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Resumo

Este trabalho incidiu no estudo da extracdo de 2,4,6-tricloroanisol (TCA) e de
compostos bioativos da cortiga natural, usando CO; supercritico, e também na avaliagéo
da retencdo destes compostos em polimeros molecularmente impressos (MIPs).
Pretendeu-se desta forma contribuir para a criagdo de conhecimento com aplicagédo em
industrias da cortica, nomeadamente na area do fabrico de rolhas onde a erradicacéo do
TCA é um problema importante. A valorizacdo de residuos de cortica através da extracdo
e posterior concentracdo/separacdo de compostos bioativos, nomeadamente polifendis,
foi outra vertente explorada nesta contribuicao.

Realizaram-se estudos experimentais e de modelacdo matematica (usando o
método das linhas em MATLAB) sobre a transferéncia e migracdo de TCA na cortica,
considerando como sistema modelo o contacto entre uma solucdo hidro-alcodlica e a
cortica. Mostrou-se que a migracdo do TCA para a cortica depende de forma critica da
composicdo do solvente hidro-alcodlico, devido a influéncia das interagdes hidrofébicas,
0 que pode ser Util no projeto de processos de extracdo de TCA da cortica.

A extracdo de TCA da cortica com CO; supercritico foi testada considerando
diferentes combinagdes entre pressdo, temperatura, tempo de extracdo e presenca de co-
solvente. Foi também estudado o tratamento de rolhas de cortica com CO> gasoso, para
remoc&o do ar contido nas células da cortica, tentando evitar a formacéo de “papinhos”
nos tratamentos com vapor de agua. Os testes realizados incluiram a utilizac¢éo de rolhas
positivas fornecidas pela corticeira Amorim & Irm&os com medicGes por SPME-GC-
ECD. Os resultados obtidos revelam a migracdo substancial do TCA das zonas interiores
da rolha para a sua superficie, indicando que o tratamento das rolhas ndo devera incidir
em zonas com profundidade superior a cerca de 3 mm.

Mostrou-se que a utilizacdo de MIPs apresenta vantagens importantes na
valorizacdo de polifendis presentes em extratos de cortica, nomeadamente em
comparagdo com outros adsorventes comerciais (ex. DAX8, XAD4 e XAD7HP). De
facto, utilizando MIPs sintetizados com 4-vinilpiridina e analises por LC/MS/DAD,

comprovou-se que e possivel isolar o acido elagico (ex.) presente em extratos de cortica.

Palavras-chave:  2,4,6-tricloroanisol  (TCA), CO. supercritico, polimeros

molecularmente impressos (MIPs), polifenois



Abstract

This work was devoted to the extraction of 2,4,6-trichloroanisole (TCA) and
bioactive compounds from natural cork, using supercritical CO2, and also to the
assessment of the retention of these compounds in molecularly imprinted polymers
(MIPs). It is intended to contribute for the development of knowledge with application in
cork industries, namely in the cork stoppers fabrication, where the eradication of TCA is
a critical problem. The valorization of cork residues through the extraction and
subsequent concentration/separation of bioactive compounds, namely polyphenols, was
other research line here explored.

The transfer and migration of TCA in the cork was experimentally and
theoretically studied (through mathematical modeling in MATLAB using the method of
the lines) with the system model concerning the contact between a hydro-alcoholic
solution and the cork. It was shown that the migration of TCA to the cork strongly
depends on the composition of the hydro-alcoholic solution, due to hydrophobic effects,
which can be useful in the designing of processes to extract TCA from cork.

The extraction of TCA from cork with supercritical CO, was performed
considering different combinations between pressure, temperature, extraction time and
presence of a co-solvent. The treatment of cork stoppers with gaseous CO2 was also
considered for the removal of air in the cork cells, trying to avoid the formation of surface
defects with the hot steam treatments. These studies included the use of positive corks
stoppers, provided by the company Amorim & Irmé&os with measurements of the TCA
concentration using SPME-GC-ECD. The results obtained show the substantial migration
of TCA from inner region to the surface of the corks stoppers, allowing estimating that
the cork stopper treatment should not exceed c.a. 3 mm in depth.

It was shown that MIPs present important advantages comparatively to other
commercial adsorbents (e.g. DAX8, XAD4 and XAD7HP) in the framework of the
valorization of polyphenols present in cork extracts. Indeed, using MIPs synthesized with
4-vinylpyridine and LC/MS/DAD analyses, was proved that is possible the isolation of
ellagic acid present in cork extracts.

Key-words: 2,4,6-trichloroanisole (TCA), supercritical CO2, molecularly imprinted

polymers (MIPs), polyphenols



Indice Geral

AGIAdECTMENTOS .....veveiee ettt ettt e st et e st e s beenbesneesbeesbeeneesseeee e I
RESUMIO ... I
ADSTIACT. ... i
INAICE GEIAL ...ttt \Y
INAICE 8 FIGUIAS ....coovecveeiee ettt sttt VI
INAICE 08 ESQUEIMAS .....vvveeeeecee ettt en ettt XV
LSTA A8 ANEXOS ...ttt bttt XVII
LiSta d& ADFEVIBTUIAS .........oveiiiiieeieiesteeee e XVII
(OF: 1o 11 (1] [0 TNt AR o (0o [0 o Lo PSR 1
1.1, PrinCipais ODJELIVOS ......ccveiieiiiiieiiieie ettt ettt 2
1.2.  OrganizaGao da diSSEMACAD ..........ceevveieieeiieeieesee et ste e sre e sre e eas 4
Capitulo 2 — FUNdamentag8o TEOMICA . ......ccvcvreriiiriiie e 6
2 S G0 ¢ or- N TSP TSP PP P PPN PR PP 6
2.2.  Principais propriedades € apliCaGOeS ..........couvieriirieieiiiise e 7

2.2.1.  COMPOSIGAD QUIMICA . ...eveueereieeieeriete ettt st 9

2.2.2.  COMPONENTES ESTIULUIAIS .....veviviriiiiieieeieeieee et 10

2.2.3.  Componentes NE0 ESIIULUTAIS ........eivvreereieieriesie st 12
2.3. Fabricagdo das rolhas de COMtiGa.........ccuurrriiriierieie e 12
2.4. ldentificacdo e extracdo do 2,4,6-tricloroanisol (TCA) na cortica.............c........ 13
2.5, COmMPOSIOS DIOALIVOS .....veevieiiiiciiie ettt ene e 15

2.5.1. Compostos lipofilicos e fenOliCos ............cceviiieiicciie e, 16

2.5.2.  Propriedades antioXidantes..........ccueiuveiieiiieeiie s 17

2.5.3.  IMPressao MOIECUIAT ..........c.ooiiiiiieie e 18
2.6. Extracdo com fluido SUPErcritico (SFE) .......cocvvviiiiiiiieiiieieesese e 19

2.6.1.  Caracteristicas dos FIUId0S SUPEICITTICOS. .......covririririeieieie e 20



2.6.2.  InStrumentaGa0/OPEraCaOD.........ccuerueervereerirereseeseesteseesseesseeseesseesseeeesseesees 21

2.6.3.  Extragdo supercritica de 2,4,6-Tricloroanisol (TCA) na cortiga.................. 22
2.6.3.1. Quantificacdo do TCA extraido em NG/L........c.cooevriirernienieniieinenns 23
2.6.4. Extracdo de compostos bioativos Na COMIGa ........cuvvvvreriiereniesiese e 24
Capitulo 3 — Materiais @ EQUIPAMENTOS.........coeiuriririeieinie et 26
3.1.  Reagentes usados na sintese doS MIPS ........cccvereiireiiieceeeeeee e 26
3.3. Instrumentacdo utilizada nos testes de voltametria ciclica..............ccocevcvvviinnnnn. 29
3.4, OULIOS EQUIPAMENTOS .....veveeieesieieieste sttt sttt bbb 31
Capitulo 4 - Modelacao da difusdo do TCA (2,4,6-tricloroanisol) na cortica................ 32
4.1. Desenvolvimento do modelo tedrico para a difusdo do TCA na cortica................. 32
4.2. Implementacdo numérica do modelo em MATLAB.........ccccovevvevievcceeceee e 34
4.2.1. Parametros de ajuste do MOdEl0 .........c.ccveveiieiicic e 37
4.3. EStUAOS EXPEIMENTAIS .....vveiveeeecieiie ettt sbe e e nas 39
4.3.1. Procedimento EXperimental ..........cccooveiviii i 39
4.3.2. Quantificacdo de TCA através de HPLC gradiente com dete¢do UV .............. 41

4.4. Comparacdo dos resultados experimentais com previsdes tedricas e ajuste de
PArametroS A0 MOTEIO ........ooiiiee e 44

Capitulo 5 — Extracdo do TCA da cortica com CO- supercritico, avaliacdo da deformacéo

da cortica e quantificacdo analitica do TCA........cccoe i 49

5.1. Experiéncias de extracdo de TCA da cortica com CO2 supercritico e de Tratamento

de ROINGS COM CO2 gASOSO0......ueiueerierieieitesiesiesteereeseeeete e sbe st sbe s seeee b sbesbesresne e 49
5.1.1. Extrac8o com CO2 SUPEICITTICO ...oveuiiverieiieieiieieiesierie e 49
5.1.2. EXPeriéncias Realizadas ..........ccocooiiiiiiiiiiiee e 50
5.1.3. ReSUItados ODTIAOS........cveieiirieiesiiiesieeeee e 55

5.1.3.1. Analise por HPLC gradiente dos extratos obtidos com CO2 supercritico. 56

5.2. Avaliacdo da deformagéo da cortica em resultado do seu tratamento com CO> gasoso

e extragdo COM CO2 SUPEICITLICO ......coueveeitirieieisie e 58

5.3. Avaliacdo da taxa de extracdo de TCA através de medi¢bes com SPME-GC-ECD60

\Y



5.4. Avaliacéo da detecdo e quantificacdo de TCA e polifendis presentes em extratos de

cortiga através de voltametria CICHCA. ........couieririiiiee s 62
5.4.1. Anélise por voltametria ciclica do sistema redox Fe?*/Fe3* .........cccccevvrvevnnnne. 64
5.4.2. Experiéncias relativas a avaliacdo da detecdo de TCA por voltametria ciclica 65
5.4.3. Detecdo e quantificacdo de polifenois por voltametria ciclica..............cccue...... 67

Capitulo 6 — Sintese de polimeros molecularmente impressos (MIPs) e sua avaliagdo na

retencdo de COMPOSLOS DIOALIVOS .......ecviivieiiieie et 69

6.1. Sintese de polimeros molecularmente impressos (MIPs) com polifendis como

0 10] [=TTUT F= W 4 T 1o (=] (o TR 69
6.1.1.  Purificaglo d0S MIPS ........cccoiiiiiiiiiiceee e 71

6.2. Testes de avaliacdo da retencdo de polifendis em MIPs e em adsorventes comerciais

........................................................................................................................................ 72
6.2.1. Extracdo em fase sOlida (SPE)........cccccveveiiiiicie e 72
6.2.2.  EXPeriéncias realizadas ............ccceeveeiueiieii e 73
6.2.3. RESUILA00S € DISCUSSAOD. .......euviuieeieiisiesieiesie it 75

6.3. Extratos de cortica obtidos por ultrassons e SOXhlet............ccccceveveiieviiiieieennn, 78
6.3.1.  EXtracao Por SOXNIEL.........cccociiiiiiece e 79
6.3.2.  EXtraGao POr UILFaSSONS .........ccveiieiieeie ettt 80
6.3.3. AdSOIGAD BM SPE .......ccviiieiiece ettt 81

6.4. Utilizacdo dos MIPs para a retencdo em processos continuos de polifendis presentes

EM EXLIAT0S U8 COMTIGA ... ..viiviitiitieiieiiei ettt bbbttt bbb 85
6.4.1.  ProCesS0S CONTINUOS. ........eviuiiueieieierieieete sttt se e seenes 85
6.4.2.  Procedimento EXPerimental ..........ccccooiiiiiiiini i 85
6.4.3. ReSUItAd0S € DISCUSSEO.......c.veiviriiiirieiiieii ettt 86

6.4.3.1. Processo d SAtUIAGAD .........cceveerieerieiieiieeiie ettt 86
6.4.3.2. Processo de LIDErtaGa0 ........ccoeurreeriiiie e s 87

6.5. Identificacdo através de LC-MS dos polifendis obtidos por tratamento de extratos de

(o0 U Tor= o0 1Y ST 88

Vi



Capitulo 7 — CONCIUSBES ......ecvveveeie et re e e e e sreenne s 93

Referéncias DIDHOGrAfiCas .......ccoviiiiii e 95

Anexos

VI



Indice de Figuras

Figura 1: Recolha de cortica (A Cortica, 2017).....ccccceieerieieiieie e 6
Figura 2: Producg&o anual de cortica por pais (Corticeira Amorim, 2015). ........cccccvvuennes 6

Figura 3: Representacdo esquematica da seccdo axial do sobreiro; (A) cortica (tecido
suberose), (B) zona de mudanca suber-felogénio, (C) felogénio, (D) tecido entrecasca,
(E) zona de mudanca, (F) madeira, (G) casca, (H) canais lenticulares, () area para

producdo de rolhas, (J) aneis de crescimento anuais. Fonte: (Silva et al., 2005)............. 8

Figura 4: Diagrama das células de cortica segundo trés direcdes de corte. Adaptado de

(Rosa et al., 1990; Silva et al., 2005). .....c.cocveieiiieiieie e 9
Figura 5: Composi¢do quimica média da cortiga (Gil, 1993).......ccccerviireniinieniicinens 9
Figura 6: Reacdo genérica para a formagao de polimero poliéster da suberina. ............ 10
Figura 7: Estrutura molecular da suberina. Fonte: (Graga, 2015). .......ccccoeiireniiininne. 10

Figura 8: Monomeros da lenhina: (A) alcool cumarilico; (B) alcool sinapilico; (C) alcool

CONMITRITIICO. e e et e et e e e e e e e e e 11

Figura 9: Unidades repetitivas dos polimeros polissacarideos presentes na cortica:

celulose (A); hemiICEIUIOSE (B). ....cooveieiiiiiiiiieie i 11

Figura 10: Componentes ndo estruturais (componentes extrativos) presentes na cortica:
n-alcanos (A); triterpeno (B); acido gordo (C); glicerol (D); esterol (E); acido galico (F).

........................................................................................................................................ 12
Figura 11: Estrutura quimica do 2,4,6-tricloroanisol (TCA).......ccccveveiieviveve i 14
Figura 12: Formacao do 2,4,6-tricloroanisol por bioconversao. ..........ccccccevveveieeiieennens 14
Figura 13: Estrutura benzénica (fenolica) C6 com grupo hidroxilo (OH). .................... 16

Figura 14: Estruturas de alguns compostos bioativos identificados em extratos da cortica.
Adaptado de (Castola et al., 2005; Santos et al., 2010). ........cccecverrrierieere e 17

Figura 15: Esquema representativo da sintese de MIPS. ..o, 19

Figura 16: Instalacdo experimental usada neste trabalho na extracdo com fluido
SUPEICITLICO (SFE)....uiiitiiiiieie ettt et et be e nneenas 20

Figura 17: Diagrama de fases tipico de uma substancia pura.............cccceeevveveiiesieennens 20

VIl



Figura 18: Esquema bésico do processo de extracdo supercritico. Adaptado de (Farias-

Campomanes et al., 2013). ..oc.oeiieiiie e e 21

Figura 19: Esquema do potencial de onda triangular da voltametria ciclica. Adaptado de
(WANG, 2006). ....ueeiieeieeiesie ettt et et e et e e e b e b e e e reereeneenreene s 24

Figura 20: Esquema relativo a difusdo de TCA numa rolha de cortica quando colocada
em solucdo liquida contendo esta molécula. E considerada a variagdo no tempo da
concentracdo de TCA na fase liquida, o transporte interfases e a difuséo radial em estado
transiente Na rolna de COMIGA. ........uiiiiiieec e 33

Figura 21: Discretizacdo do raio da rolha de cortiga (cilindro) para implementacdo do
MEtodo das [INAS (MOL)........cuiiieiece e 34

Figura 22: Registo fotografico de uma experiéncia realizada para o estudo da difusdo do
TCA em rolhas de cortica. A imersdo de uma rolha numa solucdo contendo TCA foi

acompanhada pela experiéncia andloga em “branco”..........cccccevevceriesieiiesissiesinnnnan, 40

Figura 23: Varrimento espectral de uma solugdo de TCA em etanol indicando um méximo

de absorvancCia @ Cerca 8 280 NMIM. ....eeeeeeeee et e e e e e e e e e e e ee e 42

Figura 24: Cromatogramas correspondentes a analise por HPLC gradiente com detecao
UV de solugdes contendo TCA (A=280 nm). As solugdes injetadas foram preparadas a
partir de uma solugdo mae de TCA em etanol com concentracdo 206 mg/L. (a) Diluicdo
da solucdo mée em ACN/H20 (50/50) com fator de diluicdo F=1,5; (b) Diluicéo da solugéo
mae em ACN/H20 (50/50) com F=2; (c) Diluicdo da solu¢do mae em EtOH/H,0 (12/88)
COM L0, ettt b et b et e et et e e nne e ne s 42

Figura 25: Exemplos de cromatogramas correspondentes a analise por HPLC gradiente
de amostras contendo TCA (A=280 nm). Foi realizado este tipo de analises para amostras

retiradas ao longo do tempo nas experiéncias de estudo da difusdo do TCA na corti¢a.43

Figura 26: Resultados para as simulagdes do modelo desenvolvido e implementado em
MATLAB e comparagdo com os valores experimentais (Exp. 1): (a) Previsdo da
concentracéo de TCA na rolha em fungéo do tempo e do espaco (b) Comparacéo entre a
previséo e valores experimentais para a fracdo de TCA transferido para a rolha (caso 1);
(c) Comparacéo entre a previsao e valores experimentais para a fragdo de TCA transferido

PAra @ rOINA (CASO 2)....eiiiiieiie ettt 45



Figura 27: Resultados para as simula¢des do modelo desenvolvido e implementado em
MATLAB e comparacdo com os valores experimentais (Exp. 2): (a) Previséo da
concentracdo de TCA na rolha em fungédo do tempo e do espaco (b) Comparacéo entre a
previsdo e valores experimentais para a fracdo de TCA transferido para a rolha (caso 1);
(c) Comparacéo entre a previsao e valores experimentais para a fracdo de TCA transferido

PAra @ FOINA (CASO 2)....eeiuieiiieiiieie ettt sttt sttt e e nte e e sreesneenne s 46

Figura 28: Resultados para as simula¢des do modelo desenvolvido e implementado em
MATLAB e comparacdo com os valores experimentais (Exp. 3): (a) Previséo da
concentracdo de TCA na rolha em funcdo do tempo e do espaco (b) Comparacéo entre a
previsdo e valores experimentais para a fracdo de TCA transferido para a rolha (caso 1);
(c) Comparacéo entre a previsao e valores experimentais para a fragdo de TCA transferido
PAra 8 FOINA (CASO 2).....eiueeeeieeieieie bbb 47

Figura 29: Esbogo do diagrama de fases do CO: e condi¢bes P-T para as diferentes
experiéncias realizadas neste trabalho relativas a impregnacdo com CO2 gasoso e extracdo

com COz supercritico de materiais de COMIGA. ......oivrririerririieeeee e s 54

Figura 30: Dinamica de temperatura, pressdo, taxa de CO> e massa total de CO>
correspondentes a uma experiéncia de impregnacdo com CO> gasoso (experiéncia 14 a
qual correspondem os seguintes valores de set-point: T=90 °C e P = 26 bar com tempo

total de OPEeraGao de 3 N).....cviiiiiiee s 55

Figura 31: Dinamica de temperatura, pressdo, taxa de CO2 e massa total de CO:
correspondentes a uma experiéncia de extracdo com CO3 supercritico (experiéncia 17 a
qual correspondem os seguintes valores de set-point: T=80 °C e P = 80 bar com tempo
total de 0peraGao de 10 N)....c.ocviiiie e 55

Figura 32: Cromatogramas correspondentes a analise por HPLC gradiente do extrato das
rolhas de cortica em dois comprimentos de onda (280 nm no gréafico da esquerda e 320
nm no grafico da direita). Foi injetado um extrato recolhido no vaso apo6s operagdo em
CO2 supercritico. Procedeu-se previamente a dissolucdo de 60 pL do extrato em 1,5 mL
de ACN/H20 (50/50). ...uviuiiieieiiiiesiei ettt sttt resne s 57

Figura 33: Cromatogramas correspondentes a analise por HPLC gradiente de extratos das
rolhas de cortica a 280 nm. Compara-se aqui o efeito da preparacdo da amostra para
injecdo, nomeadamente a concentragao e solvente usado (60 uL de extrato em ACN/H20
(50/50) ou 120 pL de extrato em ACN/H20 (90/10)). .cvovviriiiiiiiiiieiecie e 57

X



Figura 34: Impregnacdo de rolhas com CO2 gasoso (experiéncia 11: 100 °C — 56 bar — 3
h). 1: Rolhas iniciais; 2: Rolhas ap0s a primeira fase; 3: Rolhas apds a imersdo em agua
fervente; 4: Rolhas apds a Segunda fase. .........cccviveieiiiieieie e 59

Figura 35: Imagens de rolhas de cortica apds a extracdo com CO2 supercritico
(experiéncia 2: 40 °C — 160 bar —2 N)...cccveiveice e 59

Figura 36: Registo fotografico das rolhas de cortica usadas na experiéncia 15. As rolhas
foram inicialmente submetidas a um pré-tratamento com CO> gasoso (esquerda) e depois
a extracdo com CO supercritico (direita). Figura a esquerda: 1: Rolhas iniciais; 2: Rolhas
apos a primeira fase de pre-tratamento com CO2 gasoso; 3:Rolhas apds a imersdo em agua
fervente; 4: Rolhas ap0s a segunda fase de pré-tratamento com CO2 gasoso (90 °C — 26
bar — 3 h). Figura a direita: 1: Antes da extracdo; 2: Depois da extracdo com CO:
supercritico (60 °C — 160 bar — 10 h). ....oovoiiiiiiieee s 60

Figura 37: Comparagdo da concentragéo inicial de TCA nas rolhas com aquela medida
apos a extragdo com CO supercritico. S0 aqui apresentados dados relativos as

EXPEFIENCIAS 9 € L0, .oiiuiiiieie et et rs 60

Figura 38: Comparacdo da concentracdo inicial de TCA nas rolhas com aquela medida
ap6s o tratamento com CO. gasoso e extracdo com CO: supercritico. Sdo aqui
apresentados dados relativos as experiéncias 11, 12 € 13. .....cccccvevvevieverernsesn e, 61

Figura 39: Comparagdo da concentragéo inicial de TCA nas rolhas com aquela medida
apos o tratamento com CO gasoso e extragdo com CO: supercritico. S&o aqui

apresentados dados relativos as experiéncias 14, 15 € 16. .....cccccevevvveveeveciece e 61

Figura 40: Comparagdo da concentragéo inicial de TCA nas rolhas com aquela medida
ap6s a extracdo com CO supercritico. S8o aqui apresentados dados relativos as

EXPEFIENCIAS 17 € 18. ..eiiiieee ettt nra s 61

Figura 41: Sistema de andlise eletroquimica usado neste trabalho para estudos de
voltametria ciclica. O sistema inclui a célula eletroquimica (elétrodos, eletrolito e sistema
de purga) e o potenciostato XPOT da ZAHNER...........cccooiiiiiiiiiic e 63

Figura 42: Resultados referentes a voltametria ciclica do sistema redox Fe'/Fe3* com
velocidades de varrimento de 25, 50 e 100 mV/s. Foi utilizado em elétrodo de platina da
Metrohm com uma éarea de 3,142 mm? como elétrodo de trabalho. As anélises foram
realizadas a 25 °C em solugdo aquosa contendo FeCl24H20 (0,05 M), FeClz (0,05 M) e
L f (=31, TP 64

Xl



Figura 43: Voltamogramas obtidos na analise de solu¢des com diferentes concentracfes
TCA considerando a velocidade de varrimento de potencial de 100 mV/s. Foi utilizado
um elétrodo de prata da Alfa Aesar com uma area superficial Util de 19,625 mm? (ET) e
como eletrolito TBAB (0,1 M) numa mistura de ACN/H20 (5:2). As analises foram
FEAIIZAAAS @ 25 CC. ..ttt 66

Figura 44: Resultados obtidos na anlise por voltametria ciclica de acido cafeico com
duas velocidades de varrimento (10 e 50 mV/s). Condic¢des de analise: concentracdo de
acido cafeico 0,1 mM, pH=2,47 numa mistura HCI (0,1M)/H>O/MeOH (88/12) a 25°C.
Foi usado como elétrodo de trabalho um elétrodo de carbono vitreo da Metrohm com uma
Area 08 3,142 MIMZ. ...ttt ettt s 67

Figura 45: Resultados obtidos na andlise por voltametria ciclica de quercetina com
velocidade de varrimento de 50 mV/s. Condicdes de analise: concentracdo de quercetina
0,1 mM numa mistura Na2HPO4/NaH2PO4 (0,2 M) a 25 °C. Foi usado como elétrodo de

trabalho um elétrodo de carbono vitreo da Metrohm com uma area de 3,142 mmé&....... 68

Figura 46: Método soxhlet considerado na purificacdo de MIPs e esquematizacdo do
aparelho (instalacdo experimental utilizada). Esquema adaptado de (Extracéo de lipidios
eM aliMENTOS, 2010). ..vveiieieeieieee ettt nreens 71

Figura 47: Representacdo esquematica das quatro fases da extracdo em fase solida (Caldas

BL AL 2010). ittt renne s 73
Figura 48: Sistema de extracdo em fase solida (SPE) usado neste trabalho................... 74
Figura 49: Equipamento de espectrometria UV-vis utilizado neste trabalho................. 75

Figura 50: Comparacdo da adsorcdo em SPE de diferentes compostos fendlicos com
diferentes materiais molecularmente impressos (MIPs) e adsorventes comerciais: (a)
quercetina (b) &acido cafeico (c) acido galico (d) e (e) acido fertlico. Em todas as
experiéncias, na etapa de adsorcéo utilizou-se EtOH/H20 (80/20) como solvente, na etapa
de lavagem ACN e na etapa de eluicdo com MeOH/Ac. Acético (9/1). Os resultados
apresentados em (e) correspondem a utilizacdo de H>O/MeOH (85/15) na etapa de

adsorcao. As medigdes foram realizadas pelo menos em duplicado (N=2).................... 76

Figura 51. Cromatogramas correspondentes a analise por HPLC gradiente da segunda
etapa SPE para a adsor¢éo de uma mistura de ga+pol+resv+cat+quer em diferentes MIPs:
(@ MIP_1 (b) MIP_2 (c) MIP_3 e (d) MIP_4. Utilizou-se uma mistura de ACN/H20

Xl



(70/30) no primeiro passo. Todas as analises foram feitas com sistema de HPLC gradiente
€ deteCa0 UV @ A=280 NIM. ..ottt eas 78

Figura 52: Extracdo de granulado de cortica através da técnica soxhlet. 1- Equipamento
ja com o cartucho colocado; 2- Extrato obtido onde se pode observar a formagéo de um

O =131 1= Vo o TS USSR SRSN 79

Figura 53: Cromatograma correspondente a analise por HPLC gradiente do extrato de
granulado de cortica (A=280 nm). Foi injetada a parte soltivel do extrato obtido
diretamente pela extracdo de soxhlet. Utilizou-se EtOH/H>O (80/20) como solvente na

(2L Lot [0 SR PR PR 80

Figura 54: Extracdo com ultrassons do granulado de cortica. 1- Amostra e solvente

preparado; 2- Solucdo submetida a filtracdo; 3-Extrato final..............ccccccoeveveiieieennn, 80

Figura 55: Cromatograma correspondente a analise por HPLC gradiente do extrato de
granulado de cortica (A=280 nm). O extrato foi obtido através da extragdo por ultrassons

em EtOH/H20 (80/20) cuja parte soltvel foi diretamente injetada.............cccccocvvvrvrnene. 81

Figura 56: Adsorcdo em SPE do extrato de cortica obtido por ultrassons, comparando 0s
materiais sintetizados (MIPs) e os adsorventes comerciais. O fator de diluicédo da solucao
mée em EtOH/H20 (80/20) foi F=10. A medicéo foi realizada pelo menos em duplicado
(N2 ettt b et et he et et et r et et te b et e e re e 82

Figura 57: Cromatogramas correspondentes a analise por HPLC gradiente da
adsorcdo/lavagem/eluicdo em SPE do extrato de granulado de cortica obtido por
ultrassons. Foram usados dois materiais diferentes: (a) MIP_6 (b) MIP_7. Utilizou-se
EtOH/H20 (80/20) N0 PasS0 0e reteNGED. ..........ervririieieieieree e 83

Figura 58: Cromatogramas correspondentes a andlise por HPLC gradiente da
adsorcéo/lavagem/eluicdo em SPE do extrato de rolha de cortica. Foram usados dois
materiais diferentes: (a) MIP_6 (b) MIP_7. Utilizou-se EtOH/H20 (80/20) no passo de

=T g [o%: Lo ST SRRSO ORRRN 83

Figura 59: Cromatogramas correspondentes a analise por HPLC gradiente da
adsorcéo/lavagem/eluicdo em SPE do extrato de granulado de cortica obtido por soxhlet.
Foi usado o material MIP_7 e EtOH/H20 (80/20) no passo de retengao. .............cc....... 84

X1



Figura 60: Cromatograma correspondente a analise por HPLC gradiente da adsor¢do em
SPE do granulado de cortica obtido por soxhlet apds “spiking” com QUER+RUT+FER.
Utilizou-se o MIP_7 como adsorvente e EtOH/H20 (80/20) no passo de retencéo....... 84

Figura 61: Coluna de enchimento usada em processos continuos para adsorcdo e

libertacdo de compostos fendlicos presentes em extratos de COrtica. .........cccevverveenene. 86

Figura 62: Coluna com a quantidade de MIP_7 ja empacotado estando uma das

extremidades aiNda ADEITA. .........ooveeeeeeeeeee e 86

Figura 63: Cromatograma correspondente a analise por HPLC gradiente de um extrato de
granulado de cortica antes e depois do processo de adsorgdo em coluna a operar em

continuo com reciclo. A analise foi feita com detecdo UV a 280 nm. .........cccceevevnnnee. 86

Figura 64: Cromatograma correspondente a analise por HPLC gradiente da fracdo nimero
6. Esta fracdo foi obtida através do processo de desorcdo do extrato de cortica

anteriormente retido no MIP_7. A andlise foi feita com detecdo UV a 280 nm. ........... 87

Figura 65: Cromatograma iénico total (LC-TIC) correspondente ao extrato de granulado
de cortica obtido por extracdo soxhlet e identificacdo dos compostos fendlicos presentes

L LSEEI SR ) 1 - (o TR 89

Figura 66: Cromatogramas correspondentes a analise por LC-MS do extrato de granulado
de cortica obtido por soxhlet. Apresenta-se aqui informacéo relativa a identificacdo do
acido elagico nesse extrato. (a) Varrimento total por LC-PDA do extrato, (b) Espectro
UV correspondente ao tempo de retencdo [15,32-16,98] min, (c) Valores dos ides
moleculares [M-H] experimentais para o pico com tempo de retencdo 16,04 min (d) Picos
de fragmentagdo MS? correspondentes a m/z=301,00, (¢) Cromatograma iénico total por
LC-TIC correspondente ao branco, (f) Varrimento total por LC-PDA correspondente ao

D NGO, ettt ettt e et e e e e e e ——————aaaaaaaa 90

Figura 67: Cromatograma correspondente a analise por LC-TIC da fracdo 6, resultante do
processo de recuperagdo dos compostos adsorvidos no MIP_7. Esta andlise permite

confirmar que o composto isolado € 0 acido elagiCo. ........cccccvevveveriieiieiecee e 91

Figura 68: Cromatograma correspondente a analise por LC-PDA da fracdo 6, resultante
do processo de recuperacdo dos compostos adsorvidos no MIP_7. Esta analise permite

confirmar que o composto isolado é 0 acido elagiCo. ........ccccoeveeiiiieiiciccece e, 91

XV



indice de Esquemas

Esquema 1: Linhas de investigacao e objetivos deste trabalho ... 3

Indice de Tabelas

Tabela 1: Reagentes utilizados no processo de sintese de polimeros molecularmente

IMPFESSOS (IMIPS). ..ttt e et et e e e e e e e sre e reenee e 26
Tabela 1: (CONtINUAGCAD). ...cvviveeiieeie ettt e e e 27
Tabela 2: Reagentes utilizados para a quantificacdo do TCA e dos polifendis.............. 28
Tabela 2: (CONLINUAGCAD). ...cvecvveiieeie ettt be e sreenas 29
Tabela 3: Especificagdes técnicas do Potencidstato — XPOT........ccccevvevevevennnnsieenen, 30
Tabela 4: Elétrodos utilizados na voltametria CiCliCa. .........ccccoovreneieiicieiee e 30

Tabela 5: Descri¢do do conjunto de equipamentos utilizados nos diversos procedimentos
experimentais realizados neste trabalho. ... 31

Tabela 6: Descricdo genérica dos trés parametros de ajuste do modelo desenvolvido. . 38

Tabela 7: Gamas tipicas do coeficiente de difusdo molecular em gases, liquidos e solidos.

Tabela 8: Condic¢es utilizadas nas experiéncias relativas ao estudo da difusdo do TCA

€M FOINAS U COMTIGA. ...ttt bbb 41

Tabela 9: Valores dos trés parametros do modelo estimados com as diferentes condicdes
EXPErimentais CONSIARIAUAS. .......c.veieieieie ettt 48

Tabela 10: Condigdes usadas nas experiéncias relativas a impregnagdo de materiais de

cortica com CO2 gasoso e na extracdo com CO2 SUPEICItICO. .......ceovvverveririririeinieines 51

Tabela 11: Condig¢Oes experimentais usadas na impregnacéo com CO, gasoso e extragdo

com CO> supercritico do primeiro grupo das rolhas positivas. .........ccccccevvvieneerennene. 52

Tabela 12: Condicdes experimentais usadas na impregnacdo com CO, gasoso e extragdo

com CO> supercritico do segundo grupo das rolhas positivas. ..........ccccceeeeviereereeneene. 53
Tabela 13: CondicGes de polimerizacdo utilizadas na preparacéo de diferente MIPs.... 70

XV


file:///C:/Users/Catia%20Afonso/Dropbox/Cortiça/Tese_Capítulos_Escrita/Tese_Final.docx%23_Toc528279202

Tabela 13: (CONLINUAGAD). .....cveiieeieeiesieerieete e e e se e ste e e et este e nnaees 71
Tabela 14: Condigdes utilizadas no processo de libertagdo. ............ccoceveieiinincnnnnnn 87

Tabela 15: Identificacdo por LC-MS de compostos fendlicos presentes no extrato de
cortica obtido diretamente com granulado de cortica atraves da técnica de soxhlet...... 92

XVI



Lista de Anexos

Anexo 1: Imagens de pecas de cortica antes e depois do seu tratamento com CO, gasoso
e/ou da extracdo com CO supercritico. Sdo também apresentados os perfis de
temperatura, pressdo, taxa de CO, e massa total de CO> para as experiéncias

o0 g =X oo 010 (=] 0] (L PRSP il

Anexo 2: Espectros de varrimento UV-Vis de extratos de cortica obtidos a partir de cubos
e rolhas ((a) e (b)). S&o também apresentados cromatogramas correspondentes a anélise
por HPLC gradiente de extratos de cortica (cubos, granulado). (c) 280 nm (d) 320 nm
ambos para 60 pL de extrato em ACN/H20 (50/50). (e) 60 pL de extrato em ACN/H20
(50/50) e 120 pL de extrato em ACN/H20 (90/10) (f) 120 pL de extrato em ACN/H20
(90/10) @ambOS @ 280 MM .. .e ettt e e XV

Anexo 3: Testes realizados por voltametria ciclica na detecdo e quantificacdo de TCA

com uma velocidade de varrimento de 100 mV/s durante 2 cicloS...........ccooeeeiii.... XVi

Anexo 4: Testes realizados por voltametria ciclica na detecdo do polifenol acido cafeico
com uma concentracdo de 0,1 mM numa mistura HCI (0,1 M) /MeOH (88/12) a diferentes
valores de pH e velocidades de varrimento. Este polifenol estd em geral presente nos

L (o oo g oF: VPP XVvii

Anexo 5: Testes realizados por voltametria ciclica na detecéo de polifendis (Acido Galico
e Acido Ferdlico). Estes polifendis estdo em geral presentes nos extratos de

(o00] 41 o VPP Xviil

Anexo 6: Cromatogramas correspondentes a analise por HPLC gradiente das restantes
fracOes. Estas fragdes foram obtidas através do processo de dessor¢do do extrato de
cortica anteriormente retidoNO MIP_7.... .. .o XX

Anexo 7: Cromatogramas correspondentes a analise por LC-MS do extrato de granulado
de cortica obtido por soxhlet. S&o aqui apresentados dados adicionais para identificagdo

de compostos fendlicos presentes nesse extrato de cortica..............oooeeviiiininnn... XX1

XVII



Lista de Abreviaturas

4VP — 4-vinilpiridina

AA — Acido Acrilico

ACN — Acetonitrilo

AIBN - 2,2’-azo-bis-iso-butironitrilo

Ag/AgCI — Prata /Cloreto de Prata

CA — Acido cafeico

CE — Contra elétrodo

CL - Reticulante

CO. — Didxido de carbono

CV — Voltametria ciclica

DI — Agua desionizada

DMA — N,N — Dimetilacrilamida

DMAEMA — Metacrilato de 2-dimetilamino Etilo
DMF — N,N-dimetilformamida

EGDMA — Etileno glicol dimetacrilato

ER — Elétrodo de referéncia

ESI — Electro-pulverizacéo

ET — Elétrodo de trabalho

EtOH — Etanol

FA — Acido ferdlico

FeCl.4H,0 — Cloreto de ferro (Il) tetra-hidratado
FeCls — Cloreto de Ferro (111)

GA — Acido galico

HCI — Acido Cloridrico

HPLC — Cromatografia liquida de alta eficiéncia
KCI - Cloreto de Potassio

LC/PDA — Cromatografia liquida com detetor de diodos
LC/TIC — Cromatografia liquida com cromatograma de ides totais
LS/MS/DAD - Cromatografia liquida com espectroscopia de massa e detetor de diodos
M — Mondmero funcional

MM — Molécula modelo

MeOH — Metanol

XVII



MIPs — Polimeros molecularmente impressos
[M-M] — 18es moleculares

[MS?] — Picos de fragmentagdo

NaHPO, — Fosfato dissodico

NaH2PO4 — Fosfato monossodico

NaOH — Hidroxido de Sodio

S — Solucéo

SFE — Extracdo com fluido supercritico

SPE — Extracdo com fase solida
SPME/GC/ECD — Microextracdo em fase sélida com cromatografia gasosa e detecéo por
captura de eletrdes

TBAB — Tetrafluoro borato de tetrabutilamonio
TBAP — Perclorato de tetrabutilamonio

TCA —2,4,6 — tricloroanisol

UV - vis — Ultravioleta visivel

Amax — Comprimento de onda maximo

A - Diferenca entre a massa prevista e a massa teérica em LS-MS-DAD

XIX



Capitulo 1 — Introducéo

A cortica é um material natural com propriedades Unicas devido a sua particular
morfologia e composi¢do quimica. O seu componente principal € a suberina
(aproximadamente 45 % em peso) que lhe confere propriedades mecénicas especificas,
como por exemplo a elasticidade, a leveza e a impermeabilidade de gas/liquido. Os
restantes constituintes da cortica sdo a lenhina (aproximadamente 27 %), que forma a
estrutura das paredes celulares, os polissacarideos (aproximadamente 12 %), que ajudam
a definir a textura da cortiga e 0 extrativos (ceras e taninos) que representam cerca de 12
% do material. O isolamento térmico e acustico, a combustdo lenta e a resisténcia ao atrito
sdo outras propriedades importantes inerentes a cortica. No entanto, a cortica é suscetivel
a diferentes tipos de contaminagdes microbiolégicas, levando a formacao de metabolitos
secundarios volateis e semi-volateis, que tém um importante efeito prejudicial nas suas
propriedades (Silva et al., 2005).

O guaiacol, o 2-metilisoborneol e o 2,4,6-tricloroanisol (TCA) sdo exemplos de
contaminagfes microbiolégicas da cortica, sendo o TCA considerado como o principal
problema associado ao uso deste material em rolhas para o sector vinicola. O TCA ¢é
suscetivel a causar o cheiro a mofo no vinho mesmo quando presente em concentragdo
muito baixa, cerca de 1 nanograma por litro (ng/L), devido ao contato do liquido com a
superficie de uma rolha de cortica contaminada (Gomez-Ariza et al., 2004; Taylor et al.,
2000). Como consequéncia das contaminagdes por TCA foram observadas perdas
importantes para as empresas de corti¢a nas ultimas décadas, nomeadamente devido a
substituicdo das rolhas de cortica por vedantes artificiais. Assim, a extracdo de TCA e de
outros compostos volateis da cortica natural € uma questdo importante para as empresas
da industria da cortica.

Métodos baseados no uso de vapor de agua sdo em geral considerados com a
finalidade de extrair o TCA, mas uma baixa confiabilidade e eficiéncia sdo
frequentemente observadas. A degradacéo das propriedades mecéanicas da cortica também
€ uma possivel consequéncia indesejada desses processos. A extragdo com fluidos
supercriticos (SFE), nomeadamente o didéxido de carbono (CO2), é uma técnica
interessante neste contexto devido a combinagdo de boas condic¢bes de solubilidade
associadas a liquidos e com alta taxa de difusdo associada aos gases. Um menor impacto

sobre as propriedades mecanicas da cortica quando o CO> supercritico é usado, assim



como a extracdo de compostos bioativos que eventualmente possam estar presentes na
cortica sdo outros beneficios potenciais deste processo de extracdo (Gomes et al., 2007).

Este produto natural contém uma fracdo de compostos ndo estruturais, 0s
extrativos, que podem ser facilmente removidos e que incluem principalmente compostos
fenolicos e triterpénicos. Os polifendis foram selecionados como compostos alvo neste
trabalho devido ao seu efeito antioxidante, antiviral, anticancerigeno, antibacteriano e
anti-inflamatorio, como é amplamente reportado na literatura. Neste contexto, é
importante o desenvolvimento de técnicas para purificar e concentrar os diferentes tipos
de polifendis presentes nos extratos da cortica. A técnica considerada nesta investigacédo
explora o uso dos Polimeros Molecularmente Impressos (MIPs) na purificacdo e

concentracdo, bem como na sua retencéo e libertacao seletiva.

1.1. Principais objetivos

A presente dissertacdo € dedicada ao estudo da extracdo da cortica com CO;
supercritico (SFE), nomeadamente a influéncia das condi¢cfes de operacdo (temperatura,
pressdo, co-solvente) na eficiéncia do processo e o0 seu efeito sobre as suas propriedades
mecanicas e geometria das pecas de cortica. Além disso, a valorizacdo dos extratos da
cortica obtidos através da extracdo supercritica usando CO> sera avaliada considerando a
identificacdo, separacdo e concentracdo de compostos bioativos que possam
eventualmente ser obtidos. Para efeitos comparativos, além dos extratos obtidos com CO>
supercritico, serdo também considerados extratos de cortica obtidos por soxhlet,
ultrassons ou extracdo hidro-alcodlica. Os compostos lipofilicos tais como a fredelina e o
acido betulinico e os compostos aromaticos tais como o &cido protocatecuico, elagico e o
galico sdo exemplos de compostos bioativos presentes em extratos da cortica. O
reconhecimento molecular de tais compostos sera testado com o uso de MIPs sintetizados,
com énfase na familia de polifendis presentes na cortica.

O esquema apresentado na pagina seguinte descreve genericamente as principais

linhas de investigacdo sobre as quais incide este trabalho.



Esquema 1: Linhas de investigacdo e objetivos deste trabalho
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1.2. Organizacao da dissertacao

Neste primeiro capitulo foi feito o enquadramento genérico desta investigacao,
tendo também sido descritos de forma resumida os principais objetivos deste trabalho.

O segundo capitulo aborda de forma geral as propriedades da cortica e suas
aplicacdes. E analisada a estrutura celular da cortica, composicdo quimica e seus
componentes estruturais/ndo estruturais. E também descrito de forma resumida o
processo de fabricagcdo de rolhas de cortica, sendo ainda analisada a problemaética
associada a presenca do TCA na cortica e potenciais prejuizos causados na industria
corticeira. Faz-se ainda uma andlise do tipo de compostos bioativos potencialmente
presentes em extratos de cortica, nomeadamente diferentes tipos de polifenois e
compostos triterpénicos.

No terceiro capitulo faz-se a descricdo dos materiais e equipamentos utilizados
nos diferentes procedimentos experimentais executados nesta investigacdo. Sintese,
purificacdo e teste de MIPs com polifendis, extracdo da cortica com CO_ supercritico,
quantificacdo de TCA por HPLC gradiente com detecdo UV, detecdo e quantificacdo de
TCA e polifendis por voltametria ciclica constituem alguns exemplos de tarefas
experimentais realizadas neste ambito.

O quarto capitulo incide sobre o estudo da migracdo do TCA na cortica quando
colocada em contacto com uma fase liquida. Foram realizadas experiéncias que incluiram
a amostragem da fase liquida ao longo do tempo para quantificacdo da quantidade de
TCA transferida para o sélido (cortica). Dada a elevada gama de concentracdes de TCA
considerada (na ordem de mg/L) foi possivel fazer as medi¢des com HPLC gradiente com
detecdo UV. Foi também desenvolvido e implementado em MATLB (através do método
das linhas - MOL) um modelo teérico para descri¢do do processo de migracdao do TCA.
Os estudos realizados, considerando fases liquidas com diferente caracter hidrofilo,
mostram que as interacGes hidrofobicas tém um papel relevante no mecanismo de
transferéncia de TCA entre fases (liquido/solido). Estes resultados sdo relevantes para o
desenho de processos de extracdo do TCA da cortica, nomeadamente os solventes usados
(ex. 0 CO2 por ser uma molécula apolar apresenta elevada afinidade com o TCA).

No quinto capitulo explora-se a extragdo de TCA da cortica com CO3 supercritico
e também o efeito do tratamento de rolhas de cortica com CO> gasoso para remogao do
ar contido nas celulas da cortica, tentado evitar desta forma a formacdo de “papinhos”
durante os tratamentos com vapor de agua. Foram usadas diferentes condicGes de extracdo
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P-T-tempo, tendo também sido incluidas nos testes rolhas positivas (com quantidade
conhecida de TCA), fornecidas pela corticeira Amorim & Irm&os. Neste contexto a
medicdo de TCA, na gama de ng/L, foi realizada por microextracdo em fase solida com
cromatografia gasosa e detecdo por captura de eletrbes (SPME-GC-ECD), também pela
corticeira Amorim & Irmédos. Com as condi¢des de operacdo usadas, foram observadas
deformacg6es geométricas importantes na cortica e os resultados indicam também que, em
consequéncia do tratamento com CO. gasoso/supercritico, houve uma migragdo
substancial do TCA situado nas zonas interiores da rolha para a sua superficie. Estas
observacdes sdo importantes no desenho de processos eficientes de extracdo de TCA da
cortica pois mostram que o tratamento ndo deve incidir em zonas com profundidade
superior a3 mm. A voltametria ciclica foi também testada como técnica alternativa (mais
simples e barata do que SPME-GC-ECD) a quantificacdo de TCA na gama de ng/L. Os
resultados obtidos mostram que sdo necessarios aperfeicoamentos importantes na
configuracdo de voltametria ciclica considerada para que sejam possiveis as medicoes
pretendidas. Por outro lado, mostrou-se que a voltametria ciclica € uma técnica que
permite quantificar compostos fenolicos presentes em extratos de cortica, podendo ser
util em processos de valorizagdo deste tipo de residuos.

No sexto capitulo avalia-se a retencdo de compostos fendlicos presentes em
extratos de cortica através do uso de Polimeros Molecularmente Impresso (MIPs).
Descreve-se a sintese de MIPs e o seu desempenho comparativo com outras resinas
comerciais usadas para adsorver polifendis (resinas DAX8, XAD4 e XAD7HP). Os testes
realizados incluem diversos extratos de cortica e diferentes processos de retengdo (ex.
SPE e operagdo em continuo com coluna de enchimento). De entre todos os adsorventes
testados, dois MIPs (sintetizados com 4-vinilpiridina como monomero funcional)
mostram um desempenho muito superior na retencdo de polifendis em comparagdo com
0s restantes materiais. Estes resultados foram potenciados para isolar compostos fenélicos
presentes em extratos de cortica e demonstra-se que esses MIPs podem ser usados para
obter, por exemplo, acido elagico com elevado grau de pureza. Neste contexto, a
identificacdo dos compostos fenolicos foi feita por HPLC gradiente com detecdo UV e
também por cromatografia liquida com espetroscopia de massa e detetor de diodos
(LC/MS/DAD).



Capitulo 2 — Fundamentacéo Teorica

2.1. Cortica

A cortica € a casca externa de uma arvore de carvalho (Figura 1), Quercus suber

L. vulgarmente conhecida como sobreiro.

Figura 1: Recolha de cortica (A Cortica, 2017). »

A Europa possui cerca de 60 % da area de producdo total de florestas de cortica e
produz mais de 80 % da cortica no mundo (Figura 2). Da extenséo total de floresta de
sobreiro, extraem-se anualmente cerca de 200 mil toneladas de cortica. Portugal, que
detém um terco da area global de sobreiros, é o maior produtor, sendo responsavel por
cerca de 50 % da transformacdo mundial. O setor da cortica desempenha um papel
especialmente importante nestes paises, quer no plano econémico, social e ambiental

(Silva et al., 2005).

>
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Figura 2: Produgdo anual de cortica por pais (Corticeira Amorim, 2015).

A cortiga pode ser facilmente extraida no Verdo, quando o seu crescimento é

maior, coincidindo com um periodo de maior geragéo celular, o que permite uma facil
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separacdo das camadas de cortica (Silva et al., 2005). A primeira recolha de corti¢a ocorre
quando a arvore atinge os 25-30 anos de idade e depois de atingir 25 cm de diametro,
dependendo da regido de cultura. Esta extragdo ¢ conhecida como “cortiga virgem”, uma
Vez que apresenta uma estrutura, uma espessura e uma densidade irregulares. A “cortica
virgem” apenas pode ser usada para juntas, isolamentos, solas de sapatos, entre outros
(Silva et al., 2005; Touati et al., 2015). A segunda colheita, “cortiga de reprodugio”,
colhida 9 anos depois, apresenta uma estrutura mais regular, mas € de qualidade
insuficiente para rolhas de cortica. Apenas na terceira colheita, ou seja, ap6s um novo
ciclo (9 a 12 anos) resulta num material de melhor qualidade, denominado de “amadia”.
Este é utilizado para a producgdo de rolhas de cortica, enquanto todos os outros tipos de
cortica podem ser usados para painéis de aglomerados (Silva et al., 2005). No processo
de colheita a casca externa de um tronco de sobreiro € cuidadosamente removida
manualmente por profissionais altamente especializados sempre entre Maio e Agosto,
quando a arvore se encontra numa fase mais ativa de crescimento e se torna mais facil de
descortica-la sem ferir o tronco. A colheita regular melhora a satde e o vigor da arvore.
A cortica € uma matéria-prima 100 % natural, renovavel e biodegradavel sendo a
Unica arvore cuja casca se autorregenera, adquirindo uma textura mais lisa ap0s cada
extracdo (Fernandes et al., 2011). O ser humano aproveita esse material nobre, hé alguns
séculos, mesmo antes de conhecer a sua composic¢do quimica ou as suas aplicacdes mais

avancadas.
2.2. Principais propriedades e aplicacgdes

A cortica € a principal matéria-prima produzida pela espécie Quercus suber L,
mostrando propriedades especificas importantes, nomeadamente fisicas, quimicas e
mecanicas. Devido as suas propriedades peculiares, a cortica apresenta algumas
carateristicas macroscopicamente distintas, tais como: impermeabilidade (a cortica é
impermeavel aos liquidos e aos gases, proporcionando capacidades de vedacao
superiores), elasticidade (é flexivel e recupera facilmente o seu tamanho e a sua forma
original), apresenta baixa condutividade (de calor, som e vibragGes), durabilidade,
resisténcia ao calor (tolerancia extremamente alta), leveza (mais de 50 % do seu volume
é ar) e baixa densidade, como apresentado na Figura 3 (Aroso et al., 2015). Este conjunto
notavel de propriedades, que resulta principalmente da sua morfologia distinta e

composi¢do quimica, torna a cortica num material adequado para varias aplicacdes



(Touati et al., 2015). A cortica pode ser usada numa ampla gama de aplica¢des, como
rolhas, painéis de isolamento e pavimentos, calgcados, materiais téxteis, acessorios e
brinquedos. As rolhas para engarrafamento de vinho, champanhe e os pisos de cortiga séo
0s produtos mais representativos da indudstria. A cortica também foi incorporada em
escudos térmicos e placas de revestimento das naves espaciais da NASA e da ESA
(Amorim Cork, 2016).

Direcio do crescimento da arvore

Figura 3: Representacéo esquematica da seccdo axial do sobreiro; (A) cortica (tecido suberose), (B) zona
de mudanca suber-felogénio, (C) felogénio, (D) tecido entrecasca, (E) zona de mudanca, (F) madeira, (G)
casca, (H) canais lenticulares, (1) area para producdo de rolhas, (J) anéis de crescimento anuais. Fonte:
(Silva et al., 2005).

A cortiga possui uma estrutura celular distinta; podendo dizer-se que 95 % das
células da cortica sdo hexagonais apresentando uma estrutura anisotropica. Nao havendo
uma disposicdo comum célula-célula, ndo existem canais de comunicacao nem espacos
intercelulares, notando-se apenas a presenca de canais lenticulares (Fernandes et al.,
2011; Gil, 1993 ; Silva et al., 2005). Ao ser realizada uma seccdo tangencial, ou seja,
perpendicular a direcdo radial, observa-se o arranjo semelhante a um “favo de mel” nas
células da cortiga. Se as secgdes forem radiais (perpendicular a dire¢do tangencial), ou
transversais (perpendicular a direcdo axial), as celulas da estrutura sdo prismas
retangulares empilhadas base com base dispostas em colunas paralelas a direcéo radial da
arvore (Silva et al., 2005).



De modo a facilitar a compreenséo relativamente a posicao dos diferentes arranjos
que as células da cortica podem ter, apresenta-se na Figura 4 a disposicéao das células face

as direcOes e a sua nomenclatura.
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.“.'. Radial Tangencial

e / <N P —
. B
muSﬁ_‘:io Tangencial a.‘-ﬁ. ]

—_—
EPERN O m
Secio Radial Y

Figura 4: Diagrama das células de cortica segundo trés direcdes de corte. Adaptado de (Rosa et al., 1990;
Silva et al., 2005).

2.2.1. Composicao quimica

A composicdo quimica da corti¢a encontra-se dependente de vérios fatores tais
como a origem geografica, as condi¢des de solo e do clima, a origem genética, a dimensao
e a idade da arvore (virgem ou reproducéo) e as condicdes de crescimento (Silva et al.,
2005).

A cortica engloba na sua composicao varios tipos de compostos naturais, como
apresentado na Figura 5, que tradicionalmente estdo divididos em cinco grupos, com 0s
seguintes valores tipicos: suberina (45 %), lenhina (27 %), polissacarideos (12 %), ceras
(6 %) e taninos (6 %).

Figura 5: Composicao quimica média da cortica (Gil, 1993).



Estes cinco grupos sdo assim considerados face ao conjunto de compostos que
incluem e ao seu modo de obtencdo/separagdo. As percentagens tipicas mencionadas
podem ter variacdes elevadas e podem também ser relativas a diferentes tipos de cortica
e métodos de analise (Gil, 1993).

A nivel guimico, a cortica pode ser dividida em dois tipos de componentes, 0s

estruturais e 0s nao estruturais.

2.2.2. Componentes estruturais

Os componentes estruturais da cortica sdo: suberina, lenhina e os polissacarideos.
Estes compostos sdo macromoléculas insolUveis de natureza polimérica e representam
cerca de 85 % da constituicdo da cortica.

A suberina (Figura 7) € o composto maioritério da cortica e é constituida por
mondmeros alifaticos de cadeia longa, glicerol e éster de glicerol, dando origem a um
polimero poliéster (Figura 6). A obtencdo dos mondémeros de suberina é feita por

despolimerizacdo onde sdo quebradas ligacdes éster por hidrolise alcalina (Graga, 2011).

0 )
"/\)J\OH + Ho/\/\\ /’/\)J\o/\/\\ + H

Figura 6: Reacédo genérica para a formagao de polimero poliéster da suberina.

Devido a sua abundancia e composi¢do Unica, € 0 componente mais promissor
para o desenvolvimento de novos produtos quimicos e materiais de subprodutos da cortica
(Santos et al., 2010).

Polyaromatics

OH
H,CO OCHy
OH o7

0 O, O 00 0

)
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HCO O Polyaromatics

Figura 7: Estrutura molecular da suberina. Fonte: (Graga, 2015).
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A lenhina é um heteropolimero de natureza fendlica formada pela polimerizacéo
de trés &lcoois: &lcool cumarilico, alcool sinapilico e alcool coniferilico como
apresentados na Figura 8. Este composto apresenta um elevado peso molecular, sendo a
que confere rigidez a parede celular (Garcia et al., 2015; Gil, 1993.; Silva Pereira et al.,
1999).

HO,

OH (&)

3

OCH;
HO,

_~_OH (®)
H,CO

HO,
]@\/\/OH ©
H,CO

Figura 8: Mondmeros da lenhina: (A) alcool cumarilico; (B) &lcool sinapilico; (C) alcool coniferilico.

Para além das macromoléculas principais existem outros componentes presentes
em concentragfes mais baixas que exercem uma influéncia importante nas suas
propriedades fisicas e quimicas da cortica. Os polissacarideos séo constituidos por dois
tipos de polimeros: a celulose (homopolimero) e hemicelulose (heteropolimeros), como
representados na Figura 9. Os mondémeros destes polimeros apresentam baixo peso
molecular e sdo obtidos geralmente através de hidrolise &cida, alcalina ou enzimatica
(Silva et al., 2005).

OH
HO on
P O O
HO & o
OH
OH A)
HO HO
0 0 o
OH OH O
- 0 () ---
HO
OH OH
@ O

OH

®)

Figura 9: Unidades repetitivas dos polimeros polissacarideos presentes na cortica: celulose (A);
hemicelulose (B).
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Os polissacarideos proporcionam rigidez estrutural e, juntamente com a lenhina,

s80 0s principais responsaveis pela estrutura de suporte das paredes das células da cortica.
2.2.3. Componentes nao estruturais

Os componentes ndo estruturais dividem-se em componentes extrativos e nédo
extrativos. Estes sdo compostos organicos presentes na casca da cortica, e sdo geralmente
do tipo n-alcanos, triterpenos, acidos gordos, glicerol, esterois e polifendis (Figura 10).

Os dois componentes mais importantes sao as ceras e 0s taninos.

(A) (B) (€)
OH
/
R——C
\)}\ AN
n 6 0
(D) (E) (F)
(6]
OH "o OH
HO\)\/OH HO
HO OH

Figura 10: Componentes ndo estruturais (componentes extrativos) presentes na cortica: n-alcanos (A);
triterpeno (B); &cido gordo (C); glicerol (D); esterol (E); acido galico (F).

Os taninos, obtidos da cortica por extracdo com agua Sd0 0S componentes
existentes em maior percentagem. Estes sdo compostos fendlicos que aparecem numa
forma polimerizada, sendo usualmente divididos em dois grupos: taninos condensados e
taninos hidrolisaveis (Silva et al., 2005).

Relativamente as ceras, estas sdo responsaveis pela impermeabilidade da cortica
e apresentam na sua estrutura grupos alifaticos e aromaticos muito diversos. Os alifaticos
sdo compostos de cadeira longa tais como n-alcanos, acidos gordos, alcoois gordurosos,

glicerol e alguns triglicerideos (Silva et al., 2005).

2.3. Fabricacao das rolhas de cortica

Em Portugal a colheita da corti¢a ocorre a cada nove anos atraves de um processo
gue nado prejudica a arvore, tornando-se um dos produtos florestais mais sustentaveis e

ecologicos (Aroso et al., 2015).
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Desde a prancha até a rolha, a cortica passa por um conjunto de etapas que se
diferenciam quanto ao tipo de rolha que se pretende produzir. As rolhas de corti¢a natural
sdo fabricadas por brocagem a partir de uma pega Unica de cortica. Ap0s a sua extracao,
as cascas da cortica sdo expostas ao ar livre por um periodo de estabilizacdo de pelo
menos seis meses e sdo ordenadas por tamanho e qualidade. Esta estabilizacdo melhora a
qualidade da cortiga (Cork Institute of America, 2008). Apos o periodo de estabilizacéo
ou repouso, as pranchas de cortica sdo cozidas em &gua limpa e a ferver com a duragéao
de pelo menos uma hora. Antes da cozedura, as células da cortica estdo comprimidas de
forma irregular, mas durante este processo, o gas contido dentro das células expande, o
que torna a estrutura da cortica mais regular e o seu volume aumenta em cerca de 20
%. ApoOs a cozedura, decorre a estabilizacdo da cortica. S6 depois deste periodo, que se
estende por duas a trés semanas, € que se procede a selecdo das pranchas. No processo de
brocagem obtém-se assim, uma rolha cilindrica em conformidade com os limites
dimensionais desejados. Todos os desperdicios da fase de brocagem séo aproveitados
para granulado de cortica, atualmente queimada para produzir energia. Apos a brocagem,
a retificacdo servira para obter as dimensdes finais previamente especificadas e para
regularizar a superficie da rolha. Apos a retificacdo, procede-se a lavagem das rolhas que
pode ser feita usando por exemplo, a agua oxigenada ou o acido peracético. Esta lavagem
serve para limpar e desinfetar as rolhas de cortica, mas podem ser utilizados outros
métodos. Apos esta etapa, o teor de humidade € estabilizado, obtendo-se assim uma
otimizacdo da performance da rolha como vedante e reduzindo, em simultaneo, a

contaminagdo microbioldgica (Associacdo Portuguesa da Cortica, 2015).

2.4. ldentificacdo e extragdo do 2,4,6-tricloroanisol (TCA) na cortica

No setor industrial vinicola é possivel constatar a existéncia de um defeito
organolético nos vinhos, que pode ter consequéncias economicamente desfavoraveis,
sendo uma grande ameaga ao setor. Este defeito tem origem num composto quimico que
pode estar presente nas rolhas de cortica. A presenca deste composto no vinho resulta na
perda dos seus aromas naturais dando lugar a um aroma desagradavel, o chamado “mofo”
que muitas vezes € também denominado por “gosto a rolha” pelo facto de estar
frequentemente associado a rolha de cortica (Silva Pereira et al., 1999).

O problema deste aroma desagradavel estad relacionado, geralmente, com a
migracdo de compostos, que podem ter origem em microrganismos presentes na rolha de

cortica (Silva Pereira et al., 1999).
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Tém sido identificados diversos compostos que podem ser responsaveis por
alteracbes organoléticas no vinho, tais como cloroanisois, guaiacol, 1-octeno-3-ol, 1-
octeno-3-ona, geosmina, 2-metil-isoborneol, 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina, 2,3,4,6-
tetracloroanisol (TeCA), 2,3,4,5,6-pentacloroanisol (PCA), 2,4,6-tribromoanisol (TBA)
e 0 2,4,6-tricloroanisol (TCA) (Campillo et al., 2010; Juanola et al., 2005). Este Gltimo
composto é considerado o principal responsavel pelo desvio organolético do vinho
associado ao aroma a mofo.

O TCA (Figura 11) é um haloanisol derivado do metoxibenzeno (anisol) e é um

composto volatil facilmente absorvido pela cortica (Filomena E., 2014).

OCH,

Cl Cl

Cl

Figura 11: Estrutura quimica do 2,4,6-tricloroanisol (TCA).

Existem varias hipoteses para a formacao de cloroanisois, sendo que a mais aceite
é a sintese direta por biometilagdo (o-metilacao) de clorofendis por microrganismos. Dos
varios clorofendis que originam o 2,4,6-tricloroanisol, o precursor 2,4,6-triclorofenol
(TCP) é o mais significativo. Na bioconversdo, a presenca da enzima clorofenol o-
metiltransferase (CPMOT) é a responsavel pelos anisois formados. Deste modo, na
Figura 12, esté representada a formacdo do TCA através do percursor mais eficiente, o
2,4,6-TCP por O-metilacdo. No entanto, nem o TCA nem o TCP s&o toxicos para a salde
humana, nas concentracdes que sdo normalmente encontradas (Alvarez-Rodriguez et al.,
2002; Candeias, 2007; Prak et al., 2007).

OH
OCH,

1
c ¢ Cl Cl

Clorofenol o-metiltransferase

.

1
¢ Cl

2,4,6-triclorofenol (TCP) 2,4,6-tricloroanisol (TCA)

Figura 12: Formacéo do 2,4,6-tricloroanisol por bioconverséo.

Pelo facto de existir uma crescente exigéncia do consumidor e da preferéncia pelo
vinho com elevada qualidade, as rolhas de cortica colocam-se numa categoria mais

exigente onde a sua qualidade é de relevante importancia. O TCA pode ser detetado em
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diversas etapas do processo de fabrico das rolhas de cortica. Durante este processo a gua
de cozedura das pranchas bem como a agua de lavagem das rolhas podem ser analisadas
de modo a detetar o TCA libertavel.

Devido a complexidade da matriz das amostras e a baixa concentracdo de TCA
nelas contida, é muitas vezes necessario proceder-se a preparacdo das amostras,
recorrendo a pré-concentragdes ou extragdes. As técnicas para a determinagcdo do TCA
sdo: a microextracdo em fase solida (SPME) (Alzaga et al., 2003; Ezquerro et al., 2006;
Juanola R. et al., 2005), a pervaporacdo (PV) (Garcia et al. 2015; Gomez-Ariza et al.,
2004), a extracdo por fluido pressurizado (PFE) (Ezquerro et al., 2006), a microextracdo
dispersiva liquido-liquido (DLLME) (Campillo et al., 2010), a extracdo por soxhlet
(Ezquerro et al., 2006), a extragdo por micro-onda (Ezquerro et al., 2006) e a extracdo
por fluido supercritico (SFE) (Ezquerro et al., 2006; Lack et al., 2009; Taylor et al.,
2000).

Um método muito relevante neste contexto é o sistema ROSA® (Rate of Optimal
Stream Application), que usa vapor de agua controlado para eliminar qualquer vestigio
de TCA. O éxito deste método foi comprovado, tanto em testes de dimensdo industrial,
como em pesquisas independentes por laboratérios de renome em trés continentes
(Amorim Cork, 2016).

Para detetar a presenca de TCA no vinho, Alzaga et al., (2003) recorreram a
cromatografia gasosa com detecdo por captura de eletrdes (GC-ECD), apos se realizar a
microextracdo em fase sélida (SPME) o que permitiu quantificar concentra¢es de TCA
entre 2,9 e 18 ng/L. Enquanto Taylor et al., (2000) conseguiram quantificar TCA na
cortica, através da extracdo por fluido supercritico (SFE), acoplada a cromatografia
gasosa — espectrometria em massa com monitoracao seletiva de i6es (GC-MS/SIM), com
quantidades detetaveis entre 0,13-2,11 pg/g de cortica.

Para quantificar o TCA libertavel nas rolhas de cortica, Juanola et al., (2004)
analisaram amostras de rolhas de cortica ndo contaminadas e naturalmente contaminadas,
apos realizar extragdo com n-pentano, tendo quantificado concentraces de TCA entre
0,08 e 105,01 pg/kg.

2.5.  Compostos bioativos

Os compostos bioativos de natureza antioxidante, naturalmente presentes nos
alimentos e subprodutos, tém interesse devido aos efeitos benéficos para a saude e bem-
estar e ainda para a prevencao de doencas.
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Os extrativos da cortica habitualmente classificam-se em dois grupos: 0s
constituidos por lipidos e os constituidos por compostos fendlicos. Os lipidos sdo cerca
de um terco do total de extrativos (5-8 % da cortica) e os compostos fenolicos sdo
representados por taninos em mais de 90 % (Rosa et al., 1989).

Nos ultimos anos, varios estudos tém sido executados com o objetivo de avaliar a
presenca de compostos fenolicos em rolhas de cortica e a sua interacdo com o vinho.
Sousa et al., (2006) realizaram diversos estudos sobre a composicdo polifenolica bem

como na identificacdo de diversos polifenois de baixo peso molecular na cortica.
2.5.1. Compostos lipofilicos e fenolicos

Os compostos fendlicos pertencem a classe dos compostos que inclui uma
diversidade de estruturas simples e complexas pela presenca de um sistema benzénico
com um ou mais grupos hidroxilo (Figura 13). Os acidos fenélicos ndo tém uma influéncia
direta sobre as propriedades organoléticas do vinho, mas alguns deles sdo precursores de

fendis volateis, ou seja, contribuem para a sua cor e sabor (Fernandes et al., 2011).

OH

Figura 13: Estrutura benzénica (fendlica) C6 com grupo hidroxilo (OH).

Os compostos fendlicos podem ser divididos em varias classes, os acidos
fenolicos, os flavondides e os taninos (Touati et al., 2015). Para alguns autores, 0s acidos
fenolicos (acido elagico, acido protocatecuico e acido vanilico) sdo os mais identificados
na cortica, embora também seja detetado acido cafeico, escopoletina, &cido ferulico,
coniferaldeido, sinapaldeido, &cido benzoico, &cido p-cumaérico, entre outros (Figura 14).
Silva et al., (2005) identificaram os taninos elagitaninos, em particular a castalagina. A
abundancia relativa de cada composto fendlico identificado demonstra ser variavel
mediante a origem geografica da cortica (Touati et al., 2015). Em Portugal e Espanha, o
acido elagico, galico e protocatechuico, foram identificados como o0s principais

compostos presentes na cortica (Touati et al., 2015).
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Figura 14: Estruturas de alguns compostos bioativos identificados em extratos da cortiga. Adaptado de
(Castola et al., 2005; Santos et al., 2010).

2.5.2. Propriedades antioxidantes

O interesse pelos compostos fendlicos naturais baseia-se numa grande variedade
de propriedades relevantes, nomeadamente na industria de alimentos, cosméticos,
plasticos e farmacéutica, tais como, propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
eliminadores de radicais e antimicrobianas, anticancerigenas, anti-HIV, antibacterianas,
antimutagénicas, antialérgicas, antifingicas e outras atividades bioldgicas, quando
isoladas de varias plantas (Santos et al., 2010; Silva et al., 2005). Desta forma, a
importancia destes compostos tem aumentado de forma evidente, ndo s6 pela sua
capacidade de neutralizar radicais livres associados a doencas mas também por nédo
apresentarem efeitos adversos como é frequente com 0s compostos sintéticos (Santos et
al., 2010).

Os principais compostos triterpénicos dos extrativos da cortica sdo: fredelina,
betulina, &cido betulinico, cerina e B-sitosterol. A fredelina é um composto conhecido

como analgésico e anti-inflamatério. Varios autores relataram as atividades antifingicas
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deste composto e concluiram que deveria ser um potencial candidato no tratamento de
algumas doencas infeciosas. Relativamente ao acido betulinico, este cativa uma especial
atencdo, uma vez que mostra uma grande variedade de propriedades bioldgicas e
medicinais. Alguns autores mencionaram que o0 &cido betulinico apresenta varias
propriedades farmacoldgicas e outras atividades bioldgicas, quando isoladas de varias
plantas. Este composto € conhecido principalmente por ser usado no tratamento de
doencas cancerigenas. No caso da betulina, verificou-se que possui propriedades
antibacterianas, anti-inflamatorias e cicatrizantes. Enquanto o p-sitosterol € um composto

capaz de reduzir o colesterol alto prevenindo assim doencas cardiacas (Manrique, 2016).

2.5.3. Impressao Molecular

Devido as inumeras propriedades acima referidas, tem sido verificado um
crescimento no interesse por estes compostos naturais, nomeadamente pelas industrias
farmacéutica, biomédica, biotecnoldgica e cosmética.

A técnica de impressdo molecular visa a criacdo de cavidades feitas sob medida,
com uma alta especificidade e afinidade em relacdo a uma molécula alvo particular,
dentro de uma rede de polimero, desempenhando assim um papel de anticorpos artificiais
como apresentado na Figura 15. Esta técnica foi sugerida em trabalhos recentes para obter
materiais que juntam caracteristicas de reconhecimento molecular. Devido a simplicidade
da preparacdo e a sua estabilidade quimica, os polimeros molecularmente impressos
(MIPs) abrangem diferentes tipos de aplicacgdes, incluindo separagdo (cromatografia e
bio-separacdes), sistemas de extracdo em fase sélida (SPE) e entre outros (Gomes et al.,
2017; Kadhirvel et al., 2015; Oliveira et al., 2016).

Apos a formacdo da rede (muitas vezes através de uma polimerizacdo de radicais
livres usando um alto conteldo de agente reticulante), os locais de ligacdo concedidos
devem preservar a estabilidade geométrica, permitindo assim a absorc¢éo e a libertacdo da
molécula alvo em varios ciclos. A fim de assegurar a estabilidade geométrica e a
reversibilidade do processo de reconhecimento molecular, uma grande quantidade de
agente de reticulacdo (80 % ou mais) é frequentemente utilizado na sintese de MIPs
(Oliveira et al., 2016). No entanto, varios autores notaram que o desempenho dos MIPs é
afetado por vérios fatores, nomeadamente o processo de preparacdo (a composicao
quimica, as interagcBes entre a molécula modelo e o mondémero funcional) e pelo
mecanismo da reacdo em solugdo, massa ou precipitacdo/suspensdo (Oliveira et al.,

2016). O comportamento dos MIPs no reconhecimento molecular também é afetado pela
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morfologia dos materiais obtidos devido a possivel limitacdo dos mecanismos de
transferéncia de massa (o tamanho da molécula alvo desempenha um papel importante) e
da éarea superficial disponivel (Gomes et al., 2017).

o

Mondémeros funcionais
Molécula alvo

retengdo W moalécula alvo

—
na

molécula alvo, remogdo

Figura 15: Esquema representativo da sintese de MIPs.

Além disso, o desempenho no reconhecimento molecular por parte dos MIPs
depende também das condicGes de aplicacdo, particularmente a extensdo das interacdes
hidrofilicas e hidrofdbicas entre os MIPs e as moléculas alvo, bem como das suas
interacdes com o0s solventes considerados e as diferentes moléculas presentes nas
solucdes. Neste contexto, um dos parametros mais importantes é a polaridade do solvente
considerado nos processos de sorcdo/dessorcdo (Gomes et al., 2017; Kadhirvel et al.,
2015; Oliveira et al., 2016).

Esta técnica vai ser utilizada neste trabalho para a concentracdo, retencdo e
libertacdo controlada de compostos bioativos presentes em extratos de cortica,

nomeadamente polifendis.
2.6. Extracdo com fluido supercritico (SFE)

A extracdo com fluido supercritico tem vindo a ser explorada pela industria
(Galicia-Luna et al., 2000), uma vez que é conhecida como uma tecnologia “verde” e com
um grande potencial de expansao industrial em Portugal (Gomes et al., 2007). Na Figura
16 esté representada a instalagdo de extracdo com fluido supercritico (CO2) usada neste
trabalho.
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Figura 16: Instalacdo experimental usada neste trabalho na extracdo com fluido supercritico (SFE).
2.6.1. Caracteristicas dos Fluidos Supercriticos

Do ponto de vista termodinamico, o diagrama de fases de uma substancia é uma
representacdo grafica onde € possivel observar-se as condic6es de equilibrio entre fases
termodinamicamente distintas. Um diagrama de fases, seja de uma substancia pura ou de
uma mistura de substancias, mostra em que regides de pressao e temperatura as diversas
fases sdo termodinamicamente estaveis conforme pode ser observado sob o ponto de vista
genérico na Figura 17 (Herrero et al., 2010, McHugh et al., 1994).

Pressio e

salido

gds

Te Temperatura msjie

Figura 17: Diagrama de fases tipico de uma substancia pura.

A presséo critica pode ser definida como a pressdo minima necessaria para fundir
um gas a uma determinada temperatura, enquanto a temperatura critica pode ser definida
como a temperatura acima da qual é impossivel fundir um gas por compressao. Assim,
uma substancia acima da temperatura critica ainda se comportara como um gas,

independente da pressao aplicada (Mukhopadhyay, 2000).
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No estado supercritico, as substancias possuem caracteristicas intermediarias
entre um gas e um liquido. Os fluidos supercriticos possuem coeficientes de difuséo
préximos aos de um gas. A sua capacidade de difusdo chega a ser superior a dos liquidos
em uma a duas ordens de magnitude, o que proporciona uma rapida e eficiente
transferéncia de massa. Outra caracteristica é a sua baixa viscosidade e a auséncia de
tensdo superficial, o que facilita a penetragdo dos fluidos supercriticos na matriz sélida
(Carrilho et al., 2001; Herrero et al., 2010; McHugh et al., 19944; Mukhopadhyay, 2000).
O CO2 e muito usado em processos supercriticos dado que é possivel operar em condigdes
amenas de temperatura e pressdo e também porque, dada a sua abundancia, é

relativamente um gas barato.

2.6.2. Instrumentacéao/Operacao

Um sistema de extragdo supercritica com CO- (Figura 16 e Figura 18) inclui
basicamente os seguintes componentes: uma fonte de CO,, um compressor ou bomba de
alta pressdo, um vaso extrator, uma valvula de descompressdo e uma camara de
separacdo, além de diversos controladores de temperatura e pressao. O CO- pressurizado,
no estado liquido, € fornecido ao sistema através do compressor, passando por um pré-
aquecimento, onde a temperatura é elevada, ocorrendo assim a passagem do estado
liquido para o estado supercritico. O CO> supercritico, a medida que flui no sistema, passa
pela matriz sélida localizada na cAmara de extracdo. Apds a mistura soluto-solvente este
é submetido a despressurizacdo. Quando a pressdo e temperatura sdo reduzidas, o extrato
precipita no extrator (Carrilho et al., 2001; Herrero et al., 2010; McHugh et al., 1994;
Mukhopadhyay, 2000).
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Figura 18: Esquema basico do processo de extracdo supercritico. Adaptado de (Farias-Campomanes et al.,
2013).
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Como foi atrds mencionado, a extracdo com CO. supercritico é atualmente
utilizada em processos sustentaveis e em areas de grande variedade, incluindo a inddstria
alimentar, farmacéutica e engenharia ambiental (Santos et al., 2012).

Apesar do CO, ser um solvente de baixa polaridade e sua seletividade variar
consideravelmente com a densidade, a extracdo supercritica permite um ajuste das
condicGes de extracdo de acordo com as necessidades especificas das substancias a serem
extraidas, assim como o fracionamento dos extratos (Manrique, 2016; McHugh et al.,
1994; Mukhopadhyay, 2000).

Em geral, neste tipo de processos, o software utilizado ajuda a visualizar todas as
condicBes de operagdo de uma forma simples, podendo haver um bom controlo da
experiéncia e também monitorizar e registar todas as condi¢Bes de operacao (temperatura,

pressdo, etc.) nos intervalos de tempo definidos.

2.6.3. Extracdo supercritica de 2,4,6-Tricloroanisol (TCA) na cortica

O TCA é o composto mais frequentemente associado a contaminacdo de cortica
nos vinhos. Os valores encontrados na bibliografia para os limites de TCA diferem de
autor para autor. Os bons especialistas em vinhos reconhecem um teor de TCA de cerca
de 2 ng/L, enquanto os consumidores usuais observam concentracdes entre 5-10 ng/L
(Juanola et al., 2004; Lack et al., 2005; Taylor et al., 2000).

A extracdo com fluido supercritico (SFE) oferece um método de extracao rapido
e seletivo que usa pequenos volumes de solventes orgéanicos e resulta em extratos
concentrados. Lack et al., (2005) indicam que o COz supercritico permite uma reducéo
do contetddo de TCA abaixo do limite detetavel, 0,5 ng/L. A cortica tem uma densidade
aparente muito baixa (cerca de 60 kg/m?), o que torna necessario um cuidado especial no
equipamento para a carga e descarga dos extratos. Lack et al., (2005) concluiram que
durante o processo SFE, pressdes entre 100-300 bar e temperaturas entre 40-60 °C, o
comportamento da elasticidade da corti¢a ndo € alterada e se a rolha no processo final for
deformada, 97 % da forma original & novamente alcangada em cerca de 30 segundos.

A extracdo supercritica vai ser testada neste trabalho para a remocéo de 2,4,6-
tricloroanisol. Sera também estudado o tratamento de rolhas de cortica com CO2 gasoso
para remocao do ar contido na cortica e evitar a formagao de “papinhos” nos tratamentos

com vapor de agua, conforme discutido no capitulo 5.
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2.6.3.1. Quantificacdo do TCA extraido em ng/L

O TCA é o principal responsavel pelo desenvolvimento de aroma a mofo no vinho
engarrafado, devido & sua migragdo para as rolhas de cortica, o que resulta em enormes
perdas para a industria do vinho (Peres et al., 2013).

Uma técnica que foi recentemente equacionada para quantificar a presenca de
TCA, em ng/L, é a voltametria ciclica (CV), uma vez que é um método rapido, de baixo
custo, portatil e de utilizacdo facil (Peres et al., 2013). A CV é a técnica mais
frequentemente usada para adquirir informacdes qualitativas sobre 0S processos
eletroquimicos. A eficiéncia desta técnica resulta do facto de fornecer rapidamente
informac@es sobre a termodindmica de processos de oxidacao-reducdo (Pacheco et al.,
2013). O varrimento € feito em dois sentidos, a uma velocidade constante e conhecida,
permitindo desta forma o estudo de reacGes eletroquimicas diretas e inversas, através da
observacao de picos catodicos e anodicos da espécie eletroativa (Wang, 2006).

Em voltametria ciclica, é aplicado um potencial de onda triangular variavel ao
Elétrodo de Trabalho (ET). Como se pode verificar pelo esquema da Figura 19 entre 0s
tempos t0 e t1 é aplicada um potencial que inverte o sentido em t1, quando atinge um
dado potencial, retornando em seguida ao valor inicial de potencial, no tempo t2.
Dependendo da composicdo da amostra, a diregdo do varrimento inicial pode ser positiva
ou negativa. Um varrimento direcionado para valores de potencial mais negativo é
designado por varrimento normal, enquanto o varrimento na direcdo oposta é denominado
por varrimento inverso (Wang, 2006).

Esta técnica vai ser considerada neste trabalho para avaliar a possibilidade de
quantificar o TCA em extratos de cortica. No entanto, sera também usado 0 método mais
consensualmente usado na industria corticeira que é baseado em microextragdo em fase
solida com cromatografia gasosa e detecdo por captura de eletrdes (SPME-GC-ECD). As
analises realizadas neste contexto (detecdo na gama de ng/L) sdo fornecidas pela
corticeira Amorim & Irmdos. A quantificacdo de TCA em concentracGes na gama de
mg/L sera aqui também realizada usando HPLC com detecdo UV. Todos estes aspetos
serdo explorados nos capitulos 4 a 6 deste trabalho.
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Figura 19: Esquema do potencial de onda triangular da voltametria ciclica. Adaptado de (Wang, 2006).

2.6.4. Extracdo de compostos bioativos na cortica

A obtencdo de compostos fendlicos presentes na cortica, Quercus suber L, através
da extracdo com CO; supercritico tem também sido bastante explorada durante os ultimos
anos. Os compostos fendlicos em geral sdo moléculas muito instaveis, sendo facilmente
oxidaveis e suscetiveis a degradacdo. Os principais fatores que podem desencadear a
degradacéo destes sdo: temperaturas elevadas, valores extremos de pH e a presenca de
luz e oxigénio. A extracdo com fluido supercritico apresenta uma alternativa para a
obtencdo de compostos fendlicos, uma vez que proporciona a obtencdo de extratos
relativamente limpos, ou seja, sem a presenca de acucares, clorofilas e pigmentos, em
temperaturas baixas, 0 que garante a estabilidade destes compostos (Junior et al., 2014;
Stalikas, 2007). Geralmente com este método de extracdo, usam-se pressfes mais
elevadas, na faixa dos 150 a 300 bar, ou adiciona-se co-solvente. Relativamente a
temperatura, normalmente sdo aplicadas temperaturas amenas, na faixa de 35 a 60 °C
com o objetivo de evitar a degradacdo térmica destes. Os co-solventes mais utilizados
sdo: metanol, etanol e acetona (Junior et al., 2014).

A extracdo supercritica da casca da cortica utilizando CO; puro resulta na
obtencdo de compostos lipofilicos e fendlicos. Castola et al., (2005) verificaram a
capacidade de CO2 supercritico para extrair triterpenos da cortica. Em primeiro lugar, o
material foi previamente pesado (50 g de po6 de cortica) e este foi submetido com uma
taxa de fluxo de CO2 de 0,8 kg/h resultando na obtencdo de um rendimento de extrato
certa de 7 % nas melhores condicgdes de extracdo: 220 bar e 50 °C. Apdés 6 h, a taxa de
extracao era maior e, apds esse tempo, ndo foram observados aumentos significativos na
recuperacao do extrato total.

Este método de extracdo vai também ser considerado neste trabalho para a

extragdo de compostos bioativos na cortica. No entanto, para efeitos comparativos, seréo
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também consideradas técnicas alternativas de extragdo, nomeadamente extracdo soxhlet,

por ultrassons e hidro-alcodlica.
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Capitulo 3 — Materiais e Equipamentos

Nesta seccéo é apresentada uma listagem dos reagentes, equipamentos e materiais
utilizados nas sinteses, purificagdes, testes e aplicacfes praticas consideradas. Os detalhes
sobre a utilizacdo desses materiais e equipamentos sdo fornecidos nos capitulos 4 a 6

deste documento.
3.1. Reagentes usados na sintese dos MIPs

Na Tabela 1 sdo descritos os reagentes usados na sintese de polimeros
molecularmente impressos (MIPs). Os materiais produzidos foram testados na retencao

de polifendis presentes em extratos de cortica, conforme explorado no capitulo 6.

Tabela 1: Reagentes utilizados no processo de sintese de polimeros molecularmente impressos (MIPs).

Massa Massa
Reagentes Estrutura Quimica molecular volumica Fornecedor
(9/mol) (g/ml)
[¢]
HO
. OH
Acido galico (GA) 170,12 1,7 Sigma-Aldrich
HO
OH
|
Acetonitrilo (ACN) H_T_CEN 41,04 0,781 Fisher
Chemical
H
S N
4-vinilpiridina (4VP) \ / \ 105,4 1,051 Alfa Aesar
CH,
CH, 0
Metacrilato de 2- L cH
3
dimetilamino Etilo e’ NN 157,22 0932  Sigma-Aldrich
(DMAEMA) CH,

(0]

Etileno glicol
dimetacrilato 0
NN 198,22 1,051 Sigma-Aldrich
(EGDMA)
0]
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Tabela 1: (Continuacao).

Massa Massa
Reagentes Estrutura Quimica molecular volimica Fornecedor
(g/mol) (g/ml)
0
T H,C CH
N,N - Dimetilacrilamida 2 \)k 3
N N 99,13 0,962 Sigma-Aldrich
99 % (DMA) |
CH;
o]
N,N-dimetilformamida )K Fisher
CH
(OMF) y N/ 3 73,09 0,944 Chemical
CHjs
H,C  CH,
/N
2,2’-az0-bis-iso- / o ~ 164,21 1,1 Sigma-Aldrich
, , igma-Aldric
butironitrilo (AIBN) & g
HyC  CHj
(0]
Acido Acrilico (AA) CH, 72,06 1,051 Sigma-Aldrich
=
HO
Amberlite® XAD4 - - 1,02 Sigma-Aldrich
Amberlite® XAD7HP - - 1,05 Sigma-Aldrich
Supelite™ DAX-8 - - 1,09 Sigma-Aldrich

3.2. Reagentes utilizados na quantificacdo de TCA e de polifendis.

Na tabela 2 sdo apresentados reagentes utilizados em diversas tarefas relacionadas

com a migracdo de TCA na cortica e sua quantificacao (ex. por HPLC gradiente) e estudos

envolvendo a quantificagéo por voltametria ciclica de TCA e também de polifenois. Esses

aspetos serdo explorados fundamentalmente nos capitulos 4 e 5 deste trabalho mas

algumas dessas moléculas sdo também consideradas no capitulo 6 (retengdo em MIPs).
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Tabela 2: Reagentes utilizados para a quantificagdo do TCA e dos polifendis.

Estrutura Massa molecular Densidade
Reagentes o Fornecedor
Quimica (g/mol) (g/mL)
OCH,
Cl Cl
2,4,6-tricloroanisol
99 % (TCA) 211,47 ~1,4 Sigma-Aldrich

Cl

Etanol (EtOH) N

46,06 0,789 PanReac AppliChem

Tetrafluoro borato de
x /_/_

tetrabutilamonio 329,27 - Sigma - Aldrich

(TBAB) _ﬁ/ \x

Perclorato de

- - x _/_ O - -
tetrabutilamonio _ﬁ/ \xo ¢i:o 341,91 - Sigma — Aldrich
(TBAP)
Acido cloridrico HCI 36,46 1,18 Panreac
(HCI)
Cloreto de Potéassio Labkem
KCI 74,55 1,98
(KCI)
|
H——C—OH
Metanol (MeOH) ‘ 32,04 0,79 Fisher Chemical
H
Hidroxido de Sodio .
NaOH 39,99 2,13 Vencilab

(NaOH)
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Tabela 2: (Continuacao).

Estrutura Massa molecular Densidade
Reagentes . Fornecedor
Quimica (g/mol) (g/mL)
Cl
HZO////, \\\\\OHZ
Cloreto de ferro (1) "R 198,84 - Sigma - Aldrich
tetra-hidratado H20/ | \OHz
Cl
Cl
Cloreto de ferro (111) F|e 162,20 - Acros Organics
c1/ Cl
0
Fosfato monossédico
_P_
(NaH,PO,) HO ONa 120,00 2,03 Panreac
OH
0
Fosfato dissddico
HO——P——ON
(Na;HPOL) 0 ONa 141,96 0,5 Panreac
ONa
o ) HO O oH
Acido Cafeico (CA) j@\j/ 180,16 1,48 Acros Organics
HO
0
<. S A OH
Acido Ferulico (FA) 194,18 1,14 Acros Organics
HO
_0
OH
Quercetina O‘ oH
Hidratada HO O ol 302,24 1,8 Acros Organics
OH

Nota: Na preparagdo das solugdes aquosas foi utlizado dgua desionizada;

3.3. Instrumentacé&o utilizada nos testes de voltametria ciclica

Nos testes realizados por voltametria ciclica (capitulo 5) foi utilizado um

potencidstato XPOT da ZaHNER. Este potencidstato opera numa gama de corrente

de +500 mA e um intervalo de potencial de +10 V. As especificacdes técnicas do

instrumento XPOT considerado s&o apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3: EspecificacBes técnicas do Potencidstato — XPOT.

Modo de operacao pot/gal
Intervalo de potencial 4V /+10V
Precisdo da poténcia +0,1% /1 mV
Intervalo de corrente +10 nA - £500 mA
Precisédo de corrente 0,2% /100 pA

Dissipacdo da poténcia 30W@ Ta
Poténcia de saida 12W @ Ta
Intervalo de frequéncia 10 uHz — 200 kHz
Intervalo de impedancia 0,10-1GQ
Temperatura ambiente do equipamento 0°C...20°C
Requisitos do sistema IM6/Zennium + EPC42

Nos testes de voltametria ciclica foram utilizados elétrodos com diferentes
caracteristicas dado que a magnitude dos diversos mecanismos eletroliticos estudados
depende das propriedades da superficie dos materiais usados. Na Tabela 4 apresentam-se

as especificagdes fundamentais dos elétrodos utilizados neste trabalho.

Tabela 4: Elétrodos utilizados na voltametria ciclica.

Tipo de ~ Diametro  Area _ )
. Geometria Configuracdo  Fornecedor
elétrodo (mm) (mm?)
Platina (Pt) Quadrado 400 Contra- Sensortechnick
_ elétrodo
Platina (Pt) 2 3,142 Metrohm
(CE)
Elétrodo de
Ag/AgCI 5 19,625 referéncia Metrohm
Circular (ER)
Carbono Vitreo 2 3,142 Metrohm
Elétrodo de
Prata 5 19,625 Alfa Aesar
Trabalho
Ago 4 12,566 -
(ET)
Cobre 5 19,625 -
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3.4. Outros equipamentos

Nas diferentes tarefas experimentais e testes realizados neste trabalho foi usado
um conjunto de outros equipamentos cujas caracteristicas fundamentais estdo descritas

na Tabela 5.

Tabela 5: Descri¢do do conjunto de equipamentos utilizados nos diversos procedimentos experimentais

realizados neste trabalho.

Equipamento Modelo Marca Software
Balanca Analitica AS/220/C/2 RADWAG -
GPC Max VE2001
GPC TODA 203 VISCOTEK Paralab
UV detector 2520 KNAUER
Extractor Soxhlet HMO1 Series Labbox -
Espectrofotometro V-530 JASCO VWS-580
UV-vis Spectra Manager
Bomba de vacuo RE30022C Stuart -
Reator/extrator Parr 4848 Parr instrument CO LabWIEW

supercritico

Sistema de extracao

em fase solida

Manifold Standard
12 — Port Model

SIGMA ALDRICH

Medidor de pH inoLab WTW -
Bomba de HPLC AzuraP 4.1S KNAUER -
Banho de ultrassons ULTRASONS-H P SELECTA -
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Capitulo 4 - Modelacdo da difuséo do TCA (2,4,6-

tricloroanisol) na cortica

Neste capitulo apresentam-se resultados relativos ao estudo da difusdo do TCA na
cortica. Com este objetivo, foram realizadas experiéncias de imerséo de rolhas de cortica
em solucbes liquidas contendo quantidades conhecidas de TCA. Os estudos
experimentais foram complementados com o desenvolvimento de um modelo teérico para
descrever o equilibrio de fases liquido/solido e a difusdo do TCA no solido (cortica).
Neste contexto, apenas foi considerada a difusdo radial do TCA na rolha de cortica, uma
vez que é plausivel um efeito muito superior relativamente a difusdo axial, em
consequéncia da geometria da rolha (elevada razdo da area superficial radial
relativamente a area dos topos). A organizacdo celular interna da cortica (meio
anisotrdpico) e a forma como as rolhas sdo produzidas também justifica o dominio da
difusdo radial em relacdo a axial. Sob o ponto de vista experimental, foi medida a
concentracdo de TCA na fase liquida ao longo do tempo. Com este propdsito, fez-se a
amostragem do liquido e determinou-se a concentracdo de TCA através de HPLC
gradiente com detecdo UV. Note-se que a determina¢do da concentracdo de TCA através
desta técnica analitica sé foi possivel porque foram consideradas gamas de concentragdo
muito elevadas (da ordem de mM) em comparacao com aquelas em geral encontradas na
cortica (usualmente na ordem de ng/L). A determinacédo da concentracdo de TCA na gama
de ng/L é na prética feita por microextracdo em fase sélida com cromatografia gasosa e
detecdo por captura de eletrdes (SPME-GC-ECD), como sera explorado no capitulo 5
deste trabalho. A solucdo do modelo tedrico desenvolvido para a difusdo do TCA na

cortica foi obtida por implementacao do método das linhas (MOL) em MATLAB.

4.1. Desenvolvimento do modelo teodrico para a difuséo do TCA na

cortica

Para o estudo da difusédo do TCA na cortica foi considerada a segunda lei de Fick
em coordenadas cilindricas, apenas com difusdo radial, conforme representado na

equacéo 4.1:

0C _ _19GNyy) _ 10 ( ac) ~ <62C 1ac> @)

ot r oar  Aror\or arz ' ror
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Como condicéo inicial do problema considerou-se:

t = 0, 0 <r< R C = CINIT (42)

A coordenada radial r percorre a rolha desde o seu centro (r=0) até a superficie
externa (r=R). Se for considerado que no inicio do processo difusivo (t=0) a rolha nédo

contém TCA, sera C;y;r = 0.

As condicdes fronteira do problema consideradas foram:

ac

5 =0 (4.3)

Esta condicdo aplica-se genericamente no centro (r=0) de todos os sélidos de

geometria cilindrica devido a simetria do processo difusivo.

ac

t>0, T':R, Aa_T| .
r=

= _NAr|r=R = kc(CS - C;) (4-4)
A equacdo 4.4 descreve o transporte de TCA, da fase liquida para a fase sélida

(cortica) na superficie da rolha (igualdade dos fluxos convectivos e difusivos em r=R).

Na Figura 20 é apresentado um esquema relativo a difusdo de TCA na rolha de cortiga e

sua relacdo com o transporte entre fases (liquido/solido).

Solucdo contendo TCA

Concentragdo de TCA
na solugdo Cift)

1 ]1]

Solugdo contendo TCA

Concentragdo de TCA
na solugdo Cyt)

Figura 20: Esquema relativo a difusdo de TCA numa rolha de cortica quando colocada em solugéo liquida
contendo esta molécula. E considerada a variagio no tempo da concentragio de TCA na fase liquida, o

transporte interfases e a difusdo radial em estado transiente na rolha de cortica.
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Por outro lado, o modelo inclui também o balangco material ao TCA na fase

liquida, como representado pela equacao seguinte:

dc.
Vsd—ts = —2nRHk.(Cs — C2) (4.5)
t = O, CS = CSO (46)

Note-se que 2mRH representa a area superficial da rolha de cortica, k. o
coeficiente de transferéncia de massa por conveccao na fase liquida e Cs, a concentragao
inicial de TCA na fase liquida (valor conhecido).

Considera-se também que na interface sélido/liquido (r=R) o TCA se encontra
distribuido em equilibrio termodindmico entre as duas fases (cortica/liquido), sendo este
equilibrio descrito por um coeficiente de particdo K. O coeficiente de particdo do TCA

entre fases (cortica/liquido) € dado pela seguinte equacéo:

C
K = "R c: 4.7

4.2. Implementacdo numérica do modelo em MATLAB

A resolugdo numérica do modelo de convecgdo e difusdo foi feita através do
método das linhas (MOL — Method Of the Lines). Para este efeito é realizada a
discretizacdo do raio do cilindro, conforme representado na Figura 21 com a variavel x

representando a posicdo radial na rolha.

h
NN |
x, =0 x2=h  x3=2h xy = (N —-1)h Iy =NXh=R

Figura 21: Discretizacdo do raio da rolha de cortica (cilindro) para implementagdo do método das linhas
(MOL).

Os conceitos e definicbes fundamentais envolvidos na discretizagdo e

implementacdo das condigdes fronteira sdo descritos atraves das equacoes 4.8 a 4.20.
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A discretizacdo € feita em: N intervalos, sendo o comprimento de cada intervalo

R
=— 4.8
h=5 (4.8)
A grelha de discretizacdo contém portanto N + 1 pontos, cujas localizagdes s&o:
xj=({—1h (4.9

Comj=1,..,.N+1

Consideram-se as seguintes aproximacgoes para as derivadas do espago de primeira

e segunda ordem:

ocC Cy,,— Cy |

| = T (4.10)
xj

9%c|  Cu. —2C, +C,

7 e a— (4.11)

xj

As equacdes diferenciais ordinarias (EDOs) resultantes nos pontos interiores (j =

2, ..., N) sdo portanto:

dC,. (azc 1ac> [ij+1 — Zij + ij—1 1 ij+1 — ij—1
= DA +— =

Xj _ D 100G
dt A\ 9rz + r or h? X; 2h

(4.12)

chm -2, +C,, C., x]_ll
A 2 +
h Zth
A equacdo diferencial ordinaria (EDO) no eixo da rolha (x; = 0) resulta da

seguinte analise:

. acC
o 0C Gy 9’c 1ac\ _ [e%c|  Hma-
r0 ot ar om0 A\arz Trar) T A\ ax2 lir%r

X1 r—
d0%c 0 0%c %Z—f 20%c d%c (4.13)

:DA<WX+6>:DA | e ZDA<WX W)
_ 2D 0%C
T A 9x2

X1
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Sendo que no eixo da rolha (x; = 0) se verificam as seguintes igualdades:

oC

—=0 4.14

3 (4.14)

oC| _Co=Cy_,

dx . - 2 (4.15)
Sendo portanto:

¢, =C, (4.16)
De onde resulta a EDO para a concentragdo de TCA no eixo da rolha:

dCy, 9%C Cr, — 2Cy, + Cy, 2Cy, — 2Cy,

ac =iz ST = T
1 (4.17)

Cx - Cx

— 4DA 2 hz 1

Sobre o raio externo da rolha (xy,.; = R), a respetiva equacdo diferencial

ordinaria (EDO) é resultado da seguinte manipulacéo:

o¢ _ p, e ~ G _ (Cs — C) (4.18)
A axlszsz+1 A 2h c\t§S S '
Logo:
2hk.(Cs — Ce
Gy = Gyt B (4.19)
A

Sendo portanto:

dCXN+1 =D CXN+2 — 2CJCN+1 + CxN CXN+2 — CxN —
dt A h2 XNtk
Cx + thC(CS — CS) _ ZCX + Cx Cx + thC(CS — CS) _ Cx
N DA N+1 N N DA N
= DA h2 + N =
XN+1 (4.20)
-ZCxN + w -2C,,,, w
A A
= DA 2 +
h XN+1h
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O modelo fica completo se as N + 1 EDOs relativas a discretiza¢do do raio da
rolha acrescentarmos a equacdo de conservacdo do TCA na fase liquida dada pela

seguinte expressao e respetiva condicao inicial:

dcC
Vsd—: = —2nRHk.(Cs — C2) (4.21)
t = 0, CS = CSO (422)

O sistemade N + 2 EDOs no dominio do tempo pode ser resolvido em MATLAB
usando, por exemplo, a funcdo ODEA45.

Nas equacles 4.23 a 4.25 apresenta-se a andlise dimensional das equacdes
fundamentais do modelo considerado. Optou-se por usar um sistema de unidades com
ligacdo direta as medicdes realizadas, nomeadamente mM para concentracdo, cm para

espaco e s para tempo.

oc _ 20%C N 10C
ot~ A\orz " ror
(4.23)
mM_cm2 mM mM
o= (o o)
ac
D, — — *
(4.24)
cm’mM  cm
— =M
s cm s
dCs
V¢—— = —2nRHk.(Cs — C;)
dt
(4.25)

3 mM cm
cm® — = cmem—mM
s s

4.2.1. Parametros de ajuste do modelo

O modelo desenvolvido contém trés parametros de ajuste essenciais para o estudo

da difusdo do TCA na cortica. A Tabela 6 descreve os parametros de ajuste considerados
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neste estudo e a Tabela 7 contém gamas tipicas para a difusividade molecular em gases,

liquidos e solidos.

Tabela 6: Descricdo genérica dos trés parametros de ajuste do modelo desenvolvido.

o Coeficiente de Coeficiente de parti¢do do
Difusividade do TCA na _
. transferéncia de massa TCA entre as duas fases
cortica
¢ entre fases (liquido/solido) (liquido/cortica)
Dy k. K

Tabela 7: Gamas tipicas do coeficiente de difusdo molecular em gases, liquidos e solidos.

Difuséo em gases Difusao em liquidos Difuséo em sélidos

D, naordemde 10~ cm?s D, naordemde 1075 cm?s D, na ordem de 10™° cm?/s

No caso da difusdo do TCA na cortica, quando esta esta em contacto com a fase
liquida, um valor médio de difusividade (D,) na ordem de 107 a 10~ cm?/s deve ser
razoavel porque a cortica vai incorporar algum liquido e o material também contém
células vazias com ar. Ja para o coeficiente de transferéncia de massa entre fases (k)
pode obter-se uma primeira estimativa usando o valor limite do namero de Sherwood
para uma esfera sujeita apenas a convecgéo natural, dada pela seguinte equacao:

Sp = KePesfera 5 (4.26)

D AB-tiquido

Sendo Degferq 0 didmetro da esfera e Dyp_iiquiao @ difusividade do TCA na fase
liquida. Para D,f.rq POde usar-se o diametro da esfera que seria equivalente a0 mesmo
volume da rolha (dimensdes médias de uma rolha LxD=4,5%x2,6 cmxcm), ou seja:

3
Vyotna = 23,8 cm’ =21 (%) (4.27)

Sendo portanto D,grerq = 3,57 ¢m. Assim, admitindo Dap_jiquiao~10" cm?/s
para a difusividade do TCA na fase liquida, uma primeira estimativa para o valor de k.
é:

" DAB—liquido

ke =2 =5,6x10"%cm/s (4.28)

Desfera

Note-se que é possivel obter estimativas mais precisas para o valor da difusividade

do TCA no liquido Dyp_jiquiao USando por exemplo a equagdo de Stokes-Einstein,

38



modelo de Wilke and Chang ou o modelo de Hayduk and Laudie (ver paginas 438-440
de Fundamentals of Momentum, Heat, and Mass Transfer, J. R. Welty, C. E. Wicks, R.
E. Wilson, G. Rorrer, Wiley, 5th Edition, 2007). No entanto, o valor considerado
Dag—iiquido ~ 10° cm?/s é suficientemente preciso tendo em consideragdo que apenas se
pretende obter uma primeira estimativa para k.. Este pardmetro serd depois ajustado
através da informagdo experimental disponivel. Da mesma forma, uma correlagdo
alternativa a descrita na equacdo 4.26 poderia também ser equacionada, mas, pelas
mesmas raz0es anteriormente apontadas, esta relagdo simples é suficiente para obter uma
primeira estimativa para o valor de k..

O coeficiente de particdo do TCA entre as duas fases (liquido/cortica), K, descreve
a afinidade do TCA entre a fase liquida e a cortica. Atendendo ao facto do TCA ser uma
molécula hidrofdbica, é de esperar a sua maior preferéncia pela cortica (elevado valor de

K) quando na fase liquida a fracdo de 4gua € grande.
4.3. Estudos experimentais

Nesta seccdo apresentam-se os resultados experimentais obtidos no contexto do
estudo da difusdo do TCA na rolha de cortica. E também descrita a forma como foi feita
a quantificacdo do TCA na fase liquida através do método analitico HPLC gradiente com
detecdo UV. Foram realizadas trés experiéncias (casos de estudo) diferenciando-se
essencialmente o caracter hidrofilo da fase liquida através da variacdo da percentagem de

agua em misturas etanol/agua.

4.3.1. Procedimento Experimental

Preparou-se uma solucdo com concentracdo conhecida de TCA em EtOH. Esta
solucéo (solucdo mée) foi utilizada para preparar todas as solugdes de TCA utilizadas
neste estudo.

Uma solucdo contendo TCA com concentracdo €=94,82 mg/L foi preparada a
partir da solugdo mée usando EtOH/H20 (12/88) como novo solvente. Verificou-se no
entanto a precipitacdo de algum TCA nestas novas condicOes, tendo sido feita a
recomposicao do sistema, por adicdo de ACN, até atingir condigdes que permitissem a
obtengdo de uma solucdo homogénea. Posteriormente, cerca de 100 mL desta solugédo
foram colocados num recipiente fechado contendo uma rolha de corti¢a (que iria ficar

submersa no liquido). A solucédo de partida foi injetada no sistema HPLC gradiente com
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detecdo UV para se conhecer a resposta UV do TCA na solucao inicial (t=0). Ap06s 24 h,
voltou-se a injetar a solucéo de partida que tinha sido colocada num frasco de plastico.
Verificou-se um decréscimo acentuado e inesperado, de cerca de 80 %, da area do pico
do TCA. A explicacdo para esta observacdo ¢ a elevada afinidade da molécula do TCA
com o plastico (ambos hidrofébicos) que tera funcionado como adsorvente.

Em consequéncia, decidiu-se recomecar a experiéncia, substituindo frascos de
plastico por frascos de vidro, e colocando também papel de aluminio a impedir o contacto
da solucdo com a tampa de plastico (ver Figura 22). Desta forma, tentou-se impedir a
migracdo de TCA para outros locais que ndao fossem a rolha de cortica. De forma
semelhante, foram realizadas outras experiéncias em que se fez variar a composic¢ao do
solvente em termos da sua fracdo em agua. Em todas as experiéncias, para além do
sistema contendo a rolha de cortica, foi considerado em paralelo um sistema em condicdes
similares mas na auséncia de rolha de cortica (branco), conforme representado na Figura

22. Todas as experiéncias foram realizadas a temperatura ambiente (cerca de 20 °C).

Figura 22: Registo fotografico de uma experiéncia realizada para o estudo da difusdo do TCA em rolhas
de cortica. A imersdo de uma rolha numa solucéo contendo TCA foi acompanhada pela experiéncia andloga

em “branco”.
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Na Tabela 8 sdo resumidas as condigOes experimentais utilizadas para cada

experiéncia realizada.

Tabela 8: Condicbes utilizadas nas experiéncias relativas ao estudo da difusdo do TCA em rolhas de

cortica.
Experiéncia  Vsolugao mae (ML) Solvente (v/v) Cfinal (mg/L)
1 83 % H20/12 % EtOH/5 % ACN
2 20,86 65 % H>0/35 % EtOH 94,82
3 50 % H20/50 % EtOH

4.3.2. Quantificacdo de TCA através de HPLC gradiente com detecéo
uv

Para estudar a difusdo do TCA (2,4,6-tricloroanisol) numa rolha de cortica, o
método analitico considerado foi HPLC gradiente com detecdo UV. Note-se que 0 uso
desta técnica analitica s6 foi possivel porque foram consideradas gamas de concentragdo
de TCA muito mais elevadas (da ordem de mM) do que aquelas encontradas na cortica
(na ordem de ng/L). O uso de SPME-GC-ECD sera explorado no capitulo 5 para
quantificacdo de TCA em concentracdes da ordem de ng/L. As amostras retiradas ao
longo do tempo da fase liquida foram analisadas usando uma coluna Ascentis® C18, com
um tamanho de particula de 5 um e com dimensées L x ID =25 cm x 4,6 mm. A coluna
foi colocada num sistema GPC Viscotek + Viscotek TDA 305, incorporando também um
detetor UV. O gradiente de solvente usado iniciava-se com o solvente A=90 % de H2O e
10 % de ACN a pH=3 (ajustado com acido acético) e terminava no solvente B=10 % de
H>0 e 90 % de ACN a pH=3 (ajustado com acido acético). O tempo de andlise foi de 45
minutos, a um caudal de Q=1 mL/min, com a coluna a 45 °C e considerando o
comprimento de onda A=280 nm (este comprimento de onda foi escolhido tendo em
consideracdo o varrimento espectral apresentado na Figura 23).

Na Figura 24 apresentam-se cromatogramas correspondentes a analise por HPLC
gradiente de solugdes contendo TCA a diferentes concentragdes (partiu-se de uma
solugdo méde com concentracdo de 206 mg/L). Essas analises mostram um pico
correspondente ao TCA bem definido, por volta de 39 min, caso a concentracdo desta
molécula seja suficientemente elevada. De facto, os resultados apresentados na Figura 24

mostram que a quantificacdo de TCA deixa de ser possivel por esta técnica quando a sua
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concentracdo é inferior a cerca de 20 mg/L. Nesse caso (ver Figura 24 (c)), apenas o sinal
correspondente ao ruido do sistema é observavel, como se conclui através da comparagao
com a anélise do branco (note-se que o0 pico observado a cerca de 36 min € ruido intrinseco

do sistema de analise).

3.00
250
©2.00
2
€150
21.00
<
0.50
0.00

——Padrao de TCA

200 220 240 260 280 300 320 340
Comprimento de onda (nm)

Figura 23: Varrimento espectral de uma solugdo de TCA em etanol indicando um maximo de absorvancia

a cerca de 280 nm.

0.20 0.16
015 ——TCA L 012 —TCA
S ——Branco S ——Branco
o
2 0.0 S 008
(@] o
3 3
< 0.05 < 0.04
0.00 _h\ A _LJW 000 A e J"J
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tempo (min) Tempo (min)
(a) (b)
0.05
« 0.04 —TCA
‘c —— Branco
£ 003
§0.02 J
<‘:0.01

Tempo (min)

(©
Figura 24: Cromatogramas correspondentes a analise por HPLC gradiente com dete¢do UV de solucdes
contendo TCA (A=280 nm). As solucBes injetadas foram preparadas a partir de uma solucdo mae de TCA
em etanol com concentracdo 206 mg/L. (a) Diluicdo da solucdo mde em ACN/H,0 (50/50) com fator de
diluicdo F=1,5; (b) Diluicdo da solucdo mée em ACN/H0 (50/50) com F=2; (c) Diluicdo da solucio mae
em EtOH/H,0 (12/88) com F=10.
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Deste modo, nas experiéncias para estudo da difusdo do TCA nas rolhas de cortiga,
a concentracdo de TCA na fase liquida foi estimada através do calculo da area do pico
observado por volta de 39 min (ver Figura 25). Em todos os casos, foi feita a analise da
solucdo inicial (t=0) e também de amostras recolhidas da experiéncia em branco (ver
Figura 25).

0.12 T T T T T T T T T

Solugéo inicial
Branco apés 30 dias
0.1 Solugéo apos 30 dias |

0.06

Resposta UV

y — Y r———
2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380

Tempo (s)

Figura 25: Exemplos de cromatogramas correspondentes & andlise por HPLC gradiente de amostras
contendo TCA (A=280 nm). Foi realizado este tipo de analises para amostras retiradas ao longo do tempo
nas experiéncias de estudo da difusdo do TCA na cortica.

Com base na quantidade de TCA na fase liquida, assim estimada para cada tempo
de amostragem (4;), e tendo em consideracdo o pico correspondente a solucdo inicial
(A4,), foi calculada a fracdo de TCA transferida para rolha de corti¢a, como representado

na equacao seguinte:

h=—F— (4.29)

No entanto, como se pode observar na Figura 25, a propria area do pico de TCA
correspondente a experiéncia em branco varia com o tempo, o que pode indicar uma fonte
ndo identificada de consumo de TCA, para além da rolha. Assim foi estimada uma
segunda fracdo de TCA transferido para a cortica, considerando tambem esta migragéo

suplementar da molécula:

f="2" (4.30)
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Em que A representa a area do pico de TCA da amostra recolhida da experiéncia
em branco, no mesmo tempo de amostragem em que se mediu A.

Os estudos de ajuste do modelo tedrico desenvolvido e implementado
numericamente em MATLAB foram realizados considerando dois cenarios para os dados
experimentais:

Caso 1: consideracédo direta dos valores experimentais correspondentes a f;, ndo
contabilizando portanto fontes suplementares de retencdo de TCA para além da cortica.

Caso 2: consideracdo da média dos valores de f; e f, e do respetivo desvio padréo.
Neste caso inclui-se na andlise o efeito de fontes suplementares de consumo de TCA e 0s

desvios observados permitem avaliar o caracter aleatorio dessas contribuicées.

4.4. Comparacao dos resultados experimentais com previsoes teoricas e

ajuste de parametros do modelo

Nas Figuras 26 a 28 apresentam-se resultados relativos a solugdo do modelo
tedrico desenvolvido e implementado posteriormente em MATLAB, nomeadamente a
variacdo da concentracao de TCA na rolha de cortica em funcdo da posicdo no espaco
(raio) e do tempo. Usou-se na integragdo do sistema de ODEs, resultante da discretizagdo
do espago, a fungcdo ODE45 do MATLAB. Tipicamente, foi considerado um sistema de
N + 2 = 202 EDOs simultaneas no dominio do tempo, tendo no entanto sido avaliado o
efeito do aumento de N até ndo se observarem modificagbes na solugdo do problema.

A solucdo do problema fornece também a variacdo da concentragcdo de TCA na
fase liquida ao longo do tempo (Equacéo 4.21), permitindo portanto o calculo da fracédo
de TCA transferido para a cortica, conforme previsdes apresentadas nas Figuras 26 a 28.
Essas previsfes sdao também comparadas com os valores experimentais calculados em
cada caso para os dois cenarios atras descritos.

A anélise da sensibilidade das simulacGes relativamente aos trés parametros do
modelo, Dyg, k. € K, mostrou uma menor dependéncia em relacdo aos valores de Dyp €
k. e um forte efeito de K nas previsdes. Desta forma, foi decidido fixar D5 € k. nas
diferentes experiéncias e proceder & otimizagdo do valor de K correspondente a cada

experiéncia.
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Concentragdo de TCA na rolha em fungdo do tempo e do espago
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Figura 26: Resultados para as simula¢fes do modelo desenvolvido e implementado em MATLAB e
comparacdo com os valores experimentais (Exp. 1): (a) Previsdo da concentracdo de TCA na rolha em
funcdo do tempo e do espaco (b) Comparacgdo entre a previsdo e valores experimentais para a fracdo de
TCA transferido para a rolha (caso 1); (c) Comparacdo entre a previsao e valores experimentais para a

fracdo de TCA transferido para a rolha (caso 2).
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Concentragdo de TCA na rolha em fungdo do tempo e do espago
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Figura 27: Resultados para as simula¢fes do modelo desenvolvido e implementado em MATLAB e

comparacdo com os valores experimentais (Exp. 2): (a) Previsdo da concentragdo de TCA na rolha em
funcdo do tempo e do espaco (b) Comparacgdo entre a previsdo e valores experimentais para a fracdo de
TCA transferido para a rolha (caso 1); (c) Comparacdo entre a previsdo e valores experimentais para a

fracdo de TCA transferido para a rolha (caso 2).
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Figura 28: Resultados para as simulacdes do modelo desenvolvido e implementado em MATLAB e

Fraccéo de TCA transferida para a cortica

comparacdo com os valores experimentais (Exp. 3): (a) Previsdo da concentragdo de TCA na rolha em
funcdo do tempo e do espaco (b) Comparacgdo entre a previsdo e valores experimentais para a fracdo de
TCA transferido para a rolha (caso 1); (c) Comparacdo entre a previsdo e valores experimentais para a

fracdo de TCA transferido para a rolha (caso 2).
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Na Tabela 9 apresenta-se de forma resumida o conjunto de valores para os trés
parametros do modelo, obtidos com as diferentes condi¢Ges experimentais consideradas.

Tabela 9: Valores dos trés pardmetros do modelo estimados com as diferentes condi¢es experimentais

consideradas.

Experiéncia K k. (cm/s) D4p (cm?/s)
. Caso 1 45
Caso 2 41
Caso 1 8
2 1x10* 2x10°7
Caso 2 5
3 Caso 1 1.17
Caso 2 1.06

Os estudos realizados mostraram que apenas variando substancialmente os valores
de K para as diferentes experiéncias realizadas, onde foi alterado o caracter hidréfilo do
solvente, era possivel obter um ajuste razoavel entre as previsbes e 0s valores
experimentais. Assim, foram fixados os valores de k. e D,z em todas as experiéncias e
otimizados os valores de K. A otimizacdo foi feita por tentativa erro para minimizacao da
funcdo objetivo. Note-se que estudos de otimizacdo mais precisos (s6 com K como
parametro de ajuste ou incluindo as trés variaveis) poderao ser realizados considerando
também funcgdes intrinsecas do MATLAB como LSQNONLIN (ex.). No entanto, no
contexto da presente investigacao, resulta de forma inequivoca (com esta analise simples)
a forte dependéncia de K do caracter hidréfilo do solvente usado, considerando o caso 1
ou 2. Os resultados apresentados na Tabela 9 mostram que K diminui substancialmente

quando o caracter hidréfilo do solvente diminui (ver também Tabela 8). Recorde-se que
K= CR/C* mede a particdo do TCA entre o liquido e a cortica e 0 aumento de K
S

corresponde a uma maior preferéncia desta molécula pela cortica. Ou seja, quanto mais
hidrofila for a fase liquida (aumento da quantidade de agua) maior a tendéncia para o
TCA migrar (ou permanecer) na corti¢a. Estes dados sdo também relevantes nas extragéo
do TCA da cortica e mostram que solventes apolares, como por exemplo 0 CO2, deverédo

ser mais eficientes na remocédo desta molécula do sélido.
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Capitulo 5 — Extracdo do TCA da cortica com CO>
supercritico, avaliacdo da deformacdo da cortica e

guantificacédo analitica do TCA

Neste capitulo apresentam-se os resultados obtidos com a extracdo de 2,4,6-
tricloanisol (TCA) da cortica natural, usando um fluido supercritico (SFE), sendo também
discutidas as alteragOes introduzidas nas propriedades mecénicas da cortica e na
geometria das pecas iniciais (deformacdes). Os varios tipos de cortica (rolhas, cubos e
granulado) foram sujeitas a extragdo com CO. supercritico e, de seguida, foram
analisados os extratos obtidos por HPLC gradiente com detecdo UV. Destacam-se ainda
neste contexto os testes realizados com rolhas de cortica positivas, cujo teor inicial de
TCA (ng/L) era conhecido, conforme determinado pela Corticeira Amorim & Irmdos. Em
concreto, as rolhas positivas fornecidas pela Corticeira Amorim & Irmaos foram sujeitas
a testes de extracdo com CO2 supercritico e também a ensaios de impregnacdo com CO>
gasoso. Posteriormente, avaliou-se a taxa de extracdo de TCA destas rolhas através de
medi¢des com SPME-GC-ECD, efetuadas na Corticeira Amorim & Irmdos. Por fim,
avaliou-se a detecdo e quantificacdo de TCA e de compostos fendlicos presentes em

extratos de cortica através da técnica de voltametria ciclica.

5.1. Experiéncias de extracdo de TCA da cortica com CO: supercritico

e de Tratamento de Rolhas com CO; gasoso

5.1.1. Extracéo com CO: supercritico

Neste trabalho, a extracdo com fluido supercritico foi realizada usando um reator
de elevada pressdo instalada pela Paralab. Este equipamento inclui um vaso de reacdo de
aco de 970 mL, um sistema de bombeamento para fornecer didéxido de carbono (COy),
uma valvula de controlo e purga, bem como um regulador de presséo (BPR) e um extrator
(TRAP) para obter os extratos finais. Este equipamento é automaticamente controlado
através de software, instalado também pela Paralab, que permite definir os seguintes set-
point: temperatura da entrada de CO. no reator (COIL), temperatura do reator,

temperatura do BPR e a temperatura da TRAP.
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5.1.2. Experiéncias Realizadas

Nesta subseccdo apresentam-se as experiéncias realizadas no ambito da
impregnacéo de rolhas com CO2 gasoso e extragdo com CO. supercritico (ver Tabelas 10,
11 e 12). Estas experiéncias foram realizadas num reator de elevada presséo, instalado
pela Paralab, como descrito anteriormente. Todas as experiéncias foram realizadas com
amostras fornecidas pela Corticeira Amorim & Irmaos.

Inicialmente realizaram-se experiéncias com CO; supercritico, considerando
rolhas, cubos e granulado de cortica, e, numa fase posterior, efetuaram-se também ensaios
de impregnacéo de CO gasoso em rolhas de cortiga, como descrito na Tabela 10. Nas
duas primeiras experiéncias foram colocadas 12 rolhas de cortica no reator com as
seguintes caracteristicas: rolhas com 4,5 cm de comprimento, 2,6 cm de didmetro (valores
médios) e peso total de 48,6 g. Relativamente aos cubos de cortica, foram colocados 2
cubos (4,7 x 6,3 cm) com um peso total de 54,20 g. No que diz respeito as experiéncias
com granulado de cortica, foram colocadas duas redes no extrator contendo este material
com um peso total de 21,1 g.

As impregnacdes com CO2 gasoso tiveram como primeiro objetivo o estudo das
condigdes de temperatura e pressdo que permitem a impregnacdo mais eficiente das rolhas
com este gas, sem consequéncias mecanicas para as mesmas (alteracdo da geometria e
formacéo de “papinhos”). A ideia final subjacente a este procedimento ¢ a possibilidade
de expulsar o ar contido na cortica através da impregnacdo com CO gasoso e exploracédo
dos consequentes beneficios na extracdo de TCA. De facto, pensa-se que a formacao de
“papinhos” em condi¢Oes agressivas de extracdo com vapor de agua podera resultar da
baixa solubilidade do ar na agua (ex. ~0,023 g ar/kg 4gua a 1 atm e 25 °C) e consequente
deformacdo do material devido a migracdo do gas ao longo da matriz de cortica. A
substituicdo de ar por CO2 gasoso (muito soltvel em agua: ~1,5 g CO2/kg 4guaa 1 atm e
25 °C) é encarada como uma forma de resolver esse problema.

Os testes de pré-tratamento com CO2 gasoso incluiram numa primeira fase a
impregnacédo das rolhas de cortica com este gas e uma segunda fase, similar & primeira,
realizada apds a imersao das rolhas em agua quente (por exemplo) durante um minuto
(ex.) a press@o atmosférica. Esta estratégia foi adotada para tentar expulsar grande parte
do gés (ar + CO2) contido na rolha em consequéncia do primeiro ciclo (aumento da
temperatura da rolha provoca a diminuicdo da solubilidade dos gases) e posterior

colocacdo de novo CO2 no interior da rolha (segundo ciclo). De facto, foi possivel
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observar no decurso destas experiéncias o borbulhar de gases no liquido quando as rolhas

eram colocadas em agua quente, confirmando-se a saida do ar/COz contidos no material.

Tabela 10: Condicdes usadas nas experiéncias relativas a impregnacédo de materiais de cortica com CO;

gasoso e na extracdo com CO; supercritico.

Impregnacéo com COz2 Extracdo com CO:2
Experiéncia Materiais gasoso supercritico
Condicbes Condicoes
1 12 40°C—-160bar—1h
Rolhas de N&o submetidas 40°C —160bar—2h
2 :
Cortica co-solvente (5% EtOH)
2
) 40 °C - 160 bar — 25 min
3 Cubos de Né&o submetidas
) co-solvente (5% EtOH)
Cortica
4 40 °C - 160 bar—4 h
Granulado de ] co-solvente (5% EtOH)
) N&o submetidas
. Cortica 40°C—160bar—4h

co-solvente (5% Acetona)

100 °C — 56 bar — 3 h (100 g COy)
- Rolhas mergulhadas em agua quente )
6 _ Né&o submetidas
(85 °C) durante 1 min

- Repeticdo com CO2 gasoso

90 °C — 30 bar — 3 h (50 g CO»)

4
- Rolhas mergulhadas em agua quente N&o submetidas
7 Rolhas de .
) (85 °C) durante 1 min
Cortica

- Repeticdo com CO2 gasoso

60 °C — 60 bar —3 h (125 g CO»)
- Rolhas mergulhadas em agua quente N&o submetidas
(85 °C) durante 1 min

- Repeticdo com CO2 gasoso
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Tabela 11: Condigdes experimentais usadas na impregnagdo com CO, gasoso e extragdo com CO; supercritico do primeiro grupo das rolhas positivas.

Pré Tratamento — Impregnacado com CO2 gasoso Extracdo com CO:2 supercritico

Cddigo das

Experiéncia rolhas Condicdes Condicoes

0145
9 1023(,)f N&o submetidas 40 °C —-160 bar—3h

o7

1152
10 %13623 N&o submetidas 60 °C — 160 bar —3 h

050

1112 \
0% 100 °C — 56 bar — 3 h (100 g CO»)

11 - Rolhas mergulhadas em agua quente (85 °C) durante 1 min N&o submetidas

1114 m
0135 - Repeticdo com CO; gasoso

1194 o
L0t 90 °C — 30 bar — 3 h (50 g CO»)

12 - Rolhas mergulhadas em agua quente (85 °C) durante 1 min Né&o submetidas

086 m
0134 - Repeticdo com CO, gasoso

1131 60 °C — 60 bar — 3 h (125 g CO,)

13 83?1 - Rolhas mergulhadas em agua quente (85 °C) durante 1 min N3o submetidas
1106 - Repeticdo com CO2 gasoso
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Tabela 12: Condigdes experimentais usadas na impregnagdo com CO- gasoso e extragdo com CO; supercritico do segundo grupo das rolhas positivas.

Cddigo Pré Tratamento — Impregnacédo com CO2 gasoso Extracdo com CO2 supercritico
Experiéncia das Condicdes Condicoes
rolhas ¢ ¢
Eggg 90 °C — 26 bar — 3 h (50 g CO»)
14 F958 - Rolhas mergulhadas EtOH/H20 (50/50) a 50 °C durante 5 min Nao submetidas
- Repeticdo com CO2 gasoso
735
E égg 90 °C — 26 bar — 3 h (50 g CO»)
15 E 859 - Rolhas mergulhadas em agua quente (85 °C) durante 1 min 60 °C — 160 bar — 10 h
E 831 - Repeticdo com CO- gasoso
B 252 90 °C — 26 bar — 3 h (50 g COy)
F 533 - Rolhas mergulhadas em etanol durante 5min o
16 2 - Rolha mergulhadas em agua quente (85 °C) durante 1 min 60 °C 160 bar —10h
F 794 - Repeticdo com CO gasoso
F 220
F 385 x : 0
17 E 757 N&o submetidas 80°C—-80bar—10h
F 865
B270
F866 « : o
18 F482 N&o submetidas 60 °C — 160 bar — 10 h
672
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Como foi atrds mencionado, as rolhas positivas correspondem a materiais com
conhecimento inicial da concentracdo de TCA (ng/L) correspondente. As experiéncias
realizadas tiveram como objetivo verificar a possibilidade de extrair o TCA ai contido e
em simultaneo avaliar o efeito dessa extracdo sobre as propriedades das rolhas,
nomeadamente a sua deformacdo geomeétrica e a formacao de “papinhos”.

Nas Tabelas 11 e 12 apresenta-se um resumo das condigdes de operacéo utilizadas
neste contexto (impregnagdo com CO> gasoso + extragdo com CO- supercritico de rolhas
positivas). A Tabela 11 refere-se ao primeiro grupo de rolhas positivas estudadas e
respetivas condicOes de operacdo. As condic¢des usadas com o segundo grupo de rolhas
positivas (Tabela 12) foram selecionadas na tentativa de minimizar a deformacgéo das
rolhas, mediante os resultados alcangados com o primeiro grupo. Com o segundo grupo
de rolhas positivas foram também considerados tempos de extracdo com CO; supercritico
superiores aos usados com o primeiro grupo.

Na Figura 29 é apresentado um esboco do diagrama de fases do COg,
nomeadamente no que diz respeito a localizacdo da fase gasosa e da fase de fluido
supercritico, e também as condicbes P-T referentes as diferentes experiéncias realizadas
neste trabalho no que diz respeito a impregnacdo com CO2 gasoso e a extracdo com CO>

supercritico de materiais de cortica.

160
140
120 Fluido Supercritico
- @ Ponto critico
= 100
:_.5 Experiéncial,5e9
= 80 N ° Experiéncia 6 e 11
[72]
8 Experiéncia 7, 12, 14, 15 e 16
a 60
Experiéncia 8 e 13
40 Experiéncia 10 e 18
20 C02 Gasoso ® Experiéncia 17

o

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Temperatura (°C)

Figura 29: Esboco do diagrama de fases do CO; e condigdes P-T para as diferentes experiéncias realizadas
neste trabalho relativas a impregnacdo com CO; gasoso e extracdo com CO- supercritico de materiais de
cortica.
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Temperatura (°C)

5.1.3. Resultados obtidos

Através do software de controlo do equipamento foram adquiridos os sinais
obtidos durante a realizacdo das experiéncias e produzidos graficos para a evolucdo da
temperatura, pressdo, fluxo de CO, e massa total de CO. em funcdo do tempo de
operacdo. Na Figura 30 apresenta-se um exemplo correspondente a primeira fase de
impregnacdo com CO, gasoso (experiéncia 14). Na Figura 31 mostram-se os perfis
relativos a uma experiéncia de extragdo com CO; supercritico (experiéncia 17). Os

restantes graficos obtidos com as experiéncias realizadas estdo apresentados no Anexo 1.
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20 0 S o &
Pressdo do reator (bar) s0]l 20 40 60 8 100 120 14010 =
0 -5 -
0 20 40 60 80 100 120 140 -10 . 0
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 30: Dindmica de temperatura, presséo, taxa de CO; e massa total de CO; correspondentes a uma
experiéncia de impregnagdo com CO, gasoso (experiéncia 14 a qual correspondem os seguintes valores de
set-point: T=90 °C e P = 26 bar com tempo total de operacdo de 3 h).
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Figura 31: Dindmica de temperatura, pressdo, taxa de CO, e massa total de CO, correspondentes a uma
experiéncia de extracdo com CO; supercritico (experiéncia 17 a qual correspondem os seguintes valores de
set-point: T=80 °C e P = 80 bar com tempo total de operacéo de 10 h).
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Como podemos observar nas Figuras acima apresentadas (ver também Anexo 1),
a temperatura e a pressdo mantem-se proximas dos valores de set-point até ao momento
em que € decidido realizar a despressurizacao. No processo de pressurizacdo para alcancar
condicdes supercriticas fez-se variar lentamente a massa de CO; introduzida de forma a
facilitar a estabilizacdo da temperatura e pressao nos valores de set-point definidos. Em
todas as experiéncias relativas a impregnagdo com CO> gasoso foi usada a equacéo de
Peng-Robinson (PR) para obter uma estimativa da massa de gas a introduzir, de modo a
alcancar as condicOes pretendidas. Nestes casos foi mais simples obter a estabilizacao do

extrator usando um fluxo aproximadamente constante de CO..

5.1.3.1. Analise por HPLC gradiente dos extratos obtidos com CO:

supercritico

Os extratos da cortica (rolhas, cubos e granulado) obtidos através da extracédo
supercritica (experiéncias 1 a 5) foram analisados atraves de HPLC gradiente a diferentes
comprimentos de onda, nomeadamente 280 e 320 nm. Para esse efeito, comegou-se por
centrifugar 2 mL do extrato durante 4 min. Preparou-se depois uma solugdo em ACN/H>0
(50/50) contendo 60 pL do extrato e 1,5 mL de solvente (ACN/H20 (50/50)). Foi também
preparada uma solucdo analoga contendo 1,5 mL de ACN/H20 (90/10) como solvente e
120 puL de extrato. Pretendeu-se desta forma potenciar a solubilizacdo de compostos
presentes no extrato em funcdo da hidrofobicidade do solvente e também variar a
concentracdo do extrato. Procedeu-se posteriormente a injecdo das solucBes no sistema
HPLC a funcionar em modo de gradiente.

Nas Figuras 32 e 33 séo apresentados os cromatogramas correspondentes aos
extratos obtidos por extracdo supercritica das rolhas de cortica.
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Figura 32: Cromatogramas correspondentes a analise por HPLC gradiente do extrato das rolhas de cortica
em dois comprimentos de onda (280 nm no grafico da esquerda e 320 nm no grafico da direita). Foi injetado
um extrato recolhido no vaso apds operacdo em CO; supercritico. Procedeu-se previamente a dissolugdo
de 60 pL do extrato em 1,5 mL de ACN/H20 (50/50).
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Figura 33: Cromatogramas correspondentes a analise por HPLC gradiente de extratos das rolhas de cortica
a 280 nm. Compara-se aqui o efeito da preparacdo da amostra para injecdo, nomeadamente a concentragdo
e solvente usado (60 uL de extrato em ACN/H>0O (50/50) ou 120 pL de extrato em ACN/H20 (90/10)).

As Figuras acima mostram a possivel presenca de compostos fenolicos nos
extratos obtidos, nomeadamente nas zonas de eluicdo proximas de 2,5 min e no intervalo
de 7 a 15 min. A resposta € maior a 280 nm (o sinal observado a 320 nm € residual), 0
que é indicativo de compostos como &cido galico e similares. Por outro lado, a resposta
parece também variar em funcdo do carécter hidrofobico do solvente, o que é compativel
com a diferente solubilidade em meio aquoso observada para diversos compostos
fenolicos. Note-se que o pico observado a cerca de 36 min é interno do sistema de HPLC
gradiente e deve-se possivelmente & variagdo da absorcdo UV da mistura usada no
gradiente (H2O/ACN). Deve também referir-se que, como esperado, ndo € possivel
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detetar TCA nos extratos obtidos com os materiais de cortica. Como mostrado no
Capitulo 4, o pico deste composto ocorre por volta de 39 min, ndo sendo observavel nas
andlises discutidas neste capitulo. De facto, a existir TCA nos materiais de cortica
tratados, a sua concentracdo no extrato € demasiado baixa (na ordem de ng/L) para ser
detetado por HPLC-UV. Por esta razdo, as analises de quantificacdo de TCA séo
realizadas por métodos analiticos alternativos, nomeadamente SPME-GC-ECD, como a
frente explorado neste capitulo.

No Anexo 2 deste trabalho é apresentada informacéo suplementar sobre a analise
por HPLC-UV dos extratos aqui discutidos, bem como os correspondentes espectros de
absorcdo UV-visivel. Em geral, essas analises mostram que embora seja muito plausivel
a presenca de compostos fenolicos nos extratos obtidos, nas condi¢cBes de operacdo
usadas, a concentracao desses compostos € bastante baixa. No capitulo 6 sera analisada a
utilizacdo de métodos de extracdo alternativos, nomeadamente extracdo soxhlet e
assistida por ultrassons, como forma de potenciar a valorizacdo de compostos fenélicos
presentes em residuos de cortiga.

5.2. Avaliacéo da deformacao da cortica em resultado do seu tratamento

com COz gasoso e extracdo com CO- supercritico

Para as experiéncias detalhadas na seccédo 5.1.2., foi também feita a avaliacdo da
deformacéo da cortica em resultado da impregnagdo com CO2 gasoso e da extragdo com
CO2 supercritico ou da utilizag&o de ciclos combinados dos dois processos.

Na Figura 34 mostram-se registos fotograficos correspondentes a impregnacao de
rolhas com CO2 gasoso a uma temperatura de 100 °C, pressao de cerca de 56 bar durante
3 h. Na Figura 35 mostram-se imagens correspondentes a rolhas sujeitas a extracdo com

CO2 supercritico (40 °C — 160 bar — 2 h) sem nenhum pré tratamento.
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Figura 34: Impregnacéo de rolhas com CO; gasoso ~ Figura 35: Imagens de rolhas de cortica apés a
(experiéncia 11: 100 °C — 56 bar — 3 h). 1: Rolhas  extragdo com CO, supercritico (experiéncia 2: 40 °C
iniciais; 2: Rolhas ap6s a primeira fase; 3: Rolhas  — 160 bar — 2 h).

apo6s a imersdo em agua fervente; 4: Rolhas ap6s a

segunda fase.

Na Figura 36, apresenta-se uma analise semelhante para rolhas submetidas a um
pré-tratamento com CO2 gasoso e de seguida sujeitas a extragao supercritica.

De uma forma geral, os resultados obtidos mostram deformacdes apreciaveis das
rolhas de cortica (inviaveis no processo comercial) para as diferentes gamas de condi¢des
de operacdo usadas com CO2, gasoso ou com CO- supercritico. E relatado na literatura
que passados 30 segundos as rolhas de cortica poderdo retomar a sua forma original (Lack
et al., 2005) mas tal ndo foi observado neste trabalho, mesmo ap6s varios dias de repouso.
Parece claro que as condig¢des aqui consideradas sdo demasiado agressivas e provocam
deformacbes permanentes nos materiais. Serd necessario proceder a estudos de

otimizagdo P-T-tempo que minimizem estes efeitos.

59



Figura 36: Registo fotogréafico das rolhas de corti¢a usadas na experiéncia 15. As rolhas foram inicialmente
submetidas a um pré-tratamento com CO; gasoso (esquerda) e depois a extragdo com CO, supercritico
(direita). Figura a esquerda: 1: Rolhas iniciais; 2: Rolhas ap6s a primeira fase de pré-tratamento com CO;
gasoso; 3:Rolhas ap6s a imersdo em agua fervente; 4: Rolhas ap6s a segunda fase de pré-tratamento com
CO; gasoso (90 °C — 26 bar — 3 h). Figura a direita: 1: Antes da extracdo; 2: Depois da extragdo com CO,
supercritico (60 °C — 160 bar — 10 h).

5.3. Avaliacdo da taxa de extracdo de TCA através de medicGes com
SPME-GC-ECD

As rolhas positivas, fornecidas pela Corticeira Amorim & Irmaos, ap0s terem sido
sujeitas a tratamento com CO. gasoso e/ou COz supercritico, foram reencaminhadas para
o laboratério desta empresa para determinacdo da nova concentracdo de TCA (ng/L) nas
correspondentes maceracOes hidro-alcodlicas. As andlises foram realizadas através da
técnica Microextracdo em Fase Solida (SPME) com Cromatografia Gasosa e Dete¢éo por
Captura de Eletrdes (GC-ECD).

Nas Figuras 37 a 40 apresenta-se a comparacdo da concentracdo inicial de TCA
nas rolhas de cortica com aquela medida apds as diferentes extracdes realizadas
(experiéncias 9 a 18).
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(ng/L)
BN oW
cood&o

u TCA antes
= .. l. T ] m TCA depois
031 o7 1152 032 050

Experiéncia 9 Experiéncia 10
T=40 °C — P=160 bar — 3 T=60°C — P=160 bar —3 h

Concentracdo de TCA

Figura 37: Comparagdo da concentragdo inicial de TCA nas rolhas com aquela medida apds a extragdo

com CO; supercritico. S&o aqui apresentados dados relativos as experiéncias 9 e 10.
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Figura 38: Comparagao da concentracéo inicial de TCA nas rolhas com aquela medida ap6s o tratamento

com CO; gasoso e extragdo com CO, supercritico. Sdo aqui apresentados dados relativos as experiéncias
11,12 e 13.
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Figura 39: Comparacéo da concentracdo inicial de TCA nas rolhas com aquela medida apds o tratamento

com CO; gasoso e extracdo com CO- supercritico. S&o aqui apresentados dados relativos as experiéncias
14,15¢ 16.
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Figura 40: Comparagdo da concentragdo inicial de TCA nas rolhas com aquela medida apés a extragcdo
com CO- supercritico. S&o aqui apresentados dados relativos as experiéncias 17 e 18.
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Com o primeiro grupo de rolhas de cortica, conforme representado nas Figuras 37
e 38, nas extragdes com CO: supercritico e nos ciclos combinados CO2 gasoso/CO-
supercritico foi observada a diminuicdo na concentragdo de TCA mas também o seu
aumento (ndo substancial nestes casos). Estas experiéncias parecem mostrar (ver rolhas
com cddigos 1152 e 1085) que quanto maior é a concentracéo inicial de TCA, maior é a
taxa de extracdo alcancada. Excluindo o efeito das deformacBes geométricas, estes
resultados estdo genericamente em linha com aqueles observados com outros métodos de
extracdo de TCA (ex. usando vapor de agua).

No entanto, resultados muito diferentes foram obtidos com o segundo grupo de
rolhas, conforme representado nas Figuras 39 e 40. Nestes casos observa-se um aumento
acentuado na concentragcdo de TCA apds a realizacdo das operacGes de extracdo. Uma
explicacdo para estes resultados podera ser a migracdo do TCA existente no interior das
rolhas para a zona superficial em consequéncia dos tratamentos agressivos realizados com
CO- gasoso/supercritico. Assim, em consequéncia dessa migracao, aquando da segunda
maceracdo para medicdo do TCA ¢é detetada uma elevada quantidade deste composto.
Esta explicacdo é plausivel, tendo em consideracgéo as deformacdes provocadas nas rolhas
e a elevada solubilidade do TCA em CO: (solvente apolar que facilita a solubilidade do
TCA, conforme discutido no capitulo 4). Assim, os resultados aqui obtidos s&o
importantes para o desenho de sistemas de extracdo de TCA pois mostram que ndo ha
interesse em atingir zonas profundas da rolha, devendo ficar a operacgdo restrita a zona
superficial das mesmas (ex. até a profundidade de 3 mm). Por outro lado, as diferencas
observadas entre os dois grupos de rolhas positivas usadas poderdo dever-se a diferenca
dos dois lotes de cortica consideradas, nomeadamente no que concerne ao seu teor de
TCA inicial (devera ser muito mais elevado e distribuido em profundidade no segundo
lote).

5.4. Avaliacido da detecdo e quantificacéo de TCA e polifenodis presentes

em extratos de cortica atraveés de voltametria ciclica

Nesta seccdo apresentam-se resultados relativos a avaliacdo da possibilidade de
detetar e quantificar TCA e compostos fendlicos presentes em extratos de cortica atraves
de voltametria ciclica.

Para analisar um componente aromatico presente nas rolhas de cortica, no caso o

TCA, pretendia-se encontrar um método econdmico e simples que permitisse obter
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resultados na gama de concentragbes de ng/L. Como foi atras discutido, métodos
convencionais, como por exemplo HPLC gradiente com dete¢do UV, ndo permitem fazer
medic¢des de quantidades t&o baixas. Por outro lado, as medig¢des por SPME-GC-ECD séo
relativamente complexas e bastante dispendiosas. A possibilidade de fazer medicdes de
concentracdes de TCA numa gama tdo baixa, através de voltametria ciclica, colocou-se
em resultado de investigacGes recentemente realizadas nesta area (Peres et al., 2013).
Adicionalmente, a atividade eletroquimica dos polifenois € bastante conhecida (recorde-
se a sua atividade antioxidante), sendo claro que estes compostos apresentam resposta em
voltametria ciclica (Abdel-Hamid et al. 2011; Brett et al. 2003).

Nas anélises realizadas por voltametria ciclica esteve envolvida a utilizagdo do
potenciostato XPOT da ZAHNER (Figura 41). O sistema Power-Potentiostats Inspector
V 8.1 (PP-Inspetor da ZAHNER) foi usado como software para a aquisi¢cdo dos
voltamogramas. Este software esta desenvolvido para o equipamento utilizado, sendo
indicado para testes de voltametria ciclica. Neste sistema define-se fundamentalmente a
velocidade de varrimento do potencial, os limites de potencial, a corrente de entrada e de
saida, bem como numero de ciclos a realizar. Por fim, podem ser produzidos quatro tipos
de diagramas (corrente vs tempo, potencial vs tempo, potencial vs corrente e corrente vs

potencial).Os resultados aqui apresentados estdo no formato corrente vs potencial.

Figura 41: Sistema de analise eletroquimica usado neste trabalho para estudos de voltametria ciclica. O
sistema inclui a célula eletroquimica (elétrodos, eletrolito e sistema de purga) e o potencidstato XPOT da
ZAHNER.
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5.4.1. Andlise por voltametria ciclica do sistema redox Fe?*/Fe3*

Para averiguar se os sistemas/instrumentacdo usados estavam a operar de forma
fiavel, foi inicialmente realizado o estudo por voltametria ciclica de um sistema redox
classico, em concreto o par Fe?*/Fe®". Este sistema classico permitiu, por um lado,
perceber melhor a técnica em si, nomeadamente 0s conceitos tedricos e a instrumentacéo
incluida no equipamento. Por outro lado, permitiu também analisar as variacbes mais
comuns que ocorrem nos voltamogramas, a configuracdo dos elétrodos, a taxa de
varrimento de potencial e também o efeito da agitacdo durante o varrimento.

Para formar experimentalmente o par Fe?*/Fe®* (ido ferroso/ido férrico) usou-se
cloreto de ferro (Il) tetra-hidratado (FeCl.4H20) e cloreto de ferro (111) (FeCls). Neste
contexto, foram consideradas solucGes 0,05 M em FeCl; e 0,05 M em FeCl24H0,
preparadas em &gua DI contendo HCI com concentracdo 0,5 M. As solucbes foram
purgadas com gas inerte (N2) durante 5 minutos antes da sua utilizag&o.

As analises foram realizadas utilizando dois elétrodos de carbono vitreo como
elétrodo de referéncia (ER) e contra elétrodo (CE). No que diz respeito ao elétrodo de
trabalho (ET), foi utilizado um elétrodo de platina com uma érea de 3,142 mm? da
Metrohm. As velocidades de varrimento de potencial selecionadas foram de 25, 50 e 100
mV/s, considerando um ciclo entre -0,6 V e 0s 0,6 V. Os voltamogramas obtidos nestas

condicdes sdo apresentados na Figura 42.
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Figura 42: Resultados referentes a voltametria ciclica do sistema redox Fe?*/Fe®* com velocidades de
varrimento de 25, 50 e 100 mV/s. Foi utilizado em elétrodo de platina da Metrohm com uma area de 3,142
mm? como elétrodo de trabalho. As andlises foram realizadas a 25 °C em solucdo aquosa contendo
FeCl24H,0 (0,05 M), FeCls (0,05 M) e HCI (0,5 M).
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Na Figura 42 podem observar-se nos voltamogramas obtidos os picos de oxidacao
e reducdo correspondentes ao sistema redox Fe?*/Fe®. Com o aumento da velocidade de
varrimento as correntes dos picos anddicos e catddicos vdo aumentando, e ocorre também
uma ligeira movimentacgédo dos picos. Estes factos estdo relacionados com a velocidade
de difusdo das espécies quimicas na chegada/saida da superficie do elétrodo onde ocorrem
as reacOes de oxidacao/reducdo. Observa-se que o pico de oxidagao ocorre a um potencial
de cerca de 257 mV a uma velocidade de 25 mV/s e quando a velocidade de varrimento
aumenta para 100 mV, o potencial correspondente também aumenta para cerca de 463
mV. Um comportamento similar é observado para os picos de reducdo. Em termos gerais,
a simetria razodvel observada nestes voltamogramas e os sinais de corrente obtidos

comprovam a adequacdo do sistema experimental para a analise por voltametria ciclica.

5.4.2. Experiéncias relativas a avaliacdo da detecdo de TCA por

voltametria ciclica

Nas experiéncias relativas a avaliacdo da detecdo de TCA por voltametria ciclica
foi testada a utilizacdo de um elétrodo de prata (Ag) como ET, platina como CE e
Ag/AgCl como ER. Este elétrodo de referéncia é constituido por um filamento de prata
recoberto com AgCI solido que esta submerso numa solugdo externa saturada de cloreto
de potéssio (KCI a 3 M). O acetonitrilo (ACN) foi utilizado como solvente por ser um
solvente organico aprético. Note-se que o TCA apresenta solubilidade extremamente
baixa em muitos solventes aquosos, sendo portanto necessario considerar a sua
substituicdo por solventes organicos, como o ACN, em misturas com agua. Foram
também testados, em alternativa, como eletrlitos de suporte, os sais TBAB e 0 TBAP. E
comum a utilizacdo deste tipo de eletrdlitos em estudos de voltametria ciclica com alguns
solventes organicos dado a sua solubilidade nestes sistemas. A selecdo da configuracédo
de elétrodos, solvente e eletrolitos aqui considerada decorre de estudos prévios reportados
na bibliografia sobre a quantificacdo de TCA por voltametria ciclica (Peres et al., 2013).

Os estudos aqui realizados incluiram a preparacao de varias solucdes padréo de
TCA com diferentes concentracGes, em diferentes misturas de ACN/H.O, nomeadamente
com razdes volumeétricas de 3:2 e 5:2 (v:v), considerando uma concentragéo de 0,1 M de
TBAB ou TBAP (eletrolito de suporte) nesse meio.

A Figura 43 mostra os voltamogramas correspondentes a analise de solu¢Ges com
diferentes concentracdes de TCA e 0,1 M em TBAB numa mistura de ACN/H20 (5:2). A
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Figura 43: Voltamogramas obtidos na andlise de solu¢des com diferentes concentracbes TCA
considerando a velocidade de varrimento de potencial de 100 mV/s. Foi utilizado um elétrodo de prata da
Alfa Aesar com uma area superficial Gtil de 19,625 mm? (ET) e como eletrdlito TBAB (0,1 M) numa mistura
de ACN/H20 (5:2). As analises foram realizadas a 25 °C.

Na Figura 43 pode observar-se de forma mais evidente a ocorréncia de picos de
reducéo, ndo sendo totalmente claro a existéncia de mecanismos de oxidagéo. Por outro
lado, o perfil do voltamograma correspondente ao branco (auséncia de TCA) é muito
similar aos observados com TCA, embora possa ser concebida a ocorréncia de
mecanismos eletroquimicos suplementares na presenca de TCA dada a variacdo da
intensidade dos picos registados a cerca de -0,4 e 0,2 V (ver Figura 43). As correntes
observadas nestes testes sdo também extremamente baixas.

Os testes realizados considerando como eletrolito de suporte o sal TBAP
apresentam perfis muito similares (ver informacao suplementar apresentada no Anexo 3).
Adicionalmente, foram ainda realizados testes analogos com diferentes elétrodos de
trabalho, nomeadamente aco, cobre e carbono vitreo. Em qualquer dos casos nao foi
possivel encontrar de forma inequivoca picos de oxidacdo/reducdo do TCA nem
estabelecer uma relagédo entre a &rea de potenciais picos e a concentracdo de TCA, mesmo
considerando concentragdes elevadas deste composto (ha ordem das mg/L). Assim, 0S
resultados aqui obtidos mostram que sdo necessarios aperfeicoamentos suplementares na
configuracdo de elétrodos utilizados, na sua limpeza e na combinacéo solvente/eletrolito
de forma a tornar possivel a identificacdo e quantificacdo (homeadamente na escala ng/L)

do TCA através de voltametria ciclica.
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5.4.3. Detecdo e quantificacdo de polifendis por voltametria ciclica

A detecdo e quantificacdo de compostos fenolicos por voltametria ciclica é um
assunto relativamente bem consolidado na comunidade cientifica dado que é clara a
atividade destes compostos em processos de oxidagdo/reducdo (Abdel-Hamid et al.,
2011, 2015; Brett et al., 2003). No presente trabalho foi também testada esta possibilidade
considerando polifenois padrdo como o acido cafeico, acido ferulico, acido galico e a
quercetina. O objetivo final é a extensdo desta técnica na detecdo e quantificacdo de
compostos fenolicos presentes em extratos de cortica.

Os testes realizados envolveram a variagdo das condicdes de analise
(elétrodos/solugdes aquosas/eletrdlitos) porque apesar da atividade eletroquimica dos
polifendis ser clara, a sua observacdo depende dos parametros considerados. Com acido
cafeico foi utilizado elétrodo de platina como contra elétrodo, Ag/AgCI como elétrodo de
referéncia e carbono vitreo como elétrodo de trabalho. As analises foram efetuadas numa
mistura HCI (0,1M)/H20/MeOH (88/12) com concentracdo 0,1 mM de &cido cafeico. A
velocidade de varrimento de potencial foi de 10 e 50 mV/s, com pH=2,47, considerando
trés ciclos de andlise, entre os limites de potencial de 0 a 1 V. O ajuste do valor de pH
realizou-se através de um medidor de pH adicionando gota a gota HCI (0,1 M) para pH
acido e NaOH para pH béasico. Os voltamogramas obtidos nestas condi¢Ges séo

apresentados na Figura 44.
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Figura 44: Resultados obtidos na analise por voltametria ciclica de acido cafeico com duas velocidades de
varrimento (10 e 50 mV/s). Condi¢des de analise: concentracdo de acido cafeico 0,1 mM, pH=2,47 numa
mistura HCI (0,1M)/H,O/MeOH (88/12) a 25°C. Foi usado como elétrodo de trabalho um elétrodo de

carbono vitreo da Metrohm com uma éarea de 3,142 mm?.
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Na Figura 44 sdo claramente observaveis os picos de oxidacdo e de reducéo
correspondentes ao cido cafeico, comprovando a possibilidade de detetar e quantificar
este composto por voltametria ciclica nas condi¢fes de anélise selecionadas. No anexo 4
deste trabalho sdo apresentados testes suplementares a diferentes valores de pH e
velocidade de varrimento do potencial.

Na Figura 45 apresentam-se resultados andlogos para testes envolvendo
quercetina. Neste caso, as analises foram realizadas em solugdo aquosa com quercetina
em concentracdo 0,1 mM e NaHPO4/NaH2PO4 (0,2 M). Os elétrodos utilizados foram os
mesmos considerados nos testes com acido cafeico. A velocidade de varrimento de
potencial foi de 50 mV/s considerando trés ciclos na gama de potencial de 0 a 0,6 V.
Como representado na Figura 45 fez-se variar o valor de pH (1,6; 3,7; 6,7 e 8,0)

adicionando gota a gota HCI (0,1 M) para pH &cido e NaOH para pH basico.
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Figura 45: Resultados obtidos na analise por voltametria ciclica de quercetina com velocidade de
varrimento de 50 mV/s. Condi¢des de analise: concentracdo de quercetina 0,1 mM numa mistura
Na;HPO4/NaH,PO,4 (0,2 M) a 25 °C. Foi usado como elétrodo de trabalho um elétrodo de carbono vitreo da

Metrohm com uma area de 3,142 mm?2.

A Figura 45 mostra de uma forma clara que, de entre as condi¢des selecionadas,
a analise por voltametria ciclica da quercetina é potenciada a pH acido (ex. pH=3,7).
Resultados andlogos com acido galico e acido feralico sdo apresentados no Anexo 5 deste
trabalho. Todas estas observagcbes mostram a viabilidade de detetar e quantificar
polifendis presentes em extratos de cortica. No entanto, & necessario projetar
criteriosamente as condi¢Bes analiticas a usar de forma a tornar este procedimento

analitico praticavel.
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Capitulo 6 — Sintese de polimeros molecularmente impressos

(MIPs) e sua avalia¢do na retencéo de compostos bioativos

Neste capitulo apresenta-se detalhadamente o procedimento para a sintese de
polimeros molecularmente impressos (MIPs) assim como resultados referentes a retencéo
e libertacdo de compostos fendlicos nos materiais sintetizados. Foram preparadas
solucgdes contendo polifendis (&cido galico, acido ferulico, acido cafeico e quercetina) e
também foram considerados extratos de cortica na avaliagdo de MIPs.

A cortiga é considerada uma possivel fonte de polifendis. Assim, neste trabalho
foi aproveitado um residuo de cortica (granulado de cortica resultante da producdo das
rolhas). Os extratos de cortica foram obtidos por extracdo soxhlet e por ultrassons.
Posteriormente, através da técnica de cromatografia com espectroscopia de massa (LC-
MS) foram identificados a maior parte dos compostos fendlicos presentes nos extratos
obtidos.

6.1. Sintese de polimeros molecularmente impressos (MIPs) com

polifenois como molécula modelo

Os MIPs foram sintetizados através de polimerizacéo iniciada em solucéo, em que
a molécula modelo foi misturada com o mondémero funcional e o solvente até obter uma
solucdo limpida. Deve notar-se que, devido a solubilidade limitada dos polifendis em
solventes puros comuns, uma quantidade apropriada de MeOH foi usada para compor o
solvente final. A solucdo foi colocada num banho ultrassons, durante 30 min, para
promover a interagdo entre a molécula modelo e o monémero funcional (MM-M).
Seguidamente, o reticulante e o iniciador foram adicionados a solucéo anterior e a solucéo
final foi purgada com um fluxo de argon seco durante 30 min. Posteriormente, a
polimerizacdo foi iniciada, utilizando agitacdo magnética a baixa velocidade (aprox. 100
rpm), num banho de 6leo termostatico pré-ajustado a 60 °C. O tempo de polimerizacao
foi de 24 h.

As equacdes seguintes sdo apresentadas para descrever alguns dos parametros de

composi¢do dos componentes usados na sintese dos MIPs descritos na Tabela 13.

v" Ywm - Massa do monémero funcional + reticulante na solucgéo (%).

Y (%) =

_MMITEL ¢ 100 (6.1)

my+mcep+mg
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Y, - Fracdo molar do iniciador comparativamente ao mondémero funcional +

reticulante (%).

ny

Y,(%) = X 100 (6.2)

nyt+ncr

YcL - Fragdo molar de reticulante na mistura monomero funcional + reticulante
(%).

Yo, (%) = —<— x 100 (6.3)

nyt+ncr
Ywrr - Relagdo molar entre o0 monomero funcional e a molécula modelo.

YM/MM = (6.4)

nvym

Note-se que os materiais MIP_6 e MIP_7 foram produzidos no ambito de

anteriores trabalhos deste grupo de investigagéo.

Tabela 13: CondicGes de polimerizagéo utilizadas na preparacdo de diferente MIPs.

Técnica de Molécula Monomero _
MIP _ o _ Reticulante  Solvente  Ym Yi  YcL  Ymiwmm
Polimerizacdo =~ Modelo Funcional
Polimerizagdo em .
Acido ACN/MeOH
MIP_1 massa (solugdo . AA EGDMA 49,76 0,36 91,14 3,88
Gélico (5%)
concentrada)
Polimerizacdo em o
Acido ACN/MeOH
MIP_2 massa (solugéo . 4VP EGDMA 51,64 0,36 90,93 3,98
Gélico (5%)
concentrada)
Polimerizagéo em .
3 Acido ACN/MeOH
MIP_3 massa (solugdo . DMAEMA EGDMA 50,81 0,36 90,89 4,01
Galico (5%)
concentrada)
Polimerizagdo em -
3 Acido ACN/MeOH
MIP_4 massa (solugéo . DMA EGDMA 50,12 0,36 90,83 4,04
Galico (5%)

concentrada)
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Tabela 13: (Continuacéo).

Técnica de Molécula Mondmero

MIP _ o _ Reticulante Solvente  Ym Yi Yoo  Ymimm
Polimerizagdo = Modelo Funcional
o Acido ACN/MeOH
MIP_5 Precipitacéo . DMAEMA EGDMA 10,97 0,47 9,92 4,06
Gélico (10%)
« _ MeOH/H-0
MIP_6 Suspensao Polidatina 4VP EGDMA 62,4 1,8 55,7 6,0
(80%)
o _ ACN/DMF
MIP_7 Precipitacéo Quercetina 4VP EGDMA (9%) 6,45 522 49,14 5,01
0

6.1.1. Purificagdo dos MIPs

Depois da sintese é necessario proceder a remocgao da molécula modelo, pois so
assim é possivel a caracterizacdo de um MIP. O método usado com esse proposito foi o
método soxhlet, Figura 46.

SAIDA DE AGUA

CONDENSADOR

ENTRADA DE AGUR

APARELHO
DE SOXHLET

\ BALAO
MANTA DE | VOLUMETRICO

AQUECIMENTO \

Figura 46: Método soxhlet considerado na purificacdo de MIPs e esquematizagdo do aparelho (instalacéo

experimental utilizada). Esquema adaptado de (Extracao de lipidios em alimentos, 2010).
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O método soxhlet consiste na utilizacdo de quatro componentes conectados entre
si, nomeadamente um condensador, um sistema de escoamento designado como aparelho
de soxhlet, um baldo volumétrico e uma manta de aquecimento. O material (MIP) foi
colocado no aparelho de soxhlet dentro de um cartucho. No baldo volumétrico foi
colocado uma mistura de solventes (MeOH/Ac. Acético). O condensador é conectado a
dois tubos, um ligado a uma torneira de 4gua e o outro a um cano de drenagem, a fim de
garantir a passagem permanente de dgua. O processo de limpeza foi iniciado assim que o
solvente atingiu o ponto de ebulicdo. Quando isto acontece, o vapor desloca-se para o
condensador, onde arrefere e cai no aparelho em forma de gota. Quando o aparelho de
soxhlet esté cheio, o solvente volta para o baldo volumétrico e inicia-se um novo ciclo.
Uma vez que o processo é lento, pode levar vérios dias até que a molécula modelo seja
completamente removida. Para verificar se 0 material estava limpo, ao longo do tempo,

retiram-se amostras do solvente e analisam-se no espectrofotémetro UV-vis.

6.2. Testes de avaliacdo da retencdo de polifendis em MIPs e em

adsorventes comerciais

Nesta sec¢do apresenta-se inicialmente alguns conceitos tedricos sobre a extragdo
em fase solida (SPE), dado que foi uma das técnicas utilizadas neste trabalho para
caracterizar o desempenho dos materiais com polifendis. De seguida, referem-se 0s testes
realizados durante o estudo e o respetivo procedimento experimental. Primeiramente,
foram realizados testes de adsorcdo por SPE considerando polifendis como possiveis
moléculas adsorvidas. Foram também considerados os extratos de corti¢a na avaliacao
dos MIPs sintetizados. A resposta de cada uma das solugbes em termos de absorvancia

foi lida através do equipamento UV-vis a um comprimento de onda A=280 nm.

6.2.1. Extracdo em fase solida (SPE)

A extragdo em fase solida (SPE) é uma técnica analitica que utiliza uma fase sélida
e uma fase liquida para isolar um componente de interesse. A técnica SPE geralmente é
utilizada para purificar uma amostra antes de se utilizar um método cromatografico, ou
também para qualificar a quantidade de soluto na amostra. Esta técnica compreende
quatro etapas (Figura 47): o condicionamento, etapa necessaria para tornar a solugéo
liquida e as particulas adsorventes compativeis, a adsor¢édo dos componentes da amostra

em estudo, onde se verifica a retencdo do analito e possivelmente de alguns interferentes,
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a lavagem da coluna para retirar os interferentes menos retidos que o analito e, por fim, a

eluicdo dos componentes retidos no adsorvente (Caldas et al., 2011).

1 3 4

L ]

Solvents © Amostrz ) Azuz A W Interrentes @ Anafitos

Figura 47: Representacdo esquematica das quatro fases da extracdo em fase sélida (Caldas et al. 2011).

A extracdo em fase sélida € um método de preparacdo de amostras muito utilizado

porque € bastante simples, rapido, de facil execucdo e econémico.
6.2.2. Experiéncias realizadas

A avaliacdo dos MIPs na retencdo de compostos bioativos através de SPE, Figura
48, realizou-se da seguinte forma. Inicialmente colocou-se uma massa conhecida de
material seco (aprox. 50 mg) em cartuchos de extracdo. Posteriormente, 0s materiais
foram limpos com uma mistura de metanol/acido acético (9/1), seguidamente com
metanol e, por fim, foram condicionados durante 24 h com o solvente selecionado (usou-
se EtOH/H20 (80/20)) para a avaliacdo da adsorcdo de polifenais.

Depois dos materiais estarem condicionados, preparou-se uma solucéo contendo
um polifenol (&cido galico, acido cafeico, acido fertlico ou quercetina) com uma

concentracdo de 0,04 mM.
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Figura 48: Sistema de extracdo em fase solida (SPE) usado neste trabalho.

Posteriormente, os cartuchos foram carregados com a solucdo (5 mL) contendo
um composto fendlico especifico. De seguida, a solucédo foi recolhida, gota a gota, num
frasco colocado por baixo de cada ponta de recolha. Este processo € facilitado pelo facto
do equipamento se encontrar ligado a uma bomba de vacuo, o que permite extrair a
solucéo aquosa a uma velocidade controlada. De seguida, foi medida a absorvancia de
cada uma das solugdes recolhidas por UV-vis para conhecer a nova concentracao e, assim,
calcular a fracdo do polifenol que ficou retido na rede de polimero. Ap6s a adsor¢éo, o
passo de lavagem foi realizado utilizando ACN como solvente. Por ultimo, foi realizado
0 passo de eluicdo, utilizando metanol/acido acético (9/1), de modo a verificar se o
material foi capaz de libertar o polifenol que tinha sido retido. Em todas as etapas utilizou-
se 5 mL do respetivo solvente. As fragfes correspondentes a adsorcéo, lavagem e eluicdo
foram lidas usando espectrometria UV-vis em modo fechado, Figura 49, e/ou anélise

HPLC gradiente também com detecdo de UV.
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Figura 49: Equipamento de espectrometria UV-vis utilizado neste trabalho.

6.2.3. Resultados e Discussao

Com o objetivo de avaliar o desempenho das diferentes particulas molecularmente
impressas no reconhecimento molecular de polifendis, estudou-se a adsorc¢ao dos padrbes
de quercetina, acido galico, acido feralico e do acido cafeico, por SPE, considerando as
quatro diferentes etapas anteriormente descritas: condicionamento, adsorcéo, lavagem e
eluicdo. Na etapa de condicionamento, o solvente utilizado foi EtOH/H20 80/20. Este
solvente foi selecionado para minimizar as interacdes hidrofdbicas e, em consequéncia,
destacar o eventual efeito de impressdo molecular, uma vez que nestas condi¢des a
seletividade dos materiais é potencialmente maior. A etapa de lavagem foi realizada com
ACN e a etapa de eluicéo foi executada com MeOH/Acido Acético 9/1.

Também para avaliar a seletividade dos MIPs, realizou-se a adsor¢do de alguns
compostos fendlicos presentes na cortica considerando diretamente extratos deste
material natural. Assim, foi possivel observar o efeito de impressdo molecular na retencao
de compostos fendlicos e a eventual obtencdo de moléculas de interesse comercial através
da utilizagdo dos materiais sintetizados (MIPs). De seguida, sdo apresentados 0s
resultados obtidos neste contexto.

Na Figura 50 sdo apresentados os resultados obtidos nestas condi¢bes com a
realizacdo de pelo menos duas réplicas. Estas observacdes parecem indicar um efeito de
impressdo molecular moderado para a maior parte dos materiais, fazendo-se no entanto

destacar o desempenho de dois dos MIPs considerados.
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Figura 50: Comparacdo da adsor¢do em SPE de diferentes compostos fenélicos com diferentes materiais
molecularmente impressos (MIPs) e adsorventes comerciais: (a) quercetina (b) acido cafeico (c) acido
galico (d) e (e) &cido ferulico. Em todas as experiéncias, na etapa de adsorcéo utilizou-se EtOH/H,O (80/20)
como solvente, na etapa de lavagem ACN e na etapa de eluicio com MeOH/Ac. Acético (9/1). Os resultados
apresentados em (e) correspondem a utilizacdo de H,O/MeOH (85/15) na etapa de adsorcdo. As medigdes

foram realizadas pelo menos em duplicado (n=2).
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A partir dos dados apresentados pode concluir-se que a reten¢do dos compostos
fendlicos depende dos materiais utilizados, do solvente considerado e também da
estrutura da propria molécula alvo. Neste contexto, destaca-se o bom desempenho dos
materiais MIP_6 e MIP_7, mesmo comparativamente com os adsorventes comerciais.

Um resultado com interesse geral esta apresentado nas Figura 50 (d) e 50 (e). Com
0 MIP_6 e MIP_7 a retencdo de acido ferulico é superior a 90 % comparativamente com
a Figura 50 (d). Nestes casos o solvente utlizado difere na quantidade de H-O incorporada
na mistura. Logo, o aumento da retencao de &cido ferulico deve-se em grande parte ao
efeito das interacGes hidrofobicas. Note-se que o efeito das interagcdes hidrofdbicas é
considerado na pratica em muitos processos industriais com adsorventes comerciais para
aumentar a capacidade de retencdo alcancada. Com base em todos estes resultados, os
MIPs 6 e 7 foram selecionados para grande parte dos restantes testes dado que apresentam
um bom desempenho mesmo quando a incidéncia das interacdes hidrofdbicas é baixa.

Uma anélise mais detalhada do processo de adsor¢do foi procurada através da
realizacdo da analise por HPLC gradiente das solucdes envolvidas nos testes SPE,
conforme apresentado na proxima subseccdo. De facto, com esta técnica é possivel
eliminar algumas incertezas analiticas associadas a medicao da absor¢cdo UV global das
misturas, como discutido de seguida.

Neste contexto, foram também realizados testes em SPE com uma mistura de
acido gélico, polidatina, resveratrol, catequina e guercetina com uma concentracdo de
0,08 mM de cada composto na mistura e considerando diferentes MIPs (MIP_1, MIP_2,
MIP_3 e MIP_4), como se pode observar na Figura 51. O procedimento experimental foi
similar ao referido na subseccéo 6.2.2., diferenciando-se apenas no primeiro passo com a

utilizacdo de uma mistura de ACN/H-O (70/30) nestas experiéncias.
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Figura 51: Cromatogramas correspondentes a analise por HPLC gradiente da segunda etapa SPE para a
adsorcdo de uma mistura de ga+pol+resv+cat+quer em diferentes MIPs: (a) MIP_1 (b) MIP_2 (c) MIP_3
e (d) MIP_4. Utilizou-se uma mistura de ACN/H20 (70/30) no primeiro passo. Todas as analises foram

feitas com sistema de HPLC gradiente e detecdo UV a A=280 nm.

Comparando a retengdo da mistura de compostos fen6licos nos quatro materiais,
como apresentado na Figura 51, pode verificar-se que o0s resultados sdo muito
semelhantes, destacando-se no entanto a superior retencéo alcancada para o acido galico
quando é utilizado o MIP_4 (Figura 51 (d)).

6.3. Extratos de cortica obtidos por ultrassons e soxhlet

Para a extragdo de compostos bioativos da cortica, consideraram-se
adicionalmente as técnicas soxhlet e de extracdo por ultrassons. Posteriormente, foi
realizada a identificacdo dos compostos extraidos através da analise LC-MS, como a
frente discutido.
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6.3.1. Extracao por Soxhlet

A extracdo por soxhlet, Figura 52, foi realizada para obter extratos comparativos
relativamente aos extratos de cortica obtidos pela extracdo com fluido supercritico (SFE)
e com solugBes hidro-alcodlicas. Inicialmente, pesou-se 15 g da amostra (granulado de
cortica) diretamente para um cartucho e, de seguida, colocou-se 150 mL do solvente
EtOH/H20 (80/20) num baldo volumétrico. O procedimento experimental foi igual ao
descrito na subseccdo 6.1.1. com um tempo de extracdo de 4 horas (aproximadamente 2

ciclos).

Figura 52: Extracdo de granulado de cortica através da técnica soxhlet. 1- Equipamento ja com o cartucho

colocado; 2- Extrato obtido onde se pode observar a formacéo de um precipitado.

A Figura 53 mostra a analise por HPLC gradiente com detetor UV do extrato de
granulado de cortica obtido pela extracdo de soxhlet. Este extrato foi injetado sem realizar
qualquer pré-separacdo da parte soltvel. No cromatograma obtido sdo evidentes dois
picos principais (a cerca de 1,35 e 11,28 min de tempo de retencdo), indicando 0 sucesso
na extracdo de compostos fendlicos presentes no granulado de cortica. Posteriormente,
este extrato foi utilizado para a identificagdo dos respetivos compostos fendlicos através

de LC-MS (resultados apresentados na sec¢éo 6.5).
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Figura 53: Cromatograma correspondente & analise por HPLC gradiente do extrato de granulado de corti¢a
(A=280 nm). Foi injetada a parte sol(vel do extrato obtido diretamente pela extragdo de soxhlet. Utilizou-

se EtOH/H,0 (80/20) como solvente na extracao.
6.3.2. Extracdo por ultrassons

A extracdo por ultrassons foi realizada a partir de granulado de cortica.
Inicialmente pesou-se 5 g de amostra e de seguida adicionou-se 50 mL do solvente
EtOH/H20 preparado a partir de uma solu¢do com 80 % de etanol num volume total de
75 mL. Esta mistura foi submetida durante 1 minuto a ultrassons e, de seguida, foi feita
a sua filtracdo obtendo assim um extrato de granulado de cortica, como se pode observar
na Figura 54. Posteriormente, foi realizada a sua analise por HPLC gradiente com

detetor UV, considerando um comprimento de onda de A=280 nm.

Figura 54: Extracdo com ultrassons do granulado de corti¢a. 1- Amostra e solvente preparado; 2- Solugéo

submetida a filtracdo; 3-Extrato final.
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Na Figura 55 mostra-se o cromatograma correspondente a analise feita por HPLC
gradiente do extrato final obtido pela técnica de extracdo por ultrassons. Tal como
observado na extracdo por soxhlet, aqui também € evidente a formacgdo de picos
dominantes. Nota-se que, comparativamente ao extrato obtido por soxhlet, os dois
primeiros picos observados correspondem provavelmente aos mesmos compostos

fendlicos.
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Figura 55: Cromatograma correspondente a analise por HPLC gradiente do extrato de granulado de cortiga
(A=280 nm). O extrato foi obtido através da extracdo por ultrassons em EtOH/H,0 (80/20) cuja parte soltvel

foi diretamente injetada.

6.3.3. Adsorcéo em SPE

Com base no procedimento descrito na subseccdo 6.2.2., tentou-se avaliar o
desempenho dos diferentes materiais sintetizados na retencdo de compostos fendlicos
presentes no extrato de corti¢a obtido por ultrassons.

Na Figura 56 apresenta-se a adsor¢do em SPE do extrato de granulado de cortica
obtido por ultrassons usando EtOH/H2>0O (80/20) como solvente. Observa-se uma boa
retencdo nos materiais sintetizados (MIPS) e nos adsorventes comerciais.
Adicionalmente, as etapas de lavagem e eluicdo mostram uma interagcdo forte entre

algumas moléculas presentes no extrato e nos diferentes tipos de adsorventes.
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Figura 56: Adsor¢do em SPE do extrato de cortica obtido por ultrassons, comparando os materiais
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sintetizados (MIPs) e os adsorventes comerciais. O fator de diluicdo da solugcdo mae em EtOH/H20 (80/20)

foi F=10. A medicdo foi realizada pelo menos em duplicado (n=2).

Posteriormente, conforme também discutido na secdo 6.2.3., escolheram-se 0s
MIPs que apresentam potencialmente um melhor desempenho como adsorventes (MIP_6
e MIP_7) para realizagdo de testes adicionais. Note-se que também se efetuaram testes
em SPE diferenciando-se os extratos a considerar, nomeadamente o extrato das rolhas de
cortica obtido no contexto do estudo da difusdo do TCA e os extratos de granulado de
cortica obtidos por ultrassons e por soxhlet.

Nas Figuras 57 a 58 sdo apresentados cromatogramas correspondentes a analise
por HPLC gradiente, com detecdo UV, dos processos de retencdo/lavagem/eluicdo em
SPE para 0s extratos de cortica atras descritos. Foram considerados os materiais MIP_6
e MIP_7 e utilizou-se EtOH/H0 (80/20) como solvente no passo de retengéo.

Nos cromatogramas apresentados na Figura 57, a adsor¢do por SPE do extrato de
granulado de cortica obtido por ultrassons apresenta uma retencéo superior a 50 % nos
dois materiais. Apenas na etapa de eluicdo com MeOH/Acido Acético (9/1) foi possivel

remover parte do extrato que tinha sido retido nos materiais.
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Figura 57: Cromatogramas correspondentes & andlise por HPLC gradiente da adsorcdo/lavagem/eluicéo
em SPE do extrato de granulado de cortiga obtido por ultrassons. Foram usados dois materiais diferentes:
(a) MIP_6 (b) MIP_7. Utilizou-se EtOH/H,0 (80/20) no passo de retencdo.
Relativamente ao extrato de rolha de cortica, como se mostra na Figuras 58, 0s
dois materiais também se comportam de forma semelhante, sendo capazes de reter uma
parte substancial dos compostos fendlicos presentes no extrato. Apenas no passo de
eluicdo se observa uma maior recuperacao no MIP_7 relativamente ao MIP_6.
0.40 0.40
Extrato_inicial Extrato_inicial
0.30 ap6s Adsorgédo 030 ap(’)s Adsorc¢ao
apés Lavagem apos Lavagem
o 2 i
3 s Eluica ——ap6s El
(§ 0.20 apo6s Eluigdo .g 0.20 apos eluigao
> «C
S <
2 0.10 2 0.10
. oU.
< <
0.00 A 0.00 A
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
-0. - -0.1 -
0.10 Tempo (min) 010 Tempo (min)
(a) (b)

Figura 58: Cromatogramas correspondentes a analise por HPLC gradiente da adsor¢ao/lavagem/eluicéo
em SPE do extrato de rolha de cortica. Foram usados dois materiais diferentes: (a) MIP_6 (b) MIP_7.

Utilizou-se EtOH/H,0 (80/20) no passo de retencao.

No que diz respeito ao extrato de granulado de cortiga obtido por soxhlet, o pico
observado a cerca de 10,78 min no extrato inicial & mais evidente comparativamente com

0s dois extratos anteriores (ultrassons e rolha de cortiga). No passo de adsorgéo foi retida
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uma grande quantidade desse composto no material e s6 foi possivel remover o
correspondente composto fendlico no passo de eluicdo usando MeOH/Acido Acético

(9/1) como solvente (ver Figura 59).
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Figura 59: Cromatogramas correspondentes & andlise por HPLC gradiente da adsorcao/lavagem/eluicao
em SPE do extrato de granulado de cortica obtido por soxhlet. Foi usado o material MIP_7 e EtOH/H,0O
(80/20) no passo de retengdo.

Com este mesmo extrato (granulado de cortica obtido por soxhlet) também foram
realizados testes de inclusdo de polifendis padrdo no extrato (testes de “spiking”),
nomeadamente com quercetina (C=3,3 mM), rutina (C=1,6 mM) e &cido ferdlico (C=5,7
mM), considerando o material MIP_7 como adsorvente. Posteriormente, a analise HPLC
gradiente das amostras resultantes foi executada usando uma coluna Ascentis® C18

como, descrito na seccdo 4.3.2 do capitulo 4.
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Figura 60: Cromatograma correspondente & analise por HPLC gradiente da adsor¢cdo em SPE do granulado
de cortica obtido por soxhlet apds “spiking” com QUER+RUT+FER. Utilizou-se 0 MIP_7 como adsorvente
e EtOH/H,0 (80/20) no passo de retengdo.
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A Figura 60 mostra uma maior retencdo de rutina relativamente a acido ferulico e
quercetina nas condi¢cdes de operacdo utilizadas. Na etapa de eluicdo verifica-se a
recuperacdo de compostos fendlicos fundamentalmente em tempos de eluicdo
correspondentes a rutina e quercetina. Esta abordagem de identificacdo dos compostos
fenolicos presentes nos extratos de cortica através de testes de comparacao com padroes
(“spiking”) permite obter uma estimativa do tipo de funcionalidade desses compostos e 0
seu caracter hidrofilo/hidrofébico. No entanto, a sua identificagdo mais precisa exige a

aplicacdo de técnicas mais avancadas, nomeadamente LC-MS, como a frente discutido.

6.4. Utilizacdo dos MIPs para a retencdo em processos continuos de

polifendis presentes em extratos de cortica

6.4.1. Processos continuos

A adsorcéo através de processos continuos € extremamente importante para fins
industriais e comerciais devido ao aumento da produtividade e por ser uma opcao
relativamente simples, nomeadamente no que diz respeito aos requisitos de operacao.
Além disso, trata-se de uma tecnologia de baixo custo, permitindo na maior parte dos
casos a regeneracao facil dos adsorventes. Devido a esses beneficios, muitos processos
continuos sdo usados na pratica para recuperar e concentrar compostos fendlicos.
Geralmente evita-se 0 uso de solventes toxicos e previne-se a degradacdo dos compostos
em estudo (Gomes et al., 2017). Neste contexto, foi desenvolvido neste trabalho um

processo continuo com reciclo a fim de avaliar o desempenho dos MIPs.
6.4.2. Procedimento Experimental

Com o objetivo de avaliar a adsorcao e libertacdo de compostos fendlicos nos
materiais sintetizados, foi executado um teste em coluna considerando o extrato de
granulado de cortica obtido por soxhlet. O material utilizado neste teste foi o MIP_7
(melhor adsor¢édo por SPE) e a sua resposta em termos de absorvancia foi lida por HPLC
com detecdo UV a 280 nm. Com este objetivo, na coluna, como ilustrado na Figura 61, o
material foi empacotado usando uma massa seca de cerca de 150 mg. O enchimento da
coluna foi feito com o auxilio de uma bomba de vacuo para obter uma boa compactagéo

das particulas.
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Figura 61: Coluna de enchimento usada em processos continuos para adsorcéo e libertacdo de compostos

fenolicos presentes em extratos de cortiga.

Este processo inicia-se com a abertura de uma das extremidades da coluna, Figura
62, para colocar o material no seu interior usando uma pasta de particulas do MIP_7. Em
cada extremidade da coluna existe um sistema de multiplos filtros que evitam eventuais

perdas de massa (particulas) quando o sistema € acionado.

Figura 62: Coluna com a quantidade de MIP_7 j& empacotado estando uma das extremidades ainda aberta.

6.4.3. Resultados e Discussao

6.4.3.1. Processo de Saturacao

Apds o empacotamento, o processo de saturacdo foi realizado com uma bomba
(KNUER P 4.1S) a um caudal de 0,5 mL/min e um reservatorio com a solugdo contendo
0 extrato em EtOH/H>0 80/20. O processo de saturacdo decorreu durante 24 horas e foi
realizado com reciclo, sendo o objetivo final a saturacdo do material contido no interior
da coluna. Procedeu-se também a analise HPLC gradiente da solucéo inicial e daquela
resultante do processo de saturagcdo. Os resultados assim obtidos sdo apresentados na
Figura 63 onde se pode verificar que uma quantidade apreciavel dos compostos fendlicos

iniciais foi retida no material contido na coluna.

0.50

0.40 —— Extrato_inicial
« —— Depois da adsorcéo
S 0.30
«©
>
o 0.20
3
< 0.10

0.00

0 5 10 . 15 20 25
Tempo (min)

Figura 63: Cromatograma correspondente a andlise por HPLC gradiente de um extrato de granulado de
cortica antes e depois do processo de adsorgdo em coluna a operar em continuo com reciclo. A analise foi

feita com detecdo UV a 280 nm.
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6.4.3.2. Processo de Libertacao

Na tentativa de isolar compostos fendlicos presentes no extrato de cortica, foi
posteriormente realizado o processo de libertacdo considerado um gradiente de solventes
e a recolha de amostras correspondentes a diferentes fracdes. Como solvente A usou-se
H.0(pH=3)/MeOH (90/10) e como solvente B usou-se MeOH/Acido Acético (90/10). O
processo de libertagdo foi feito com um tempo total de 50 min iniciando com uma maior
percentagem de solvente A (mais hidrofilo) e terminando com 100 % de solvente B
(menos hidrofilo). Na tabela seguinte sdo apresentadas as quantidades de solvente A e B
utilizadas nas fragdes recolhidas ao longo do processo. Posteriormente foi realizada a

analise HPLC gradiente de cada uma das frac6es recolhidas.

Tabela 14: CondicGes utilizadas no processo de libertacéo.

Solvente A Solvente B

Fracdo Tempo (mL) (mL) % yAlyB
1 0-20 min 18,00 7,00 (72/28)
2 20-27 min 6,90 8,10 (46/54)
3 27-30 min 5,25 9,75 (35/65)
4 30-36 min 2,55 12,45 (24/76)
5 36-45 min 1,28 13,73 (0,085/91,5)
6 45-50 min 0,00 15,00 (0/100)

Na Figura 64 apresenta-se o cromatograma referente a analise por HPLC gradiente
da fracdo 6. Mostra-se, a titulo exemplificativo, que foi assim possivel obter uma fracdo
contendo um composto fendlico isolado. Este extrato foi mais tarde utilizado para a
identificacdo de respetivo composto fenolico através de LC-MS. As restantes fracoes

obtidas neste contexto sdo apresentadas no Anexo 6.
0.40

0.30 Fracdo 6
0.20

0.10

Absrvancia

0.00
0 5 10 15 20 25

Tempo (min)
Figura 64: Cromatograma correspondente a analise por HPLC gradiente da fracdo nimero 6. Esta fracdo

-0.10

foi obtida através do processo de desorcdo do extrato de cortica anteriormente retido no MIP_7. A anélise

foi feita com detecdo UV a 280 nm.
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6.5. ldentificacdo atravées de LC-MS dos polifendis obtidos por

tratamento de extratos de cortica com MIPs

Nesta subseccdo apresenta-se a identificagcdo através de LC-MS dos compostos
fendlicos presentes no extratos de cortica.

Estas andlises foram realizadas no Centro de Materiais da Universidade do Porto
(CEMUP) através de um espectrometro de massa de alta resolucdo, incluindo uma fonte
de ionizacdo por electro-pulverizagdo (ESI), conectado a um sistema de cromatografia
liguida com detetor de diodos (LC/MS/DAD). Especificamente, foi utilizado um
espectrometro de massa hibrido LTQ-OrbitrapTM-XL (Thermo Fischer Scientific,
Bremen, Alemanha) controlado pelo sistemas LTQ Tune Plus 2.5.5 e Xcalibur 2.1.0. A
voltagem do capilar da fonte de ionizagéo por electro-pulverizacao (ESI) foi ajustada em
3,0 kV. A temperatura do capilar foi fixada em 275 °C. A taxa de fluxo do gas de bainha
e do gas auxiliar foram de 40 e 10 (unidades arbitrarias conforme fornecida pelas
configuracBes do software), respetivamente. A voltagem do capilar foi de -50 V e a
voltagem da lente do tubo foi de -87,95 V. Com cada amostra, 20 pL foram separados em
um sistema de HPLC Accela (Thermo Fischer Scientific, Bremen, Alemanha) utilizando
uma coluna Ascentis C18 (Supelco Analytical, EUA), contendo particulas de tamanho 5
pum e com dimensbes de 4,6 mm ID x 250 mm L. Os comprimentos de onda UV
selecionados foram 273, 280 e 306 nm. Utilizou-se também um software de tratamento
de dados MS (Xcalibur QualBrowser, Thermo Fischer Scientific) para pesquisar 0s
grupos ativos previstos pelo valor de m/z.

O extrato inicial de cortica considerado para andlise por LC-MS foi o
correspondente ao granulado de cortica obtido diretamente por extracdo soxhlet. Na
Figura 65 apresenta-se 0 cromatograma iénico total (TIC), que representa a soma total de
todos 0s picos espectrais de massa que pertencem ao mesmo varrimento, para esse extrato
de cortica. A identificacdo dos compostos fendlicos foi baseada nos tempos de retencédo
de cada composto, no comprimento de onda maximo de cada pico (Amax), No valor do ido
molecular [M-H]" e nos fragmentos de MS?. Deste modo, foi possivel identificar pelo
menos cinco compostos fendlicos neste extrato, nomeadamente acido quinico, acido
galico, acido protocatecuico, acido elagico e o acido cafeico (A. Fernandes et al., 2011;
Santos et al., 2010).
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Figura 65: Cromatograma ionico total (LC-TIC) correspondente ao extrato de granulado de cortiga obtido

por extracdo soxhlet e identificagdo dos compostos fendlicos presentes nesse extrato.

A Figura 66 mostra, a titulo exemplificativo, a metodologia usada para identificar
0 &cido eldgico com auxilio do software Xcalibur. Em primeiro lugar, no cromatograma
TIC (Figura 65) foi selecionado o tempo de retencdo do pico em andlise (RT=16,16 min),
de seguida, atraves do PDA, foram identificados os maximos de absorcdo
correspondentes, Figura 66b, para esse tempo de retencdo (Amax=252/368) e, por fim,
comparando o valor do i&o molecular [M-H]" (Figura 66¢) e os picos de fragmentagédo
(MS?) (Figura 66d) com valores reportados na bibliografia é possivel concluir que o
composto correspondente a esse pico € o acido elagico.

As Figuras 66e e f sdo correspondentes a analise por LC-TIC e LC-PDA de uma
amostra em branco (contendo apenas o solvente usado). Esta informacédo é apresentada
para evidenciar os compostos fendlicos presentes nesse mesmo extrato através da analise
de uma amostra em “branco”. Os cromatogramas correspondentes aos restantes

compostos fendlicos identificados sdo apresentados em Anexo 7.
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Figura 66: Cromatogramas correspondentes a analise por LC-MS do extrato de granulado de cortiga obtido

por soxhlet. Apresenta-se aqui informacdo relativa a identificagdo do &cido elagico nesse extrato. (a)

Varrimento total por LC-PDA do extrato, (b) Espectro UV correspondente ao tempo de retencédo [15,32-

16,98] min, (c) Valores dos ides moleculares [M-H]- experimentais para o pico com tempo de retengdo

16,04 min (d) Picos de fragmentacdo MS? correspondentes a m/z=301,00, (e) Cromatograma iénico total

por LC-TIC correspondente ao branco, (f) Varrimento total por LC-PDA correspondente ao branco.

90

60



De forma similar, também foi analisada por LC-MS a fragdo 6 obtida no processo

de libertagdo dos componentes do extrato retidos no MIP_7. Esta andlise permite

confirmar (ver dados de LC-TIC e LC-PDA apresentados nas Figura 67 e 68) que o

composto isolado através deste processo é o acido elagico.
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Figura 67: Cromatograma correspondente & andlise por LC-TIC da fracdo 6, resultante do processo de

recuperacdo dos compostos adsorvidos no MIP_7. Esta andlise permite confirmar que o composto isolado

é 0 acido elagico.
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Figura 68: Cromatograma correspondente & andlise por LC-PDA da fragdo 6, resultante do processo de

recuperacdo dos compostos adsorvidos no MIP_7. Esta analise permite confirmar que o composto isolado

é 0 &cido eldgico.

Na Tabela 15 apresentam-se de forma mais detalhada os dados obtidos na

identificacdo de compostos fendlicos por LC-MS, sendo também feita a comparacdo com

informacdo semelhante reportada na literatura.
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Tabela 15: Identificacdo por LC-MS de compostos fendlicos presentes no extrato de cortica obtido diretamente com granulado de cortica através da técnica de soxhlet.

RT RT ) Massa _
Formula Kmax [M-H] [M-H] MS? Composto Referéncias
(TIC) (PDA) ) o Molecular o L
) ) Molecular  (nm)  Experimental Tedrico (ppm) (m/z) Fendlico Bibliogréficas
(min)  (min) (g/mol)
84,89 92,92
110,96 . )
4,72 543  Ci/HOs 227/242 191,0556 191,055 192,17 2,907 Acido Quinico (Santos et al., 2010)
126,99 171
173
8,18 8 C7HsOs  241/267 169,0135 169,0131 170,12 1,895 125 Acido Galico
— (A. Fernandes et al.,
Acido
11,17 11,06  C7HeO4 240 153,0187 153,0182 154,12 3,169 109 _ 2011)
Protocatecuico
(Santos et al., 2010)
14,42 1433  CoHgOs 241 179,0342 179,0339 180,16 1,758 135 Acido Cafeico
(Touati et al., 2015)
185201229 )
16,6 16,04 CisHeOs 251/367 301,9981 301,9979 302,197 0,653 257 273 284 Acido Elagico (A. Fernandes et al.,

2011)
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Capitulo 7 — Conclusodes

Este trabalho incidiu no estudo da extracdo de 2,4,6-tricloroanisol (TCA) e de
compostos bioativos da cortiga natural, usando CO3 supercritico, e também na avaliacéo
da retencdo destes compostos em polimeros molecularmente impressos (MIPs).
Pretendeu-se desta forma contribuir para a criagdo de conhecimento com aplicacdo em
inddstrias da cortica, nomeadamente na area do fabrico de rolhas onde a erradicacéo do
TCA é um problema importante. A valorizacao de residuos de cortica através da extracdo
e posterior concentracao/separacdo de compostos bioativos, nomeadamente polifenais,
foi outra vertente explorada nesta contribuic&o.

Foram realizados estudos experimentais e de modelacdo matematica sobre a
transferéncia e migragdo de TCA na corti¢a, considerando como sistema modelo 0
contacto liquido/solido (solugdo hidro-alcoolica/cortica). A amostragem ao longo do
tempo da fase liquida, contendo inicialmente TCA em concentracdo conhecida, permitiu
obter a dindmica de transferéncia e posterior difusdo desta molécula na cortica. Foram
consideradas concentracfes de TCA na gama de mg/L, o que permitiu fazer as medicoes
necessarias por HPLC com detecdo UV. Os resultados experimentais foram comparados
com previsdes do modelo tedrico, desenvolvido e implementado em MATLAB usando o
método das linhas (MOL). Mostrou-se que a migracdo do TCA para a cortica depende de
forma critica da composicdo do solvente hidro-alcodlico, devido & influéncia das
interacdes hidrofdbicas. Estes resultados sdo Uteis no projeto de processos de extracao de
TCA da cortica pois mostram que a incorporacdo de um componente apolar (ex. o CO2
em solventes gasosos) devera aumentar a eficiéncia de remocdo desta molécula.

A extracdo de TCA da cortica com CO: supercritico foi testada considerando
diferentes combinacgdes entre pressdo, temperatura, tempo de extracdo e presenca de co-
solvente. Adicionalmente, foi também estudado o efeito do tratamento de rolhas de
cortica com CO2 gasoso para remogéo do ar contido nas células da cortica, tentando evitar
desta forma a formacdo de “papinhos” durante os tratamentos com vapor de agua. Os
testes realizados incluiram a utilizagdo de rolhas positivas (com quantidade conhecida de
TCA), fornecidas pela corticeira Amorim & Irmé&os. Neste contexto, a medi¢édo de TCA
na gama de ng/L foi realizada por SPME-GC-ECD, também pela corticeira Amorim &
Irmdos. Com as condi¢des de operacdo usadas, foram observadas deformacdes
geomeétricas importantes na cortica e os resultados indicam também que, em consequéncia

do tratamento com CO- gasoso/supercritico, houve uma migracdo substancial do TCA
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situado nas zonas interiores da rolha para a sua superficie. Estas observacfes sao também
importantes no desenho de processos eficientes de extracdo de TCA da cortiga pois
mostram que o tratamento ndo devera incidir em zonas com profundidade superior a cerca
de 3 mm. Com a configuracdo experimental considerada, ndo foi possivel realizar
medicdes de TCA por voltametria ciclica, nomeadamente na gama de ng/L. Esta técnica
mostrou-se, no entanto, potencialmente Util na detecdo e quantificacdo de compostos
fendlicos presentes em extratos de cortiga.

Mostrou-se que a utilizacdo de polimeros molecularmente impressos (MIPs)
apresenta vantagens importantes na valorizacdo de polifendis presentes em extratos de
cortica, nomeadamente em comparagdo com outros adsorventes comerciais (ex. resinas
DAX8, XAD4 e XAD7HP). De facto, dois MIPs sintetizados com 4-vinilpiridina como
monomero funcional evidenciaram um desempenho muito superior na retencdo de
polifendis em comparacdo com o0s restantes materiais. Através de andlises por
cromatografia liquida com espetroscopia de massa e detetor de diodos (LC/MS/DAD),
foram identificados os polifendis presentes nos extratos de cortica e demonstrou-se que a

utilizacdo dos MIPs permite, por exemplo, isolar o acido elagico presente nessas misturas.
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ANexos



Anexo 1: Imagens de pecas de cortica antes e depois do seu tratamento com CO gasoso
e/ou da extracdo com CO2 supercritico. Sdo também apresentados os perfis de
temperatura, pressdo, taxa de CO> e massa total de CO, para as experiéncias

correspondentes.
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Experiéncia 5
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Experiéncia 7
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Experiéncia 8

Impregnacdo de rolhas de cortiga com CO- gasoso: 1: Rolhas iniciais; 2: Rolhas ap6s a

primeira fase; 3: Rolhas apds mergulho em agua quente (85 °C) durante 1 min; 4: Rolhas
apos a segunda fase.
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Experiéncia 9
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Experiéncia 11
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Experiéncia 12
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Experiéncia 13
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Experiéncia 14
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Experiéncia 15

Impregnacéo de rolhas de cortica com CO, gasoso: 1: Rolhas iniciais; 2: Rolhas ap6s a primeira fase; 3: Rolhas apds mergulho em
agua quente (85 °C) durante 1 min; 4: Rolhas apés a segunda fase. As rolhas foram posteriormente sujeitas a extragdo com CO,
supercritico (esquerda): 1: Antes; 2: Depois.
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Experiéncia 16
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Experiéncia 18
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Anexo 2: Espectros de varrimento UV-Vis de extratos de corti¢a obtidos a partir de cubos

e rolhas ((a) e (b)). S&o também apresentados cromatogramas correspondentes a anélise

por HPLC gradiente de extratos de cortica (cubos, granulado). (c) 280 nm (d) 320 nm
ambos para 60 pL de extrato em ACN/H20 (50/50). (e) 60 uL de extrato em ACN/H20
(50/50) e 120 puL de extrato em ACN/H20 (90/10) (f) 120 uL de extrato em ACN/H20
(90/10) ambos a 280 nm.
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Anexo 3: Testes realizados por voltametria ciclica na detecdo e quantificagdo de TCA com uma velocidade de varrimento de 100 mV/s durante 2
ciclos.

2.0 0.0020 6
B Branco Branco
ranco 15
— Extrato + TCA 4
— TCA 0.0010 =
g TCA 1.0 < < ,
o) L g
= 0.5 < 0-0000 =
e 0.0 ’g-l -08 -0.6 =04~ -0.2 Q 02/ 04 06 g C
S : Q1  -08 -06—04 -0.2 0] 02/ 04 06
©-07-08 -06 04 00 02/04 06 © -0.0010 O .
-1.0 -0.0020 -4
Potencial (V) Potencial (V) Potencial (V)
(@) (b) (c)
6 4
Branco
Extrato 4 Branco 3
< Extrato + TCA 2 < TCA 2
1S IS
e 0 g 1
§-1.0 -0.8 -06==0.4 O% 00 0.2/04 06 08 1.0 1.2 § 0
8 2 8-1 -08 -06 04 -0.2 1 0 02 04 06
-6 2
Potencial (V) Potencial (V)
(d) (e)

(a) Voltamograma ciclico do padrdo de TCA (10 mg/L) numa mistura de TBAP (0,1 M) em ACN/H20 (3:2) entre -1V a 0,6 V com elétrodo de Prata (ET).
(b) Voltamograma ciclico do padrdo de TCA (10 mg/L) em ACN/H20 (5:2) numa mistura de TBAP (0,1 M) em ACN/H20 (5:2) entre -1 V a 0,6 V com elétrodo de Prata (ET).
(c) Voltamograma ciclico do padrdo de TCA (0,5 mg/L) em ACN/H20 (5:2) numa mistura de TBAB (0,1 M) em ACN/Hz0 (5:2) entre -1V a 0,6 V com elétrodo de Prata (ET).

(d) Voltamograma ciclico do padrdo de TCA (50 mg/L) com extrato das rolhas de corti¢a (0,5 mL) numa mistura de TBAB (0,1 M) em ACN/H20 (5:2) entre -1 V a 1,2 V com elétrodo de
Prata (ET).

(e) Voltamograma ciclico do padrdo de TCA (10 mg/L) numa mistura de TBAP (0,1 M) em ACN/H20 (3:2) entre -1 V a 0,6 VV com elétrodo de cobre (ET).
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Anexo 4: Testes realizados por voltametria ciclica na dete¢do do polifenol &cido cafeico com uma concentracdo de 0,1 mM numa mistura HCI (0,1

M) /MeOH (88/12) a diferentes valores de pH e velocidades de varrimento. Este polifenol esta em geral presente nos extratos de cortica.
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Anexo 5: Testes realizados por voltametria ciclica na detegdo de polifenois (Acido Galico e Acido Ferdlico). Estes polifendis estdo em geral

presentes nos extratos de cortica.

a) Acido Galico (0,475 mM) numa mistura de HCI (0,1 M)/MeOH (88/12) a diferentes valores de pH e velocidades de varrimento.
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b) Acido Ferdlico (0,1 mM) numa mistura de HCI (0,1 M)/MeOH (88/12) a diferentes valores de pH e velocidades de varrimento.
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Anexo 6: Cromatogramas correspondentes a analise por HPLC gradiente das restantes
fracOes. Estas fragdes foram obtidas através do processo de dessor¢do do extrato de

cortica anteriormente retido no MIP_7.
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Anexo 7: Cromatogramas correspondentes a analise por LC-MS do extrato de granulado

de cortiga obtido por soxhlet. S&o aqui apresentados dados adicionais para identificagdo
de compostos fendlicos presentes nesse extrato de cortica.
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b) Acido Galico
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¢) Acido Protocatecuico
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d) Acido Cafeico
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