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Resumo

Neste trabalho pretendeu-se explorar a tecnologia de adsorcdo e dessor¢cdo no
processamento de um extrato natural de azeitona rico em hidroxitirosol, para a sua aplicacédo na

industria alimentar e farmacéutica.

Para aplicacdo na industria alimentar, nomeadamente aditivacédo a azeites, teve-se como
principal objetivo eliminar compostos volateis do extrato, nomeadamente o acido acético e 4-
etilfenol, responsaveis pelos odores avinagrado e avinhado respetivamente. Neste contexto,
procedeu-se ao estudo da influéncia de varios parametros de adsorcéo/dessorcdo de maneira a
otimizar cada um dos passos e recuperar a maior quantidade de hidroxitirosol possivel.
Obtiveram-se varios produtos desodorizados sem qualquer defeito, com uma eliminagédo de mais
de 98% dos compostos volateis e com uma recuperagédo de hidroxitirosol entre os 70-80%.

Desenvolveu-se com sucesso e pela primeira vez uma correlacdo entre a concentracdo
de hidroxitirosol e tirosol num extrato de bagaco de azeitona e 0 seu contetdo total em polifendéis
(utilizando o método de Folin-Ciocalteu). Esta metodologia por ser simples e rapida pode ser
realizada on-site (por exemplo, no lagar), durante o processo de producéo do extrato como

alternativa a cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Para aplicacéo na industria farmacéutica, o processo de adsor¢ao/dessorcao foi também
explorado com o objetivo de eliminacdo de hidratos de carbono do extrato. Os hidratos de
carbono afetam negativamente o processo de secagem (com obtengéo de pos higroscopicos e
pouco estaveis ao ar). A utilizacdo do processo de adsor¢cdo/dessor¢do permitiu eliminar 91%

dos hidratos de carbono.

No final deste trabalho, o processo de adsorcdo/dessorcéo foi efetuado com sucesso a

uma escala piloto.

Palavras-Chave: Hidroxitirosol, tirosol, adsorcao, polifendis, azeite, spray-drying.






Abstract

In this work the adsorption/desorption technology was explored in the processing of an

olive extract rich in hydroxytyrosol, for its application in the food and pharmaceutical industry.

For application in the food industry, the main objective was to eliminate the volatile
compounds, namely acetic acid and 4-ethylphenol, which are responsible for the vinegar and
wine like odours, respectively. In this context, different operating conditions were studied in order
to optimize each one of the steps, as well as to recover as much hydroxytyrosol as possible, for
its additivation in olive oils. Several deodorized products were obtained without any defect, with
an elimination of the volatile compounds of above 98%, as well as a recovery of hydroxytyrosol
between 70-80%.

Furthermore, a correlation between hydroxytyrosol and tyrosol concentration in the
extract and it total phenolic content (using the Folin-Ciocalteu method) was developed for the first
time. Because this methodology is simple and fast, it can be carried out on site (e.g. in the olive
mill), during the production of the extract, as an alternative to high performance liquid
chromatography (HPLC).

For application in the pharmaceutical industry, the adsorption / desorption process was
also explored with the objective of eliminating carbohydrates from the extract. Carbohydrates
negatively affect the drying process (resulting highly hygroscopic and unstable powders). The use

of the adsorption / desorption process allowed to eliminate 91% of carbohydrates.

At the end of this work, the adsorption / desorption process was successfully carried out
on a pilot scale.

Key-words: Hydroxotyrosol, tyrosol, adsorption, polyohenols, olive oil, spray-drying
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1. Introdugao

1.1. Producéo de azeite e sub-produtos da azeitona

Segundo a International Olive Council, no inicio de 2017, a area ocupada para o cultivo
de oliveiras em Portugal era de 352 000 hectares, ou seja, cerca de 3,8 % do territério total
portugués. Desta &rea ocupada, a maior parte da plantagéo de oliveiras é feita no Alentejo (50%),
seguido por Tras-os-montes, Centro, Ribatejo e, por fim, Algarve.l!l Como se pode observar na

figura 1.1.

= Alentejo

= Tras-os-montes

= Centro
Ribatejo

Algarve

Figura 1.1 - Representacédo da area ocupada pelo cultivo de oliveiras em Portugal.!

Para além disso, cerca de 97,5% da area total utilizada para o cultivo de azeitonas &
direcionada para a producéo de azeite, sendo os restantes 2,5% para a producdo de azeitona
de mesa. Por estes numeros é facil perceber que o cultivo de oliveiras e, consequente, produgéo

de azeite é uma atividade agricola muito significativa no pais.™

Nos ultimos anos em Portugal, houve uma série de investimentos que levaram a uma
melhoria ao nivel das tecnologias de extracdo do azeite, entre as quais a mais importante de
todas: a substituigdo dos sistemas tradicionais por linhas continuas de extragdo por centrifugagéo
de massas (primeiramente em trés fases e, de seguida, em duas fases). Apesar desta
atualizacdo, a industria do azeite continua a gerar anualmente grandes quantidades de

subprodutos, entre eles, o bagaco e aguas rugas.

Do sistema de trés fases resultam trés fases distintas: aguas residuais, fase solida e

azeite. As principais desvantagens deste processo é a utilizacdo de grandes quantidades de



agua, da qual resulta uma reducéo da quantidade de fendis no azeite e a producao de grandes
volumes de aguas residuais. Estas ultimas constituem um grande problema para o ambiente.
Mais recentemente, o processo foi melhorado com o intuito de diminuir a quantidade de agua

utilizada.3! 41

Como alternativa ao sistema de trés fases e, de modo a combater os problemas
intrinsecos a enorme produgdo de aguas residuais, surgiu o sistema de duas fases. Neste tipo
de sistema ndo é adicionada agua, e os Unicos produtos finais sdo o azeite e um novo

subproduto, o bagaco, que consiste numa combinacgéao entre residuos soélidos e liquidos.3 ]

Portanto, a principal vantagem deste sistema é a reducdo da quantidade de residuos
produzida e uma maior recuperagdo dos compostos fendlicos. Para além disto, ha também uma

reducdo em termos econémicos, uma vez que 0s consumos de 4gua e energia sdo menores. [l
16l

Aparentemente, com muito baixo valor comercial, estes subprodutos tornam-se num
problema para os lagares de azeite, tanto ambiental (possuem grande carga poluente, devido a
sua concentragdo em compostos organicos) como economicamente (processos de tratamento
caros)[”} 8. A principal preocupacdo foi sempre o tratamento dos subprodutos antes do seu

descarte/ compostagem ou utilizagdo como combustivel de queima.! [

No entanto, durante a produc¢édo do azeite (fase lipidica), cerca de 98% dos compostos
fendlicos, por serem compostos hidrofilicos, séo perdidos na fase de bagago ou aguas rucas
(fase aquosa.l®! 101 Neste contexto varios estudos cientificos tém sido publicados com o objetivo
de aproveitar estes subprodutos para a extracdo de polifenéis.[!1-13 Para além dos compostos

fendlicos, estes subprodutos contém compostos organicos, inorganicos e aclcares. 14

1.2. Composicao do bagago de azeitona: tirosol e hidroxitirosol

Os compostos fendlicos sdo compostos bioativos naturalmente presentes em plantas,
vegetais e frutos, sendo o seu consumo normalmente associado aos beneficios da dieta
mediterranica.l'®! [16] Tém sido identificados como tendo um papel fundamental na defesa das
plantas quando submetidas a condi¢des de stress, tais como, condi¢des climéaticas extremas,
infe¢des por fungos ou bactérias ou mesmo em situagédo de deficiéncia de nutrientes.!*% Diversos
estudos cientificos que exploram a bioatividade destes compostos realcam ainda o seu interesse
para aplicagdo na industria alimentar e farmacéutica.*® Os compostos fendlicos estdo também
presentes nas azeitonas e atuam como antioxidantes para a conservacao da azeitona e azeite.
Os mais abundantes s&o os secoiridoides, flavondides, ligninas e fendis “simples”, tais como o
hidroxitirosol e o tirosol.'”1 Os secoiriddides mais comuns sdo a oleuropeina e ligustrosideo.[*8!
Outros derivados importantes sdo o 3,4-DHPEA-EA e HPEA-EA, que sao derivados do acido

elendlico na forma aldeidica ligado ao hidroxitirosol e tirosol, respetivamente.



A oleuropeina, o principal componente da azeitona, que lhe confere um sabor amargo,
foi “descoberto” por Bouquelot e Vintilesco (1908), e é definido como um éster do acido elendlico

e do hidroxitirosol.[171. [19]. [20]

Figura 1.2 - Representac&o esquematica da oleuropeina.l?!!

Ao longo do processo de maturagcdo da azeitona, as concentracdes da oleuropeina e
outros compostos conjugados diminuem e as concentracbes de hidroxitirosol e tirosol
aumentam.l16. 18] Este composto fendlico complexo, quando hidrolisado, d& origem ao

hidroxitirosol e ao oleosido-11-metil éster ou a glucose e oleuropeina aglicona.l?2

O tirosol, com o nome IUPAC 4-(2-hidroxietil)fenol, representado na figura 1.3, esta

presente na azeitona e noutros derivados da oliveira.

OH

HO

Figura 1.3 - Molécula de tirosol.[23!

O hidroxitirosol, também conhecido como alcool 3,4-dihidroxifeniletilico (com o nome

IUPAC: 4-(2-hidroxietil)benzeno-1,2-diol), representado na figura 1.4.

OH

HO
OH

Figura 1.4 - Molécula de hidroxitirosol.[?4



Este composto esta presente abundantemente na azeitona e nas folhas da oliveira, pode
aparecer na sua forma simples ou combinada. O hidroxitirosol apenas difere do tirosol num grupo
hidroxilo adicional que esté ligado ao anel fendlico. Este anel é responsavel pela maior atividade

antioxidante exercida pelo composto.29]

Para além do hidroxitirosol, o bagaco contém uma grande diversidade de polifendis. Por
exemplo num bagaco estudado por Cioffi et al. (2010)2¢, através da observacdo do
cromatograma, verificou-se a presenca de acido galico, tirosol, acido cafeico, oleuropeina,
ligustrosideo aglicona, oleuropeina aglicona, acido ferulico e acido vanilico. Ja no artigo Servili
et al. (1999)27, este bagaco apresentou na sua composicdo agliconas secoiridéides, como por
exemplo, 3,4-DHPEA-EDA, forma dialdeidica do &cido elendlico ligado ao hidroxitirosol.

O bagago de azeitona contém ainda = 2-3% de 6leo ndo extraidol?®], aclicares, sais e
acidos organicos, nomeadamente grandes quantidades de acido acético que foram identificadas

em cromatografia gasosa por headspace.?!

Durante o processamento do azeite, a distribuicdo da quantidade de compostos fendlicos
presente nos subprodutos e no azeite depende da sua solubilidade nestas duas fases. Devido a
sua maior solubilidade em agua e, consequentemente, nos subprodutos, apenas uma pequena

porcao dos polifendis fica no azeite.

Em geral, e dependendo da variedade da azeitona, a concentragdo de fendis no azeite
esta entre os 50 e 1000 pg/g de azeite. Esta quantidade de compostos antioxidantes no azeite é
apenas 1-2% dos antioxidantes que estdo presentes na azeitona, o resto é “perdido” no bagago

(~45%) e nas aguas rucas (53%), dependendo do sistema de extracéo.0

1.3. Atividade biolégica dos polifendis do azeite

Através de varios estudos epidemiolégicos chegou-se a conclusdo de que existem
diferengas geograficas na taxa de incidéncia das doencas cardiovasculares.3 Em comparagao
com outros paises, os paises do sul da Europa apresentam a menor taxa de incidéncia de
doengas coronarias. A explicacdo encontrada e, com maior base de estudo, é a dieta
mediterranica, uma dieta rica em azeite (que contém a gordura monoinsaturada), legumes e

frutas.BU-34]

Em relacdo ao beneficio do hidroxitirosol, presente no azeite, existem varios estudos
cientificos acerca da atividade bioldgica do composto, mas apenas um deles foi comprovado com
estudos clinicos em seres humanos, como publicado por M. I. Covas et al. (2006).3% Com base
neste estudo, a Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA)B8, em 2011,
reconheceu o beneficio do hidroxitirosol em relagdo a prevencéo da oxidacéo do colesterol LDL
(low-density lipoprotein), conhecido como o “mau colesterol”, prevenindo a aterosclerose e outras

doencas cardiovasculares:



e reduz o stress oxidativo;
e protege as células e o LDL dos danos oxidativos (atividade antioxidante).

O painel de especialistas da EFSA afirma que para sustentar esta reivindicacdo devem
ser consumidos diariamente 5 mg de hidroxitirosol e derivados (oleuropeina e tirosol)/ 20 g de

azeite.[36

Em muitos outros artigos, é demostrado que, para além da atividade antioxidante, o

hidroxitirosol possui propriedades anti-inflamatdrias, antimicrobianas e anticancerigenas.

No artigo de Bisignano et al. (1999)537], o estudo in-vitro focou-se na capacidade (da
oleuropeina e hidroxitirosol) de retardar ou inibir a taxa de crescimento de varias estirpes de
bactérias, que causam infe¢cdes no trato respiratorio ou intestinal. Também em Furneri et al.
(2004)=8! foi estudado o poder antimicrobiano do hidroxitirosol contra estirpes de bactérias gram-
positivas e gram-negativas. Em relagdo a atividade anti-inflamatoria, recentemente Gong et al.
(2009)3] comprovou os efeitos de um azeite, com 20% de hidroxitirosol, em ratos, que inibe o
inchaco inflamatoério e a hiperalgesia (sensibilidade exagerada a dor). Tanto os estudos em
relacdo a atividade antimicrobiana como anti-inflamatéria consideram que o hidroxitirosol pode
ser um agente promissor no tratamento de infe¢des e inflamagdes, mas devido a falta de ensaios

clinicos tais alegac¢fes ndo foram aprovadas pela EFSA.

Em Bernini et al. (2013) 9 a atividade anticancerigena do hidroxitirosol foi estudada,
como resultado da sua capacidade de inibir a proliferacdo celular, através da supressao da
progressdo e crescimento das células cancerigenas.*d Também no artigo Fuggeta et al.
(2012)11 foi feito um estudo com vista a confirmagdo das propriedades antiproliferativas do

hidroxitirosol e tirosol. [

Em ambos os estudosi? 1l os resultados sugerem que o hidroxitirosol possui
propriedades quimiopreventivas promissoras. No entanto, nenhuma destas atividades foram

realmente comprovadas, por falta de ensaios clinicos.

1.4.Zeyton Nutraceuticals: A implementac&o de um processo inovador

A empresa Zeyton Nutraceuticals tem como principal objetivo a producéo e fornecimento
de extratos naturais de alta qualidade, obtidos a partir do bagaco de azeitona. Estes extratos s&o
ricos em hidroxitirosol, possuindo potenciais propriedades benéficas para o consumidor, de
acordo com a alegacdo aceite pela EFSA em 2011 descrita ha sec¢ao anterior. A empresa,
desenvolveu e continua a desenvolver os seus processos patenteados, em colaboragdo com a
REQUIMTE (especificamente com o grupo de investigacao de Quimica Verde da Universidade

Nova de Lisboa).*?l A Zeyton patenteou um processo para a obtencdo de um extrato natural



concentrado e rico em hidroxitirosol, através de residuos e subprodutos da oliveira utilizando
tecnologias limpas (US8066881).

Descricdo do Processo

O processo esta atualmente implementado num lagar de azeite na zona de Evora e utiliza
parte dos equipamentos do lagar que devido a sazonalidade da producdo de azeite, ndo sao
utilizados durante grande parte do ano (fevereiro a setembro). O primeiro passo do processo
consiste na extragdo do bagaco de azeitona (residuo semi-soélido obtido pelo processo de duas
fases) com agua. A fase aquosa, fase que contém o hidroxitirosol, depois de separada, é
alimentada diretamente a uma unidade de nanofiltracdo. O passo de nandfiltracdo separa o
hidroxitirosol e outros compostos bioativos, com baixo peso molecular, que séo recuperados no
permeado, dos compostos com um alto peso molecular, que ficam retidos na corrente do

retentado. O permeado é enviado para uma unidade de osmose inversa.

A unidade de osmose inversa é utilizada para aumentar a concentracdo de hidroxitirosol
no retentado, sendo o permeado (dgua) posteriormente reutilizada. A corrente rica em
hidroxitirosol, é designada por “concentrado de osmose inversa (RO).1% Na figura 1.5, esta

esquematizado o processo de producédo do RO.

H,0O
Fase aquosa Perneado:
(com hidroxitirosol) Moléculas de baixo
peso molecular
~ . ~ mose ]
Bagaco —»| Extracdo | ——| Nan 80 > Inve —_ Perm%s\do.
| } 2
Fase sdlida Retentado: 1
Moléculas de alto Retentado:
peso molecular Concentrado de

osmose inversa (RO)

Figura 1.5 - Esquema resumo do processo de producdo do concentrado de osmose inversa.l%

1.5.Composicao do extrato desenvolvido pela Zeyton Nutraceuticals em

hidroxitirosol (HT), tirosol (TY) e outros compostos

A qualidade do produto RO (retentado da osmose inversa) obtido pelo processo acima
descrito, demostrou ser muito dependente da qualidade do bagaco de azeitona e
consequentemente da azeitona utilizada como matéria-prima, num estudo efetuado no ambito
de uma dissertacdo de mestrado realizada por M. Romeu (2016)[?°. Nesse mesmo trabalho ficou
demostrado que os bagacos de azeitonas de campanhas afetadas por mas condi¢des
climatéricas e/ou fungos podem apresentar concentragfes anormalmente baixas de
hidroxitirosol. Para além da qualidade da azeitona, também o tempo de armazenamento do

bagaco tem influéncia na sua concentracao em hidroxitirosol. Concluiu-se que o armazenamento



em grandes depdsitos ao ar livre submete o bagaco a uma série de transformacgdes quimicas,
hidrélises e oxidacbes, frequentemente catalisadas por enzimas que aumentam a concentracao
de hidroxitirosol no bagaco. Outros estudos cientificos chegaram a conclus6es semelhantes,
tendo mesmo sido demostrado que a concentragdo de hidroxitirosol aumenta devido a uma

diminuigdo na concentracdo de compostos como a oleuropeina e outros ésteres do hidroxitirosol.

[43]-[45]

O processo de membranas implementado pela Zeyton Nutraceuticals, para além de
efetuar uma separacao com base no peso molecular dos compostos, utilizando uma membrana

com massa molecular de corte de 200-400 Da, concentra o hidroxitirosol recuperado 10 vezes.

Nanofiltracédo
e + —p 15000 mg/L

Osmose inversa

Extrato
1500 mg/L

Figura 1.6 — Processos de concentracao do hidroxitirosol

No entanto, este efeito de concentracao é igualmente observado para outros compostos

de baixo peso molecular existentes no extrato como sais, agucares e acidos organicos.

Na dissertagdo publicada por M. Romeu (2016)°], alguns compostos volateis (por
exemplo, o 4cido acético e o 4-etilfenol) foram também detetados no produto final (extrato obtido
pelo processo patenteado pela Zeyton Nutraceuticals). Através de analises de cromatografia
gasosa por headspace, detetou-se a presenca de compostos volateis responsaveis pelos odores:
acido acético (avinagrado) e 4-etilfenol (avinhado). Concluiu-se que a presenca destes
compostos volateis limita as potenciais aplicacdes do concentrado, quer seja na industria
alimentar como na industria cosmética. De facto, sendo na sua maioria de baixo peso molecular,
estes compostos ndo sdo eliminados durante o passo da nanofiltracdo, sendo mesmo, tal como
o hidroxitirosol, concentrados no passo da osmose inversa (ao ponto de conferirem odores
indesejaveis ao extrato). Por essa razao, no estudo efetuado por M. Romeu (2016)9 utilizou-se

com sucesso um processo de adsor¢do numa resina polimérica para a purificacdo do RO.

1.6. Processos de purificacdo de extratos de azeitona

Uma vez que para além do extrato ser rico em hidroxitirosol, apresenta quantidades
significativas de compostos ndo desejados, entre eles alguns compostos volateis, existem varios
métodos de purificacdo para a eliminacdo desses mesmos compostos ou purificacdo dos
compostos fendlicos. Na literatura, existem varios métodos para a purificacdo do extrato ou
tratamento de residuos dos lagares, onde séo utilizadas resinas poliméricas(tl} 46l 471 carvoes“8l

1491 e outros!®Yl,



E necessario ter em conta que a maioria dos estudos encontrados na literatura tém como
objetivo o tratamento de aguas rucas e nao a purificacdo de um extrato natural. Em todo o caso,
é possivel avaliar a eficiéncia de alguns métodos e materiais explorados para a adsorgéo de
fendis. Por exemplo, no tratamento de aguas, os carvfes ativados sdo dos adsorventes mais
utilizados, uma vez que adsorvem contaminantes indesejaveis. A remogdo dos contaminantes
através de carv@es ativados resulta da interacdo das moléculas com 0s microporos e mesoporos
que possuem dimensfes semelhantes as das moléculas; mas a grande desvantagem do seu

uso esta associada com os grandes custos de regenerac&o. 46l [48]

No artigo Garcia-Araya et al. (2003)51], a adsorcéo em carvdes ativados € utilizada para
a remocdo de fendis de aguas agroindustriais, como as resultantes da producgdo de azeite e
vinhos, que, neste caso, provocam problemas nas unidades de tratamento de aguas residuais.
Neste artigo, concluiu-se que a adsorcao é favorecida pelo pH, quando este se encontra entre 3
e 4, a temperatura ndo tem grande influéncia e a capacidade de adsor¢cdo do carvao ativado
dependia diretamente da natureza do acido fendlico.5¥ Também no artigo Galiatsatou et al.
(2002)18l, o objetivo da utilizagéo dos carvdes ativados é minimizar a quantidade de fendis no
residuos dos lagares (“ olive mil waste water”), ou seja, os fendis ficam adsorvidos no carvao
ativado.[*8] Ena et al. (2012)"9 investiga a recuperagdo da fracdo fenodlica dos residuos dos
lagares através de carvdes ativados (Azolla e GAC); neste caso, ambos 0s carvdes mostraram

bons resultados para a adsorcao e dessor¢do dos compostos fendlicos.

Mais recentemente, os adsorventes poliméricos surgiram como uma alternativa a
adsorcdo em carvdes ativados. No caso dos adsorventes poliméricos, a for¢a das ligacdes entre
0 adsorvente e 0 adsorvato sdo mais fracas em comparagdo com o que acontece na adsor¢ao
com o carvao ativado. Desta forma, a sua limpeza/ regeneracéo é normalmente mais facil.1#€l [0
Assim sendo, os compostos fenodlicos podem ser recuperados de solu¢ges aquosas através de

adsorcdes moleculares ou de permuta iénica.[*l

No artigo Caetano et al. (2009)49], sdo utilizadas resinas de permuta iénica aniénica forte,
Dowex XZ, e de permuta i6nica anionica fraca, AuRIX 100, e ainda uma resina ndo i6nica,
Macronet MN200, para a remogéao dos fendis de aguas residuais; no final é feita uma dessor¢do
utilizando uma mistura de agua/metanol. Das trés resinas estudadas, a AuRIX 100 foi aquela que
mostrou melhores resultados na cinética de adsorgdo, ao passo que a resina ndo ionica,
apresentou uma recuperacao de 90% dos fendis, no passo de dessor¢do. Também no artigo
Juang et al. (1999)"7] foi estudada a adsorgdo em resinas poliméricas (XAD4, XAD7 e XAD16),
de compostos fendlicos (mais especificamente 4-clorofenol e fenol) presentes em &aguas
residuais.

Bertin et al. (2011)52 sugeriu a utilizacdo de quatro resinas poliméricas: XAD7, XAD16,
IRA96 e Isolute ENV+ para a recuperacdo de polifenéis presentes em dois tipos de aguas rucas
(olive mil waste waters, OMWW). Aquela que apresentou uma melhor adsor¢do em relacdo ao
hidroxitirosol foi a resina ENV+, onde se observou uma adsorcdo entre 81-94%. Em relagéo ao

passo de dessor¢do, também a resina ENV+ mostrou melhores resultados, onde se recuperou



cerca de 77% do hidroxitirosol, quando utilizado como solvente de dessorcédo simplesmente o
etanol.

No artigo de Zagklis et al. (2015)*1 foram utilizadas resinas poliméricas ndo iénicas,
XAD4, XAD7 e XAD16, para a recuperacdo de compostos fenolicos de baixo peso molecular
presentes em OMWW e, simultaneamente, avaliar a sua separa¢éo dos hidratos de carbono. O
extrato foi primeiramente filtrado e de seguida concentrado. Em processos batch, este produto
foi depois posto em contacto com as trés resinas poliméricas. Neste artigo, obteve-se uma melhor
percentagem de adsorcdo para a resina XAD4, cerca de 75% para uma razao de 120 g de resina/
L de concentrado. Ja para a dessorcdo do produto, o solvente que apresentou uma maior
percentagem de dessorc¢éao, cerca de 80%, e uma melhor separagéo de compostos fendlicos dos
hidratos de carbono, foi o etanol. Finalmente, o produto foi concentrado através de uma

evaporacao, onde se obteve uma concentracao final de hidroxitirosol de 84,8 g/L.

Mais recentemente, Frascari et al. (2016)l% desenvolveu um processo continuo de
adsorgdo/dessor¢do para a recuperacdo de compostos fendlicos a partir de OMWW. Utilizou
como agente adsorvente a resina XAD16 e uma coluna empacotada com 0.53 metros. O principal
objetivo centrou-se na avaliagdo do desempenho da resina na adsorcdo e dessor¢cdo dos
compostos fendlicos e no desenvolvimento de um modelo. A OMWW foi sujeita a um pré-
tratamento (centrifugacao e filtracdo), de modo a evitar a obstru¢cdo da coluna por parte dos

s6lidos em suspenséo. Como solvente de dessorcéo é utilizado o etanol acidificado. >0

No caso do extrato desenvolvido pela empresa Zeyton Nutraceuticals (sec¢éo 1.2), na
dissertacédo realizada por M. Romeu (2016)[29, obtiveram-se bons resultados recorrendo a resina
XAD4 para eliminacéo de odores indesejaveis (compostos volateis) de um extrato natural de

bagaco de azeitona para aplicacéo na industria alimentar.

M. Romeu (2016)?1 baseou-se no trabalho efetuado por Zagklis et al. (2015)111 efetuando
algumas alteracdes como a quantidade de resina utilizada e tempos de adsor¢céo e dessorcéo.
O processo de adsor¢do provou uma elevada eficiéncia na separacdo do hidroxitirosol de outros
compostos existentes no concentrado, principalmente compostos volateis como o acido acético,

responsével pelo cheiro avinagrado.

1.7.0bjetivo desta dissertagéo

No contexto da eliminacéo de compostos volateis indesejaveis presentes no extrato rico
em hidroxitirosol, desenvolvido pela Zeyton Nutraceuticals, o desafio proposto pela empresa e,
gue € o principal objetivo desta dissertacdo, consiste na otimizacdo do processo de
adsorcéo/dessor¢édo, publicado por M. Romeul??! em 2016. Embora a eliminacéo do acido acético
tenha sido conseguida com sucesso, a percentagem de recuperacao do hidroxitirosol foi muito

baixa, 0 que impede a implementacdo do processo a escala industrial.
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2. Materiais e métodos

2.1. Materiais
2.1.1. Concentrados de osmose inversa (RO)
A matéria-prima utilizada ao longo deste trabalho foi o concentrado de osmose inversa
(RO), especificamente o concentrado com o cédigo RO 164, com uma concentracdo em

hidroxitirosol de = 12 000 mg/L, fornecida pela empresa AZAL — Azeites do Alentejo, com sede

em Redondo, Evora.

O RO foi produzido utilizando o processo patenteado (US 8066881 B2), descrito na

seccdo 1.4..

Foram fornecidos varios RO, com datas de produgdo diferentes. Estes foram
armazenados em bid6es de plastico, a temperatura ambiente (5-30°C). A tabela 2.1, apresenta

0 volume e data de rece¢do dos mesmos.

Tabela 2.1 - Concentrados de osmose inversa e respetiva data de entrega e volume.

Amostras Data de entrega  Volume recebido (L)

RO6 Sem informacao Sem informacéo
RO 8 16/10/2015 Sem informacéo

RO 161 27/04/2016 20

RO 162 27/05/2016 80

RO 163 17/06/2016 60

RO 164 14/07/2016 60

RO 165 05/12/2016 0,5

RO 166 05/12/2016 0,5

RO 167 05/12/2016 0,5

RO 168 05/12/2016 0,5
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2.1.2. Resina polimérica ndo idbnica XAD4

A resina utilizada neste trabalho é a resina XAD4 da marca Alfa Aesar, esta é uma resina
adsorvente polimérica ndo iénica, onde a matriz € o poliestireno e o agente reticulante o
divinilbenzeno, que adsorve e “dessorve” espécies idnicas tendo em conta interagdes polares e

hidrofébicas.[!

As propriedades de adsor¢do devem-se a estrutura macroreticular, natureza aroméatica
e boa area de superficie da resina. Uma das suas grandes vantagens é o facto de poder ser
“reutilizada”. Para tal necessita de uma lavagem com um solvente, podendo este ser um solvente

organico miscivel em agua (acetona, metanol, etanol, etc.).

A tabela 2.2 apresenta as propriedades da resina, fornecidas pelo fabricante na ficha do

produto.

Tabela 2.2 - Propriedades da resina XAD4[? [3],

Matriz Resina polimérica macro-reticulada
Aspeto fisico Esferas brancas translicidas
Tamanho da particula (mm) 0,49-0,69
Area de superficie (m?/g) 2750
Porosidade @ (mL/mL) >0,50
Densidade relativa 1,01-1,03

@ Valores contratuais
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2.1.3. Reagentes, solventes e padrdes

A tabela 2.3 apresenta os reagentes, solventes e padrdes, utilizados ao longo deste

trabalho, bem como os respetivos CAS, grau de pureza e marca.

Tabela 2.3 - Reagentes, solventes e padrées.

Reagente/ solvente/

vadrio CAS Grau de pureza (%) Marca
Acetona 67-64-1 =>99,8 Sigma-Aldrich
Acido acético glacial 200-580-7 100 Merck
Acido Galico 149-91-7 99 Alfa Aesar
Acido Sulfarico 7664-93-9 95-97 Fluka
Argon 7440-44-0 - Norit
Carbonato de Saodio 497-19-8 99,5 Alfa Aesar
D(+)-glucose 50-99-7 99,5 Sigma-Aldrich
Etanol 64-17-5 96 Carlo Erba
Fenol 108-95-2 99 Sigma-Aldrich
Hidroxitirosol 10597-60-1 =98 ExtraSynthese
Metanol 67-56-1 =999 Carlo Erba
Reagente Folin-
Ciocalteu - - Sigma- Aldrich
Resina XAD4 37350-42-0 - Alfa Aesar
Tirosol 501-94-0 98 Sigma-Aldrich

2.2. Métodos
2.2.1. Cromatografialiquida de alta eficiéncia (HPLC)

A quantificacdo de hidroxitirosol (HT) e tirosol (TY) livres contabiliza apenas as moléculas

de HT e TY que nao se encontram ligadas a outras moléculas.

A analise de HPLC foi utilizada para caraterizar o perfil fendlico (HT e TY) das varias
amostras utilizando os esquipamentos Thermo Finnigan Surveyor HPLC System e Agilent Infinity
1100 com os softwares Chemstation OpenLAB, respetivamente. A coluna usada foi uma coluna
Waters Novapak C18 (150 x 3,9 mm). A temperatura da coluna foi mantida a 25°C. A fase movel
consistiu de um sistema binario usando 10% metanol e 2% &cido acético, em agua ultra-pura

Tipo I. As amostras foram corridas com um caudal de 0,5 mL/min, durante 15 minutos. A dete¢&o
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e quantificacdo foram realizadas a um comprimento de onda de 280 nm. A curva de calibracdo
foi analisada no inicio da corrida.

Foram preparadas solugbes padrdo de hidroxitirosol e tirosol com diferentes
concentragdes e determinaram-se as respetivas areas de picos. De seguida, foram realizadas

as retas de calibragdo das concentragfes (mg/L) em funcao das areas dos picos (UA).

No anexo A estdo apresentadas as tabelas com as areas dos picos (tabelas 5.1 e 5.2) e
as respetivas retas de calibracao (figuras 5.1 e 5.2).

Finalmente, através do cromatograma (figura 5.3), foram determinados os tempos de
retencdo dos dois padrées. O hidroxitirosol possui um tempo de retengcdo = 3 minutos, que

corresponde ao pico mais intenso, e o tirosol com um tempo de reten¢ao = 4.6 minutos.

As equacdes das retas de calibracdo foram utilizadas para calcular as concentracfes de

hidroxitirosol/ tirosol nas amostras

2.2.2. Cromatografia gasosa (GC)

As andlises foram realizadas num sistema GC/MS, que consiste num cromatdgrafo
gasoso Bruker GC 456 acoplado a um espectrofotbmetro de massa Scion TQ. O injetor
automatico utilizado foi CTC Analysis autosampler CombiPAL, os dados foram obtidos com
MSWS 8.2 Bruker e analisados com Bruker MS Data Review 8.0. O injetor no modo splitless foi
operado a 260°C durante 3 minutos. Para algumas amostras, a separacao foi realizada em duas
colunas ZB-WAX PLUS (60 m x 0,32 x, 1 ym ds) ligada a uma coluna ZB-5 MS (30 m x 0,25 mm,
0,25 um film df), para outras, foi utilizada uma coluna ZB-WAX PLUS (60 m x 0,32 x, 1 ym dy)
ligada a uma coluna ZB-5 MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 pm df). A temperatura inicial do forno foi de
40°C durante 5 minutos, seguida de um aquecimento até 240°C a uma taxa de 4°C/min,
permanecendo nesta temperatura durante 15 minutos. O gas de corrida utilizado foi hélio com
um fluxo constante de 1,70 mL/min.

A temperatura da linha de transferéncia foi de 240°C, enquanto que a temperatura da
fonte foi 220°C. Os i6es foram analisados a 40-450 u.

2.2.3. Quantificacéo de fendis totais

A quantificagdo dos compostos fendlicos totais foi feita através do método colorimétrico

de Folin-Ciocalteu, adaptado do protocolo microescala descrito por Waterhouse et al. (2002).14!

De uma maneira simplificada, o método de Folin-Ciocalteu € um método colorimétrico,
que permite a quantificacao de fendis totais, utilizando o &cido gélico como padrao de referéncia.

O reagente Folin-Ciocalteu ndo possui ha sua composicao quaisquer fendis. Em vez disso, o
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reagente reage com os fendis e substancias redutoras ndo fendlicas que formam cromdgenos
que sao detetados no espetrofotdmetro. O aparecimento da cor azul deve-se a transferéncia de

eletrdes onde se da a reducgédo do acido complexo fosfomolibdico/ fosfotlingstico.®!

Para a construcédo da reta de calibracdo foram utilizadas solu¢ées com concentracdes
de 50, 100, 150, 250 e 500 mg/L de acido galico, utilizando uma solug¢édo padrdo. A solugdo
padrdo, com uma concentracao de 5 g/L, foi preparada dissolvendo-se 0,5 g de acido galico em
10 mL de etanol, num baldo volumétrico de 100 mL, onde se perfez o restante volume com agua
destilada.

Para um vial, foram pipetados 20 uL da amostra/ solu¢des de acido galico/ branco,
adicionaram-se 1,58 mL de agua destilada e 100 pL de reagente Folin-Ciocalteu. Agitou-se a
solucdo e deixou-se incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente. De seguida, foram
adicionados 300 pL de uma solugéo de carbonato de sédio com concentracdo de 0,2 g/L e agitou-
se novamente. Incubou-se a mistura num banho de agua quente a 40°C, durante 30 minutos.
Por fim, foi medida a absorvancia (a 750 nm) num espetrofotometro (Thermo Scientific Evolution
201 UV-Visible Spectrophotometer). A concentracdo das amostras foi determinada através da

reta de calibracao do acido gélico, em mg/L GAE (Gallic Acid Equivalent).

Primeiramente, foi necessario determinar as retas de calibragdo para trés solventes
diferentes: agua, mistura de solventes biocompativeis a base de agua e etanol. Com esse intuito,
foram preparadas solu¢cdes com diferentes concentracbes de acido galico e medidas as
respetivas absorvancias. As unidades de concentracdo séo apresentadas em mg/L GAE (Galic
Acid Equivalent).

No anexo C estdo apresentados os graficos das retas de calibracéo (figuras 5.4, 5.5 e
5.6)) e respetivas tabelas (tabelas 5.4, 5.5 e 5.6).

2.2.4. Quantificacdo de hidratos de carbono

De todos os métodos colorimétricos utilizados para a quantificagdo de hidratos de

carbono, o método do Fenol-acido sulfurico € mais simples de ser reproduzido.

O método do Fenol-acido sulfarico, conhecido simplesmente pelo método Fenol-

sulfarico, foi adaptado de um protocolo modificado de Masuko et al. (2004).¢!

A quantificac@o de hidratos de carbono é feita com base na reta de calibracdo, e a
concentracdo € expressa em g/L glucose equivalente. Para a construcdo da reta de calibracéo,
foi preparada uma solucao padrdo de D(+)-glucose mono-hidratada com uma concentragédo de
1 g/L. Esta solucao foi preparada adicionando 0,1 g da D(+)-glucose num bal@o volumétrico de
100 mL, onde se perfez o volume com agua destilada. Através desta solugao padréo, foram entédo
preparadas solu¢bes com concentra¢g@es de 0,005, 0,01, 0,025, 0,05, 0,65, 0,085 e 0.1 g/L.
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Para um tubo de ensaio, foram pipetados 500 uL da amostra/ solu¢des de D(+)-glucose,
de seguida foram adicionados 1,5 mL de acido sulfirico (H2SO4) e 300 puL de uma solucéo
aquosa 5% (m/v) de fenol. A solucao foi agitada durante 5 segundos num vortex (Vortex Mixer
Labnet) e incubada no banho seco quente (Accu BlockTM Digital Dry Bath) a 90°C, durante 5
minutos. Para finalizar a reacéo, a solucéo foi agitada novamente e colocada num banho de agua

durante 5 minutos, a temperatura ambiente.

As absorvancias das amostras/ soluces de D(+)-glucose foram medidas a 490 nm no

espetrofotémetro (Thermo Scientific Evolution 201 UV-Visible Spectrophotometer).

A reta de calibracdo determinada esta apresentada no Anexo E, na figura 5.18, e a
respetiva tabela na tabela 5.24. Através da equacdao linear obtida na reta de calibragdo, foram
calculadas as concentragdes de HC nas amostras de “dessorvidos evaporados” dos varios

Processos.

2.2.5. Desodorizacdo do concentrado de osmose inversa utilizando

umaresina de adsorcéo (Resina XAD4)

Este processo foi adaptado do artigo Zagklis et al. (2015).["! Resumidamente, o processo
de desodorizagdo inicia-se com a adsor¢cdo do concentrado RO 164 na resina XAD4, com
agitacdo orbital num shaker (JP Selecta Rotaterm) ou numa placa de agitacéo (Stuart RB 172),
a temperatura ambiente. De seguida efetua-se a separagdo da resina do concentrado nao

adsorvido denominado por NADS (ndo adsorvido) através de uma filtracdo a vacuo.

A dessorc¢édo é realizada primeiramente utilizando dgua para a separa¢do dos hidratos
de carbono. Esta dessorcdo é realizada com agitacdo orbital num shaker ou numa placa de
agitacdo. A separacao da resina do efluente dessorvido com agua denominado por DSS H20

(dessorvido com agua) é efetuada recorrendo a uma filtracéo a vacuo.

Finalmente, a Ultima dessorcdo é efetuada recorrendo a uma mistura de solventes
biocompativeis a base de 4gua. De seguida, efetua-se a separagéo do produto final, denominado
por DSS nao evap. (dessorvido ndo evaporado). No final do processo o produto é concentrado

17 vezes num evaporador rotativo (Heidolph ou IKA).

Foram feitos varios ensaios em escalas diferentes: escala laboratorial, laboratorial

alargada e, por fim, um aumento de escala (scale up).

Nos ensaios realizados em escala piloto (scale up), os passos do processo S&o
realizados dentro de um bid&o, onde é introduzido um filtro “fechado” com a resina XAD4. O
bidao é carregado com a solugéo pretendida, conforme o passo do processo a iniciar. A agitagcao
€ levada a cabo por um orbital shaker. Por fim, para retirar o efluente, basta abrir a torneira e

descarregar.
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Com o objetivo de otimizar o processo foram feitas alteracées em varios parametros do
processo: tempo, razdo resina/ RO 164 e no tipo de agitacdo (agitacdo magnética ou agitacao
no orbital shaker), com vista a otimizacdo do processo. Na tabela 2.4, apresentam-se o0s varios
parametros estudados.

Tabela 2.4 - Parametros alterados ao longo do processo.

Parametros/ Passos do Razéo
Tempo
processo Resina/RO ou solvente
y 11 10 min; 30 min; 1 h; 2 h; 3 h;
Adsorc¢ao
1:2 4h;6h;8h;16h
Dessorgdo com H>O 11 10 min; 30 min; 1 h; 2h; 3 h
13 10 min; 30 min; 1 h; 2 h; 3 h;
Dessorcéo
1:5 4 h; 6 h; 8h; 16 h; 24 h; 48 h

No final, amostras do “ndo adsorvido” (NADS), “dessorvido com agua” (DSS H:0),
“dessorvido nao evaporado” (DSS ndo evap.) e “dessorvido evaporado” (DSS evap.) séo
analisadas por HPLC para quantificacdo de hidroxitirosol (HT) e tirosol (TY) livres (ver sec¢ao
2.2.1.).

De modo a determinar o pH ao longo do processo, foram medidos os pHs de todos os

efluentes do processo, incluindo a alimentagéo (RO 164).

As amostras do “dessorvido evaporado” foram também analisadas por cromatografia
gasosa (GC) para a determinacao da percentagem de eliminagdo de compostos volateis, através
das éareas dos picos (ver secc¢do 2.2.2.).

O processo de desodorizacdo é seguido de uma regeneracdo da resina para a sua
posterior reutilizacdo. A lavagem € primeiramente feita com etanol e, por fim, uma lavagem com
agua. Todos estes passos da lavagem sao feitos com uma razéo resina/ solvente de 1:3, durante

1/2 horas a temperatura ambiente e com agitagdo num orbital shaker/ placa de agitacéo.
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3. Apresentacao e discussao de resultados

3.1. Composicdo dos extratos em hidroxitirosol e tirosol e

avaliacdo da estabilidade do concentrado de osmose inversa (RO)

Os concentrados de osmose inversa (RO), referenciados na sec¢éo 2.1.1., utilizados ao

longo deste trabalho, foram produzidos e cedidos pela empresa AZAL.

As concentracdes de hidroxitirosol e tirosol foram determinadas por cromatografia liquida

de alta eficiéncia (HPLC). O método de HPLC esta descrito na sec¢éo 2.2.1.

Na tabela 3.1 estdo apresentadas as concentracées do hidroxitirosol e tirosol, de varios

concentrados de osmose inversa.

Tabela 3.1 - Amostras e respetivas concentracdes de hidroxitirosol e tirosol.

Amostras Hidroxitirosol (mg/L) Tirosol (mg/L)

RO6 4300 950

RO 8 2200 550
RO 161 9800 1450
RO 162 6000 1000
RO 163 9200 1950
RO 164 12000 2000
RO 165 12000 1900
RO 166 16000 2400
RO 167 16500 2050
RO 168 15000 2250

Como foi referido na secc¢édo da introducgdo, a variagéo dos varios RO relativamente a sua
concentracdo em hidroxitirosol (HT) e tirosol (TY) deve-se a diferengcas na matéria-prima

utilizada.

Como os RO sao provenientes de um extrato natural, estdo sujeitos a varios fatores
(alteragBes climaticas, pragas e doencas das oliveiras) que acabam por influenciar a composigéo

das azeitonas e, consequentemente, a do concentrado de osmose inversa.

Sabe-se, por exemplo, que a concentracdo de hidroxitirosol no RO 8 foi baixa uma vez
que as azeitonas desta colheita foram atacadas por uma praga da mosca-da-oliveira. Nestas
condigdes, o hidroxitirosol atua através da sua atividade antioxidante, para proteger o fruto.

Assim sendo, ao longo do tempo a concentragdo do hidroxitirosol presente na azeitona vai
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diminuindo, o que resultou numa matéria-prima com menor concentracdo em hidroxitirosol e,

consequentemente, num RO com uma concentracao de apenas 2200 mg/L.

Com o objetivo de avaliar a estabilidade dos RO seguiu-se a concentracdo de HT e TY
para o RO 164 ao longo de 7 meses de realiza¢édo desta dissertacéo (a partir do 7° més de estudo
e até ao 14°). Os resultados obtidos em conjunto com resultados obtidos anteriormente estao
apresentados na figura 3.1.

Na figura 3.1 pode observa-se a concentracdo de hidroxitirosol e tirosol ao longo do
tempo para o mesmo RO.
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Figura 3.1 - Estabilidade do RO 164 ao longo do tempo. O RO foi armazenado a temperatura ambiente,
em biddes de plasticos.

Como se pode observar, quando foi recebido o RO 164 apresentava uma concentracao
em hidroxitirosol (HT) de 13233 mg/L e 2028 mg/L em tirosol (TY).

No anexo B, na tabela 5.3, estdo apresentados os valores para as concentracdes de HT
e TY ao longo do tempo.

Verificou-se que ambas as concentracfes se mantém bastante estaveis ao longo dos 14
meses estudados. E também de notar uma maior dispersdo nos valores obtidos para o HT do
que para o TY, com variancia de 11,4 % para o HT.

Como se pode verificar, a tendéncia das concentracdes do HT e TY € a sua estabilizagéo
nos 12000 mg/L e 2000 mg/L, respetivamente.
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Numa tentativa de desenvolver um método que permitisse avaliar a qualidade do produto
de forma rapida, efetuou-se um estudo com o objetivo de correlacionar a concentracédo de HT e
TY com a quantificacdo em fendis totais. Esta quantificagdo pode ser realizada por um método

colorimétrico rapido, o método de Folin-Ciocalteul® [, como descrito na secgdo dos 2.2.3..

Para os varios RO produzidos pela AZAL e analisados por HPLC relativamente ao seu
conteddo em HT e TY (tabela 3.1), efetuou-se o método de Folin-Ciocalteu para determinagéo

dos fendis totais de acordo com o método discutido na seccao 2.2.3..

Na figura 3.2, estéo representados os valores relativos a concentracdo de HT para os

varios RO em funcéo dos valores obtidos para os fendis totais.
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Figura 3.2 - Correlagéo entre as concentragfes de fendis totais e de hidroxitirosol para os RO.

E possivel observar que a relagéo entre a concentragéo de HT e os fenois totais & linear
para o intervalo de concentracdes estudadas.

Ao aplicar a regressao linear simples obtém-se a equacéo da reta:
y =0,5776x, com R?=0,9889

Esta relacdo entre a concentracdo de HT e fendis totais foi determinada pela primeira

vez e pode ser utilizada para avaliar a eficiéncia do processo recorrendo a um método simples.

No anexo C esté apresentada a tabela 5.7, onde estéo os valores das amostras utilizadas
para a correlacéo, a absorvancia medida, a concentragdo de fendis totais e as concentracdes de

hidroxitirosol e tirosol.

De forma anéloga, foi determinada uma correlacéo entre a concentracao de tirosol e de
fendis totais, apresentada na figura 3.3.
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Figura 3.3 - Correlagéo entre as concentragfes de fendis totais e de tirosol para os RO.

Mais uma vez, é possivel observar uma relacdo linear entre a concentracdo de TY e
fendis totais. Aplicando uma regressao linear obtém-se a equagéo da reta:

y = 0,0933x + 276,52, com R?=0,985

Pela necessidade de obter resultados mais rapidos também para o processo de

adsorcéo, foi estudada uma nova correlacéo para avaliar a qualidade dos extratos dessorvidos

Foram utilizados produtos dessorvidos ndo evaporados, resultantes de varios processos
de adsor¢do/dessor¢éo, onde ja tinham sido determinadas as concentrages de HT e TY (por
HPLC). Mais uma vez, utilizando a reta de calibracdo, mas desta feita para mistura de solventes
biocompativeis a base de agua, foram determinadas as concentracfes de fendis totais para as

amostras de dessorvidos nédo evaporados.

No anexo C, tabela 5.8, estdo exibidas as amostras utilizadas, respetivas absorvancias
medidas e as concentragcdes de fendis totais, hidroxitirosol e tirosol.

Na figura 3.4, estdo representados os valores relativos a concentracao de HT para os
varios dessorvidos em fungéo dos valores determinados para os fendis totais.
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Figura 3.4 - Correlacdo entre as concentragfes de fendis totais e de hidroxitirosol para dessorvidos ndo

evaporados (mistura de solventes biocompativeis & base de agua).

Como se pode verificar pela figura anterior, neste caso foram poucos os dessorvidos ndo
evaporados analisados e, por essa razdo, deve efetuar-se mais experiéncias para avaliar esta

correlacao, principalmente para dessorvidos com [HT]< 1000 mg/L.
De qualquer forma, ao aplicar-se uma regressao linear obteve-se a equacao:

y =0,8772x — 628,26, com R?=0,977

Da forma anéloga, foi efetuado 0 mesmo estudo para a concentracdo de fendis totais e
a concentracao de tirosol, apresentada na figura 3.5.
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Figura 3.5 - Correlagéo entre as concentragdes de fendis totais e de tirosol para dessorvidos néo
evaporados (mistura de solventes biocompativeis & base de agua).

Neste caso € bastante Obvio que para extratos dessorvidos ndo evaporados nao é
possivel delinear nenhuma tendéncia para a determinacdo da concentracao de tirosol através da

concentracdo de fendis totais.

No final de cada processo de desodorizagcéo a resina € regenerada utilizando o etanol
como solvente de limpeza. Neste caso, foi também desenvolvida uma reta de calibragéo.

Uma vez que o hidroxitirosol e tirosol ndo séo os compostos fendlicos maioritarios nestas
solucdes etandlicas, verificou-se que ndo havia uma relacdo linear entre a concentracao do
hidroxitirosol e/ou tirosol e a concentracdo dos fendis totais. Deste modo, ndo foi possivel

desenvolver uma correlagéo viavel entre as duas concentragées.

De modo a contornar este problema, decidiu-se seguir apenas 0 comportamento dos
fendis totais ao longo da limpeza da resina. Uma vez que o objetivo é regenerar a resina, sabe-
se que quanto menor a quantidade de fendis totais presentes na solu¢cdo, menor sera a
quantidade de hidroxitirosol e tirosol, que é o objetivo deste passo de limpeza.
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3.2. Otimizacao do processo de desodorizacdo do concentrado de

osmose inversa

Com o objetivo de eliminar defeitos do produto, devidos a existéncia de compostos volateis,
procedeu-se, na sequéncia de um estudo anterior, a otimizacdo do processo de adsorcao.
Efetuaram-se estudos a diferentes escalas: piloto, laboratoriais alargadas e laboratoriais.

As condi¢cBes de operacdo utilizadas em cada um dos processos realizados ao longo
deste trabalho est@o apresentadas no Anexo D1, nas tabelas 5.9-5.11.

Uma vez que se trata de um estudo de otimizacéo, as condi¢cdes de operacéo (tempo de
operacdo, razdo resina/ RO ou solvente, escala e tipo de agitacdo) foram variadas de processo
para processo.

Inicialmente, o tipo de agita¢@o ndo seria um parametro em estudo, mas por motivos de
avaria do orbital shaker foi necessario utilizar outro tipo de agitacao, a agitacdo magnética. Com
este contratempo aproveitou para se estudar também a influéncia do tipo de agitacé@o utilizada
no processo. Todos os ensaios foram realizados tendo em conta a descri¢&o do processo referida
na secgéo 2.2.5..

Para além disto, a razao resina/ H20 utilizada na dessor¢éo com agua foi alterada de 1:1
para 1:3. Esta decisdo foi tomada com o intuito de aumentar a limpeza dos hidratos de carbono
e compostos volateis. Mais a frente, é também possivel verificar que 0 aumento desta razdo néo

aumentou significativamente a perda de hidroxitirosol e tirosol neste passo.

3.2.1. Ensaio realizado a escala piloto

Na tabela 3.2 estéo apresentadas as condi¢cdes de operacao utilizadas nos varios passos
do processo, para o primeiro ensaio realizado a escala piloto. Neste ensaio foram utilizados 5,5
kg de resina XADA4.

Tabela 3.2 - Condic¢des de operacéo utilizadas no ensaio a escala piloto (scale-up).

Passos/ Adsorgéo Dessorgao Dessorgdo com mistura de

Condicbes (com RO) com agua solventes biocompativeis

Razdo massica

Resina/ RO ou 1:1 1:1 1:1
solvente
Tempo (horas) Overnight (~16 h) 3h Overnight (~16 h)
Temperatura (°C) Ambiente
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Na figura 3.6, apresenta-se um exemplo da montagem utilizada neste tipo de processo,

o scale-up.

Figura 3.6 - Montagem do processo batch em escala alargada (scale up).

Na tabela 3.3, podem ver-se os valores calculados da massa de hidroxitirosol presente

em cada um dos efluentes no scale up.

Tabela 3.3 - Massa de hidroxitirosol obtida em cada um dos passos do processo.

Dessorvido
Alimentagéo N&o Dessorvido com mistura Dessorvido
(RO 164) adsorvido com HO de solventes  Jesodorizado

biocompativeis

Volume (L) 55 55 5 5 0,33
[Hidroxitirosol]
9,8 1 0,5 1,7 29
(9/L)
Hidroxitirosol
@ 53,9 54 2,6 8,4 9,4
g

De seguida, na figura 3.7, apresenta-se o esquema do balanco de massas (em g) do

hidroxitirosol ao longo do processo.
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Figura 3.7 - Representacdo esqueméatica do balango massico ao hidroxitirosol no ensaio realizado a
escala piloto.

. Retido
——» Dessor¢cdo ——» 37,59

Como é possivel verificar, tanto no passo de adsor¢do como no de dessorgdo com agua,
as perdas de hidroxitirosol ndo sdo muito significativas. A quantidade de hidroxitirosol que ficou

retido na resina XAD4 é a maior causa para a baixa recuperacao de hidroxitirosol.

A partir do balanco de massas, apresentado anteriormente, € possivel calcular a
percentagem massica de hidroxitirosol de cada um dos passos do processo. Esses resultados
estdo apresentados na figura 3.8.
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Perdas no ndo Perdas na agua Recuperagéo na Global do processo
adsorvido dessorcao

Percentagem de hidroxitirosol (%)

Figura 3.8 - Percentagem (%) de hidroxitirosol obtidas ao longo do processo e a % global do processo.

Como se pode observar, no efluente “ndo adsorvido” sdo perdidos apenas 10% do
hidroxitirosol presente no concentrado de osmose inversa, ou seja, a percentagem adsorvida de
hidroxitirosol é cerca de 90%. No passo de dessor¢do com agua, sdo perdidos apenas 5% do
hidroxitirosol, o que mostra que a maioria do hidroxitirosol continua adsorvido na resina, para ser

dessorvido no passo seguinte.

A percentagem de hidroxitirosol obtida no passo de dessorcao foi de apenas 21% da
quantidade adsorvido na resina, ou seja, a maior parte do hidroxitirosol continuou adsorvido na
resina. Os resultados obtidos mostram que é este Ultimo passo que necessita de ser otimizado

para que se possa aumentar a recuperagédo de HT.

29



3.2.2. Passo de adsorcgéo

Os varios processos batch foram realizados em diferentes escalas: laboratoriais (30 g),
laboratoriais alargadas (300-500 g) e piloto (6000 g). Os ensaios efetuados estdo apresentados
na tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Percentagem de hidroxitirosol adsorvido.

% HT Adsorvida
Escala () Tempo Razao resina/ RO  Agitacdo mag. Orbital Shaker

30 8h 86% -
1:1
30 88% -
250 1:2 69% -
300 16 h 75%; 84% 91%
500 1:1 84% -
6000 - 90%

As condi¢des estudadas no passo de adsor¢do foram: escala (massa de resina utilizada),
tempo de adsorcao, razao resina/ RO e tipo de agitacdo. Através dos resultados apresentados
na tabela, é possivel concluir que o aumento de escala ndo tem influéncia significativa na
adsorcao do hidroxitirosol, com agitacdo magnética. O mesmo se verifica na utilizacdo do orbital
shaker.

Na escala de 30 g de resina, com a utilizacdo de agitacdo magnética em ambos o0s
ensaios, variando o parametro de tempo (8h e 16h), verifica-se que a percentagem adsorvida é
praticamente semelhante. Neste caso, pode concluir-se que as 8 horas de adsor¢cédo s&o

suficientes.

Para verificar se era possivel obter uma maior percentagem de adsor¢éo foi realizada
uma adsor¢cdo com uma a razao resina/ RO de 1:2. Verificou-se uma diminui¢cdo da percentagem
adsorvida, cerca de 69%. Uma explicacdo para a menor percentagem obtida na adsor¢do, pode
ser uma regeneracdo menos eficiente da resina.

Por fim, pode ser feita uma comparacao entre os dois tipos de agitacdo. Na escala 300
g de resina, verifica-se que neste passo o orbital shaker obteve melhores percentagens de
hidroxitirosol adsorvido, 91%. Para além das menores percentagens obtidas através da agitacao
magnética, esta possui a desvantagem da utilizacdo do agitador, uma barra magnética que
garante a agitacdo através de um campo magnético rotativo, em contacto direto com a resina o

que, a longo prazo, provoca a degradacao da resina.
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3.2.3. Passo de dessorgdo com agua

Na tabela 3.5, tem-se a percentagem (%) de perdas de hidroxitirosol no efluente

“dessorvido com agua”.

Tabela 3.5 - Percentagens de perdas do hidroxitirosol no dessorvido com agua.

. ) Escala ()
Razao Resina/H;0
30 300 500 6000
1:1 - - - - - - 5.4%*
1:3 22% 12%* 18% 17% 18% 24% -

1:5 22% - - - - - -

*realizados em orbital shaker

No passo de dessorcdo com Agua, apenas foram variadas as razdes resina/dgua e
escalas utilizadas.

E possivel verificar que ndo existe qualquer vantagem quando se aumenta a quantidade
de agua, ou seja, quando se aumenta a razdo resina/ 4gua para 1:5. As quantidades de
hidroxitirosol dessorvidas pela dgua em ambas as razfes utilizadas é idéntica, tendo as duas
uma percentagem de 22%. Neste caso, decidiu continuar-se o estudo apenas com a razao de
1:3.

Mais uma vez, o aumento de escala, ou seja, o0 aumento da quantidade de resina
utilizada, néo influencia significativamente as perdas de hidroxitirosol, nos processos que utilizam
a agitacdo magnética. Para além disto, € possivel concluir que a utilizagdo do orbital shaker

diminui as perdas de hidroxitirosol na agua.

3.2.4. Passo de dessorgcdo com mistura de solventes biocompativeis

Na tabela 3.6, apresenta-se a percentagem (%) calculada de hidroxitirosol no efluente

“dessorvido ndo evaporado”, ou seja, no produto.

Tabela 3.6 - Percentagem de hidroxitirosol recuperado.

Razdo Resina/ mistura solventes biocompativeis

Escala (g de resina) 1:1 1:3 1:5
30 - - 71%

300 - 69%* 80% 75% -

500 - 80% -

6000 20%* - -

* realizados em orbital shaker
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Finalmente, no passo de dessorcdo do produto, variou-se a razao resina/ mistura de
solventes biocompativeis a base de agua, mantendo todos os outros parametros nas mesmas
condicoes.

Neste caso fez-se uma comparacéo entre processos de diferentes escalas, uma vez que
anteriormente se concluiu que o aumento de escala ndo tem influéncia no processo. Deste modo,
€ possivel verificar que ha uma grande diferenca nas percentagens de hidroxitirosol dessorvido,
quando séo utilizadas as razdes 1:1 e 1:3. Fazendo a comparacado entre 0s processos realizados
com agitacao em orbital shaker, verifica-se um grande aumento da percentagem de hidroxitirosol
dessorvido com o0 aumento da quantidade da razao resina/ mistura de solventes biocompativeis
a base de agua. Com uma razao de 1:1 obteve-se apenas 20% de hidroxitirosol no efluente, ao
passo que com uma razéo de 1:3, aumentou-se a percentagem de recuperagéo para 69%.

Ainda em relacdo a razdo, ndo ha qualquer vantagem em continuar a aumentar a
quantidade de solvente, uma vez que com razéo 1:5, se obteve percentagens da mesma ordem
darazéo 1:3.

Neste passo de dessor¢do, e ao contrario do concluido nos outros dois passos, a
agitacdo magnética mostra-se mais eficaz na dessor¢éo comparativamente com o orbital shaker.

Em relagcdo ao estudo das diferentes razbes raz&o resina/ mistura de solventes
biocompativeis & base de agua, verifica-se que a mais vantajosa é a raz&o 1:3.

Tendo em conta esta Ultima conclusdo, o estudo apresentado na tabela 3.7, foi

executado para dessor¢des com razdo 1:3, em que se estudou a influéncia do tempo.

Tabela 3.7 - Percentagem de hidroxitirosol recuperado utilizando a raz&o 1:3 para diferentes tempos.

Razéo 1:3 Tempo

Escala () 8 horas Overnight (~16h) 48 h
30 89% - -
300 - 69%* 80% 75% -
500 - 7% 67%

* realizado em orbital shaker

Através dos resultados obtidos é possivel afirmar que para os trés tempos estudados se
obtiveram percentagens de hidroxitirosol dessorvido muito semelhantes (os erros de andlises de
HPLC podem justificar a pequena variagcao observada nas percentagens calculadas).

No artigo Zagklis et al. (2015)B3], um dos objetivos do uso da resina polimérica XAD4 foi
também separar os hidratos de carbono do extrato. De modo a determinar a quantidade de
hidratos de carbono (HC) presentes no RO (utilizado neste trabalho) e consequente produto, foi
essencial encontrar um método de quantificacéo de hidratos de carbono.

O método utilizado foi 0 método Fenol-sulflrico, que esta descrito em pormenor na

secgao 2.2.4..
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Na figura 3.9, estdo apresentadas as concentracdes de HC em varios produtos
desodorizados (dessorvidos evaporados).

6,0
50
4,0
3,0
2,0

1,0

Concentracdo de HC (g/L GE)

0,0

Produtos dessorvidos evaporados

Figura 3.9 - Concentracgdo de hidratos de carbono em produtos desodorizados.

De forma a perceber se as mudangas nos parametros operacionais influenciavam a
quantidade de hidratos de carbono obtida no produto, foram comparadas as concentracdes de
véarios produtos desodorizados.

Como se pode observar na figura anterior, as desodoriza¢des que apresentam uma
menor quantidade de hidratos de carbono no produto s&o a “ADS 1643” e a “ADS 1645”. Como
as suas condi¢Bes de operacdo sdo muito diferentes ndo € possivel retirar uma concluséo
plausivel.

Comparando dois processos, “ADS 1640” e “ADS 1645”, onde o tipo de agitacéo é o
Unico parametro diferente, observa-se que a concentracédo de hidratos de carbono presente nos
dois produtos é ligeiramente diferente.

O processo “ADS 1645” foi realizado com agitagdo magnética, enquanto que no “ADS
1640 foi utilizado o orbital shaker. Neste caso, pode afirmar-se que a agita¢do pode influenciar,
por exemplo, na dessor¢éo dos hidratos de carbono com agua.

A agitagdo magnética sendo mais “turbulenta”, pode ter provocado a dessorcéo dos
hidratos de carbono para o efluente “dessorvido com agua’. De modo a perceber o
comportamento dos hidratos de carbono ao longo de um processo, esse estudo sera
apresentado na seccéo 3.4..

De todos os processos presentes no grafico, o “ADS 1643” é aquele que teve um menor
tempo de adsorcéo e dessorcdo, ao contrario do “ADS 16410” (que teve maiores tempos).
Comparando um com outro, verifica-se que o tempo de adsorcdo e dessorc¢édo, influenciam a

quantidade de hidratos de carbono presentes no final do processo, isto &, no produto final.
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Também no Anexo E, tabela 5.25, estdo apresentadas as concentracdes de hidratos de
carbono calculadas de varias amostras obtidas ao longo deste trabalho.

3.2.5. Condic¢des otimizadas

Por fim, e de modo a dar um exemplo de um processo otimizado, apresentam-se 0s
resultados obtidos do processo “ADS 1644”. As suas condigdes de operagao estdo apresentadas
no Anexo D1, nas tabelas 5.9, 5.10 e 5.11.

Na tabela 3.8., estdo apresentados os valores calculados da massa de hidroxitirosol
presente em cada um dos efluentes no processo “ADS 1644”.

Tabela 3.8 - Massa de hidroxitirosol calculada para todos os efluentes do processo ADS1644.

Dessorvido com

Alimentacgéao N&o Dessorvido mistura de
(RO 164) adsorvido com H2O solventes
biocompativeis
Volume (mL) 300 - 900 900
[Hidroxitirosol] 12000 2950 550 2000
(mg/L)

Hidroxitirosol (mg) 3600 900 500 1800
% Hidroxitirosol - 25% 19% 82%

De seguida, na figura 3.10. esta representado o balanco de massas (em mg) do
hidroxitirosol ao longo do processo e respetivas percentagens calculadas.

3600 2700 3 2200 .
—— Adsorcio ——» DesHsoCr)gao =~ »| Dessorcdo . Retido:
2 400 mg
lgoo lsoo 11800
; % Global do
% Adsorvida % perda H20 % Recuperada
processo
75% 19% 82% 50%

Figura 3.10 - Balango massico ao hidroxitirosol nos efluentes do processo.

Como é possivel observar, apesar da recuperacdo de 80% do hidroxitirosol no produto,
efluente “dessorvido ndo evaporado”, a percentagem global do processo é de apenas 50%. Este
facto explica-se pelas perdas ao longo do processo, que apesar de serem pequenas em cada
um dos passos, acabam por ter um impacto significativo no calculo da percentagem global. Deste
modo, pode pér-se a hipotese da realizacdo de uma segunda dessorc¢ao da resina.

Na figura 3.11, pode ser observado o aspeto visual dos trés efluentes resultantes do
processo de adsor¢éo/dessor¢ao e o produto desodorizado.

34



Figura 3.11 - Efluentes do processo: 1- ndo adsorvido; 2-dessorvido com agua; 3- dessorvido ndo
evaporado; 4- dessorvido evaporado.

Neste processo de adsorgédo/dessorgdo “ADS 1644”, apos a evaporagao do efluente 3,

obteve-se um produto desodorizado (efluente 4) com uma concentracao de 28783 mg/L.

Na tabela 3.9 apresentam-se as concentragdes dos efluentes “dessorvidos néo

evaporados” apos serem evaporados de diversos processos.

Tabela 3.9 — Concentragdo do hidroxitirosol nos dessorvidos evaporados de varios processos.

[Hidroxitirosol] (mg/L)

ADS 1640 DSS EVAP 19999
ADS 1641 DSS EVAP 20575
ADS 1642 DSS EVAP 32150
ADS 1643 DSS EVAP 22146
ADS 1644 DSS EVAP 28783
ADS 1645 DSS EVAP 26502
ADS 16410 48 h DSS EVAP 40015

No anexo D2, apresentam-se 0s balancos massicos (tabelas 5.12-5.18) e respetivos

esquemas (5.7- 5.13) de todos outros processos realizados ao longo deste trabalho.

Em particular, no processo “ADS16410” foram efetuadas trés dessor¢des do produto,
utilizando sempre solvente “limpo”. A percentagem global calculada do processo foi de 68%,
tendo ficado retido na resina apenas cerca de 3% do hidroxitirosol, ou seja, a restante
percentagem é relativa as perdas nos efluentes “ndo adsorvido” e “dessorvido com agua”.

Se apenas tivesse sido realizada uma dessor¢éo, a percentagem global seria de apenas
48%, ou seja, com mais duas dessor¢cdes houve um aumento de 20% na quantidade de
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hidroxitirosol recuperado. Uma vez que a realizacdo de mais duas dessor¢des, para 0 aumento
do rendimento do processo, acarreta custos, € necessario perceber se é viavel ou ndo a

realizacdo destes novos passos de dessor¢ao.

3.2.6. Eficacia da desodorizagéo

Depois do processo completamente finalizado, é importante perceber se se alcangou o
objetivo pretendido: a eliminacdo dos compostos volateis no produto desodorizado. Para este
efeito, recorreu-se a cromatografia gasosa, descrita em pormenor na sec¢ao 2.2.2..

Todos os produtos desodorizados foram enviados para cromatografia gasosa, de onde
resultaram muitos cromatogramas; de seguida apresentam-se apenas, a titulo de exemplo, as
percentagens de eliminacdo e cromatogramas do processo “ADS1644”.

E de notar que os tempos de retencéo dos compostos volateis em estudo s&o:

e Acido acético — 37 minutos;
e Acido butandico — 42/43 minutos;
e Creosol — 52 minutos;

e 4-Etilfenol — 58 minutos.

Na figura 3.12, apresenta-se o cromatograma da alimentacdo do processo, o0

concentrado de osmose inversa RO 164.

4-Etilfenol
Acido Acético

Creosol

Acido Butandico

|

TIC; 02-A - 07-04-2017.xms (G

éé_k*Juw fMJLJLhMJ L L \\«uu“w\w#i_ i JJLJ

10 20 30 40 50

Figura 3.12 - Cromatograma do RO 164.

Como se pode verificar, 0s picos mais intensos (acido acético e 4-etilfenol) correspondem

exatamente aos compostos que conferem o defeito ao produto. Também o creosol apresenta um
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pico intenso, responsavel por um odor a alcatrdo, mas que ndo foi detetado nos testes

organoléticos.

Nas figuras 3.13 e 3.14 apresentam-se os cromatogramas dos efluentes “ndo adsorvido”

(NADS) e “dessorvido com agua” (DSS H20), respetivamente.
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Figura 3.13 - Cromatograma do efluente NADS.
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Figura 3.14 - Cromatograma do efluente DSS H2O.

Como é possivel verificar, em nenhum dos efluentes esta presente o 4cido acético. Seria
expectavel a presenga de acido acético no efluente “dessorvido com agua” devido a sua
solubilidade em agua.

Por outro lado, o 4-etilfenol encontra-se presente no efluente “ndo adsorvido”. No
entanto, comparando a solubilidade do hidroxitirosol (5 mg/100 mL) com o 4-etilfenol (0.5 mg/100
mL) e, uma vez que a quantidade de hidroxitirosol presente no efluente nao é significativa, seria

de esperar que ndo houvesse também a presenca de 4-etilfenol.

Na figura 3.15, apresenta-se o cromatograma do produto desodorizado, ou seja, do

produto dessorvido ja evaporado.
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Figura 3.15 - Cromatograma do produto desodorizado (DSS evap).

Comparando a figura 3.12 e a figura 3.15, pode observar-se que houve uma diminui¢do
bastante significativa da intensidade dos picos dos compostos volateis em questdo, no

dessorvido evaporado/ produto desodorizado.

Na tabela 3.10., apresentam-se as percentagens de eliminacdo dos compostos volateis
no produto desodorizado. As percentagens (%) de elimina¢@o foram calculadas através dos
valores das areas dos picos de cada um dos compostos volateis (apresentadas no anexo F, na
tabela 5.27).

Tabela 3.10 — Percentagens de eliminacéo dos compostos volateis no produto desodorizado.

Acido Acético =~ Acido Butandico Creosol | 4-Etilfenol

% eliminag¢do no

0, 0, 0, 0,
produto desodorizado Sl S0 LE8H0Ye REE

As percentagens de eliminacéo (%) foram calculadas através dos valores das areas dos
picos de cada um dos compostos volateis. Como se pode verificar pelas percentagens de
eliminagédo calculadas, todos os compostos volateis foram eliminados com sucesso. De facto, e
novamente através de testes organoléticos, este produto foi considerado um “produto sem
defeito” e pronto para a sua utilizagédo na aditivagdo de azeites.

No anexo F, apresentam-se os cromatogramas de varias amostras (figuras 5.19-5.33),

obtidas ao longo do trabalho e a tabela com &reas dos picos (tabela 5.27).
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Na tabela 3.11, apresentam-se as percentagens de eliminacéo das restantes amostras

produzidas ao longo deste trabalho.

Tabela 3.11 — Percentagens de eliminag&o nos produtos desodorizados (e um ndo evaporado) de

diversos processos.

Acido Acético Acido Butanéico

ADS 1640 DSS EVAP 99,7% 97,7%
ADS 1641 DSS EVAP 97,8% 84,6%
ADS 1642 DSS EVAP 98,0% 88,3%
ADS 1643 DSS EVAP 98,4% 86,3%
ADS 1645 DSS EVAP 99,9% 98,0%
ADS 16410 DSS EVAP 48 h 98,3% 97,5%
ADS 16410 NAO EVAP 48 h 99,8% >

Creosol
99,9%
99,4%
99,7%
99,7%

100,0%
99,7%
99,6%

4-Etilfenol
99,9%
99,0%
99,5%
99,0%
99,9%
99,1%
99,6%

Pela tabela é possivel verificar que, em todos os produtos desodorizados, tanto o acido

acético como o 4-etilfenol, foram eliminados com sucesso; também a presencga do creosol foi

eliminada quase por completo.

Em relagdo a outro composto volatil, o acido butandico, pode ser observado que a sua

eliminagdo foi concretizada com éxito em alguns dos produtos desodorizados. Nos produtos
evaporados dos processos “ADS 1641”7, “ADS 1642” e “ADS 1643”, notam-se percentagens de

eliminacdo mais baixas, onde a Unica condicdo de operagdo em comum entre elas € a escala

(30 g de resina);

Na figura 3.16, apresenta-se o grafico com as areas dos picos dos compostos volateis

em varias amostras de efluente “ndao adsorvido”.

4,50E+09
4,00E+09

5,00E+08
0,00E+00

N EElls

Acido Acético Acido Butanoico Creosol
Compostos volateis

BADS 1641 NADS ®&ADS 1642 NADS  ®ADS 1643 NADS

4-Etilfenol

®ADS 1644 NADS

Figura 3.16 — Grafico com as areas de picos dos compostos volateis em varias amostras de efluentes

“néo adsorvidos”.
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Como é possivel observar, apesar das diferentes condicdes de operacdo no passo de
adsorcao, as areas sdo muito semelhantes. Destaca-se apenas a diferenca da quantidade de
acido aceético no efluente do processo ADS “1644” em relagdo aos outros.

Na figura 3.17, esta representado o grafico das areas dos picos dos varios compostos

volateis no efluente “dessorvido com agua”, resultantes de processos diferentes.

6,00E+09
5,00E+09
4,00E+09
3,00E+09

2,00E+09

1,00E+09 %
0,00E+00 : N = - I R N\

Acido Acético Acido Butanoico Creosol 4-Etilfenol
Compostos volateis

Area dos picos (UA)

BADS 1641 DSS H20 BADS 1642 DSS H20 mADS 1643 DSS H20 ®ADS 1644 DSS H20

Figura 3.17 - Grafico com as areas de picos dos compostos volateis em varias amostras de efluentes
“dessorvidos com agua’.

Neste caso, nota-se uma maior presenca de acido acético no efluente do processo “ADS

1643”, onde a grande diferenca para os outros processos € a raz&o resina/agua utilizada (1:5).

Para fazer uma simples caraterizacéo dos efluentes do processo foi feita a medi¢cao do

pH. Na tabela 3.12, apresentam-se os pH dos efluentes de um processo de desodorizacao.

Tabela 3.12 — pH dos efluentes do processo “ADS 1644”.

Amostra Processo “ADS 1644”
RO 164 4,84
N&o adsorvido 5,05
Dessorvido com agua 4,23
Dessorvido evaporado (Produto) 4,34
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3.2.7. Eliminacao de hidratos de carbono para a aplicacdo do produto em

spray-drying

Surgiu também a necessidade de produzir um “dessorvido ndao evaporado” com
aplicacdo na dissertacdo “Desenvolvimento de novos produtos a base de hidroxitirosol para
aplicacdo na industria alimentar/farmacéutica” realizada por Ana Catarina Costa Araujo (2017).

No anexo D1, tabelas 5.9 - 5.11, estdo apresentadas as condi¢cdes dos processos
realizados nesta secc¢ao (com os codigos ADS1646, ADS1647, ADS1648 e ADS 1649).

Numa tentativa de simplificar o processo de adsorcao/ dessorcdo, uma vez que neste
caso o objetivo ndo é a eliminacdo dos volateis, mas sim a eliminacao dos hidratos de carbono,
tentou reduzir-se os tempos de adsorcéo e dessorcao.

Na tabela 3.13, estdo representadas a percentagem de hidroxitirosol adsorvidas, no

passo de adsorcao, e a percentagem de hidroxitirosol dessorvido, no passo de dessorcéo.

Tabela 3.13 — Percentagens de hidroxitirosol adsorvidas e dessorvidas em diferentes processos.

Tempo Adsorcéao Dessorcéo
ADS 1649 3h 82% 50%

ADS 1647; ADS 1648 4h 86%, 79% 60%, 66%
ADS 1646 6 h 82% 63%

Pela tabela anterior, pode verificar-se que a variacdo do tempo em ambos os passos do
processo, ndo influenciam significativamente as percentagens calculadas.

Uma vez que anteriormente se chegou a concluséo de que 3 horas de dessor¢cdo com
agua eram suficientes para os resultados desejados, decidiu manter-se esse tempo neste novo
processo; neste caso, obtiveram-se percentagens de 13-16% de perdas de hidroxitirosol no
efluente dessorvido com agua.

Através do método de Folin-Ciocalteu e das correlagdes desenvolvidas na secgédo 3.1,
calcularam-se as concentracfes de hidroxitirosol e tirosol nos efluentes dos processos
anteriormente estudados. No anexo D4, encontram-se as absorvancias medidas e a quantidade

de fendis totais calculada para cada uma das amostras.

Na tabela 3.14, apresentam-se as concentra¢des calculadas para 0s processos com

aplicacdo em spray-drying.
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Tabela 3.14 — Concentragdes de HT e TY calculadas através do método de Folin-Ciocalteu para os
processos com aplicacdo em spray-drying.

Processo Efluente [Hidroxitirosol] [Tirosol]
(mg/L GAE) (mg /L GAE)

NADS 2010 617
ADS 1646 DSS H20 459 351
DSS néo evap. 1780 304
NADS 1696 550
ADS 1647 DSS H20 544 364
DSS néo evap. 1744 298
NADS 2512 682
ADS 1648 DSS H20 499 357
DSS néo evap. 1758 300
NADS 2150 624
ADS 1649 DSS H20 573 369
DSS néo evap. 1363 236

Como se pode observar todos os produtos “DSS ndo evap.” possuem concentragdes
muito semelhantes; sendo que, o processo “ADS 1649”, com o menor tempo de dessor¢éo é
aguele que possui concentragfes de hidroxitirosol e tirosol mais baixas.

Ainda em anexo, anexo D3, estdo apresentadas as tabelas da massa de hidroxitirosol
calculada (tabelas 5.19 — 5.22) e os esquemas dos balancos massicos (figuras 5.14 — 5.17), de

cada um dos processos de adsorgéo.

Realizou-se um aumento de escala (scale-up), a que se deu o codigo de “Scale-Up SD1”,

para a obtengéo de extratos dessorvidos suficiente para a aplicacdo em spray-drying.

Na tabela 3.15, apresentam-se os valores de concentracdes dos efluentes do processo
e a massa de hidroxitirosol calculada.

Tabela 3.15 — Massa e percentagens de hidroxitirosol obtidas nos efluentes do processo Scale-up SD1.

Dessorvido com
Dessorvido mistura de
com H>O solventes
biocompativeis

Alimentacdo | N&o adsorvido

Volume recuperado

- 1,5 4.5 4.5
(L)
[Hidroxitirosol]
12 2,8 0,8 1,6
(9/L)
Hidroxitirosol
18 4,2 34 7,2
(@)
% Hidroxitirosol - 23% 25% 69%
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Neste ensaio foram utilizados 1,5 kg de resina XAD4 e a agitacao foi realizada no orbital
shaker. Na figura 3.18, observa-se 0 balanco massico ao processo e percentagens de

hidroxitirosol nos efluentes.

18 13,8 | Dessorcdo | 104 L
——— Adsor¢cdo —» H Og —— Dessorgio ——» Retido:
2 3,2 mg
4,2 13,4 17,2
% Adsorvida % perda H,O % Recuperada % Global do processo
77% 25% 69% 40%

Figura 3.18 — Balango massico e percentagens de hidroxitirosol nos efluentes do processo.

As condig¢@es utilizadas nos passos de adsor¢céo e dessor¢do com agua sao iguais as
utilizadas no processo “ADS 1649”. Por essa razao, € possivel verificar que as percentagens

obtidas sdo também semelhantes.

Em relacdo ao passo de dessor¢édo, com a mistura de solventes biocompativeis a base
de agua, aumentou-se o tempo para 16h e, desta forma, obteve-se uma percentagem de

recuperacao maior que a obtida no processo “ADS 1649”.

Assim como determinado na sec¢do 3.2.4., também para os processos batch com
aplicacdo em spray-drying foram determinadas as quantidades de hidratos de carbono presentes
no produto desodorizado.

No Anexo E, tabela 5.25, encontram-se calculadas as concentracdes de hidratos de
carbono para os quatro produtos dessorvidos, resultantes dos processos discutidos nesta

seccao.

Na figura 3.19, apresenta-se o gréfico das concentra¢des de hidratos de carbono.
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Figura 3.19 — Grafico com as concentrag@es de hidratos de carbono nos processos com aplicagdo em
spray-drying.

Para ser possivel quantificar a quantidade de hidratos de carbono, utilizando a reta de
calibracdo desenvolvida anteriormente, foi necessério evaporar uma pequena parte do produto
“dessorvido ndo evaporado”.

O produto “ADS 1648 — DSS EVAP.” foi aquele que apresentou uma concentragdo em
hidratos de carbono mais baixa. Apesar disto, o mais expectavel seria que o produto “ADS 1649
— DSS EVAP.” possuiu-se a concentracdo mais baixa, uma vez que foi neste processo que o RO
esteve menos tempo em contacto com a resina XAD4, ou seja, onde houve menos tempo para
a possivel adsorcao dos hidratos de carbono.

Por outro lado, pode dizer-se que os resultados obtidos no gréafico anterior séo
inconclusivos, uma vez que a “ADS 1648” foi realizada nas mesmas condigdes que a “ADS 1647”.
Por essa razdo, deveriam possuir concentragdes em hidratos de carbono semelhantes, o que

ndo acontece.
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3.3. Estudo de adsorcédo e dessorcdo de hidroxitirosol ao longo do
tempo
Para estudar a adsor¢éo de hidroxitirosol ao longo do tempo efetuou-se o processo “ADS

16410”. O processo esta descrito em pormenor na secgdo 2.2.5. e as suas condi¢bes de
operacéao estdo descritas no anexo D, na tabela 5.9.

Na figura seguinte, figura 3.20, estd apresentado a variacdo da concentracdo do

hidroxitirosol ao longo do tempo no efluente “ndo adsorvido”.
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Figura 3.20 — Comportamento do hidroxitirosol ao longo do tempo no efluente “ndo adsorvido”. As
concentragfes foram determinadas pela correlacdo para RO.

Durante o passo de adsorcdo foram retiradas amostras ao longo de 16 horas (aos 10
min, 30 min, 1 h, 2h, 3h e 16h). As concentra¢bes foram calculadas através da correlacéo
desenvolvida anteriormente, pelo método de Folin-Ciocalteu.

No instante t=0 min, a concentragdo de 12000 mg/L corresponde ao instante em que se
pde em contacto o concentrado de osmose inversa com a resina XAD4.

Através da figura anterior observa-se que entre os 0 e 10 minutos ocorre uma queda
praticamente vertical da concentragao de hidroxitirosol no efluente “ndo adsorvido”, o que quer
dizer que nestes 10 minutos uma grande parte do hidroxitirosol é adsorvido na resina. A partir
dos 10 minutos, e até a ultima amostra retirada, pode observar-se que a concentracdo de
hidroxitirosol estabilizou nos 2000 mg/L GAE. As oscilacdes das concentracdes que se verificam
neste intervalo, podem ser resultado de pequenos erros inerentes ao método utilizado para o
célculo destas mesmas concentracges.

Na figura 3.21, esté representado um grafico semelhante ao anterior, mas neste caso
para a concentracao de tirosol.
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Figura 3.21 - Comportamento do tirosol ao longo do tempo no efluente “ndo adsorvido”. As concentragdes

foram determinadas pela correlagédo dos RO.

Assim como o que acontece com hidroxitirosol, aos 10 minutos de adsorcao, a resina

atinge a quantidade maxima de tirosol que pode adsorver.

Desde os 10 minutos até ao final das 16h de adsorcdo, também a quantidade nao

adsorvida de tirosol se mantém, com uma concentragdo de aproximadamente 500 mg/L GAE.

Para o passo de dessor¢do com 4gua, as concentracfes calculadas de hidroxitirosol e

tirosol do efluente “dessorvido com agua”, ao longo do tempo, estdo apresentadas na figura 3.22.
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Figura 3.22 — Concentragdes de hidroxitirosol e tirosol do efluente “dessorvido com agua” ao longo do
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O objetivo deste estudo foi tentar perceber se haveria um tempo “6timo” onde se perderia
a menor quantidade possivel de hidroxitirosol e tirosol, no passo de dessorcdo com agua. Este
passo durou 3 horas, onde se retiraram amostras aos: 10 min, 30 min, 1 h, 2h e 3 h.

Através da figura, pode observar-se que na primeira hora de dessorgdo com agua se
perde cerca de 500 mg/L da quantidade de HT. Ja no caso do tirosol, qualquer que seja o tempo
de dessorcao, apenas cerca de 400 mg/L GAE séo dessorvidos com a agua.

Tendo em conta estes resultados, seria vantajoso encurtar o tempo de dessor¢cdo com
agua para apenas 1 hora. Apesar disto, com a diminuicao do tempo iria correr-se o risco de nao
eliminar os compostos volateis.

Deste modo, decidiu manter-se o tempo de dessor¢cdo nas 3 horas uma vez que
guantidade de HT e TY que se perde nas amostras de 1 h e 3 h € muito semelhante.

Desta vez, as concentragdes do efluente “dessorvido n&o evaporado” ao longo do tempo
foram obtidas através andlises de HPLC. Esses resultados estdo apresentados no grafico da
3.23.
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Figura 3.23 - Concentragées do efluente “dessorvido ndo evaporado” ao longo do tempo (determinadas a
partir de andlises de HPLC).

Finalmente, no passo de dessorcdo do produto foram retiradas amostras desde os 10
minutos até as 48 horas, com um objetivo similar ao dos passos anteriores. Primeiramente,
verificar se é possivel diminuir o tempo de dessor¢éo e obter resultados semelhantes, ou por
outro lado, se aumentando o tempo de dessorcao se obtém melhores resultados.

Mais uma vez, por andlise da figura, pode verificar-se que ndo h& grande oscilacdo da
concentracao, tanto do hidroxitirosol como do tirosol, ao longo do tempo. Assim como no passo
de adsorc¢éo, apenas sédo necessarios 10 minutos para dessorver uma grande quantidade de HT
e TY e atingir a sua estabilizagdo no efluente “dessorvido ndo evaporado”. Uma possivel
explicacdo para ndo se conseguir dessorver mais quantidade de hidroxitirosol € por haver um

problema de transferéncia de massa ou um equilibrio de dessorc¢éo.
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No final do passo de dessorcéo, ficaram ainda adsorvidas na resina cerca de 1390 mg
de hidroxitirosol. Deste modo, foram realizadas mais duas dessorcdes para verificar a quantidade

de hidroxitirosol e tirosol seria possivel dessorver.

O balanco e respetiva tabela de massas de hidroxitirosol estdo apresentados no Anexo
D2, na tabela 5.17.

Na figura 3.24, apresentam-se 0s resultados das 22 e 32 dessor¢fes ao longo do tempo.
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Figura 3.24 — Concentracdes de hidroxitirosol e tirosol na 22 e 32 dessor¢éo ao longo do tempo
(determinadas a partir de andlises de HPLC).

Como é possivel observar, tanto o hidroxitirosol como o tirosol, sdo dessorvidos logo no
inicio das 22 e 32 dessorcdes. No caso de hidroxitirosol, existe uma grande diferenca da
concentracao dessorvida da 22 para a 32 dessor¢ao.

Foi realizado ainda um ultimo processo de adsor¢éo, com o cédigo ADS 16411, onde

apenas se realizaram os passos de adsor¢éo e dessor¢cao com agua, apresentada na figura 3.25.
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Figura 3.25 - Concentracdes de HT e TY presentes nos efluentes NADS e DSS H:0.

Neste caso, no passo de adsorcédo, alterou-se a razdo da resina/ RO para 1:2, com o
principal objetivo de estudar o comportamento da adsorgdo com uma maior quantidade de RO.
Apesar desta mudanca, apenas se recuperou 69% do hidroxitirosol, o que quer dizer que a resina
pode ter chegado a sua “saturagdo”. Por exemplo, a regeneragéo da resina pode nao ter sido
eficaz, o que pode ter dificultado esta a adsorcéo.

Em relacédo ao passo de dessor¢do com agua, foram perdidos 24% do hidroxitirosol, o

que nao é muito diferente dos resultados obtidos em processos discutidos anteriormente.

E de notar que algumas das concentracdes apresentadas neste subcapitulo tém
unidades de “mg/L GAE”, o que quer dizer que em vez de serem resultantes de analises de HPLC
foram calculadas através do método de Folin-Ciocalteu, descrito em pormenor na secgdo 2.2.3..
Os resultados calculados pelo método anteriormente referido estéo apresentados no anexo D4,
na tabela 5.23.
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3.4. Estudo da variacdo da concentracdo dos hidratos de carbono
ao longo do processo de adsorcdo/ dessorcdo para a

desodorizacao do extrato

Utilizando o método de fenol-sulfirico, foi feito um balanco de massas aos hidratos de
carbono de um dos processos realizados, para perceber seu o comportamento ao longo do
processo. Em especial, o objetivo foi perceber qual dos passos se mostrava ser o mais
importante para a eliminagé@o dos hidratos de carbono.

A adsorcdo foi efetuada utilizando uma razdo resina/RO de 1:1, durante
aproximadamente 16 horas (overnight), a dessorcdo com agua foi feita com uma razéo
resina/H20 de 1:3 durante 3 horas. Finalmente, o produto ndo evaporado foi obtido utilizando
uma mistura de solventes biocompativeis, com uma razdo resina/solvente de 1:3 durante 16
horas (overnight). Na tabela 3.16 encontram-se os resultados calculados da massa de hidratos

de carbono em cada um dos efluentes.

Tabela 3.16 — Resultados obtidos para os hidratos de carbono em cada um dos efluentes do processo
“ADS 1645”. As concentracdes foram calculadas através do método de fenol-sulfurico.

Efluente Efluente Produto
Alimentacao "nao "dessorvido  Produto evanorado
adsorvido" com HxO" P
Volume (L) 0,3 0,3 0,9 0,9 0,05
[Hidratos de
carbono] (mg/L GE) 4100 2700 360 10 3500
Hidratos de 1250 800 330 10 180
carbono (mg)
% hidratos de ) 64% 73% 8% -

carbono

Como exemplo, foi estudado o comportamento dos hidratos de carbono ao longo de um
processo. O processo de desodorizagdo escolhido foi o processo com o cdodigo “ADS 1645”,
onde foi retirada uma amostra de cada um dos efluentes e aplicado o método de fenol-sulfarico.
No anexo E, na tabela 5.25, estdo apresentadas as concentra¢cbes de hidratos de carbono
calculadas.

Pela tabela, é de facil percecdo que mais de metade da massa de hidratos de carbono,
alimentada ao passo de adsorcao, ndo chega a ficar adsorvida a resina. Cerca de 64% dos HC
ficaram retido no efluente “ndo adsorvido”.

No passo de dessor¢édo com agua, 73% dos hidratos de carbono sdo dessorvidos neste
efluente. Seguindo o mesmo raciocinio, no passo final de dessorcéo, apenas cerca de 10% dos
hidratos de carbono estdo presentes na composi¢édo do produto desodorizado.

Na figura 3.26, esta apresentado o esquema do balango massico ao processo e

respetivas percentagens (calculadas em relacdo a alimentagcéo do processo).
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Figura 3.26 - Balanco massico e percentagens calculadas de hidratos de carbono nos efluentes do
processo “ADS 1645~

Em relagdo a quantidade inicial de hidratos de carbono alimentados ao processo, apenas
1% “chegam” ao produto desodorizado no final da sua produgéo.

No produto desodorizado, pode ser encontrada uma concentragcdo em hidratos de
carbono de 3,4 g/L GE.

Para além deste estudo, no anexo E, tabela 5.26, apresenta-se a concentracdo dos
hidratos de carbono dos efluentes “ndo adsorvido” e “dessorvido com agua” do processo “ADS
16410” ao longo do tempo.

Uma vez que a literatural® afirma que a resina é seletiva em relacdo aos hidratos de
carbono, seria de esperar que a sua concentracdo no efluente “nao adsorvido” fosse constante,
isso ndo se observa no estudo efetuado. A agitacdo utilizada pode explicar a oscilacdo da
concentracao de hidratos de carbono ao longo do tempo. Ja, em relagdo ao “dessorvido com
agua”, observa-se que em apenas 10 minutos se dessorvem os hidratos de carbono (0,44 g/L
GE).

3.5. Estudo da variacdo dos hidratos de carbono ao longo do
processo de adsorcdo/dessorcao para aplicacdo em spray-drying
Da mesma forma, foi feito um estudo para um dos processos com aplicacdo em spray-

drying, neste caso, o processo “ADS 1647”.

A adsorcao foi efetuada utilizando uma razéo resina/ RO de 1:1, durante 4 h, a dessor¢éo
com agua foi feita com uma razéo resina/H20 de 1:3 durante 3 h. Finalmente, o produto n&o
evaporado foi obtido utilizando uma mistura de solventes biocompativeis, com uma razao

resina/solvente de 1:3 durante 4 h. Na tabela 3.17 estdo apresentados os resultados obtidos.
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Tabela 3.17 — Resultados obtidos para os hidratos de carbono em cada um dos efluentes do processo

‘ADS 1647”
Efluente Efluente Produto
Alimentacéo "néo "dessorvido Produto evaporado
adsorvido" com H,O" P
VO(“L‘;"E 0,3 0.3 0.9 0.9 0,05
[Hidratos de
carbono] 4100 620 380 17 4900
(mg/L GE)
Hidratos de
carbono 1250 190 340 15 260
(mg)
o i
% hidratos de 15% 3204 204 i
carbono

Neste caso, verifica-se uma grande diferenca, em relacdo ao processo estudado
anteriormente. No passo de adsorcdo, apenas 15% dos hidratos de carbono permanecem no
efluente “ndo adsorvido”. Esta situagdo n&o é de todo expectavel devido a seletividade da resina
em relacéo aos hidratos de carbono, o que devia fazer com que a percentagem de HC presentes
no “ndo adsorvido” fosse muito maior. Por dltimo, na figura 3.27, apresenta-se o esquema do

balanco massico.

1250 1060 | Dessorgdo = 720 ido:
—»| Adsorcdo ——» H Og — Dessorgio ——» Retido:
2 705 mg
1190 1340 115
o % HC presentes no % retida na
% de eliminacéo ) ,
dessorvido resina
42,4% 1,2% 56,4%

Figura 3.27 - Balango méssico e percentagens calculadas de hidratos de carbono nos efluentes do
processo “ADS 1647”

E possivel verificar que uma parte dos hidratos de carbono so eliminados nos passos
iniciais do processo. Em relacdo ao processo estudado na sec¢do 3.4., observa-se que a
quantidade de HC retidos na resina € muito maior, 0 que mais uma vez, nao seria expectavel

tendo em conta o que é referido na literatural3l.
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3.6.Estudo do passo de regeneracédo daresina

Para além do estudo de otimizacdo do processo de desodorizacdo, também foi
necessario perceber qual o solvente, tempo e razdes resina/solvente que permitia a limpeza mais
eficiente da resina.

Comecou por se estudar a regeneracéo utilizando varios solventes diferentes. Na figura

3.28 estéo os solventes utilizados e a respetiva concentracdo presente no efluente de limpeza.
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-
g 800
S
2 600
E
S 400
S
N
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[} O 3 o )
2 < & & &
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X X
S S
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Figura 3.28 — Solventes utilizados na regeneracgdo da resina

Analisando o gréfico, verificam-se que os melhores solventes de limpeza séo a acetona
e (glicerol/etanol (50:50). Apesar deste resultado, nenhum dos dois se mostra realmente
vantajoso.

O solvente glicerol/etanol foi logo descartado uma vez que depois desta limpeza, teria
de se eliminar os residuos de glicerol. Por outro lado, com este mesmo solvente, obteve-se uma
concentragao de = 800 mg/L em 16 h (ON), enquanto que existem outros solventes onde se
obtém valores semelhantes com muito menos tempo de operagéo (2h).

Por outro lado, apesar da acetona ser um bom solvente de regeneracdo, por vezes as
fabricas ndo estdo preparadas para este tipo de solvente. Este € um solvente muito inflamavel e
gue, por essa razao, requer uma maior seguranca no seu armazenamento. Neste caso, o etanol
torna-se um bom substituto. Assim sendo, escolheu-se o etanol como solvente de limpeza.

Como os resultados obtidos para os dois tempos estudados, 2h ou ON (overnight =16h),
foram muito semelhantes, decidiu-se rentabilizar o tempo realizando uma limpeza de apenas 2
horas.

No artigo Zagklis et al. (2015)B3 é referido que ndo foi necessario realizar uma

regeneracao da resina, e que 0s passos de dessorgdo com agua e dessorcdo com etanol

53



mostraram-se suficientes para essa limpeza. Apesar disto, na ficha técnica da resina XAD4 (da
marca Sigma Aldrich) é possivel ler que “este tipo de resinas pode ser regenerada utilizando
metanol ou outros solventes organicos misciveis em agua (acetona, isopropanol, etc)”.

No inicio do desenvolvimento dos trabalhos preliminares, a resina foi utilizada em varios
processos de adsorcdo sem efetuar a sua regeneracdo. Consequentemente, a resina chegou a
um equilibrio que ndo a permitia adsorver mais compostos, nesta altura ndo se obtiveram bons
resultados nos produtos dessorvidos. Por essa razdo, decidiu estudar-se o processo de
regeneracao da resina utilizando varios solventes, tempos, temperaturas.

Na figura 3.29, estd apresentado um grafico dos varios ensaios da regeneracdo da

resina, utilizando como solvente o etanol, alterando apenas os tempos de regeneracéo.

900
800
700

600

500

400 ‘ ‘ ‘

300 ? 77

200 / 7 7 %
b 11

- L b
2 4 8

16 24 48
Tempo (h)

Concentracado de hidroxitirosol (mg/L)

m 12 passagem [22passagem ®E33Passagem

Figura 3.29 — Ensaios da regeneracao, utilizando o etanol como solvente de limpeza, com varios tempos
de regeneracao

Analisando apenas as primeiras passagens de solvente, é possivel verificar que apesar
dos diferentes tempos, a quantidade de hidroxitirosol e, consequentemente, de outros compostos
fendlicos dessorvidos na resina polimérica é praticamente igual. Desta forma, e de maneira a
rentabilizar o tempo, pode escolher-se o tempo de 2 h para regenerar a resina com etanol.

De seguida, e utilizando como solvente o etanol durante 2h, variou-se a temperatura. Os
resultados obtidos podem ser observados na figura 3.30.
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Figura 3.30 — Variacdo da temperatura na limpeza da resina
As temperaturas utilizadas tiveram como objetivo simular temperaturas atingidas no

inverno e verdo. Deste modo, € possivel verificar que as temperaturas mais quentes favorecem

a regeneracao da resina, ao contrario das temperaturas mais baixas.

Finalmente, foi feita uma limpeza a resina, antes desta ser utilizada no processo “Scale-
up SD1”. Na tabela 3.18, apresenta-se as concentragfes de fendis totais determinadas através
do método de Folin-Ciocalteu.

Tabela 3.18 — Concentragfes de fenais totais na limpeza da resina

Absorvancia média [Fendis totais] (mg/L GAE)
12 passagem (1:3) 0,0586 1611
22 passagem (1:2) 0,0190 209

E possivel observar uma grande diferenca nas concentracées calculadas para a 12 e 22
passagens, isto é, a grande parte dos fendis totais é eliminada na 12 passagem.

A 22 passagem pode ser realizada apenas para garantir que a passagem anterior teve
sucesso. De modo a diminuir o volume de etanol utilizado e, consequentemente, os custos, foi
diminuida a razéo resina/ etanol da 22 passagem para 1:2. Com os resultados obtidos, pode
afirmar-se que a deciséo da diminui¢cao do volume de etanol na 22 passagem foi acertada.

Em jeito de conclusao, pode afirmar-se que a regeneracdo da resina pode ser realizada
com etanol a temperatura controlada (25-30°C), durante 1/2 h. Para maximizar a limpeza, pode
ser feita mais do que uma passagem de solvente. Para finalizar, é feita uma limpeza com agua

durante 1 h para eliminar hidratos de carbono e residuos de etanol.
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4. Conclusoes

A principal concluséo alcancada apds o desenvolvimento deste trabalho foi a obtencéo de
uma melhoria significativa na percentagem de recuperacdo de hidroxitirosol (70-80%) no
processo, mantendo o mesmo nivel de eliminagdo de compostos volateis. Concluiu-se que os
parametros que mais afetam o rendimento do processo é a razao resina/solvente no passo de
dessorgdo. O estudo da concentragéo do hidroxitirosol e tirosol ao longo do tempo mostrou ser

ainda possivel diminuir mais o tempo de adsorcao e dessorgao.

Aplicou-se com sucesso uma forma simplificada do processo a um extrato cujo objetivo ndo
era a eliminacdo de compostos volateis, mas sim a eliminacdo de hidratos de carbono para

posterior secagem por spray-drying. Atingiu-se uma eliminacao de aproximadamente 85%.

Foi pela primeira vez desenvolvida uma correlagdo entre a concentragéo de fendis totais e a

concentracdo de hidroxitirosol/ tirosol, que permite a obten¢&o de resultados mais rapidos.

Como trabalhos futuros sugere-se a continuagéo da otimizac&o da regeneracao da resina e
a passagem do processo de adsor¢éo/ dessor¢do batch a semi-continuo, para uma mais facil

implementacéo industrial do processo.

57



58



5.

A.

Concentracado de Hidroxitirosol (mg/L)

Anexos

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Tabela 5.1 - Areas dos picos correspondentes a concentracdes de hidroxitirosol padr&o.

Concentragdo de hidroxitirosol (mg/L) Area dos picos(UA)
9,3 103
23,25 263
46,5 518
69,75 786
93 1045

Reta de calibragdo do hidroxitirosol
1200

y =11,252x - 1,1463 ®
1000 Ri=1
800 .-
600
400

o
o

200 et

0 20 40 60 80 100
Area do pico (UA)

Figura 5.1 - Reta de calibracéo do hidroxitirosol padréo.

Tabela 5.2 - Areas dos picos correspondentes a concentracdes de tirosol padréo.

Concentracédo de Tirosol (mg/L) Area dos picos (UA)
0 0
10 75
20 145
40 289
60 428
80 563
100 712
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Reta de calibracéo do tirosol
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Figura 5.2 - Reta de calibracéo do tirosol padréo.
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Figura 5.3 - Cromatograma de uma amostra de concentrado de osmose inversa (RO164).



B. Estabilidade do concentrado de osmose inversa

Tabela 5.3 - Concentracdes de HT e TY no RO 164 ao longo do tempo.

Data Meses [Hidroxitirosol] (mg/L)  [Tirosol] (mg/L)
15/07/2016 0,03 13233 2028
26/07/2016 0,39 14323 2568
26/10/2017 3,35 11988 2222
31/01/2017 6,48 10655 2140
13/02/2017 7,64 10640 2265
21/02/2017 7,93 9821 1906
10/03/2017 7,71 11683 1957
21/03/2017 8,06 12963 1959
27/03/2017 8,26 11779 1864
06/04/2017 8,87 12875 1071
11/04/2017 9,03 11413 2170
11/05/2017 10,03 12449 2107
18/05/2017 10,26 11312 1969
23/05/2017 10,42 11170 1993
30/05/2017 10,65 10810 1971
07/06/2017 11,23 11910 1948
14/06/2017 11,47 11698 1795
28/06/2017 11,93 12241 2107
13/07/2017 12,03 12882 2184

C. Método de Folin-Ciocalteu - Retas de calibracéo e correlacfes

Tabela 5.4 - Absorvancias medidas para concentra¢des de acido galico conhecidas preparadas em agua.

Concentragdo de acido galico (mg/L GAE) Absorvancia (a 750 nm) Absorvancia média
50 0,0578 0,0574 0,0573 0,0575
100 0,1045 0,1044 0,1053 0,1047
150 0,1812 0,1809 0,1807 0,1809
250 0,2628 0,2632 0,2634 0,2631
350 0,3642 0,3648 0,3642 0,3644
500 0,5497 0,5493 0,5508 0,5499
650 0,7616 0,7615 0,7611 0,7614
800 0,8942 0,8943 0,838 0,8755
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900
800
700
600
500
400
300
200
100

Concentragéo de &cido galico (mg/L GAE)

Reta de calibragéo do acido galico em agua

0,2 0.4

Absorvancia (a 750 nm)

y = 889,13x + 5,3183 ¢
R2=0,9958 ..

0,6

Figura 5.4 - Reta de calibracdo do acido gélico em agua.

Tabela 5.5 - Absorvancias medidas para concentra¢des de acido galico conhecidas preparadas numa
mistura de solventes biocompativeis a base de agua.

Concentracao acido gélico (mg/L GAE)

62

com uma mistura de solventes

biocompativeis a base de 4gua

50
100
150
250
500
650
800

0,0413
0,0528
0,1179
0,2037
0,4277
0,6662
0,7745

0,0414
0,0521
0,1176
0,2041
0,4267
0,6668
0,7749

Absorvéancia (a 750 nm)

0,0410
0,0524
0,1177
0,204
0,4271
0,6664
0,7744

Absorvancia média

0,0412
0,0524
0,1177
0,2039
0,4272
0,6665
0,7746



Reta de Calibragéo do &cido gélico em mistura de
solventes biocompativeis a base de agua

900

800 y= 972,78X + 39,8 K )
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Figura 5.5 - Reta de calibracéo do acido galico em mistura de solventes biocompativeis a base de agua.

Tabela 5.6 - Absorvancias medidas para concentra¢des de acido gélico conhecidas preparadas em

etanol.
Concentragao de acido galico Absorvancia (a 750 nm) Absorvancia média
com etanol (mg/L GAE)
50 0,055 0,0556 0,0552 0,0553
100 0,1002 0,1022 0,1007 0,1010
150 0,1588 0,1584 0,1585 0,1586
250 0,2785 0,2774 0,2771 0,2777
350 0,2435 0,2442 0,2438 0,2438*
500 0,4762  0,4764 0,4764 0,4763
650 0,5806 0,5807 0,5819 0,5811
800 0,6913 0,6924 0,6924 0,6920

* resultado ignorado para a reta de calibracao.
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Figura 5.6 - Reta de calibracdo do acido galico em etanol.

Tabela 5.7 - Medi¢6es de absorvancias, fendis totais e hidroxitirosol e tirosol (HPLC) de concentrados de
osmose inversa.

Amostra

RO 6 + H20 (1:20)
RO 6
RO 8
RO 161
RO 162
RO 164
RO 166
RO 168
RO 164 100 - 80 mL
RO 164 100 - 50 mL
RO 164 100 - 45 mL
RO 164 100 - 40 mL
RO 164 100 - 35 mL
RO 164 100 - 30 mL

64

Método Folin-Ciocalteu

Absorvancia média

0,4070
0,4070
0,5601
0,7907
0,5751
0,7187
0,7514
0,6536
0,5689
0,3966
0,3323
0,3832
0,3313
0,3752

[Fendis totais]
(mg/L GAE)

367
7131
4927
13955
10120
19010
33139
23031
25556
53692
45112
51900
59971
67778

HPLC

[Hidroxitirosol]
(mg/L)

212
4300
2200
9800
6000
12000
16000
15000
15500
21500
27206
30848
33803
38500

[Tirosol]
(mg/L)
48
1100
550
2200
1250
2000
3000
2500
2500
4000
4420
5395
5895
6500



Tabela 5.8 - Medi¢8es de absorvancias, concentracao de fendis totais e hidroxitirosol e tirosol (HPLC) de
"dessorvidos ndo evaporados".

Amostras

ADS 1642 - DSS
ADS 1643 - DSS
ADS 1640 - 12 DSS
ADS 1640 - 22 DSS
22 DSS 16/11/2016

Método de Folin-Ciocalteu

Absorvancia média

0,667
0,454
0,542
0,183
0,407

D. Adsorcgéo/ Dessorgéo

D1. Condi¢cdes de operacgao

HPLC
[Fendis totais] | [Hidroxitirosol] [Tirosol]
(mg/L GAE) (mg/L) (mg/L)

3440 2400 390
2407 1459 302
2832 1977 368
1088 405 63

2179 1100 300

Tabela 5.9 - Condic¢des de operagéo do passo de adsorcao para cada um dos processos.

Adsorc¢ao 164

Scale-Up
ADS 1640

ADS 1641
ADS 1642
ADS 1643
ADS 1644
ADS 1645
ADS 1646
ADS 1647
ADS 1648
ADS 1649
ADS 16410
ADS 16411
Scale-up SD1

1:1

1:2
1:1

Razao resina/ RO

Escala (g de

resina)
6000

30

300

500/250
250
1500

Tempo (h) Tipo de agitacéo

Orbital shaker
16

16
6 Magnética
4

3
10 min — 48
10 min - 16
3 Orbital shaker

65



Tabela 5.10 - Condi¢gGes de operagdo do passo de dessor¢do com agua para cada um dos processos.

66

Dessorcao

com H>O

Scale-Up
ADS 1640
ADS 1641
ADS 1642
ADS 1643
ADS 1644
ADS 1645
ADS 1646
ADS 1647
ADS 1648
ADS 1649

ADS 16410
ADS16411
Scale-up SD1

Razéo
Resina/H,0

1:1
1:3
1:5
1:3
1:5

1:3

Escala (g de
resina)

6000
300

30

300

500

1500

Tempo (h)

3h

10 min- 3 h
10 min- 3 h

16 h

Tipo de
agitacao

Orbital shaker

Magnética

Orbital shaker

Tabela 5.11 - Condi¢Bes de operagdo do passo de dessor¢cdo com uma mistura de solventes

Dessorcéo

Scale-Up
ADS 1640
ADS 1641
ADS 1642
ADS 1643
ADS 1644
ADS 1645
ADS 1646
ADS 1647
ADS 1648
ADS 1649
ADS 16410

Scale-up SD1

Razdo Resina/
mistura solventes
biocompativeis

11
1:3
15
1:3
1:5

1:3

Escala (g de
resina)

6000
300

30

300

500
1500

biocompativeis & base de dgua para cada um dos processos.

Tempo (h)

16 h

8h

16 h
6 h
4h

3h
10min-48 h
16 h

Tipo de
agitacao

Orbital shaker

Magnética

Orbital shaker



D2. Aplicagéo em azeites

Tabela 5.12 — Massa de hidroxitirosol obtida em cada um dos passos do processo ADS 1640.

Dessorvido

Alimentacao N&o adsorvido 1° Dessorvido 2° Dessorvido
com HzO
Volume recuperado ) 03 1 1 1
L ’
[Hidroxitirosol] 12000 1100 400 2000 400
(mg/L)
Hidroxitirosol 3600 320 400 2000 400
(mg)
% Hidroxitirosol - 9% 12% 69% 45%
3600 N 3280 D 3 2880 880 PR
——»| Adsorcdo —» esligcr)gao —» 1%dessorgdo —» 2adessorcio —> Egg?noé
1320 1400 lzooo 1400
0,
% Adsorvida % perda H,O % Recuperada % Recuperada o Elolea @y
processo
91% 12% 69% 45% 67%

Figura 5.7 - Esquema do balango massico do hidroxitirosol ao longo do processo ADS1640.
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Tabela 5.13 - Massa de hidroxitirosol obtida em cada um dos passos do processo ADS 1641.

Alimentacgéo N&o adsorvido Dessorvido Dessorvido
com HO
Volume recuperado i 0.03 0.15 0.15
(L) 1 L} L
[Hidroxitirosol] 12000 1500 500 1200
(mg/L)
Hidroxitirosol 360 50 70 180
(mg)
% Hidroxitirosol - 14% 23% 75%
360 310 5 240 .
——>» Adsorgdo ——» Desl_s|ocr)gao ——  Dessorgio ———» Retido:
2 60 mg
lso l?o 1180
. % Global do
0 0, 0,
% Adsorvida % perda H2O % Recuperada processo
86% 23% 75% 50%

Figura 5.8 - Esquema do balan¢o massico do hidroxitirosol ao longo do processo ADS1641.



Tabela 5.14 - Massa de hidroxitirosol obtida em cada um dos passos do processo ADS 1642.

. ~ ~ . Dessorvido .
Alimentacéo N&o adsorvido com H,0 Dessorvido
Volume recuperado i 0.03 0.09 0.09
(L) 1 L} L
[Hidroxitirosol]
(mg/L) 12000 1700 800 2400
Hidroxitirosol 360 50 70 220
(mg)
% Hidroxitirosol - 14% 23% 92%
360 1 5 240 .
——» Adsorgao L Deslio(;gao —— Dessorcilo ——— Retido:
2 20 mg
lso l?o lzzo
0,
% Adsorvida % perda H,O % Recuperada LSO CE
processo
86% 23% 92% 61%

Figura 5.9 - Esquema do balango massico do hidroxitirosol ao longo do processo ADS1642.
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Tabela 5.15 - Massa de hidroxitirosol obtida em cada um dos passos do processo ADS 1643.

Alimentacgéo N&o adsorvido Dessorvido Dessorvido
com HxO
Volume recuperado i 0.03 015 0.15
(L) 1 L} L
[Hidroxitirosol] 12000 1700 460 1500
(mg/L)
Hidroxitirosol 360 50 70 220
(mg)
% Hidroxitirosol - 14% 23% 92%
360 1 5 240 —
—>  Adsorcdao 310, Dessorgdo | Z0 Dessorgdo ~—— Retido:
H>O 20 mg
150 170 1220
0,
% Adsorvida % perda H,O % Recuperada v Clelsel 1y
processo
86% 23% 92% 61%

Figura 5.10 - Esquema do balan¢o massico do hidroxitirosol ao longo do processo ADS1643.
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Tabela 5.16 - Massa de hidroxitirosol obtida em cada um dos passos do processo ADS 1645.

Dessorvido

Alimentacao N&o adsorvido Dessorvido
com HxO
Volume recuperado i 03 1 1
L ’
[Hidroxitirosol] 12000 1900 500 1900
(mgiL)
Hidroxitirosol 3600 550 500 1900
(mg)
% Hidroxitirosol - 15% 16% 75%
3600 3050 5 2550 e
650 mg
lSSO 1500 llgoo
0,
% Adsorvida % perda H,O % Recuperada v Clelsel 1y
processo
85% 16% 75% 53%

Figura 5.11 - Esquema do balan¢o méassico do hidroxitirosol ao longo do processo ADS1645.
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Volume recuperado

Tabela 5.17 - Massa de hidroxitirosol obtida em cada um dos passos do processo ADS 16410.

Nao Dessorvido

AliMentacao  ysorvido  com H.0

1° Dessorvido @ 2° Dessorvido @ 2° Dessorvido

L) - 0,45 1,45 1,33 1,40 0,74
[Hidroxitirosol]
(mg/L): (Mg/L GAE) 12000 1800 700 2200 750 200
H'dr‘zr’;'g)roso' 6000 800 1000 2900 1050 150
% Hidroxitirosol - 13% 19% 69% 81% 60%
6000 5200 2 4200 1300 250 ido:
——>» Adsorcdo —» DesHs;)(;gao —» 12dessorcdo —» 22dessorcdo —» 3@dessorgcdo —» ng?nod
l 800 l 1000 l 2900 l 1050 1150
0,
% Adsorvida % perda H,O % Recuperada % Recuperada % Recuperada /op?(lggslsgo
87% 19% 69% 81% 60% 68%

Figura 5.12 - Esquema do balanco massico do hidroxitirosol ao longo do processo ADS16410.



Tabela 5.18 - Massa de hidroxitirosol obtida em cada um dos passos do processo ADS 16411.

Alimentacao N&o adsorvido Dessorvido
com H2O
Volume recuperado i 050 0.75
(L) 1 1
[Hidroxitirosol]
(Mg/L GAE) 12000 3600 1150
Hidroxitirosol 6000 1800 850
(mg)
% Hidroxitirosol - 30% 20%
6000 4200 5 ido:
—— Adsorgio —— DeSHSS(;QaO . 322%%
llsoo 1850
% Adsorvida % perda H20
70% 20%

Figura 5.13 - Esquema do balango massico do hidroxitirosol até ao passo de dessor¢do com
agua do processo ADS 16411.
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D3. Aplicacdo em spray-drying
Tabela 5.19 - Massa de hidroxitirosol obtida em cada um dos passos do processo ADS 1646.

Alimentacgéo N&o adsorvido Dessorvido Dessorvido
com HxO
Volume recuperado i 03 0.9 09
(L) L L L}
[Hidroxitirosol]
(Mg/L GAE) 12000 2110 460 1800
Hidroxitirosol 3600 650 420 1620
(mg)
% Hidroxitirosol - 18% 14% 63%
3600 2 5 2530 4.
Adsorgéo _29%0 DesHs;)(;gao ——  Dessorgdio ——> I;f(gl(rjr?é
leso 1420 11620
0,
% Adsorvida % perda H,O % Recuperada o ElIE 1Y
processo
82% 14% 64% 45%

Figura 5.14 - Esquema do balango massico do hidroxitirosol ao longo do processo ADS1646.



Tabela 5.20 - Massa de hidroxitirosol obtida em cada um dos passos do processo ADS 1647.

Alimentacao N&o adsorvido Dessorvido Dessorvido
com HO
Volume recuperado i 03 09 09
(L) L 1 1
[Hidroxitirosol]
(mg/L GAE) 12000 1700 550 1750
Hidroxitirosol 3600 510 500 1580
(mg)
% Hidroxitirosol - 14% 16% 61%
3600 3090 5 2590 P
Adsorgao ——— ~Dessorcao 7 Dessorgéo Retido:
H20 1010 mg
1510 lsoo 11580
0,
% Adsorvida % perda H.0 % Recuperada o Eloel 2
processo
44%

86% 16% 61%

Figura 5.15 - Esquema do balan¢o massico do hidroxitirosol ao longo do processo ADS1647.



76

Massa de hidroxitirosol obtida em cada um dos passos do processo ADS 1648.

Tabela 5.21 -
Alimentacao N&o adsorvido Dessorvido Dessorvido
com HxO
Volume r(eljuperado i 0.3 09 0.9
[Hidroxitirosol]
(mg/L GAE) 12000 2500 500 1800
Hidroxitirosol 3600 750 450 1600
(mg)
% Hidroxitirosol - 21% 16% 67%
3600 2850 5 2400 diee
Adsorcdo ——» DesHso(;gao ——>  Dessorcio ———» Retido:
2 800 mg
1750 1450 11600
0,
% Adsorvida % perda H.0 % Recuperada  Elosel 2y
processo
79% 16% 67% 44%
Figura 5.16 - Esquema do balanco massico do hidroxitirosol ao longo do processo ADS1648.



Tabela 5.22 - Massa de hidroxitirosol obtida em cada um dos passos do processo ADS 1649.

Alimentacao N&o adsorvido Dessorvido Dessorvido
com HxO
Volume recuperado i 03 0.9 09
(L) L L L}
[Hidroxitirosol]
(Mg/L GAE) 12000 2200 580 1400
Hidroxitirosol 3600 660 520 1260
(mg)
% Hidroxitirosol - 18% 18% 52%
3600 2940 5 2420 ilee
Adsorcido ——» Des|_s|ocr)gao " » Dessorcio ——» Retido:
2 1160 mg
1660 1520 11260
0,
% Adsorvida % perda H.0 % Recuperada  Elosel 2y
processo
82% 18% 52% 35%

Figura 5.17 - Esquema do balanco massico do hidroxitirosol ao longo do processo ADS1649.
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D4. Quantificacdo de fendis totais, hidroxitirosol e tirosol das

amostras

Tabela 5.23 - Absorvancias medidas e concentra¢des de hidroxitirosol e tirosol calculadas para efluentes

de varios processos de adsorgéo/dessorcéo realizados ao longo do trabalho.

Processo Efluente

NADS
DSS H20
DSS néo evap.
DSS evap.
NADS
DSS H20
DSS néo evap.
DSS evap.
NADS
DSS H20
DSS néo evap.
DSS evap.
NADS
DSS H20
DSS néo evap.
DSS evap.
NADS 10 min
NADS 30 min
NADS 1h
NADS 2h
NADS 3h
NADS 16h
DSS H20 10 min
DSS H20 30 min
DSSH201h
DSS H20 2 h
DSS H20 3 h
NADS 10min
NADS 1h
NADS 3h
NADS 16 h
DSS H20 10 min
DSSH201h
DSS H202h
DSS H20 3 h

ADS 1646

ADS 1647

ADS 1648

ADS 1649

ADS 16410

ADS 16411

78

Absorvancia
meédia
0,4049
0,1728
0,2887
0,3242
0,2058
0,2827
0,4832
0,1882
0,2849
0,4126
0,2172
0,2196
0,8170
0,7566
0,7224
0,8053
0,7287
0,7049
0,5456
0,5155
0,4890
0,6058
0,6360
0,8071
0,7020
0,6650
0,6954
0,3705
0,4098
0,3921
0,4331

[fendis totais]
(mg GAEI/L)

3654
795
52396
2936
942
51329
4350
863
51732
3722
992
40108
3659
3390
3238
3607
3266
3160
981
927
880
1088
1142
7229
6295
5966
6236
1674
1848
1770
1952

[HT]
(mg GAE/L)

2110
459
1780
30264
1696
544
1744
29648
2512
499
1758
29881
2150
573
1363
23167
2113
1958
1870
2083
1886
1825
567
536
508
628
659
346
302
286
299
160
177
170
187

[TY]
(mg GAE/L)

617
351
304
5165
550
364
298
5066
682
357
300
5103
624
369
236
4019
618
593
579
613
581
571
368
363
359
378
383
951
864
833
858
433
449
442
459



E. Método de fenol-sulfurico — Reta de calibragdo e concentracéo de
amostras

Concentracao de glucose (g/L GE)

0,10
0,09
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

@
0,00 &

Tabela 5.24 - Absorvancias medidas para concentrac@es de glucose conhecidas.

0,0

Concentragdo D(+)-glucose (g/L GE) Absorvancia média

0 0,021
0,005 0,048
0,010 0,100
0,025 0,205
0,050 0,442
0,065 0,600
0,085 0,774
0,100 0,893

y=0,1118x-0,0006 .-
R2=0,9985 .@"

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
Absorvéancia (a 490 nm)

Figura 5.18 - Reta de calibracéo para o método fenol-sulfirico.

1,0
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Tabela 5.25 - Absorvancias medidas e concentra¢des de hidratos de carbono calculadas.

Amostra Absorvancia média [Hidratos de carbono] (g/L GE)
RO164 0,3738 4,12
NADS 1645 0,4822 2,67
NADS 1647 0,5533 1,23
DSS H20 1645 0,3333 0,37
DSS H20 1647 0,3399 0,37
ADS 1640 DSS EVAP 0,4900 5,42
ADS 1641 DSS EVAP 0,3397 3,74
ADS 1643 DSS EVAP 0,3235 3,56
ADS 1645 DSS EVAP 0,3125 3,43
ADS 16410 DSS EVAP 0,5183 5,73
ADS 1646 DSS EVAP 0,4318 4,77
ADS 1647 DSS EVAP 0,4405 4,87
ADS 1648 DSS EVAP 0,2984 3,28
ADS 1649 DSS EVAP 0,4714 5,21

Tabela 5.26 - Absorvancias e concentracdo de hidratos de carbono calculadas para o processo ADS
16410.

Amostra Absorvancia média [Hidratos de carbono] (g/L GE)
ADS 16410 NADS 10min 0,1187 1,27
ADS 16410 NADS 30min 0,2214 2,42
ADS 16410 NADS 1h 0,1352 1,45
ADS 16410 NADS 2h 0,2125 2,32
ADS 16410 NADS 3h 0,2003 2,18
ADS 16410 NADS 16 h 0,1418 1,53
ADS 16410 10min DSS H.0 0,3957 0,44
ADS 16410 30min DSS H,O 0,4309 0,48
ADS 16410 1h DSS H,0 0,4301 0,47
ADS 16410 2h DSS H,0 0,4312 0,48

ADS 16410 3h DSS H,O 0,3722 0,41



F. Cromatografia gasosa

Tabela 5.27 - Areas dos picos de cada composto volatil para varias amostras estudadas ao longo do
trabalho.

Area dos picos (UA)

Amostra , -

Acido Acético Acido Butandico Creosol @ 4-Etilfenol
RO 164 5,02E+10 5,57E+09 1,31E+10 3,61E+10
ADS 1641 NADS 3,90E+09 2,77E+08 2,45E+07 2,41E+07
ADS 1642 NADS 4,06E+09 2,79E+08 2,54E+07 4,16E+07
ADS 1643 NADS 4,11E+09 3,02E+08 2,32E+07 4,60E+07

ADS 1644 NADS 3,53E+08 1,58E+08 - -
ADS 1641 DSS H,0O 1,30E+09 3,59E+08 9,69E+06 1,48E+03
ADS 1642 DSS H,0 9,66E+08 4,26E+08 7,35E+06 = 2,11E+07
ADS 1643 DSS H,0O 4,84E+09 3,51E+08 1,43E+07 3,50E+07
ADS 1644 DSS H20 7,18E+08 1,56E+09 2,88E+07 3,04E+08
ADS 1640 DSS EVAP 2,13E+09 1,77E+09 1,30E+08 7,17E+08
ADS 1641 DSS EVAP 1,33E+10 1,03E+10 9,07E+08 @ 4,54E+09
ADS 1642 DSS EVAP 1,39E+10 9,16E+09 4,64E+08 2,50E+09
ADS 1643 DSS EVAP 9,64E+09 9,14E+09 5,10E+08 4,23E+09
ADS 1644 DSS EVAP 5,13E+07 1,11E+08 2,06E+06 2,17E+07
ADS 1645 DSS EVAP 6,01E+08 1,54E+09 3,42E+07  3,34E+08
RO 164 2,00E+11 2,08E+09 8,58E+10 1,49E+11
ADS 16410 DSS EVAP 48 h 4,86E+10 7,15E+08 4,18E+09 1,92E+10
ADS 16410 NAO EVAP 48 h 1,48E+09 = 9,26E+08 1,83E+09
ADS 16410 CONDENSADO | - B9SEH0B 1206400

Acido
r Acético

GCps

4-Etilfenol

Butandico Creosol

.

I I S | B e N :

‘ Acido

T T T T T 1
10 20 0 40 50 60
minutes

Figura 5.19 - Cromatograma da amostra "ndo adsorvido" do processo ADS 1641.
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GCps

GCps

GCps

GCps
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Figura 5.23 - Cromatograma da amostra "dessorvido com agua" do processo ADS 1642.

Acido
] Acético 4-Etilfenol :
. Acido N
] Butandico Creosol
1} 1] o N e -
10 20 30 40 50 B0 S
Figura 5.20 - Cromatograma da amostra "ndo adsorvido" do processo ADS 1642.
] :
] :
Acido
Acético . .
A-Etilfenol -
. Acido :
Butandico Creosol :
I . :
T T T T T T -I
10 20 30 40 50 60 N
minutes
Figura 5.21 - Cromatograma da amostra "ndo adsorvido" do processo ADS 1643.
Acido
3 Acético 4-Etilfencl
4 Acido -
] Butandico Creosol
n: 1 -
T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 mintes
Figura 5.22 - Cromatograma da amostra "dessorvido com agua" do processo ADS 1641.
ks N
Acido
Acético 4-Etilfenol :
] Acido :
] Butandico Creosol :
10 20 30 40 50 60 minutes



2
iy .
@ Acido
Acético 4-Etilfenol :
o Acido :
Butandico CrEYOI .
T T T T T 1
10 20 El 40 50 60 minatas
Figura 5.24 - Cromatograma da amostra "dessorvido com agua" do processo ADS 1643.
e -
8: H :
Acido 4-Etilfenol
Acético
Kk Acido :
Butanodico Creosol .
L U T B l 1 :
‘\ID ZICI 3‘0 4|D 50 Eh . '
minutes

Figura 5.25 - Cromatograma da amostra "dessorvido evaporado/ desodorizado" do processo ADS 1640.

2]
-3 .
8 4-Etilfencl
. . Acido Butandico
1] Acido Acético
Creosol
\\\ r‘ /\—/J
ol e e N e T ST Y S
10 ) ) & 5
ranules

Figura 5.26 - Cromatograma da amostra "dessorvido evaporado/ desodorizado" do processo ADS 1641.

2]
g 1 _ Acido Butandico :
“ ] Acido Acético 4-Etilfenol -
H -
] Cr7)so| \
ol Y VU W | T ___K=m.z_,_J‘ \.‘_,_,_|._;\«d_,_wml_wJ"__._.._m—!'- U

Y 2‘0 3‘0 .1|[| 5'0

manutes

10

Figura 5.27 - Cromatograma da amostra "dessorvido evaporado/ desodorizado" do processo ADS 1642.
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GCps

I 4-Etilfencl

. ) Acido Butangico
Acido Acético

Creosol

T T T T T
10 Ful k] 40 50
manutes

Figura 5.28 - Cromatograma da amostra "dessorvido evaporado/ desodorizado" do processo ADS 1643.

GCps

. :
Acido :
Acsticn ’ 4-Etilfencl
Acido
oo Butandico Creasol -
..] ) . ) : N_,A*[M_,_.,_I.JL\_,-J—_
T y I I I
P 3 ) 50

minutes

Figura 5.29 - Cromatograma da amostra "dessorvido evaporado/ desodorizado" do processo ADS 1645.

GCps
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TIC; 02-B - 25-07-2017 xms; Filtered (B
A-Etilfenol -

Creosol

Acido .
Acético -

Acido
Butanoico

| . ni_h _ad Ll ’\_L”JL N \“‘M“‘\«}\MJJMLM QWLM&W‘J«@——J

T T T T T T 1

10 20 30 40 50 60

Figura 5.30 - Cromatograma da alimentacéo, RO 164 (apds a manutengdo da maquina).
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GCps

Acido
Acético Acido
Butandico

A

4-ttilfenol

Creosol

/

T 1

%

T
40
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Figura 5.31 - Cromatograma da amostra "dessorvido evaporado/ desodorizado 48 h" do processo ADS

16410 (apés manutengdo da maquina).

Acido
Acetico .
Acido
Butandico

A-Etilfenol

Creosol

Y %

T
40

2 £
Figura 5.32 - Cromatograma da amostra "dessorvido ndo evaporado 48 h" do
manutencao da maquina).

)
minutes

processo ADS 16410 (ap6s

4 104 :
o
a

7] Acido :

Acético . :

Acido ) :

I Butandico Creosol 4—EtI|fE\no| :

g ““—"J‘——'H—w LWJ__L__._,_h,_,_LJ_,__,_ I :

| B 4 5 ) 1

minutes

10 2
Figura 5.33 - Cromatograma da amostra "condensado do dessorvido evapor
16410 (apés manutencdo da maquina).

ado 48 h" do processo ADS
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