é favorecida (Belter, Cussler, & Hu, 1988).

A isotérmica de Freundlich tem sido usada para descrever a adsor¢ao de pigmentos durante o
processo de branqueamento dos 6leos vegetais. No entanto ainda permanecem por explicar
alguns aspetos relacionados com a adsor¢cdo de outros componentes, como os FFA’s e
fosfolipidos, a partir de sistemas de multicomponentes reactivamente complexos, como é o caso

dos dleos vegetais (Batinas, 2006).

V.3 - Parametros do Branqueamento

V.3.1 - Dosagem das Terras de Branqueamento

A quantidade de terras de branqueamento usadas depende do tipo de adsorvente e do tipo de
Oleo a refinar, bem como a quantidade a adsorver de pigmentos e outras impurezas. No entanto,
a percentagem de terras usadas variam entre os 0,15% e 0s 4% e s6 em casos extremos é que
sdo usadas quantidades mais elevadas. Como dito anteriormente, as terras ativadas sdo muito

mais eficientes do que as terras naturais em termos da eficiéncia no branqueamento, em
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particular em 6leo escuros ou com elevados teores em clorofila. Em termos de atividade de
adsorcdo, as terras ativadas sdo cerca de 1,2 a 2 vezes superiores como agentes de
branqueamento do que as terras naturais. Assim, € necessario o uso cuidado relativamente a
guantidade de terras ativadas pois, para além de uma dosagem correta ser mais rentavel, o uso
de terras em excesso pode conduzir a instabilidade oxidativa, do sabor e até da cor. A escolha
da quantidade correta de terras deve levar em consideracdo a remocéo de todas as impurezas
sendo que os perdxidos devem ser reduzidos até Oppb, a clorofila até 0,5 ppb, para 6leos de

soja, e o fosforo reduzido para menos de 1ppm (O'Brien, 2009).

V.3.2 — Temperatura

As terras de branqueamento bem como o carvdo ativado devem ser misturadas no 6leo a
temperaturas relativamente baixas (70°C), sendo posteriormente a temperatura da mistura
aumentada para 90-100°C. Testes mostram que o Oleo escurece quando os adsorventes sdo

adicionados quentes ao 06leo, sendo este efeito causado por:

e Adicdo do adsorvente ao 6leo quente reduz a capacidade de adsorcdo porque a
humidade é expulsa demasiadamente rapida causando o colapso da estrutura cristalina,
0 que reduz a area de superficie efetiva para a adsor¢éo de impurezas e pigmentos;

e O 0leo fica desprotegido com a oxidacdo quando aquecido antes da adicdo do

adsorvente, o que causa alguma fixagéo da cor. (O'Brien, 2009)

A atividade das terras de branqueamento aumenta proporcionalmente com a temperatura
através da reducéo da viscosidade do 6leo, mas a descoloragédo decresce apos a temperatura
6tima. A temperatura 6tima varia de acordo com o tipo de 6leo e o tipo de branqueamento usado
mas para a maioria dos Oleos alimentares encontra-se entre os 70 e os 110°C. Contudo, a
temperatura afeta outras propriedades do 6leo, por isso deve ser mantida o mais baixo possivel
para evitar danos no produto, mas elevada o suficiente para que haja adsor¢cdo adequada de
impurezas e pigmentos. Por exemplo, baixas temperaturas favorecem a retencdo dos pigmentos
na superficie de adsorcéo, enquanto que elevadas temperaturas favorecem a circulagdo dentro
dos poros, onde ocorre a quimisorgdo, que promove alteragdes estruturais no grupo de acidos
gordos insaturados. Temperaturas extremamente elevadas devem ser evitadas para prevenir a
isomerizacdo de acidos gordos insaturados e excessivo desenvolvimento de FFA (O'Brien,
20009).

21



Capitulo V — Etapa de Branqueamento

V.3.3 - Tempo de Residéncia

Em teoria, a adsorgdo deveria ser instantanea; contudo, na pratica, o indice de cor decresce
muito rapidamente durante os primeiros minutos em que o adsorvente entra em contacto com 0
oleo e estabiliza quando atinge o equilibrio e a cor ja ndo é removida. E necessario tempo para
0 adsorvente libertar toda a humidade ligada e ocupar com pigmentos e impurezas até a
capacidade total. Geralmente, o tempo de contacto ideal é de 15 a 20 minutos, para temperaturas
abaixo dos 100°C (O'Brien, 2009).

V.3.4 — Humidade

A presenga de alguma humidade é essencial para uma adsorcéo e agcdo de branqueamento.
Terras de branqueamento completamente secas antes de serem usadas revelaram-se inativas.
Os adsorventes normalmente contém 10% a 18% de humidade, que atua como um suporte
estrutural. Durante o branqueamento, é necessario remover a humidade para se obter a
capacidade de adsor¢éo ideal; os pigmentos e as impurezas ndo podem ser adsorvidos até a
sua maxima capacidade se a humidade nédo for removida. Esta é removida através do aumento
da temperatura do 6leo e da presenca de vacuo. Contudo a humidade ligada ndo é removida
enquanto ndo forem atingidas as temperaturas de branqueamento mais elevadas (O'Brien,
20009).

Oleos neutros lavados n&o contém menos de 0,1% de humidade, tendo no um maximo de 1%
de humidade. Testes revelam que um 6leo levemente molhado pode ser benéfico para a remocgéo

de pigmentos e percursores de sabor para se obter um 6leo mais leve e estavel (O'Brien, 2009).

V.4 — Filtracdo

ApOs o adsorvente ter capturado seletivamente as impurezas, deve ser removido do 6leo, pois
caso contrario tornar-se-a um catalisador para o desenvolvimento de cor e reacdes indesejaveis.
Para tal pode ser usada uma etapa de filtracdo cujo material filtrante mais comum séo os filtros

de papel ou pano, malhas e membranas (O'Brien, 2009).

Os trés passos da filtracdo séo: precoating, filtracao e limpeza. O precoating serve para proteger
o filtro, providenciar claridade imediata, melhorar o fluxo, e ajudar na remocé&o do bolo durante a
limpeza do filtro (O'Brien, 2009).
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Figura 5.3 - Representagdo do Principio base do Precoating (Amafilter Group, 2008)

Diversos indicadores séo utilizados para determinar o ponto em que os poros do filtro ficam
preenchidos com sélidos do 6leo branqueado: quando a queda de pressao baixa demasiado,
guando um valor predeterminado de caudal decresce, ou quando é alcan¢ado o nivel de carga.

A paragem prematura é geralmente derivada de (O'Brien, 2009):

e Caudal de entrada inadequado;

e Caudal demasiado elevado, o que pode causar empacotamento dos solidos;

e Caudal demasiado baixo, o que pode fazer com que os solidos precipitem e blogueiam
a passagem da corrente;

e Blinded screens, que ird reduzir a superficie do filtro;

e Se acarga de sélidos exceder a capacidade do filtro.

V.5 — Pigmentos

A cor de um dleo alimentar pode derivar de diversos pigmentos presentes em diferentes
concentragdes no 0Oleo, sendo que se considera que s6 quando as impurezas do 6leo sdo

removidas é que a verdadeira cor do 6leo se torna visivel.
Neste contexto, a cor do produto final € condicionada por dois fatores (Patterson, 2009):

¢ Como a natureza quimica de cada pigmento difere, a cor ira depender do processo de
remocéo utilizado;
e Pode ocorrer decomposicdo dos principais pigmentos ou rea¢cdes com compostos ‘non

fatty’ presentes no éleo.

A coloracao dos 6leos vegetais é devida em grande parte a presenca de clorofilas a e b, feofitinas,

carotenos, xantofilas e outras substancias, sendo que a quantidade de cada pigmento depende
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das caracteristicas da semente e condicbes de armazenamento e processamento. (Batinas,
2006) A quantificacdo destes compostos numa fase inicial do processo € importante pois grande
parte destes compostos séo de origem natural, como a clorofila e os carotenoides, sendo que os
restantes de origem oxidativa, como as feofitinas. Estes Ultimos sdo responsaveis por coloracdes
acastanhadas e podem tornar-se um problema pois ndo sdo facilmente adsorvidos pelos
adsorventes utilizados no branqueamento de 6dleos.

V.5.1 — Clorofila

As clorofilas sdo os pigmentos naturais mais abundantes presentes nas plantas. As diferencgas
na cor de uma planta sao devidas a presenca e distribui¢cdo varidvel de outros pigmentos, como
os carotenoides, os quais acompanham sempre as clorofilas. Atualmente estes pigmentos sao
de grande importancia comercial, podendo ser utilizados como pigmentos ou antioxidantes
(Batinas, 2006).

As clorofilas sédo pigmentos fotosensibilizadores encontrados em quantidades significativas nos
Oleos de soja e colza (2-4 ppm) que para além de intensificarem o fendmeno de fotooxidagéo e
tornarem o 6leo instavel para desodorizacdo, sdo quimicamente instaveis podendo ser facilimente
alterados ou destruidos sob fatores como luz, calor, acidos, oxigénio e degradacdo quimica
(Streit N. M., Canterle, Canto, & Hecktheuer, 2005).

As clorofilas sdo moléculas formadas por complexos derivados da porfirina, tendo como &tomo
central magnésio (figura 5.4) e uma estrutura macrociclica assimétrica insaturada. A diferenca
entre a clorofila a e b, que se encontram nas proporcdes 3:1, é o substituinte no carbono C3.
Enquanto a clorofila a contém um grupo metil, a clorofila b contém um grupo aldeido (Batinas,
2006).

24



Capitulo V — Etapa de Branqueamento

Clorofila a @ = ——CH,
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Figura 5.4 - Clorofila a e b (Streit N. M., Canterle, Canto, & Hecktheuer, 2005)

A clorofila, na refinacdo de 6leos, funciona como um indicador de sucesso do processo de
branqueamento, tendo portanto de se realizar um controlo para garantir a qualidade final do 6leo.
Estes pigmentos tém um espectro de absorcao caracteristica que permite uma fécil identificacao.
A cor verde deve-se a fortes absorcBes nas regibes do azul e vermelho do espectro
eletromagnético na zona do visivel, tendo absor¢do méxima nos comprimentos de onda: 630.
662, 668, 670, 672 e 710nm (Batinas, 2006).

Os dois produtos da degradacdo da clorofila sdo o feoforbideo e a feofitina (feopigmentos)
(Fig.7). Estes compostos interferem na determinacdo da clorofila pois adsorvem luz na mesma
regido do espectro podendo causar erros significativos na determinacdo de concentracdo da
clorofila. Esta degradacgdo da clorofila (feofitizagdo) ocorre porque o 4tomo de magnésio é
substituido por um atomo de hidrogénio. Esta perda do atomo de magnésio € extremamente
rapida em meios acidos, contudo a clorofila é relativamente estavel em meios alcalinos (Batinas,
2006).

Para além da sua degradacéo (Fig. 5.5) € necessério ter outros cuidados pois a clorofila é capaz
de induzir e/ou participar em reacdes fotoquimicas, das quais se devem salientar duas delas. A
primeira baseia-se na promoc¢ao do fotosensibilizador ao estado excitado por absorgéo de luz,
ocorrendo a transferéncia do eletrdo entre a clorofila e componentes do sistema, gerando ibes-
radicais. Estas espécies muito instaveis tendem a reagir com o oxigénio no estado fundamental,
resultando em produtos de oxidacdo. A segunda baseia-se na transferéncia de energia do
sensibilizador em estado excitado para o oxigénio, levando a formagdo de uma espécie reativa
de oxigénio. Esta tende a interferir nas ligacdes duplas e a promover reagBes de oxidagdo
(Batinas, 2006).
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Figura 5.5 - Esquema de Degradagdo da Clorofila (Streit N. M., Canterle, Canto, & Hecktheuer, 2005)
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VI — Espectroscopia

A espectroscopia molecular é o estudo da interacéo entre ondas eletromagnéticas com a matéria.
Existem diversas formas de radiacdo eletromagnética que apesar de viajarem a mesma
velocidade diferem, entre elas, em termos de frequéncia e comprimento de onda (Kumar, 2006).
Na Figura 6.1 apresenta-se 0 espectro eletromagnético:
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Figura 6.1 - Representagao Esquematica do Espectro Eletromagnético

O termo “espectroscopia”’ designa toda a técnica de levantamento de dados fisico-quimicos
através de transmisséo, absorcdo ou reflexdo de energia radiante incidente numa amostra.
Existem diversos ramos na espectroscopia dependendo da grandeza fisica a medir, de entre os
quais iremos destacar a espectroscopia eletromagnética, usada no nosso estudo. Esta envolve
espectroscopia de fotbes, na regido do ultravioletal/visivel (espectrofotometria). A andlise por
espectroscopia tem sido amplamente utilizada por ser um método simples, de baixo custo e fiavel
(Reis, 2006).

VI.1 — Espectrofotometria

A espectroscopia de absor¢cdo UV-VIS utiliza radiacédo eletromagnética entre os 190 nm e os 800
nm, sendo dividida em duas regides: ultravioleta (UV, 190 — 400nm) e visivel (VIS, 400 — 800nm).
Por vezes, a absorcao de radiacdo ultravioleta e visivel € chamada de espectroscopia electrénica

pois leva a transicao entre niveis de energia eletrénicos de uma molécula (Kumar, 2006).

Em termos analiticos, sdo dois os principios que regem a espectroscopia de absorcao de luz:
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1. Lei de Lambert: A proporcao de luz incidente absorvida por um meio transparente é
independente da intensidade da luz. Assim sucessivas camadas de igual espessura

irdo transmitir uma proporgédo igual de energia incidente;
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Figura 6.2 - Representacgao da Relagdo entre Transmissdo e Absorgao (Biochrom, 2014)

2. Lei de Beer: A absorcao da luz é diretamente proporcional a concentracdo do meio

absorvente e a espessura do meio absorvente (Biochrom, 2014)

Uma combinacéo das duas leis, conhecida como Lei de Lambert-Beer, define a relagdo:
A =—log,,I/I,) =ex[C] x1

Onde A é a absorvancia medida, lo é a intensidade da luz incidente a um dado comprimento de
onda, | é a intensidade transmitida pela amostra, | € o caminho percorrido pela luz, e € é uma
constante conhecida com absortividade molar e [C] é a concentracdo da substancia em mol/L.
(Reis, 2006) E importante referir que o &, coeficiente de extingdo molar, é em fungdo do
comprimento de onda e a Lei de Lambert-Beer s6 é verdadeira para a radiacdo de um Unico

comprimento de onda, ou luz monocromética (Biochrom, 2014).

Assim, € vantajoso que as solugBes obedecam a Lei de Lambert-Beer pois a absorvancia é
diretamente proporcional a concentragdo, bastando determinar um nimero reduzido de pontos

para estabelecer a curva de calibracéo (Reis, 2006).

Este coeficiente de extincdo molar de uma substéncia, a clorofila, sera posteriormente
investigado neste projeto. E uma constante e uma caracteristica de uma espécie absorvente

(molécula ou iao) num particular solvente num comprimento de onda especifico (Kumar, 2006).
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A espectroscopia UV-VIS é feita com recurso a solu¢des muito diluidas (como no caso de
algumas solugdes-padrédo feitas neste projeto) e um dos critérios mais importantes € a escolha
do solvente, devendo o solvente deve ser transparente no comprimento de onda a ser
examinado. O diclorometano, usado na Sovena, ndo pode ser usado em comprimentos de onda
abaixo dos 220 nm pois abaixo desse limite ira apresentar excessiva absorvancia e portanto nao
podera se usado. Para além disso, o solvente deve ser de elevada pureza e ndo polar para nédo
interagir com as moléculas de soluto. Contudo, solventes polares como alcoois ou agua podem
estabilizar ou destabilizar as orbitais moleculares da molécula interferindo com a leitura de
absorvancias (Kumar, 2006).

A clorofila possui um espectro de absorgéo caracteristico que permite uma fécil identificagdo. A
cor verde deve-se a fortes absor¢cbes nas regides do azul e vermelho do espectro
eletromagnético na zona do visivel, tendo a absor¢do maxima nos comprimentos de onda de
630, 662, 668, 670, 672 e 710 nm (Batinas, 2006).
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Figura 6.3 - Espectro de Absorc¢do da clorofila (Steer, 2014)

VI.1.1 — Instrumentacao

Os espectrofotometros, como dito anteriormente, permitem obter informacéo sobre a absorcao
de uma amostra inserida no caminho Otico do equipamento e possuem as seguintes

caracteristicas:
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Permite selecionar o comprimento de onda da radiacdo adequado a andlise de um
determinado componente;

Permite medir a distancia do feixe emergente que corresponde a um determinado feixe
incidente, convertendo o sinal recebido no detetor em medida de absorvancia para o
comprimento de onda em analise. Noutras palavras, permite comparar a nossa andlise
com um branco pré-estabelecido;

Permite determinar a concentracdo para uma espécie em solucao a partir do grafico de

variacdo de absorvancia em fungéo da concentracao de varias solugdes-padrao.

Figura 6.4 - Espectrofotometro usado no laboratério

Os componentes principais (figura 6.5) de um espectrofotometro e as respetivas fungdes sao as

seguintes:

Fonte de Luz: composta por uma lampada de deutério (UV) e uma lampada de tungsténio
(luz visivel);

Monocromador: separam a luz incidida em varios comprimentos de onda;

Cuvete: recipiente utilizado para conter a amostra. Podem ser de quartzo, vidro ou
acrilico, porém recomenda-se que seja usada uma cuvete de quartzo pois o vidro e o
plastico absorvem UV e causam a reflexdo da luz visivel. Normalmente tém 1 cm para
facilitar os calculos referente a Lei de Lambert-Beer ;

Detetor: dispositivo que deteta a fracdo de luz que passou pela amostra e transfere para

0 visor ou computador acoplado ao aparelho.
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Figura 6.5 - Esquema da Instrumentag¢ao necessdria a um espectrofotémetro

VI.2 — Métodos para Determinacao da Concentracdo de Clorofila

A determinacgéo da concentracdo de clorofila em Oleos vegetais pode ser determinada através
dos seguintes métodos de referéncia: Método Oficial AOCS Cc 13d-55, Método AOCS Cc13i-96,
0 Método BFM 0a-8, descritos de seguida. Estes tém como objetivo a determina¢éo do conteddo
em clorofila presente num O6leo, expresso em mg/kg, pela medicdo da absor¢cédo
espectrofotométrica a 630, 662, 668, 670, 672 e 710nm.

Os trés métodos anteriormente referidos serdo comparados entre si e posteriormente
comparados com o método j& implementado na Sovena, de forma a verificar se o método

implementado para a quantificacéo de clorofila € o mais adequado.

VI.2.1 - Método AOCS Cc 13d-55

Este método, descrito no Anexo 1, é usado para determinar a quantidade de clorofila a (ppm) em
Oleos através de medicdes da absorgdo espectrofotométrica a 630, 670 e 710nm. Aplicavel a
Oleo refinados e branqueados. Este método ndo pode ser aplicado a 6leos hidrogenados,
desodorizados ou produtos acabados, visto que nesses 6leos processados, a absorcao maxima

nao ocorre a 670nm.
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Os calculos utilizados por este método sao os seguintes:

_ (Ag30 + A710)
2

F xl

Clorofila (ppm) =

Onde: A — Absorvancia no comprimento de onda respetivo (nm);
L — comprimento da cuvette (cm);

F é o fator especifico de cada espectrofotometro.

Este método, descrito no Anexo 2, determina o total de pigmentos de clorofila, expresso em
feofetinas a, em Oleos vegetais crus. Este método é apropriado para a determinacéo de clorofila
com quantidades superiores a 1 ppm. Os pigmentos sao determinados através da medicao de
absorvancias a 670nm e calculando a teor através da absortividade de feofetinas a (pigmento de

clorofila mais abundante em 6éleos vegetais crus).

Os calculos utilizados neste método sao:

(Ag70 — 0.5 X Agzp — 0.5 X A719)

Clorofila (ppm) = 345.3 X 7

Eq. 2

Onde: A — absorvancia no comprimento de onda respetivo (nm);

L — comprimento da cuvette (mm)

Este método, descrito no Anexo 3, é usado para determinar a concentracdo de clorofila a em

Oleos vegetais através da medicao de absorvancia espectrofotométricas.
Este método é aplicavel a 6leos crus, refinados e branqueados.

Agzo + A710

Absorvancia Corrigida = max{Aee2 668670672} — 2

Eq.3

Onde: A — absorvancia no comprimento de onda respetivo (nm);
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gclorofila

Factor de Diluicao =
gclorofila + Isolvente

Eq.4

Absorvancia Corrigida X 1000
L X Factor de Diluicao x 0.04074 (absortividade)

Clorofila (ppm) =

Eq.5

Onde: L — comprimento da cuvette (mm). No caso de nao haver diluicdo considera-se que o

factor de diluicdo é iguala 1

VI.2.4 — Método usado atualmente na Sovena

Este método é baseado no método apresentado anteriormente da BFM 0a-8. Contudo o
coeficiente de extingdo molar ou absortividade, foi ajustado pela empresa ao adquirir 0
equipamento. Esta constante foi ajustada para o valor de 0.05452, continuando a apresentar o

resultado em ppm.

A . Agzo + A710

Absorvancia Corrigida = max{Aee2 668,670,672} — —
Eq.6

Onde: A — absorvancia no comprimento de onda respetivo (nm);
cl la ( ) = Absorvancia Corrigida x 1000
orofila (ppm) = L X Factor de Diluicao x 0.05453 (absortividade)
Eq.7
e~ gclorofila
Factor de Diluicdao =
gclorofila + Ysolvente

Eq.8

Onde: L — comprimento da cuvette (mm). No caso de ndo haver diluicdo considera-se que o fator

de diluicdo é igual a 1

VI.3 — Validacdo do Método

A validacao de uma metodologia analitica € um dos procedimentos basicos em sistemas de

gualidade e integra programas de boas praticas de laboratério, visando assegurar que o método
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utilizado é adequado ao que se pretende identificar ou quantificar. Uma metodologia analitica
deve ter praticabilidade, ou seja, deve ser capaz de analisar um ndmero significativo de amostras,

em pouco tempo e com custo reduzido (Reis, 2006).

Assim, o objetivo principal da validacdo de um método analitico € demonstrar que o0 mesmo é
adequado para o fim proposto, no caso em estudo para a medicdo de clorofila em o6leos

alimentares, que o método é de confianga e os resultados fiaveis.
De modo geral, a validacéo devera ser feita quando:

e E desenvolvida uma nova metodologia analitica;

o Uma metodologia jA empregue é reavaliada e ajustada a novos parametros;

o Existe alteracao significativa dos resultados com o passar do tempo;

¢ A metodologia analitica ja utilizada vai ser realizada por um novo analista ou um novo
equipamento;

e Para demonstrar a igualdade entre dois métodos (Reis, 2006).

Este tipo de acao visa diminuir ou controlar fatores que poderéo levar a imprecisdo ou inexatiddo
de um resultado obtido, como variabilidade de amostras, contaminacdes, uso de reagentes
inadequados, pipetagem errada, variacbes de temperatura, variacbes e descuidos na
manutencé@o dos equipamentos, além de calibragdo ineficiente, analista ndo preparado para a
tarefa ou perdas durante a analise. Os estudos de validagdo devem ser representativos, ou seja,
devem ser conduzidos em condicdes proximas as de uso normal do método, cobrir as gamas de

concentracao e os tipos de amostras rotineiras (Reis, 2006).

A validac@o do método de ensaio deve compreender 4 etapas diferentes: o planeamento das
andlises, a realizacao das analises, a interpretacdo dos resultados e a documentacéo dos dados
obtidos (Reis, 2006).

A primeira etapa deve definir quais as caracteristicas de desempenho que se aplicam ao
procedimento, e quais as necessidades e disponibilidade de dinheiro a ser gasto no processo. O
planeamento de uma validagdo pode reduzir o numero de analises e aumentar a qualidade dos
resultados. Devem também ser definidos: a aplicacao e o objetivo do método, as caracteristicas
de desempenho, os parametros de aceitacao e os procedimentos operacionais para a validagédo
(Reis, 2006).

Para definir as caracteristicas de desempenho de uma validagdo podem ser usados materiais de
referéncia certificados, padrdes comprados de laboratérios ja com uma concentracdo pré-
definida e garantida de analito, ou usar matrizes brancas adicionadas de analito em

concentracdes definidas (Reis, 2006).

A validag&o deve ser claramente documentada e sem ambiguidades, pois a metodologia depois
de validade deve ser procedida sempre da mesma forma, sem nenhuma mudanga de conduta,

de forma a minimizar a introducéo de variacdo acidental no método (Reis, 2006).
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Apés a validacdo da metodologia analitica € necessario que amostras de concentracfes
conhecidas e padrbes sejam analisados frequentemente como controlo de qualidade, pois as
andlises de rotina contém concentragGes desconhecidas que ndo permitem avaliar a eficiéncia e

precisédo do método (Reis, 2006).

VI.3.1 - Caracteristicas de Desempenho

As caracteristicas de desempenho comummente usadas na validacdo de uma metodologia
analitica sdo: Especificidade/Seletividade; Estabilidade das Solucdes; Linearidade; Precisdo
(repetibilidade e reprodutibilidade), limites de detecdo e quantificacéo, Exatiddo e Robustez
(Ferreira, 2013).

A Seletividade é a capacidade de um método identificar e distinguir um analito em particular
numa mistura complexa sem interferéncia dos outros componentes. Diz-se que um método é
especifico quando permite discriminar o analito relativamente a outras substancias,
eventualmente presentes na amostra a analisar, ou seja, quando oferece garantias que a

grandeza medida provém apenas do analito (Castro, 2000).

Os interferentes da andlise poderdo ser: compostos adicionados, produto de degradacao,
impurezas do processo, compostos de sintese, solventes residuais, extrataveis da embalagem,
etc; solventes utilizados em laboratério; ou compostos provenientes do tratamento da amostra
(Ferreira, 2013).

Para avaliar as interferéncias poder-se-a realizar um teste de recuperacgdo utilizando uma série
de amostras, com a mesma matriz, em que apenas varia a concentragdo do analito em
proporcdes conhecidas e ao longo de toda a gama de trabalho. Convém que as amostras sejam

realizadas em duplicado e em condi¢Bes de repetibilidade (Castro, 2000).

A linearidade € a habilidade do método analitico em produzir resultados que sejam diretamente
proporcionais a concentracdo do analito existente nas amostras, numa determinada gama de
trabalho. Esta caracteristica mede a proporcionalidade entre a concentracdo do analito ou

concentracdo verdadeira com o resultado obtido nas andlises. Ndo basta que a concentracédo
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realmente existente na amostra seja proporcional ao valor encontrado na analise, mas que a

curva-padrdo tenha repetibilidade constante (Reis, 2006).

Para a correta determinacéo da linearidade é necessario no minimo (Ferreira, 2013):

5 Niveis de concentracéo;

Concentracfes igualmente distribuidas ao longo da gama de trabalho;

Padrdes preparados no mesmo meio que a amostra;

30 Observacdes:
o Uma Solucdo-Méae: 5 niveis de concentracdo de analito diferentes com 6
leituras por nivel;
o Trés SolugBes-Mae: 5 niveis de concentracdo de analito diferentes com 2
leituras por nivel de cada solucdo preparada a partir da correspondente
solucado-mae;

e Solugdes preparadas de modo a se realizar 3 ensaios de linearidade independentes.

No estudo da linearidade existe uma grandeza aleat6ria, chamada de sinal, sendo esta no nosso
caso a absorvancia, e uma grandeza controlada, no nosso caso a concentracdo de clorofila.
Assim, o valor de r, conhecido por ser o coeficiente de correlagdo de duas variaveis aleatérias,
n&do possui interpretacao pois uma das grandezas € controlada. Deste modo a qualidade da reta
é dada pelo coeficiente de determinacéo r2. Este coeficiente mede a fracdo da variancia de y que
€ explicada pela reta de regresséo linear. A variancia dos valores experimentais de y é composta

por duas parcelas (Ferreira, 2013):

e Variancia ndo explicada pelo modelo linear — a variancia residual que é independente

dos valores de x e que mede a disperséo dos valores de y em torno da reta de regressao;

e Variancia explicada pelo modelo linear — a variancia das ordenadas y da reta de

ajustamento e, por consequéncia, dependente de x.
A forma algébrica da equacgéo de uma reta é dada por:
y=a+bx
Eq.9
Onde a representa a ordenada na origem e b o declive da reta.

A reta é formada por um conjunto de pares ordenados e independentes (x,y). O coeficiente de
correlacao linear (r) e o coeficiente de determinacéo (r?) séo usados para indicar o quanto a reta
pode ser adequada como modelo matemético e o critério minimo aceitavel do coeficiente de

determinacao varia entre os guias de validacdo de 0,90 a 1 (Reis, 2006).
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2Gi — )@ — )l
20 —%)?

Coeficiente Angular (b) =

Eq.10

Coeficiente Linear (a) = y — bx
Eq.11

Onde: y — Média dos valores de y; x — Média dos valores de x

Estes coeficientes ddo uma estimativa verdadeira da funcdo que é limitada pela dispersdo
inevitavel do método. A precisdo da estimativa é quantificada pelo desvio padrao residual da reta
de regresséo, calculado através da ferramenta de andlise estatistica do Excel. Este desvio
exprime a dispersdo dos valores do sinal em torna da curva de calibragdo. O desvio padrédo

residual Sy/x (Ferreira, 2013):

n—2

B sz — (a + bx)P?
S/ =

Eq.12
Onde: a — coeficiente linear; b- coeficiente angular; n — nimero de ensaios realizados
Foi também feita a Anova — Andlise de Variancia, onde:

e df —graus de liberdade;

e SS - Soma dos Quadrados

e MS — Média dos Quadrados ou Variancia estimada

e F —Se o valor de F>F tablado entdo deve-se rejeitar a hipotese de néo linearidade

e F de significancia é igual ao valor de p, e traduz uma probabilidade estimada de rejeitar
a hipotese nula (Ho) quando esta hipétese é verdadeira. Quanto mais pequeno foi o F de
significancia melhor o modelo, menor € a probabilidade de ocorrerem situagdes extremas

de néo linearidade (Ferreira, 2013).

O desvio padrdo da ordenada na origem e do declive, sdo calculados através das seguintes

expressoes (Ferreira, 2013):

Zixiz

Salorigem) =Sy, o5 G~ 7

Eq.12

Onde: Sy/x — desvio padréo residual; n — nimero de ensaios realizados; ¥ — Média dos valores

de x
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Eq.13

Onde: : Sy/x — desvio padréao residual; ¥ — Média dos valores de x

A partir da fungéo polinomial (y = a+bx) que sera calculada no capitulo da linearidade pode-se
determinar a concentragéo da amostra. Assim a incerteza do resultando analitico & a combinagéo
da incerteza associada a determinagdo do verdadeiro valor e da incerteza associada aos
coeficientes de regressdo. Para cada valor da concentragéo existe um intervalo de confianca do

verdadeiro valor de y. (Ferreira, 2013)

O desvio padrdo do método (Sm) € uma caracteristica que permite ao analista verificar a
qualidade do seu trabalho (Castro, 2000):

Sy
5 =
b
Eq.14
Onde: Sy/x — desvio padrao residual; b — Coeficiente Angular
O coeficiente de variacdo do método, CVm, expresso em %, € dado por (Castro, 2000):
S
CVy = ?’" 100
Eq.15

Onde: §,,, — Desvio Padrdo do Método; x — Média dos valores de x

A precisdo é um termo geral que pretende avaliar a dispersao de resultados entre ensaios
independentes, repetidos sobre a mesma amostra, amostras semelhantes ou padrfes, em
condigbes definidas. E importante salientar que sera mais realista estudar preferencialmente a

preciséo sobre amostras, para minimizar efeitos de matriz (Castro, 2000).

Consideram-se 3 niveis de precisao: Repetibilidade (equipamento e do método), Precisao
Intermédia e Reprodutibilidade (Ferreira, 2013). Contudo os dois niveis mais comuns de avaliar
a precisdo de um método de ensaio sdo através da Repetibilidade e da Reprodutibilidade. A

repetibilidade avalia a variabilidade de resposta esperada quando um método é executado por
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um s6 analista, com um s6 procedimento, em um s6 equipamento e local, num curto periodo de
tempo. Ja a reprodutibilidade é usada em validag8es intra e interlaboratoriais, quando um método
vai ser executado por diferentes analistas, por mais de um equipamento e/ou em diferentes (Reis,
2006).

VI.3.3.3.1 - -Repetibilidade

A repetibilidade exprime a preciséo de um método de ensaio efetuado em condig8es idénticas,
isto &, refere-se a ensaios efetuados sobre uma mesma amostra, em condi¢des tdo estaveis
quanto possiveis, tais como: mesmo laboratério, mesmo analista, mesmo equipamento, mesmo
tipo de reagentes e em curtos intervalos de tempo. (Castro, 2000)

A repetibilidade do método consiste em analisar num curto espaco de tempo diferentes aliquotas
de uma amostra homogénea, cada uma delas preparada e processada de maneira
independente. Sendo que por concentracdo deverdo ser processadas e analisadas 3 réplicas
independentes. (Ferreira, 2013)

A estimativa da variacdo (S?) de um método de andlise pode ser determinada pela média
ponderada das estimativas das variacdes de w séries de analises estudadas nas condi¢des de
repetibilidade. Tendo em conta que a repetibilidade pode variar com o teor do elemento a dosear,
esta ultima condi¢Bes assegura, em principio, a igualdade estatistica das variacdes de w séries
de analise. Assim, a variancia associada a repetibilidade do método de ensaio, para cada nivel i
de concentracgéo é (Castro, 2000):

Z€V=1[(nwi -1 'S\f/i]
va=1(nwi - 1)

2 _
Sri_

Eq.16

Para um nivel de confianca de 95%, o limite de repetibilidade (r) € avaliado segundo (Castro,

2000):
r=28- /szl.

Eq.17

O coeficiente de Variacdo de Repetibilidade (CV:), para cada nivel de concentragdes, expresso

em percentagem, € dado por (Castro, 2000):
S .
CV, = —-100
X

Eq.18
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VI.3.3.3.2 — Reprodutibilidade

A reprodutibilidade refere-se a precisdo de um método efetuado em condi¢cdes de ensaio
diferentes, utilizando o mesmo método de ensaio, sobre uma mesma amostra, fazendo-se variar
as condicdes de medicado, tais como: diferentes laboratérios, diferentes operadores, diferentes

equipamentos e/ou diferentes épocas (Castro, 2000).

O estudo da precisédo intermédia pode ser substituido pelo estudo da reprodutibilidade (Ferreira,
2013).

O limite de reprodutividade é o valor abaixo do qual se deve situar, com uma probabilidade
especifica (hormalmente 95%), a diferenga absoluta entre os dois resultados de ensaio, obtidos

nas condi¢des referidas. (Castro, 2000)

A reprodutibilidade é obtida a partir de ensaios de uma série de amostras aos p analistas, os

quais realizam ensaios sobre a mesma amostra. (Castro, 2000)
O valor da variancia associada a reprodutibilidade é calculado do seguinte modo (Castro, 2000):
Ski = St + S
EqQ.19

Sendo S3; — Variancia de reprodutibilidade; S — Variancia interanalista; e S% — Variancia da

repetibilidade.

SEL' _ SC%L ; 51?1
L
Eq.20
2 1 P —
di p—1 'Zw=1nw1 (M, — %)
Eq.21
n = _1 ' [Zp n.. — 51:1 n\%w
' p— 1 wi=1 vt ZW=1 Ny
Eq.22

Sendo S? — Variancia de repetibilidade associada aos resultados considerados, para cada
laboratério; n,; — n° de ensaio efetuado pelo analista para um determinado nivel de
concentracgdes; p — n° de analistas participantes; X, — Média aritmética dada pelo analista para

uma determinada nivel de concentracgao.
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Para um nivel de confianca de 95%, o limite de reprodutibilidade é avaliado segundo (Castro,
2000):

R=196-V2- S
Eq. 23

O Coeficiente de Variacdo de Reprodutibilidade (CVRr), expresso em percentagem, é dado por
(Castro, 2000):

So:
CVp = =£-100
X

Eq.23

A forma de avaliagdo deste pardmetro baseia-se na comparacao do resultado obtido com o
verdadeiro valor sendo o analito um analito de referéncia com concentra¢@o conhecida. (Ferreira,
2013)

A exatiddo de um método, ou de um resultado, esta condicionada pela existéncia de erros
sistematicos, que se manifestam sempre da mesma maneira, para um dado conjunto de ensaios
independentes. Os erros sistematicos obedecem a causas determinadas e podem ser
classificados em trés categorias: erros instrumentais, onde estdo incluidas a mé calibracdo do
material e as avarias parciais do equipamento; erros operativos, onde séo incluidos alguns erros
dos analistas e erros de método, associados a interferéncias de ordem variada, a existéncia de

reagdes secundarias no processo analitico (Ribeiro, 2006).

Para o calculo da exatidao foi utilizado um analito de referéncia, sendo feita a fortificacéo a

uma matriz sem analito.
As quantidades adicionadas foram:

e 0,1 mg de clorofila em 10 ml de diclorometano;
e 0,2 mg de clorofila em 10 ml de diclorometano;

e 0,2 mg de clorofila em 5 ml de diclorometano

VI.3.5 - Limites de Detecdo e Quantificacao

A estimativa destes parametros é ainda objeto de discusséo, ndo havendo para o seu calculo um
método devidamente uniformizado. Contudo, encontram-se disponiveis varios tipos de modelos
passiveis de serem usados na determinacdo do limite de detecdo (LD) e do limite de
quantificacao (LQ) (Ribeiro, 2006).
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Em termos qualitativos, o conceito de limite de detecdo corresponde a concentracdo minima que
€ possivel distinguir do branco, ou seja, de uma amostra que contém a mesma matriz mas nao
contém o analito. Este limite corresponde ao inicio em que é possivel distinguir com confianga
estatistica (95%) o sinal do branco do sinal de amostra, sendo possivel indicar se o analito esta
ou ndo presente (Castro, 2000).

O Limite de Quantificagdo corresponde a menor concentragcdo medida a partir da qual € possivel

a quantificagé@o do analito, com uma determinada exatid&o e preciséo (Castro, 2000).
Existem dois tipos de analise para o célculo dos limites de detegdo (Ferreira, 2013):

e Se a andlise ndo produz um registo continuo, como por exemplo a medi¢cdo de
absorvancias, o limite de detecdo é estimado a partir dos valores discretos obtidos;
e Se aandlise produz um registo continuo, como por exemplo a cromatografia, o limite de

detecédo € estimado a partir da amplitude do ruido.

No caso da espectroscopia UV devera efetuar-se n leituras de um branco (n>20) e calcular-se o

respetivo desvio padrdo (Ferreira, 2013).
Os limites de detecdo foram estimados considerando as seguintes expressdes:
LD =xy +3.3 X5
Eq. 24

Onde: x, — média aritmética do teor medido de uma série de brancos, onde n >20; s, — desvio

padrdo dos brancos.

O limite de quantificacdo € a menor quantidade de analito numa amostra que pode ser

determinada com uma precisdo e exatidao aceitaveis.
LQ = xo + 10 X SO
Eq.25

Onde: x, — média aritmética do teor medido de uma série de brancos, onde n >20; s, — desvio

padrdo dos brancos.

Na determinacéo dos limites de detecdo e de quantificacdo, nos varios métodos usados e para
cada elemento estudado, foram efetuados, 30 ensaios com um branco representativo (ensaios

preparados de forma independente e lidos ao longo de varios dias).
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E necesséario haver um estudo que evidencie a estabilidade das solugdes durante o tempo
necessario a analise, quer do padrao quer do produto final, incluindo o armazenamento a

temperatura ambiente e em frigorifico (Ferreira, 2013).

Este estudo devera ser feito durante um periodo minimo de 24 horas e se os resultados
mostrarem que ao fim deste tempo as solucfes ensaiadas ndo sao estaveis, tera de ser planeado
um estudo para o periodo de tempo mais curto de modo a determinar a estabilidade adequada

das solucdes sendo o ideal de 72 horas (Ferreira, 2013).

Deve-se conhecer a estabilidade da amostra a ser analisada, pois usando-se analitos instaveis
perde-se parte da concentracdo da amostra durante a preparacdo ou armazenamento, ndo
apresentando a analise um valor real de concentracdo do analito. As condicdes de

armazenamento de uma amostra devem ser monitoradas para determinar sua estabilidade.

Assim, foi feita uma solug&o-padréo de clorofila com 10ppm que foi analisada no momento apés

a preparacao, e 24 horas apos a sua primeira analise, a diversas concentracoes.

A gama de trabalho é o intervalo em que o método providencia um nivel aceitavel de linearidade,

precisdo e exatidao (Ferreira, 2013).

A gama é definida como o intervalo compreendido entre os limites inferior e superior
correspondentes a concentragdo do analito na amostra (incluindo aquelas concentragdes), e
para o qual se demonstra que o método analitico tem um nivel adequado de linearidade, exatiddo
e precisdo. Sendo que na pratica, é determinada utilizando os dados de exatidao, linearidade e

precisdo obtidos (Ferreira, 2013).

Desta forma, foi considerada como gama de trabalho de 0 a 40 ppm, de forma a incluir qualquer

valor de clorofila existente em Oleos vegetais.

Um método diz-se robusto se for insensivel a pequenas variagcbes em alguns parametros
(Ferreira, 2013).

Este estudo pode ser efetuado com uma amostra ou fortificando a matriz de uma amostra com o

analito em estudo, e devera ter-se em particular atencéo o processo de tratamento da amostra,
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nomeadamente se 0 mesmo inclui operacdes de extracao, centrifugacéo e filtracdes (Ferreira,
2013).

Foi visto anteriormente que o 6leo testado por espectroscopia possui estabilidade apés a sua
extracdo sem sofrer qualquer degradacao de compostos que possam levar a interferéncia na
andlise da clorofila. Para além da possibilidade de degradacgédo do 6leo vegetal a ser analisado

sdo raros os procedimentos que poderdo causar interferéncia na determinacéo da clorofila.

Contudo, durante os diversos testes feitos ao longo deste projeto houve sempre um enorme
cuidado em agitar e homogeneizar a garrafa do dleo vegetal cru antes de este ser colocado na
cuvete para analise pois nota-se uma leve predisposi¢céo para a formacdo de uma camada mais
densa de 6leo na base do recipiente de armazenamento (enquanto espera andlise), geralmente

formada por impurezas presentes no 6leo crd.

VI.4 — Lovibond

No decorrer deste projeto, procedeu-se a afericdo de um novo equipamento (Lovibond Série
PFX995/950) adquirido pela empresa. Para a concretizacdo da afericdo deste equipamento,
procedeu-se a comparacao e validagédo dos resultados obtidos pelo novo equipamento com os

dos métodos referidos anteriormente (Espectrofotometro Hitachi U-2800).

Este novo aparelho, ao contrario do equipamento usado anteriormente, possui um sistema de
calibracao automatico e fornece como resultado final, ndo os valores das absorvancias mas sim
a concentragdo final de clorofila presente na amostra, ndo sendo necessario qualquer célculo

adicional.
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VII - Materiais e Métodos

VII.1 — Espectroscopia / Comparac¢do dos Métodos de Quantificacdo de Clorofila

VII.1.1 — Material

O material utilizado na comparacao dos métodos para a quantificacdo de clorofila foi o

seguinte:

e Espectrofotometro (Hitachi Modelo U-2800 Double-beam);

e Cuvetes quartzo (1cm);

e Diclorometano (Fisher Scientific, Analytical reagent grade);

e Acido acético Glacial (Fisher Scientific, Analytical reagente grade);
e Padréo de Clorofila a (Sigma-Aldrich CAS:479-61-8 C6144-5MG)

e Material corrente de laboratério

VII.1.2 — Método de Preparacdo da SolugBes Padrdo

Esta comparacdo foi feita com base num documento interno de Instrucdo de Trabalho da

empresa que ndo cobre toda a gama de trabalho que sofrera validacao estatistica.
O método utilizado na preparagdo das solu¢des-padrao segue o procedimento interno:

e Preparar uma solucdo de aproximadamente 10 ppm pesando 1mg do padréo de clorofila
a pura que é transferida para um baldo volumétrico de 100ml;

e Encher até meio com diclorometano, e depois adicionar 1ml de acido acético glacial.
Agitar suavemente durante 2 minutos, e preencher o restante volume com diclometano;

e A partir da solugcdo anterior preparar diferentes concentragfes de solucao de clorofila.
Neste projeto foram preparadas solu¢des com as seguintes concentracdes: 5ppm; 4ppm;
3ppm; 2ppm; 1,5ppm; 1ppm; 0,5ppm; 0,100ppm; 0,050ppm e 0,010ppm, utilizando

volumes adequados e diclorometano;

Obter as leituras de absorvancias nos seguintes comprimentos de onda: 630, 662, 668,,

670, 672 e 710nm. Usar diclorometano como branco;

Calcular o teor em clorofila através das formulas dadas por cada método.

A gama usada para esta comparacédo € de 0,010ppm até 10ppm, e apesar de nao cobrir toda a
gama de trabalho considerada na validagéo estatistica, foi possivel retirar conclusées concretas

da escolha do método.
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VII.1.3 — Obtencdo das Absorvancias

A aquisicdo das absorvéancias é realizada em dois passos. O primeiro é a criacdo da Baseline
com o auxilio do branco. Este passo consiste em acertar a absorvancia para o valor de 0 de
forma a ser possivel comparar a amostra a analisar com a referéncia (branco). Para tal devem
ser seguidas as instrucbes do equipamento e que envolvem o enchimento das cuvetes com
Diclorometano puro. E necessario especial cuidado na limpeza das células pois, caso esta no

seja bem executada ira influenciar o resultado final.

De seguida, retira-se a cuvete destinada a amostra que queremos analisar, lava-se com acetona
e seca-se. A solugdo a analisar é colocada na cuvete com a ajuda de uma pipeta de Pasteur. A
quantidade a transferir deve ocupar no minimo cerca de 70% da altura da cuvete. Colocar
novamente a cuvete no local apropriado do equipamento e fazer a medi¢do. Regista-se o valor

das absorvancias indicado no ecrd@ no equipamento.

VII.2 — Espectroscopia / Validagdo do Método

VII.2.1 — Material Utilizado

e Espectrofotometro (Hitachi Modelo U-2800 Double-beam);

e Cuvetes de quartzo (1cm);

¢ Diclorometano (Fisher Scientific, Analytical reagent grade);

e Acido Acético Glacial (Ficher Scientific, Analitycal reangent grade);
e Padréo de Clorofila a (Sigma-Aldrich CAS:479-61-8 C6144-5MG)

e Material corrente de laboratério

VII.2.2 — Método de Preparacdo das Solucdes-Padrdo

O método utilizado na preparacdo das solucdes-padrao segue o procedimento interno:

Preparar uma solu¢é@o-padréo de 1mg de clorofila a em 25ml de diclorometano, correspondente

a 40ppm:

e Pesar 1mg de clorofila a e dissolve-la num pouco de diclorometano;
e Adicionar 1 ml de &cido acético glacial e agitar durante 2 minutos para que ocorra a
reacao;

e Aferir o restante baldo de 25 ml com diclorometano;
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e Preparar diferentes diluicbes, partindo da solucdo padrdo. Foram preparadas as
seguintes diluicdes: 20; 10; 5; 2,5; 1; 0,5; 0,25 ppm, usando volumes adequados e
Diclorometano;

e Obter as leituras de absorvancias nos seguintes comprimentos de onda: 630, 662, 668,,
670, 672 e 710nm. Diclorometano é usado como branco;

e Calcular o teor em clorofila através das férmulas dadas por cada método.

VII.2.4 — Obtencdo das Absorvancias

As absorvancias foram obtidas de forma idéntica e descrita no Capitulo VII.1.3 — Obtencdo das
Absorvancias.

VII.2.3 — Obtencdo das Amostras de Oleo

As amostras de Oleo Cru de Colza e Soja, e de Oleo Refinado foram obtidas pelos operarios da
fdbrica e entregues no laboratério em garrafas de vidro castanho de 250ml. Este 6leo foi

guardado a temperatura ambiente no laboratério e longe da luz solar direta.

VII.3 — Ensaios de Branqueamento

VII.3.1 — Material Utilizado

e Espectrofotometro (Hitachi Modelo U-2800 Double-beam);
e Cuvetes de quartzo (1cm);

e Balbes Tribulados de 1L;

e 2 Placas de Aquecimento;

e 2 Termdémetros;

e Agitadores Magnéticos;

e Sistema de Véacuo;

e Filtros de poros finos (7cm g);

¢ Kitasato;

e Funil de Buckner

e Material Corrente de Laboratério

e Terras de Branqueamento (Tonsil 272; Fornecedor: Clariant)
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VII.3.1 — Obtencdo de dleo de Lavado

Para este estudo foram utilizadas amostras de 0leo lavado retirado diretamente da Ultima
centrifuga da etapa de lavagem do processo de refinagdo de 6leo, estando dessa forma
preparado para a etapa de branqueamento. As garrafas para o transporte do 6leo eram garrafas

de dois litros, de plastico opaco.

Ao mesmo tempo que se retirava o 6leo Lavado, retirava-se também uma amostra de 6leo cru
no qual se analisou o teor em clorofila, sendo este valor considerado como a quantidade inicial

de clorofila antes de entrar no branqueador.

VII.3.2 — Obtengdo das Terras de Branqueamento

Estas foram retiradas diretamente do depésito onde se encontram as terras que serao utilizadas
na Sovena na fase de Branqueamento. Apresentam uma cor cinzenta e na forma de um pé fino.
N&o necessitaram de nenhum acondicionamento especial para além de serem afastadas da luz

solar direta.

VII.3.4 — Método Utilizado

O método utilizado foi o seguinte:

1. Pesar para o baldo tribulado 4509 de 6leo lavado;
Adaptar um termémetro ao baldo e aquecer com agitacao até a temperatura pretendida;
Enquanto o 6leo do baldo aquece, pesar 50g de 6leo lavado para o copo de 80 ml e
aguecer com agitacao;
Pesar a quantidade de terras pretendida para o ensaio;
Quando o o6leo do copo chegar aos 70°C adicionar as terras de branqueamento
mantendo a agitagéao;

6. Estabilizar o baldo na temperatura pretendida e adicionar o éleo com as terras ao baléo;
Ligar o vacuo ao baléo;

8. Manter a temperatura desejada durante o tempo pretendido, ligando ou desligando a
placa de acordo com o necessario;

9. Quando o branqueamento terminar, procede-se a filtragdo sob vacuo, separando-se
desta forma o 6leo branqueado das terras de branqueamento;

10. Recolhe-se o 6leo para um frasco, sendo este devidamente acondicionado;

11. Realizagdo das analises
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Figura 7.1 - Aparato Experimental

VII.3.5 — Andlises Laboratoriais

Apos a realizag@o dos ensaios laboratoriais de branqueamento, procedeu-se a anélise do 6leo
branqueado. As amostras foram guardadas longe da luz solar direta e de grandes varia¢des de

temperatura sendo as andlises efetuadas no dia posterior aos ensaios.

A obtencado do valor das absorvéancias foi idéntica ao descrito Capitulo VII.1.3 — Obtencdo das
Absorvancias.
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VIl — Apresentacao e Discussao de Resultados

VIII.1 — Analise do Método de Determinacgao de Clorofila

Observando os valores obtidos em cada um dos métodos com os valores esperados (valores
das solucBes padrao) podemos observar que o Método usado atualmente pela Sovena é o que
se aproxima mais do valor real em comparacdo com os restantes, como pode ser observado na
Tabela 8.1.

Tabela 8.1 - Médias dos diversos métodos de quantificacdo da clorofila para comparagao

Clorofila Padréo Métodos (valor do teor de clorofila em ppb)

(ppb) AOCS 13i-96 BFM 0a-8 Sovena

10 0 4 3
50 46 33 24
100 270 104 78
500 782 597 446
1000 1628 1199 896
1500 2417 1808 1351
2000 3217 2401 1794
3000 4816 3588 2681
4000 6710 4975 3717
5000 8074 5985 4472
10000 16119 11966 8942

Relativamente ao método, AOCS Cc 13d-55, ndo foi possivel obter qualquer tipo de resultado
devido a impossibilidade de encontrar a constante F que acompanha o aparelho e é referente ao
fator especifico de cada espectrofotometro. Assim a comparacao entre os métodos sé pode ser

feita aos métodos apresentados na tabela 3.

Como pode ser observado o Método AOCS 13i-96, a partir de 50pbb os valores experimentais
deixam de apresentar valores aproximados aos da solucdo-padréao, podendo, devido a este facto,

ser excluido para futura validacéo e utilizacao.

Resta assim o método BFM 0a-8 e o Método utilizado na Sovena presentemente. Sendo o
Método Sovena um ajuste do Método BFM 0a-8, pode-se concluir que quando a empresa
adquiriu 0 equipamento o ajuste foi feito com sucesso pois como pode ser visto 0 método utilizado
na empresa apresenta valores mais aproximados do real do que os apresentados no método

original.
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Conclui-se portanto que 0 método usado pela Sovena atualmente aproxima-se do valor real e
gue Método BFM 0a-8 é o método mais fiavel mas necessitando de novo ajuste e validagéo.

VIII.2 — Validagao do Método

VIII.2.1 — Linearidade da Curva de Calibracdo do espectrofotometro para medicdo da
clorofila

O objetivo da avaliacdo da linearidade é o de verificar se existe proporcionalidade entre a

concentracdo do analito e a resposta observada no espectrofotometro.

Nesta avaliacdo foram medidas solu¢Bes-padréo de clorofila. Efetuou-se a representacdo num
gréfico xy (Fig. 8.1) com 7 pontos, correspondendo as concentra¢des de 40; 20; 10; 5; 2,5; 2; 1;
0,5 e 0,5 ppm, analisadas em triplicado. Foram determinados, por regresséo linear, a equagéo
da curva e o coeficiente de extingdo molar da clorofila. Tais parametros sdo apresentados no

grafico seguinte.

Linearidade y = 0,0000580x
R? =0,9966984
2,5
2,0
©
S 1,5
<0
g Q
o
21,0
<
0,5
0,0
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000

[Clorofila] (ppb)

Figura 8.1 — Correlagdo da absorvancia da clorofila

Para que possa existir uma faixa linear utilizavel, deverd ser obtido um coeficiente de correlacdo
de cerca de 0,98, no minimo (Chasin, et al., 1998). O valor obtido um valor r? considera-se

satisfatorio, significando que o modelo aplicado explica 99.66% da variancia total.

Foram também calculados outros parametros que complementam a analise anterior e confirmam

que a reta de calibragéo foi bem executada.
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O desvio padrao residual correspondente obtido através da equacéo 1:

Sy/x = 0.0377

Da analise Anova — Analise da Variancia realizada com o auxilio de folha de célculo de Excel foi
possivel observar que tendo F igual a 18524, para um valor de F tablado igual a 4,052, pode-se
rejeitar a hipétese de ndo-linearidade pois, F> Ftablado, OU S€ja, existe linearidade no estudo em
guestdo. Para além disso, 0 Fsigniicancia € quase nulo o que indica que existe uma probabilidade

quase nula de ocorrerem situacdes extremas de néo linearidade.

O coeficiente linear (a) e o Coeficiente Angular (b) da curva da reta apresentaram os valores de,

calculados a partir das Equacgdes 10 e 11, respetivamente:
Coeficiente Linear (a) =0
Coeficiente Angular (b) = 0,000058

Sendo que o valor do coeficiente angular de 0,000057 permite obter o resultado da concentragéo

de clorofila em ppm. No caso de se querer o resultado em ppb basta alterar este valor para 0,057.

O desvio padrao da ordenada na origem e do declive foram obtidos através das equagbes 12 e

13, respetivamente:
S, (origem) = 0,00684
S, = 4.192 %1077
O desvio padrao do método calculado através da Eq.14 foi de:
Sy = 649,87
O coeficiente de variagdo do método, CVm, expresso em % e calculado através da Eq.15, foi de:
CVy = 6,56%

VIII.2.2 — Precisao

A variancia associada a repetibilidade do método de ensaio, calculado através da Eq.16, foi:

SZ% =459
Para um nivel de confianca de 95%, o limite de repetibilidade (r) obtido, através da Eq. 17, foi de:

r =18,97
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O coeficiente de Variagdo de Repetibilidade (CVr), para cada nivel de concentracdes, expresso

em percentagem e calculado através da Eq.18, é dado por:

CV. = 0,3%

VIIl.2.2.2 - Reprodutibilidade

O valor da variancia associada a reprodutibilidade calculado através da Eq.19:

SZ = 4.59

Os célculos intermédios foram calculados através das equacdes 20, 21 e 22:

Sfi =0
S2, =857
7 =10

Para um nivel de confian¢a de 95%, o limite de reprodutibilidade é avaliado segundo a Eq.23:
R =12,72

O Coeficiente de Variacdo de Reprodutibilidade (CVRr), expresso em percentagem, é obtido

através da Eq.24:

CVq = 0,3%

VII.2.3 — Exatidao

Na tabela 8.2 encontram-se os valores de recuperacéo obtidos no teste de exatid&o.

Tabela 8.2 - Exatidao

[Clorofila] (ppb) Recuperagio (%)

10000 101
20000 107
40000 98

O intervalo aceitavel para os valores de exatidao (%) situam-se no intervalo de 80% a 110%,
portanto pode ser concluido que este método de quantificagdo de clorofila possui uma boa
exatidao contudo é preciso notar que a exatidao depende do ajuste feito pelo analista, ao
contrario, por exemplo, da precisdo que depende unicamente do aparelho no qual é feita a

analise.
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VIII.2.4 — Limites de Detecdo e Quantificacao

Para a definicdo dos limites de Dete¢do e Quantificacdo foram realizados calculos onde a

média dos valores obtidos para o branco (30 analises) foram de:

Tabela 8.3 - Média e Desvio Padrao do conjunto de brancos para calculo do LQ e LD

Média Desvio Padrao
Clorofila (ppb) -2,9 10,5

Os limites de dete¢&o foram estimados considerando as Eq.24 e 25:
LD =33 ppb

LQ =106 ppb

VII.2.5 - Estabilidade

Os resultados para a estabilidade de 6leo cru e 6leo refinado estédo apresentados nas tabelas

seguintes:

Tabela 8.4 - Dados da Estabilidade ao longo do tempo de dois lotes distintos (911 e 912) de Oleo Cru de Soja

Tempo Oh 24h 72h
Lote 911 912 911 912 911 912
[Clorofila] (ppb) 1224 1439 1218 1433 1244 1436

Tabela 8.5 - Dados de Estabilidade ao longo do tempo para Oleo Refinado

Tempo (0] 24h 72h
- [Clorofila] (ppb) | 1224 | 1218 | 1244 |

A concentragdo da clorofila mantem-se constante durante o periodo de tempo em que decorreu
0 ensaio, concluindo-se assim que as amostras sdo estaveis ndo ocorrendo degradacédo da
clorofila nem o aparecimento de nenhum composto que possa interferir com a analise, no periodo

de tempo considerado.
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VIII.3 — Ensaios de Branqueamento

Numa etapa inicial, o estudo engloba, para além da aplicacao das terras de branqueamento, a
avaliacdo do efeito da variagdo da temperatura, tempo de contacto, quantidade de caudal de
Oleo de adicao de terras e a que temperatura estas sdo adicionadas, com o objetivo de otimizar

a etapa de branqueamento no processo de refinacédo do 6leo cru de soja.
Na realizacdo deste estudo, foram utilizadas as seguintes variaveis:

e Temperatura: 90°C, 95°C, 100°C, 105°C, 110°C e 115°C;

e Tempo de Contacto: 20min, 45min e 60 minutos;

e Quantidade de terras de branqueamento: 3 kg, 4 kg, 5 kg e 7 kg de terras para 1 tonelada
de Oleo;

e Percentagem de 6leo para adi¢do de terras: 10%, 15%, 20%, 25%

e Temperatura do Oleo para adicdo de terras: 60°C, 70°C, 80°C, 90°C, 100°C, 110°C,
120°C

VIII1.3.1 — Tempo de Contacto

Nos ensaios foram aplicados os pardmetros base, a exce¢do do Tempo de Contacto, que se fez
variar entre 10 minutos, 20 minutos, 45 minutos e 60 minutos. Este foi o primeiro pardmetro a ser

otimizado.
Parametros base:

e Terras de Branqueamento:4kg para 1 tonelada de 6leo;
e Temperatura: 100 °C;

e 10% do 6leo para adigdo de Terras a 70°C;

Espera-se que a temperaturas elevadas, possa-se registar uma diminuicdo da cor vermelha nos
Oleos até 40-60 minutos. Contudo a partir desse tempo poderdo ocorrer reagdes de reacdes de
degradacdo originado, por exemplo, aumento da cor vermelha. (Erickson, Pryde, Brekke,
Mounts, & Falb, 1980)

Com o aumento do tempo de contacto, também pode ocorrer a conversdo dos carotenos num
outro tipo de carotenos, ndo sédo detetados a 450 nm, refletindo-se no aumento de cor. (Kaynak,
Ersoz, & Kara, 2004)

Pode-se entdo considerar, baseado na pesquisa bibliografica anteriormente referida, que a

diminuicdo da concentracé@o de pigmentos ndo compensa o aumento da cor vermelha.
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Efeito do Tempo de Contacto
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Figura 8.2 - Efeito do tempo de contacto 6leo/terras, na concentragio de clorofila

Os resultados obtidos através da Fig.8.2 foram de encontro aos esperados, verificando-se um
aumento consideravel da remogédo de clorofila & medida que se ia aumentando o tempo de
contacto. Através do grafico anterior conclui-se de forma imediata que o melhor tempo de
contacto € de 60 minutos. Contudo foi decidido que para os restantes ensaios de otimizagéo iria
ser usado um tempo de contacto de 20 minutos de forma a diminuir o tempo das experiéncias
de laboratério.

De forma a complementar o estudo anterior, poderdo ser feitos ensaios a tempos de contacto

mais elevados de forma a confirmar a existéncia de um patamar de saturacdo das terras.

VII1.3.2 — Temperatura de Trabalho

A temperatura é uma variavel importante, que determina a velocidade de adsor¢ao do pigmento.
No entanto, pode também alterar a cor do produto final, catalisando reacdes indesejaveis de
deteorizacdo e oxidacdo, a partir de um determinado tempo de contacto do d6leo com o

adsorvente. (Batinas, 2006)

Para o estudo do efeito da variacdo de temperatura, foram efetuados 6 ensaios no intervalo de
temperatura de 90°C a 115°C, com um intervalo de 5°C. Nesta fase de testes, os pardmetros
base foram:

e Terras de branqueamento: 4 kg para 1ton de 6leo lavado;
e Tempo de Contacto: 20 Minutos;

e 10% do 6leo para adigdo das Terras a 70°C.
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Efeito da Temperatura
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Figura 8.3 - Efeito da Variacdo da Temperatura de Trabalho, na concentragao de clorofila

Perante os resultados obtidos, seria légico escolher como temperatura 6tima os 115°C. Contudo,
0 aumento da temperatura ir4 criar um decréscimo da acidez livre e uma tendéncia para o
aumento do fésforo. (Batinas, 2006) Para além deste fator negativo, (Erickson, Pryde, Brekke,
Mounts, & Falb, 1980) considera que as temperaturas elevadas podem causar para além de um

aumento significativo da cor vermelha, provocar isomerizacdes.

Para complementar este estudo, poderdo ser realizados testes a cor, fésforo e acidez para
confirmacédo do referido na bibliografia, bem como para determinar qual o limite a partir do qual

ird haver negativa dos parametros anteriormente referidos.

VII1.3.3 — Quantidade de Terras de Brangueamento Adicionadas

Nestes ensaios foram aplicados os Parametros Base e os ja otimizados, a exce¢ao da proporgao
de Terras de Branqueamento, que se fez variar nas seguintes proporc¢des 3kg, 4kg, 5kg e 7kg

para 1 tonelada de éleo lavado.
Parametros Base:

e Tempo de Contacto: 20 minutos
e 10% do 6leo para adicdo das Terras a 70°C

e Temperatura de trabalho: 100°c

Com o aumento da dosagem de adsorvente tem como efeito uma diminui¢céo consideravel da
concentragcao de clorofila presente no 6leo, assim como uma diminuicdo na cor vermelha.
(Batinas, 2006)
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Os resultados obtidos sdo apresentados no gréfico seguinte:

Efeito das Terras na Remocao de Clorofila
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Figura 8.4 - Efeito da variagao da quantidade de terras de branqueamento, na concentragao de clorofila

Tal como esperado, a remoc¢do do teor em clorofila sofre um crescimento exponencial
relativamente a quantidade de terras. Apesar de ser expectavel colocar a quantidade de terras
suficientes de forma a remover toda a clorofila na operacédo de branqueamento, se levarmos em
conta o custo das terras e o facto de que o carvao ativado (adicionado ao branqueador) também
remover uma pequena percentagem de clorofila, utilizar os 4 kg/1lton de 6leo € a opcao mais
razoavel, sendo a que foi adotada nos ensaios seguintes. Para além do fator monetario na
escolha das terras € igualmente importante referir que quanto maior a quantidade de terras
adicionadas maior as perdas de 6leo, pois este fica retido no interior das terras quando estas sédo

filtradas.

VIII.3.4 — Percentagem de Caudal de Oleo para adicdo das terras de branqueamento

Nestes ensaios foram aplicados os Parametros Base e 0s ja selecionados, a excecdo da
quantidade de 6leo retirada do caudal principal para adicdo de terras, que se fez variar nas

seguintes percentagens: 10%, 15%, 20% e 25%.
Parametros Base:

e Tempo de Contacto: 20 minutos;
e Oleo para adi¢do das Terras de branqueamento a 70°C;
e Temperatura de trabalho: 100°C

e 4kg de terras para 1 tonelada de 6leo
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Como referido anteriormente, parte do caudal de 6leo dito principal é retirado, ao qual seréo
adicionadas as terras de branqueamento. Este caudal sera referido como caudal de hidratacéo
pois tem como funcéo ativar e hidratar as terras de branqueamento a uma temperatura mais
baixa que a do branqueamento. Este pormenor da adicdo a uma temperatura mais reduzida é
um fator importante pois, segundo a bibliografia estudada, foi referido que as terras colapsam se
foram adicionadas a um éleo com elevada temperatura. Para além disso, o 6leo comeca a perder
humidade por volta dos 90°C, e essa humidade é importante para melhorar a eficiéncia das

terras, sendo a temperatura de trabalho do branqueador de 100°C.

Os resultados obtidos sé&o apresentados no Figura 8.5:

Percentagem do Caudal de Hidratacgao
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Figura 8.5 - Ensaios envolvendo altera¢ao da percentagem de caudal de hidratacao

N&o foram encontradas referéncias ao resultado efeito estudado nestes ensaios na pesquisa
bibliografica, contudo verificou-se que, fazendo uma média dos resultados experimentais, ndo
existe variacao significativa da concentracdo de clorofila removida variando a % de caudal de
hidratacdo para adicdo de terras de branqueamento. Assim, para 0s restantes ensaios foi
escolhida a percentagem de 10% para o caudal de hidratacdo por acarretar menos custos em

termos préticos.

VIII.3.5 — Variacdo da temperatura do Caudal de Hidratacdo

Este ensaio foi feito em Gltimo lugar, ja com os restantes parametros otimizados, as seguintes
temperaturas: 60°C, 70°C, 80°C, 90°C, 100°C, 110°C e 120°C. Contudo, e apos serem feitas as
3 réplicas como nos anteriores ensaios, concluiu-se que os resultados eram aleatérios e portanto

nao é reconhecido nenhum efeito claro.
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Os parametros base usados foram os seguintes:

e Tempo de Contacto: 20 minutos;
e 10% Oleo para adi¢éo das Terras de branqueamento;
e Temperatura de trabalho: 100°C

e 4kg de terras para 1 tonelada de 6leo

No entanto, esperava-se que a partir dos 90°C as terras perdessem a sua eficiéncia pois, a
estrutura das terras colapsaria e, por outro lado, a partir dos 100°C o 6leo deixaria de puder
hidratar de forma eficiente as terras de branqueamento. Apesar de o0 primeiro ponto poder ser
explicado através de uma estrutura diferente, e portanto mais resistente de forma a nao colapsar
com o choque térmico, das terras usadas na empresa, ndo foi encontrada nenhuma explicagédo

para as terras continuarem a ter atividade apos os 100°C.

VIIIl.4 — Lovibond
Recentemente foi adquirido pela empresa um novo equipamento para medicdo de cor e detecéo

de clorofila. Este equipamento tem como grande vantagem a rapidez dos ensaios permitindo

reduzir para metade o tempo gasto em cada medicéo.

No entanto, foram feitos diversos testes de forma a tentar comparar os resultados do novo
equipamento com o antigo (apés validacdo do método). Como se pode constatar, a quantidade
apresentada pelo Lovibond é cerca de metade da que se esperaria. Na tabela seguinte estdo

apresentadas medic¢des aleatorias de 6leo feitas nos testes relativos & comparacgéo anterior.

Tabela 8.6 - Valores Lovibond e sua diferenga relativa ao espectrofotémetro

Hitachi U- Lovibond Desvio

2800 (ppm) (ppm) Relativo
1 0,596 0,286 47,99%
2 0,596 0,282 47,32%
3 0,569 0,273 47,98%
4 0,587 0,29 49,40%
5 0,596 0,291 48,83%
6 0,669 0,316 47,23%
7 0,55 0,27 49,09%
8 0,633 0,308 48,66%
9 0,605 0,293 48,43%
10 0,614 0,294 47,88%
11 0,633 0,305 48,18%
12 0,541 0,268 49,54%
13 0,633 0,303 47,87%
14 1,146 0,556 48,52%
15 0,66 0,314 47,58%
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Também os padrdes usados na validacéo do espectrofotometro U-2800 tiveram os seus valores

de clorofila reduzidos para aproximadamente metade quando analisada no Lovibond.

A Lovibond ndo permite um ajuste manual do método sendo este ajuste feito online pelo
fornecedor do aparelho podendo ndo estar adequado a gama de trabalho validade para o
método.

Desde modo, ndo foi possivel efetuar avangos relativamente & utlizacdo deste novo
equipamento, que se espera vir a substituir o anterior, uma vez que a gama de calibrag&o parece
ser diferente.

Figura 8.6 - Novo equipamento, Lovibond
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IX - Conclusao

Este estudo comecou por avaliar e comparar quatro métodos de quantificacéo de clorofila em
Oleos vegetais, dentre os quais se encontra o método atualmente usado pela empresa. Perante
os resultados obtidos, pode concluir-se que o método usado pela Sovena no periodo do estudo

efectuado apresenta valores proximos ao valor real, ou seja, presente na solucao-padrao.

Procedeu-se de seguida a validacdo estatistica do método utilizado na empresa. A
espectroscopia UV/VIS demonstrou ser uma técnica de rapida execucéo, confiavel e sem custos
elevados para a quantificagéo e detecdo de clorofila em dleos vegetais. Revelou-se um método
de analise bastante preciso e com uma boa exatiddo na gama de trabalho escolhida de 0 —
40ppm, se o ajuste for executado de forma satisfatoria. Esta técnica apresenta também limites
de detecdo e quantificac@o baixos podendo detetar quantidades de clorofila muito reduzida, na

ordem dos 30ppb.

Por fim, apos estudo da refinagdo quimica em o6leos vegetais e tendo em foco a etapa de
branqueamento, esta foi reproduzida em laboratério, procedendo-se a ensaios com o intuito de
otimizar diversos pardmetros que influenciam a remogé&o de clorofila. Os pardmetros estudados
foram os seguintes: Temperatura de trabalho, Tempo de Contacto, Quantidade de Terras de
Branqueamento, Variacdo da percentagem de caudal secundéario para adicdo de terras e

Variacdo da temperatura de caudal secundario para adi¢éo de terras.

Dos ensaios realizados, verificou-se que a medida que se aumenta a temperatura de trabalho ou
a quantidade de terras introduzidas existe um decréscimo consideravel da concentracdo de
clorofila no éleo branqueado. Para além disso, 0 aumento do tempo de contacto reduz de forma
consideravel a concentracdo de clorofila no 6leo branqueado ndo apresentando patamar de
saturagcdo nestes ensaios executados até uma hora de tempo de contato. Relativamente a
quantidade de éleo removido do caudal principal, a que foi dado o nome de caudal de hidratagéo,
a sua variacdo em termos de quantidade ndo pareceu influenciar a remocao de clorofila. Os

ensaios relativos aos ensaios de alteracdo de temperatura do mesmo foram inconclusivos.

Apesar de tudo o que foi realizado neste estudo, a etapa de branqueamento foi estudada como
uma etapa isolada quando, na realidade, sofre uma elevada influéncia das etapas anteriores,
mais especificamente da desgomagem, da neutralizacdo e, ndo menos importante, da
centrifugacao dos sabfes e gomas. Um futuro estudo que seria (til realizar seria o de como
par&metros das etapas anteriormente referidas iriam afetar de forma negativa a remocdo da
clorofila, direta ou indiretamente, na etapa de branqueamento. Para além disso, poderia ser
interessante confirmar a existéncia de um patamar de saturacéo das terras, ou ainda, investigar
a existéncia de novas terras de branqueamento e a sua influéncia na remocao de clorofila, devido

ao rapido avanco tecnoldgico e cientifico em diversas areas da ciéncia.
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Anexo 1

SAMPLING AND ANALYSIS OF COMMERCIAL FATS AND OILS

AOCS Official Method Cc 13d-55
Reappeoved 1997 « Reviud 1999

Chlorophyll Pigments

DEFINITION

SCOPE

not occur at 670 nm (see Notes, 2 and 3).

This methed is used to determine mg'kg (ppm) of chlorophyll-related pigments (predominantly pheo-
phytin a) in oils from spectrophotometric absorption measurements at 630, 670 and 710 nm (see Notes, [).

Applicable to expelled, refined and blcached oils. This method is not applicable to hydrogenated oils,
deodorized oils and finished products, because in these processed oils, the absorption maximum does

APPARATUS

|. Spectrophotometer.

2. Cuvettes—50 mm long, 20 mm wide and 40 mm deep.
These cuvettes must be matched and differ from each
other by not more than 0.5% transmittance when
checked with distilled water st 400 nm. Any suitable
matched cuvettes with 50-mm light path may be used.
Cuvettes with shorter light path, carefully matched,
should be available for oils with an absorbunce >0.8 at
the wavelengths used.

REAGENTS
1. Methylene chloride (CH,CI,) or methylisobutylketone
(MIBK)—reagent grade (sce Notes, Cantion), The
transmittance should not differ from that of distilled
water by more than 0.5% at 400 nm.

ADJUSTMENT OF SPECTROPHOTOMETER

1. Before using, the spectrophotometer should be checked
carefully following the instructions given in the operat-
ing manual obtained with the instrument. The wave-
length setting of the instrument should be checked with
the blue sensitive phototube in the instrument. With the
instrument turned on and with no cuvettes in the
cuvette compartment, the maximum sensitivity obtain-
able with the instrument should eccur at approximately
540 nm. It is advisable to check the instrument occa-
sionally against a mercury vapor lamp using 579.1,
546.1, 435.8 and 404.7 nm as check points. Any
mercury vapor lamp can be focused to pass through the
instrument in place of the regulur incandescent lamp
normally used. Transmission peaks should occur at the
specified wavelengths.

PROCEDURE

1. Turn on the spectrophotometer.

2. Place a S0-mm cuvette containing the CH,Cl, or MIBK
in the cuvette compartment. Zero the instrument.

3. Adjust the temperature of the oil to 25 = 2°C. The oil
sample must be clear and free of moisture, haze and
particulate matter. Fill a second 50-mm cuvette with the
oil sample and place in the cuvette compartment of the
spectrophotometer.

4. Measure the absorption of the oil sample. Adjust the
wavelength setting to the next desired wavelength with
cither CH,Cl, or MIBK in the light path. Adjust the
instrument to give a zero reading. Place the sample in

the light path and measure the absorbance. Make all
desired readings following this procedure.

5. All absorbance values should preferably fall between
0.3 and 0.8. Use the maximum cuvette size to give the
desired values. On bleached oils, absorbencics of less
than 0.3 will be obtained.

CALCULATIONS
|, Concentration of chlorophyll pigments—

Agan = (Agap + Az)2

C=
mg/kg (ppm} T

Where—
C = chlorophyll pigments
A = absorbance
L = cuvette length, cm
F = factor specific to each spectrophotometer
(see Notes, 3)

NOTES

Caution

Methylene chloride is toxic and a carcinogen. The TLC is
100 ppm in air. A fume hood should be used at all times
when using methylene chloride,

NUMBERED NOTES
1. This method is not directly applicable to processed and
heated oils, because in such oils part or all of the chloro-
phyll-related pigments may be converted to products
that do not exhibit an absorbance maximum at 670 nm.
2. Several variations of this method hive been proposed:
they include the following:

(a) Treatment with acetic acid (to convert any remain-
ing chlorophyll to pheophytin), and determining
the total pheophytin content, to yield more accu-
rate results. (The pheophytin content is related to
the original chlorophyll content.)

(b) Individually determine chlorophyll and pheo-
phytin by HPLC, using appropriate chlorophyll
and pheophytin standards.

(¢) Determine the actual absorbance maximum of the
sample and substitwte this value in the equation used
in the calcelation for mg/kg {ppm) chlorophyil.

(d) Determine the chlorophyll pigments spectrophoto-
metrically as pheophytin a as follows {References,
| and 2):

Page 1of 2
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345.3 % (Agyy - 05 % Agyy = 0.5 3 Ay )
=

& L

Where—
C = concentration of pigments in mgfkg (ppm) oil
A = absorbance at respective wavelengths
L = thickness of spectropghotometer cuveite

3. Factors may be determined for spectrophotometer
maodels currently available, using chlorophyll stan-
dards, However, doe to the instability af chlorophyll, if
this approach is taken. the analyst is advised to check
the compasition of the chlorophyll standards by an
appropriate method, e.g., HFLC. The true composition

Fage 2l 2

of the standards as so determined may then be used 1o

calibrate the spectropholometes.

REFEREMNCES
1. La Revista Italiana delle Somarne Grasse 672521 (1990),
2. IUPAC Commission on Oils and Fats, Working Report,
International Union of Pure and Applied Chemistry,
Tuly @, 1990, p. M-10.

OTHER REFEREMNCES
Fetie, Seifen, Ansirichm, 86 (8):304 (1984).
X An. (1 Chem. Soc. 62 (1113 (1983},
Rev. Fr Corps Gras 32 (67257 (1983).
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Anexo 2

SAMPLING AND ANALYSIS OF COMMERCIAL FATS AND OILS

AOCS Official Method Cc 13i-96
Reapproved 1997 = Reviand 2001

Determination of Chlorophyll Pigments
in Crude Vegetable Oils

DEFINITION
SCOPE

The content of chlorophyll pigments in vegetable oils is expressed as mg of pheophytin ain 1 kg of oil.

This method determines total chlorophyll pigments, expressed as pheophytin a, in crude vegetable
oils. The method is suitable for the determination of quantities of chlorophyll pigments higher than 1
mg/kg (1 ppm). The chlorophyll pigments are determined by measuring the absorbance at 670 nm,
correcting the result for the background absosption, and calculating the content with the use of the
absorptivity of pheophytin a, which is the main chlorophyll pigment in crude vegetable oils.

APPARATUS Where—

1. Spectrophotometer allowing the measurement in the
range of 630-710 nm.

2. Glass spectrophotometer cells, with light path of 5 mm
and 10 mm.

3. Glass funnel—diameter 40-60 mm.

C = content of chlorophyll pigments as mg of pheo-
phytin a in 1 kg of oil

A = absorbance at the respective wavelength (nm)

L = light path of the spectrophotometer cell (mm)

PRECISION

PROCEDURE 1

1. The sample is heated to a temperature no more than
5°C higher than the melting point of the sample, if the
sample is solid at room temperature. The liquid sample
is mixed thoroughly, and if it is turbid, it is filtered
immediately prior to the analysis, using a filter paper 2
of medium porosity.

2. The sample is measured at 630 nm, 670 nm and 710
nm in 2 5-mm or 10-mm spectrophotometer cell
(Apparatus, 2) against air rather than a reference cell.

CALCULATION OF RESULTS
1. The content of chlorophyll pigments is expressed in
| mg of pheophytin a, which is calculated as follows:
A= 05x A -05xA,)

C=3453x L

Repeatability, expressed by the coefficient of variation,
RSD, is—0.4 at high concentration of chlorophyll pig-
ments; 1.0 at moderate concentration of chlorophyll
pigments; and 1.4 at low concentration of chlorophyll
pigments, See Tables 1-3,

. Reproducibility, expressed by the coefficient of varia-

tion, RSD,, is—1.3 at high concentration of chloro-
phyll pigments; 3.5 at moderate concentration of
chlorophyll pigments; and 6.0 at low concentration of
chlorophyll pigments. (See Tables 1-3.)

REFERENCE
I

Results of the IUPAC Commission on Oils, Fats and
Derivatives collaborative study for the determination
of chlorophyll pigments in crude vegetable oils, Pure
& Applied Chemistry 67(10):1781 (1995).

Table 1

Results of a 1990 collaborative study on the determination of chlorophyll pigments in rapeseed oil.

Sample ' 1 2 3 4 5 6

Total number of labocatoties sccepted 12 g 12 12 12 12 12

Mean of the laboratory values (mg/kg) 3454 11.30 402 3395 1537 588

Repeatability

Standard deviation, s, 224 299 090 1.7 1.14 097

Relative standard deviation, RSD % 649 26,45 2229 375 7.43 16.46

Repeatability value, 2.8 x s 6.34 8.46 2.54 3.60 323 2.74

Reproducibility

Standard devaation, s 339 4.02 178 3.09 247 1.66

Relative standard deviation, RSD,% 9.81 35.57 44.20 940 16.06 28.33

Reproducibility value, 2.8 x sp 9.58 11.38 503 9.03 6.99 471
Page 1 0f 2
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Table 2

Results of a 1991 collaborative study on the determination of chlorophyll pigments in rapeseed oil.

Sample 1 2 3 4 ] 6
Total number of laboratories accepted 10 10 ? 7 10 9
Mean of the laboratory values (mg/kg) 46.56 51.23 020 032 17.01 2093
Repeatability

Standard devistion, s, 038 0.2s 0.01 0.03 072 0.21
Relative standard deviation, RSD,% 0.82 0.49 5.04 9.72 426 0.98
Repeatability valoe, 2.8 x 5, 1.09 072 0.03 0.09 205 0.58
Reproducibility

Standard devialion, Sp 4.01 4.02 0.11 0.13 229 0.63
Relative standard devistion, RSD; % 862 784 57.69 40.73 1347 3.01
Reproducibility value, 2.8 x s 11.36 1137 0.32 0.13 6.48 1.78
Table 3

Results of a 1992 collaborative study on the determination of chlorophyll pigments in vegetable oil.

Sample 1 2 3 4 5 6
Total number of laboratories accepted 12 12 12 11 11 12
Mean of the laboratory values (mp/kg) — 54.49 5239 28.15 25.40 728 6.71
Repeatability

Standard devialion, 5, 023 0.10 AN 0.06 0.06 0.07
Relative standard devisticn, RSD,% 066 029 031 0.18 0.17 0.19
Repeatability value, 2.8 x 5, 043 020 039 0.25 0.84 1.00
Reproducibility

Standard deviation, s 085 0.69 0.50 193 028 0.18
Relative standard deviativn, RSD,% 239 1.42 142 5.40 0.80 051
Reproducibility value, 2.8 x sg 155 131 178 7.60 390 2.71
Page 2 of 2
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Anexo 3

ANALY (T [CAL PROCZOURES B8FM Da-8

Methoa: Sneophvtis ‘Chlargphvil:

SEFINITION

Tnis method is used to determine the micrograms per liter of pheophytin
in vegetadle oils frem spectrophotometric adbsorbance measurements.

SCOPE

Applicable to crude, refined, and bleached domestic vegetable oils.
for deodorized oils, see Note 1.

(A) Apparatus

1. Recording Spectrophotometer, Beckman Model DU-7 or equivalent
2. Beckman Absorption Cells, 1 cm and 5 cm length

i8) Reagents
L. Methylene Chloride, spectrophotomstric grade
2. Chlerophyll A, Sigma Chemical Co.
3. Glacisl Acetic Acid, Bskers

{C) Procedure

Preparation of Pheophvtin A Calibration Standards and
bsarptivity Determznation

1. Prepare approximately 10,000 ppb stock solution of pheophytin A
by weighing 1.0 mg of pure chlerophyll A crystals into a 100 ml
volmetrie flask.

2. Fill the flask halfway with spectrometric grade methylene chloride,
then. gdd 1.0 ml of glacial acetic scid. Allow the reaction te
occur for 2 minutes, with gentle mixing, sand Fill to volume with
methvlene chloride,

3. Prepare five different concentrations of pheophytin A standards from
the stock solution and obtsin absorbance readings of each one at
three wavelengths: 630, 670, and 710 am. Methylene chloride is used
as a blank.

4. Calculate the absorptivity or extinction coefficient of each pheo-
phytih A standard using the formula in section E.1.

5. Plot a calibration curve, Pheophytin A Conc. (ppdb) vs. Absorbance,
and determine the linearity,

CONT INUED

Issued: 9-1-66 BFM Da-8
Revised: 3-15-77, 8-2-84, 1-8-85
[ssued to:

3A-21
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TINALYTICAL PROCEDURES - .

T4

Continued from previous oaae

.0 Sample Anzlysis

1. Using the preper absorption cells ‘see Note 2}, determine the
apserhance of the sample ‘diluted if necessary’) on the spectro-
photemeter at wavelsngths of 630, 552, €68, 670, 672, and 710
nanometers., Methylene chleride is ysed as 8 blank, Use the for-
muia in section £.2.

{E) Calculations

L. Calculation of Absorptivitv or Extinction Coefficient

A A
Corrected Absorption = 470 - —o20 3 710

A : . Corrected Absorption x 1000 o
fbgorptivity = Toncentration og InaIyEo {ppb) x cell lengtn in cm,

2, Calculation of Crude, Alkali Refined and Bleached Dils

Call the reaqu-at 30 nm - A
Call the highest of the readings at 662, 668, 670, and 672 nm - B
Call the reading at 710 nm - C

Corrected Absorbance = B ~ Al

Pheophytin, micrograms/liter {ppb} =

Corrected Absarbance x 1000
Cell Tenath in cms. x Dilution Factor % 0.04074 LABSGrpTivity)

4 = Grams of 0il
Dilution Factor = Trams of ULl + Grams of Solvent

3. Calculation of Decdorized Oils

Call the reading at 00 nm = D
€all the hignest cof the readings st 640, 645, 650, and 655 nm = £
Call the reading at 700 nm = F

Corrected Apsorbance = £ - P—'z'-i

CONTINLED

[ssued: 7-l-g6

Reviseg: 3-135-77, B8-2-B4, 1-B-AS
Issued to:

3A-22
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ANALYTICAL PROCEDURES -3 a BFia ?

Cont snusd fram Aravious 0ags

£} Calculations {Cont'd)

3. Calculation of Deodorized 0ils

Apparent Phecphytin ug/l =

Corrected Absorbance x 1000
Le eng in cms, x utlion ractor x U,

{F) Precision % o, /0595

The standard deviation of the method using the sbsorptivity of
-04074 for sample 12038-31-q is + 1.3.

‘G) Notes

L. %nen applying the method to decdorized oiis, the material being
measured is pheophytin plus a combinatiaon of degradstion products;
therefore, the value obtained is spparent only. Take readings of
the peak at 640, 845, 650, and 655 nm (maximum=D), and 700 nm {(mini-
wum=E) value. Calculate by using the formula in section E.3.

2. The 1.0 em cells are used for crude oils. The 5 cm cells are
usually satisfactory for refined and bleached oils.
S oty

3. Unless an unususlly high pheopnytin content is present, it is not
necessary to dilute the sample prior to spectrophotometric analysis
and the dilution factor will then be 1.0, [f dilution is necessary,
methylene chlaride i1s used as the solvent.

=. If a speckropnotometer ather than the Beckman OU is used, or new
lamps have been installed, evaluate five different semples of
different pheophytin concentratians in duplicste, snd submit the
samples as well as the results to the Best foods Research Center

se that & proper factor can be developed for use with that instrument.

REFERENCES

1) M. Merciadez, Research Notebook No. 1203B pp. 13-37.

[aguaa: 9-1. ¢ BFM 0a-8
davines:  3-1% T I

issuerd ta:

24A-20
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Anexo 4

Tabela 11.1 - Resultados do Método Cc 13i-96 de cada ensaio

Valor Esperado (ppb)

12 Ensaio
Clorofila (ppb)

22 Ensaio
Clorofila (ppb)

32 Ensaio

Clorofila (ppb) ‘

10 0 0 0
50 34 40 60
100 50 100 150
500 750 790 790
1000 1610 1620 1650
1500 2350 2400 2500
2000 3160 3190 3290
3000 4820 4850 4780
4000 7250 6370 6500
5000 8010 8080 8130
10000 15970 16280 16100

Anexo 5

Tabela 11.2 - Resultados do Método BFM 0a-8 para cada um dos Ensaios

Média dos 3

Ensaio 3 .
Ensaios

Ensaio 1 Ensaio 2

Valor Esperado

Clorofila (ppb) Clorofila (ppb) Clorofila (ppb) Clorofila (ppb) Clorofila (ppb)
10 0 12 0 4
50 24 24 49 32

100 417 73 135 104
500 589 589 613 597
1000 1190 1178 1227 1198
1500 1767 1779 1877 1808
2000 2368 2368 2466 2401
3000 3571 3620 3571 3587
4000 5375 4725 4823 4974
5000 5940 5989 6026 5985
10000 11843 12088 11966 11966
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Anexo 6

Tabela 11.3 - Resultados do Método utilizado na Sovena, para cada um dos Ensaios

Valor Esperado Ensaiol Ensaio2 Ensaio3

10 0 9 0

50 18 18 36

100 311 55 100
500 440 440 458
1000 889 880 917
1500 1320 1329 1403
2000 1770 1769 1843
3000 2668 2705 2668
4000 4016 3530 3604
5000 4438 4475 4502
10000 8850 9033 8941

Anexo 7

Tabela 11.4- Dados Clorofila para obtengao do grafico "Linearidade"

Clorofila Padrao (ppb)

Clorofila Observada (ppb)

250 326

500 599

1000 1201
2500 2941
5000 2856
10000 11616
20000 22821
40000 41485
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