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O principal objectivo deste trabalho consistiu no estudo da composi¢cdo
quimica do folhelho de modo a estimar as suas possiveis aplicacdes,
nomeadamente, na producéo de pastas e biocompdsitos.

O folhelho foi caracterizado quanto ao seu teor em cinzas (7,8%), extractaveis
em acetona (5,7%), diclorometano (5,5%) e agua (26,4%), proteinas (18,8%),
taninos (13,8%), residuo insollivel em acido a 72 % (22,4%), celulose Kurscher
e Hoffer (20,8%) e hemiceluloses (24,9%).

Por anélise de aglcares neutros verificou-se que é essencialmente constituido
por celulose, mas também por mananas, arabinanas, xilanas e xiloglucanas. A
existéncia de celulose foi confirmada pelas técnicas de analise dos acglcares
neutros, FTIR, RMN de *C CP/MAS e DRX, com um grau de cristalinidade de
66,1%.

O tratamento do folhelho com &cido peracético, foi a solugao encontrada para
a obtencao de pastas. A pasta obtida foi caracterizada por analise de acglcares
neutros, por FTIR e por RMN de '*C CP/MAS, concluindo-se que é
essencialmente constituida por celulose e por compostos poliméricos do tipo
cutina.

A cutina, isolada pela extraccdo da pasta com diclorometano, €
essencialmente polimérica. Pela identificacdo dos seus compostos livres e
esterificados, foi apresentada uma hipotética estrutura, em que 0s seus
monoémeros poderdo estar ligados por ligacdes éster entre grupos carboxilo de
acidos gordos, grupos hidroxilo de alcoois de cadeia longa e grupos hidroxilo
de hidroxiacidos.

O baixo valor de viscosidade intrinseca da pasta, o reduzido comprimento
médio das fibras (inferior a 0,2 mm) e o caracter hidrofébico da sua superficie
revelam que a pasta nao podera ser aplicada na industria papeleira. No
entanto, a presenc¢a de cutina permite antever a utilizacdo do folhelho como
matéria-prima para biocompdésitos, podendo até puder ser aplicado em
biomedicina.
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The study of the grape skins chemical composition to estimate its possible
applications, particularly in the production of pulps and biocomposites, was the
main goal of this work.

Grape skins were characterized by its ashes percentage (7.8%), extractives in
acetone (5.7%), dichloromethane (5.5%) and water (26.4%), proteins (18.8%),
tannins (13.8%), 72% acid insoluble residue (22.4%), cellulose Kirscher and
Hoffer (20.8%) and hemicelluloses (24.9%). The use of neutral sugars analyses
verified it's mainly constituted by cellulose, but also by mannans, arabinnans,
xylans and xyloglucans. The existence of cellulose was confirmed by the
neutral sugar analyses, FTIR, C NMR CP/MAS and X-ray diffraction
techniques, with a crystallinity degree of 66.1%.

The treatment of grape skins with peracetic acid was the solution found to
obtain pulps. The obtained pulp was characterized by neutral sugar analyses,
FTIR *C NMR CP/MAS, which means that it's essentially constituted by
cellulose and other cutin type polymeric compounds.

The cutin isolated by the extraction of pulp with dichloromethane is essentially
polymeric. By the identification of free and estherified compounds hypothetic
fragments was presented for the structure of the cutin, in which its monomers
can be linked together by esther linkages between fat acids carboxyl groups,
alcohol hydroxyl groups and hydroxyacids hydroxyl groups.

The low intrinsic viscosity value of the pulp, the fibbers tiny average length
(inferior to 0.2 mm) and the hydrophobic character of its surface show that the
pulp can't be applied to the paper industry. The cutin presence yet allows the
expected utilization of grape skins as raw material for biocomposits and even in
biomedicine.
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Introducao

INTRODUCAO

O sector vitivinicola tem um elevado peso na ecaaoportuguesa, sendo
imprescindivel atingir-se um desenvolvimento efaldo e sustentado do sector.

Face as exigéncias da Unido Europeia, torna-sesseri@ introduzir requisitos
ambientais minimos para o sector, como novas sedugé valorizagcéo e de tratamento dos
subprodutos. O desenvolvimento de tecnologias istes®es, assim como a criacdo de
novas tecnologias de valorizacdo dos recursos swmEfados, representam uma mais-
valia para as empresas do sector tanto a nivebatoo como ambiental.

O bagaco, as grainhas, o folhelho, o engaco, asd@ o0 sarro constituem os
subprodutos da vinificacdo. O folhelho € essen@atm constituido pelas peliculas das
uvas e foi o objecto de estudo ao longo desteltraba

O objectivo deste trabalho consistiu no estudoogiaposicao quimica do folhelho de
modo a estimar as suas possiveis aplicacfes, nameatk, na producéo de pastas.

No capitulo |, sdo apresentadas algumas considesagire o sector vitivinicola de
modo a compreender-se a importancia deste na e@meona necessidade de se encontrar
solugcbes para um desenvolvimento sustentado. Deidseglescreve-se a composigcao
qguimica da uva, os processos de vinificacdo quangformam em vinho e sédo igualmente
identificados e caracterizados os subprodutos teegek. Ainda neste capitulo faz-se
referéncia a processos quimicos de producao daspesiuldsicas.

O material e os métodos utilizados na analise gqaido folhelho, na preparacéo e
andlise das pastas encontram-se descritos nolodpitu

No capitulo lll, sdo apresentados e discutidosessltados obtidos no estudo da
composicao quimica do folhelho e na caracterizalp@oseus componentes pelas técnicas
de FTIR, RMN*C de CP/MAS, RMN deH, RMN 'H-H (TOCSY), DRX, e GPC.
Foram analisados os processos de obtencdo de pasdir de folhelho. O processo
escolhido foi optimizado e a pasta obtida foi exsda quanto a sua viscosidade
intrinseca, a dimensédo das suas fibras e a suafisi@doi analisada quanto ao seu
caracter hidrofébico/hidrofilico. Foram também éfieclas analises térmicas, comparando
a pasta com os extractaveis em diclorometano danaedleste capitulo, foi ainda
efectuada a caracterizagao estrutural da cutinegGP€ e por GC-MS.
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Por fim, no capitulo IV, apresentam-se as conckidi®is deste trabalho e as

perspectivas futuras.
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CAPITULO | - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. O SECTOR VITIVINICOLA

O sector vitivinicola é um dos sectores mais imgrads da producdo agricola na
Unido Europeia, representando uma actividade ecioadmital nomeadamente para o
emprego. Embora a producdo de vinho varie considengnte de um Estado-Membro
para outro, seja em termos de dimensao dos vintmdde praticas enoldgicas adaptadas a
diferentes condicdes climaticas, este sector € pargrante da cultura e do patriménio.

A producdo de vinho representou 5% do valor da yggéa agricola da Unido
Europeia (UE), em 2006, correspondendo a 22% dadedbra agricola. Tendo sido
produzidos, em média, cerca de 185 milhdes de litezsode vinho por ano, no valor de
15,6 mil milhdes de euros, nos ultimos cinco a@esn as tendéncias actuais, o excedente
de producdo vinicola atingira 15% da producdo aanal010/11 e s6 com a eliminacao
dos excedentes, para 0s quais ndo ha mercado,gadti& cerca de 500 milhdes de euros
por ano [1.

Como forma de colmatar as falhas da anterior Orggdp Comum do Mercado
(OCM) vitivinicola, a Unido Europeia propés umaorafia de modo a edificar uma OCM
eficaz e sustentavel. A “nova” OCM, que entrou égovem Agosto deste ano, de modo a
assegurar medidas a nivel ambiental, pretendedimtiorequisitos ambientais minimos
para o sector vitivinicola, nomeadamente, ao rmi@eérosdo e contaminacdo do solo, da

utilizacdo de produtos fitofarmacéuticos e da gedtd residuos [2].

1.1. O Sector Vitivinicola em Portugal

Em Portugal a producéo de vinho € especialmenteriate representando cerca de
10 % da producao agricola, segundo dados de 2Q08 [#ena utilizacdo do patriménio
viticola nacional, bem como a melhoria da qualiddde vinhos portugueses, através da
valorizagdo das vinhas aptas a producdo de vinlogudhlidade e o aumento da
competitividade das exploragfes viticolas e dasresags do sector estabelecem os

objectivos centrais da politica vitivinicola sequjaelo Governo Portugués [3].
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A superficie viticola nacional é de cerca de 23bhexitares, segundo a campanha da
Comissao Europeia de 01/09/2004 (Tabela 1), a qu&vade uma producao de cerca de
7,2 milndes de hL de vinho, correspondente a lamile milhdes de euros por ano [1,4].

Tabela 1:Inventario das Superficies Viticolas [4].

Regido viticola Area (ha)
Minho 32 881
Douro e Tras-os-Montes 68 455
Beiras 56 910
Ribatejo 20 239
Estremadura 25339
Terras do Sado 9042
Alentejo 21740
Algarve 2098
Total 236 704

Devido & importancia econémica do sector vitivithkcem Portugal e de modo a
alcancar um desenvolvimento equilibrado e sustentdd sector, fazendo face as
exigéncias da reforma da Organizacdo Comum de Meyctorna-se cada vez mais
importante encontrar novas e melhores técnicasaligizacdo e tratamento dos residuos
e/ou subprodutos vitivinicolas, tentando-se assimbtm solucionar o problema dos
excedentes.
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2. UVAS, AMATERIA -PRIMA DO VINHO

O vinho é elaborado a partir da fermentacdo alcadiotal ou parcial de uvas
frescas, esmagadas ou ndo, ou de mosto de uvaia8sséo o fruto de planta herbacea —
Videira, da familia das Vitaceas, pertencente @goapérmicas (folhosas), sendo que as
apropriadas para vinificacdo pertencem a espétigeVinifera

As uvas estdo aglomeradas em cachos e cada cammstituido por duas partes

distintas: o engaco, parte lenhosa, e os bagds, gamnuda.

2.1. Engaco

O engaco representa 3 a 9% do peso do cacho endetex sua estrutura (Figura 1).
E composto por um eixo principal, designado gguis (ramificagdo mais comprida) que
esta ligado ao pedunculo, e por ramificacbes matsg, pedicelos, que suportam os bagos

e Ihes fornecem agua e sais minerais [5].

Sarmento/Vara

Pedinculo

Pedicelo

Raquis

Figura 1: Estrutura do cacho de uva [5].

2.2. Bago

O bago de uva é constituido por um grupo de tedidescarpo) que envolvem as
sementes (grainhas) e representa 91 a 97 % dodpesacho. O pericarpo divide-se em

exocarpo (pelicula), mesocarpo (polpa) e endoddigora 2) [6].
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2.2.1.Pelicula

A pelicula, parte externa do bago, € uma membraterdgénea e elastica que se
distende a medida que o bago cresce e que se @ivideuticula, epiderme e hipoderme

[7].

Pruina

e e
-—- Cuticula

Epiderme

Hipoderme Pelicula
(exocarpo)
Pericarpo
Celulas poligonais
Palpa
(mesocarpo)

Células alongadas no sentido do ) )
raio (endocarpo - contém as grainhas, mas

nao se destingue do resto da polpa)

Celulas alongadas tangencialmente

Grainha
Figura 2: Esquema de um bago [5].

No decorrer da maturacdo e desenvolvimento daaicaticula desorganiza-se e a
sua espessura diminui. A cuticula é composta pdiogigordos hidroxilados (cutina) e
sobre esta encontra-se a pruina, que é uma subst@mosa, responsavel pelo aspecto
aveludado, impermeabilidade e resisténcia do bagpela retencdo de leveduras e
bactérias trazidas pelo vento e por insectos [6,8].

A pruina é relativamente constante ao longo danmagdo da uva e esta disposta em
camadas hidrofébicas, constituidas por: acido Ok (maioritariamente) e compostos
organicos, nomeadamente alcoois gordos [7].

A epiderme é constituida por uma ou duas camadastldéas, tangencialmente
alongadas, cuja espessura varia de acordo comiedade da uva. A hipoderme esta
dividida em duas regides: a regido externa é corapms células rectangulares e a regido
interna por células poligonais e é onde se encantraior parte dos compostos fendlicos
da pelicula [6,9].

A pelicula, do ponto de vista quimico, é constaupdr: celulose, acidos organicos,

minerais, flavonoides (flavonas e/ou antocianinas)mas e taninos [10].
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2.2.2.Polpa

A polpa representa cerca de 85% do total do bageamposta por células largas e
poligonais, de parede muito delgada e desorganizglzando da maturacdo do bago.
Distinguem-se na polpa, como se apresenta na Fjusfeixes periféricos, que revestem
a pelicula, os feixes centrais, que alcancam asrgesne os feixes que ficam agarrados ao
receptaculo e formam o pincel. As diversas zonasogmstituem a polpa sao delimitadas
por vasos libero-lenhosos que permitem a alimeatdgéago [6,8].

Pediceln

Pelicula -

i lt “Pruina
I\ | I
Feives Centrais § 4 -

Feives

Periricos

“[rainha

Figura 3: Corte esquemaético do bago [5].

Os principais constituintes quimicos da polpa sée: aglcares, 0s acidos e

substancias azotadas e minerais [8].
2.2.3.Grainha

A grainha representa 2-5% do bago e é constitiddéapinos e 6leos. Normalmente

existem 4 grainhas por bago, mas este niumero pudegaa de 0 a 9 [8].

2.3. Composicdo Quimica da Uva

O estudo da composicao da uva é de extrema comatixi O crescimento do bago
e 0 seu desenvolvimento sdo o resultado de um lengumplexo ciclo reprodutivo, em
gue o crescimento de toda a planta influencia imendesenvolvimento desses processos
e a composicao quimica do fruto. Assim e emborgpldeta para planta, se encontrem
variacdes a nivel quimico, descrevem-se seguidanerde um modo geral, os principais

constituintes quimicos existentes.
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2.3.1.Polissacarideos

Os acgucares sdo compostos ternarios constituidasapgmono, hidrogénio e oxigénio
e contém na sua cadeia carbonada, os grupos fae@nool e carbonilo.

Na uva, os monossacarideos predominantes sao: casglu(sob a forma de
D-glucopiranose) e a levulose (sob a formaDefeutofuranose). Estes agucares tém uma
importancia evidente durante o processo de vigfioa uma vez que sao transformados
em alcool por accao de leveduras (fermentacdo @nagre por serem redutores, ou seja,
capazes de se oxidarem. A arabinose, a xilosefipemose, a galactose e seus derivados,
sdo acucares ndo fermentaveis que existem em meantidade [8].

Os polissacarideos sao polimeros formados poredsasacidos urénicos unidos por
ligacBes glicosidica®. No vinho e no mosto provém das uvas e dos miarosgios,
sendo um grupo extremamente heterogéneo e compdegompostos [11].

A celulose é o polissacarideo mais abundante naezat e estq associada a outros

hidratos de carbono, como as hemiceluloses e atisulins pécticas.
2.3.1.1. Celulose

A celulose é um homopolimero natural dffz0s),) formado por unidades de
B-D-glucopiranose unidas por ligacdes glicosidigg$—4). Duas unidades adjacentes de
glucose séo ligadas por eliminacdo de uma molé&Rigua entre os grupos hidroxilo do
carbono 1 (C1l) de uma molécula e carbono 4 (C4putea molécula, originando a

celobiose, unidade de repeticdo da cadeia de sel@fagura 4) [12].

OH
OH
——o0 0 HO o——
HO @) 0
OH
OH

- n

Figura 4: Estrutura da cadeia da celulose.

7

A configuragdo mais estavel da celulose é na fodeacadeira com 0s grupos
hidroxilos em posicéo equatorial. Os grupos OH spiencontram em ambos 0s extremos
da cadeia tém comportamentos diferentes. O grupod®HC1, é um grupo aldeido
hidratado, que origina uma formacao em anel por ligagao intramolecular hemiacetal.
Assim o terminal hemiacetal do C1 tem propriedaddatoras, enquanto o grupo OH livre
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do C4 situado no extremo oposto da cadeia é umoghigroxilo alcodlico sem
propriedades redutoras [12].

As moléculas de celulose sdo completamente lineat@s uma forte tendéncia para
formar ligac6es de hidrogénio inter e intramolemsaAs cadeias moleculares de celulose
alinham-se em paralelo e formam microfibrilas, eme gregibes muito ordenadas
(cristalinas) alternam com regides amorfas (menakeradas), sendo que o grau de
cristalinidade da celulose na madeira varia de 80 %. Os grupos hidroxilos localizados
nas regides amorfas estdo acessiveis e séo reaptviicipando facilmente em reac¢des
guimicas, o que ndo acontece com 0s grupos hidsod#s regides cristalinas, que sdo de
dificil acesso. Como consequéncia da sua estrdibrasa e das suas ligacbes de
hidrogénio, a celulose apresenta elevada resist@nidrélise, sendo insolivel na maioria
dos solventes [13-15].

A celulose nativa em termos cristalogréaficos é danada por celulose | devido a
existéncia de varias formas polimoérficas [12]. Auéxse | obedece a um modelo de
unidade cristalina (ou célula unitaria) monoclinigae apresenta trés eixas b e c) de
comprimentos diferentes e o angulo definido pos deisses eixos é diferente de 90°, como
se representa na Figura 5.

(@) (b)

Figura 5: Célula unitaria da celulos€d) projectada no plano a¢b) [16].

2.3.1.2. Hemiceluloses

As hemiceluloses s&o heteropolissacarideos ndolosies lineares e/ou
ramificados. Os seus acgucares constituintes divsenmaioritariamente em pentoses
(D-xilose, L-arabinose) e hexosep-@lucose,D-galactose D-manose), mas também em
acidos hexurdnicosbdglucurénico, 40-metil-D-glucurdnico e acida-galacturénico) e
desoxi-hesoxegL-ramnose,L-fucose). Devido ao baixo grau de polimerizacdo sua
natureza amorfa, as hemiceluloses sado degradadasfandmente do que a celulose.
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Apesar disso, ainda é necessario um sistema efzint@mplexo para a sua degradacéao,

devido a sua estrutura variavel e ramificada [1]3,17

ks =

n

Figura 6: Estrutura da unidade de repeti¢édo da cadeia dgludana.

As xiloglucanas sdo as hemiceluloses mais aburslambe parede celular das
peliculas da uva e séo constituidas por uma catieianidades de glucose unida por
ligacdesp-(1—4), com ramificacdes de unidades deilose emO-6 (Figura 6). As
unidades de a-D-xilopiranose podem ser substituidas @2 por unidades dp -D-
galactopiranose, que por sua vez podem ser subastemO-2 por unidades de-L-
fucose. Normalmente, a cadeia principal da xilogh#z da uva contém 3 unidades
consecutivas de glucose substituida@+® por unidades de xilose e uma quarta unidade
nao ramificada, sem ramificacbes de galactosefecdse [13,17].

Sendo a videira uma folhosa ainda se podem encorilemas, glucomanas e
galactanas.

As xilanas sdo polissacarideos ramificados comdtitupor uma cadeia principal de
unidades dep-D-xilopiranose, unidas por ligacdgs(1—4). Por ligagbesa-(1—2)
ligam-se ramificacfes de &cido 4-O-metilglucurénéceadeia principal e alguns grupos
OH dos carbonos C2 e C3 podem ser substituidogrpposO-acetil [13,17]. Na Figura 7,
esta representado um segment®ehcetil-4-O-metilglucoronoxilana de folhosas.

COOH

O
OH
OCH3
OH
O O O O O
O O
OH O-Ac

Figura 7: Estrutura daD-Acetil-4-O-Metilglucoronoxilana.

10
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As glucomananas sdo constituidas por uma cademmaftad por unidades de
B-D-glucopiranose @-D-manopiranose, unidas por ligagdes-d) [17].

As galactanas sdo muito ramificadas e sdo carzatixs pelo seu conteudo em
unidades de ramnose [17].

2.3.1.3. Substancias Pécticas

As pectinas, os acidos pécticos, as protopectingen®gs, segundo varios autores,
fazem parte do grupo das substancias pécticasci@ssdpécticos sdo cadeias formadas,
guase exclusivamente, por unidades de acido gedaito. As pectinas sdo os derivados
metilados dos acidos pécticos. Estdo associadalslase e a hemicelulose [11].

As galacturonanas, as galactanas e as arabinamas) parte do grupo das pectinas.
As galacturonanas existem em muitas plantas, petmente nas peliculas dos frutos e nas
gomas. A ramnogalaturonana possui uma cadeia paihale unidades de &cido
galacturonico unidas por ligacoed—4), que contém unidades de ramnose em intervalos
de 8 em 8 unidades, ligadas por ligacaés—2) e a(1—4) as unidades adjacentes de
acido galacturénico. Algumas das unidades de raennmusssuem ramificacfes de
galactanas. As arabinanas sdo constituidas maiamiente por arabinose (90%), mas
ainda por unidades de galactose, xilose e glucmsaas por ligagbes(1—5) [13,17].

As substancias pécticas mais comuns nas uvas sadbomsgalacturonanas
(homopolimero), as ramnogalacturonanas | e as rgatecturonanas Il (heteropolimeros)
[11].

2.3.2.Lenhina

A lenhina € um polimero aroméatico irregular, foréate ramificado e constituido
por unidades derivados de fenilpropano, substisufaa grupos hidroxilo e metoxilo, que
confere coesdo a estrutura fibrosa do tecido vegé®m diferentes tipos de ligacdo
(ligacbes éter, ligagdes carbono-carbono) entrgeas mondmeros tornam a sua estrutura
extremamente complexa, que s6 pode ser definida alelindancia relativa das suas
unidades constituintes: p-hidroxifenilpropano, o guaiacilpropano e o sefmgipano
[14,15, 18-20].

Os precursores da lenhina sdo os alcgedsimarilico, coniferilico e sinapilico
(Figura 8), que diferem entre si no nimero de gsupwtoxilo substituintes do anel

aromatico [18].

11
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OH OH

OCH, H3CO OCHj,
OH OH
(b) (©

Figura 8: Estruturas dos alcoois precursores da lentfa)g-cumarilico,(b) coniferilico e(c) sinapilico.

bY

Os grupos funcionais associados a lenhina sédo wsogrhidroxilo fendlicos e
alifiticos e grupos aldeidos, cetonas e metoxiloscontrario da celulose, a lenhina ndo

pode ser despolimerizada nos seus mondémeros ficiai
2.3.3. Compostos alifaticos

Neste grupo de compostos estdo principalmenteidtesuos alcanos, os élcoois de
cadeia longa e os acidos gordos livres ou estadifis.
Na uva encontram-se essencialmente acidos gordosri@cipais sdo os acidos:

oleico (C18, com uma dupla ligacdo, Figura 9) eléifco (C18, com duas duplas ligagdes)

[21].
/WVEW(OH

O

Figura 9: Acido oleico.

2.3.4. Acidos Organicos

Os acidos organicos da uva estdo armazenados cwslasda célula, sobretudo nos
vacuolos da polpa, os principais sdo: o acido iaaao acido malico e o &cido citrico
(Figura 10) [22].

COOH TOOH TOOH
HO——H H—C—H H—C—H
H——OH H OH HO COOH
COOH COOH H,C—COOH

(@) (b) (©

Figura 10: Estrutura quimica d@) &cido tartarico(b) acido malico €c) acido citrico.

12
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2.3.5. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo um grupo de compostosasicos com substituintes
OH, do qual fazem parte os flavondides, as antowanos 4cidos fendlicos e taninos [9].

2.3.5.1. Flavonodides e Antocianinas

Os flavondides possuem uma estrutura quimica ¢oftitipor dois anéis benzénicos
(A e B) ligados por um grupo pirano (anel C), sersfiresentados pela formulg-Cs-Cs
[23]. Nas uvas, estes compostos encontram-se $obma glicosidica. Os flavondis, de
pigmentacdo amarela, sdo 0s mais comuns. A gueac@tim pigmento encontrado tanto

nas bagas tintas como nas brancas (Figura 11) [24].

OH

OH
HO o) @
G

OH
OH O

Figura 11: Estrutura quimica da quercetina

As antocianinas sao constituidas por dois anéaémécos unidos por um heterociclo
cationico, oxigenado e nao saturado e podem esaa $orma glicosidica (antocianinas),

mais estavel, ou sob a forma aglicone (antociaaidirigura 12) [24].

R'3

OH
Figura 12: Estrutura da antocianidina.

2.3.5.2. Acidos Fendlicos

Os acidos benzdicos {C;) e os acidos cinamicos 3), assim como 0S Seus
respectivos derivados (Figura 13), pertencem aidssfendlicos [24].

Os acidos benzodicos estdo presentes nas uvasjtar&orente, como combinagfes
glicosidicas e como ésteres, 0s quais podem seaidnsg por hidrélise acida e por
hidrolise alcalina, respectivamente. Os &cidos miiods estdo principalmente

esterificados, especialmente com o &cido tartérico.

13
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Rs COOH Rs N\ COOH
R4 R2 R4 RZ
R3 R3
1) ()
1 R, R; R4 Rs 2
p-hidroxibenzoico H H OH H p-cumarico
Protocatéico H OH OH H Caféico
Vanilico H OCH OH H Ferulico
Gaélico H OH OH OH -
Siringico H OCH OH OoCH Sinapico
Salicilico OH H H H -
Gentisico OH H H OH -

Figura 13: Acidos fendlicos presentes nas uvddbenzoicos €2) cinamicos24].

2.3.5.3. Taninos

Os taninos sao compostos vegetais pertencentediisndis, capazes de se

co-polimerizar com proteinas e polissacarideosssymm uma massa molecular que varia
de 600 a 3500 [24].

Figura 14: Estrutura da procianidina (tanino condensado) [26].

Os taninos podem ser divididos em hidrolisaveis comdensados. Os taninos
hidrolisdveis sdo um grupo de substancias que dpddlise originam agucares
(principalmente glucose) e acidos gélico e eldgi@e taninos condensados sdo formados
por policondensacdo dos flavondides catequina af&flol) e leucoantocianidina
(3,4-flavanodiol), na Figura 14 apresenta-se aiest da procianidina [25].

Nas uvas apenas existem os taninos condensadosssyltam da co-polimerizacéo

do acido catéquico com substancias glucidicas espoitambém denominados por taninos
catéquicos [24].

14
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2.3.6. Aromas

O aroma do bago da uva provém da justaposicaofeedties compostos (élcoois,
hidrocarbonetos, aldeidos e ésteres), mais ou mar@®is, tanto os odoriferos como os
percursores de aroma que dependem de muitas Jvari@rao da casta, do clima e do solo
onde se desenvolve. Os aromas estao localizada®lndes hipodérmicas, essencialmente
na pelicula, todavia em algumas castas também @odestar presentes na polpa e
dividem-se em: terpendides, derivados de noris@inles, metoxipirazinas e tidis [5,8].

2.3.6.1. Terpenos e Terpendides

Os terpenos e seus derivados sdo uma vasta faieiliecompostos presentes na
natureza, que se podem encontrar na forma livre mapriedades odoriferas, ou ligada
sem propriedades odoriferas [27].

Os terpenos podem ser classificados de acordo caminero de unidades de
isopreno: monoterpenos (2 unidades), sesquiterg@nasdades), diterpenos (4 unidades),
sesterterpenos (5 unidades), triterpenos (6 unmiadetraterpenos (8 unidades) e
politerpenos (> 8unidades), alguns dos quais reptados na Tabela 2 [28].

Tabela 2: Estruturas base de terpenos.

Nome Numeros de 5-C unidades Estrutura
Isopreno (unidade basica) 1 H/\k
Monoterpenos 2 ‘?
Sesquiterpenos 3 \@
Diterpenos 4 g&‘/\
Triterpenos 6 @5;5@
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Os terpendides sao terpenos que possuem grupasrfaiscespecificos, como os
grupos hidroxilo, carbonilo, carboxilo e funcbeteé$28].

Os monoterpenos Sao 0 grupo mais importante dosrtes nas uvas e encontram-se
na forma de hidrocarbonetos simples como o limoné&igura 15 &)) e o mirceno, de
aldeidos (linalal, geranial), de alcoois (linalgkraniol), de acidos (acidos linalico e

geranico, Figura 19]) e de ésteres (acetato de linalil) [5, 27].

w
N X OH
N

@ (b)

Figura 15: Estruturas do (a) limoneno e do (b) &cido geranico.

2.3.7.Substancias Azotadas

O azoto exerce uma accdo fundamental nos sisteng@sicos. As substancias
azotadas sao sintetizadas pelos organismos vieostittindo 0 azoto organico, que se
pode apresentar sob as formas: monomérica (amiusjcipolimérica (polipéptidos) e
complexa (proteinas) [29].

Os aminoacidos sdo constituidos por grupos amaaaibmxilo. O acido glutamico, a
arginina, a trionina e a prolina constituem 65% @cdos aminados da uva [8].

Os polipéptidos resultam da polimerizacdo dos aatitws. A fungdo amina de uma
molécula actua sobre a fungdo acida da molécuiahéz dando-se a eliminacdo de uma
molécula de agua que conduz a formacéo de ponpéisgeecom estrutura rigida e plana -
polimerizagao por condensacéo.

As proteinas, sdo cadeias de aminoacidos ligadasapeias péptidas e como tal, a
configuracdo espacial das proteinas é determinatia gequéncia de aminoacidos nas
cadeias polipéptidas. Segundo Navarre, as proteg@esentam apenas 3% do azoto
organico (sob a forma de azoto amoniacal) da uyva [8

2.3.8. Matérias Minerais

As matérias minerais dizem respeito aos sais. Anparte das substancias minerais
das uvas estdo na forma de sais de potassio @ldie, cepresentando, 2 a 3% do peso da
pelicula e 1 a 2% do peso da polpa [8].
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2.4. Processo de vinificacao

A vinificacdo € o conjunto de operagdes necesspees transformar o sumo de uva
em vinho.

Diferentes tipos de vinho correspondem a diferetéesicas de vinificacdo, que se
caracterizam de acordo com a separagao dos ddereéatidos da uva. Para evitar a
adstringéncia do vinho, deve-se separar 0 engacoredtante cacho (desengace),
nomeadamente para a obtencdo de vinho tinto [30].

2.4.1.Vinificagcdo em tinto

Na vinificagdo em tinto, ocorre a dilaceragcdo dgadoa processo de maceracdo ou
curtimenta, através de esmagadores mecéanicos.nefacio efectua-se assim, com as
peliculas em infusdo no mosto, que consoante asid#de de cor pretendida, pode ser
mais ou menos prolongada. Apos a fermentacdoaisiia deposicdo de materiais, que
formam uma massa solida e heterogénea, constitp@ta peliculas, grainhas e
eventualmente engaco, denominada de bagaco, @ gephrado da parte liquida — o vinho
[8,30].

2.4.2.Vinificagdo em branco

Na vinificagdo em branco, ndo ocorre a maceracdqddes solidas do cacho, mas
unicamente a fermentacdo do sumo de uva [8,30].
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3. SUBPRODUTOS DA VINIFICACAO

Os subprodutos da vinificagdo designam os produtssitantes das diferentes
operagOes decorrentes da tecnologia de fabricont®,vsendo estes: bagaco, folhelho,
grainhas, engacgo, borras e sarro, da sua indimgab podem surgir diversos produtos,
como a aguardente, o alcool etilico e o acidoriaat§31].

O aproveitamento dos subprodutos vitivinicolas wdo alvo de grande interesse
devido a importancia econdmica do sector aliadasaas problemas ambientais. Como tal
€ importante conhecer a contribuicdo e a respectingosicao destes subprodutos.

Na Tabela 3, apresentam-se 0s subprodutos obtidasoenposicdo dos mesmos de
acordo com o tipo de vinificagéo, tendo em conta i@ producdo de 100 L de vinho séao
gerados subprodutos na ordem dos 31,17 kg pamifeagdo em branco e 25 kg para a

vinificacdo em tinto [31,32].

Tabela 3: Composi¢ao dos subprodutos resultantes da prodigcéimho [32].

Vinificagéo (kg/hL vinho)

Subprodutos
Branco Tinto
Folhelho 17 13,5
Bagaco Grainha 4 4
Engaco 4 3
Borra (liquida) 6 4,4
Sarro 0,17 0,10

3.1. Caracterizacao dos Subprodutos da Vinificacao

O bagaco da uva, sendo o principal subproduto ddicaicdo, toma definicbes
distintas segundo a tecnologia de vinificacdo astda. Assim, o bagago que provém da
laboracdo de uvas segundo o processo de “bicaaalffaddrico de vinhos brancos oosé
ndo fermenta com os mostos e é designado por balgmgoou fresco. Por sua vez, o
bagaco que provém de “massas vinicas” (constitypdis partes sélidas das uvas e pelo
mosto que as embebe), que j& sofreram fermentge@@mente resultante do fabrico de
vinhos tintos, designa-se por bagaco tinto ou fetado [31].

Ha varios factores que influenciam a composicdommai do bagaco,
nomeadamente: a natureza das castas, o0 modo fieagi&id, as condi¢cdes atmosféricas e
o tipo de solo a que a vegetagdo da vinha estéasuj® que por sua vez determinam a
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composicao das uvas, os sistemas de conducao lta &io estado higiénico das uvas no
momento da colheita [32].

O bagago é constituido por agua, cerca de 60%p vintorras (dependentes da
prensagem), alcoois, principalmente o etanol, diigiésteres, acidos volateis, polifendis,
taninos, celulose, proteinas, pectinas, sais mgeraesiduos de hidratos de carbono
[31,32]. Na Tabela 4 apresentam-se alguns parasndg@omposi¢do quimica do bagaco

de acordo com o processo de vinificagao.

Tabela 4: Composi¢do dos bagacos [31].

N Bagaco
Parametros

Branco Tinto
Humidade (%) 55-65 50-55

Acucar (g/kg) 80-110 2-4
Alcool (L/100 kg) 2,0-4,0

Bitarbarato de potéssio (g/%) 1,5-3,0 2,0-4,0
Acidez volatil (g/kg) (acido acético) 0,4-1,0

Este trabalho centrou-se no estudo do folhelho mocdal é-lhe dada maior

importancia.
3.1.1. Folhelho

O folhelho é constituido essencialmente pelas ylaBalas uvas, apds desidratagéo e
separagao das grainhas e engaco. O folhelho padeakwizado como adubo, para
alimentacdo animal e ainda como combustivel [31 82ZJomposi¢do quimica do folhelho

estd apresentada na Tabela 5.

Tabela 5:Composic¢ao do folhelho [31,32].

Parametros Composigéao (%)
Matérias Minerais 2,7-89
Matérias gordas 52-7,8
Proteinas 10,0 - 15,6
Celulose 20,0 - 27,0
Taninos 0,2-0,6
Matérias azotadas 3,3-3,9
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4. PROCESSOSQUIMICOS DE PRODUGAO DE PASTAS CELULOSICAS

A producéo de pasta envolve a separacdo das fileraglulose, principalmente da
madeira, por processos quimicos, semiquimicos, igmetanicos ou mecanicos. Os
processos quimicos promovem a degradacédo e diésotleclenhina, de modo a preservar
0 maximo possivel dos polissacarideos (celulosngdeluloses). Ao longo deste trabalho
foram efectuados apenas tratamentos quimicos ggdtacido) ao folhelho para obtencéo

de pastas.

4.1. Cozimento kraft

O processo kraft ou processo de cozimento ao suffatm método que promove a
remocdo da lenhina em meio alcalino (pH superid?pa 170°C, utilizando um licor,
denominado de licor branco, que tém essencialniteconstituintes base: o hidréxido
de sddio, NaOH e o sulfureto de sodio8laAs espécies activas neste licor de cozimento
sdo os ibes hidroxido e hidrogenossulfureto, qealteam de reacgbes do NaOH e 8la
com a agua [33]. As reaccdes que traduzem os ledpsdli envolvidos nos licores de
cozimento s&o dadas pelas equacgdes 1 e 2.

S?+H,0<HS +OH~ K, %10 1
HS +H, 0 H,S+0H" Kzzlo’7 2

Um dos parametros de controlo do cozimento é aertragdo dos reagentes, em

gue as quantidades deJSae NaOH sao relativas a quantidade de madeira (@ &p.

Tabela 6: Termos utilizados no cozimento kraft.

Termos Definicao
Alcali activo (AA) [NaOH + NaS], (g/L)
Alcali efectivo (AE) [NaOH + %2 NgB], (g/L)
Sulfidez ou indice de sulfureto (S) [a]/[NaOH + NaS], %
Hidromédulo V (licor, L) /m (madeira, kg)
Consisténcia m (pasta seca, Kg) / m (suspensao, kg)

A possibilidade de se poder processar qualquerciesdé madeira, originando uma
pasta de elevada resisténcia e o facto de se prmgrerar energia e produtos quimicos de
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maneira muito eficiente, constituem as principaiantagens deste método. As
desvantagens deste processo devem-se, principalneodg baixos rendimentos obtidos
devido as perdas de polissacarideos e no factayadre, na sua forma reduzida, provocar
emissbes com odor extremamente desagradavel [34].

4.1.1.Reaccdes da lenhina durante o cozimento kraft

A degradacao da lenhina depende da clivagem dadkg éter (essencialmefit®-
4, Figura 16, ex-O-4), uma vez que as ligagbes carbono-carbonarsdim estaveis. A
forte nucleofilicidade do ido hidrogenossulfuresgifita a deslenhificacdo. Os ibes OH
HS provocam a clivagem das ligaces éter, levandbe@tdcdo de grupos hidroxilo das
unidades fendlicas e ao aumento do caracter Hidmfla lenhina. A lenhina degradada é
dissolvida sob a forma de fenolatos de sodio,awr ie cozimento [33].

HOCH, OCHj TZCOH I|-I2COH
H—C—0 o H_T\ o H—IC*O'
: -
H-C—O H-C HO—C—H
OH / H,0O
OCH3 OCHg OCHy
OR OR OR

Figura 16: Clivagem de liga¢cfe3-O-4 em estruturas fendlicas eterificadas.

A degradacdo alcalina da lenhina, durante o cozmnénaft, tem vindo a ser
exaustivamente estudada através de compostos maogelaepresentam varias unidades
estruturais da lenhina, tendo sido identificadés possiveis reacc¢des de clivagem [35]:

1. Clivagem de ligacdes-aril éter das unidades fendlicas através de irgdidnios

de metileno quinona. Os grupos fendlicos adiciof@imados nestas reacc¢des
aumentam a solubilidade da lenhina, tornando-a maseptivel a outro tipo de
reaccoes.

2. Clivagem de ligacoeg-aril éter das unidades fendlicas através dosnradiarios

de episulfuretoOs intermediarios quindnicos reagem mais rapidagneatn o
ido sulfureto do que com o hidréxido. O que expticdacto de haver uma maior
degradacéo no cozimento kraft do que no soda, heégiste o ido hidroxido.

3. Clivagem de ligacoes-aril éter das unidades ndo fendlicas através dos

intermediarios de epodxido. Os grupos fendlicos Hdertados nesta reaccgéo
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levando a completa separacdo das suas unidadebasziformando-se assim
fragmentos de menor peso molecular e mais solireidjficando a estrutura da
lenhina.

A degradacédo da lenhina € muito mais complexa,sedbaseando unicamente nas
reaccOes descritas anteriormente. Os rendimenttidosbtambém sao inferiores aos
esperados, devido a ocorréncia de reac¢bes de nsagd® em simultdneo: nestas
reaccdes, os carboanibes, formados durante a deg@dla lenhina, competem com 0s
anides nucleofilicos ¢S HS e OH) do licor de cozimento, principalmente com os

intermediarios metileno quinonas [35].
4.1.2.Reaccdes dos hidratos de carbono durante o coznkeaft

A degradacéo alcalina dos polissacarideos levasapama consideravel de hidratos
de carbono. Logo no inicio do cozimento os grupostib das hemiceluloses séao
hidrolisados. Nos estagios iniciais, cadeias desgadtarideos sofrepeelingprimario nos
grupos terminais redutores. Entretanto, vdo-se dadm novos grupos terminais como
resultado da hidrolise alcalina das ligacdes giioss, que ocorre a elevadas
temperaturas, levando a uma degradacdo adicipaaliigsecundério). Assim o teor de
celulose é reduzido, mas ndo tanto como o teoredeceluloses que sdo degradadas em
maior escala, uma vez que sao polissacarideos tdgues amorfa e de baixo peso
molecular. A reaccdo dpeeling é finalmente interrompida pela reaccdo siepping
(Figura 17) que converte os terminais redutoreggemos de 4cido carboxilico estaveis
[33].

o
CHO H(I‘i—‘?) GHO CHO CO,H
HéOH (fOH COH ([30 CHOH
L ® e Il +H,0 I
HOCH H H%—CH -HO ?H C|H2 2 (!:H2
HCOR 1 HCOR 2 HCOR = 3"‘ H(|30FI 4 Hc!:on
HCOH ‘ HCOH H(I:OH HCOH HCOH
|
CH,OH CH,OH CH, OH CH,OH CH,OH

Figura 17: Mecanismo da reacc¢ao d®pping formacéo do 1,2-enodiol (1), eliminaggahidroxilo (2),
tautomerizacao (3), rearranjo benzilico para agldoometassacarinico (4) [33].

4.2. Tratamento com peracidos

Os peracidos séo utilizados na remocéo da lenksimaomo no branqueamento de
pastas celulésicas. O método mais usual para preparacdo consiste na oxidacdo do
acido carboxilico correspondente com peréxido diolgienio (Equacdo 3). Também se
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podem produzir peracidos pela reaccdo entre apglide acidos carboxilicos e peréxido
de hidrogénio, que dao origem a solu¢des aniddesreaior concentracao [36,37].
RCOOH+ H,0, «> RCOOOH+H,O 3

O acido peracético (AP) é um dos peracidos maigdadbs e pode ser preparado
pela oxidacdo do acido acético com perdxido deolgéinio. No entanto, a concentracéo de
AP deve ser igual ou mesmo inferior as concentsag@eacido acético e de peroxido de
hidrogénio, uma vez que 0s reagentes que nao eeagiodem danificar as fibras de
celulose. Porém, se for usado acido peracéticdlatksia degradacéo das fibras € evitada,
além de se verificar uma diminuicdo do custo dageates [38,39].

O &cido peracético em solucdo possui uma ligacanmolecular por pontes de
hidrogénio muito forte, levando a formacéao de uel de 5 lados estavel e talvez por isso
possui um pKa (8,2) muito superior ao do acidoiecétt,76) [37,40].

Os peracidos, em solugédo, sdo mais volateis e macidss do que os acidos
carboxilicos correspondentes, podendo ser sepadidbss e destilados apds a reaccao e
reintroduzidos novamente no processo, levando adimiauicdo de custos em solventes e
consequentes beneficios ambientais. A facil reagder de solvente e o controlo eficiente
de poluicdo representam as grandes vantagens ldaqdp deste tipo de processo de

producéo de pasta [36].
4.2.1.Reaccdes de Peracidos com Lenhina

A reaccdo mais caracteristica dos peracidos é resféréncia electrofilica de
oxigénio, em que os atomos de oxigénio dos peraado transferidos para os nucle6filos

do substrato que possuem um par de electrbesad@dig (equacéo 4) [36].

RCOOOH+H" «» HO" + RCOOH 4

O ido hidroxénio, deficiente em electrbes reagéeapente com os varios locais da
lenhina ricos em electrbes, como as estruturagnaa$ e anéis aromaticos, causando a
degradacdo da macromolécula. E de notar que, asdkg alifaticas carbono-hidrogénio
também sdo hidroxiladas por peréacidos [36]. A opdda de aldeidos e cetonas por
peracidos € denominada de oxidaBaeyer-Villiger(equacao 5) [36,41].

o O

T 0
Il I 3)
R—C—R -RCOOH_ 5 c—r
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A maioria dos estudos comportamentais da lenhimameracidos foi efectuada com
acido peracético. Na Figura 18 sdo apresentadasaagfes mais importantes entre a

lenhina e os peracidos [36].

R R
+ HO
+HO | (@)
OCH;, OCH;,
O-lenh. O-lenh.
R R
+HO (b)
OCH;, (@)
OH (@)
R R
+ X
+ HO > | ©)
COOCH,4
OCH;, o
O-lenh O-Lenh
OH
HHO + H—C=o0 (d)
OCH,4 OCH;,
O-lenh. O-lenh
CH30 CH30 |
| |
H-C-0O (ﬁ—o O:(|:
H-C-OH -C H-C-OH
. CH30 ©)
+ HZO + HO
- > + HO
OCH;, OCH;, OCH;,
O-lenh. O-lenh. O-lenh.
C + N
A A

Figura 18: Principais reaccdes da lenhina com peraci@@shidroxilacdo do anel aromatic¢h)
desmetilacdo oxidativdc) abertura do anel aromético por oxidagao e formdeaderivados do &cido
mucénico,(d) substituicdo de cadeig) clivagem de ligacdds-aril éter,(f) epoxidacéo.
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4.2.2.Reaccdes de Peracidos com Polissacarideos

Os grupos hidroxilo de alcoois presentes nos a@$sdeos nao providenciam
locais de reaccao para ataques electrofilicos igeldnidroxdnio, como tal os hidratos de
carbono ndo sdo extensivamente degradados duratgslenhificacdo por peracido. No
entanto, as ligacdes oxigénio-oxigénio nos perd&cgfm faciimente clivadas por reducdo
de um electrdo levando a formacao de radicais.r@sog hidroxilo alifaticos podem ser
oxidados por peracidos na presenca de ibes metatioe funcionam como catalisadores,

formando grupos carbonilo [36].
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CAPITULO Il - MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo procede-se a descricdo dos métddieados para a caracterizacdo
guimica das amostras de folhelho de uva e das spadiidas, assim como para a
preparacdo das mesmas. As metodologias usadasngo tteste trabalho sdo na sua
maioria, adaptacdes aos procedimentos utilizados @aalise de madeiras, de modo a

melhor se aplicarem ao material em estudo.
1. MATERIAIS

Este trabalho foi realizado com folhelho de uvaultante de bagaco fermentado,
obtido a partir da vinificacdo em tinto de uvasadata Touriga Nacional. O folhelho,
cedido pela Adega Cooperativa de Silgueiros, enmul@at de 2007, foi conservado a
temperatura ambiente ap6s ser-lhe retirada a hdmidendo em conta as analises
realizadas ao longo de todo o procedimento laboagtoutilizaram-se solventes e
reagentes, na sua maioria, comerciais de puretiticnép.a).

2. ANALISE QUIMICA DO FOLHELHO DE UVA E DAS PASTAS

2.1. Teor de Humidade

O teor de humidade foi determinado pela secagemedsa delg de folhelho, a
105°C numa estufa, até peso constante. Com a @btela; massa das amostras secas, 0
teor de humidade foi calculado pela equacéao 6.

1 massadeamostraseca
massadeamostrainicial

W (%) :( JxlOO 5

2.2. Cinzas

O teor de cinzas (fraccdo inorganica) foi deterwohingela incineracdo da parte
organica, em que cerca de 1g de amostra de foldeillealcinada numa mufla a 525°C,
durante 3 horas (equagéao 7).

massalecinzas
Z (%)= x100 7
massaleamostraseca
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2.3. Extractaveis

Para a determinacéo do teor de extractaveis eapargparacdo de amostras livres de
extractaveis, submeteram-se 10 g de folhelho a extraccdo Soxhlet com 200 mL de
solvente (acetona ou diclorometano), durante 4dhaxaebulicdo. Apos arrefecimento e
desmontagem do extractor, o solvente foi evaponauho evaporador rotativo. Finalmente,
a amostra foi colocada numa estufa a 105 °C dej@oaliminacdo do restante solvente e
possivel dgua da amostra. O extracto resultantgdeado. O teor de extractaveis foi
calculado pela equacéo 8.

massaleextractaves y

E (%)=
( ) massaleamostraseca

100 8

As amostras extraidas (sem extractaveis em acésdlBA) e sem extractaveis em

diclorometano (s/ED)) foram secas a temperaturdeartdy para posteriores analises.

2.4. Extractaveis em agua

Para a determinacdo de extractaveis em agua, liplielho pré-extraido com
acetona foi submetido a refluxo com uma solucaocitt@to de aménio (0,10g/mL),
durante 1 hora. Seguidamente, o residuo foi fitranlavés de um filtro de porosidade G2
e lavado com agua quente. Apés a sua secagem @,I0EEsiduo foi pesado. O célculo da
massa de extractaveis foi obtido a partir da difeaeentre a massa pesada e a massa inicial
da amostra. O valor do teor de extractaveis aguzafoulado a partir da equacéo 9.

massaleextractaves emélgua><

Kex100 9
massaleamostraseca

Extractavesemagua(%) =

2.4.1. Substancias solluveis em agua quente e precipitadastanol.

A preparacao da amostra foi efectuada a partirOdede folhelho foram submetidos
a uma extraccdo Soxhlet com acetona durante 8.hSexgiidamente, cerca de 1 g de
extracto obtido foi sujeita a refluxo, durante X&hacom 50 mL de solucéo de citrato de
amonio (0,10g/mL). De modo a facilitar a precipitagacidificou-se a mistura com etanol
até pH 2,5 e conservou-se no frio. Apés 12h, oawdatante foi decantado e o precipitado
resultante foi lavado sucessivamente com etanatanol. O residuo final (SSP) foi entéo
devidamente seco e analisado por RMN*dee de correlacadH-'H (TOCSY), tendo

também sido determinados 0s seus agucares neutros.
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2.5. Celulose Kirscher e Hoffer

O teor de celulose foi determinado pela aplicaggéionétodo deKirschere Hoffer
gue consiste no tratamento das amostras com umeasoktandlica acida, obtendo-se a
celulose como um residuo insoluvel.

Cerca de 1 g de folhelho livre de extractaveis@3/i sujeita a refluxo com 50 mL
de solucdo de HNg{e etanol (1:4, v/v) durante uma hora, a 100 °Colacgio foi entédo
retirada por decantacdo, adicionaram-se mais 50delmesma solucdo de HN@mM
etanol e procedeu-se a um novo refluxo por maisra.rEste procedimento foi repetido.
Por fim, filtrou-se o residuo num cadinho de patade G4 e lavou-se com etanol aquoso
e com agua quente até sua neutralizacdo. Colocouilte G4 com celulose na estufa a
105 °C até atingir um peso constante.

O teor de celulose das amostras, corrigido paraear tle extractaveis, foi
determinado a partir da equacao 10.

massalecelulose
Celulos€%)= x Kex100 10
massaleamostraseca

em que Ke = (100- E)/100( equacao 8, pagina 28)

2.6. Proteinas

Para a quantificacdo das proteinas, adicionara208emL duma solu¢do de HCI
0,1N contendo 1% (m/v) de pepsina, a 5 g de fothdlire de extractaveis, num
erlenmeyer. Este erlenmeyer, devidamente fechaddefseguida colocado num banho de
agua a 37 °C, com agitacdo. Apds 24 h, filtrou-sestura num cadinho G2 (devidamente
calibrado e pesado) e lavou-se com agua destiladate, até pH neutro das aguas de
lavagem. Por fim, determinaram-se as proteinasdifgnenca de massa e ap0s secagem na
estufa a 60 °C [42].

O teor de proteinas, corrigido para o teor de etdxeis e cinzas, foi calculado pela
equacao 11.

massale proteinas
P x Kex100 11

P (%)=
( ) massaeamostraseca

2.7. Taninos

Para a determinacédo de taninos, procedeu-se ascgafe 4 g da amostra resultante
do procedimento anterior (seccdo 2.6) com 200 mINd®H 0,1 M, durante 1 hora a
ebulicdo, sob atmosfera de azoto. A amostra regaltfoi filtrada num cadinho G4 e
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lavada até neutralizacdo. Por fim, secou-se nafaestu70 °C. O teor de taninos foi
calculado pela equacdo 12 e corrigido para o teoexiractaveis, cinzas, proteinas e
também para o valor de extractaveis em agua guente.

T (%)= MasSAL@NINGS _ o yo100-E, . 12
massaeamostraseca z

em que Kp = (100- P)/ 100 ( equacao 11) EHZO s&o o0s extractaveis em agua (equacéo 9).

2.8. Lenhina Klason

O teor de lenhina insolivel em acido foi determmmaéla aplicacdo do método de
Klason segundo Tappi standard T 204 om-88, que quaamtdidenhina como residuo
sélido, e calculado pela equacéao 13.

L (o) = massaelenhina o kpx Kix100 13
massaeamostraseca

em que Kt = (100—T)/100 (equacéo 12, pagina 30).

A uma amostra de folhelho livre de extractaveisytginas e taninoscd. 19)
adicionaram-se 15 mL de acido sulfarico a 72%. ApHbS0 de reaccdo, com agitacao
periddica e a temperatura de 25°C, diluiu-se acdolewom 250 mL de agua e procedeu-se
ao seu refluxo, durante 1 hora.

A solucéo resultante foi filtrada através de umirmaal filtrante de porosidade G4,
lavando-se o residuo insoltuvel (lenhina) com aguentg até a neutralizacdo das aguas da
lavagem. Por fim, quantificou-se a massa da lenlkipas secagem na estufa a 105 °C.

A percentagem de lenhina insoluvel foi corrigidagpa teor em extractaveis, cinzas,

proteinas e taninos.

2.9. Acucares Neutros

A guantidade relativa dos monossacarideos detetrsaopor cromatografia gas-
liguido apos a hidrolise das amostras com acidtirsed e derivatizacdo a acetato de
alditol. As amostras analisadas foram: o folhed®substancias sollveis em agua quente e
precipitadas em etanol e a pasta.

Os polissacarideos foram hidrolisados por tratamdstcerca de 10 mg de amostra
com 400uL de H,SO, a 72%, a 20°C durante 3 horas, ap0s a adicdoddmld de agua
efectuou-se uma nova hidrélise a 100°C durante .2B3fefeceu-se o hidrolisado e
adicionaram-se 20QL de 2-desoxiglucose (20 mg/mL) como padrdo inteol mL
desta mistura adicionaram-se 200 de NH; a 25% e 10QL de uma solucdo de NHa
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3M contendo 150 mg/mL de NaBHocorrendo a reducdo dos monossacarideos a alditoi
durante 1 h a 30°C. Para a decomposicdo do exckes$taBH, foi adicionado acido
acético glacial por 2 vezes. A acetilacdo dos @klifoi feita por adicdo de 0,45 mL de
1-metilimidazol e 3 mL de anidrido acético a 0,3 od mistura anterior. Esta solucao foi
mantida a 30°C durante 30 minutos. Os acetatogldeldoram de seguida extraidos com
diclorometano e a fase organica foi lavada variages com agua. O solvente foi
evaporado sob atmosfera de azoto. A quantificagicada monossacarideo foi feita num
cromatografo de gas Varian 3350, equipado com uolana capilar DB-225 J&W
(30 m comprimento x 0,25 mm diametro interno, co50m de espessura de filme)
acoplada a um detector FID, usandgddmo géas de arraste, apos injec¢édo deuD,8e
amostra (dissolvida em 100L de acetona). As rectas de calibracdo utilizadaant
obtidas utizando-se rectas de calibracdo previaameldboradas a partir de solugdes
padrdo. As condi¢cdes cromatograficas foram as sgpiitemperatura do injector 220°C,

temperatura da coluna 220°C e temperatura do det289°C.

2.10.Isolamento e Caracterizacao Estrutural da Cutina
2.10.1.Extraccao

Cerca de 2 g de pasta foram submetidas a uma extré&@oxhlet com 200 mL de
diclorometano, durante 3 horas. O extracto foi tifieado apds evaporacdo do solvente
(equacéao 14).

ED (%)= massaleED <100 "
massale pasta

em que, ED séo os extractaveis da pasta.

2.10.2.Metandlise dos Extractos

Dissolveram-se cerca de 145 mg do extracto obtitermrmente em 50 mL de
metanol absoluto e procedeu-se a extracc¢do, duahteas, apds a adicdo de 40 mg de
MeONa. A solucéo resultante foi acidificada (pHe&ubmetida a uma extraccao liquido-
liquido com cloroférmio (3x100 mL) com adicdo préde 15 mL de agua destilada. Por
fim, a solucdo combinada de cloroformio foi filteadobre NaS@Qanidro, o solvente
evaporado até a sua secura e 0 extracto metardiigaantificado pela equacéo 15.

massade EDM y

massale pasta
em gque, EDM sé&o os extractaveis da pasta deporetmolise.

EDM (%) = 100 15
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2.10.3.Metandlise da Pasta livre de Extractaveis

A mistura de 1 g de amostra de pasta livre de etévais, 200 mL de MeOH e
0,120 g de MeONa foi sujeita a refluxo, duranteoBas. ApOs a extraccao, filtrou-se a
solucéo através de um filtro de porosidade G4 (gepreviamente pesado), adicionaram-
se 60 mL de MeOH. Procedeu-se a nova extraccamtdud®d minutos e filtrou-se a
solucéo sobre o filtrado anterior. Acidificou-sdilrado, adicionaram-se 75 mL de agua
destilada e extraiu-se por 3 vezes, com 100 mL ldeoférmio. Por fim, a solucao
combinada de cloroférmio foi filtrada sobre NaSdbidro, o solvente evaporado até a sua
secura e o extracto metandlico foi quantificadaéedo 16).

massaleLED y

massala pasta
em que, LED é a amostra de pasta livre de extragtos metandlise.

LED(%)= 100 16

2.10.4.Caracterizacao Estrutural

Cerca de 10 mg de cada extracto (antes e apos dglisgarnforam dissolvidos em
250 puL de piridina e os compostos contendo grupos hillrax carboxilo livres foram
convertidos em éteres e ésteres trimetilsililadb¥]), respectivamente, por adicao de
250 uL de BSTFA e de 5@L de trimetilclorosilano. As misturas permaneceram0°C
durante 40 min e posteriormente foram analisada&gaoMS.

A anélise por GC-MS foi efectuada usando um crografd Trace Gas
Chromatograph 2000 series, equipado com um espeetird de massa Finnigan Trace
MS, corporation, usando hélio como gas de arra3PeniL/min), equipado com uma
coluna capilar DB-1 J&W (30 m x 0,32 mm diametrtemo), 0,25um de espessura de
filme), tendo sido usadas as seguintes condi¢c@esatograficas: temperatura inicial: 80°C
(5 min); gradiente de temperatura: 4°C/min (até€¥0emperatura final: 285°C (10 min);
temperatura do injector: 290°C; temperatura daalidk transferéncia: 290°C; razdo de
split: 1/75 [43].

2.11.Espectroscopia de Infravermelho com transformada dé&ourier - FTIR

As amostras de folhelho, lenhina e pasta, foranisaas sob a forma de pastilha,
por prensagem das amostras em po com KBr. Os espdoram realizados no modo
transmitancia, com uma resolucdo de Zcen 64 scans/min num espectrofotémetro
MATTSON 7000 com Transformada de Fourier.
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2.12.Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear i8C CP/MAS

Os espectros de RMN CP/MAS d#& da matéria-prima, da lenhina e da pasta,
foram adquiridos a 100,6 MHz (9,4 T) num especttomeMSL-400 da Bruker. As
amostras foram empacotadas em rotores de 7 mnodaeam segundo o angulo magico a
uma frequéncia de 5,0 KHz. A duracdo do impuls®@fefoi de cerca de ds. O tempo de
contacto escolhido para a polarizagdo cruzadadd dhs e o intervalo entre scans foi de
5s.

2.13.Espectroscopia de RMN déH

Uma aliguota de substancias sollveis em agua qeeptecipitadas em etanol foi
dissolvida em RO e o espectro de protdo foi adquirido a 60°C nape&rometro Bruker
AMX 300 a 300,13 MHz utilizando as seguintes coddg; tempo de relaxacdo 12,
pulso de 90°, 400 scans e intervalos de 12 s estrgcans. Os desvios quimicos foram

referenciados relativamente ao 3-(trimetilsilil)pimnato-d4 de sédia (= 0,00).

2.14.Espectroscopia de RMN'H-'H (TOCSY)

O espectro de 2D d#i-'H TOCSY ¢ mix= 0,050 s) das substancias solliveis em
agua quente e precipitadas em etanol foi obtidomesmo espectrometro referido na
seccdo 2.13 usando o programa MLEVST. Para a espegpia de 2D d&H-'H TOCSY
foi utilizada em ambas as dimensdes uma larguracésp de 2185 Hz e um tempo de
relaxacdo de 1,5 segundos. Para cada FID foramraligpul28 transitorios, o tamanho da
matriz de dados foi de 1024 eppbr 512 em4

2.15.Cromatografia de Permeacédo em Gel — GPC

Os peso moleculares médios das substancias sokmwve#gua quente e precipitadas
em etanol e dos extractaveis em diclorometano sfafparam determinados por GPC.

A analise por GPC de substancias sollveis em ageiate e precipitadas em etanol
foi realizada em duas colunas Plaguagel-OH MIXEfn8 300 x 7,5 mm acopladas a um
aparelho PL-GPC 110 system (Polymer Laboratories, Ud.K.) com um detector de
indice de refracgéo. O injector e as colunas fongantidos a 36°C de modo a diminuir a
viscosidade do solvente e o alargamento do picbutilzada agua ultrapura (J.T. Baker
Chem.Co.) contendo NaN@O0,1 M) e NaN (0,02%), como fase movel, com um fluxo de
0,9 mL/min. Foi injectado um volume de 10 de amostra com a concentragcdo de
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0,4-0,5% mg/mL. A coluna analitica foi calibradancgolimeros padrdo (pululana,
Polymer Laboratories) no intervalo de massas de-@8 kDa. Obteve-se a seguictgva
de calibracéo: log M = 14,68 — 0,5564 t.

As substancias extractaveis foram dissolvidas naqueno volume de cloroférmio
até uma concentracdo de cerca de 6 mg/mL. A anddisé&GPC foi realizada no mesmo
aparelho referido anteriormente, mas usando duasa® TOSOH 300 x 7 mm. As
colunas, o sistema de injeccdo e o detector foramtidos a 40°C durante a andlise. A
velocidade de fluxo do eluente (cloroformio) foi 8 mL/min. A coluna analitica foi
calibrada com polimeros padrédo (PS, Polymer Laboes) no intervalo de massas de
580 — 7000 Da.

2.16.Difraccdo de Raios-X

O ensaio foi realizado a temperatura ambiente nifractbmetro Philips X'Pert
MPD, usando uma fonte de CurKA=0.154 nm) numa gama dé 2ntre 2-40° e um
varrimento de 0,02°scan. O difractograma de rXidst obtido directamente a partir de
uma amostra de celulose previamente prensada em fie pastilha.

O grau de cristalinidade (BT das fibras de celulose foi determinado pela
comparagao entre a magnitude relativa e a difratqi@b das fases amorfas e cristalinas,
apos separacao das mesmas (equacgao 17) [44].

DC, (%) = % x100 17

cr am

Onde, I, € a intensidade maxima do plano de difraccdo @2 22°) cuja reflexdo &
atribuida a regiado cristalina da celuloseg€l a intensidade de difraccdo @ =2 18°, cuja
reflexdo é atribuida a regido amorfa da celulose.

Tendo em conta a existéncia de componentes natsiehs, o valor de Dgteve de
ser corrigido e assim calculou-se o grau de chistielde (DC) a partir da equacéo 18.

1
DC(%) = DC, x {(1+ 0,3x (— - H 18
w
em que, w é a proporcao relativa de celulose, gaeercaso é de 0,95.

Pela equacao de Scherer (equacéo 19), determinalasgura media de cristalito no
plano de rede 0026} [44].

do, = KMT . (iﬂ% Lo
P d,
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Onde,Poo2 corresponde ao valor (em radianos) da larguraia ateira da reflexdo do
plano 002,000, € 0 maximo da reflexdo do plano 002¢ o comprimento de onda usado
pela fonte de raios-X (0,0154 nnd); € um parametro relacionado com a distor¢cdo da rede
perpendicular a direc¢cdo do plano 002 (0,05) eeppresenta um parametro relacionado
com a distancia entre os planos de rede 002 (395

A altura média de um cristalito, ¢, pode ser deteggwha pela analise do reflexo do
plano 040 e aplicando a Lei de Bragg (equacéao 20).

nA = 2d xserg,,, 20

em gue n representa a ordem do feixe difractad@gsbacamento entre os planos de difrac¢aa e
angulo correspondente ao reflexo do plano 040.

Sabendo que numa célula unitaria de celulose nagv@odem identificar quatro
seccOes originadas pelo plano 040, a altura méda@istalito € dada pela equacéo 21.

c=4xd 21

3. OBTENCAO DE PASTAS DE FOLHELHO DE UVA

Foram realizados vérios ensaios, com diferentdani@ntos, para a obtencédo de
pastas a partir de folhelho de uva.

3.1. Cozimento Kraft

O cozimento da amostra de folhelho (2 g) foi reml@ a 160°C, durante 1h40, com
uma solucéo de licor branco com 18% de alcali agtiv.A), 28% de indice de sulfureto
(S) e hidromddulo de 6,2® volume de solucédo no reactor foi de 12,5 mL. Malfda
reaccao lavou-se a pasta com sucessivas adic@egidalestilada (sob vacuo), até se obter
a neutralidade do filtrado. A pasta foi conservadgemperatura ambiente apds ser-lhe
retirada toda a humidade.

3.2. Tratamento com Acido Peracético

Num reactor de vidro (250 mL) com controlo de terap#a e agitacdo mecanica,
foram adicionadas 5 g de folhelho a 40 mL de agdmcético (AP) a 5%. Ao fim de
20 minutos, a temperatura de 80 °C, foram adiciosaxais 40 mL de AP com metade da
concentracdo e submeteu-se novamente a mistunapergtura de 80 °C, durante mais

10 minutos. A pasta resultante foi filtrada sobwae lavada, sucessivas vezes, com agua
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destilada e acetona até a sua neutralidade. Porafipasta foi guardada no frigorifico

(+4°C), para posteriores analises.

3.3. Tratamento com Peréxido de Hidrogénio e Molibdato d Amonio

A uma solucéo de #D, a 5% adicionaram-se 70 mg de molibdato de amonio.
Aferiu-se o pH até 5 e a 50 mL de solugédo adicimmase 5 g de folhelho. A reacgéo
ocorreu durante 1h a 80°C sob agitacdo mecéanica.s@&pida procedeu-se ao
branqueamento da amostra no mesmo reactor, pamgato com acido peracético em
2 estagios. O 1° estagio decorreu durante 15 nmsrutibzando uma concentracdo de AP
igual a 6,68 %, no segundo estagio a concentragdPdutilizada foi de 3% e a reaccéo
ocorreu também durante 15 minutos. A pasta redaltian filtrada sob vacuo e lavada,
sucessivas vezes, com agua destilada e acetoasadéneutralidade.

4. ANALISE DE PASTAS

4.1. Viscosidade Intrinseca

O estudo da viscosidade foi efectuado de acordo ammprocedimento
SCAN-CM 15:88 [45], que permite calcular a viscasid intrinseca de pastas atraves da
sua dissolu¢do numa solugéo diluida de cupri-etde@mina (CED).

A viscosidade relativan() foi calculada a partir da determinacdo do tempo d
escoamento d}, pela equacao 22.

77re| = hth 22

em que, h representa a constante do viscosimetro.

Conhecendo o valor dge obtém-se o valor do produto da viscosidade inedas
(InD) pela concentracdo da pasta (c), através dosresmltabelados no procedimento

SCAN-CM 15:88. Por fim, a partir da equagdo de Mafequacédo 23), determinou-se
a [n] [45].

= logly]+ K[k 2

em que, K é uma constante e vale 0,13.

-1
|Og 77re|
C
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4.2. Histograma de Fibras

O histograma de fibras foi efectuado num aparelhberF Quality Analyser

(OpTest, Canada) no Instituto de Investigacdo deeBta e do Papel — Raiz.

4.3. Medicéo de Angulos de Contacto

Os angulos de contacto, da superficie da pasta fgam medidos pelo método da
gota seéssil, para trés reagentes de teste (aguaarfuda e diiodometano), num aparelho

Surface Energy Evaluation System. A equacédo do latke Owens-Wendt (equacédo24)
foi utilizada para o calculo das componentes pojdr) e dispersiva ) da energia de

superficie da pasta [46,47].

1+ cosP) yE+7 [ 4 P 7/_|P

Pela medicdo dos angulos de contaéjoe( sabendo as componentes polgf )( e

dispersiva ") das tensdes superficiais de cada liquido (Tabgléez-se um ajuste aos

pontos da melhor recta a partir do grafico de[(yﬂcos(s’))/Z]xl(y.P +y0 )/\/FJ) em

funcdo de %/mp/yl") e a partir do declive e da ordenada na origemritam-ses” e

yZ, respectivamente.

Tabela 7: Componentes das tensdes superficiais de cadadigtildado.

Liquidos Agua Formamida Diiodometano
7 51,0 19,0 0
" 21,8 39,0 50,8

4.4. Andlise Térmica

Amostras de pasta e dos seus extractos em diclbmoméoram sujeitas a analises
térmicas por analise termogravimétrica (TGA) e palorimetria diferencial de varrimento
(DSC).
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4.4.1.TGA

A analise térmica foi efectuada utilizando cercebdmg de amostra, colocada num
porta-amostras de platina. Para a aquisicdo dootgama utilizaram-se as seguintes
condi¢cdes: velocidade de aquecimento 10°C/minpvate de temperaturas 25 °C a 600°C,

atmosfera de p fluxo de 20 mL/min, num equipamento Shimadzu F&A
4.4.2.DSC

Transferiu-se uma massa de cerca de 5 mg de anpmssimaum porta-amostras de
aluminio tendo sido utilizadas as seguintes coradigle analise: atmosfera dg Ruxo de
20 mL/min, velocidade de aquecimento 10 °C/min naparelho Shimadzu DSC-50,

intervalo de temperaturas 25 °C a 300 °C.
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CAPITULO Ill - RESULTADOS E DISCUSSAO

1. ANALISE QUIMICA DO FOLHELHO

De modo a analisar o folhelho de uva procedeu-sesaaodo da sua composicao
guimica, nomeadamente pela determinacdo dos tderemzas, extractaveis em acetona,
diclorometano e agua, proteinas, taninos, residsolivel em HSO, a72 %, celulose
Klrscher e Hoffer e hemiceluloses, em base de massa seca (Tabelu®a posterior
abordagem, foi efectuada uma caracterizacdo dospamentes utilizando diversas
técnicas, como: FTIR, RMN®C de CP/MAS, DRX, RMN de'H, RMN de 'H-'H
(TOCSY) de correlacdo, GPC e GC-MS.

Tabela 8:Composicao quimica do folhelho de uva.

Parametros Teor (%)

Cinzas (sais de K, Ca e Mg) 7.8
Extractaveis Acetona 57
Diclorometano 55
Agua 26,4
Proteinas 18,8
Taninos 13,8
Residuo insolGvel em8O, a 72 % 22,4
CeluloseKirschere Hoffer 20,8
Hemicelulose$s 24,9

#o valor inclui as substancias pécticas

O folhelho foi extraido com diferentes solventesefana, diclorometano, agua) com
0 objectivo de quantificar compostos de baixo pmstecular com diferentes polaridades.
Nos extractaveis em agua, podera estar contalalinath fraccdo de hidratos de carbono.
Pela analise elementar das cinzas verificou-seogfodhelho é, em termos de conteddos
cationicos, essencialmente constituido por potagsi40,7 mg/kg folhelho), calcio
(360,2 mg/kg de folhelho) e magnésio (79,7 mg/kdodieelho).

E de referir que o folhelho de uva tem mais de B%natéria polimérica insolivel

em agua e solventes organicos (celulose e henosels), 0 que leva a propor a possivel
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utilizacdo destes polissacarideos em novas apksagq@omo fonte de fibra para
biocompdsitos ou papel). E porem necessario fazemsa andalise exaustiva destes

componentes para se puder sugerir alguma apliqgaéfioa.

1.1. Caracterizagao Estrutural do Folhelho

O folhelho de uva foi caracterizado estruturalmegrteespectroscopia de FTIR e por
RMN 3C do estado sélido. Na Figura 19, visualiza-sepeetso de FTIR do folhelho.

4000 3500 3000 2500 2000 . 1500 1000 500
Comprimento de onda (cn)

Figura 19: Espectro de FTIR do folhelho.

Na Tabela 9 apresentam-se os grupos funcionaisigibsgicdes correspondentes.

Tabela 9 Frequéncias vibracionais e tipos de vibracao.

Frequéncia (cm?) Grupo funcional Atribuicdo
3320 v OH Extractaveis, polissacarideos, lenhina
2917 va CH (CHalifatica)  Extractaveis, polissacarideos, lenhina
2850 vs CH (CHalifatica)  Extractaveis, polissacarideos, lenhina
1729 N C=0 (ésteres) Extractaveis, polissacarideos,denhi
1643 v C=C (aromatico) Extractaveis, lenhina
1550 v C=C (aromatico) Extractaveis, lenhina
1436 5 CH Extractaveis, polissacarideos, lenhina
1338 5 OH extractaveis, polissacarideos
1307 vC-0O Polissacarideos
1263 vC-0O Polissacarideos
1213 vC-0O Polissacarideos
1159 va C-O Extractaveis, polissacarideos, lenhina
1133 vC-0O Polissacarideos
1108 d CH, C-O polissacarideos, lenhina
1068 d CH, C-O polissacarideos, lenhina
904 3 C-H Polissacarideos

Sendov a vibragdo por elongacgawa( assimétricays. simétrica) & a vibragao por deformacéo.
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Na Figura 20, apresenta-se o espectro de RfNde CP/MAS do folhelho e na

Tabela 10 os sinais correspondentes.

| . . . . | . . . .
15cC 10cC 50 (o]

CERNCES
Figura 20: Espectro de RMN CP/MAS d&C do folhelho.
Tabela 10: Snais de RMN CP/MAS d&C.
Desvio quimico (ppm) Atribuicdo
24-54 -(CH),-, extractaveis, cutina
56 - (OCH3)-, hemiceluloses
62-64 C6, celulose e hemiceluloses
72-74 C2, C3, C5, celulose e hemiceluloses
83,4 C4, celulose e hemiceluloses
105 C1, celulose e hemiceluloses
145 C quaternario, extractaveis (taninos)
173 -COO-R, CHCOO-, hemiceluloses
177 -COOH, hemiceluloses (acidos urénicos), conggdeinolicos

No espectro de FTIR da Figura 19, verifica-se asqumea dos dois picos muito
intensos a 2917 e 2850 ¢me uma banda a 1729 dmque sugerem a presenca de
compostos alifaticos com funcionalidades carbo&#itgr, tais como extractaveis e/ou
compostos poliméricos do tipo cutina. Esta obséwaé confirmada pelo espectro de
RMN 'C (Figura 20) pela presenca de sinais caracteristina regido alifatica
(24-54 ppm) e na regido correspondente aos grugmmido (170-180 ppm). Os sinais
entre 160-180 ppm podem ser atribuidos a grupes abtaticos presentes em compostos
como a cutina, o sinal a 177 ppm indica a presatgarupos carboxilos de &cidos
urénicos [48-53].

As bandas a 1640-1430 ¢nsdo atribuidas a lenhina, no entanto as bandda nes
regido estdo pouco definidas e ndo sao tipicas destposto, no entanto dentro do mesmo

intervalo destaca-se a presenca de compostosdesdli300-1460 cif), como os taninos.
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A presenca de compostos aromaticos, do tipo tanipode ainda ser confirmada pelo
espectro d&®MN **C, uma vez que também n&o se verificam picos tpitsocompostos
aromaticos na regiao correspondente (100-160 ppresdectro [54-56].

Os polissacarideos sdo os componentes maiorit@liodolhelho, este facto é
verificado pela anélise dos espectros de FTIR (AEWcm') e de RMN dé*C no estado
solido (60-105 ppm) [48-53].

1.2. Residuo Insolavel em HSO, a72 %

A partir da analise de lenhina pelo metodo klagmatende-se isolar a lenhina como
residuo insolavel. O residuo obtido pelo tratameatadolhelho com HSO, a 72 %, foi
analisado por FTIR e por RMNC de CP/MAS [54-56].

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Comprimento de onda (cm)

Figura 21: Espectro de FTIR do residuo insoluvel ep$&,; a72 %.

As bandas na regido 1600-14305misualizadas no espectro de FTIR apresentado
na Figura 21, encontram-se pouco definidas, sendtordiferentes das bandas relativas a
lenhina nesta regido do espectro. No espectro dbl Ri@ (Figura 22) também n&o se

verificam os picos tipicos de lenhina na regidagespondente (110-160 ppm) do espectro.

|
200 )
ppm (t1]

Figura 22: Espectros de RMN sélido do residuo insolivel es8® a72 %.

| ' ' ' ' | ' ' ' ' ' ' ' '
150 100 5C o
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Assim pode-se concluir a ndo existéncia de lenhn&lhelho, uma vez que ndo se

observam os grupos funcionais tipicos da lenhefayenciados na literatura [54-56].

1.3. Polissacarideos

De modo a caracterizar a fraccdo polissacaridicéolihelho procedeu-se a analise
dos acucares neutros, mediu-se o grau de cristadlei da celulose por DRX e
posteriormente analisaram-se as hemicelulosesn@isa dos acucares neutros e atraves
das técnicas de GPC, de RMN’ttee de correlagatH -'H (TOCSY).

1.3.1. Acucares Neutros

Analisando a Tabela 11, verifica-se que os acuganetominantes no folhelho séo a
glucose, a manose, a arabinose e a xilose. O quatpeconcluir que o folhelho além de
ser constituido por celulose, também € composto p@nanas, arabinanas, xilanas e

xiloglucanas.

Tabela 11:Composi¢do média em monossacarideos do folhelnwale

Aciicares Composigéo
% (M/Miota)
Ramnose 2,5
Fucose 0,5
Arabinose 10,2
Xilose 9,6
Manose 10,8
Galactose 53
Glucose 61,1

% (M/Mqa): razado massica entre cada monossacarideo d deagteonossacarideos.

1.3.2.Celulose

A técnica de difraccao de raios-X foi efectuadamelo a comprovar a existéncia de
celulose e analisar os reflexos tipicos 002, 1001e.

Pela identificacdo dos reflexos dos diferentes gdaea dos dominios amorfos e
cristalinos (Figura 23) confirma-se a presenca elelase e verifica-se que o grau de
cristalinidade da celulose (DC) é de 66,1 %. Adaagmédia de cristalito no plano 002
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(doo2) € de 3,7 nm e a altura média de um cristalitoé(cle 1,03 nm. Os maximos dos

reflexos dos planos 002 e 101 e 101’ (sobrepostoslespondem a 22,02° e 15,36°,

respectivamente, que sao concordantes com os sattaeliteratura para a celulose |

[44,57,58].
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Figura 23: Difractograma de Raios-X da celulose.

1.3.3. Hemiceluloses

A caracterizacdo das hemiceluloses sollveis em #fjugfectuada pela analise de

substancias sollveis em agua quente e precipitashagtanol (SSP), utilizando GPC,

GC-FID, RMN de'H e RMN'H -*H (TOCSY) de correlagéo total.

A distribuicdo do peso molecular das SSP foi aaddspor GPC. Na curva de

eluicdo, representada na Figura 24, verifica-se distabuicdo bimodal. O peso molecular
do pico Mp) da 12 fraccdo eluida, entre 14,0 e 19,6 mindtosle 33100 Da e dp da

22 fraccéo eluida, entre os 19,6 e os 25,0 mintaogjual a 2900 Da.
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Figura 24: Curva de eluicdo das SSP.
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Os pesos moleculares médios: ponderadb, e em numero,M, e a
polidispersividadeM,/M;, foram determinados nos mesmos tempos de eluaéaladas

isoladamente para cada fraccdo estando apresemada@bela 12.

Tabela 12:M,,, M, € a M,/M,, das substancias isoladas em agua quente e prdapitm etanol.

Picos M, (Da) M, (Da) Mw/M , (Da)
1 91406 34291 2,66
2 2550 2400 11

Pela analise destes dados, conclui-se que a fracg@mresponde a uma fraccéo
polissacaridica com umM,, mais elevado ou com uma estrutura mais ramificada,
relativamente a 22 frac¢cao, que leva a um volumietinamico mais elevado.

Pela andlise dos acuUcares neutros verifica-se guaclcares constituintes deste
polissacarideo sdo a manose, a glucose, a arabmoaegalactose, com pequenas

guantidades de ramnose, xilose e fucose (Tabela 13)

Tabela 13:Aglcares neutros existentes nas substancias isaatda@gua quente e precipitadas em etanol.

Aciicares Composicgéo
(% m/m)
Manose 33,1
Glucose 24,7
Arabinose 17,7
Galactose 16,5
Ramnose 3,6
Xilose 3,2
Fucose 1,2

De modo a serem analisadas as caracteristicass gdeste composto foram
adquiridos espectros de RMN t¢ e RMN de correlacd®H-'H (TOCSY). Os picos das
unidades glicosidicas foram assinalados com basdagims da literatura [59-61] e estéo

apresentados directamente no espectro de RMN ¢&opte'H da Figura 25.
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Legenda:

Ac — grupos acetil Manp Ac
Araf - arabinofuranose ManpGap
Gap- galactopiranose Gabp Glep
Glcp — glucopiranose Glep H4 Pl
Manp- manopiranose B
MAp- manose acetilada H-2 H-5
Rhap-ramnopiranose H-3 H-6
Pl - padrao interno
Araf
H-2
H-3|Araf
H-4| H-5
Gap Manp |Glcp —
Araf aaal a1
H-1
MAc
MAC H-3 MAC Rhap
MAc | \H H-4 H-6
H-2
‘ | ‘ | | ‘ | | ‘ | | | ‘ | | | | ‘ | | | | ‘
5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

ppm (t1)

Figura 25: Espectro de RMN di#H das SST.

Através da espectroscopia de protdo correlacion@CSY), cujo espectro esta
representado na Figura 26, foi proposto que a agut@icipal deste polissacarideo deveria
ser constituida por unidades de anid®@-manopiranose e unidades de anig-
glucopiranose ligadas entre si por ligacbes gldioasp-(1—4), o que se confirma pelas

atribuicdes de sinais apresentadas no espectriydaaR25.

e
5.00 4.50 4.00 3.50

ppm (t2)
Figura 26: Espectro de RMN de correlacle -'H (TOCSY) das SSP.
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Esta cadeia polissacaridica podera estar ramificada residuos de galactose e
arabinose. Algumas unidades de manose na cadesaesmpam grupos acetilo na posicao
C-2. No entanto, devido a complexidade deste u@sdeo foi dificil elaborar a sua
estrutura exacta. Para tal sera necessario efezstizmdos mais detalhados, como o estudo
estrutural depois do isolamento das frac¢des pmigssdicas por GPC ou outras técnicas
de separacédo, também se podera efectuar a hidedlsmatica parcial seguida de anélise
estrutural. Alem disso, também se pode estar peranha mistura de Vvarios
polissacarideos, uma vez que poderdo estar presergkicomananas e
ramnoarabinogalactanas simultaneamente. E derrgfezias ramnoarabinogalactanas sdo
constituintes de compostos pécticos e as gluconasnafo hemiceluloses tipicas dos
frutos.

2. OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE PASTAS

O folhelho de uva foi sujeito a varios tratamentmgozimento kraft e o tratamento
organosolv com acido peracético, de modo a posaibé sua transformagcdo em pastas
2.1. Cozimento kraft

Para o cozimento kraft, cerca de 2 gramas de fwheke uva foram sujeitas as

condicdes de andlise descritas na Tabela 14.

Tabela 14:Condicdes de andlise do cozimento kraft.

T (°C) Tempo AA (%) S (%) Hidromdédulo

(razdo peracido:matéria-prima)

160 1h40 18 28 6,0

Apds 0 cozimento, obteve-se uma matéria preta, wansg notavam as peliculas da
uva praticamente inalteradas, como se pode obspelar-igura 27. Embora o cozimento
tenha apresentado um rendimento na ordem dos 38 &mostra obtida seria de dificil

utilizacdo, para quaisquer fins.

Figura 27: Residuo resultante do cozimento kraft do folhelho.
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Uma vez que a tentativa de obtencdo de pastasti@ garcozimento kraft ndo
apresentou resultados satisfatérios, decidiu-seepigr a um tratamento organosolv com

acido peracético.

2.2. Tratamento com Acido Peracético

Na preparacgédo do acido peracético, foi adicionaaeesma quantidade de volume de
anidrido acético e de perdxido de hidrogénio, odbese o0 acido peracético para o
tratamento organosolv. E de referir que o acidagiico tem uma pequena proporcio de
H,0; livre (1,45 %).

Neste tratamento, procedeu-se a amostra a doigiesté® primeiro de modo a
ocorréncia de reaccdes de oxidagcdo dos compostysadcos e o segundo para um
branqueamento da pasta obtida, como se visualiEignea 28.

i .~

Figura 28: Fases do tratamento AP: (a) inicio (b) apos 1Qest(c) fim do tratamento.

Apés filtragcdo e lavagem, foi obtida uma pelicula pasta de aspecto ceroso
(Figura 29).

Figura 29: Pelicula de pasta.

Ao longo de todo este trabalho, as condi¢cdes doggsm foram alteradas com vista a
optimizacdo deste tratamento. Tais como: a temperato tempo de tratamento, a
concentracdo de peracido e a carga de pasta (lodeda), mantendo o pH igual a 4. Na
Tabela 15, apresentam-se algumas das condig6easuradiratamento AP efectuado ao
folhelho de uva.
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Tabela 15:Condic¢des de andlise do tratamento com acido pgeracé

m AP m i
Ensaio Estagio folelho [AP] Hidromédulo '[sﬁlrirr]]p)o pasta Reng}n)]ento
(9 (%) : ) 0

1° 4,7 38,52 25

1 4,8770 2,1018 43,1
20 2,4 19,26 15
1° 5,5 44,60 20

2 4,9424 2,2970 46,5
20 2,8 22,30 10
1° 8,8 69,70 20

3 5,0319 1,9270 38,3
20 4.4 34,85 10

No tratamento que permitiu obter um maior rendirmef®6,5%) utilizou-se uma
concentracdo de AP de 5,5 % no 1° estagio e nondegde 2,8 %. O segundo estagio
funciona como branqueamento e ndo sdo necessariasntracdes tao elevadas como no

1° estagio.

2.3. Tratamento com Peréxido de Hidrogénio e Molibdato d Amédnio

No tratamento com ¥, e molibdato de amonio como catalisador submetea-se
amostra de folhelho a um cozimento seguido de bieanmgento com acido peracético. No
cozimento, a amostra (59g) foi tratada durante & h@ipH igual a 5 com 50 mL.8, (5%)

e molibdato de amonio (0,15%), com controlo deaagib e de temperatura (80 °C). Uma
vez que a pasta obtida apresentou uma colorac&o esgura, foi necessario proceder ao
branqueamento da mesma com acido peracético. De madter-se um branqueamento
eficaz foi necessario submeter-se a pasta reseltmtratamento com-B, e molibdato
de amonio a 2 estagios, em que no 1° foi utiliaada concentracdo de AP (6,68%) duas
vezes superior ao 2° estagio. O rendimento obadtertratamento foi cerca de 33 %.

O tratamento do folhelho apenas com &cido peracéijeresentou-se como o
tratamento mais viavel, econémica e ambientalmgyatey a obtencédo de pastas a partir do
folhelho.

As vantagens do tratamento AP em relacdo aos otratzsnentos sdo notdrias ndo
s6 pela menor quantidade de reagentes necess@ageiites estes menos poluentes que os
utilizados nos outros tipos de tratamento) comobtam por se utilizarem temperaturas

mais baixas e menores tempos de reacc¢ao.
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2.4. Andlise Quimica da Pasta

O folhelho submetido a um tratamento organosolv céeido peracético foi
submetido a varias andlises. A pasta obtida faatarizada quanto a sua analise quimica,
foi feita a determinacdo da estrutura da cutinaerd@nou-se a viscosidade intrinseca,
analisou-se a dimensao das suas fibras, determirsgas angulos de contacto e a energia
de superficie da pelicula da pasta e efectuaramarsdises por TGA e por DSC,

comparando a pasta com 0s seus extractaveis.
2.4.1. Caracterizacao Estrutural

A pasta de folhelho foi caracterizada por FTIR & PMN *°C de CP/MAS e

comparada com o folhelho, sendo possivel verifidgmmas diferencas [48-56].

(b)

@)
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Figura 30: Espectros de FTIR de) folhelho de uva éb) pasta.

Pela andlise do espectro de FTIR (Figura 30) déapasrifica-se que houve uma
diminuicdo da intensidade de sinais atribuidos edractaveis e aos polissacarideos, na
regido 1600-1200 ppm. Facto que sugere uma dedradiEsses compostos aguando da
preparacdo da pasta. No entanto, observam-se, méndsgido referida, sinais atribuidos a
compostos alifaticos, embora em pequena gquantidadmmeadamente um aumento de
intensidade dos sinais a 1730 e 1550 ppm, queandgue a degradacao destes compostos
ndo foi completa e/ou que estes se encontram lggadwalentemente aos componentes
estruturais, tal como sucede com 0s compostos @otios do tipo cutina. Estas
observacdes sdo confirmadas pela analise dos espdetRMN (Figura 31).

No espectro de RMN (Figura 31), relativo a paseaificou-se uma degradacdo dos
taninos (110-160 ppm), dos acidos uronicos e déstdocias pécticas (45-50 ppm e

95-100 ppm) aquando do tratamento oxidativo, condtuse que estes ndo estdo presentes
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na pasta. Verifica-se um aumento da fraccao adit24-54 ppm) e das fraccdes relativas

aos hidratos de carbono (60-105 ppm) da celulakes énemiceluloses.

(a)

(b)
I ' ' ' ' I ' ' ' ' I ' ' ' ' I ' ' ' ' I

200 150 100 50 0
ppm (t1)

Figura 31: Espectros de RMRC de CP/MAS (a) folhelho de uva e (b) pasta.

Assim, comparando os espectros de FTIR (Figurae3® RMN (Figura 31) da pasta
comprova-se o facto de esta ser constituida mai@ihente por celulose e cutina, o que

também se confirma pela analise dos acUcares sedgstrita abaixo.
2.4.2. Acucares Neutros

Na Tabela 16, é feita a comparacdo entre os a@iexistentes no folhelho e os
existentes na pasta em % (n)/ifrazdo massica entre cada monossacarideo elaéta
monossacarideos). Pela andlise da tabela, veséicama diminuicdo dos teores de
ramnose e de arabinose para quantidades vestiblaia-se também um decréscimo da
composi¢cdo de manose. Estas alteracdes evidenteslagdo ao folhelho, revelam que
aquando da preparacdo da pasta ocorreu uma de@ipgadas materiais extractaveis e/ou
das hemiceluloses e de outros residuos, concllesrdque a pasta € essencialmente

constituida por celulose e polimeros do tipo xid&ana

Tabela 16:Composi¢cdo média em monossacarideos da pastaaglatite ao folhelho de uva.

Composigéo % (m/m)

AcUcares
Folhelho Pasta
Ramnose 2,5 0,7
Fucose 0,5 0,7
Arabinose 10,2 0,9
Xilose 9,6 12,3
Manose 10,8 51
Galactose 53 53
Glucose 61,1 75,0
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2.4.3. Caracterizagcao da cutina

A cutina, substancia associada a pasta, foi iscdidavés da extraccdo da pasta em
diclorometano e caracterizada quanto a distribuico sua massa molecular e a
identificacdo dos seus compostos livres e estadfis, de forma a obter a sua possivel

estrutura.
2.4.3.1. Distribuicdo do peso molecular dos extractos

A distribuicdo do peso molecular dos extractavesstna o caracter multimodal da
amostra. De acordo com a calibracdo da coluna @urdps de poliestireno, 0s compostos
com tempo de retencdo superior a 17,3 minutos posEmatribuidos aos mondémeros
constituintes da cutina, os compostos eluidos adtesle origem polimérica.

Sendo assim, na curva de eluicdo dos extractaeemasta (Figura 32), efectuou-se
uma 12 integragdo da curva entre os 12 e os 1 n3tos, que corresponde a 72 % da area

total. A 22 integracdo ocorreu apos os 17,3 minobtms uma area de 28 %.

114,84
9631
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) 132 14k 183 8 154
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Figura 32: Curva de eluicao dos extractaveis da pasta.

Ambas as frac¢des foram analisadas quanto aos pedesulares meédios. A frac¢éo
polimérica (tempo de retengcdo entre os 12 e os finBitos) apresentou um valor de
M, igual a 3600 Da #, igual a 2350 Da e a fraccdo monomerica (tempaetcao entre
0s 17,3 e 0s 19,4 minutos) W, igual a 240 Da &1, igual a 230 Da.

2.4.3.2. Identificacdo dos compostos livres e esterificados

O tratamento com metoxido de sédio em metanol atisaimetandlise) permite
saponificar e permetilar os acidos gordos envolvida estrutura polimérica da cutina.

Foram analisados, por GC-MS, os compostos extradosliclorometano da pasta
de folhelho, tal como os produtos da degradacdonuemmos apds metandlise. A pasta

livre de compostos extractaveis foi também anatisgzbs metanolise.
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Os principais compostos existentes nos extraclitedsis, antes da metandlise (ED)

e nos extractos sililados, apés metandlise (EDMpakta e na pasta livre de extractaveis,

ap6s metanolise e sililagcdo (LED) estdo numeradss anomatogramas da Figura 33 e

identificados e quantificados tal como apresentdabela 17. O padréo interno (PI)

utilizado foi o tetracosano. Os véarios componefdesm identificados por comparacéo dos

seus espectros com a biblioteca Wiley-Nist (Nist 8&arch 2.0) e, em alguns casos, por

comparacdo dos padrbes de fragmentacdo com dablisagos [43,50,62-66].
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Figura 33: Cromatogramas totais dos extractos em diclorometanivatizados(a) antes €b) apos
metandlise €c) da pasta livre de extractos em diclorometano, amiandlise.
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A Tabela 17 apresenta a lista dos principais cotogosletectados e a sua

quantificacéo.

Tabela 17:Compostos lipofilicos identificados nos extractog) (de composto/kg de pasta).

Pico Composto ED EDM LED

1 Acido 2-hidroxipropanoico, tms éster 28,70 68,49 77,91

2 Acido gordo n&o identificado - 124,17 179,51

3 Acido Hexadecandico,éster metilico - 1681,23 86,0

4 1 - Hexadecanol, tms éter 6,56 34,75 510,38

5 Acido Hexadecandico, éster tms 3428,51 1959,009,643

6 Acido Octadecandico,éster metilico - 389,95 14,34

7 Octadec-9Z-enol, éter tms - 22,45 521,95

8 Octadecanol, éter tms 7,28 30,40 348,94

9 Acido Octadecandico,éster tms 746,80 397,50 90,24

10 Acido 7,8-hidroxihexadecandico, éster metilico ,542 297,82 236,59

11 Acido Eicosandico, éster metilico 78,00 226,30 ,000

12 Acido Eicosandico, éster tms 188,35 95,30 11,90

13 Acido 9,10-hidroxioctadecandico, éster metilico 0,76 772,56 396,20

14  Acido gordo nao identificado 72,69 128,14 56,48

15 Acido Docosandico, éster metilico - 125,53 -

16 Acido 6,7-pentadecandico, éster metilico 57,90238192 772,80

17 Acido 9,10-hidroxioctadecandico, tms éster 164,8 109,86 192,49

18 Acido Docosandico, éster tms 317,99 165,58 37,31

19 Acido 6,7-pentadecanoico, tms éster 68,16 121,1257,39

20 Acido Tretracosandico, éster metilico - 113,15 ,472

21 Acido Tricosandico, tms éster 106,11 150,81 3313,

22 1-Tetracosanol, éter tms 232,65 187,73 -

23 Acido Tetracosandico, éster tms 602,43 308,93 57 9,

24  Acido Nonacosandico, éster metilico - 100,19 19,6

25 1-Hexacosanol, éter tms 1003,13 668,38 31,11

26 Acido Hexacosandico, éster tms 2854,56 1282,897,323

27 Acido Heptacosanoico, éster tms 256,27 104,45 7511

28 1-Octacosanol, éter tms 1068,16 626,89 83,47

29 Acido Octacosandico, éster tms 4624,95 2142,8@43,51

30 Acido Nonacosandico, éster tms 241,70 104,57 7420,

31 Triacontanol, éter tms 364,61 211,30 57,05

32 Acido Triacontandico, éster tms 2648,73 1258,0%73,07

33 Acido Oleandico, éster tms 7679,80 3744,29 164,3

34 Triterpendide nao identificado 952,03 524,85 ,4@5

35 Triterpendide nao identificado 444,73 231,93 591,

36 Acido Dotriacontandico, tms éster 1981,81 910,2083,04

37 Triterpendide nao identificado 712,90 330,86 864,

38 Triterpendide nao identificado 4965,80 2303,3855,23
Total compostos mais representativos 35909,483294,79 5817,82
Outros/Nao identificados 7623,80 4179,98 5531,80
Total 43533,26 27474,78 11349,62

Os extractos em diclorometano representam cercd®,2e%(m/m) da pasta de
folnelho e sdo constituidos maioritariamente poda® gordos e terpendides. Foram
também identificados hidroxiacidos e &alcoois alif@$ de cadeia longa em menores
guantidades. Apds a metandlise, foi observado umeato na quantidade total de

extractaveis detectados por GC-MS, nomeadament@dexiacidos, o que parece sugerir
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a presenca de quantidades significativas de esasutesterificadas e de elevado peso
molecular nos extractos iniciais. Na Figura 34 @stpresentadas as principais familias e

as suas abundancias nos extractos em estudo.
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Figura 34: Principais familias de compostos existentes naseixis da pasta, (ED) antes e (EDM) apds
metandlise, e na (LED) pasta livre de extractaveis.

Os acidos gordos sao a familia mais representdtigaextractos em diclorometano
(41,7%), em que os acidos octacosanoico, hexadecaBohexacosanoico existem em
maior abundancia. Apés a metandlise, verificou-se aumento dos acidos gordos e o
aparecimento de derivados metilados (ésteres ouetildos &cidos: hexadecandico,
octadecanoico, eicosanoico, docosandico, tetrad@sae nonacosandico), 0 que prova a
existéncia de acidos gordos combinados no extiagiial, além dos existentes na forma
livre. Ao mesmo tempo, verificou-se um numero digativo de alcoois de cadeia longa.
O que nos leva a supor que estes ésteres de &aalcoois sdo constituintes de cutina
ligados por ligagdes éster. E de salientar o aumesignificativo de hidroxiacidos
especialmente do acido 7,8-hidroxihexadecandicaaito 9,10-hidroxioctadecandico e o
do acido 6,7-hidroxipentadecandico, este factocamdi possivel existéncia de ligacdes
éster entre grupos hidroxilo de hidroxiacidos el@sigordos.

A presenca de glicerol esterificado com acido hegadoico (0,14%), verificada nos
ED, no tempo de retencdo de 41 min. mostra umailpladade de ramificagcdo na cutina
através de derivados de triglicerideos.

Os &acidos gordos livres, derivatizados sob a fodmasteres trimetilsililados, séo
facilmente identificaveis devido ao seu padrdo dgyrhentacdo tipico. Os sinais dos
fragmentos provenientes do grupo a m/z 73 e 75H{{SI]" e [(CHs).SIOH]
respectivamente, e do ido [M-I5Jo grupo TMS séo bastante abundantes, existirmttaai

fragmentos importantes a m/z 117, 129, 132 e ld&ocdemonstrado pelo espectro de
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massa do derivados TMS do acido hexadecandicoguae85 (a). Os acidos gordos sob a
forma de ésteres metilados, sdo facilmente ideatfis pelos sinais dos fragmentos a
m/z 74, 87 e 143, como se verifica na Figura 35pg@la o éster metilico do acido

hexadecandico.
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Figura 35: Espectros de massa dos derivados do &cido hexdilemgn) TMS e(b) éster metilado.

Nos extractos em diclorometano foram identificaddguns hidroxiacidos, mas é
apos a metandlise que estes ganham uma maior énp@&t nos EDM atingem valores de
9,5 % e nos LED de 17,0 % de proporcao massicaleAtificacdo dos derivados TMS
destes compostos foi baseada nos seus padrOeagieefitacdo tipicos, além dos picos
caracteristicos dos ésteres dos acidos gordostilsitiados (m/z [M-15], 117 e 129)
estes compostos distinguem-se ainda pela presemceoid ibes a m/z 204 e 217,
resultantes do rearranjo dos grupos TMS em compodtocadeia longa e dos ides a
m/z 89 e 103, confirmando-se assim a existéncia edBidroxiacidos, como o
acido 9,10-hidroxioctadecandico, cujo espectro dessa do seu derivado TMS se

encontra na Figura 36.
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Figura 36: Espectro de massa do derivado TMS do acido 9,idyexioctadecandico.
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Os alcoois alifaticos de cadeia longa representara pequena fraccédo (6,2 %) do
teor total de extractaveis. Apds a metandlise dbs & quantidade destes compostos
aumentou ligeiramente, sendo: o 1l-octacosanol e-hexécosanol, os alcoois mais
abundantes. Contudo € nos LED que os alcodis existe maior quantidade (13,7 %),
sobretudo devido ao 1-hexadecanol e ao 1-octadkecAnmlentificacdo dos derivados
TMS dos alcoois alifaticos teve como base o seudmade fragmentacdo tipico, que
apresentam, em geral, ides intensos a m/z [M-&5]5, assim como ifes a m/z 89 e
103 [(CH)3SIOCH,]", que permitem distingui-los dos derivados TMS édoslos gordos
(Figura 37).
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Figura 37: Espectro de massa do derivado TMS do 1-Hexacosanol.

Os terpenos constituem a segunda familia mais septativa dos ED (33,9 %),
sendo o &cido oleandlico (triterpendide) o mais ndlamte. Este triterpendide foi
identificado com base nos seus padrdes de fragg@mteem que os fragmentos a
m/z 600 [M], 585 |[M-CHJ®, 510 [M-TMSOHJ, 495 [M-TMSOH-CH]",
482 [M-TMSOOCHT, 393 [M-TMSOH-TMSOOC] e 392 [M-TMSOH-TMSOOCH]

séo os sinais mais importantes (Figura 38).
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Figura 38: Espectro de massa do derivado TMS do Acido Oleandic
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2.4.3.3. Estrutura possivel da cutina no folhelho

Os mondmeros obtidos apds a despolimerizacdo daaguela metandlise mostram
gue estes deveriam estar ligados por ligacdes é&stier grupos carboxilo de acidos, grupos
hidroxilo de alcoois e grupos hidroxilo de hidraidos. Os ésteres de acido gordo com
glicerol podem apresentar um ponto de ramificac&o pdlimero tal como ja foi
apresentado, por alguns autores, para a subefBb[57].

Na Figura 39 sdo apresentados fragmentos hiposépepa a estrutura da cutina

obtidos a partir das proporcdes dos monémeros epiados na Tabela 17.
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Figura 39: Fragmentos propostas para a estrutura da cutina.

2.5. Viscosidade Intrinseca

A viscosimetria de solugdes diluidas é uma técsigaita a calibragdo que permite
determinar a massa molecular média de um poliressim como obter informacdes a
respeito da dimensao das suas cadeias.

Segundo a norma SCAN-CM 15:88, antes de se procademedi¢cdes no

7

viscosimetro é necessario desintegrar a amostrpade&a, em agua, e, em seguida,
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solubiliza-la em CED, sendo 30 minutos o tempo maxindicado para cada uma destas
operagoes [45].

Na determinagdo da viscosidade da pasta de folhelio foi possivel a sua
desagregacdo completa mesmo ap6s muitas horastagiagdevido a forte ligacao entre
extractaveis e polissacarideos, que impossibildasantegracdo da pasta. O que justifica o
baixo valor obtido (172,6 mL/g) quando comparadm cglores tipicos para pastas de
papel [45, 68].

2.6. Histograma de Fibras

Pela analise do histograma de fibras, obteve-seamprimento médio de fibras
curtas de 0,70 mm, valor semelhante ao das fol{esg&ucaliptus globulus No entanto
este ndo é o valor verdadeiro, uma vez que o doasgl mede comprimentos de fibras
curtas entre 0,15 e 10 mm e a percentagem de {{hHo6® — 0,15 mm) corresponde a
71,83 %. Como tal, pode afirmar-se que o comprimenédio das fibras da pasta de
folhelho é 0,2 mm, o que constitui uma grande pdothistograma da Figura 40.
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Figura 40: Histograma de fibras.

O comprimento reduzido das fibras e o baixo valervikcosidade reflectem a
dificuldade de drenagem deste material, concluselalefinitivamente que este material

ndo serd bom para a industria papeleira.

2.7. Medic&o de Angulos de Contacto

A interaccdo entre uma superficie e um determinigglado pode ser estudada
através da medida do angulo de contaéjo Este € definido como sendo o angulo entre
um plano tangente a uma gota do liquido e um ptambendo a superficie onde o liquido

se encontra depositado, conforme esquematizad@ueaf1.
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Figura 41: Método da gota séssil para calcular o angulo deactm

A analise por angulo de contacto pode oferecerrmdgdes importantes sobre o
comportamento hidrofilico/hidrofébico de superfgcie

Tabela 18: Angulo de contacto e componentes de energia derfRlipeentre uma gota liquida e as

superficies da pasta e do papel.

0 aqua yd A Energia livre de superficie
Amostras
©) (mJ/my) (mJ/my) (mJ/my)
Pelicula de Pasta 48,80 37,83 2,35 40,18
Papel 23,77 32,52 5,41 37,93

Pelos dados da Tabela 18, referentes aos angulesrdacto das superficies da
pelicula de pasta e do papel e componentes dai@mrguperficie (polar e dispersiva),
observa-se que a pelicula da pasta apresenta ypexdisie menos polar do que a do papel,
ndo deixando penetrar os liquidos tdo facilmemeds por isso mais hidrofobica.

2.8. Analise Térmica da Pasta e seus Extractos
2.8.1. TGA

A TGA determina a taxa de decomposicao de subsisinoela avaliacdo das perdas
de massa em funcdo da temperatura. Os resultad@oolpara a pasta e para os
extractaveis em diclorometano da pasta estéo apaeses na Figura 42.
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Figura 42: Curvas da TGA da pasta (a) e dos extractaveis sta f1a).
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Na curva de TGA da pasta verifica-se uma curvdivala perda de agua contida na
amostra. A partir da Figura 42, pode-se ainda e@bs@ema curva relativa aos extractaveis
gue apresenta uma degradagdo a menor temperatpeatifade 230°C) do que a pasta
(a partir de 300°C). Este facto pode estar relaciorcom a degradacao de 4cidos gordos e
seus derivados, uma vez que estudos de derivadpasias com anidridos de acidos
gordos mostram que os derivados de acidos gordpadbim-se mais rapidamente do que
0s componentes da pasta [53,67,69,70].

A temperatura maxima de degradacdo da pasta eacsmik volta dos 345°C que é
tipico para estes tipos de materiais (pastas cEdals).

2.8.2.DSC

A DSC é uma técnica de andlise que permite detarnais temperaturas onde
ocorrem transicdes de fase (temperatura de transitéea (Tg) e temperatura de fusdo
(Tf)) das substéncias observadas através da pardayanho de calor, complementando a
técnica de termogravimetria [53,67,69,70].

As curvas de DSC para pasta e para os extrac&vegiclorometano da pasta estéao
apresentadas na Figura 43.
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Figura 43: Curvas de DSC da) pasta e dodj extractaveis da pasta.

Na curva DSC da pasta (Figura 43-(a)) verifica-ge desvio endotérmica que
apresenta um minimo de 75°C e maximo de 100°C.s@iadendotérmico apresentado na
Curva DSC relativa aos extractaveis (Figura 43-@p)esenta um valor proximo dos 65°C.
Estes desvios sdo atribuidos a eliminacdo de hdmidas amostras. Nota-se que esta
eliminacdo € mais rapida para os extractaveis osguyestifica pelo caracter hidrofébico
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destes compostos. Estas observacdes confirmanda geragua verificada nas andlises de
termogravimetria.

A curva DSC dos extractaveis (Figura 43-(b)) apresem ligeiro desvio a 230°C
(aproximadamente) que esta relacionado com a dexigdp térmica da amostra, devida a
quebra das suas ligacdes, facto confirmado por T&A, que se verifica a mesma

temperatura o inicio da degradacéo dos extractaveis
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CAPITULO IV - CONCLUSOES E TRABALHO FUTURO

A valorizacdo dos subprodutos da vitivinificacdougn assunto ainda pouco
desenvolvido, verificando-se uma enorme caréndidiografica sobre ao assunto. Com
este trabalho pretendeu-se dar um contributo nengdesvimento dessa area que representa
uma mais-valia para as empresas do sector aliaohesesse ambiental.

O estudo da composi¢cédo quimica do folhelho foitefeto de forma a avaliar o
potencial do mesmo como matéria-prima, nomeadameateproducdo de pastas e
biocompdsitos.

O folhelho foi caracterizado quanto ao seu teorcarnas (7, 8%), extractaveis em
acetona (5,7 %), diclorometano (5,5 %) e agua (26)4 proteinas (18,8 %), taninos
(13,8 %), residuo insoluvel em acido a 72 % (22)4c#luloseKiirschere Hoffer (20,8 %)

e hemiceluloses (24,9 %).

O residuo insolavel em acido (lenhikkson), foi caracterizado estruturalmente por
FTIR e por RMN CP/MAS dé°C, ndo se tendo verificado as bandas e ressonancias
correspondentes a lenhina, concluindo-se que éstaxiste em quantidades significativas
no folhelho.

A existéncia de celulose foi comprovada por andlde acucares, FTIR,
RMN *C CP/MAS e DRX, tendo sido obtido um grau de clisidgade de 66,1 %,
semelhante aos valores verificados na literatura plferentes origens vegetais, que
possuem a estrutura cristalina da celulose |.

Pela andlise dos acucares neutros, comprovou-s® dokelho é essencialmente
constituido por celulose, mas também por mananalsinanas, xilanas e xiloglucanas.

As substancias soluveis em agua quente foram eaactas quanto a distribuicao
do seu peso molecular e ao seu teor em acucaredigadas por espectroscopia de protdo
e de correlacdo. Pela andlise de GPC obteve-sedistidbuicdo bimodal, em que a
12 fraccdo eluida é polissacaridica com um peseautar médio ponderado mais elevado
ou com uma estrutura mais ramificada, do que nfsa2g¢do, o que origina um volume
hidrodindmico mais elevado. Os aclUcares maiorggiesentes neste polissacarideo séo a
manose, a glucose, a arabinose e a galactose, tabnerificou-se que a cadeia principal
deste polissacarideo é constituida por unidadesideo-D-manopiranose e por unidades
de anidrop-D-glucopiranose ligadas entre si por ligacdes gidioasp-(1—4).
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Para a obtengcédo de pastas a partir do folhelhonf@scolhidos dois processos: o
cozimento kraft e o tratamento oxidativo organos@vcozimento kraft ndo apresentou
resultados satisfatorios, obteve-se uma subst&ésxara e de dificil aplicagdo. Pelo
tratamento organosolv com acido peracético fodabtima pasta cerosa.

A pasta obtida pelo tratamento com acido peracétiiccaracterizada por FTIR e
por RMN °C de CP/MAS, verificando-se que o tratamento okidalevou a degradacéo
de taninos e substancias pécticas, assim comomndiedieloses. Concluindo-se que a pasta
€ essencialmente constituida por celulose e popastns poliméricos do tipo cutina.

A cutina isolada da pasta, por extraccao com diachetano, foi analisada quanto ao
seu peso molecular e estrutura quimica. A distgdmimolecular da cutina extraida
revelou um caracter multimodal, com uma frac¢cdoongérica (29 %) de peso molecular
médio ponderado de 240 Da e uma fraccao poliméritedo) de peso molecular médio
ponderado de 3600 Da. A frac¢do polimérica da audirprincipalmente constituida por
acidos gordos, hidroxiacidos e &lcoois de cadeigddigados entre si por ligacdes éster.
Foram propostos fragmentos hipotéticos da estraaeutina de folhelho de uva.

O baixo valor de viscosidade intrinseca da pastsima como o reduzido
comprimento médio das fibras (inferior a 0,2 mmyeta que a pasta ndo podera ser
aplicada na industria papeleira, uma vez que apiesdficuldades de drenagem. Este
facto pode ser confirmado pela analise dos angidogontacto, uma vez que a pasta
apresenta uma superficie mais hidrofébica do cuegpel.

As analises térmicas efectuadas a pasta e aostéx¥gs em diclorometano, revelam
gue os extractos se degradam a menor temperatupaedas pastas, o que se justifica pelo
caracter hidrofébico destas substancias.

A pasta de folhelho foi ainda sé superficialmergeacterizada, sendo necessario um
estudo exaustivo de forma a encontrar aplicacOes gste material derivado de recursos
renovaveis. No entanto, a presenca de cutina @ubat cerosa) permite antever a

utilizacdo destes compostos em biocompdésitos ommesn aplicacdes biomédicas.
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1. TRABALHO FUTURO

Este trabalho pretende proporcionar uma nova agerdale valorizagéo do folhelho
de modo a contribuir para um sector vitivinicolasrsstentado. No entanto, estes estudos
deverdo ser mais aprofundados e novas linhas @stigacdo deverédo ser desenvolvidas
de forma a avaliar todos os potenciais de aplicknie deste recurso renovavel,

nomeadamente:

e Estudo estrutural detalhado dos polissacaridedsliaeiho;

e Estudo sobre o bioprocessamento de polissacar&tdigeis em agua para a
producéo de bioetanol;

e Estudo sobre a reutilizacdo de acido acético;

e Estudos sobre a producdo de biocompdésitos, bidilm@té mesmo hidrogéis
usando pasta de folhelho como matéria-prima;

e O estudo do potencial do folhelho ndo fermentada pabtencdo de pastas.
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