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Avaliagdo de processos de Reducgdo/Eliminagdo de
TCA em Amostras de Cortica

Resumo

O principal objectivo deste trabalho consistiu na avaliagdo de processos de
redugdo/eliminagdo de TCA em amostras de cortiga, nomeadamente rolhas e discos.

Os processos de redugfo/eliminagdo de TCA em amostras de cortica foram
avaliados com recurso a sistemas de extrac¢do simples e exaustiva sélido-liquido
(Soxhlet), em diferentes condiges experimentais (sistema extractor de H,O/EtOH
(88:12 e 80:20)), com e sem substituicdo de solvente, presenga e auséncia de
adsorvente.

O aumento da percentagem de etanol no sistema extractor revelou-se de extrema
importincia, pois além de permitir a extracgéo eficaz de TCA das amostras, pressupde
que apds o tratamento as rolhas € os discos ndo libertem TCA quando colocados em
contacto com solugdes de menores concentragdes alcodlicas (e.g. vinhos, espumantes).

O carvéo activado revelou uma enorme capacidade adsorvente para o TCA o que

potencia futuras aplicagdes deste adsorvente associado a sistemas extractivos.

Palavras-Chave: Corticga, 2,4,6-Tricloroanisol, Extrac¢do Simples, Soxhlet.
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Evaluation of Processes of Reduction/Elimination of
TCA in Cork Samples

Abstract

The main objective of this study was to evaluate processes of reduction /
elimination of TCA in cork samples, including stoppers and discs.

The processes of reduction / elimination of TCA in cork samples were evaluated
using a solid-liquid simple and exhaustive extraction (Soxhlet) systems under different
experimental conditions (extractant system H,O / EtOH (88:12 to 80:20), with and
without replacing the solvent, presence or absence of adsorbents).

The increase in the percentage of ethanol in the extractor system proved to be
extremely important, because besides allowing efficient extraction of TCA, it assumes
that cork stoppers and discs samples after treatment, do not release TCA when placed in
contact with solutions of lower alcoholic concentrations (e.g. wine, sparkling wine).

The activated carbon adsorbent showed an enormous capacity for TCA trapping

which potentiates future applications of this adsorbent in extractive systems.

Key-words: Cork, 2,4,6-trichloroanisole, Simple Extraction, Soxhlet.
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I.1. Enquadramento geral

“Quem se preocupa com os seus netos planta um sobreiro”, diz o povo, que ha
muito que conta com as riquezas que esta imponente arvore oferece. Seja pelo valor
comercial da cortiga, pela variedade de ecossistemas que o montado acolhe ou até
mesmo pelo que representa a nivel cultural, sdo razées mais do que suficientes para

voltarmos toda a nossa ateng#o para esta arvore singular.

Em 2011, o sector corticeiro atingiu os 754 milhdes de euros em exportagdes
(2% dos bens exportados) e um saldo da balanga comercial de 659 milhdes de euros,
reafirmando a sua posigéo no suporte da economia portuguesa. [1] A rolha de cortica é o
produto de exceléncia que faz mover esta industria, que em 2010 representou 70% do
total das exportagdes, uma soma de 528,9 milhdes de euros. Com um valor notavel de
exportagdo, seguem-se os materiais de construgio, que atingiram os 23,4% das

exportagdes totais (176,3 milhdes de euros). [1]

Mediante notével desempenho econoémico é importante apostar na investigagdo
de forma a elevar ainda mais o valor e qualidade da cortiga, tornando-a cada vez mais
num produto competitivo e de caracteristicas inigualéveis a qualquer outro material. No
periodo entre 2000 e 2009 os projectos de 1&D relacionados com o sector da cortiga,
foram financiados em 3,7 milhdes de euros, pela Fundagfio para a Ciéncia e Tecnologia
(FCT). [1]

Se nos focdssemos nas questdes ambientais relacionadas com o montado de
sobro, esta introdugio tedrica ficaria demasiado extensa caso se quisessem demonstrar
todos os beneficios ambientais desta cultura. Assim, referem-se apenas alguns aspectos
como, por exemplo, a sua capacidade de captagdo e fixagdo de CO,. O desempenho
ambiental do montado de sobro ¢ ainda mais positivo, quando comparado as espécies
usadas nas exploragdes de madeira, uma vez que a exploragio do montado ndo afecta a
sua fungéo de armazenamento de CO,, bem como os ecossistemas que dele dependem.
[1] Dada a importancia dos montados, estes esto protegidos pela lei, facto que remonta
a 1310, na carta que El Rei D. Dinis redigiu, «... que se non faca dano nos

soueraes...». [2]
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E minha intensdo com este trabalho, contribuir de algum modo, para
salvaguardar a riqueza que o montado de sobro representa para o nosso pais. E
apostando na investigacio e desenvolvimento que obteremos um produto final cada vez
melhor e mais competitivo, tornando inigualavel este material j4 de si tdo nobre, que é a

cortica!

I.2. A Cortica

I.2.1. Sobreiro e 0o Montado

O sobreiro (Quercus suber L.) é uma planta dicotiledénea pertencente a familia
das fagéceas que tera surgido durante a Era Tercidria no periodo do Oligoceno. [2] As
plantas desta familia possuem folhas simples ¢ alternas, flores unissexuais e fruto seco,
que no caso do género Quercus, denomina-se lande ou glande. O que diferencia o
sobreiro das restantes espécies do género Quercus é o facto de produzir cortiga que

cobre todo o seu tronco e ramos. [3]

Esta espécie encontra-se difundida numa 4rea de cerca de 2 milhdes de hectares,
que se estende desde o sudoeste europeu (Portugal e Espanha) pelas zonas de influéncia
mediterranica do sul da Europa (Franga e Italia) e norte de Africa (Marrocos, Argélia e
Tunisia). O sobreiro estd adaptado aos verdes quentes e secos tipicos desta regido
(precipitagdo 400-800 mm/ano), bem como a solos de baixa fertilidade. Por esta razo o
montado apresenta um importante papel contra a desertificagio e erosio dos solos

contribuindo para a manutengfo da biodiversidade. [4]

As condigdes ideais ao seu desenvolvimento consistem em solos arenosos
pobres em calcario, azoto e fosforo, mas ricos em potassio, com valores de pH a variar

entre 4,8 ¢ 7,0. O sobreiro pode ser plantado, semeado ou propagar-se espontaneamente.

Em Portugal encontra-se em maior extensdo nas regides do Alentejo e Vale do

Tejo ¢ em Espanha nas zonas de Andaluzia, Estremadura e Catalunha. A produgio
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anual de cortiga totaliza cerca de 374000 toneladas, em que 74% do total provém destes
dois paises (51% e 23%, respectivamente). [4] Em territorio nacional é a terceira

espécie em termos de ocupagéo florestal, com 22,5% da area de povoamento. [1]

Em termos ambientais os montados de sobro desempenham um importante papel
na fixagdo de carbono. Este fendmeno resulta do processo de fotossintese em que o CO,
atmosférico € convertido em O, e matéria orginica. Estima-se que os montados sejam

responsaveis pela captagdo de 14000000 toneladas de CO; por ano. [5]

Devido a longevidade desta arvore, e o facto de ser explorada sem necessidade
de a cortar, os montados permitem a fixagio do habitat de muitas espécies, sendo que
muitas delas séio espécies protegidas e dependes deste tipo de ecossistema, como os
casos da Aguia Imperial Ibérica (4quila adalberti) e do Lince Ibérico (Lynx pardinus).
Pelas diversas razdes referidas, o montado figura na lista de ecossistemas protegidos
pela Rede Natura 2000. [6]

Sendo a cortiga um material possivel de ser reciclado, permite ainda que todo o
carbono que foi incorporado nessa cortica tarde a voltar para a atmosfera em
consequéncia do aumento do tempo de vida do produto. [1] Gragas as propriedades
térmicas da cortica e a sua fraca combustfio, os sobreiros sdo mais resistentes ao fogo

que as outras arvores, tornando-a um retardador natural do fogo. [6]

I.2.2. Da arvore a rolha

Apb6s um lento crescimento de 25 anos, efectua-se o primeiro descortigamento,
também chamado de desboia. Como resultado das tensdes provocadas pelo aumento do
perimetro do troco, a cortiga virgem apresenta uma superficie bastante irregular ¢ muito
sulcada, nfo ostentando ainda as caracteristicas que a tornaram um bom vedante. O
mesmo acontece com a seguinte tirada, a cortiga segundeira. Ainda que apresente ji
uma estrutura mais regular continua a néo ser a ideal. As cortigas virgens e amadias sdo
ainda assim aproveitadas noutras aplicagdes, como no fabrico de pavimentos, por
exemplo. As tiradas de corti¢a efectuam-se por periodos minimos de 9 em 9 anos e apds

a terceira obtém-se a cortiga amadia ou de reprodugéo ja aplicavel a produgdo rolheira.
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O tempo médio de vida de um sobreiro oscila entre os 170 ¢ os 200 anos, ou seja, um

sobreiro gera cerca de 13 vezes cortiga apta para fabrico de rolhas. [2]

O descorticamento é um processo delicado e requer que seja feito por
trabalhadores especializados com cuidado e precisdo para nfo comprometer a arvore.
Apesar de se terem ja desenvolvido ferramentas para descorticamentos mais
mecanizados, o0 machado e a pericia do tirador continuam a ser os eleitos para um
trabalho bem feito. Esta operagdo decorre entre maio e agosto, quando a arvore se
encontra numa fase mais activa do crescimento celular e a casca é mais facilmente

retirada do tronco.

Apés a extracgdo da arvore, a cortica ¢é empilhada no campo ou
preferencialmente em instalagdes fabris. A cortiga deve depois permanecer deste modo
por um tempo minimo de seis meses. Esta exposi¢go ao ar livre permitira a estabilizagéo
da matéria-prima. As pilhas, de formato rectangular, devem ser feitas de modo ao seu

comprimento ser perpendicular aos ventos dominantes.

Chegada a altura em que a cortiga é trabalhada, o primeiro passo € submete-la a
um processo de cozedura em dgua a aproximadamente 100°C. Apos este processo a
cortica adquire uma estrutura mais regular, torna-se mais maleavel e ocorre um aumento
de calibre. Para além das melhorias estruturais, este processo contribui para a redugio
da microflora, sendo deste modo também uma medida de prevengfo a ocorréncia de

odores, j4 que muitos compostos hidrossoliveis sfio facilmente extraidos nesta etapa.

Apbs a cozedura as pranchas de corti¢a necessitam de um periodo de repouso,

até que estas atinjam a humidade adequada ao seu processamento.

No processamento das pranchas, para além do processo de diferenciagéo entre
calibres e classes, a matéria ¢ novamente revista de modo a eliminar partes com
potencial actividade microbiana e contaminagfio, como a mancha amarela e defeitos
causados por pragas do sobreiro, como por exemplo a cobrilha da cortiga (Coroebus

undatus).

A industria rolheira tem & disposi¢do uma grande variedade de rolhas, como por
exemplo: rolhas naturais, colmatadas, técnicas, aglomeradas e capsuladas. O processo

de fabrico de uma rolha natural pode ser descrito de uma forma bastante sucinta. O
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primeiro passo, a rabaneagfo, consiste no corte de secgdes transversais, pegas essas
onde posteriormente serdo brocadas as rolhas. As dimensdes s@o depois ajustadas ao

tamanho pretendido na etapa de rectificagéo.

Apos a rectificagdo, segue-se o processo de escolha, que pode ser executada por
profissionais de escolha, embora hoje em dia varias industrias corticeiras disponham ja
de aparelhos automatizados, separando-as em diferentes classes e segregando quaisquer
defeitos. Seguem-se os processos de preparagéio do produto final, como a lavagem,
secagem, colmatagio e eventualmente coloragfio ou marcagio, que pode ser feita com

recurso a marcadores alimentares ou por queima.

1.2.3. Tecido Suberoso

As células suberosas sfio células citoplasmaticamente mortas, que terminada a
sua diferenciagdo, ficam reduzidas a sua parede celular. Cada uma destas células
(felema) é proveniente de uma célula mie (felogene), do tecido meristemético cujo
funcionamento esta ligado ao ciclo fisioldgico da arvore e a factores externos. As suas
paredes apresentam-se num arranjo hexagonal sem espagos vazios entre elas, com cerca
de 30-40 um de comprimento e 10-15 pum de largura (corte transversal). A suberificagéo
da parede celular é a sua principal caracteristica e tem como fungfio a protecgdo do

caule contra factores externos e permitindo evitar também a perda de humidade. [4]

O sentido do seu crescimento é radial apresentando linhas paralelas aos raios da
arvore. O tecido resultante tem capacidade de deformagdo quando sujeito ao stress
compressivo do crescimento. O felogene também desenvolve uma camada de células na
superficie interior denominada feloderme. [4] Para além da direcgdo radial, podemos
ainda definir na cortiga a direcgdio axial (direc¢do vertical da arvore) e tangencial

(perpendicular as anteriores).

As camadas celulares referidas constituem a periderme, conjunto de tecidos cuja
fungfo € a de substituir a epiderme, principalmente em caules e raizes, protegendo-os

quando estes ficam expostos por danos causados durante o crescimento. [4]
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Tal como acontece com a madeira em que se pode determinar a idade de uma
arvore pela contagem dos anéis do seu tronco, o0 mesmo acontece com a corti¢a. O
felogene ¢ funcional entre Abril e Novembro, atingindo a sua actividade méxima por
volta do més de Junho. Estas variagdes sazonais na actividade fisiologica geram células

que macroscopicamente se diferenciam gerando camadas distintas. [4]

Durante o ciclo de vida do sobreiro, estre produzira dois tipos de cortiga, uma de
primeira geragdo, produzida pelo felogene original da &arvore, designada de cortiga
virgem, e as subsequentes camadas, formadas por regeneragéio do felogene, cortiga de

reprodugéo. [7]

1.2.4. Aplicagdes

Das caravelas portuguesas que descobriram os mares, aos foguetdes que
descobrirdo o universo, é vasto o campo de aplicacdo de corti¢a. Isto gracas a uma
combinagfo de caracteristicas que a torna num material unico e muito flexivel quanto as
aplicagbes possiveis. Sendo um tecido constituido por células vazias (cerca de 40
milhdes de células por cm®), a cortica é leve, praticamente impermeéavel a liquidos e
gases, elastica e compressivel, resistente a diversos produtos quimicos e indcuo. Possui
uma massa volumica média de 200 kg/m® e é um excelente isolante térmico, vibratico e
aclistico e é praticamente imputrescivel, provavelmente devidos a presenga dos cer6ides

impermeabilizantes e dos taninos. [2]

A cortiga, segundo os documentos mais antigos, terd tido as suas primeiras
utilizagdes na China, Egipto, bem como noutros paises da Asia Menor, por volta de
3000 a.C.. As propriedades flutuantes e impermedveis deste material eram ja
conhecidas, e por isso eram usadas em utensilios de pesca e vedantes de anforas. [4]
Ainda da antiguidade, restam vestigios arqueologicos de urnas com cortica em

cemitérios na Sardenha. [4,8]

Nas épocas Romana e Grega, a “arvore da casca”, assim chamada por autores da

época, era uma arvore consagrada como simbolo de valor. [2] Para além dos numerosos
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artefactos que se preservaram, a utilizagdo da corti¢a nesta época estd muito bem

documentada por muitos poetas e fildsofos, tal como Teofastro (IV-III a.C.). [4]

No século III a cortica ja era utilizada como vedante de 4nforas para vinho e com
bastante sucesso, pois alguns desses recipientes foram encontrados em 1939, em Franga,
contendo vinho ainda bebivel. [2]

Evoluindo no tempo até 4 idade média, as aplica¢des da cortiga estenderam-se ao
mobiliario, isolante de chdo e paredes, continuando a ser utilizada como vedante.
Contudo, s6 no século XVII se torna comum o conceito de “rolha” como a conhecemos
hoje, quando em 1680 o monge beneditino Don Pierre Pérignon comegou a utilizar este

método de vedagio, enquanto aperfeigoava as suas técnicas de produgéo de champagne.

[4]

Entretanto também a ciéncia voltou os olhos para este material. Em 1664 Robert
Hooke fez a primeiras observagbes ao microscopio de células vegetais utilizando a
cortica como tecido. Os primeiros ensaios quimicos realizados com corti¢a datam do
século XVIIL. [7]

A utilizagdo de cortica perdurou até aos dias de hoje, e actualmente é um
produto associado a inovagdo. Para além da rolha que continua a ser o principal produto,
e cada vez de melhor qualidade, as aplicagGes estendem-se desde isolantes para veiculos
espaciais a prepara¢do de materiais de carbono [9,10], materiais compdsitos e até como
fonte de moléculas biologicamente activas. [4] O seu potencial farmacologico prende-se
fundamental com os metabolitos secundérios de baixo peso molecular. Os elagitaninos,
por exemplo, tem propriedades antioxidantes, anticancerigenas, anti-inflamatérias e sdo

inibidores da replicagéo do virus HIV. [11,8]
1.2.5. Composi¢ao Quimica

Do ponto de vista quimico, podemos dividir os constituintes da cortiga em cinco
grupos: suberina, lenhina, polissacaridos, taninos e ceréides. Como produto natural que
é, ndo ¢ correcto falar em quantidades exactas de cada constituinte pois estas dependem

de factores ambientais, genéticos e até mesmo da idade da arvore. A composigédo
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quimica ¢é também bastante varidvel consoante seja cortiga virgem ou de reprodugso.
[2,7]

A suberina é o composto mais abundante na cortiga, cerca de 50% da matéria
total e encontra-se na parede celular das suas células. Consiste num polimero misto de
monomeros aromaticos e alifiticos de caracteristicas hidrofobicas e insolivel na maioria
dos solventes organicos. A par da suberina também a lenhina tem fun¢des estruturais. A
sua estrutura entrecruzada parcialmente aromatica confere rigidez a parede celular e é
responsavel por manter as células unidas. A frac¢do de polissacaridos € constituida por
dois tipos de polimeros, a celulose (homopolimero) ¢ a hemicelulose (heteropolimero).
[2:4]

Dentro dos compostos extractivos apresentam-se os cerdides, uma mistura de
alcanos, alcandis e triterpenos, que tém como principal fung@o a impermeabilizagéo da
cortica, e os taninos que sdo compostos fenolicos e parecem possuir fungdes protectoras
contra ataques de organismos biologicos.[2] Uma analise mais detalhada dos compostos
extractivos lipofilicos, mostram que os triterpenos s&o na sua maioria constituidos por

cerina, friedelina e acido betulinico (Fig.I.1). [12,13]

Os compostos fendlicos sdo extraiveis com solventes polares tais como etanol e
agua. Estes compostos dividem-se em dois grupos: os simples de baixo peso molecular,
tais como, acido elagico, acido 3,4-di-hidroxibenzdico, acido galico, acido vanilico,
etc.; € 0os compostos poliméricos (taninos) onde também distinguimos dois grupos, os
taninos hidrolisaveis e os taninos condensados. Como exemplo do primeiro grupo é
podemos referir o acido 3,4,5- tri-hidroxibenzdico e do segundo as catequinas e as

leucoantocianidinas. [7]

Dada a variedade de moléculas que constituem a cortiga, esta, pode ser vista
como uma potencial fonte de moléculas bioactivas ou intermediarios para outras
sinteses. O acido betulinico (Fig.I.1), por exemplo, ¢ um composto bastante abundante
na corti¢a e o seu valor comercial ronda os 130 euros por cada 25mg [14], logo a sua
extracgdo a partir do produto natural pode ser uma alternativa & sua sintese em

laboratorio.
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Figura I.1. Estrutura do 4cido betulinico, triterpeno abundante na cortiga e muito usado em

medicina. [14]

1.2.6. Defeitos Naturais

Enquanto produto natural a corti¢a apresenta defeitos provocados por factores
biolégicos ou externos que tém um impacto, na maioria das vezes negativo, na

qualidade desta matéria-prima.

Um destes problemas prende-se com descontinuidades na massa da cortiga, que
sdo provocados por fracturas radiais, durante o crescimento ou tangenciais que ocorrem
geralmente em periodos de seca, incéndios ou ataque bioldgico que levam a um perda
da actividade do felogene (ano seco). A cortiga pode também sofrer o ataque de insectos
que desenvolvem galerias, nomeadamente a formiga da cortica (Crematogaster
scutellaris Oliv.) e a cobrilha da cortica (Coroebus undatus F.). Este defeito torna a
cortica impropria para o fabrico de rolhas pois perde a sua capacidade enquanto

vedante. [4]

A porosidade ¢ um factor a ter em conta na determinagdo da qualidade da
cortica, apesar de ndo ser um “defeito” pois estes poros desempenham um papel na
fisiologia da planta, por permitirem as trocas gasosas entre o tronco € o exterior. A sua
quantidade, dimenséo e distribuigdo sdo tidas em conta no momento da atribui¢do de

classes.
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Um outro defeito que compromete a performance da rolha é o chamado “verde”.
Estas cortigas apresentam uma concentragdo anormal de humidade (400%-500% contra
os normais 14%) e por esta razio demoram mais tempo a secar. Quando por fim secam,

0 volume diminui cerca de 30% levando ao encolhimento e por vezes colapso das
células. [4]

As pranchas de cortiga por vezes apresentam manchas acinzentadas ou
amareladas que resultam da presenga de compostos naturais concentrados nessas zonas
ou de ataques biolégicos, e estdo particularmente associadas a condigdes de elevada
humidade. Em ambos os casos, nfo se utilizam para a produgio de rolhas com o intuito
de evitar contaminagdes com substéncias causadoras de maus odores. [4] As manchas
amarelas sdo causadas maioritariamente pelo ataque do basidiomiceta Armillaria
mellea, um microorganismo que se desenvolve no solo. [4] Quando as arvores sofrem
ataques externos, respondem com alteragdes celulares, ocorrendo uma diminuigéio no
teor em lenhina e polissacaridos e um aumento de extractivos polares. A cortiga adquire
assim a coloragio amarelada e um cheiro notivel a mofo. [4,15] A exigéncia dos
consumidores e a pressdo dos mercados de vedantes alternativos as rolhas, tm nos
ultimos anos, centrado a aten¢do para o problema dos compostos contaminantes em
cortiga. O chamado “gosto de rolha”, pode ser causado por diversos compostos, contudo
0 2,4,6-tricloroanisol (2,4,6-TCA) ¢ apontado como o principal responsével em cerca de
80% dos casos de rejeigdo de vinhos. A presenca de “off-flavours” afecta tanto a
industria corticeira como a indistria vinicola, representando avultadas perdas

econdmicas. [16]

Existem multiplas hipoteses para a presenga do 2,4,6-TCA na cortiga, como a
cloragéo de derivados da lenhina durante o processo de cloragio da cortiga (método em
desuso) [16] ou o resultado de transformagdes quimicas de determinados percursores
clorofendlicos  (2,4,6-triclorofenol  (TCP), 2,3,4,6-tetraclorofenol (TeCP) e
pentaclorofenol (PCP)). [17] Alguns biocidas, nomeadamente derivados do TCP, séo
biotransformados via enzimatica (clorofenol-O-metiltransferase (CPOMT)) por alguns
fungos em metabolitos indcuos para o seu desenvolvimento (entre eles o 2,4,6-TCA).
Desde 1980 que a sua utilizag@o foi proibida, contudo os pesticidas organoclorados sdo

poluentes lipofilicos de grande persisténcia e¢ tendem a acumular-se nos tecidos

24



Avaliagdo de Processos de Redugdo/Elimina¢do de TCA em Amostras de Cortica

vegetais. Na literatura estdo documentados estudos que mostram a possivel relagdo entre
a concentragdo de diversos biocidas ¢ 2,4,6-TCA. [17-19]

L.2.7. Compostos Contaminantes

Apesar de a rolha ser apontada como a principal “culpada” por estes
desagradaveis odores, estes podem também ser provenientes de contaminagbes durante
o processo de produgfio de vinhos e armazenamento em adegas cuja atmosfera esta
contaminada. Foram ja reportados casos em que vinhos conservados em barricas de
madeira estavam contaminados, mesmo sem nunca terem estado em contacto com

rolhas de cortiga. [22]

De notar que a presenga de 2,4,6-TCA afecta o produto final apenas nas suas
caracteristicas organolépticas, nfo sendo t6xico nem perigoso para o ser humano as
concentragdes em que geralmente se encontra (ng/L). Os mofos tém sido associados a
varias substincias para além do 2,4,6-TCA, tais como a geosmina, 2-metilisoborneol,
guaiacol, 1-octeno-3-ona, 1-octeno-3-ol, pirazinas, outros cloroaniséis e clorofendis,

2,4,6-tribromoanisol e respectivo halofenol.

Halofendis

Os halofendis s@o um grupo de moléculas derivadas do fenol, em que este é
substituido numa ou mais posi¢des por halogénios, cloro (Cl), bromo (Br), Iodo (I) e
Flaor (F).

Estes compostos séo amplamente usados na produgdo de pesticidas, herbicidas,
produtos para preservar madeiras, entre muitos outros quimicos associados & agricultura
e industria. Os clorofenoéis e os bromofenois sfo os halofendis mais utilizados para estes
fins. Esta classe de compostos € conhecida pela sua toxicidade e por serem
bioacumuléveis. O uso de clorofenois, e de outros halofenoéis € actualmente proibido na

Europa, mas continua a ser permitido na Asia, Africa e América do Sul. [20] A
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toxicidade dos fendis advém da capacidade que estes compostos t€m de se ligar de

forma nio especifica a moléculas biologicas.

Para a inddstria corticeira, sio um problema relevante, pois para além de
também eles serem compostos odoriferos, sdo ainda percursores quimicos na formagéo
de haloaniséis, nomeadamente o tdo problematico TCA. Na tabela I.1 sdo apresentados
exemplos dos halofen6is mais relevantes, bem como os limites inferiores para a sua
percepgdo em agua. De notar que quanto mais substituidos sfo, menos odoriferos se

tornam por diminui¢8o da sua volatilidade.

Tabela I.1. Limites de percepgdo sensorial em agua, para os halofendis mais comuns em cortica.
[21]

Composto

2,4,6-TBP

2,3,4,6-TeCP

PCP

2,4,6-TCP

Estrutura

Br.

OH

Br

Br

OH

Cl Cl

Cl

Cl

OoH

o]

Cl

C

Cl

Cl

OH

Cl Cl

Cl

Limite percep¢io

sensorial em agua

600

1600

300

pgL!

Haloaniséis

2

Os haloaniséis sdo tidos como os principais responsaveis pelos “off-flavours®
presentes em vinhos e outras bebidas de teor alcodlico. Tal como acontece para os
halofenois, os haloaniséis sdo derivados do anisol, em que uma ou mais posigdes sido
substituidas por atomos de halogénio. A tabela 1.2 ¢é indicativa dos limites sensoriais

para alguns anisdis em agua.
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Tabela 1.2. Limiar de detecgdo em 4gua para alguns haloanisois. * Valor em pg/L. [21]

Composto 2,4,6-TBA 2,3,4,6-TeCA PCA 2,4,6-TCA
OCH, OCH, OCH;, OCH,
Br. Br [#] Cl Cl Cl Cl Ct
Estrutura
Cl Cl Cl
Br Cl Cl Cl

Limite percepg¢io
sensorial em agua 30-300 4 -- 8-30*
ng.L'1

O 2,3,4,6-tetracloroanisol (TeCA) e o pentacloroanisol (PCA) sdo compostos
menos volateis, possuindo por isso, limiares de percepgdo mais elevados que o TCA,
contudo a sua caracteristica olfactiva é a mesma, ou seja, um desagradavel cheiro a
mofo. A principal causa do aparecimento destes dois compostos no ambiente resulta da
degradagio bioquimica de alguns pesticidas contendo 2,3.4,6-tetraclorofenol ou
pentaclorofenol. [22]

O TBA surge principalmente por O-metilagiio do seu percursor directo (TCP), e
alguns autores associam-no quase sempre a contaminacOes em adegas, ja que este

composto ¢ um comum constituinte de produtos usados no tratamento da madeira. [22]

O 2,4,6-TCA (tabela 1.3), de formula molecular C;H;Cl;0, é um composto
organico aromatico homomonociclico pertencente a classe dos fendis e derivados e a
sub-classe dos aniséis. Praticamente insoluvel em &gua, é solivel em etanol, metanol e
benzeno. Tendo na sua base um anel aromatico, uma das estruturas quimicas mais

resistentes produzidas pela natureza, o 2,4,6-TCA ¢ uma molécula altamente estivel.
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Tabela I.3. Propriedades Fisico-Quimicas do 2,4,6-tricloroanisol

1,3,5-tricloro-2-metoxibenzeno
(IUPAC)
Sélido branco; Forma agulhas

P.M.: 211,47g/mol

P.e.: 246°C (760mmHg)
P.f.: 60-62°C
Solubilidade em agua (10mg/L(20°)

Cl

2,4,6-Tricloroanisol

O TCA ¢ um composto de ocorréncia natural, na dgua, na terra, em legumes e
frutas, na madeira e cortiga, entre outros. As moléculas de TCA encontram-se ligadas a
matriz da cortiga através de dois tipos de ligagdes: Forgas de Van der Waals e pontes de
hidrogénio (Figura 1.2). [23,24] Apesar destas ligagdes entre TCA e matriz serem
relativamente estaveis, devido as suas caracteristicas, o TCA serd, pois questdes de
polaridade, mais atraido pelo etanol que pela cortiga, motivo que o fara migrar da rolha

para o vinho.

Adicionalmente verificou-se através de um exame microscopico, que podem
desenvolver-se colonias de fungos nas lenticelas da cortiga, com a consequente possivel

concentragio de TCA no seu interior. [25]

28



Avaliagdo de Processos de Redugdo/Eliminagdo de TCA em Amostras de Cortica

Pontes do Hidroginio

Figura 1.2. Representagdo da ligago entre as moléculas de TCA e a matriz da cortiga [24]

Outros compostos

As zonas de humidade, como é o caso de alguns solos onde por vezes se
encontram os sobreiros, sio o ambiente ideal ao desenvolvimento de algas e
cianobactérias. Estes organismos sdo capazes de biossintetizar compostos como o 2-
metilisoborneol (MIB) e a geosmina, que conferem aos vinhos um gosto € odor a mofo

¢ a terra. [26]

Outros compostos que também sdo susceptiveis de alterar as caracteristicas
organolépticas do vinho sdo o 3-metil-1-butanol, o 1-octeno-3-ol e o guaiacol entre

muitos outros.
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1.3. Estado de arte

(Prevencio, Esterilizacao, Descontaminagfo)

A industria corticeira dispde j4 de alguns métodos, para fazerem face ao
problema das contaminag¢fes, permitindo a obtengéio de um produto final de elevada
qualidade. Alguns métodos tém como fungdo eliminar as causas de contaminagdo, por
irradica¢do dos microorganismos ou pela eliminagfio de agentes clorados, enquanto

outros métodos actuam directamente sobre os niveis de TCA presentes na cortiga.

O tempo que a cortica permanece em estabilizag8io pode levar & criagdo das
condi¢des de temperatura ¢ humidade perfeitas para o desenvolvimento microbiano, e
por consequéncia ao aparecimento de metabolitos da sua ac¢do, nomeadamente o 2,4,6-
TCA. Assim sendo, este ¢ um ponto por onde as industrias corticeiras podem actuar em

primeiro lugar.

A prevengdo comega com a chegada da cortiga ao estaleiro. As pranchas devem
ser empilhadas, idealmente, sem estar em contacto com solo e este devera respeitar as
normas do Coédigo Internacional das Praticas Rolheiras (CIPR). As pilhas deverdo ser
feitas de modo a facilitar a circulagdo de ar € o escoamento de agua. A cortiga deve ser
correctamente limpa de calgos, mancha, corticas com musgo e liquenes e refugos,

evitando o contacto de “cortigas boas” com outras com elevado potencial contaminante.

Existe descrito na literatura uma variedade de técnicas para esterilizagdo da
cortica € produtos de cortiga. A eliminagio de microorganismos contribui para a
reducdo das probabilidades de contaminagSes, sem no entanto ter qualquer efeito na
quantidade de TCA ja existente. Em técnicas mais antigas utilizou-se para este fim
acido oxalico e hipoclorito de sodio (efeito bactericida), contudo estas revelaram-se
pouco seguras com o indesejavel uso de produtos clorados, o que levou estes compostos
a serem proibidos pelo CIPR, dando lugar a compostos como o formaldeido e o anidrido
sulfuroso. [27] Foi também estudada a aplicagdo de antibidticos na esterilizagdo

(natamicina ou antimicina) [27,28] bem como de solugSes de peroxido de hidrogénio,
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com acgéo tripla: oxidagBio de 2,4,6-TCA, esterilizagdo e branqueamento de rolhas.
[27,29]

Ao nivel da fisica, tém-se vindo a estudar a aplicagdo de radiagdo y e
microondas. [27] Esta ultima, por aquecimento das moléculas de 4dgua leva 2 morte dos

microorganismos bem como a evaporagio de contaminantes.

A remogdo de 2,4,6-TCA torna-se especialmente problematica devido a
caracteristicas intrinsecas, tanto da molécula como da cortica. O 2,4,6-TCA é um
composto fracamente volatil (p.e.=246°C, 760mmHg) e praticamente insoluvel em
agua. A cortica por sua vez € impermeavel a gases e liquidos. A aplicagdo de
temperaturas elevadas, com o objectivo de vaporizar os contaminantes, geralmente leva

a degradagfo da matéria. [27]

Tal como acontece com a esterilizagdo, existem varias técnicas ja estudadas para
limpeza de contaminantes em cortiga, muitas delas com resultados bastante positivos,
contudo, a probleméitica continua a assentar no facto de ser apenas uma limpeza
superficial. Ainda assim algumas técnicas apresentam resultados satisfatérios em

relagdo a qualidade do produto final.

A lavagem com acidos fracos, tais como acido citrico (3%v/v) e acido acético
foi testada. [27] A extracgfio em Soxhlet com n-pentano apresenta resultados positivos,
contudo a utilizagdio de alcanos em indistria levantaria uma série de questdes

econdmicas e de segurancga. [27]

Dada a natureza das ligagdes entre 2,4,6-TCA e a matriz da cortiga,
desenvolveram-se métodos com o objectivo de criar um solvente de polaridade ajustada
a extrac¢@o deste composto. Recorre-se frequentemente ao uso de misturas dgua/etanol.
Nestes processos, o vapor de dgua e etanol é posto em contacto com as rolhas numa
cédmara de extracgdo, segue-se uma diminuigio do teor em 4lcool ao mesmo tempo que
uma corrente de ar comprimido arrasta os compostos contaminantes a0 mesmo tempo

que vai secando as rolhas. [24,27]

A utilizag@o de fluidos supercriticos é actualmente um método ja aplicado na
industria, revelando-se um método rapido, sem recurso a solventes orgénicos e eficiente.

[30] Contudo, esta eficiéncia diz respeito a particulas pequenas de granulado, pois esta
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técnica ndo consegue ser eficiente, por exemplo, em pranchas de corti¢a, onde o fluido

teria de ter uma maior capacidade de penetragéo.

Existem alguns principios e dados experimentais ja adquiridos [31], acerca dindmica
das transferéncias de TCA entre a cortica € a maceragfio de andlise ou vinho. Estes
estudos foram imprescindiveis para o controlo de qualidade na industria corticeira, pois
indicam-nos quais as condi¢des requeridas para que os resultados se assemelhem ao

maximo com a realidade dos vedantes.

e Fazendo sucessivas recolhas numa maceragéo (intervalos de horas), verifica-se
que a concentragdo de TCA no meio aumenta até atingir um ponto de equilibrio.

Estes resultados permitiram definir as 24 horas, como o tempo de extrac¢do mais

eficiente (Fig.1.3).
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. w’im g 413
% a4 —
< g gt =
&
P~ 40
wﬁ%}yrﬂ—-——fu —
° 2 o 7 L m
Tempo (horas)

Figura 1.3. Concentragdo de TCA (ng/L) em fungio do tempo (horas) das recolhas efectuadas
para quatro amostras diferentes. (adaptado de [31]).

e Nio existe correlagdo entre a quantidade total de TCA numa amostra com a
quantidade na maceragdo quando esta atinge o equilibrio com a amostra. Apenas
0,05 % a 2,0% do TCA total ¢ extraido para a maceragdo (0 mesmo acontecera
num vinho). [31]

¢ Quando se efectuam sucessivas maceragdes (24h) para uma mesma amostra esta
apresentara sensivelmente o mesmo valor para todas elas. Este fenomeno indica
que o TCA extraido estd relacionado com um equilibrio intrinseco as

propriedades individuais da cortiga. [31]
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e Existe uma boa correlagfio entre o valor medido para uma maceragio de rolhas,
por exemplo, e o valor médio das concentragSes dessas mesmas rolhas quando
medidas individualmente. [31]

e Foi constatado que em solugdes mais alcodlicas (sistemas mais organicos) existe
uma maior extrac¢iio de TCA. Contudo, ao se aumentar a afinidade para o TCA
permanecer em solugdo, estamos a reduzir a sua volatilidade bem como a
capacidade para a sua absor¢iio em microextragio em fase solida. [31]

e Dos pontos anteriores obtém-se a defini¢io de TCA Iibertdvel (Releasable
TCA). O TCA libertdvel sera a quantidade de TCA em solugéo aquando do
equilibrio, ¢ é fungdo do teor de TCA na cortiga, do teor alcodlico da
solugdo/vinho e da localizagdo fisica do TCA na cortiga. Estas quantidades s&o

usualmente expressas em ng/L ou partes por trilido (ppt). [1]

1.4. Adsorventes e solventes

1.4.1 Adsorventes

O carvio activado é um material de carbono altamente poroso e com
caracteristicas muito versateis, por essa razdo é aplicado tanto em uso doméstico,

passando pela medicina até a remogéo de poluentes.

Estes carvies podem ser obtidos a partir de diversos materiais lenhosos, como €
o caso da casca de coco, casca de noz, corti¢a entre outros. Existem dois métodos de
produgdo, a activacdo fisica, que recorre 4 queima com gases a altas temperaturas e a
activagiio quimica, em que o percursor é misturado com um reagente acido ou bésico e
depois aquecido. A activagio quimica é mais vantajosa, pois ocorre a temperaturas mais

baixas, com melhor rendimento € maiores areas de superficie. [36]

A sua elevada microporosidade confere-lhe um extraordindrio poder de
absorgdo, devido a extensa area de superficie disponivel para contacto (1g de carvéo =

500m?). A estrutura do carvdo vai depender do percursor utilizado bem como das
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condigdes de trabalho. A estrutura porosa ¢ formada por folhas grafiticas e o espago
formado por elas é de dimensdes moleculares. As propriedades quimicas dos carvdes
sdo atribuidas durante a sua produgdo, pela formaggo de grupos carboxilicos, fenélicos

lactonas e éteres (Fig.1.4).

Acldo Carboxilico

Lactona

Feno!

Carbonilo

Anidrido

Eter

Quinona

Figura 1.4. Representagfio esquematica dos principais grupos funcionais presente na superficie
de um carvio activado. [36]

1.4.2 Solventes

A presenga de um solvente pode acelerar uma reacgdo num factor de 10%; a
mudanga de um solvente para outro pode produzir variagdes da ordem dos milhGes na
velocidade de uma reacgo. [37] E portanto pertinente o estudo da variagio de solventes

na extracgio de compostos contaminantes em cortiga.
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Da enorme variedade de solventes que poderiamos ter escolhido para realizar
este trabalho experimental, a solugdo hidroalcodlica ¢ a mais pertinente. Em primeiro
lugar, porque ndo levanta problemas em termos de toxicidade no produto final, € um
sistema ja familiar no que diz respeito as técnicas de andlise em cortiga e sobretudo por

ser um meio semelhante ao de um vinho comum.

O estudo referido em [38] mostra a capacidade que tanto o dlcool como a agua,
tem de permear as células da cortica. Existem entre as células da cortiga, pequenos
canais denominados de plasmodesmos, que atravessam as paredes celulares suberizadas,
com um didmetro aproximadamente de 100 nm. E através destes canais que se efectuam
as trocas gasosas nas células. Os resultados obtidos em [38] revelam que tanto o etanol
como a agua tanto no estado liquido como vapor, tem capacidade de permear ndo so

estes canais como também a parede celular.

O mecanismo proposto sugere que as moléculas de dgua inicialmente v&o
aderindo aos grupos hidroxilo ¢ metoxi de caracter hidrofilico, formando ligagdes por
pontes de hidrogénio. A absorgdo continua com a formagéo de “clusters” de agua em

torno destes centros.

Tanto o etanol quanto a dgua revelam grande afinidade para a cortiga, com a
4gua a exibir uma maior absorgdo, talvez devido a diferenga de tamanho entre as
moléculas. Os valores de absor¢io obtidos em [38] foram os seguintes: 2,0x10°

"mol/cm® cortica/ Pa (agua) e 1,3x10'7 mol/cm® cortiga’Pa (etanol).

A égua, o principal solvente que nos ocorre, deve, em grande parte, o seu poder
de solvatagio em especial ao grupo —OH. Consegue solvatar catibes fortemente por
intermédio dos pares de electrdes ndo compartithados no oxigénio e solvatar anides

através de ligagdes por pontes de hidrogénio. [37]

Solventes como por exemplo, o pentano, foram testados a fim de avaliar o seu
poder de extracgio de TCA. [27] Outros alcanos, como o n-hexano sdo frequentemente
citados em artigos como bons extractores de compostos apolares. Contudo € cada vez
mais frequente procurar-se uma alternativa mais verde quando comparada a estes

compostos, na maioria das vezes, de origem petroquimica. [39]
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CAPITULO I

Discussio de resultados
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I1.1. Apresentacio e discussio de resultados

Os processos de redugdo/eliminagdo de TCA em amostras de cortiga foram
avaliados com recurso a sistemas de extrac¢do simples e exaustiva sélido-liquido
(Soxhlet), em diferentes condi¢des experimentais (sistema extractor de H,O/EtOH
(88:12 e 80:20)), com e sem substituicdo de solvente, presenca e auséncia de
adsorvente.

Utilizaram-se rolhas e discos como material de estudo, uma vez que se tratam

dos principais produtos finais da inddstria corticeira.

I1.1.1. Extrac¢ao Simples
Durante a realizagdo dos ensaios o pH foi verificado em todas as etapas,

mantendo-se sempre em valores aproximados a pH 5.

Ensaio 1

Na tabela II.1, apresentam-se os resultados obtidos para a concentragio de TCA

(ppt) em rolhas e discos quando submetidos ao ensaio 1 da extrac¢do simples.

Tabela II.1. Concentragdes de 2,4,6-TCA (ppt) obtidas para o ensaio 1 na Extracgdo Simples.

Concentragdo de 2,4,6-TCA (ppt)
Tempo (h) Discos Discos Rolhas Rolhas
intactos triturados intactas trituradas
24 10,01 11,43 3,40 3,46
48 5,19 12,45 1,74 3,34
72 8,92 13,44 2,71 3,17
96 725 8,71 2,39 2,32
120 5,11 T2l 0,42 1,28
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Na figura II.1 sdo apresentados os resultados obtidos no ensaio 1 da extrac¢do

simples para as rolhas de cortiga (Fig.IIL.1).

B Rolhas Intactas
Rolhas
B Rolhas Trituradas
5.00 -
4.00 -
3.00 -
TCA (ppt)
2.00 -
1.00 -
0.00 - T T
24 48 72 96 120
Tempo (h)

Figura II.1. Representagdo grafica dos resultados obtidos para a quantificagdo de TCA em
rolhas no ensaio 1 da extrac¢do simples.

Na figura I1.2 sdo apresentados os resultados obtidos no ensaio 1 da extrac¢do

simples para os discos de cortiga (Fig.III.1).

H B Discos Intactos
Discos
B Discos Triturados

20.00

15.00 -
TCA (ppt) 10.00 -

- ' l

0.00 - ‘ : . :

24 48 72 96 120
Tempo (h)

Figura I1.2. Representagdo grafica dos resultados obtidos para a quantificagio de TCA em
discos no ensaio 1 da extracgdo simples.
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A andlise das figuras II.1 e I1.2 permite verificar que, no caso das amostras das
rolhas e dos discos, intactas ou trituradas, os valores de TCA se mantém relativamente
constantes, o que confirma que apds 24 horas de extracg¢@o a quantidade de TCA em
solugdo, estabiliza. A comparagdo de valores entre as amostras de rolhas e discos
permite facilmente constatar que os discos apresentam valores de TCA superiores, um
resultado que podera resultar da maior superficie de contacto durante a extrac¢do. Na
comparagdo de valores entre as amostras intactas e trituradas, verifica-se que as
amostras trituradas apresentam sempre valores de TCA ligeiramente superiores, um
resultado igualmente previsivel, j4 que nestas ultimas existe uma superior area de
extracgdo para o solvente. Em ambas as amostras, a ligeira redu¢do na concentragio de
TCA que se verifica apos as 96 horas de extrac¢do podera dever-se a decomposi¢do
quimica do TCA em solug@o. A possivel decomposi¢do quimica podera ser um factor
determinante para a redugdo de TCA em solugdo, pois proporcionaria uma superior
quantidade de TCA extractavel e uma consequente diminui¢do deste na superficie das

amostras.
Ensaio 2

Na tabela II.2, apresentam-se os resultados obtidos para a concentragdo de TCA

(ppt) em rolhas e discos quando submetidos ao ensaio 2 da extracgdo simples.

Tabela I1.2. Concentragdes de 2,4,6-TCA (ppt) obtidas para o ensaio 2 da Extracg¢@o Simples. A
célula a vermelho indica um ponto discrepante.

Concentragdo de 2,4,6-TCA (ppt)
Tempo (h) Discos Discos Rolhas Rolhas
intactos triturados intactas trituradas
24 438,37 291,71 19,56 31,86
48 319,98 325,62 26,23 27,63
72 328,93 160,67 25,08 13,64
96 15,96 167,29 451,60 15,78
120 232,65 182,01 15,42 21,82
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Na figura I1.3 sdo apresentados os resultados obtidos no ensaio 2 da extracgio

simples para as rolhas de cortiga (Fig.IIL.1).

Rolhas B Rolhas Intactas
M Rolhas Trituradas
50.00 -
40.00 -+
30.00 -
TCA (ppt)
20.00 -
10.00 -
0.00 - : : ! T |
24 a8 72 9% 120

Tempo (h)

Figura I1.3. Representagdo grafica dos resultados obtidos para a quantificagio de TCA em
rolhas no ensaio 2 da extrac¢do simples.

Na figura I1.4 sdo apresentados os resultados obtidos no ensaio 2 da extrac¢do

simples para os discos de cortiga (Fig.IIL.1).

Discos B Discos Intactos
500.00 - B Discos Triturados
400.00
300.00
TCA (ppt)

200.00
100.00

0.00

72 96 120
Tempo (h)

Figura II1.4. Representagdo grafica dos resultados obtidos para a quantificagdo de TCA em
discos no ensaio 2 da extracgdo simples.
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No ensaio 2 testou-se o efeito do aumento da percentagem do éalcool, de 12 para
20%, no solvente de extrac¢do. Quanto maior o teor alcoolico, maior o caracter organico
do solvente e a sua capacidade para extrair as moléculas de TCA, por disrupgdo das

interacgdes deste composto com a matriz da cortiga.

A utilizagdo de solugdes com um teor alcodlico superior a 12% permite-nos
inferir com mais certeza, acerca do comportamento migratério do TCA em rolhas de
corti¢a, quando estas se encontram em contacto com bebidas de teor alcodlico superior

ao vinho comum, como por exemplo whiskies, espumantes, etc.

A analise dos graficos I1.3 e I1.4 permite verificar que, no caso das amostras das
rolhas e dos discos, intactas ou trituradas, os valores de TCA se mantém relativamente
constantes, o que confirma mais uma vez a fiabilidade do periodo de 24 horas de
extracgdo. A comparagdo de valores entre as amostras de rolhas e discos permite
novamente constatar que os discos apresentam valores de TCA superiores, devido a area
de contacto superior. Na comparagdo de valores entre as amostras intactas e trituradas,
verifica-se os valores de TCA ndo sdo previsiveis e correlacionaveis, como ocorreu no
ensaio 1. O aumento da percentagem de etanol na solugdo extractante podera ter
provocado alteragdes estruturais nas amostras de corti¢a, fazendo com que a extracgéo
de TCA ndo seja linear e proporcional. Em ambas as amostras, verifica-se novamente
uma ligeira redug@o na concentragdo de TCA em solugdo as 72 horas, 24 horas antes em
comparag¢do com o ensaio 1. Este facto podera ser explicado pelo superior teor alcodlico

que podera ter promovido uma superior decomposigdo quimica do TCA em solugo.

A comparagdo directa das figuras II.1 a II.3 permite facilmente aferir que o
aumento do teor alcolico da solugdo extractante, de 12 para 20%, permitiu a extrac¢do
de quantidades de TCA dez vezes superiores no caso das rolhas e de trinta vezes no caso
dos discos. Estes resultados, que podem dever-se a inumeros factores, como a superior
solubilizagdo do TCA ou uma melhor interac¢do com a matriz da corti¢a, revelam o

potencial deste tipo de misturas para a eliminagdo do TCA em amostras de cortica.
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Ensaio 3

Na tabela I1.3, apresentam-se os resultados obtidos para a concentragio de TCA

(ppt) em rolhas e discos quando submetidos ao ensaio 3 da extracgdo simples.

Tabela I1.3.Concentragdes de 2,4,6-TCA (ppt) obtidas para o ensaio 3 da Extracgdo Simples.

Concentragéo de 2,4,6-TCA (ppt)
Tempo (h) Discos Discos Rolhas Rolhas
intactos triturados intactas trituradas
24 15,53 14,95 1,42 3,08
48 17,26 21,74 1,48 1,88
72 14,57 15,21 1,83 2,17
96 9,13 15,00 1,74 1,91
120 5,80 21,77 1,97 1,81
144 4,71 20,13 1,67 1,62
168 6,71 19,24 1,92 1,38
192 6,16 10,49 1,68 1,62
216 5,99 7,57 1,56 1,49

Na figura II.5 sdo apresentados os resultados obtidos no ensaio 3 da extracgdo

simples para as rolhas de cortiga (Fig.III.1).
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RO' has M Rolhas Intactas

H Rolhas Trituradas
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Figura IL.5. Representagdo grafica dos resultados obtidos para a quantificagio de TCA em
rolhas no ensaio 3 da extrac¢do simples.

Na figura I1.6 sdo apresentados os resultados obtidos no ensaio 3 da extrac¢do

simples para os discos de cortiga (Fig.III.1).

DiSCOS B Discos Intactos

B Discos Triturados

25.00 +

20.00 -

15.00
TCA (ppt)
10.00 -

5.00 -

0.00 -
24 48 72 9% 120 144 168 192 216

Tempo (h)

Figura II.6. Representagdo grafica dos resultados obtidos para a quantificagdao de TCA em
discos no ensaio 3 da extracgdo simples.
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No ensaio 3 foi testada a influéncia da mudanga de solvente a cada 24 horas,
com o intuito de avaliar a redugdo da quantidade de TCA, eliminando qualquer possivel

efeito de saturagéo do solvente.

A andlise dos graficos IL.5 e I1.6 permite verificar que, no caso das amostras das
rolhas e dos discos, quer intactas e trituradas, os valores de TCA, na generalidade,
diminuem gradualmente ao longo do tempo. Este resultado era expectavel, pois a
continua renovagdo do solvente de extracgéo evitava qualquer problema de saturagio do

mesmo.

A comparagdo de valores entre as amostras de rolhas e discos resulta novamente

da area extractavel ser superior nos discos face as rolhas.

No caso das rolhas apds 48 horas os valores de TCA atingem valores muito
proximos dos valores minimos obtidos apos 216 horas, o que valoriza muito esta

metodologia.

Nos discos, s6 obtém valores minimos ap6s 144 horas no caso de discos intactos
e de 216 horas no caso dos discos triturados. Possivelmente a continua substitui¢do do
solvente de extracgdo aumenta a permeabilizagdo neste tipo de estrutura, promovendo o

acesso do solvente a um maior numero locais de acumulagdo de TCA.

Ensaio 4

Na tabela I1.4, apresentam-se os resultados obtidos para a concentragdo de TCA

(ppt) em rolhas e discos quando submetidos ao ensaio 4 da extracgdo simples.

44



Avaliagdo de Processos de Redugdo/Eliminagdo de TCA em Amostras de Cortiga
W_——_

Tabela I1.4.Concentragdes de 2,4,6-TCA (ppt) obtidas para o ensaio 4 da Extracgdo Simples.

Concentragéo de 2,4,6-TCA (ppt)

Tempo (h) Discos Discos Rolhas Rolhas
intactos triturados intactas trituradas
24 61,95 7,49 4,53 0,68
48 40,74 6,41 5,28 0,55
72 49,38 10,01 3,26 1,19
96 15,40 8,03 3,66 1,32
120 14,33 11,87 5,64 2,05
144 8,04 5,78 4,58 4,56
168 6,50 6,94 3,05 157
192 6,31 9,71 3,45 1,49
216 8,71 6,76 3.80 1,50

Na figura I1.7 sdo apresentados os resultados obtidos no ensaio 4 da extracgdo

simples para as rolhas de cortiga (Fig.IIL.1).

TCA (ppt) 3.00 -

6.00 -

5.00 -+

4.00 -

2.00 -

1.00 -

0.00 -

24

Rolhas

72 96

120 144
Tempo (h)

B Rolhas Intactas

B Rolhas Trituradas

168 192 216

Figura 11.7. Representacio grafica dos resultados obtidos para a quantificagdo de TCA em
rolhas no ensaio 4 da extrac¢do simples.
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Na figura I1.8 sdo apresentados os resultados obtidos no ensaio 4 da extracgio

simples para os discos de cortiga (Fig.III.1).

DiSCOS = Discos Intactos

B Discos Triturados

70.00 +

60.00 -

50.00 -

40.00 -
TCA (ppt)

30.00 -

20.00 -

10.00 -
i

0.00 T T T )
24 48 72 96 120 144 168 192 216
Tempo (h)

Figura I1.8. Representagdo grafica dos resultados obtidos para a quantificagio de TCA em
discos no ensaio 4 da extracgdo simples.

No ensaio 4 testou-se novamente o efeito do aumento da percentagem do 4lcool,
de 12 para 20%, no solvente de extracg¢do, mas com substitui¢do continua de solvente a

cada 24 horas, eliminando qualquer possivel efeito de saturagio do solvente.

A anélise dos gréficos II.7 e 1.8 leva a confirma a andlise feita para os ensaios

simples anteriores, em que os discos apresentam valores superiores de TCA.

O resultado mais importante obtido até agora pode ser verificado pela analise da
figura IL.7, ou seja, o quase desaparecimento de TCA em solugdo apds 24 de extracgdo e
com apenas uma renovagdo de solvente. Também este resultado pode ser correlacionado
com o ensaio 3 (Fig. II.5) para comprovar a importancia da extrac¢do com um sistema
com superior propor¢do alcoolica, pois com o mesmo tempo de extracgdo (24 horas),
consegue-se extrair aproximadamente cinco vezes mais TCA no sistema extractor

H,O/EtOH (80:20).

No caso dos discos, s6 se obtém valores minimos apds 48 horas no caso de

discos intactos € de 96 horas no caso dos discos triturados. Possivelmente a continua
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substitui¢do do solvente de extrac¢do aumenta a permeabilizagdo neste tipo de estrutura,

promovendo o acesso do solvente a um maior numero locais de acumulagéo de TCA.

I1.1.2. Extrac¢io em Soxhlet

Durante a realizagdo dos ensaios o pH foi verificadoem todas as etapas,

mantendo-se sempre em valores aproximados a pH 5.

As temperaturas elevadas a que a extracgdes em Soxhlet ocorrem promovem
uma superior penetragdo do solvente na matriz bem como a disrupgdo das interacgdes
entre 0 TCA e a matriz da corti¢a, levando a um melhoramento na performance da
extrac¢do. De referir que a técnica de extracgdo por Soxhlet, devido ao contacto com o
solvente a temperaturas superiores a 80°C, provoca uma ligeira deformag@o em rolhas e

uma forte deformagdo em discos.

Ao contrario do que ocorre na extrac¢do simples, ndo se pode inferir com um
grau de certeza elevado acerca da concentragdo alcoolica que de facto estd em contacto
com o material no reservatério do Soxhlet. O etanol (p.e.78,04°C) possui um ponto de
ebuli¢do inferior ao da agua (p.e.100°C), o que faz com que as primeiras fracgdes de
vapor contenham uma superior concentragdo de etanol, ou seja, o primeiro solvente a
entrar em contacto com a corti¢a estara certamente numa concentragdo superior a 12%

ou 20%, respectivamente.

Ensaio 1

Na tabela I1.5, apresentam-se os resultados obtidos para a concentragdo de TCA

(ppt) em rolhas e discos quando submetidos ao ensaio 1 da extrac¢do em soxhlet.
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Tabela I1.5. Concentragdes de 2,4,6-TCA (ppt) obtidas para o ensaio 1 da Extrac¢do Soxhlet.

Concentragéo de 2,4,6-TCA (ppt)
Ciclos Discos Discos Rolhas Rolhas
intactos triturados intactas trituradas
1 294,03 1879,96 22,97 14,00
2 88,11 1133,32 0,29 0,50
3 207,42 2272,15 8,97 0,50
4 21,07 163,43 17,66 29,20
5 392,31 45,79 0,19 18,78

Na figura I1.9 sdo apresentados os resultados obtidos no ensaio 1 da extrac¢io

em Soxhlet para as rolhas de cortiga (Fig.III.1).

H Rolhas Intactas

Rolhas

30.00 - B Rolhas Trituradas

25.00 -
20.00 -

TCA (ppt) 15.00 -

10.00 -
5.00 -
0.00 -
1 2 3 4 5
B & Ciclos

Figura I1.9. Representagdo grafica dos resultados obtidos para a quantificagdo de TCA em
rolhas no ensaio 1 da extrac¢do em Soxhlet.

Na figura I1.10 sdo apresentados os resultados obtidos no ensaio 1 da extrac¢do

em Soxhlet para os discos de cortiga (Fig.III.1).
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DiSCOS M Discos Intactos

2300.00 - B Discos Triturados
1800.00 -
1300.00 -

TCA (ppt)
800.00
300.00 - l
-200.00 - 1 2 3 4 5

AR Ciclos

Figura II.10. Representagdo grafica dos resultados obtidos para a quantificagio de TCA em
discos no ensaio 1 da extracgdo em Soxhlet.

O ensaio 1 realizou-se em ciclos sucessivos sem troca de solvente e com analise
entre ciclos. O objectivo deste ensaio consiste principalmente na constatagdo da

provavel acumulag¢do de TCA na solugdo extractora ciclo apos ciclo.

A andlise das figuras I1.9 e I1.10 permite verificar que os discos apresentam
valores de TCA muito superiores. Na comparagdo de valores entre as amostras intactas
e trituradas, verifica-se que as rolhas ndo apresentam uma grande discrepancia de
valores de TCA, que se pode dever a superior homogeneidade deste material. No caso
dos discos verifica-se que quando estes sdo triturados libertam quantidades
substancialmente superiores de TCA quando comparados com os discos intactos, o que
se pode dever a superior area de extrac¢do para o solvente. No caso dos discos verifica-
se uma acentuada redugdo na concentragdo de TCA apds o 3°ciclo de extracgdo, facto
que se podera dever a decomposi¢do térmica do TCA em solugdo. A possivel
decomposigdo térmica neste sistema podera ser um factor determinante para a redugdo
de TCA em solugdo e uma consequente diminuigio deste na superficie das amostras. As
oscilagdes nas quantidades de TCA ocorridas nos varios ciclos pode dever-se a
composi¢do da fase de vapor apds o 1° ciclo, ou seja, a fase de vapor pode arrastar

apreciaveis quantidades de TCA para os ciclos seguintes.
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Ensaio 2

Na tabela II.6, apresentam-se os resultados obtidos para a concentra¢io de TCA

(ppt) em rolhas e discos quando submetidos ao ensaio 2 da extracg¢do em soxhlet.

Tabela I1.6. Concentragdes de 2,4,6-TCA (ppt) obtidas para o ensaio 2 da Extrac¢do Soxhlet.

Concentragdo de 2,4,6-TCA (ppt)
iclos Discos Discos Rolhas Rolhas
intactos triturados intactas trituradas
1 931,95 369,84 353,36 0,50
2 274,18 1,21 56,77 16,27
3 377,47 172,01 454,51 9,83
4 330,34 6,57 10,70 12,86
S 405,21 481,89 104,64 28,36

Na figura II.11 sdo apresentados os resultados obtidos no ensaio 2 da extracgio

em Soxhlet para as rolhas de corti¢a (Fig.IIL.1).

ROlhaS B Rolhas Intactas
500.00 - B Rolhas Trituradas
400.00 -
300.00 -
TCA (ppt)
200.00 -
100.00 -
0.00 - L .
1 2 3 4 5
B @ Ciclos

Figura II.11. Representagdo grafica dos resultados obtidos para a quantificagio de TCA em
rolhas no ensaio 2 da extrac¢do em Soxhlet.
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Na figura I1.12 sdo apresentados os resultados obtidos no ensaio 2 da extracg@o

em Soxhlet para os discos de corti¢a (Fig.III.1).

DiSCOS B Discos Intactos
1000.00 - B Discos Triturados
800.00 -
600.00 -
TCA (ppt)
400.00 -
0.00 - ‘ v |
1 2 3 4 5

BB Ciclos

Figura II.12. Representagdo grafica dos resultados obtidos para a quantificagdo de TCA em
discos no ensaio 2 da extrac¢do em Soxhlet.

No ensaio 2 testou-se o efeito do aumento da percentagem do alcool, de 12 para
20%, no solvente de extracgao.

A andlise das figuras II.11 e I1.12 permite verificar que os discos, a semelhanga
do caso anterior, apresentam valores de TCA muito superiores. Na comparagdo de
valores entre as amostras intactas e trituradas, verifica-se que as rolhas ndo apresentam
uma grande discrepancia de valores de TCA, que se pode dever a superior
homogeneidade deste material. No caso dos discos verifica-se que quando estes sdo
triturados /ibertam quantidades substancialmente inferiores de TCA quando
comparados com os discos intactos, o que se pode dever a uma superior decomposigdo
térmica do TCA devido a uma maior area de extrac¢do em contacto com o solvente. No
caso das rolhas e dos discos verifica-se uma acentuada reduc@o na concentragdo de TCA
apds o 1°iclo de extracgdo, ou seja 2 ciclos antes quando comparado com o caso
anterior. Esta acelerada decomposi¢do térmica do TCA em solugdo, pode dever-se a

composig¢do mais alcodlica do solvente de extracgio.
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Ensaio 3

Na tabela II.7, apresentam-se os resultados obtidos para a concentragdo de TCA

(ppt) em rolhas e discos quando submetidos ao ensaio de extrac¢do em soxhlet.

Tabela I1.7.Concentragdes de 2,4,6-TCA (ppt) obtidas para o ensaio 3 da Extrac¢do Soxhlet.

Concentragéo de 2,4,6-TCA (ppt)

o Discos Discos Rolhas Rolhas
intactos triturados intactas trituradas
1 15,40 3,58 1,75 0,25
2 14,11 1,92 9,22 0,92
3 68,20 3,87 2,40 2,87
4 42,03 0,32 5,98 1,16
S 32,44 0,03 0,19 1,79
6 15,06 3,38 1,93 0,67
7 18,76 15,51 3,47 4,20
8 19,88 0,13 0,50 2,46
8 9,26 0,63 0,34 0,30

Na figura I1.13 sdo apresentados os resultados obtidos no ensaio 3 da extracgéo

em Soxhlet para as rolhas de cortica (Fig.III.1).
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ROl haS M Rolhas Intactas
M Rolhas trituradas
6.00 -
5.00 -
4.00 -

TCA (ppt) 3.00 -
2.00 -

1.00 -

0.00 -

B ECiclos

Figura II.13. Representagdo grafica dos resultados obtidos para a quantificagdo de TCA em
rolhas no ensaio 3 da extracgdo em Soxhlet.

Na figura 11.14 sdo apresentados os resultados obtidos no ensaio 3 da extracgéo

em Soxhlet para os discos de cortica (Fig.III.1).

DiSCOS B Discos Intactos
70.00 - B Discos Triturados
60.00
50.00 -
40.00 -

TCA (ppt)
30.00

20.00 -
10.00
0.00 -

@A BCiclos

Figura I1.14. Representagdo grafica dos resultados obtidos para a quantificagdo de TCA em
discos no ensaio 3 da extrac¢do em Soxhlet.
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No ensaio 3 foi testada a influéncia da mudanga de solvente a cada 24 horas,
com o intuito de avaliar a redugio da quantidade de TCA, eliminando qualquer possivel

efeito de saturagéo do solvente.

A andlise dos graficos I1.13 e 11.14 permite verificar que, no caso das amostras
das rolhas e dos discos, quer intactas e trituradas, os valores de TCA, na generalidade,
diminuem gradualmente ao longo do tempo. Este resultado era expectavel, pois a
continua renovagcdo do solvente de extracgdo evitava qualquer problema de saturagao do

mesmao.

No caso das rolhas e dos discos, apos 9 ciclos os valores de TCA atingem
valores minimos, mas no caso dos discos existem algumas oscilagdes de valores de
concentragdo de TCA. Possivelmente a continua substituigdo do solvente de extrac¢do
aumenta a permeabilizagio neste tipo de estrutura, promovendo o acesso do solvente a

um maior numero locais de acumulag@o de TCA.
Ensaio 4

Na tabela I1.8, apresentam-se os resultados obtidos para a concentragdo de TCA

(ppt) em rolhas e discos quando submetidos ao ensaio 4 da extracgdo em soxhlet.

Tabela I1.8.Concentragdes de 2,4,6-TCA (ppt) obtidas para o ensaio 4 da Extrac¢do Soxhlet.

Concentragdo de 2,4,6-TCA (ppt)
Cisles Discos Discos Rolhas Rolhas
intactos triturados intactas trituradas
1 38,47 0,20 18,98 7,68
2 25,06 20,77 14,39 7,60
3 19,78 12,05 9,59 4,49
A 12,11 7,65 13,38 8,28
3 10,27 6,44 8,18 8,07
6 20,92 8,59 9,60 3,33
7 26,66 1,80 7,12 10,41
8 9,86 1,33 9,81 5,32
9 2,29 2,63 6,13 1,07
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Na figura I1.15 sdo apresentados os resultados obtidos no ensaio 4 da extracgéo

em Soxhlet para as rolhas de corti¢a (Fig.IIL.1).

ROlhaS ® Rolhas Intactas
20.00 ® Rolhas Trituradas

15.00 -

TCA (ppt) 10.00 -

5.00 -

0.00 -

@B Ciclos

Figura I1.15. Representagdo grafica dos resultados obtidos para a quantificagdo de TCA em
rolhas no ensaio 4 da extracgdo em Soxhlet.

Na figura I1.16 sdo apresentados os resultados obtidos no ensaio 4 da extracgdo

em Soxhlet para os discos de cortiga (Fig.III.1).

DiSCOS ® Discos Intactos

® Discos Triturados

40.00 +

30.00

TCA (ppt) 20.00

10.00

0.00

AR Ciclos

Figura I1.16. Representagdo grafica dos resultados obtidos para a quantificagio de TCA em
discos no ensaio 4 da extrac¢do em Soxhlet.
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No ensaio 4 testou-se novamente o efeito do aumento da percentagem do alcool,
de 12 para 20%, no solvente de extrac¢do, mas com substitui¢do continua de solvente a

cada ciclo, eliminando qualquer possivel efeito de saturagdo do solvente.

A analise das figuras I1.15 e I1.16 permite verificar que os discos, a semelhanga
do caso anterior, apresentam valores de TCA superiores. Na comparagdo de valores
entre as amostras intactas e trituradas, verifica-se que as rolhas ndo apresentam uma
grande discrepancia de valores de TCA, que se pode dever a superior homogeneidade
deste material. No caso dos discos verifica-se que quando estes sdo triturados libertam
quantidades substancialmente inferiores de TCA quando comparados com os discos
intactos, o que se pode dever a uma superior decomposi¢do térmica do TCA devido a

uma maior area de extrac¢do em contacto com o solvente.

No caso das rolhas e dos discos, apos 9 ciclos os valores de TCA atingem
valores minimos, mas no caso dos discos, existem algumas oscilagdes de valores de
concentragdo de TCA. Possivelmente a continua substitui¢do do solvente de extracgéo
aumenta a permeabiliza¢do neste tipo de estrutura, promovendo o acesso do solvente a

um maior numero locais de acumulagdo de TCA.

11.1.3. Sistemas com Carvao Activado

Durante a realizagdo dos ensaios o pH foi verificado em todas as etapas,

mantendo-se sempre em valores aproximados a pH 5.

Em todos os ensaios realizados com a presenga de carvdo activado foram usados

apenas discos inteiros de cortiga.
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#
Ensaio 1

Os resultados obtidos em cromatografia gas-liquido estio descritos na tabela I1.9

e representados na figura I1.17.

Tabela 11.9. Valores de concentragio de TCA (ppt) nas aliquotas recolhidas num sistema de
Soxhlet contendo solugdo hidroalcodlica 12% e carvéo activado.

N° Ciclos Concentracio
TCA (ppt)

1 0,80
2 0,56
3 0,50
4
5

0,73
0,58

Blikkbalcoolica FRE e calzo
2.00 - actiallo

TCA (ppt) 1.00 -

0.00 -
1 2 3 4 5

BE Ciclos

Figura II.17. Representagdo grafica da concentragdo de TCA (ppt) a cada ciclo de soxhlet com
solucéo hidroalcoolica 12% na presenga de carvao activado.

A amostra de discos que deu resultado ao grafico da figura II.17, apresentava

uma concentragio inicial de 7,67 ppt e ap0s o tratamento em Soxhlet 6,42 ppt.
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Ensaio 2

Os resultados obtidos para o ensaio 2, onde se testou a presenga de carvao
activado num sistema de soxhlet com solug¢do hidroalcodlica a 20%, encontram-se

descritos na tabela I1.10 e representados na figura I1.18.

Tabela I1.10. Valores de concentragdo de TCA (ppt) nas aliquotas recolhidas num sistema de
Soxhlet contendo solugio hidroalcodlica 20% e carvao activado

N° Ciclos Concentragio
TCA (ppt)

1 13,38
2 10,57
3 12,68
4
5

11,97
15,59

RlikPbalcoolica BRR e callo

‘ actiPallo
15 4{
10 -
TCA (ppt)
|
3
0 - ‘ ,
! 2 IEIC?cIos 4 3

Figura I1.18 Representagdo grafica da concentragdo de TCA (ppt) a cada ciclo de soxhlet com
solugdo hidroalcoolica 20% na presenga de carvio activado

Para melhor avaliagio da eficiéncia do ensaio foi feita uma maceragéo (solugdo

hidroalcodlica 12%; 24h) aos discos antes e depois do ensaio de Soxhlet e medido o
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valor da sua concentragio de TCA. Os discos antes do Soxhlet apresentavam uma

concentragdo de 5,77 ppt e apos o Soxhlet 2,57 ppt.

As discrepancias entre os pontos para um mesmo ensaio, levam a crer que apos
cada tratamento de Soxhlet as superficies de contacto podem variar com a abertura dos

canais lenticulares da cortiga.

Ensaio 3

No ensaio 3, testou-se a presenga de carvdo activado num sistema de extracgéo
simples, com solugdo hidroalcoolica a 20%, visando a andlise da eficacia do carvdo
activado numa extrac¢do a frio. A aliquota analisada apds o periodo de extracgdo
simples, e obteve-se uma concentragdo de TCA de 17.95 ppt. Apds extracgdo com
carvio activado, a amostra passou para valores de concentragdo de TCA (ppt) néo

detectaveis.

11.1.4. Isolamento de metabolitos secundarios

No decurso dos ensaios com Soxhlet observou-se que, apdés o primeiro ciclo
havia a formacdo de floculos brancos em suspensdo (Fig.II.19). O fenémeno ocorre
tanto para as rolhas como para os discos. Procedeu-se a separagdo desses flocos e a sua
analise por Ressonancia Magnética Nuclear, com o intuito de identificar o possivel

metabolito secundario extraido.
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Figura I1.19. Floculagio verificada na solugdo hidroalcodlica ap6s o primeiro ciclo de soxhlet.

Os espectros de RMN obtidos (Fig. 11.20 e Fig.IL.21) permitem verificar que os
floculos obtidos sdo constituidos maioritariamente por acido betulinico, de acordo com
os dados descritos na literatura. [32-35].
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Figura I1.20. Espectro de 'H-RMN (CDCl3).
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Figura I1.21 Espectro de °C-RMN (CDCls).

Na tabela I1.11 sdo apresentados os desvios quimicos de sinais de 'H-RMN e *C-
RMN caracteristicos do acido betulinico.

Tabela I1.11. "H-RMN e *C-RMN (CDCl5) do 4cido betulinico.

Posi¢ao 'H (ppm) Bc (ppm)
1 - 39,1
2 =" 27,7
3 3,19 79,4
4 - 39,2
5 - 55,7
6 - 18,6
7 - 34,7
8 - 41,0
9 - 50,9
10 - 37,6
11 - 21,2
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12 - 25,8
13 - 38,7
14 - 42,8
15 - 30,9
16 - 32,5
17 - 56,6
18 - 47,2
19 - 49,6
20 - 150,8
21 - 29,5
22 -- 37,4
23 0,93 283
24 0,75 15,7
25 0,82 16,5
26 0,97 16,4
27 0,96 15,0
28 -- 180,6
29a 4,61
110,0
29b 4,74
30 1,69 19,7
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CAPITULO 111

Parte Experimental
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II1.1.Aparelhagem e Condicdes
Experimentais

II1.1.1 Materiais

e Vials de 20 mL

e Tampas de rosca metalica

e Septos PTFE/Silicone

e Aparato de Soxhlet

e Agitadores magnéticos

e Esferas de vidro

e Material de vidro de medigéo diverso

e Frascos de maceragdo 500 mL

I11.1.2 Equipamentos

e Purificador de agua Thermo Scientific Smart2pure

e Balanga de precisdo Mettler Toledo PR1203

e Micropipetas automaticas de volume variavel (10-10000uL) Pipetman Classic™
e 2 Placas de agitagdo e aquecimento (Heidolph MR 3001 e Heidolph MR 2002)

e Medidor pH (pH Meter 3310 Jenway)

e Manta de aquecimento (Electromantle Electrothermal)

64



Avaliagdo de Processos de Redugdo/Eliminagdo de TCA em Amostras de Cortica

I11.1.3 Reagentes, solventes e adsorventes

Tabela I11.1. Reagentes utilizados no trabalho experimental.

Produto CAS Pureza Marca

2,3,6-TCA 50375-10-5 99% Fluka

NaCl 7647-14-5

X
n-Hexano '

110543  99%  Ensure® ACS

I11.1.4 Amostras de cortica

Foram utilizados neste estudo rolhas naturais (45x24mm) e discos de (26x5mm)
gentilmente cedidos pela empresa Amorim Florestal (Fig.IIL.1). Ambos foram utilizados
sem que tenham sido efectuados quaisquer processos de lavagem ou tratamento da sua

superficie.

Figura I11.1. Exemplo de discos e rolhas utilizados no trabalho experimental.
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A amostragem foi realizada de forma completamente aleatoria, para avaliar o

processo de extracgdo.

O calculo do numero de discos e rolhas por amostra ¢ calculado de modo a que a
area de superficie em contacto com as solugdes hidroalcodlicas seja 0 mesmo em

ambas.

De acordo com as medidas de rolhas e discos acima descritos pelo calculo da
area total (EQ.1) concluimos que temos de utilizar 10 rolhas e 28 discos para termos a

mesma proporg¢ao.

Asup = 2nr? + 2nrh  (EQ.1)

II1.1.5 Condigdes experimentais

As andlises de cromatografia gas-liquido foram realizadas num equipamento
Varian CP-3800 Gas Chromatograph, equipado com um detector de captura de
electrdes (ECD) e uma fonte radioactiva de 8Ni (15 mCi). Utilizou-se uma coluna
capilar com 30 m de comprimento, um didmetro interno de 250 um e uma velocidade de
arraste ImL.min"". Recorreu-se a um sistema de injec¢do automatica COMBIPAL (CTC
Analytics PALsystem). As condi¢des de operagdo foram as seguintes: temperatura de
injecgdo 270°C, temperatura do detector 280°C. Utilizou-se hélio como gas de arraste e
azoto como gas makeup (ambos Alphagaz™). O programa de temperaturas do forno

parte de uma temperatura inicial de 90°C até se atingir os 280°C.

A quantidade de 2,4,6-TCA foi calculada com recurso a calibragdo com padrdo

interno, neste caso, 2,3,6-TCA.

Os pontos da recta de calibragdo foram efectuados em duplicado e as amostras

em analise em triplicado. Os valores usados sdo sempres valores médios.

Na preparagdo das maceragdes utilizaram-se frascos de vidro de 500mL. O vidro
¢ escolhido em detrimento de outros materiais, como o plastico, pois ndo apresenta

capacidade para adsorver TCA. Cada frasco foi preenchido com 28 discos de 26mm ou
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10 rolhas de 45x24mm, mantendo constante nas amostras a area de superficie em

contacto com a solugao.

Apdés o periodo de extracgdo simples ou exaustiva, fizeram-se recolha de

aliquotas de 10mL para posterior anéalise em SPME/GC-ECD.

Em vials de 20mL foram adicionados aproximadamente 2g de NaCl, 10 mL de
amostra e 100uL de padrio interno (2,3,6-TCA) a concentragdo de 2 ppb. Uma vez
preparada a amostra, o vial foi fechado com uma capsula metélica vedada com um septo

PTFE/Silicone e colocados no suporte automatico para analise.

As concentragdes analisadas ndo dizem respeito a concentragéo total de 2,4,6-
TCA existente na rolha ou disco, mas ¢ sim uma quantificagdo da quantidade de TCA
em solugdo (releasable TCA), isto é, a quantidade de 2,4,6-TCA que estara em
equilibrio entre o solido (cortica) e a matriz liquida (solugdo hidroalcodlica). Este

método foi validado pela International Organization for Standardization, norma
1SO20752.

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de protdo (‘"H-RMN) e de
carbono (“C—RMN), foram registados a 400 MHz (‘H) e a 100.61 MHz ("°C), num
espectrometro Bruker Avance III HD 400. Usou-se o deuterocloroférmio como

solvente. Os dados obtidos sdo indicados em valores de desvio quimico (5, em ppm.).

A anélise de solu¢des bem como todo o trabalho experimental foram realizadas
no laboratério de Investiga¢do e Desenvolvimento do Grupo Amorim (AFL-Salteiros).
A ressonincia magnética nuclear foi realizada na Escola de Ciéncias e Tecnologia da

Universidade de Evora.
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I11.2. Procedimento Experimental

I11.2.1. Extrac¢ao Simples

Todos os ensaios foram realizados para rolhas (10) e discos (28) intactos e de

seguida para os mesmos triturados. Desde modo, cada ensaio engloba outros quatro.

Tabela I11.2.Descrigdo resumida do procedimento para os ensaios de extracgdo simples.

Ensaio 1 Ensaio 2

Ensaio 3 Ensaio 4

As amostras de discos e rolhas foram colocadas em frascos de 500mL de vidro

aos quais se adicionou 500mL de solugdo hidroalcodlica. Depois de garantir que todo o
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material estava imerso iniciou-se a macera¢do com o auxilio de placas de agitagdo

(£300 rpm), a temperatura ambiente (+25°C).

No ensaio 1 utilizou-se como sistema extractor uma solu¢do hidroalcodlica
H,O/EtOH (88:12). A cada intervalo de 24 horas foi retirada uma aliquota para analise,
repetindo-se o processo durante 5 dias (120h), sem renovagdo do solvente durante este

periodo.

O ensaio 2 foi realizado com o mesmo procedimento do ensaio 1, contudo

utilizou-se um sistema mais orgdnico, isto é uma solugdo H,O/EtOH (80:20).

No ensaio 3, utilizou-se como sistema extractor H,O/EtOH (88:12), mas a cada
intervalo de 24 horas foi retirada uma aliquota para analise, trocando-se o solvente
anterior pela mesma quantidade de solvente fresco. As recolhas efectuaram-se em ciclos

de 24 horas, durante varios dias.

O ensaio 4 foi realizado com o mesmo procedimento do ensaio 3, contudo

utilizou-se o sistema mais orgénico, isto ¢ uma solugdo H,O/EtOH (80:20).

Estes procedimentos foram repetidos para as mesmas amostras trituradas. Com o
auxilio de uma tesoura, cortaram-se os discos e as rolhas em pedagos de tamanho mais

ou menos uniforme (Smm).

As aliquotas recolhidas (10mL) nos ensaios 1, 2, 3 e 4 foram analisadas por
cromatografia gas-liquido a fim de avaliar o seu teor em 2,4,6-TCA. Da analise dos
espectros obteve-se o valor das concentragdes de 2,4,6-TCA em partes por trilido (ppt).
Os resultados obtidos (valores médios), sdo referidos nas tabelas II.1, I1.2, I1.3 e 1.4,

respectivamente.
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I11.2.2. Extrac¢ao em Soxhlet

Todos os ensaios sdo realizados para rolhas (10) e discos (28) intactos e de

seguida para os mesmos triturados. Desde modo, cada ensaio engloba outros quatro.

Tabela I11.3. Descrigdo resumida do procedimento para os ensaios de extracgdo simples.

Ensaio 1 Ensaio 2

Ensaio 3 Ensaio 4

As aliquotas recolhidas nos ensaios 1, 2, 3 e 4 foram analisadas por

cromatografia gas-liquido a fim de avaliar o seu teor em 2,4,6-TCA. Da andlise dos
espectros obteve-se o valor das concentragdes de 2,4,6-TCA em partes por trilido (ppt).
Os resultados obtidos (valores médios) sdo referidos nas tabelas II.5, 11.6, 11.7 e IL.8,

respectivamente.
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I11.2.3. Sistemas de extrac¢io em soxhlet na presen¢a de
carvio activado

Ensaio 1

Pesou-se aproximadamente 1,0g de carvéo activado que se adicionou a 500mL
de solugdo hidroalcodlica 12%, no baldo de Soxhlet. O ensaio foi realizado com 28
discos de cortica e foram efectuados 5 ciclos de Soxhlet consecutivos sem troca de

solvente entre eles. Por cada ciclo foi recolhida uma aliquota para andlise.

Ensaio 2

Pesou-se aproximadamente 1,0g de carvdo activado e juntou-se, no baldo de
Soxhlet a 500mL de solugdo hidroalcodlica 20%. O ensaio foi realizado com 28 discos
de cortiga e foram efectuados 5 ciclos de Soxhlet consecutivos sem troca de solvente

entre eles. Por cada ciclo foi recolhida uma aliquota para analise.
Ensaio 3

Pesou-se aproximadamente 1,0g de carvdo activado e juntou-se, num frasco de
500mL com 500mL de solu¢do hidroalcodlica a 20%. Deixou-se por 24 horas a

temperatura ambiente.
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IV. Conclusoes

Os processos de redugdo/eliminagdo de TCA em amostras de cortica foram
avaliados com recurso a sistemas de extracgdo simples e exaustiva solido-liquido
(Soxhlet), em diferentes condigGes experimentais (sistema extractor de H,O/EtOH
(88:12 e 80:20), com e sem substitui¢io de solvente, presenca e auséncia de adsorvente,
etc);

Obtiveram-se excelentes correlagdes entre os diferentes tipos de sistemas
extractores, que permitiram uma melhor compreensdo do comportamentos deste tipo de
materiais quando sujeitos diferentes processos extractivos.

A extracgdo simples, com renovagdo de solvente, sistema extractor H,O/EtOH
(80:20), revelou excelentes resultados, com a diminui¢io da quantidade de TCA nas
amostras para valores abaixo do limiar de percepgdo, para os ensaios com carvao
activado.

A extracgdo exaustiva solido-liquido (Soxhlet) revelou igualmente resultados
interessantes quanto ao comportamento das amostras no processo extractivo. Como este
tipo de extracgdo implica o uso de temperaturas mais elevadas, existe a possibilidade
real de uma maior abertura dos canais lenticulares da cortica, o que aumenta as
superficies de contacto com o solvente, o que faz com que as quantidades de TCA em
solu¢do oscilem nos varios ciclos de extracgéo.

O carvio activado revelou uma enorme capacidade adsorvente para o TCA o que
potencia futuras aplicagdes deste adsorvente associado a sistemas extractivos.

O aumento da percentagem de etanol no sistema extractor revelou-se de extrema
importéncia, pois além de permitir a extracgo eficaz de TCA das amostras pressupde
que apds o tratamento, as rolhas e os discos ndo libertem TCA quando colocados em

contacto com solugées de menores concentragdes alcodlicas (vinhos, espumantes).
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V. Perspectivas Futuras

Terminado este trabalho experimental, “Avaliagio de Processos de
Redugio/Eliminagdo de TCA em amostras de cortiga”, e olhando para os resultados
obtidos, verifica-se a importancia de continuar a investigar sobre este assunto, dada a
sua importdncia para a indudstria corticeira. Numa continuidade a este trabalho, as

seguintes linhas poderdo ser seguidas:

- Optimizagio do processo de extracgdo simples com renovagéo de solvente para o
sistema H,O/MeOH (80:20).

- Adaptagdo de um processo de filtragio/purificagio do solvente de extracg¢do com

recurso a carvio activado.

De acordo com o Estado de Arte apresentado no inicio deste trabalho, é
necessario que de futuro se consigam optimizar os processos de Redugdo/Eliminacéo de
TCA de modo a que estes deixem de ser apenas eficientes a superficie € passem a ser

eficientes até ao interior da cortica.
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