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ABSTRACT

Olive oil is the main source of nutritional fats in Spain. During its production process, a
large amount of lignocellulosic material is generated as waste, mainly olive leaves.
These leaves can be used as raw material in biorefineries, due to their high content of
phenolic compounds (mainly oleuropein and hydroxytyrosol), sugars and polyols. The
main objective of this work has been to study the technical feasibility of a combined water
extraction / membrane process for the recovery of sugars and polyols (mainly mannitol,
a sugar alcohol used as a sweetener in the food industry) present in olive leaves of the
“Serrana de Espadan” variety supplied by Seicas-Mediles (Teresa, Castellon). The
extraction of sugars and polyols from dried and ground olive leaves was carried out using
Milli-Q water as solvent in a water bath at 50 °C for 24 h, with a 1:20 (w/v) solid/solvent
ratio. The obtained extract was concentrated by membrane treatments performed in a
high pressure stirred cell, using several flat disc polymeric membranes with different
molecular weight cut-offs to obtain a final retentate with most of the soluble
carbohydrates, which were characterized and quantified by HPLC-RID. Experimental
results showed that a microfiltration (MF) pretreatment of the extract was needed to
remove most of the suspended solids and macromolecules, thus minimizing membrane
fouling in subsequent ultrafiltration (UF) and nanofiltration (NF) experiments. Best
results, with a 99.27% mannitol recovery and more than 99% sugars and polyols
rejections, were obtained using a NF90 nanofiltration membrane (200 Da cut-off) under
optimal operating conditions (15 bar, 20 °C, 600 rpm), with a minimum loss of compounds
of interest and a mannitol concentration of 5.19 g/L in the final retentate.

Keywords: Olive leaves, sugars, mannitol, solid-liquid extraction, microfiltration,
ultrafiltration, nanofiltration.




1. INTRODUCCION

El olivo (Olea europaea L.) es una de las primeras plantas cultivadas por el ser humano,
cuyo origen se remonta a unos 3000-5000 afios antes de Cristo en Palestina, aunque
se han hallado hojas fésiles de especies antepasadas del olivo de 35000 afios de
antigedad en el sur de las Islas Cicladas, en Grecia. Los restos mas antiguos
encontrados en la Peninsula Ibérica son los de El Garcel (Almeria), pertenecientes al
Neolitico (5000 a.C.).

El olivo es la unica especie de la familia Oleaceae con fruto comestible, del cual se
obtiene tanto el aceite de oliva como las aceitunas, alimentos basicos en la dieta
mediterranea. El aceite de oliva es actualmente en Espafia el alimento que constituye la
principal fuente de grasas nutricionales. En el afio 2019 se consumieron en nuestro pais
355,85 millones de litros de los tres tipos de aceite de oliva (184,92 de aceite de oliva,
32,56 de aceite de oliva virgen y 138,37 de aceite de oliva virgen extra), con una cuota
en volumen del 66,3% del total de aceite consumido y un consumo anual de 7,72 L por
habitante (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2020).

Debido a las propiedades saludables atribuidas al aceite de oliva, durante las ultimas
dos décadas se ha incrementado notablemente el cultivo de olivos: se calcula que
existen mas de 8 millones de hectareas de cultivo, con mas de 1500 millones de olivos,
en el mundo, el 98% de las cuales estan situadas en la cuenca mediterranea (Peralbo-
Molina y Luque de Castro, 2013), siendo Espana el principal productor y exportador
mundial de aceite de oliva. Durante el proceso de obtencion de aceite de oliva se
generan una serie de subproductos en las almazaras, entre los que destacan los
residuos liquidos (alpechin y aguas de lavado) y principalmente los solidos: orujo,
alperujo, huesos de aceituna y ramas y hojas de los olivos.

El presente trabajo se centra en el aprovechamiento de las hojas de olivo. Estos
residuos se generan principalmente en la poda de los olivos durante la cosecha y
procesado de las aceitunas (unos 25 kg anuales por arbol) y en el proceso de separacion
previo a la molienda de las aceitunas (un 10% del peso de las aceitunas,
aproximadamente 1 kg adicional de hojas por cada olivo) (Molina-Alcaide y Yafnez-Ruiz,
2008). En Europa se genera anualmente un volumen aproximado de 10,5 millones de
toneladas de biomasa residual y subproductos del aceite de oliva, 9,6 millones de
toneladas de subproductos sujetos a valoracion (orujo, hojas y hueso) y en torno a 3
millones de toneladas de residuos de poda del olivo (Manzanares y col., 2017).

A pesar de las importantes cantidades generadas de este tipo de residuos, actualmente
se desecha la mayor parte y se quema, con el consiguiente aumento de emisiones de
COg, o bien se deja en el propio olivar como residuo organico. En ocasiones si que se
realiza una valorizacion energética de dichos residuos, empleandose como combustible
para generar calor y electricidad (Guinda, 2006). Sin embargo, es fundamental
desarrollar nuevos sistemas o tecnologias para aprovechar correctamente estos
subproductos, potenciando la sostenibilidad ambiental y minimizando la generacion final
de residuos. Este problema no es exclusivo de los subproductos de almazara: en
Europa, aproximadamente el 33% de los productos alimenticios de consumo humano
se convierten en residuos, aumentando hasta el 46% en el caso de frutas y verduras.

Es importante considerar la valorizacion de residuos, ya que es un pilar fundamental de
la economia circular, que involucra ademas varios sectores (sector primario, sector
secundario de transformacién y consumidores finales) y que tiene beneficios tanto
medioambientales como econdmicos. Asimismo, los subproductos alimentarios son
fuente natural de diversos biocompuestos (proteinas, fibra soluble, oligosacaridos,
fosfolipidos, terpenos, fenoles, etc.), de los cuales existe una fuerte demanda en otros




sectores industriales, como el sector de la alimentacion humana y animal, la cosmética,
la nutracéutica o la industria quimica (ITACyL, 2021).

Muchos de los compuestos bioactivos presentes en el aceite de oliva y en las aceitunas
de mesa, y que proporcionan beneficios nutricionales saludables, como los compuestos
fendlicos o polifenoles, también estan presentes en las hojas de olivo. Ademas de estos
compuestos, las hojas de olivo también contienen otras sustancias bioactivas de interés
como alcoholes de azucares o polioles, que contienen muchos grupos hidroxilo en su
estructura. Los compuestos presentes en la hoja del olivo se pueden agrupar en fenoles
simples (hidroxitirosol, tirosol y sus glucdsidos), acidos benzoicos (galico, vanilico,
salicilico, hidroxibenzoico, protocatéquico, vanillina), acidos cinamicos (cinamico,
cafeico, cumarinico, ferulico, clorogénico, homovanillico), secoiridoides (oleuropeina,
3,4-dihidroxifeniletil-4-formil-3-formilmetil-4-hexenoato, oleuropeina aglicona,
oleurdsido, ligstrésido, ligstrésido aglicona), flavonoides (apigenina, hesperidina,
luteolina, quercetina, quercitrina, rutina), acido elendlico, verbascosido y otros
compuestos bioactivos (amirina, beta-caroteno, eritrodiol, acido maslinico, acido
oleandlico, beta-sitosterol, escualeno, stigmasterol, tocoferol, acido ursélico, uvaol, etc.).
Entre todos los citados en el grupo de los polifenoles destacan la oleuropeina,
verbascésido, luteolina-7-O-glucésido, apigenina-7-O-glucdsido y quercetina, cuyas
concentraciones los convierten en los principales biofenoles identificados en las hojas
de olivo. Ademas, todos ellos tienen importantes propiedades biolégicas, por lo que la
extraccion y purificacion son una opcién excelente para el aprovechamiento y la
explotaciéon de las hojas de olivo (Lama-Mufioz y col., 2020; Sahin y Bilgin, 2018;
Tsimidou y Papoti, 2010; Zagklis y Paraskeva, 2018).

Por otra parte, también son de gran importancia los polioles, dentro de los cuales
destaca el manitol (Figura 1), un hexitol derivado de la manosa o fructosa cuya
concentracién es elevada en las hojas de olivo y juega un papel importante en la
regulaciéon del estrés osmoético de las mismas, pudiendo actuar también como
neutralizador de especies de oxigeno reactivo (ROS scavenger) (Sahin y Bilgin, 2018).
El manitol es el poliol mas abundante en el reino vegetal, pudiendo encontrase de forma
natural en alimentos como la remolacha, el apio, las aceitunas o las algas marinas,
estando ademas presente en los exudados de los arboles y en sus ramas y hojas. A
escala industrial, el manitol se emplea como edulcorante natural y funcional en la
industria alimentaria (aditivo E421) y tiene aplicaciones en diversos ambitos como en
medicina, donde se puede usar como sustituto del plasma sanguineo y para reducir la
tension ocular en tratamientos de glaucoma, y en la industria quimica y farmacéutica,
donde su actividad diurética hace recomendable su uso en sueros y dietas de enfermos
con calculos renales, asi como en algunas dietas para diabéticos; también se emplea
como excipiente de medicamentos.

OH OH

OH OH

Figura 1. Estructura quimica de la molécula de manitol.




El manitol se sintetiza industrialmente a partir de la hidrogenacion catalitica de jarabes
de glucosa o fructosa, como puede ser el jarabe de maiz con alto contenido en fructosa
(HFCS, high fructose corn syrup) (Schiweck y col., 1994), pero también es interesante
su extraccion a partir de fuentes naturales como las hojas de olivo y una buena
alternativa basada en biomasa.

En el presente trabajo se ha estudiado la recuperacion de azucares y polioles,
principalmente manitol, presentes en hojas de olivo, mediante un proceso combinado
de extraccion con agua y concentracion de los extractos utilizando procesos con
membranas. La investigacién realizada servira como paso previo para la futura
purificaciéon y secado de estos concentrados mediante diferentes técnicas (evaporacion,
secado por spray, secado con COz supercritico (PGSS drying), etc.).

2. OBJECTIVES

The main objective of this work has been to study the technical feasibility of a combined
water extraction/membrane process for the recovery of soluble carbohydrates (sugars
and polyols, mainly mannitol) present in olive leaves generated as a by-product of olive
oil production process (more specifically, in the olive tree pruning). The purpose is to
take advantage of this agrifood by-product, thus obtaining economic and environmental
benefits and reducing the amount of waste generated.

The following specific objectives were also established to achieve this main goal:

e To perform the solid-liquid extraction of the compounds using water as solvent.

e To characterize the extracts obtained by means of liquid chromatography (HPLC-
RID) and to quantify their main soluble carbohydrates.

e To study the technical viability of a membrane treatment (microfiltration followed
by ultrafiltration or nancfiltration process) using a high-pressure stirred cell and
several flat disc organic membranes to perform the concentration of the extracts
obtained.

e To check the effectiveness of the selected membrane process as a concentration
stage in terms of soluble carbohydrates, mainly mannitol, recovery.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1.  Productos y reactivos utilizados

Los experimentos se llevaron a cabo con hojas generadas en la poda de olivos de la
variedad “Serrana de Espadan”, suministradas por Maicas-Sediles (Teresa, Castellon).

Los patrones empleados para la caracterizacién y cuantificacion de los extractos y los
diferentes permeados mediante HPLC fueron los siguientes: manitol (>98%, Sigma-
Aldrich), xilosa (>99%, Sigma-Aldrich), galactosa (>99%, Glentham), arabinosa (>99%,
Sigma-Aldrich), glucosa (>99,5%, Sigma-Aldrich), sacarosa (>99,5%, Sigma-Aldrich) y
fructosa (>99%, Fluka).

Para todos los analisis y métodos se utilizd6 agua ultrapura Tipo | Milli-Q (Merck-
Millipore), obtenida a partir de agua destilada Tipo |l mediante un equipo de purificacion
Ecomatic 3L DP50L (Wasserlab).




3.2. Membranas

En todos los experimentos de microfiltracion (MF), ultrafiltracion (UF) y nanofiltracion
(NF) se utilizaron membranas poliméricas planas, cuyas caracteristicas se muestran en
la Tabla 1, recortadas en discos de 47 mm de diametro y con un area efectiva de 14,6
cm?.

Tabla 1. Caracteristicas de las membranas utilizadas.

Fluoruro de

L Wl Sy polivinilideno (PVDF) Ut o
ST UF Synder P°”e(t§§§‘)'f°”a 10 kDa
MK UF Synder P°”e(t§|r53§‘)'f°”a 30 kDa
LY UF Synder P°”e(t§§s“)'f°”a 100 kDa
7 =i S poIiviEllilIJicoireunrg (dIfVDF) 1oL Ao

us100 UF Microdyn Nadir Polisulfona (PSU) 100 kDa

NF90 NF Bl T G TEREO 200 Da

Poliamida (PA-TFC)

3.3. Preparacion de la muestra

Las hojas de olivo se secaron en un horno convencional a 45 °C durante varios dias
para reducir su contenido de humedad hasta valores inferiores al 10% (Kashaninejad y
col., 2020). A continuacion, se realizd una separacion de las hojas unidas a las ramas,
desechando estas ultimas. Posteriormente, las hojas se molieron utilizando un molino
de cuchillas (Retsch SM100, Retsch Technology GmbH) para obtener un tamafo de
particula comprendido entre 0,5y 1 mm, con el fin de aumentar la superficie de contacto
y mejorar el rendimiento de extraccion posterior de los compuestos de interés.
Finalmente, las hojas secas y molidas se almacenaron en el frigorifico a 4 °C hasta su
uso posterior, para evitar su degradacion.

3.4. Extraccion solido-liquido

Se realizé una extraccioén sélido-liquido de los componentes de interés presentes en las
hojas de olivo secas y molidas, utilizando agua Milli-Q como disolvente, con una relacion
1:20 (peso/volumen) determinada como 6ptima en experimentos previos del grupo de
investigacioén. La extraccién se llevo a cabo en un bafo de agua (Grant Instruments OLS
200) a 50 °C con agitacion durante 24 horas, utilizando 4 matraces Erlenmeyer de vidrio
con tapa roscada de 500 mL de capacidad (12,5 g de hojas de olivo y 250 mL de agua
en cada matraz).

Una vez realizada la extraccion, el extracto obtenido se filtr6 a vacio en un matraz
Kitasato con papel de filtro de laboratorio de 120 mm hasta una presién de 920 mbar,
con el fin de separar las particulas solidas. El extracto filtrado se almacend en botes de
plastico en el frigorifico a 4 °C hasta su uso posterior.




3.5. Concentraciéon del extracto mediante procesos con membranas

Inicialmente se llevo a cabo la centrifugacion del extracto obtenido en la etapa anterior
a 10000 rpm durante 15 minutos en una centrifuga Eppendorf 5804 para eliminar los
posibles restos soélidos que todavia pudiesen quedar después de la filtracion, utilizando
tubos Falcon de centrifuga de 50 mL de capacidad. El sobrenadante se almacend en
una probeta y se peso.

Todos los experimentos con membranas se llevaron a cabo en una celda de alta presion
Sterlitech HP4750 Stirred Cell de 300 mL de capacidad, construida con acero inoxidable,
juntas de PTFE y dotada de un agitador magnético extraible recubierto de PTFE situado
a una determinada altura sobre la superficie de la membrana para minimizar los
fendmenos de polarizacion por concentracion y ensuciamiento de la misma. Esta celda
esta disefiada para operar a presiones de trabajo comprendidas entre 3 y 69 bar, con
membranas de micro, ultra y nancfiltracion, utilizando aire comprimido o un gas inerte.
En estos experimentos se empleé una bombona de nitrégeno, con el fin de evitar la
oxidacion de los biocompuestos, con un manorreductor DHP-200-50-10 (Air Liquide) y
una valvula de seguridad, conectada a la parte superior de la celda mediante un tubo
termoplastico SAE J517 100R7 (Swagelok) de nylon de 0,25 pulgadas de diametro
nominal. Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente y con una velocidad
de agitacién entre 400 y 600 rpm sobre la superficie de la membrana.

La membrana se coloca sobre el soporte poroso de la parte inferior de la celda,
afiadiendo posteriormente la alimentacion y montando la celda, la cual se situa sobre un
agitador magnético (Agimatic-E, Selecta) que permite controlar la velocidad de agitacion
sobre la superficie de la membrana. Cuando la celda esta completamente cerrada se
comienza a suministrar el nitrégeno, regulando la presion hasta alcanzar el valor
deseado y recogiendo de forma continua el permeado, que atraviesa la membrana y
sale por la parte inferior de la celda, en un vaso de precipitados situado sobre una
balanza analitica (PS1000.R2, Radwag).

Se realizaron experimentos preliminares con las membranas de ultrafiltracién de menor
umbral de corte (10 y 30 kDa), utilizando como alimentacion el extracto después de
centrifugarlo, a una presion de operacion de 5 bar. Como se comentara en el apartado
4.1, el rapido ensuciamiento de las membranas indicé la necesidad de pretratar el
extracto inicial mediante microfiltracion para eliminar los sélidos en suspension y otras
macromoléculas todavia presentes en el mismo. Este pretratamiento mediante MF se
llevo a cabo utilizando la membrana V0.1 (cuyas caracteristicas se muestran en la Tabla
1) a temperatura ambiente, una presién de operacion de 3 bar y una agitacion de 400
rpm hasta alcanzar un factor de concentracién en volumen (FCV) igual a 2.

El permeado obtenido en el proceso de MF se utilizé posteriormente como alimentacion
en los experimentos posteriores de UF y NF. Se realizaron varios experimentos de UF
a una presion de 7 bar utilizando membranas de 100 kDa y diferentes materiales, asi
como un experimento final de NF a una presién de 15 bar con una membrana de 200
Da.

Todas las muestras obtenidas (permeados, retenidos y alimentacién) tras estos
procesos con membranas se conservaron en botes de plastico almacenados a
temperaturas de refrigeracion hasta su uso o analisis posterior.




3.6. Caracterizacion y cuantificacion de compuestos de interés

La caracterizacion de los compuestos de interés (azucares y polioles) de las muestras
obtenidas se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta eficacia con detector de
indice de refraccion, utilizando un equipo HPLC-RID Agilent 1260 con una columna
Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad Laboratories, Inc.). Como fase movil se usé
una disolucion acuosa de H>SO4 10 mM con un flujo de 0.6 mL/min. La columna y el
detector se mantuvieron a 40 °C. Se utilizaron carbohidratos solubles puros (xilosa,
galactosa, arabinosa, glucosa, sacarosa y manitol) como patrones para el calibrado. Las
muestras (extracto inicial y después de la MF, asi como los diferentes permeados
obtenidos) se filtraron previamente utilizando filtros de jeringa Millipore de 0,22 ym de
tamafio de poro para eliminar posibles restos sélidos o particulas mas grandes que
pudieran interferir en la medida o estropear el equipo. Las medidas se realizaron por
duplicado inyectando 10 o 20 uL de muestra. Este método ha sido desarrollado y puesto
a punto por el grupo de investigacion Biotecnologia Industrial y Medioambiental
(BIOIND) del Area de Ingenieria Quimica de la Universidad de Burgos.

4. RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUSION

4.1. Extraccion sélido-liquido y pretratamiento del extracto obtenido

Como se ha mencionado en el apartado 3.4, inicialmente se realizd6 una extraccion
sélido-liquido de los compuestos de interés presentes en las hojas de olivo secas y
molidas, utilizando agua Milli-Q como disolvente, bajo las siguientes condiciones de
operacion: temperatura de 50 °C, velocidad de agitacion de 150 rpm y relacion
masa/volumen de 0,05 g hojas de olivo secas/mL disolvente, durante un tiempo de
extracciéon de 24 horas.

Se procedio a la extraccion de los compuestos presentes en 50 g de hojas de olivo secas
y molidas utilizando un volumen de disolvente de 1 L. El extracto obtenido se filtré a
vacio para eliminar las particulas sdlidas. Se obtuvo un volumen final de extracto de 850
mL, el cual se guardo en botes de plastico a 4 °C hasta su uso posterior.

En la Tabla 2 se muestran las concentraciones, obtenidas mediante HPLC, de los
principales azucares y polioles para este extracto, siendo la sacarosa y el manitol los
componentes mayoritarios. Se obtuvo un extracto final con una concentracién de 10,930
+ 0,053 g manitol/kg hojas secas, un buen resultado en comparacién con las
concentraciones de 34,9-35,9 g/kg obtenidas por otros investigadores mediante
extraccion acuosa en autoclave a 100-130 °C (Lopez-Linares y col., 2019).

Tabla 2. Concentracion de los principales azucares y polioles presentes en el extracto
de hojas de olivo.

Concentracion

Compuesto g/L g/kg hojas secas
Sacarosa 0,349 £ 0,016 1,394 £ 0,065
Glucosa 2,771 £ 0,065 11,082 + 0,261
Xilosa 0,501 + 0,008 2,003 £ 0,031
Manitol 2,732 + 0,038 10,930 = 0,053
Arabinosa 0,195 + 0,009 0,782 + 0,037




El objetivo final de este estudio es obtener un extracto concentrado que conserve la
mayor parte de los compuestos de interés. En este trabajo se han utilizado los procesos
con membranas para lograrlo. La separacion con membranas se basa en la permeacion
preferencial o el rechazo de diversas moléculas presentes en una corriente de
alimentacion, la cual se hace pasar de forma tangencial a la superficie de la membrana,
obteniendo dos corrientes finales: el permeado, con los compuestos capaces de
atravesar la membrana, y el retenido o concentrado, donde se encuentran los
compuestos que no pueden atravesar la membrana. Existe un creciente interés hacia
los procesos con membranas en los ultimos afos, ya que estan considerados como una
tecnologia limpia debido a su escasa generacion de efluentes contaminantes,
aplicandose en muchos casos para aumentar la seguridad de algunos productos
alimentarios sin tener que recurrir a tratamientos térmicos. Los procesos con
membranas mas utilizados industrialmente son aquellos en los que la presion es la
fuerza impulsora: microfiltracion (MF), ultrafiltracion (UF), nandfiltracion (NF) y ésmosis
inversa (Ol), clasificados segun el orden decreciente del tamafo de poro de la
membrana utilizada y en orden creciente de la presién que es necesario aplicar
(Manahan, 2006).

Las principales ventajas de esta tecnologia son que puede funcionar sin agregar
productos quimicos téxicos ni disolventes organicos, el consumo de energia es
relativamente bajo y la linea de produccion es simple y facil. Actualmente los procesos
con membranas son técnica y econdmicamente competitivos con muchos de los
procesos convencionales de separacion. Como desventaja, en todos los procesos con
membranas se observa una disminucion progresiva de la densidad de flujo de permeado
(J) a lo largo del tiempo de operacion, debido principalmente a dos causas: i) La
polarizacion por concentracion, consistente en el aumento de la concentracion de
solutos en la superficie adyacente a la membrana. Es un fenémeno reversible que puede
minimizarse aumentando la velocidad tangencial de la alimentacién sobre la superficie
de la membrana; ii) El ensuciamiento de la membrana, fendmeno irreversible debido a
la acumulacién de solutos directamente sobre la superficie de la membrana o en el
interior de los poros de la misma, provocando el bloqueo total o parcial de los poros y
pudiendo llegar a producir el colmataje de la membrana, con una disminucién drastica
de la densidad de flujo de permeado y una pérdida de la selectividad de la propia
membrana (Girard y Fukumoto, 2000).

Inicialmente se realizaron experimentos preliminares de concentracion utilizando las
membranas de ultrafiltracion ST y MK, de menor umbral de corte (10 y 30 kDa,
respectivamente). Se utilizdé como alimentacion 200 mL de extracto en cada
experimento, sin realizar ningun pretratamiento al mismo excepto una centrifugacién
para eliminar sélidos en suspension, y se procedié a la ultrafiltracion del mismo a
temperatura ambiente (20 £ 1 °C), con una presion de operacion de 5 bar y una
velocidad de agitacién de 400 rpm. Se midié el peso de permeado recogido a lo largo
del tiempo de duracién del proceso y se calculé la densidad de flujo de permeado (J) del
siguiente modo:

Mp
PpAmt

J= (1)

donde m, es la masa en kg de la muestra de permeado recogida, p, es su densidad
(=1000 kg/m?® en este trabajo), t el tiempo de recogida de muestra en horas y An es el
area efectiva de la membrana (0,00146 m?).

El proceso de concentracion se da por finalizado al alcanzar un factor de concentracion
en volumen (FCV) de 2, definido como:




_ Va_ Va
FCV = 0= (2)

donde Va es el volumen de alimentacion inicial y V: y V, los volimenes de retenido y
permeado, respectivamente, en cada instante.

En la Figura 2 se muestra la variacion de la densidad de flujo de permeado (J) a lo largo
del tiempo para estos dos experimentos preliminares. Se puede apreciar la rapida
disminucion de J (un 50%, aproximadamente) en los primeros minutos de operacion en
el caso de la membrana de menor umbral de corte (10 kDa). La densidad de flujo de
permeado de la membrana de 30 kDa es sensiblemente superior, como cabria esperar,
pero disminuye drasticamente a medida que transcurre el proceso de ultrafiltracion y
alcanza un valor final de J similar (= 17 L/m? h). Cabe destacar que ambos experimentos
tuvieron que detenerse antes de lo previsto, debido a que el elevado grado de
ensuciamiento de las membranas apenas permitié alcanzar un FCV de 1,45y 1,62 para
las membranas de 10 y 30 kDa, respectivamente, después de 3 horas de operacion.

35 —— ST PES 10 kDa

30 —&— MK PES 30 kDa

0 50 100 150 200
Tiempo (min)

Figura 2. Variacion de la densidad de flujo de permeado (J) frente al tiempo durante la
ultrafiltracion del extracto utilizando las membranas de polietersulfona (PES) STy MK a
5 bar, 400 rpm y temperatura ambiente.

Se puede concluir que no es posible concentrar directamente el extracto mediante
ultrafiltracion sin someterlo a un pretratamiento que elimine la mayor parte de los sélidos
en suspension y macromoléculas responsables del gran ensuciamiento de la
membrana. Por otra parte, las bajas densidades de flujo de permeado obtenidas también
indican la conveniencia de utilizar membranas de mayor corte molecular (100 kDa).

La siguiente etapa consistié en el pretratamiento del extracto mediante microfiltracion,
utilizando la membrana V0.1, especialmente disefiada, segun el fabricante, para la
eliminacion de sdlidos en suspension. Este pretratamiento mediante MF se llevé a cabo
a temperatura ambiente, una presion de operacion de 3 bar y una agitacion de 400 rpm
hasta alcanzar un FCV = 2.

Como puede observarse en la Figura 3, se obtuvo un permeado final transparente,
practicamente libre de sélidos en comparacién con la alimentacion y el retenido final.




Figura 3. Fotografia del retenido (izquierda) y permeado (derecha) obtenidos tras la
microfiltraciéon del extracto.

Las concentraciones de los principales azucares y polioles en el permeado final, cuyo
cromatograma se muestra en la Figura 4, se indican en la Tabla 3 y se comparan con
las del extracto inicial utilizado como alimentacién. No se ha observado una gran
variacion en la concentracion de estos compuestos en el permeado con respecto al
extracto inicial, con retenciones menores del 5-10%, dependiendo del compuesto.

Estos resultados corroboran la idoneidad del pretratamiento del extracto mediante
microfiltracién. El permeado obtenido en este pretratamiento se utiliz6 como
alimentacion en todos los experimentos de UF y NF realizados posteriormente.

Tabla 3. Concentracién de los principales azucares y polioles presentes en el extracto
de hojas de olivo antes y después del pretratamiento mediante microfiltracion.

Concentracion (g/L)

Eompaes Alimentacion Permeado
0,349 £ 0,016 0,318 £ 0,004
2,771 £ 0,065 2,419 £ 0,004
0,501 £ 0,008 0,480 £ 0,008
2,732 + 0,038 2,668 + 0,020
0,195 £ 0,009 0,269 £ 0,071
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Figura 4. Cromatograma del permeado obtenido tras el pretratamiento del extracto
mediante microfiltracion. Los picos numerados corresponden a la sacarosa (1), glucosa
(2), xilosa (3), manitol (4) y arabinosa (5).

4.2. Concentracion del extracto mediante ultrafiltracion

Se procedié posteriormente a la ultrafiltracion del extracto pretratado, utilizando las 3
membranas de 100 kDa (LY, BY y US100) indicadas en la Tabla 1. Como se ha
mencionado anteriormente, en este caso se utilizd como alimentacién el permeado
obtenido en la etapa de MF del extracto. El volumen de alimentacion fue de 200 mL para
cada experimento y se procedié a su ultrafiltracion a temperatura ambiente, con una
presién de operacion de 7 bar y una velocidad de agitacion de 600 rom, hasta alcanzar
un FCV = 2.

Los valores medios de retencién o rechazo (R) se calcularon mediante la siguiente
ecuacion:

Cp

R=1-2 3)

El calculo de la concentracion de los compuestos de interés en el retenido se realizd
mediante balances de materia utilizando la siguiente ecuacion:

C = CAV+GCVp (4)

donde C es la concentracion y V el volumen, indicando los subindices A, p y r las
corrientes de alimentacion, permeado y retenido, respectivamente.

También se calculd el porcentaje de recuperacion de los distintos compuestos en el
retenido final:

[+ (S
% Recuperacion = [1 (—CAVA)] x 100 (5)
La variacion de la densidad de flujo de permeado a lo largo del tiempo para los 3
experimentos de UF se muestra en la Figura 5. Se puede observar un comportamiento
practicamente idéntico entre las membranas de polietersulfona (LY) y de fluoruro de
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polivinilideno (BY), con bajas densidades de flujo de permeado finales. Sin embargo, a
pesar de que las 3 membranas tienen el mismo corte molecular, con la membrana
US100 se obtuvieron valores de J hasta un 250% superiores a los de las otras dos
membranas, alcanzando un FCV = 2 en la mitad de tiempo. Esto se debe a que, segun
el fabricante, el material del que estda hecha la membrana US100 es polisulfona
especialmente tratada para ser altamente hidrofilica.

——US100 PS 100 kDa

——LY PES 100 kDa

—@—BY PVDF 100 kDa

0 50 100 150 200
Tiempo (min)

Figura 5. Variacion de la densidad de flujo de permeado (J) frente al tiempo durante la
ultrafiltracion del extracto utilizando las membranas de 100 kDa.

Las fotografias de los permeados y retenidos finales obtenidos después de los
experimentos de UF se muestran en la Figura 6. En todos los casos se obtuvo un
permeado transparente con un ligero color marrén, lo que indica que sélo una pequena
parte de los solutos han atravesado la membrana y pasado al permeado.

Figura 6. Fotografias de los retenidos (izquierda) y permeados (derecha) obtenidos
después de los experimentos de concentracion mediante ultrafiltracion utilizando las
membranas de 100 kDa: (a) PES (LY); (b) PVDF (BY); (c) PS (US100).

Los elevados valores de J obtenidos con la membrana US100 se ven contrarrestados
por el color mas oscuro del permeado (Figura 6¢), que indica una menor retencion de
compuestos de interés en el retenido. Las medidas de HPLC realizadas a los permeados
(Figura 7) confirmaron posteriormente esta observacion, como se puede apreciar en los
resultados mostrados en la Tabla 4.
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Figura 7. Cromatogramas de los permeados obtenidos después de los experimentos de
concentracién mediante ultrafiltracion utilizando las membranas de 100 kDa: (a) PES
(LY); (b) PVDF (BY); (c) PS (US100). Los picos numerados corresponden a la sacarosa
(1), glucosa (2), xilosa (3), manitol (4) y arabinosa (5).
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Tabla 4. Concentracién de los principales azucares y polioles presentes en la
alimentacion, permeados (ambas medidas mediante HPLC) y retenidos (calculadas
mediante la Ec. (4)) de los experimentos de UF utilizando las membranas de 100 kDa.
Se indica también el porcentaje de retencién de dichos compuestos, Ec. (3), y el de
recuperaciéon de los mismos en el retenido final, Ec. (5).

Concentracion (g/L)
Sacarosa Glucosa Xilosa Manitol Arabinosa

Alimentacién 0,318 2419 0,480 2,668 0,269
Permeado 0,075 1,193 0,231 1,283 0,078
Retenido 0,538 3,528 0,705 3,921 0,442
R (%) 76,42 50,68 51,88 51,91 71,00

% Recuperacion 88,80 76,57 7714 77,16 86,23

Concentracion (g/L)

Sacarosa Glucosa Xilosa Manitol Arabinosa

Alimentacién 0,318 2419 0,480 2,668 0,269

Permeado 0,129 1,451 0,314 1,530 0,093

Retenido 0,486 3,277 0,627 3,677 0,425

R (%) 59,43 40,02 34,58 42,65 65,43

% Recuperacion 80,93 71,81 69,25 73,05 83,75
- Concentracion (g/L)

Sacarosa Glucosa Xilosa Manitol Arabinosa

Alimentacion 0,318 2419 0,480 2,668 0,269

Permeado 0,187 1,716 0,326 2,034 0,108

Retenido 0,434 3,042 0,617 3,230 0,412

R (%) 41,19 29,06 32,08 23,76 59,85

% Recuperacion 72,36 66,66 68,08 64,17 81,13

La retencion de los compuestos de interés, y su recuperacion en el retenido final, es
mayor en el caso de la UF con la membrana de polietersulfona (LY) que con la de PVDF
(BY). Los datos de la Tabla 4 indican que dichos parametros son sensiblemente
menores en el caso de la membrana de polisulfona (UF100), que es la que presentaba
un mayor valor de J. En todo caso, la retencion de manitol es de un 51,91% como
maximo cuando se usa la membrana LY y de sdélo un 23,76% si se utiliza la US100
(Figura 8), lo que indica que se esta perdiendo en el permeado entre un 48 y un 76%
del manitol presente en la alimentacion dependiendo de la membrana utilizada, por lo
que no se consigue alcanzar el objetivo propuesto. Este porcentaje de retencién de
polisacaridos es menor que el encontrado en la bibliografia para experimentos de UF de
efluentes generados en la industria vinicola (Giacobbo y col., 2013).
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Figura 8. Comparaciéon de los porcentajes de retencion de los distintos azucares y
polioles obtenidos con las tres membranas de ultrafiltracion empleadas en este trabajo.

4.3. Concentracion del extracto mediante nanofiltracion

Finalmente, con el fin de mejorar la retencion de los compuestos, se estudié también la
nanofiltracion del extracto pretratado mediante MF. Para ello se utilizé la membrana de
poliamida (NF90) de 200 Da de corte molecular. El volumen de alimentacién fue en este
caso de 100 mL y se procedié a la NF a temperatura ambiente, con una presion de
operacion de 15 bar y una velocidad de agitacion de 600 rpm, hasta alcanzar también
un FCV = 2, con el fin de poder comparar los resultados con los obtenidos anteriormente
mediante UF.

Como puede verse en la Figura 9, aunque el valor de la densidad de flujo de permeado
es menor, debido al mucho menor corte molecular de la membrana de NF (200 Da frente
a 100 kDa), la disminucion de J a lo largo del tiempo para esta membrana de NF (51%)
es menos acusada que la que tenia lugar con las membranas de UF (54—68%, Figura
5), logrando concentrar 2 veces la alimentacion (FCV = 2) en menos de 3 horas de
proceso, con una J final de 8 L/m? h frente a los 11,5 L/m? h alcanzados con las
membranas LY y BY de 100 kDa.

La fotografia de las corrientes finales obtenidas después de la nanofiltracién (Figura 10)
muestra un permeado practicamente incoloro, indicativo de una muy baja concentracion
de solutos en el mismo. Los cromatogramas mostrados en la Figura 11 confirman la
ausencia de practicamente todos los azucares y polioles en el permeado y su presencia
en el retenido final, apreciandose unos picos y areas mucho mayores en éste que en el
permeado.
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Figura 9. Variacion de la densidad de flujo de permeado (J) frente al tiempo durante la
nanofiltracion del extracto utilizando la membrana de 200 Da.

Figura 10. Fotografia del retenido (izquierda) y permeado (derecha) obtenidos después
del experimento de concentracion mediante nanofiltracion utilizando la membrana NF90
(200 Da).

En la Tabla 5 se recogen las concentraciones de los diferentes compuestos de interés
tras el proceso de NF, tanto en la alimentacion inicial como en las corrientes finales de
permeado y retenido. Con la concentracion del extracto mediante nanofiltracion se
consigue un porcentaje de retencién de azucares y polioles superior al 98,5%, con
excepcion de la glucosa (85,53%). El porcentaje de recuperacion de estos compuestos
en el retenido de NF final es superior al 92%, siendo del 99,27% para el manitol (con
una concentracion final de aproximadamente 5,2 g/L en el retenido), muy superior al
obtenido en los experimentos de concentracion mediante UF (Figura 12).
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Figura 11. Cromatogramas del retenido (a) y el permeado (b) obtenidos después del
experimento de concentracion mediante nanofiltracion utilizando la membrana NF90
(200 Da). Los picos numerados corresponden a la sacarosa (1), glucosa (2), xilosa (3),

manitol (4) y arabinosa (5).

Tabla 5. Concentraciéon de los principales azicares y polioles presentes en la
alimentacion, permeado (ambas medidas mediante HPLC) y retenido (calculadas
mediante la Ec. (4)) del experimento de NF utilizando la membrana NF90 (200 Da). Se
indica también el porcentaje de retencion de dichos compuestos, Ec. (3), y el de

recuperacion de los mismos en el retenido final, Ec. (5).

— T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Time [min]

Concentracion (g/L)
Sacarosa Glucosa Xilosa Manitol Arabinosa

Alimentacion 0,318 2,419 0,480 2,668 0,269
Permeado 0 0,350 0,006 0,040 0
Retenido 0,624 4,407 0,935 5,193 0,527
R (%) 100 85,53 98,75 98,50 100
% Recuperacion 100 92,91 99,39 99,27 100
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Figura 12. Porcentaje de recuperacion de manitol en el retenido final para las diferentes
etapas de concentracion del extracto utilizando las membranas de UF y NF.

A diferencia de los experimentos de UF, en este caso si se consigue el objetivo
propuesto, ya que se logra retener la mayoria de los compuestos de interés en general
y de manitol en particular, con poca o ninguna pérdida de los mismos en el permeado.
Este permeado podria usarse para la limpieza posterior de la membrana o recircularse
de nuevo a la etapa de extraccion solido-liquido para su reutilizacion.

5. CONCLUSIONES

Se ha estudiado la viabilidad técnica de un proceso combinado de extraccidén con agua
y concentracion de los extractos utilizando procesos con membranas para la
recuperacion y concentracion de azucares y polioles, principalmente manitol, presentes
en hojas de olivo de la variedad “Serrana de Espadan”. La extraccion de estos
compuestos se llevé a cabo con agua Milli-Q a 50 °C durante 24 horas, con una relacién
sélido/disolvente 1:20 (peso/volumen), obteniendo un extracto final con una
concentracién, determinada mediante HPLC-RID, de 10,930 + 0,053 g manitol/kg hojas
secas.

La concentracion del extracto se llevé a cabo mediante procesos con membranas, con
el fin de obtener una corriente final de retenido que conserve la mayor parte de los
compuestos de interés. Los experimentos preliminares de ultrafiltracion del extracto,
previamente sometido a una centrifugacion para eliminar los sélidos en suspension,
utilizando membranas poliméricas planas en una celda de alta presion a 5 bar y
temperatura ambiente, mostraron un rapido ensuciamiento de las membranas que
impidié una concentracién adecuada. Estos resultados indicaron la imposibilidad de
concentrar directamente el extracto mediante ultrafiltracion sin someterlo a un
pretratamiento que elimine la mayor parte de los sdlidos en suspensiéon y
macromoléculas con el fin de minimizar el ensuciamiento de la membrana.

El pretratamiento del extracto mediante microfiltracion (MF), utilizando la membrana
V0.1 fabricada en PVDF y con un tamano de poro de 0,1 um, realizado a temperatura
ambiente y a una presion de operacion de 3 bar hasta alcanzar un FCV = 2, dio como
resultado un permeado final transparente, practicamente libre de sélidos en suspension
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en comparacioén con la alimentacion y el retenido final, con retenciones menores del 5-
10% de azucares y polioles. Este permeado se utilizé como alimentacion en todos los
experimentos realizados posteriormente.

Los resultados de la ultrafiltracion del extracto pretratado, utilizando membranas de 100
kDa de umbral de corte y fabricadas en diferentes materiales, realizados a 7 bar hasta
alcanzar un FCV = 2, indicaron un comportamiento practicamente idéntico entre las
membranas de polietersulfona (LY) y de fluoruro de polivinilideno (BY), con bajas
densidades de flujo de permeado (J) finales. Sin embargo, con la membrana de
polisulfona altamente hidrofilica (US100) se obtuvieron valores de J hasta un 250%
superiores a los de las otras dos membranas, alcanzando un FCV = 2 en la mitad de
tiempo, pero obteniendo un retenido final con una menor concentraciéon de los
compuestos de interés. La retencién de estos compuestos de interés es mayor en el
caso de la UF con la membrana de polietersulfona (LY) que con la de PVDF (BY). La
retencion de manitol es de un 51,91% como maximo cuando se usa la membrana LY y
de sélo un 23,76% si se utiliza la US100, lo que indica que se esta perdiendo en el
permeado entre un 48 y un 76% del manitol presente en la alimentacion, dependiendo
de la membrana utilizada, por lo que no se consigue alcanzar el objetivo propuesto.

Finalmente, se estudié también la nanofiltracién del extracto pretratado con el fin de
mejorar la retencién de los compuestos, utilizando una membrana de poliamida (NF90)
de 200 Da de corte molecular y operando a 15 bar de presion hasta alcanzar también
un FCV = 2. Se observé una disminucion de J menos acusada (51%) que la que tenia
lugar con las membranas de UF (54—68%), obteniendo un permeado final incoloro, y un
porcentaje de recuperacion en el retenido final superior al 99% para practicamente todos
los compuestos de interés, siendo del 99,27% para el manitol (con una concentracion
final de 5,19 g/L en el retenido), muy superior al obtenido en los experimentos de
concentraciéon mediante UF. En este caso si se logra alcanzar el objetivo propuesto,
obteniendo un retenido con la mayor parte de los compuestos de interés en general y
de manitol en particular, con poca o ninguna pérdida de los mismos en el permeado.
Este permeado podria reutilizarse para la limpieza posterior de la membrana o
recircularse de nuevo a la etapa de extraccion sélido-liquido.
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