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Resumo

Este trabalho teve como objectivo o estudo do potencial antioxidante e
anticancerigeno dos compostos presentes no efluente do processamento da cortica.
Recorrendo a tecnologia de membranas o efluente foi fraccionado em trés fraccoes,
enriquecidas em compostos com diferentes massas molares (designadas como

fraccdo Pequena, Média e Grande.

Utilizaram-se dois lotes de membranas de ultrafiltracdo compostas por acetato
de celulose, o CA; e o CA,;, com um limite de exclusdo molecular de 3 e 74 kDa,
respectivamente. Para a recuperagdo da fraccdo Média e Grande foi necessario
recorrer a uma técnica de diafiltracdo. No final do processo de separacdo mediu-se a
condutividade e a carga organica total das correntes de alimentacdo e permeado,
onde se observou uma reducdo da carga organica comprovando a utilidade deste

método no tratamento de efluentes industriais.

O efluente e as fracgbes recuperadas foram caracterizados em termos de
Fenois totais, Taninos e AcguUcares redutores, tendo-se determinado que a fraccdo
Grande é a mais rica nestes tipos de compostos, com 0,156 mg fendis/mg extracto,
0,074 mg taninos/mg extracto e 0,278 mg glucose/mg extracto. Para além disso, foi
utilizada a cromatografia liquida de fase reversa acoplada a espectrometria de massa
na identificacdo dos compostos presentes no efluente e nas fracgdes, sendo que séo
maioritariamente compostos fendlicos, tais como, o0 acido Quinico, Gaélico,
Protocatecuico, Elagico, entre outros. Para os compostos maioritarios fez-se ainda o
seu doseamento para cada fracgéo, tendo-se obtido para a fraccdo Grande 9 ug acido

Eldgico/mg extracto.

Em termos de ensaios de actividade bioldgica foram realizados estudos de
actividade antioxidante através do método do DPPH, em que o efluente e a fraccéo
Grande demonstraram os melhores valores de ECsy de 23,48 e 23,79 pg/mL,
respectivamente, e ensaios de citotoxicidade e inibicdo da proliferagdo celular em
linhas celulares de cancro da mama MCF-7, onde mais uma vez a fraccdo Grande
apresentou os valores mais promissores, tendo-se obtido um ICs, de 0,78 mg/mL para
a citotoxicidade e 0,20 mg/mL para a inibicdo da proliferacdo celular. Os resultados
obtidos permitiram concluir que nenhuma fracgdo € citotoxica, no entanto a fraccéo

Grande apresenta potencial como agente citoestatico das células de MCF-7.



Neste trabalho sdo ainda apresentados os resultados de um estudo preliminar
sobre o efeito da fraccdo Grande sobre a linha celular tumoral em causa,

nomeadamente nas suas proteinas e a permeagio dos compostos.

Palavras-chave: Efluente da cortica, Membranas, Ultrafiltracdo, Actividades
antioxidante e anticancerigena, compostos fendlicos, linha celular do cancro da mama
MCF-7.



Abstract

This work aimed to study the antioxidant and anticancer potential of the
compounds present in the cork processing wastewater. Using membrane technology
the effluent was divided into three fractions, enriched in solutes of small, medium and

large molecular weight.

Two batches of cellulose acetate ultrafiltration membranes were used, the CA;
and CA,, with a molecular cut-off of 3 and 74 kDa, respectively. For the recovery of
Medium and Large fractions it was used the diafiltration mode. At the end of the
separation process, the conductivity and the total organic carbon were measured in the
feed and in the permeate streams, where there was a reduction of the organic load

demonstrating the utility of this method in the treatment of industrial effluents.

The effluent and recovered fractions were characterized in terms of total
phenals, tannins and reducing sugars, and it was found that the Large fraction is richer
in these types of compounds with 0.156 mg phenol/mg extract, 0.074 mg tannin/mg
extract and 0.278 mg glucose/mg extract. In addition, the liquid reverse phase
chromatography coupled to mass spectrometry was used to identify the compounds
present in the effluent and in the fractions, and they are mainly phenolic compounds,
such as the Quinic acid, Gallic, Protocatechuic, Ellagic acid among others. The
compounds present in higher quantity were quantified in the different fractions, and it
was found that for the Large fraction there are 9 ug/mg extract of Ellagic acid.

In terms of biological activity assays, the antioxidant activity was measured by
DPPH method in which the effluent and the Large fraction showed the lowest ECx
values of 23.48 and 23.79 ug/mL, respectively. The cytotoxicity test and inhibition of
cell proliferation in cell lines of breast cancer MCF-7 were also carried out, where again
the Large fraction showed the most promising values, achieving an I1Csq of 0.78 mg/ml
for cytotoxicity and 0.20 mg/ml for inhibition of cell proliferation. The results showed
that no fraction is cytotoxic, however the Large fraction has potential as a cytostatic

agent of MCF-7 cells.



In this work the results of a preliminary study on the effects of the Large fraction
in the tumoral cell line are additionally presented, namely in the proteins and in the

compounds permeation.

Keywords: Cork wastewater, Membranes, Ultrafiltration, Antioxidant and anti-

cancer activities, phenolic compounds, breast cancer cell line MCF-7.

VI



indice

1.

101 (oo [1 o= T TR SR 1
1.1. A CortiGa COMO MALEIA-PIIMA ......uvvriiiieeeeiiiiiiie e ee e e e e e e e e e e e s e aabeeeeeeaeeas 2
I I @] 01 o Yo 1< (o Vo SR 2
1101, SUDEIING .o 2
1.1.1.2. LeNNINGL ... 3
1.1.1.3. POISSACANUOS ....eeiiiieiiiiiiiiiiee ettt 4
1.1.1.4. Compostos FENGIICOS .......uuiiiiieiiiieicce et 5
1115, TANINOS...ciiiiiiiiei ettt e e e 6
1.1.2. A Cortica € 0 SEU POLENCIAL .......uuuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 8
1.1.2.1.  Potencial ANtIOXIAANTE ..........coviiiiiiiiiiiiiiiiee e 8
1.1.2.2.  Potencial ANtICANCENGEN0 .....ccciiiiiiiiiiiiiiiiee e 9
1.1.3. Processo Industrial do Processamento da Cortiga................uuvveeeeeeennnnns 14
1.1.3.1.  Efluente da COortiGa ........cooeeeeieiee e 14
1.2.  Processos de Filtragdo com Membranas..........cccccvvveveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeen 16
1.2.1.  ClaSSIfICAGED .....uuuuuuiiniiiiiitiiiiiiieiiiii bbb 16
O 1T 111 =T o 19
1.2.3. Caracterizac80 das Membranas ................uuueeemmmmrmmmmmmmnmninnennnnnnnnnnenns 20
1.3.  Objectivos do trabalno ... 23
MaLEriaiS € MELOUOS .......ceiiiiiiiiiiiiie ittt e e a e e e e 25
2.1, REAGENIES ..ottt e et 25
2.2. Preparac8o das MemDranas...............eeuuuuuuuueummmmmeeiieiieiinrnneeeenennnnenneeees 25
2.3. Caracterizagao das MEemDIaNas ............uuuuuuuuuummuiiiiiiiiiiiiriiinenieinneeieeeeeneenes 26
2.4. Permeacdao do Efluente da cortica — Recuperacédo das frac¢des pequena,
MEAIA € GrANUE ...ttt e e e e e e et et e e e e e e e e rareeaeaeas 27
2.5. Caracterizacdo do Efluente da cortica e das fracgoes ..........cccoeveeeevveeiennnnnnn. 29
2.5.1. Quantificac@o de Fensis Totais (FT)......cccueerieeeiiiiiiiiiiiieee e 29
2.5.2. Quantificagdo de Fenois n&o Taninos (FNT).......ccovvvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 30
2.5.3.  Quantificag8o de GIUCIOS .........ccevviiiiiiiiiieeeeee e 30
2.5.4. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) .31
2.5.5. Cromatografia Liquida de elevada resolucdo (HPLC-DAD).................... 31
2.5.6. Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa (LC-MS)..31
2.5.7.  Actividade AntioXIdante ..........cooviiiiiiiiiiii 32
2.5.8. Inibicdo da Peroxidacdo Lipidica (TBARS) ........ccccoviiiieiiiiiiiiiiiie e, 33
2.6. Ensaios em linhas celulares humanas do cancro da mama MCF-7 .............. 33



2.6.1. Determinacdo da CitotOXICIdAUE ..........uiiieeeiiiiiiiiiae e 34

2.6.2. Inibicdo da Proliferacdo Celular.........ccccoooeeiiiiiiiiiiiienciee e, 35
2.6.3.  Andlise preliminar do efeito da frac¢cdo Grande sobre as proteinas
celulares por SDS-PAGE e a permeacao dos COMPOSIOS........cceevvvvvvvviiieeeneeennnns 36
2.7.  ANAlISE ESLAtiSHICA .....ooceeeieeeeii et 37
3. RESUIAAOS € DISCUSSEO .....eeeiiiiiiiiiiiiiiiiiee e e ettt a s e e e e a e 39
3.1. Caracterizacdo das Membranas ...............uuuuummmmmmmimiiiiiiiiiiiiieieneeeneeees 39
3.1.1. Determinacdo da Permeabilidade Hidraulica...............cccccccvceeiiieennninnn, 39
3.1.2. Determinacgéo da rejeicdo das membranas a sais mono e bivalentes....41
3.1.3. Determinacgéo da rejeicdo das membranas a solutos organicos ............ 42
3.2. Ensaios com 0 Efluente da COrtiGa.............uuuuuummumimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiennees 44
3.2.1.  FraCCa0 PEQUENA .....cciiiiiiiiiiie ettt e e ettt e e e e e eanees 44
3.2.2.  Fracgdes Média e Grande ............ccccevviiiiiiiiiiiii e 46
3.3. Caracterizagdo do Efluente da cortica e das fracglOes ............cccvvvvrvvvnnnnnnnns 49
3.3.1. Quantificagéo das Fracgfes do Efluente............ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiinniienn, 49
3.3.2.  Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) .51
3.3.3. Cromatografia Liquida de elevada resolugcdo (HPLC-DAD).................... 53
3.3.4. Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa (LC-MS)..57
3.3.5. Actividades Biologicas do efluente da cortica e fracgles............c.......... 60
3.3.5.1.  Actividade ANtIOXIQANTE ..........uuuuuurrmriiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeieeeeeeeeeeeeeees 60
3.3.5.2.  Inibicao da Peroxidagao LipidiCa ............cocuvririiieeeeiiiiiiiiiiiiee e 63
3.3.6. Ensaios em linhas celulares humanas do cancro da mama MCF-7 ....... 65
3.3.6.1. Determinacédo da Citotoxicidade ..............cuuvvieerieeeriiiiiiiiiiie e 65
3.3.6.2.  Inibicdo da Proliferag@o Celular............cccuuuvumuiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnnnn. 69
3.3.6.3.  Andlise preliminar do efeito da fraccdo Grande sobre as células por
HPLC-DAD € SDS-PAGE....... . 72
4. Conclusdes e Perspectivas FULUIAS...........ccuuuviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 81
5. Referéncias Bibliograficas ..........cccccovieiiiiii 83
B, ANEXOS .uiiiiiiii ettt ettt e et et e et aaaraann 91
6.1. Caracterizacdo das Membranas ...........cooooeeeiiiiiiiiiiie e 91
6.1.1. Determinacgéo da rejeicdo a sais mono e bivalentes...........cccceeveeeeerennns 91
6.1.2. Determinacéo da rejeicdo das membranas a solutos organicos ............ 92
6.2. Caracterizacdo do Efluente...........oooiiiiiii i 94
6.2.1. Doseamento das Fracg¢des do Efluente ...........cccccvvviiiiiiiiin 94
6.2.2. Espectrometria de MasSSa .........ccoviiiiiiuiiiie et 95
6.2.3.  Doseamento dOS PadrOEsS ............cccouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 98

Vil



6.3. Actividades Biologicas

6.3.1. Anadlise preliminar

por Electroforese das proteinas celulares...............






Lista de Abreviaturas

coT
DPPH
ECso

F-C

FNT

FOH

FT

FTIR
HPLC-DAD

1Cs0

Jp
LC-MS
Lp

MTT
MWCO
PC
PEG
PL
PVPP
Q

RS
RSO
TBA
TBARS
SDS-PAGE

UV-vis

Carbono Orgéanico Total

2,2-difenill-1-picrilhidrazil

Concentracéo de amostra que representa 50% de actividade
antioxidante

Folin Ciocalteu

Fendis ndo Taninos

Compostos Fendlicos

Fendis Totais

Espectroscopia de Infravermelho com Transformadas de Fourier
Cromatografia Liquida de elevada resolu¢éo com detector de
fotodiodos

Concentragdo de amostra que representa 50% de Citotoxicidade
Fluxo de Permeacéo

Cromatografia Liquida acoplada com Espectrometria de Massa
Permeabilidade Hidraulica
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazdlio

Limite de Excluséo Molecular

Polarizacdo de Concentracéo

Polietilenoglicol

Peroxidacao Lipidica

Polivinilpolipirrolidona

Caudal massico

Espécies Radicalares

Espécies Radicalares de Oxigénio

Acido Tiobarbittrico

Substancias Reactivas ao Acido Tiobarbitdrico

Electroforese em Gel de Poliacrilamida em condicbes desnaturantes

SDS (dodecilossulfato)

Espectroscopia de Ultravioleta-visivel

XI



Xl



indice de Figuras

Figura 1.1 - Distribuicdo mundial do montado de sobro .............ccoovvviiiiiei i, 1
Figura 1.2 — Modelo estrutural da Suberina proposto por Bernards em 2002............... 3
Figura 1.3 — Modelo estrutural da lenhina no Quercus Suber L.............cooooeeieiieeiieeen. 4
Figura 1.4 - a. Estrutura molecular da celulose. b. Estrutura molecular da
REMICEIUIOSE. ... 5
Figura 1.5 — Exemplos de compostos fendélicos que podem ser encontrados na cortica.
..................................................................................................................................... 6
Figura 1.6 — Estrutura molecular do Galotanino (esquerda) e Elagitanino (direita). ...... 7
Figura 1.7 — Modelo de estrutura dos Taninos Condensados. ..........ccccceeeveeeerieeeninnnnnn. 7

Figura 1.8 — Potenciais mecanismos anticancerigenos de compostos fendlicos de
plantas durante o desenvolvimento do cancro as fases 1 e 2 representam as fases do

(o3 T [ J o= 11 ] = PSSR 11
Figura 1.9 — Estrutura molecular do 4cido EIAQICO .........coooiviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 12
Figura 1.10 — Linha celular MCF-7 do cancro da mama. ..........cccoceeevvveiiiiiienieeeeeeennnns 13
Figura 1.11 — Tanque de cozedura das pranchas de Cortiga. ............cceeeeeeeeeeeeeeeeeenn. 14
Figura 1.12 — Esquema de um processo de Membrana. .........ccoooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 16
Figura 1.13 — Esquema de uma Membrana Assimétrica (a) e Simétrica (b)............... 17
Figura 1.14 - Processo de polarizagdo da concentragcdo a superficie de uma
L= ] o] 7= 1 = VSRS 18
Figura 1.15 — Esquema de um processo de Diafiltracdo. ..............coeeeeeeeeeeieeeeeeee, 19
Figura 1.16 — Representacdo gréfica para a determinagdo da Permeabilidade
HIATAUINICAL ... 20
Figura 1.17 — Representacao gréfica para a determinacdo do MWCO...............ceo.e. 21
Figura 2.1 — Instalacdo de Ultrafiltragdo, modelo Ray-Flow, Tech Sep...............co..... 26
Figura 2.2 — Esquema de recolha da fraccdo Pequena do Efluente da Cortica.......... 28
Figura 2.3 — Esquema de recolha das frac¢fes Média e Grande do Efluente. ........... 29

Figura 3.1 — Determinag&o da Permeabilidade Hidraulica para a membrana CA;

(esquerda) @ CAL (AIr€ITaA). ....cceeeeieiiieii e 40
Figura 3.2 — Determinacgédo grafica do MWCO para as membranas CA; (esquerda) e
CAL (AIFBITA). coeeeeeeeeeeee e 42
Figura 3.3 — Representacéo gréfica da variacdo do TOC no Permeado em funcéo do
Diavolume para ambas as membranas CA; € CAsu ... oii i e eiiieeiiieie e e e 46
Figura 3.4 — Representacéo gréfica da variagdo do TOC na Alimentagdo em funcéo do
Diavolume, para ambas as membranas CA; € CAs. . oo 47
Figura 3.5 — Representacéo gréfica da variagdo do Fluxo em fungéo do Diavolume
para ambas as Membranas CAL € CAs. . e e 47
Figura 3.6 — Representacéo grafica da variagdo do coeficiente de rejeicdo em funcao
do Diavolume para ambas as membranas CA; € CA ..o iiiiieiiiiee e 48
Figura 3.7 — Comparagéo dos espectros de infravermelhos obtidos das fracgbes
recolhidas e do efluente, em KBr (1 MQ). ..ccoooeeieiieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 51
Figura 3.8 — Cromatograma do efluente da cortica para uma concentracao de

MG ML 53

Figura 3.9 — Sobreposi¢do dos cromatogramas do Efluente com a frac¢do Pequena 54

XI



Figura 3.10 — Sobreposicdo dos cromatogramas do Efluente com a fraccdo Média .. 54
Figura 3.11 — Espectros de UV-vis dos picos 2a. (esquerda) e 4a. (direita). .............. 55
Figura 3.12 — Estrutura molecular do HHDP. .........cccooooiiiiiiiiiiiie e 55
Figura 3.13 — Sobreposicdo dos cromatogramas do Efluente com a fracgéo Grande.56
Figura 3.14 — Estruturas quimicas de compostos identificados no Efluente da cortica.

Figura 3.15 — Perfis antioxidantes para as frac¢des recolhidas e para o efluente, onde
C representa a concentracdo em ug/mL e AA representa a actividade antioxidante em

TSRO 60
Figura 3.16 — Influéncia da quantidade de Fendis e Taninos na Actividade
Antioxidante de cada fracc@o e do efluente. .............iiiii i, 61

Figura 3.17 — Representacao gréfica da Inibicdo da Oxidacao Lipidica do acido Galico,
Quinico e Elagico, em funcdo da concentracao, onde C representa a concentragdo em
ug/mL e Ini. representa a inibigcdo da peroxidagédo lipidica em %. .........ccccvvveveeeeeennnnne 63
Figura 3.18 — Perfis citotdxicos em linhas celulares humanas do cancro da mama
MCEF-7, para o efluente e para as fracg6es recolhidas, onde C representa a
concentracdo em mg/mL e Cit. representa a citotoxicidade em %. ............ccevvevvvvennnnn. 65
Figura 3.19 — Perfis citotdéxicos em linhas celulares humanas do cancro da mama
MCF-7 para os padrbes em estudo, onde C representa a concentracdo em mg/mL e
Cit. representa a citotoxicidade €M Y. .......coovviiiiiiiiiiii 67
Figura 3.20 — Perfis da inibicdo da proliferacéo celular em linhas celulares humanas
do cancro da mama MCF-7 para as frac¢Oes recolhidas e para o efluente, onde C
representa a concentracdo em mg/mL e Via. representa a viabilidade celular em %. .69
Figura 3.21 — Comparacao dos cromatogramas das células removidas, de cada
concentragao da fraCcCao Grande. ..........coovviiiiiiiiiiiiii 72
Figura 3.22 — Comparacao dos cromatogramas das células removidas, de cada
concentracao da fraccdo Grande com a mesma, nos primeiros 5 minutos da

(o (ol pq L= 1 (0l0 | - |- VPP PO 73
Figura 3.23 — Comparacao dos espectros de UV-vis do pico 1 para a fraccdo Grande
e para as células do controlo e do IC;o com o0 padrdo de acido Quinico...................... 74
Figura 3.24 — Comparacao dos cromatogramas dos sobrenadantes retirados de cada
concentragao da fraCcCao Grande. ..........ooovvviiiiiiiiiiii 75
Figura 3.25 — Electroforese desnaturante SDS-Page, Gel 1: S80 — Sobrenadante do
IC80; S50 — Sobrenadante do IC50; S10 — Sobrenadante do IC10; SC — Sobrenadante
do controlo; M — Marcador de peso molecular NZY Blue Protein Marker; Gel 2: Meio —
Meio de cultura. 20 pg de t0das as amMOSIIAS. ......uuuuuiiiieeeeiieiiiiaae e e ee et eeeeeeeeees 76
Figura 3. 26 — Comparacéo das intensidades das bandas obtidas no gel de
electroforese para os sobrenadantes dos pocos do controlo e das concentracdes de
IC10, IC50, ICB0 da fracC80 Grande. ..........uuoiii e e e 78

Figura 6.1 — Curva de calibracédo para a quantificacdo dos Fenois totais e Taninos. .94

Figura 6.2 — Curva de calibracédo para a quantificacdo dos Acucares redutores. ....... 94
Figura 6.3 — Espectro de MS/MS obtido por ionizacdo de electrospray (-) do i&o com
m/z de 191 correspondente & molécula desprotonada de &cido Quinico..................... 95
Figura 6.4 — Espectro de MS/MS obtido por ionizacdo de electrospray (-) do i&o com
m/z de 169 correspondente a molécula desprotonada de acido GAlico. ..................... 95
Figura 6.5 — Espectro de MS/MS obtido por ionizacdo de electrospray (-) do i&o com
m/z de 153 correspondente a molécula desprotonada de acido Protocatecuico. ........ 96

XV



Figura 6.6 — Espectro de MS/MS obtido por ionizacdo de electrospray (-) do i&o com
m/z de 291 correspondente a molécula desprotonada de &cido carboxilico de
[TV 0] 1T - USSP 96
Figura 6.7 — Espectro de MS/MS obtido por ionizacdo de electrospray (-) do ido com
m/z de 301 correspondente a molécula desprotonada de acido Elagico. .................... 97
Figura 6.8 — Espectro de MS/MS obtido por ionizacdo de electrospray (-) do ido com
m/z de 183 correspondente a molécula desprotonada de Galato de Metilo. ............... 97
Figura 6.9 — Espectro de MS/MS obtido por ionizacdo de electrospray (-) do ido com
m/z de 711 correspondente & molécula desprotonada de Acido-o-hexésido acetil

ETTEEIIDEIO. .ttt 98
Figura 6.10 — Curva de calibracdo do &cido Quinico obtida por HPLC. ...................... 98
Figura 6.11 — Curva de calibracéo do &cido Gélico obtida por HPLC. ............cccccceene. 99
Figura 6.12 — Curva de calibragédo do acido Elagico obtida por HPLC. ...................... 99
Figura 6.13 — Curva de calibracdo de BSA para o doseamento de proteina. ........... 100
Figura 6.14 - Curva de Calibracdo do logaritmo do peso molecular (kDa) em funcdo da
mobilidade relativa do MarCador. ............oii i iiiiiicee e 101

XV



XVI



indice de Tabelas

Tabela 1.1 — Constituicdo quimica da Cortica do Quercus Suber L.......ccccccevvvvvvvvennnnn.. 2
Tabela 1.2 — Classificacdo de Processos com Membranas. .........ccccoeveeeeviieiiiiiinneeennn, 18
Tabela 2.1 — Reagentes utilizados na preparagdo das Membranas..............cccccceeeeeee. 25

Tabela 3.1 — Valores registados experimentalmente para a massa de agua recolhida,

o tempo do ensaio e a temperatura da agua para as membranas CA; € CA4. ...ovee..... 39
Tabela 3.2 — Caudais massicos (Q), fluxo de permeacao (Jp) e fluxo a 25 °C para as
STl o] =T = T OF T T O AN T 40
Tabela 3.3 — Permeabilidade Hidraulica para as membranas CA; € CA4.....cccceeeneee... 41
Tabela 3.4 — Coeficientes de rejeicdo a sais monovalentes e bivalentes, para as
T at] o] =T = T OF AT T O A TR 41

Tabela 3.5 — Coeficiente de rejeicdo aos solutos orgénicos para a membrana CA;. ..42
Tabela 3.6 — Coeficiente de rejeicdo aos solutos organicos para a membrana CA;. ..42

Tabela 3.7 — Limite de exclusdo molecular para as membranas CA; e CA4. .............. 43
Tabela 3.8 — Valores experimentais para os ensaios com o efluente da cortica
ULIHZANAO S MEMDIANEAS C A L. corniiiiie ettt e e et e e e e e e e eenaeens 45
Tabela 3.9 — Condutividade, cor e carbono orgéanico total (COT) das solugbes de
Alimentacao (A) e Permeado (P), e respectivos coeficientes de rejeicao. ................... 45
Tabela 3.10 — Caracterizagéo das diferentes fracgfes relativamente a Fenois Totais,
TANINOS © AGUCAIES. ...eeiieiiiiiitit ettt e e ettt e e e e e e st bt e e e e e e e s s anbbbereeaaeeas 49
Tabela 3.11 — Intensidade relativa dos sinais dos picos maioritarios obtidos por HPLC
para o Efluente da cortica € suas fraCCOES. ........cuvuveiiiiiiiiiiieecie e 56
Tabela 3.12 - Compostos fendlicos identificados no efluente da cortica e respectivas
fraccoes, perfis de fragmentacéo MS" e de absorcdo No UV. ..........cccceveeevveeeciieeeneen. 57
Tabela 3.13 - Compostos fendlicos identificados no efluente da cortica e perfis de
fragmeENtaCa0 MS . ... ..o 57
Tabela 3.14 — Doseamento do Acido Quinico, Gélico e Elagico nas diferentes fraccdes
recuperadas e no Efluente para uma concentracdo de 1 mg/mL. ..........cceeeeveeeeeeeennnn. 59

Tabela 3.15 — Determinacédo do ECs, da Actividade Antioxidante de cada fracgéo.....61
Tabela 3.16 — Determinacdo do ECs, da Actividade Antioxidante de cada padrao. ....62
Tabela 3.17 — Determinacao do ECs, da inibicdo da oxidacgéo lipidica de cada padrao.

Tabela 3.18 — Determinacao do ICs, da Actividade Citotdxica de cada fraccéo a 24h.66
Tabela 3.19 — Determinacao do ICs, da Actividade Citotdxica em linhas celulares

humanas do cancro da mama MCF-7 de cada padrao. ...........ccoeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeee, 67
Tabela 3.20 — Determinac¢éo da Citotoxicidade em linhas celulares humanas de cancro
da mama MCF-7 de cada fracGdo a 48 € 72h. .......oovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 68
Tabela 3.21 — Determinagédo do ICsy da Inibicdo da Proliferacdo Celular em linhas

celulares humanas de cancro da mama MCF-7 de cada fracGao..............ccevvveeeevnnnnnn. 70
Tabela 3.22 — Peso molecular e respectivas intensidades das bandas presentes no gel
de electroforese para os sobrenadantes recolhidos e meio de cultura. ............c.......... 77

XVII



Tabela 6.1 — Valores experimentais de massa de agua recolhida, tempo de ensaio e
temperatura. Caudal massico (Q), fluxo de permeacado (Jp), fluxo a 25 °C para a
(g T=T 00l o] =T g F= N O N R 91
Tabela 6.2 — Valores experimentais de massa de agua recolhida, tempo de ensaio e
temperatura. Caudal massico (Q), fluxo de permeacado (Jp), fluxo a 25 °C para a

(g 1=T0a] o] =T o F= N O 91
Tabela 6.3 — Condutividade e concentracdes das solucBes de Alimentacdo (A) e
Permeado (P) para as membranas CA1 € CAs...ouuuiiiiii it e e 92

Tabela 6.4 — Valores experimentais de massa de agua recolhida, tempo de ensaio e
temperatura. Caudal méssico (Q), fluxo de permeacao (Jp), fluxo a 25 °C para a
LR TST ] o] =T = O T 92
Tabela 6.5 — Valores experimentais de massa de agua recolhida, tempo de ensaio e
temperatura. Caudal méssico (Q), fluxo de permeacao (Jp), fluxo a 25 °C para a

[ 0=T 00l o] =1 F= T O N 93
Tabela 6.6 — Carga Organica Total (COT) das solu¢cbes de Alimentacdo (A) e
Permeado (P) para as membranas CAL. ...c.ocooiiiiiiiiiiiii et e e 93
Tabela 6.7 — Carga Orgénica Total (COT) das solucdes de Alimentacdo (A) e
Permeado (P) para as membranas CAs. ..ccooooeeiiieiiiiiii et eeanens 93
Tabela 6.8 — Peso molecular do marcador e respectiva determinacdo da mobilidade
1] = 1)Y= USRS 100

XVIII



1. Introducéo

O Sobreiro é a Uunica arvore capaz de produzir cortica de uma forma
sustentavel, uma vez que apresenta uma grande longevidade e uma enorme
capacidade de regeneracdo. Esta arvore requer uma grande quantidade de luz solar e

uma combinacdo pouco comum de baixa precipitacdo e elevada humidade. >

O seu nome cientifico € Quercus Suber L. e € uma espécie caracteristica da
regido mediterranica ocidental, capaz de viver, em média, 200 anos. O Sobreiro é
patrimoénio nacional em Portugal e 0 seu abate é expressamente proibido,
exceptuando em casos de doenga ou morte. Em Portugal existem cerca de 740 000
hectares de montado de sobro, 0 que representa 34% da area mundial, tornando

assim o pais no lider mundial da plantac&o de Sobreiro, Figura 1.1. %3
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Figura 1.1 - Distribuicdo mundial do montado de sobro.

A cortica é a casca do Sobreiro, € um tecido vegetal que reveste o tronco da
arvore. Pode ser removida do Sobreiro de 9 em 9 anos, sendo que o primeiro
descorticamento apenas pode ocorrer 25 anos depois da sua plantacdo. No entanto,
essa cortica nao pode ser utilizada na inddstria, uma vez que nao apresenta as
caracteristicas ideias para tal efeito. Somente apés o 3° descorticamento, cerca de 40
anos apos a plantacdo da arvore, a cortica tem qualidade suficiente para ser utilizada
na industria corticeira. A producao mundial de cortica ultrapassa as 200 mil toneladas
por ano, sendo que Portugal é lider com cerca de 50%, seguido pela Espanha com
30%.



1.1. A Cortica como matéria-prima
1.1.1. Composicao

A cortica proveniente do Quercus suber L. tem excelentes caracteristicas,
como a sua alta elasticidade, baixa densidade, baixa condutividade térmica e
impermeabilidade, que a tornam um material de exceléncia para isolamentos e
revestimentos. A sua constituicdo quimica tem sido muito estudada, tendo-se chegado
a conclusao de que a mesma depende de factores como a origem geogréfica, o clima,
as condicdes do solo, a idade da &rvore e a sua origem genética. ** No entanto a
composi¢ao quimica da cortica apresenta, genericamente, a distribuicdo que consta na
Tabela 1.1.

Tabela 1.1 — Constituicdo quimica da Cortica do Quercus Suber LM

Composto Distribuic&o
Suberina 40 %
Lenhina 22 %

Polissacaridos 18 %

Extractaveis 15 %

Suberina e Lenhina s&o, portanto, 0s principais constituintes da cortiga, que em
combinagcdo com uma morfologia celular confere propriedades Unicas a cortica. Entre

0s extractaveis, podemos encontrar os compostos fendlicos e taninos. ©°!
1.1.1.1. Suberina

A Suberina, Figura 1.2, é um biopolimero natural, tipicamente encontrado nas
paredes celulares das plantas. E a principal componente da cortica, e caracteriza-se
por ser uma macromolécula de estrutura complexa com ligagbes éster entre o0s
mondmeros, que inclui uma parte aromatica e outra alifatica (Figura 1.2) A suberina
presente na cortica é constituida por uma estrutura de poliéster de &cidos gordos de
cadeia longa, hidroxilo e acidos fendlicos, ligadas através de grupos éster, com o 4cido
ferdlico actuando como uma ponte entre 0 aromatico e os dominios alifaticos. Se o
dominio aromético é parte da molécula de suberina € ainda matéria de alguma

discussao. 7



’ {
\O Ao
e -C R O
. 2 WWG {H
S i WIS 3
9 ('J‘)-w’, o o o“}ﬁ'ax/\/\/\/\/\/‘\/\/\/\/\/\f{ﬁ
0
Craom ° o \o)k/VVV\AAA/\(° oo o,
o

¢ ocH,
me\;@b <C)> Och i : o 1 -o\/\/\/\/=\/\/\/\°.)°\°
cnom K\ é "o = /'< o o}-o—-a
1000} ok D:>_°
o oo, w0 0
& ~° o o ° N
9 x©\° w‘,m:c /O\:/vwc.n/ (:(WW\/'W\)?‘ m©/‘y Wo,‘
- r }7@70‘ o o °'>£ L= o
K e o % O (=) o
/\/\/\/W\/\/\)L
WL 5 il P . -
7 o =
c

Figura 1.2 — Modelo estrutural da Suberina proposto por Bernards em 2002. 1

As propriedades da suberina sdo notaveis, pois é praticamente infundivel e
insolivel em todos os solventes orgénicos comuns (alcool, éter, cloroférmio, &cido

sulfdrico e &cido cloridrico), conferindo a cortica a sua impermeabilidade.

1.1.1.2. Lenhina

A lenhina, Figura 1.3, é o polimero natural mais abundante na natureza a
seguir & celulose. E um polimero de massa molecular elevada, constituida por trés
unidades monomeéricas precursoras, que sao os alcoois cumarilico, coniferilico e
sinapilico. A caracterizacdo completa da lenhina na cortica estd ainda incompleta
devido a complexa relagdo entre a lenhina e a fraccdo aromética da suberina. No
entanto, Marques et al. descobriram que a cortica € composta de um tipo G de lenhina,
com 94-96% guaiacilo, menos do que 3-5% de siringilo e 2-3% de unidades

hidroxifenilo. &1



Figura 1.3 — Modelo estrutural da lenhina no Quercus suber L.*

Na cortica, a lenhina é quantificada como residuo, ou seja, apos a extrac¢ao
dos polifendis e taninos com solventes, apds a despolimerizagdo da suberina e a
hidrélise dos polissacaridos, admite-se que o restante € lenhina. Esta molécula confere

a cortica a sua rigidez e resisténcia a ataques biolégicos.

1.1.1.3. Polissacaridos

Para além dos componentes maioritarios da cortica, a suberina e a lenhina, os
outros componentes presentes em menores percentagens tem uma elevada influéncia
nas propriedades quimicas e fisicas da cortica. Os polissacaridos, em conjunto com
a lenhina, sé@o responsaveis por conferir rigidez a parede das células da Cortica. Estes
podem ser constituidos por dois tipos de polimeros, a celulose (Figura 1.4a) e a
hemicelulose (Figura 1.4b), que sdo, parcialmente sollveis em agua e em solucfes

alcalinas. ¥
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Figura 1.4 — a. Estrutura molecular da celulose. b. Estrutura molecular da hemicelulose.

1.1.1.4. Compostos Fendlicos

Os componentes que se encontram em menor quantidade na Cortica sdo 0s
compostos fendlicos, estes compostos sdo também conhecidos como extractaveis,
uma vez que ao contrario dos restantes componentes da cortica, estes podem ser

facilmente removidos com recurso a solventes. &

Uma célula de cortica produz dois tipos de metabolitos: metabolitos primarios,
envolvidos directamente no crescimento e metabolismo (hidratos de carbono, lipidios e
proteinas), e metabolitos secundarios, considerados como produtos finais do
metabolismo primério e que ndo estdo envolvidos na actividade metabdlica (alcaldides,

compostos fendlicos, esterdis, esteréides, 6leos essenciais, lenhinas e taninos). =

Os compostos fendlicos sdo um dos maiores grupos de constituintes
secundarios sintetizados, ndo s6 pela cortica, como por frutas, vegetais e outras
plantas, e que possuem determinados beneficios para a saudde. Eles sao
caracterizados pelas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdérias, anticancerigenas,

e podem proteger contra o stress oxidativo e determinadas doencas. ™

Os fenois podem ser moléculas simples, de baixo peso molecular e anéis
individuais, ou grandes e complexos taninos/polifendis derivados. Eles sao
classificados com base no numero e arranjo dos seus atomos de carbono e
geralmente sdo encontrados conjugados com agucares e acidos organicos. Os
compostos fendélicos sao caracterizados por terem, pelo menos, um anel aromatico
com um ou mais grupos hidroxilo ligados e a sua acc¢éo antioxidante pode ser devido a

sua elevada tendéncia para quelar metais através dos grupos referidos. *2*?




Na cortica ja foram identificados diversos compostos fendlicos (Figura 1.5),
dentro os quais os acidos Galico, Quinico, Elagico, Vanilico, Siringico, Protocatecuico

e Ferdlico. 4

HO OH OCHg H,CO OCHs
OH OH OH

Acido Galico Acido Vanilico Acido Siringico

Figura 1.5 — Exemplos de compostos fendlicos que podem ser encontrados na cortica.

1.1.1.5. Taninos

Outro tipo de compostos que se inserem na categoria de extractaveis da cortica
sdo os Taninos. Estes séo polifendis, por vezes chamados polifendis vegetais com
massa molecular compreendida entre 500 e 20000 g/mol, que podem ser encontrados

em forma de polimeros. *°!

As caracteristicas que distinguem os taninos dos polifendis de plantas e de
outros tipos de polifendis séo, basicamente, as propriedades de ligacdo a proteinas, a
pigmentos, a compostos moleculares grandes e a iBes metdlicos. Estas propriedades
gue os taninos exibem sdo devido a sua estrutura quimica, uma vez que estas
moléculas podem apresentar dois ou trés grupos hidroxilo fendlicos num anel de fenilo,

constituindo uma molécula de tamanho moderadamente grande. *°!



Os Taninos podem ser divididos em duas classes, os Taninos hidrolisaveis e os
Taninos condensados. Os hidrolisaveis sdo aqueles que apds a hidrolise originam um
monomero de glucose e um acido fendlico, podendo ser divididos ainda, em

galotaninos ou elagitaninos (Figura 1.6), consoante o acido fendlico presente (acido

HO

Al 4 [4,15,16]
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Figura 1.6 — Estrutura molecular do Galotanino (esquerda) e Elagitanino (direita).

Os Taninos condensados (Figura 1.7) podem encontrar-se na forma de
oligomeros ou na forma de polimeros, ambos formados pela condensacéo de duas ou
mais unidades, nomeadamente flavanol e flavandiol, constituindo polimeros de
catequinas e leucoantocianidinas, respectivamente. Como o0s taninos condensados
produzem pigmentos avermelhados, da classe das antocianidinas, apos degradacéo
com o 4&cido, esta classe de taninos também pode ser denominada como

proantocianidina. >

HO

Figura 1.7 — Modelo de estrutura dos Taninos Condensados. “



1.1.2. A Cortica e o seu potencial

O potencial da cortica, para além do seu uso tradicional, reside nos seus
componentes de baixo peso molecular, como é o caso dos taninos, e compostos
fendlicos simples. Os taninos tém sido utilizados, ao longo do tempo, em diversas
industrias, como é o caso da industria dos curtumes, para transformar a pele do animal
em couro, a indastria cervejeira, ajudando na estabilizacdo da cerveja, reduzindo a

concentracgdo proteica da mesma, e ainda na producéo de resinas. "9

7

Para além disso, a actividade biolégica destas familias quimicas é bem
conhecida, sendo que a capacidade antioxidante de alguns componentes da cortica
parece atraente e de interesse para a industria alimentar, cosmética, e farmacéutica.
Estes mostram potencial em aplicagbes anticancerigenas, antimutagénicas,
antialérgicas e antienvelhecimento. ™ A vantagem dos antioxidantes provenientes de
produtos naturais € o facto de serem menos dispendiosos do que as variantes

sintéticas.
1.1.2.1. Potencial Antioxidante

Os antioxidantes séo definidos como compostos que podem retardar, inibir ou
evitar a oxidacdo de materiais oxidaveis por eliminacdo de radicais livres e/ou
diminuicdo do stress oxidativo. 1*¥ O stress oxidativo é um estado de desequilibrio em
que guantidades excessivas de espécies reactivas ou radicais livres (RS) como por
exemplo, ido superéxido, peroxido de hidrogénio, radical hidroxilo, superam a
capacidade antioxidante endodgena, levando a oxidagdo de uma variedade de
biomoléculas, tais como, proteinas, lipidos e acidos nucleicos. (1617 O stress oxidativo
pode potenciar o desenvolvimento de doengas degenerativas crénicas, incluindo

doenca cardiaca coronéria, o cancro e o envelhecimento. (18]

Os compostos fendlicos apresentam propriedades antioxidantes que podem ser
mediadas por diferentes mecanismos, tais como, a eliminacao de espécies radicalares
(RS) como os RSO e RSN. 31718 Este mecanismo ocorre porque estes compostos
possuem uma estrutura quimica ideal para a eliminacdo de radicais livres, uma vez
que eles tém grupos hidroxilo que s&o propensos a doar um atomo de hidrogénio ou
um electrdo a um radical livre, e um anel aromético com capacidade de deslocalizar e

estabilizar por ressonancia um electrdo ndo emparelhado. **%



Os compostos fendlicos (FOH) podem agir como aceitadores de radicais livres.
Eles interferem com a oxidacao de lipidos e outras moléculas por doacao rapida de um
atomo de hidrogénio para os radicais (R’). 381

R +FOH - RH+FO

Os intermediarios de radicais fendxi (FO) séo relativamente estaveis devido a
ressonéancia e, portanto, uma nova cadeia de reaccdo nao é facilmente iniciada. Além
disso, os intermediarios de radicais fenoxi também actuam como terminadores de

percurso de propagagcao reagindo com outros radicais livres. 3849

FO '+ R - FOR

Teoricamente, estas duas acc¢lOes antioxidantes podem causar uma reducgdo
das concentracdes de RS e espécies oxidantes. Como resultado, a subsequente
oxidagdo de moléculas-alvo, tais como lipidos, proteinas e acidos nucleicos é

diminuida. %23

1.1.2.2. Potencial Anticancerigeno

Os compostos fenodlicos podem também ser Uteis na prevengdo e/ou
tratamento de doengas tais como o cancro, ndo sO devido as suas potentes
propriedades antioxidantes, *® mas também aos seus efeitos na prevencdo de varias
doencas associadas ao stress oxidativo (como doencas cardiovasculares e neuro

s

I Outro aspecto importante é o facto destes compostos serem
S [13,20]

degenerativas). ?*%

capazes de regular uma vasta gama de enzimas e receptores celulare

O cancro é caracterizado por um crescimento indesejado e descontrolado de
células que diferem estruturalmente e funcionalmente a partir de células normais,

%81 Forma-se um tumor quando o controlo genético é danificado

originando um tumor.
ou perdido em uma ou mais células, que em seguida, continuam a dividir-se
produzindo mais células anormais. Estas células, que continuam em divisdo podem
causar danos a outras células e tecidos do corpo, uma vez que ja ndo sao controladas

por genes normais. 12427

Ao contrério de uma infecgdo, em que o organismo é atacado por invasores
externos e que origina de imediato uma resposta do sistema imunitario, um tumor é

causado por células anormais que se desenvolveram a partir de células saudaveis do



préprio organismo, e como tal as defesas naturais ndo actuam permitindo a divisdo e
proliferacdo das mesmas. ® No entanto, & medida que estas células se v&o dividindo,
€ possivel visualizar determinadas caracteristicas que as diferenciam das células
saudaveis, por exemplo, o nacleo das células cancerigenas é maior e mais escuro
comparativamente as das células saudaveis. Para além disso as células cancerigenas
apresentam uma forma e um tamanho irregular, o que permite uma facil identificacao

ao microscopio. 2%

Actualmente admite-se que todas as causas de cancro provém de danos e
alteracdes ao codigo genético das células, especificamente causando mutagfes em
protooncogenes e genes supressores de tumores. As mutacdes nesses genes podem
ser ligadas directamente a agentes que causam cancro designados carcinogénicos,
como por exemplo, virus, radiacao ultravioleta e quimicos carcinogénicos como o fumo

do tabaco, mas h& ainda muitos agentes carcinogénicos desconhecidos. 25

A influéncia de espécies reactivas sobre o estado redox intracelular pode
desempenhar um papel central na regulacdo da progressao nas fases do ciclo celular.
A acumulacado de RSO e o seu efeito sobre as biomoléculas como proteinas, lipidios e
acidos nucleicos, causa efeitos graves e nocivos sobre as estruturas celulares vitais,
tais como membranas, canais iénicos, enzimas e material genético. *® Neste contexto,
parece evidente que alteracGes significativas no estado redox podem levar a
desregulacao das moléculas e compostos que coordenam a proliferacdo celular e a

morte celular, o que é particularmente critico em doencas proliferativas como o cancro.
[13,18,20]

Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude, cerca de 8,2 milhGes de pessoas
morrem todos os anos devido ao cancro, e estima-se que nas proximas 2 décadas o
namero de pessoas afectadas por esta doenca aumente 70%. Existem mais de 100
tipos de cancro, os quais requerem diagnéstico e tratamentos diferentes, sendo que
neste momento os principais tipos de tratamento sédo a cirurgia, quando possivel, a
quimioterapia e a radioterapia, sendo que estes dois tipos de tratamento n&o sdo
selectivos para o tipo de células, ou seja também provocam danos nas células
saudaveis do organismo. Como tal € necessério a procura e descoberta de outros
tipos de tratamento mais eficazes e menos prejudiciais & salude dos pacientes. As
terapias actuais tém vindo a assentar em terapias moleculares dirigidas que bloqueiam
o crescimento e proliferacdo do cancro interferindo com algumas moléculas alvo que

estdo envolvidas no crescimento, progresséo e disseminacéo do tumor. &%

10



Os compostos fendlicos tém sido referidos como capazes de exercer efeitos

anticancerigenos por meio de uma variedade de mecanismos (Figura 1.8), tais como a

remocado de agentes carcinogénicos, a modulagéo de sinalizacdo de células de cancro

e actividades enziméticas antioxidantes, e a inducdo de apoptose e consequente

interrupcao do ciclo celular. 23!
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Progressdo ———» .

Y

Metastases Tumorais

Figura 1.8 — Potenciais mecanismos anticancerigenos de compostos fenélicos de plantas

Desenvolvimento ———» .

Inibicdo de enzimasde fase 1
Indugéo de enzimas de fase 2
Estimulagdo da reparagdo de DNA

* Indugdo da paragem do ciclo celular
Indugdo da apoptose
+ Inibicdo da proliferacdo celular

Regulagio de Metaloproteases
Antiangiogénese
Inibicdo da proliferacdo celular

durante o desenvolvimento do cancro, as fases 1 e 2 representam as fases do ciclo celular. (18]

O &cido Elagico (Figura 1.9), um composto fendlico amplamente encontrado

em frutas, vegetais e na cortica, exerce efeitos anti angiogénese no cancro da mama e

inibe significativamente o crescimento de células do cancro da mama. Quando isolado

a partir de extractos de morango apresenta actividade anti proliferativa em células

cancerigenas da cavidade bucal, do colo do Gtero, do cdlon, da préstata, e actividade

anti proliferativo contra as células de cancro da

mama. 24?7
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Figura 1.9 — Estrutura molecular do 4cido Elagico

O cancro da mama é o tipo mais comum de cancro entre as mulheres nos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, e é a principal causa de morte por
cancro em mulheres. Em Portugal, anualmente sdo detectados cerca de 6000 novos

casos de cancro da mama, e 1500 mulheres morrem com esta doenca. (31]

Estudos realizados mostram que cerca de 10% do cancro da mama resultam
da transmissdo de um gene mutado de um progenitor, os restantes 90% sao

provavelmente o resultado de uma mutacdo genética. "

O cancro da mama é distinguido pelo facto do seu crescimento ser dependente
de estrogénios em quase todos os casos, e como tal esta area despertou grande
interesse e importancia na investigacédo da doenca e tem sido objecto de uma extensa

pesquisa ao longo de muitos anos. #23334

O Michigan Cancer Foundation foi um dos responsaveis pelos avan¢os na luta
contra o cancro, quando em 1970 se conseguiu isolar uma linha celular de cancro da
mama humano (MCF-7), e que se tornou numa das mais estudadas no mundo. ®2 Os
resultados desta linha celular tiveram um impacto fundamental sobre a investigacédo do
cancro da mama, sendo que uma das mais importantes contribuicdes da linha celular
MCF-7 para a investigacdo tem sido a sua utilidade para o estudo do receptor de
estrogénio (ER) alfa, uma vez que esta linha celular € uma das poucas capaz de
expressar niveis substanciais de ER e assim mimetizar a maioria dos cancros da

mama humanos que expressam ER. 323334

A linha celular de MCF-7 (Figura 1.10) mantém varias caracteristicas do epitélio

mamario, incluindo a capacidade para processar estradiol através de receptores de

133

estrogénio citoplasmaticos. ¥ Antes da MCF-7, ndo era possivel aos investigadores
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obter uma linha de células do cancro de mama humano capaz de manter a viabilidade

mais do que alguns meses. 334

Figura 1.10 — Linha celular MCF-7 do cancro da mama.

As células de MCF-7, como referido anteriormente, podem ser utilizadas no
estudo do efeito de determinadas moléculas em células cancerigenas, e assim
averiguar o potencial desses compostos na luta contra o cancro. Extractos fendlicos e
polifendis isolados de diferentes alimentos vegetais tém sido estudados numa série de
linhas celulares de cancro. Por exemplo, extractos de bagas preparados a partir de
diversos frutos silvestres (amora, framboesa, mirtilo, etc.) e os polifendis isolados de
morango, incluindo as antocianinas, campferol, quercetina, ésteres de acido cumarico
e acido Elagico, tém mostrado capacidade para inibir o crescimento celular do cancro
da mama em linhas celulares de MCF-7. [*®
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1.1.3. Processo Industrial do Processamento da Cortica

Tal como referido anteriormente foram identificados na cortica alguns
compostos de baixo peso molecular que apresentam potenciais antioxidantes e

anticancerigenos. ™

Os métodos convencionais de extrac¢do dos compostos fendlicos a partir de
plantas, como a maceracdo e a extraccdo com soxhlet, mostram uma baixa eficiéncia
e um aumento da poluicdo ambiental devido ao grande volume de solvente organico
utilizado, bem como ao elevado tempo de extraccdo exigido nesses métodos. ' Como
tal, no presente trabalho, utilizou-se uma tecnologia de separagcdo por membranas
para a recuperacdo deste tipo de compostos a partir do efluente produzido nas
indastrias de processamento da cortica. Este processo ja foi utilizado em trabalhos
anteriores, para a reducdo da carga organica e para o estudo da biodegradabilidade

do efluente. ¢

1.1.3.1. Efluente da Cortica

As pranchas de Corti¢a, apds terem sido removidas da arvore, sdo empilhadas
ao ar livre onde permanecem durante 6 meses, numa etapa que € considerada a
maturacdo da matéria-prima. De seguida as pranchas sdo cozidas em tanques de
cozedura (Figura 1.11), com o objectivo de expandir, esterilizar e remover os solidos
organicos alojados nos poros das pranchas e permitir que a cortica atinja o teor de

humidade correto para ser processada.

Figura 1.11 — Tanque de cozedura das pranchas de Cortica. g

Cada lote de cortica (600-2000 kg) é cozido durante cerca de uma hora num
tanque de cozedura. Este processo provoca a expansdo do ar no interior das células
da cortica, melhora a estrutura interna e contribui para a reducao da microflora. Apos o
processo, as pranchas aumentam cerca de 20% o seu volume, ficando mais espessas,

mais regulares e faceis de manusear. Depois sdo colocadas a repousar numa area
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estéril e com boa ventilacdo para retirar o excesso de humidade, e ao fim de dois dias

estdo prontas para serem processadas. !

A agua de cozedura apresenta uma elevada carga organica e uma elevada
concentracdo de compostos fendélicos e acucares, e como tal deve ser tratada antes

BN

de proceder a sua descarga, uma vez que ndo cumpre os limites legalmente

estabelecidos para a descarga de efluentes. >

O efluente da cortica caracteriza-se por ter um pH moderadamente acido
(cerca de 5), uma elevada carga organica (Carbono Orgéanico Total entre os 1220 e
2000 mg C/L) e um elevado contetido em compostos fendlicos (0,6 — 0,9 g/L). Alguns
compostos fendlicos identificados foram os acidos Galico, Protocatecuico, Vanilico,
Siringico, Ferulico e Elagico. O efluente da cortica apresenta baixa biodegradabilidade

e elevada toxicidade, o que dificulta o seu tratamento. ¢3!

Varios processos tém sido utilizados para reduzir a carga organica presente no
efluente, de forma a proceder a sua descarga. De entre eles destacam-se 0s
processos de tratamento bioldgico, fundamentalmente utilizando lamas activadas, que
apesar de ser altamente eficiente na degradacdo de matéria orgénica, revelou a
necessidade de ser acoplado com uma técnica de ozonizagdo para melhorar a

eficiéncia, o que apresenta elevados custos de aplicacdo. ¢3!

Outra alternativa é o tratamento quimico, utilizando para tal agentes oxidantes
como o o0zono, o peréxido de hidrogénio ou o oxigénio. Apesar destes processos
serem amplamente utilizados, a utilizagdo de um oxidante simples como 0 0zono, nem
sempre conseguem destruir todos os compostos organicos. Como tal, sdo usados
frequentemente processos de oxidacdo avancados, que consistem na utilizagdo de
mais do que um agente oxidante, por exemplo, a acoplagdo de radiagdo UV ao

tratamento referido acima com 0zono, o que torna o processo dispendioso. ¢3!

Como alternativa, os processos fisicos tém sido cada vez mais utilizados e
optimizados para o tratamento deste tipo de efluentes, nomeadamente a tecnologia de
membranas, que para além de reduzir custos, tem a vantagem de permitir recuperar
0s compostos que se encontram no efluente. Sendo assim além do tratamento do
efluente para a descarga, permite recuperar compostos de elevado valor acrescentado

como os referidos anteriormente e cujas aplicacées ja foram mencionadas. %%
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1.2. Processos de Filtracdo com Membranas

1.2.1. Classificacéo

Os processos de membrana, cuja forca motriz € um gradiente de pressao, tais
como a osmose inversa, a nandfiltracdo, a ultrafiltracdo e a microfiltracdo podem ser
usados para a minimizacdo de poluentes em correntes liquidas. Estes processos
fazem uso de uma barreira de membrana semi-permeavel, que funciona como uma

barreira fina e que pode ser produzida a partir de diferentes tipos de materiais. #¢3®

Estes sistemas de separacdo baseados em membranas limitam o transporte de

vérias espécies de um modo especifico, permitindo separar a corrente de alimentagéo

em duas novas correntes (Figura 1.12). %38

—> Permeado

Alimentagdo —>

—> Concentrado

Figura 1.12 — Esquema de um Processo de Filtragdo de Membrana.

A corrente que consegue atravessar a membrana € denominada de permeado,
enquanto que a outra corrente, que possui 0s componentes que ndo foram capazes de
atravessar a membrana, € chamada de concentrado ou retentado. Na grande parte
dos processos de membrana, uma diferenca de pressédo entre a alimentacdo e a

corrente de permeado constitui a forca motriz para a separacéo. ***”

As membranas podem ser feitas de diferentes tipos de material, dividindo-se
em trés grandes grupos, 0s materiais inorganicos, como é o caso do vidro poroso e a
grafite, os materiais sintéticos, como a poliamida e o polipropileno, e por ultimo os
materiais sintéticos derivados de materiais naturais, em que o0 mais utilizado é o
acetato de celulose. O acetato de celulose pode ser obtido a partir de uma reacc¢éo de
acetilacdo da celulose, e é considerado um dos mais importantes ésteres organicos
derivados da celulose. E amplamente usado na indUstria téxtil e na producdo de

membranas para processos de separacdo devido ao seu baixo custo. 6%
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As membranas podem também dividir-se em termos de estrutura, membranas
Simétricas e Assimétricas (Figura 1.13). Por sua vez, as membranas Assimétricas
podem ser Integrais, se a camada activa e a camada suporte forem constituidas pelo
mesmo material, ou Compostas, se as duas camadas forem formadas por materiais

diferentes. 44471

As membranas Assimétricas sdo as mais utilizadas nos processos de
separacdo, uma vez que estas apresentam elevada capacidade de permeacéo,
elevados coeficientes de rejeicdo (capacidade para reter solutos) e uma elevada
resisténcia mecéanica. Para além disso, é mais facil de evitar o fendbmeno de

Colmatacao, comparativamente com as membranas Simétricas. #4?!
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Figura 1.13 — Esquema de uma Membrana Assimétrica (a) e Simétrica (b).
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A polarizagdo de concentracéo (PC - Figura 1.14) é provavelmente o problema
mais frequentemente encontrado nos processos de separacdo por membrana. A PC
leva a formacé@o de uma barreira adicional a transferéncia de massa na superficie da
membrana, devido a rejeicdo de alguns solutos. O efeito deste bloqueio é reduzir o

fluxo através da membrana e assim, diminuir a selectividade global da membrana.
[39,40]

Ha varias estratégias que podem ser empregues para minimizar os efeitos da
polarizagdo de concentracdo. A primeira é a redugdo da concentragdo de solutos na
alimentacdo. Outra possibilidade envolve a manutengéo das velocidades no lado da
alimentacdo tdo elevadas quanto possivel, uma vez que quanto maior a velocidade,
maior a turbuléncia e consequentemente maior sera a tendéncia para ressuspender 0s
solutos acumulados na superficie da membrana. A colmatacdo é um outro dos
problemas que deve ser minimizado e que consiste no “entupimento” dos poros das
membranas. Uma estratégia para a eliminar a colmatacdo consiste no uso de um ciclo
de limpeza, recorrendo a enzimas ou a lavagens com &cidos e bases. Ou entédo, pode

se optar pela utilizacdo de um fluxo reverso, ou seja um aumento da presséo a partir
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do lado do permeado da membrana para o lado da alimentacdo, e assim desimpedir

os poros da membrana. ¥’

L] T

v v v

Permeado
Figura 1.14 — Processo de polarizacdo da concentracédo a superficie de uma membrana.

Como foi referido anteriormente, existem diferentes processos de separacéo
por membrana, e a sua escolha prende-se com o tamanho da molécula a separar e

com o tipo de tratamento que se pretende efectuar, como representa a Tabela 1.2.

Tabela 1.2 — Classificacdo de Processos de Filtracdo com Membranas. *°!

Processo de Tipo de Forca Método de Aplicaces
Separacao Membrana Motriz Separacao plicag
Microfiltragéo Microporosa 0,1-1 Filtrac3o Esterilizagéo,
(MF) P bar & Clarificagéo
, ~ o Separacéo de
Ultrafiltrac&o A§S|metr|ca 0,5-5 Filtracio macromoléculas em
(UF) Microporosa bar ~
solucéo
Separacéo parcial
Nanofiltracdo Assimeétrica 10 - 40 Filtragdo/Solucéo/ de sais e solutos
(NF) Filme Denso bar Difuséo organicos com
menos de 1000 Da
Osmose Assimétrica 20-100 i Separacéo de sais
. Solucao/Difuséo .
Inversa (Ol) Filme Denso bar e microsolutos

Para o presente trabalho, utilizaram-se duas membranas de Ultrafiltragcdo, uma
vez que permitem a remocao de soélidos suspensos e solutos com peso molecular
superior a 1000 Da. O método utilizado para a preparacdo das membranas foi o
método da Inversao de Fases, que consiste na inducdo da separacéo de fases de uma
solucdo constituida por um polimero, um solvente e um nao solvente, previamente
homogénea, quer por alteracdo da temperatura, quer por evaporacdo seguida de
imersdo da solucdo num banho de agua (processo por via humida) ou expondo-a a

uma atmosfera ndo-solvente (processo por via seca). 2642
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Normalmente, a solucéo de polimero € imersa num banho de coagulacéo e de
uma permuta do solvente com a agua resulta a separacdo de fases. A fase rica em
polimero forma a camada activa (menos porosa), enquanto a fase pobre em polimero
d& origem aos poros (camada suporte), dando origem a uma morfologia assimétrica.
Este método permite a obtencdo de membranas com permeabilidades e tamanho de
poros diferentes através da variacdo da concentracdo de formamida (ndo solvente,
promotor de poros) e de acetona, na solucdo polimérica de acetato de celulose
(polimero). A acetona € o solvente volatil e normalmente é deixado evaporar antes de
mergulhar a membrana no banho de coagulacdo, permitindo assim o enriquecimento

do polimero & superficie, que ira4 dar origem & camada activa da membrana. ¢

1.2.2. Diafiltracéo

Quando é desejado um elevado grau de separagdo de solutos, o fluxo pode
cair para um valor muito baixo, sendo comum empregar o processo de diafiltragdo
(Figura 1.15). A diafiltracdo envolve a adicdo de um solvente (geralmente agua) a
corrente de retentado. A corrente final de retentado € geralmente pouco concentrada
em solutos, devido as varias adi¢cdes de solvente realizadas ao longo do processo de
separacao, no entanto contém apenas os solutos com incapacidade de atravessar 0s

poros da membrana. 1849

—> Permeado

Alimentagéao

HO —>

———> Concentrado

Figura 1.15 — Esquema de um Processo de Diafiltrag&o.
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1.2.3. Caracterizagdo das Membranas

Existem parametros descritivos da estrutura e da eficiéncia da membrana, que
devem ser determinados, de forma a caracterizar as mesmas. Um deles é a
Permeabilidade Hidraulica (Lp), que consiste na capacidade de permeacdo de uma
membrana a agua pura, representando a quantidade de agua permeada por unidade
de tempo, area superficial e pressdo transmembranar. Este parametro € determinado
experimentalmente representando graficamente o fluxo volumétrico de permeado (Jp)

em funcédo da pressdo transmembranar aplicada (AP) de acordo com a expresséo (1).
[36-38]

Jp =L, X AP (1)

Uma vez que ao longo do processo de separagédo a temperatura pode ndo ser
constante, é necessario corrigir o fluxo para uma temperatura de 25 °C, utilizando para
tal a expressao (2), onde a variacdo da viscosidade é tida em conta e em que 0 Tensaio

corresponde a temperatura.

2044 )

]p(ensalo) (—6,96+m

0,901

Jp(25°C) = )

Desta forma, determina-se o declive da representacédo linear (Figura 1.16),
sendo este valor a permeabilidade hidraulica da membrana Lp.

—
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Figura 1.16 — Representacgéo grafica para a determinacao da Permeabilidade Hidraulica.
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Outro parametro importante para a caracterizacdo da membrana, é a sua
rejeicdo a sais e solutos organicos. A rejeicao aparente (f) € medida em funcéo da
membrana, do soluto, da pressdo e da hidrodindmica do sistema. A sua determinagéo
é efectuada a partir das concentragbes do soluto na solucdo de alimentacdo e

permeado, através da expressao (3), ¥°3

Caq—Cp
= —— 3
f== 3)
Onde,
) Ca — Concentragdo do soluto na alimentacao;
) Cp — Concentracao do soluto no permeado.

A capacidade que uma membrana apresenta de rejeitar preferencialmente um
determinado soluto é designada por selectividade, e é uma das caracteristicas mais

importantes nas membranas. >

Por dltimo, o limite de exclusdo molecular é o parametro que esta relacionado
com o peso molecular de um soluto de referéncia cuja rejeicdo é cerca de 90 %. E
vulgarmente denominado por Molecular Weight Cut-Off (MWCO), e é determinado
pela representacao gréafica do log (f/(1-f)) em funcdo do peso molecular de diversos
solutos de referéncia (Figura 1.17). O MWCO é entdo determinado por interseccao da

recta obtida com a recta y=1. 638
5
4 a
<3l
=3
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Figura 1.17 — Representagédo grafica para a determinagcao do MWCO.
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A caracterizacdo das membranas é um passo fundamental neste processo de
separacdo, porque permite determinar parametros importantes, anteriormente
descritos, e avaliar o tipo de membrana utilizada. A rejeicdo aos sais permite fazer
esta diferenciacdo, sendo que para o caso deste trabalho, esta rejeicdo deva
apresentar valores proximos de zero uma vez que se utilizou membranas de
ultrafiltragéo. A rejeicdo aos solutos organicos permite diferenciar duas membranas de
ultrafiltracdo uma da outra através do diametro do poro. Neste caso pretende-se duas
membranas com tamanhos médios de poros bem distintos, de forma a garantir um
bom fraccionamento do efluente, uma diminuigdo significativa da carga organica do

mesmo, e a recolha de trés frac¢cdes completamente diferentes umas das outras.
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1.3. Objectivos do trabalho

Este trabalho tem como objectivo o fraccionamento e purificacdo de compostos
fendlicos presentes em diferentes frac¢des do efluente da cortica, através do uso de

membranas de acetato de celulose de Ultrafiltracdo preparadas no laboratério.

A recolha das fraccBes pela tecnologia de membranas tem como finalidade a
identificacdo de compostos recuperados nas frac¢cdes e avaliacdo do seu potencial

anticancerigeno e antioxidante.
Assim, foi tragado o seguinte plano de trabalhos:

e Preparacdo de membranas de acetato de celulose de Ultrafiltragdo através do
método de inverséo de fases.

e Caracterizagdo das membranas em termos de Permeabilidade Hidraulica,
Rejeicdo a Sais e Limite de Exclusado Molecular.

o Ensaios de permeacdo em modo de Diafiltracéo.

e Caracterizagdo do efluente da Cortica e das fracgBes recuperadas (TOC, Cor,
Teor em Polifenois e Taninos).

¢ Identificacdo dos compostos recuperados nas frac¢des do efluente da Cortica
por LC-MS.

o Caracterizacdo da actividade antioxidante das frac¢cdes recuperadas do
efluente da cortica.

¢ Avaliacdo do potencial citotéxico das frac¢des recuperadas em MCF-7.

e Estudo preliminar do efeito das fraccdes na expressdo de proteinas das

células.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Reagentes

Os reagentes utilizados foram fornecidos pela Merck, Sigma, Panreac, Flucka e
Riedel de Haén. Os eluentes usados na cromatografia liquida de alta resolugéo
(HPLC-DAD) foram adquiridos & VWR Chemicals. Relativamente aos padrfes, estes
foram fornecidos pela Sigma-Aldrich. O meio de cultura utilizado no crescimento
celular foi adquirido a Lonza. Um Unico lote de efluente da cortica foi cedido pela
empresa Elcor.

2.2. Preparacdo das Membranas

Para a realizacédo do trabalho proposto foi necessario a preparacdo de duas
membranas de acetato de celulose, com limites de exclusdo molecular diferentes.
Utilizou-se o método de inversdo de fases e como tal comegou-se por preparar as

solucdes poliméricas a utilizar, com os reagentes na proporcao indicada na tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Reagentes utilizados na preparacdo das Membranas.

Reagente CA; (Yp/p) CA, (%p/p)
Acetato de Celulose 17 17
Formamida 22 35
Acetona 61 48

Inicialmente foi adicionado o acetato de celulose, seguido da formamida e por
ultimo a acetona. O frasco foi fechado e a tampa vedada com parafilme para evitar a
evaporagdo da acetona. Por fim o frasco foi agitado durante 24 horas, ao fim desse

tempo obteve-se um fluido homogéneo e viscoso.

O passo seguinte consistiu na preparacdo das membranas, utilizou-se para tal
uma faca metdlica com uma ranhura calibrada (0,25 mm) e um vidro rectangular.
Encheu-se a faca com a solugdo polimérica obtida e fez-se deslizar
perpendicularmente, a uma velocidade constante, a faca sobre o vidro. Evaporou-se o
filme polimérico durante 30 segundos, e de seguida mergulhou-se o vidro num banho
de agua desionizada entre 0 a 3 °C. ApGs alguns minutos, removeu-se o filme do vidro
e procedeu-se a identificacdo da face activa da membrana. As membranas preparadas

foram preservadas em agua desionizada até a utilizacao.

Apés inspeccdo das membranas preparadas, seleccionaram-se as duas

melhores e foram cortadas a dimensdo da placa porta membranas do mdédulo de
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ultrafiltracdo (Tech Sep.). De seguida instalaram-se as duas membranas na placa,

com a camada activa virada para o exterior.

A instalacao de ultrafiltragdo é constituida por um tanque de alimentagéo, uma
bomba (com regulador de caudal), uma valvula (para regular a pressdo de
funcionamento), dois mandmetros, antes e depois da placa porta membranas (duas
membranas de &rea util 147,8 cm?), e um rotAmetro. A instalacdo de ultrafiltracdo

encontra-se representada na Figura 2.1.

Figura 2.1 — Instalacdo de Ultrafiltragdo, modelo Ray-Flow, Tech Sep.

2.3. Caracterizacdo das Membranas

De forma a avaliar o desempenho das membranas no processamento do
efluente da cortica foram realizados ensaios experimentais no sentido de conhecer a
permeabilidade da membrana & agua pura — permeabilidade hidraulica — e a sua
rejeicdo aos sais e solutos organicos o que permitiu determinar o limite de excluséo

molecular das membranas.

As membranas depois de colocadas na instalagdo foram compactadas antes
de se proceder a sua caracterizacdo. A etapa de compactacdo consiste em fazer
circular agua desionizada em recirculacado total (onde o concentrado e o permeado séo
ambos reciclados ao tanque de alimentagéo) durante 2 horas, a uma pressao de 3 bar

e com um caudal de alimentacéo de 180 L/h.
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Apébs 2 horas de compactacdo as membranas foram caracterizadas em termos
de Permeabilidade Hidraulica (Lp), Rejeicdo a sais mono e bivalentes e Rejeicdo a

solutos organicos.

Para a determinagéo da Permeabilidade Hidraulica foram realizados ensaios a
pressdes de trabalho diferentes (1; 1,5; 2; 2,5 e 3 bar). Nestes ensaios, recolheu-se
um volume de permeado para um recipiente previamente tarado. Registou-se 0 peso
numa balanca analitica (Sartorius), a temperatura e o tempo de recolha. O caudal de

alimentacéo utilizado nestes ensaios foi de 180 L/h.

Para a determinacéo da rejeicdo aos sais, prepararam-se duas solugées-méae
de 3 L de NaCl e Na,SO, a concentracdo de 600 ppm e registou-se a sua
condutividade. Foram realizados ensaios a pressao de 1 bar e ao caudal de 180 L/h.
Recolheu-se o permeado durante cerca de 3 minutos para um recipiente, e registou-se
0 peso, a temperatura, o tempo de recolha e a condutividade do permeado. Entre cada
ensaio as membranas foram lavadas com 10 L de agua desionizada (5 L rejeitados e 5
L em recirculagéo total durante 10 minutos).

Para a determinacgéo da rejeicdo aos solutos organicos, prepararam-se varias
solucdes de Polietilenoglicol e Dextran com massas moleculares compreendidas entre
3000 e 100 000 g/mol numa concentragcdo de 600 ppm. Realizou-se de forma idéntica
ao procedimento da determinacdo da rejei¢cdo aos sais, contudo neste caso, registou-
se o Carbono Orgénico Total (COT, Ol Analytical) em vez da condutividade. Entre
cada ensaio as membranas foram lavadas com 10 L de &gua desionizada (5 L

rejeitados e 5 L em recirculagdo total durante 10 minutos).

2.4. Permeacdo do Efluente da cortica — Recuperacéo das frac¢cdes pequena,

média e grande

A fraccdo denominada de fraccdo Pequena foi obtida utilizando a membrana
CA4, a qual foi alimentada com 5 L de Efluente da cortica (Figura 2.2) e que operou a
um caudal de 180 L/h e a uma pressao de 2 bar até se recolher o volume de
permeado pretendido (300 mL). A fracgdo Pequena foi recolhida e liofilizada. A massa

seca desta fraccao foi reservada a -20 °C até posterior utilizagao.
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Figura 2.2 — Esquema de recolha da fraccdo Pequena do Efluente da Cortica

As restantes fracgbes, Média e Grande, foram recolhidas utilizando um
processo de Diafiltracdo a um caudal de 180 L/h e pressao de 2 bar. Neste processo a
cada 50 mL de permeado recolhido foi adicionado 50 mL de agua desionizada a
alimentacédo constituida pelo Efluente da cortica, de forma a garantir que o volume de
alimentacdo se mantinha constante (2 L).

A fraccdo denominada de fraccdo Grande foi recolhida utilizando-se a
membrana CA,, foram recolhidas varias amostras de 50 mL de permeado e estas
foram analisadas, em termos de COT, e reunidas para posteriormente serem utilizadas
como alimentacdo na obtencdo da fraccdo Média. Registou-se também o tempo total
da operacéo, o tempo de cada recolha e o COT da alimentag¢éo. Quando os valores de
COT do permeado estabilizaram, a operacdo foi dada por terminada. A fraccéo
Grande, que consiste no Concentrado desta operacdo foi recolhida e liofilizada. A

massa seca desta fracc¢ao foi reservada a -20 °C até posterior utilizag&o.

Para a fraccdo Média procedeu-se da mesma forma e utilizou-se, novamente, a
membrana CA;, a qual foi alimentada com o permeado recolhido da Diafiltracdo
anterior (Figura 2.3). Quando os valores de COT estabilizaram, desligou-se a
instalacdo. A fraccao Média foi recolhida e liofilizada. A massa seca desta fracc¢éo foi

reservada a -20 °C até posterior utilizacado.
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Figura 2.3 — Esquema de recolha das fracgbes Média e Grande do Efluente.

2.5. Caracterizacdo do Efluente da cortica e das fraccbes
2.5.1. Quantificacdo de Fenois Totais (FT)

O teor em Fenodis totais foi quantificado pelo método de Folin-Ciocalteu (F-C)
de acordo com o procedimento descrito na literatura. *® Comecou-se por adicionar 100
puL da amostra a quantificar (1 mg/mL) a 200 pL de reagente de Folin-Ciocalteau 10%
(v/v) e 800 pL de Na,CO3 (700 mM). A mistura foi incubada sobre agitacdo durante 2
horas ao abrigo da luz e registou-se a absorvéncia a 765 nm do complexo azul
formado por transferéncia de electrdes em meio alcalino a partir de compostos
fendlicos. ™ O teor em FT foi determinado com recurso a uma recta de calibracéo de
acido tanico de 0,01 a 0,1 mg/mL (Conc.= 0,1303 x Abs (765nm) — 0,0014) (ver Anexo
6.2.1) em miligramas de equivalentes de &cido tanico por mg de amostra. Todos os

ensaios foram realizados em triplicado.
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2.5.2. Quantificacédo de Fendis ndo Taninos (FNT)

Como referido anteriormente, os taninos, dado a sua estrutura quimica tem
tendéncia a formar complexos com substratos proteicos, como tal a partir da
complexagéo dos taninos com a polivinilpolipirrolidona (PVPP) foi possivel determinar
a quantidade de fenois ndo taninos presentes na amostra. *® Assim, a 100 mg de
PVPP foram adicionados 2 mL de uma solucdo da amostra a analisar nhuma
concentracdo de 1 mg/mL. A mistura foi agitada e reservada a 4 °C durante 15
minutos. De seguida centrifugou-se a 12 000 g durante 10 minutos. Foi quantificado o
teor de fendis em triplicado, de acordo com o procedimento descrito em 2.5.1., no
sobrenadante. A quantidade de taninos presentes nas amostras foi calculada a partir
pela expressdo seguinte em miligramas de equivalentes de acido tanico por mg de

amostra,
Taninos = FT — FNT
2.5.3. Quantificacéo de Glucidos

O método utilizado para a quantificacdo de glucidos totais foi 0 método da
Antrona. ® Preparou-se uma solucdo da amostra a analisar com uma concentracdo
de 1 mg/mL e a 500 pL adicionou-se 2 mL de uma solucéo fresca de Antrona (9,10-
dihidro-9-oxoantraceno) 0,2% (m/v) em &cido Sulfarico 95%. A solugédo de Antrona foi
preparada 30 minutos antes do ensaio. A mistura foi incubada a 100 °C durante 10
minutos e posteriormente arrefecida em banho de gelo durante 0 mesmo periodo de
tempo. Registou-se a absorvéncia a 620 nm do produto azul formado por complexagéo
da antrona com os acgucares simples obtidos da hidrélise acida com o acido sulftrico.
% Os glicidos totais foram quantificados com recurso a uma recta de calibracéo de
Glucose de 0,05 a 0,5 mg/mL (Conc.= 0,2574 x Abs(620 nm) — 0,0021) (ver Anexo
6.2.1) em equivalentes de glucose por mg de amostra. Todos os ensaios foram

realizados em triplicado.
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2.5.4. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

Apoés a liofilizagdo do efluente da cortica e das frac¢des recolhidas pela
metodologia descrita em 2.4, foram preparadas pastilhas em KBr com 1 mg das
amostras a analisar e analisados por FTIR num espectrofotometro DTGS-TEC. De
modo a obter espectros com elevada razdo S/N (sinal/ruido) foi utilizada uma
resolucdo de 4 cm™ e foram efectuados 400 varrimentos na gama espectral de 400 —
4000 cm™,

2.5.5. Cromatografia Liquida de elevada resolugdo (HPLC-DAD)

A andlise por HPLC-DAD do efluente e das frac¢Bes recolhidas foi realizada
num equipamento cromatografico Elite LaChrom® VWR Hitachi Chromatograph
equipado com um forno Column Oven L-2300 e um detector de fotodiodos Diode Array
Detector L-2455 (VWR, EUA). Utilizou-se uma coluna de fase reversa LIChroCART®
250-4 LiChrospher® 100 RP-18 (5 um). As frac¢Oes foram analisadas por HPLC-DAD
injectando 25 pL (1 mg/mL) com um injector automatico, e usando um gradiente
composto por uma solugdo A (acido trifluoroacético a 0,05%), e uma solugdo B
(metanol) como se segue: 0 min, 80% A, 20% de B; 20 min 20% de A, 80% B; 25 min,
20% de A, 80% de B. O caudal foi de 1 mL/min e a detecc¢éo foi levada a cabo entre
200 e 500 nm com um detector de diodos. Os espectros dos padrBes de acido
Quinico, Gélico e Elagico foram utilizados para confirmar a identidade dos compostos
no efluente e nas frac¢des. Para estimar as concentracdes destes compostos fendlicos
foram efectuadas as curvas de calibracdo com as areas dos picos dos padrées nas
concentra¢des 0,002; 0,005; 0,01; 0,05 e 0,1 mg/mL para os acidos Galico e Elagico.
No caso do Quinico, utilizaram-se as concentragdes de 0,3; 0,5; 0,7 e 1 mg/mL (Anexo
6.2.3). 51

2.5.6. Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa (LC-
MS)

A identificagdo dos compostos presentes no efluente da cortica e nas fracgdes
foi efectuado por LC-MS e LC-MS/MS num sistema Surveyor Plus Modular LC ligado a
um espectrometro de massa de lon-Trap LCQ Duo equipado com uma fonte de
ionizag@o por electrospray (ESI) da Thermo Scientific (Bremen, Alemanha). Para o
sistema de LC utilizou-se uma coluna LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP-18

(5 um). As amostras foram analisadas por injec¢cao de 25 UL a uma concentracdo de
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10 mg/ml e utilizando um gradiente linear composto de solucdo A (acido férmico
1,0%), e a solucéo B (metanol) como se segue: 0 min, 70% A, 30 % de B; 20 min 20%
de A, 80% B; 25 min, 20% de A, 80% de B. O espectrometro de massa foi operado em
modo negativo na gama 120-1000 m/z e os parametros foram ajustados de modo a
optimizar o racio sinal/ruido (S/N) para os ibes de interesse e de acordo com o
procedimento descrito na literatura. **! O software Xcalibur ™ da Thermo Scientific foi

usado para adquirir e processar os dados.
2.5.7. Actividade Antioxidante

Para a determinagdo da actividade antioxidante do efluente da cortica e das
fraccdes foi utilizado o método do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). O radical DPPH
possui uma coloracdo roxa absorvendo a um comprimento de onda maximo de
aproximadamente 517 nm. Por accdo de um antioxidante, o DPPH é reduzido
formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente
desaparecimento da absorcdo a 517 nm, podendo a mesma ser monitorizada pelo
decréscimo da absorvéncia. ®**? A 1 mL da solugdo de DPPH (0,002% em metanol
com 0,7 Unidades de Absorvéncia a 517 nm) foram adicionados volumes crescentes
da amostra a analisar de modo a obter concentra¢des variaveis da amostra. A mistura
foi incubada durante 30 minutos protegida da luz, a temperatura ambiente, e a
absorvéncia a 517 nm foi registada contra o respectivo branco. Foi realizado um
ensaio controlo nas mesmas condi¢cdes mas onde foi utilizada agua destilada no lugar
da amostra. A percentagem de actividade antioxidante foi calculada de acordo com a

seguinte expressao

AA (%) = 100 x (ApppH — Aamostra) ! Aopph

AA é a actividade antioxidante, Apppy € @ absorvéncia da solugcdo controlo
contra o respectivo branco e A mesra € @ absorvéncia da amostra contra o respectivo
branco. A concentracdo da amostra que demonstrar uma actividade antioxidante de 50
% é referida como o ECsq e foi obtida por representacéo da actividade antioxidante em
funcdo da concentracdo da amostra. O mesmo tipo de procedimento foi utilizado para
as solucbes dos compostos usados como padrdes, acido Quinico, Galico e Elagico.

Todos os ensaios foram realizados em triplicado.
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2.5.8. Inibicdo da Peroxidacao Lipidica (TBARS)

Para a determinacéo da inibicdo da peroxidacao lipidica (PL) do efluente da
cortica e das fraccdes foi utilizado o método dos TBARS. ¥ Os produtos da PL que
podem ser medidos incluem dienos conjugados, hidroperoxidos de lipidos e aldeidos
gue reagem com o acido tiobarbitarico (TBA), para formar substancias reactivas ao
acido tiobarbitarico (TBARS). A progressdo da peroxidacdo lipidica pode ser
monitorizada medindo a absorvéncia destes produtos de peroxidacdo. ¥ Como tal, a
1 mL da amostra a analisar foi adicionado uma solucdo de 1 g de salméo
homogeneizado em 10 mL de PBS 1x (Tampéo fosfato salino). A esta mistura
adicionou-se 1 mL de uma solugdo de FeSO, 15 mM e 2 mL de uma solugdo de H,0O,
1 mM. Foram realizados dois ensaios controlo nas mesmas condiges mas onde a um
deles se adicionou 0,5 mL de PBS e 0,5 mL de H,O (controlo 100% oxidac&o), bem
como 0s agentes oxidantes, e ao outro 4 mL de PBS (controlo sem oxidacdo). A
mistura foi incubada a 37 °C durante 1 hora. A 500 pL dessa mistura foram
adicionados 250 pL de uma solucao de &cido tiobarbitarico 1% (em NaOH 0,05 M) e
250 L de uma solucao de &cido tricloroacético 2,8%. A mistura foi incubada em agua
a ferver durante 10 minutos e posteriormente arrefecida em banho de gelo. Foi
adicionado 2 mL de 1-Butanol o que provocou a formacdo de duas fases na mistura.
Registou-se a absorvéncia a 535 nm da fase superior. A percentagem de inibicdo da

peroxidacgao lipidica foi calculada de acordo com a seguinte expressao

|n|bl9510 (%) =100 x (A1oo% oxidagdo — Aamostra) / AlOO% oxidagao

Aioo% oxidacio € @ absorvéncia da solugdo controlo 100% oxidagéo contra o
respectivo branco (controlo sem oxidacao) e Aamostra € @ absorvéncia da amostra contra
0 respectivo branco (controlo sem oxidagdo). A concentracdo da amostra que
demonstrar uma inibicdo de 50 % é referida como o ECs, e foi obtida por
representacdo da inibicdo em fungcdo da concentracdo da amostra. O mesmo tipo de
procedimento foi utilizado para as solugbes dos compostos usados como padrdes,

acido Quinico, Galico e Elagico. Todos os ensaios foram realizados em triplicado.

2.6. Ensaios em linhas celulares humanas do cancro da mama MCF-7

O meio DMEM (Dulbecco’s Modifies Eagle Medium) foi utilizado na cultura
celular, suplementado com 10% soro fetal bovino (FBS), 100 U/mL de penicilina, 100
U/mL de estreptomicina e a adicdo de 2 mM L-glutamina, numa estufa a uma

temperatura 37°C com 5% de CO,. As células foram cultivadas em frascos T75 (de 75

33



cm? e o meio substituido a cada 48h-72h. As células s&o tripsinizadas quando a
confluéncia observada ao microscopio 6éptico atinge cerca de 80%. Nessa altura do
cultivo removeu-se o meio de cultura, as células foram lavadas com 3 mL de PBS 1x e
adicionou-se 1 mL de tripsina incubando durante 5 minutos a uma temperatura de 37
°C na estufa com 5% de CO, para ajudar a separar as células. Procedeu-se a
contagem das células num hemacitometro, cAmara de contagem Neubaeur Improved,
e foi adicionado o meio DMEM correspondente para obter a concentracdo final de
células de 75 000 células por pogco nas microplacas de cultivo celular de 96 pogos para
0s ensaios de Citotoxicidade e InibicAo da proliferacdo celular. Nos ensaios de
Citotoxicidade, as células sé@o crescidas previamente, e s6 depois entram em contacto
com as amostras em estudo, enquanto que nos ensaios de inibicdo da proliferacédo

celular as células s&o cultivadas em diferentes concentracdes das amostras.
2.6.1. Determinacgao da Citotoxicidade

Para avaliar o potencial citotéxico de compostos, existem diversos métodos
que poderiam ser utilizados, entre os quais 0 método do brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Este € um teste colorimétrico baseado na capacidade
das enzimas desidrogenases mitocondriais das células vivas e metabolicamente
activas, converterem a solugdo aquosa de cor amarela do substrato MTT num sal
formazan, formado por cristais, com uma coloracdo azul-escuro/roxo, insolliveis em
adgua e que pode ser quantificado apos dissolugdo a 595 nm. A quantidade de sal
formazan produzida é proporcional ao nimero de células viaveis ja que as células
mortas por efeito de um composto citotéxico ndo formam o sal. **%°

Para analisar a citotoxicidade, 100 uL das células por pogo foram previamente
cultivadas numa microplaca de 96 pocos de acordo com o procedimento descrito
anteriormente. Colocou-se a microplaca a incubar durante 72 horas a 37 °C na estufa
com 5% de CO,. Ap6s isso, o meio foi substituido por 100 pL das solugBes da amostra
a analisar com diferentes concentracbes, em meio DMEM suplementado com 100
U/mL de penicilina, 100 U/mL de estreptomicina e 2 mM de L-glutamina. Incubaram-se
durante 24 horas. De seguida, retirou-se o meio contendo as solu¢gbes de amostra e
lavaram-se os po¢os da microplaca duas vezes com PBS 1x. Incubaram-se as células
durante 2,5 horas 100 pL por poco de uma solucdo de MTT 0,5 mg/mL, em meio
DMEM suplementado com 100 U/mL de penicilina, 100 U/mL de estreptomicina e 2
mM de L-glutamina. Por fim descartou-se a solugdo de MTT e adicionou-se 200 pL de
metanol em cada poco, de forma a dissolver os cristais formados. Registou-se a

absorvéncia a 595 nm e 630 nm num leitor de microplacas Tecan SunriseTM. Foram
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realizados ensaios controlo em que as células foram incubadas com meio DMEM
suplementado com 100 U/mL de penicilina, 100 U/mL de estreptomicina e 2 mM de L-
glutamina. Para cada concentra¢do foram realizados oito ensaios. Os resultados foram
expressos em percentagem de citotoxicidade considerando que a absorvéncia nos
ensaios controlo corresponde a 100 % de viabilidade, ou seja 0 % de citotoxicidade. A
representacdo da citotoxicidade associada a doses crescentes da solugédo a analisar
permitiu calcular para cada amostra analisada o ICs, ou seja, a concentracdo da
amostra que apresenta 50 % de citotoxicidade. O mesmo tipo de procedimento foi
utilizado para as solugdes dos compostos usados como padrdes, &cido Quinico, Galico
e Elagico.

2.6.2. Inibi¢c&o da Proliferagéao Celular

Para avaliar o potencial citoestatico das amostras a analisar foi desenhado um
procedimento experimental adaptado do anterior. *® Neste caso, as células foram
inoculadas com concentracdes crescentes de solu¢cdes da amostra a analisar em meio
de cultura DMEM suplementado com soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina, 100
U/mL de estreptomicina e 2 mM de L-glutamina. O objectivo seria avaliar se, na
presenca das amostras, ocorreria inibicdo da proliferacdo celular sendo quantificadas
as células vidveis apés a incubacao, pelo método do MTT. 1*°!

Para analisar a viabilidade, 100 pL das células por pogo foram previamente
cultivadas numa microplaca de 96 pocos de acordo com o procedimento descrito
anteriormente. Apdés isso foram adicionadas as amostras a analisar com diferentes
concentracdes em meio de cultura DMEM suplementado com soro fetal bovino, 100
U/mL de penicilina, 100 U/mL de estreptomicina e 2 mM de L-glutamina. Colocou-se a
microplaca a incubar durante 72 horas a 37 °C na estufa com 5% de CO,. De seguida,
retirou-se 0 meio contendo as solucbes de amostra e lavaram-se os poc¢os da
microplaca duas vezes com PBS 1x. Incubaram-se as células durante 2,5 horas 100
ML por pogo de uma solugédo de MTT 0,5 mg/mL, em meio DMEM suplementado com
100 U/mL de penicilina, 100 U/mL de estreptomicina e 2 mM de L-glutamina. Por fim
descartou-se a solucdo de MTT e adicionou-se 200 pL de metanol em cada poco, de
forma a dissolver os cristais formados. Registou-se a absorvéncia a 595 nm e 630 nm
num leitor de microplacas Tecan SunriseTM. Foram realizados ensaios controlo em
que as células foram incubadas com meio de cultura DMEM suplementado com soro
fetal bovino, 100 U/mL de penicilina, 100 U/mL de estreptomicina e 2 mM de L-
glutamina. Para cada concentracdo foram realizados oito ensaios. Os resultados foram

expressos em percentagem de viabilidade considerando que a absorvéncia nos
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ensaios controlo corresponde a 100 % de viabilidade. A representacdo da viabilidade
associada a doses crescentes da solugdo a analisar permitiu calcular para cada
amostra analisada o IC50, ou seja, a concentragdo da amostra que apresenta 50 % de
viabilidade. O mesmo tipo de procedimento foi utilizado para as solucdes dos
compostos usados como padrdes, acido Quinico, Galico e Elagico.

2.6.3. Andlise preliminar do efeito da fraccdo Grande sobre as proteinas

celulares por SDS-PAGE e a permeacgdo dos compostos

De modo a avaliar o perfil de proteinas existentes na linha celular MCF-7 em
contacto com concentracdes crescentes da fraccdo Grande recorreu-se a analise
electroforética em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE) das proteinas presentes no
meio de cultura. Para estes ensaios as células foram cultivadas em microplacas de 12
pocos de acordo com o procedimento descrito em 2.6.2 em contacto com trés
concentracdes diferentes da fracgcdo Grande em meio DMEM suplementado com soro
fetal bovino, 100 U/mL de penicilina, 100 U/mL de estreptomicina e 2 mM de L-
glutamina. Foram utilizadas as concentrag6es da fraccdo Grande de 0,05, 0,2 e 0,35
mg/mL, respectivamente o ICy, ICso € ICg previamente conhecido do ensaio da
Inibicdo da proliferagéo celular. Apos 72 h de incubacgdo o meio de cultura contendo as
células nao viaveis, designado por sobrenadante, e as células viaveis, ressuspendidas
em PBS 1x, foram preservados a -80 °C. Foi efectuada a quantificacdo de proteina de
acordo com o método de Bradford " usando a albumina do soro bovino como padr&o
(Anexo 6.3.1) e a electroforese em gel de Poliacrilamida em condi¢bes desnaturantes
(SDS-PAGE) foi realizada num sistema horizontal (Gel Box, Amersham, GE
Healthcare) usando um gel de 10 pocos de gradiente de acrilamida 4-12 %
(Amersham ECL, GE Healthcare).

As proteinas do sobrenadante foram analisadas por SDS-PAGE; antes de se
aplicar as amostras no gel, foi necessério um tratamento prévio da amostra para
extraccao das proteinas. O sobrenadante foi descongelado e sonicou-se durante 10
minutos, e depois centrifugado a 4 °C a 16000 g durante 10 minutos. Retirou-se o
sobrenadante e quantificaram-se as proteinas de acordo com o método de Bradford.
Precipitaram-se “overnight” 20 pg com dois volumes de acetona a 4 °C, separaram-se

por centrifugacdo a 16000 g durante 10 minutos e secaram-se em azoto.

Inicialmente colocou-se o tampédo de corrida (Tampéao Tris-HCI 25 mM, Glicina
192 mM; SDS 0,1% m/v) no catodo e anodo do sistema. Foi efectuada uma pré-corrida

para equilibrar o gel de gradiente de acrilamida 4-12 % a 160 V durante 12 minutos. As
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amostras (20 pg) foram misturadas com tampao de aplicacdo 5x SDS-PAGE Sample
Loading Buffer (NZYtech) e aplicadas nos pogos do gel bem como o marcador de peso
molecular NZY Blue Protein Marker (NZY Tech). A corrida foi realizada a 100 V. O gel
foi corado overnight numa solugéo de azul de Coomassie (0,1% m/v) e posteriormente
descorado com uma solug&o metanol:&cido sulfarico. 8 O tratamento de resultados do
SDS-PAGE foi feito usando o software ImageJ.

O conteldo das células viaveis foi analisado por HPLC-DAD de acordo com o
procedimento descrito em 2.5.5 apds terem sido sujeitas ao mesmo procedimento de

sonicacao subsequente ao descongelamento referido anteriormente.
2.7. Andlise Estatistica

O software utilizado foi o GraphPadPrism 5.0 e os resultados foram expressos
como a média * desvio padrao. Foi realizada uma analise adicional da variancia pelo

teste-t com o valor de P= 0.05.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Caracterizacdo das Membranas

Como foi referido anteriormente, as membranas apds serem preparadas devem
ser compactadas ao modulo de Ultrafiltracdo, e s6 apds esta etapa devem ser
caracterizadas em termos de Permeabilidade Hidraulica, Rejeicdo a sais e solutos
organicos e determinado o seu Limite de Exclusdo Molecular.

3.1.1. Determinacdo da Permeabilidade Hidraulica

Foram preparadas um lote de membranas do tipo CA; e do tipo CA, de acordo
com o procedimento experimental descrito em 2.2. Ap6s a compactacdo das
membranas, determinou-se a Permeabilidade Hidraulica das membranas utilizadas,
tendo-se obtido os valores experimentais (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 — Valores registados experimentalmente para a massa de agua recolhida, o tempo
do ensaio e a temperatura da 4gua para as membranas CA; e CA,.

Presséo Pes_o Pes_o Peso Tempo  Temperatura
Membrana (bar) Vazio Cheio @) (min) C)
(@) (@)

1,0 168,83 208,61 39,79 30,0 32,0

1,5 141,42 191,35 49,94 25,0 31,0

CA; 2,0 122,15 179,75 57,60 22,0 29,0
2,5 136,88 185,69 48,81 15,0 28,0

3,0 137,88 187,24 49,36 15,0 26,0

1,0 133,75 201,11 67,36 2,0 14,8

1,5 156,35 227,23 70,88 15 15,0

CA, 2,0 141,38 229,61 88,23 15 15,5
2,5 136,84 242,44 105,6 15 16,1

3,0 153,63 275,04 121,41 15 16,6

Com as massas obtidas para cada ensaio, foi possivel determinar o caudal

massico e o fluxo de permeacéo através da expressao,

]p=

|

A area de cada uma das membranas utilizadas foi de 147,8 cm?, e o fluxo foi
corrigido para uma temperatura de 25 °C, através da equacgdo (2). Os resultados

obtidos s&o apresentados na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 — Caudais massicos (Q), fluxo de permeacéo (Jp) e fluxo a 25 °C para as

membranas CA; e CA,.

Membrana Presséo (bar) Q (Kg/h) Jp (Kg/h/m?) (i%/i?:n%

1,0 0,08 2,69 2,30
1,5 0,12 4,05 3,54

CA; 2,0 0,16 5,31 4,85
2,5 0,20 6,60 6,17
3,0 0,20 6,68 6,53
1,0 2,02 68,34 87,12
15 2,84 95,89 121,63

CA, 2,0 3,53 119,36 149,55
2,5 4,22 142,86 176,38
3,0 4,86 164,25 200,33

Com os valores obtidos na Tabela 3.2, foi possivel obter a Figura 3.1 que

relaciona o fluxo a 25 °C com a presséo de trabalho,

Ip 25°C (Kg/hfm?)

~Nowo s~ o o~ oo
[=] [=] [=} [=} [=} [=} [=]

-
[=]

o
[=]

Ip (25°C)=2,4242 AP
R?=0,9957

[=}

0,5 1 15 2
AP (bar)

25 3
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2500 -
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-
o
=
=]

100,0

o

K=}

=]
L

0,0

Ip (25°C)= 71,582 AP
R?=09119

05

15
AP (bar)

2

35

Figura 3.1 — Determinacéo da Permeabilidade Hidraulica para a membrana CA; (esquerda) e
CA, (direita).

A partir da equacéo (1), o declive da recta obtido corresponde a permeabilidade

hidraulica da membrana (L), como tal obteve-se os valores de permeabilidade para

cada membrana que se apresentam na tabela 3.3,
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Tabela 3.3 — Permeabilidade Hidraulica para as membranas CA; e CA,.

Membrana Lp (Kg/h/m?/bar)
CA; 2,42
CA, 71,58

3.1.2. Determinacéo darejeicdo das membranas a sais mono e bivalentes

Para determinar a rejeicdo aos sais das membranas, comecou-se por proceder
de forma idéntica aos ensaios anteriores, ou seja, a registar os valores experimentais
de presséo, temperatura, massa de fluido recolhido e tempo e a determinar o fluxo de
permeacao (Jp) e o fluxo a 25 °C (ver Anexo 6.1.1).

Para além disso, para os ensaios realizados mediu-se a condutividade quer da
solucdo salina, quer do permeado obtido, e converteu-se para concentragdo através

das rectas de calibracdo (ver Anexo 6.1.1).
NaCl [X] = 0,492 x Condutividade
Na,S0, [X] = 0,617 X Condutividade

Com os valores de concentragdo calculados, e a partir da relagdo (3), foi
possivel determinar os coeficientes de rejeicdo das membranas preparadas (Tabela
3.4).

Tabela 3.4 — Coeficientes de rejeicdo a sais monovalentes e bivalentes, para as membranas

CA; e CA,.
Membrana f NaCl (%) f Na,SO, (%)
CA; 12 48,8
CA, 0,5 3,8

Analisando os resultados obtidos para a membrana CA;, verificou-se que a
membrana apresenta valores de rejeicdes moderados para os sais, indicando um
processo de Ultrafiltragdo em que o didmetro do poro € reduzido. Para além disso foi
ainda possivel observar que o coeficiente de rejeicdo ao sal monovalente é inferior ao
do sal bivalente, como seria de esperar. Os valores de rejeicdo para a membrana CAy,
guer para o sal monovalente, quer para o bivalente, sdo préximos de zero, o que
significa que a maior parte das moléculas consegue atravessar 0s poros da

membrana, comprovando o uso de uma membrana de Ultrafiltracdo. “**!
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3.1.3. Determinacé&o darejeicdo das membranas a solutos organicos

Foram preparadas trés solugcbes de Polietilenoglicol (PEG), com massas
moleculares de 3000, 6000 e 10000 g/mol para a membrana CA;, enquanto para a
membrana CA, utilizaram-se solu¢cbes de PEG com peso molecular de 20000 g/mol e
Dextran 40000 e 70000 g/mol. Seguiu-se o procedimento experimental descrito em

2.3. e os resultados obtidos encontram-se no Anexo 6.1.2.

Para determinar a rejeicdo das membranas aos solutos organicas, mediu-se o

Carbono Orgéanico Total (COT), para o permeado e alimentacéo (ver Anexo 6.1.2). Os

resultados de rejeicdo obtidos estdo presentes nas Tabela 3.5 e 3.6.

Tabela 3.5 — Coeficiente de rejeicdo aos solutos organicos para a membrana CA;.

Membrana

f PEG 3000 (%)

f PEG 6000 (%)

f PEG 10000 (%)

CA;

89,82

97,06

98,84

Tabela 3.6 — Coeficiente de rejei¢cdo aos solutos organicos para a membrana CA,.

Membrana f PEG 20000 f Dextran 40000 f Dextran 70000
(%) (%) (%)
CA, 33,02 72,47 87,32

Pelas tabelas 3.5 e 3.6 foi possivel observar que os valores de rejeicdo das

membranas vado aumentando com o aumento do peso molecular das solugdes

organicas utilizadas. A partir destes valores, foi possivel obter a figura 3.2 que

relaciona o logaritmo de (f/(1-f) com o peso molecular dos solutos organicos

utilizados, e assim determinar o MWCO.
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Figura 3.2 — Determinacao grafica do MWCO para as membranas CA; (esquerda) e CA,
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Com as equacdes das rectas obtidas, e através da sua intersec¢do com a recta
y=1, obteve-se o valor de MWCO para cada membrana presente na tabela 3.7.

Tabela 3.7 — Limite de exclusdo molecular para as membranas CA; e CA,.

Membrana MWCO (kDa)
CA; 3
CA, 74

A partir dos valores obtidos, é possivel afirmar que o permeado recolhido
através da membrana CA;, contem maioritariamente moléculas com peso molecular
inferior a 3000 Da. Como tal, as membranas CA; foram utilizadas para a recolha da
fraccdo do efluente da cortica que foi identificada como frac¢cdo Pequena.

O valor de MWCO obtido para a membrana CA, permite concluir gue a maioria
das moléculas com peso inferior a 74000 Da tem a capacidade de atravessar 0s poros

da membrana e serem recolhidas no permeado.
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3.2. Ensaios com o Efluente da Cortica

Apenas depois de concluida a caracterizacdo total das membranas a utilizar, se
pode prosseguir para a etapa do tratamento do Efluente e recolha das suas fracgoes.

O efluente da Cortica foi separado em trés fracgdes, a fraccdo Pequena onde
se encontram 0S compostos que permeiam através da membrana com limite de
exclusdo molecular de 3000 Da, a fraccdo Média, onde se encontram 0S compostos
que permeiam através da membrana com MWCO de 74000 Da e que séo retidos pela
membrana de 3000 Da, e por ultimo a fraccdo Grande, onde se encontram 0s
compostos retidos pela membrana de 74000 Da.

3.2.1. Fraccéo Pequena

Através de um processo simples de ultrafiltracdo, modo de concentragéo,
utilizando a membrana CAg, realizaram-se dois ensaios seguidos para recolher a maior
quantidade possivel de permeado, de acordo com o procedimento experimental
descrito em 2.4. Tal como nos ensaios anteriores registaram-se 0s valores
experimentais de pressdo, temperatura, massa de fluido recolhido e tempo, e

determinou-se o caudal massico e os fluxos associados ao processo (Tabela 3.8).

Por ultimo determinou-se o Pr/PWP, que corresponde ao racio entre o fluxo a
25 °C obtido com a amostra e o fluxo de permeagéo obtido com agua pura, e que &
usado como indicador do desvio a idealidade, ou seja, permite comparar 0
comportamento face ao fluido utilizado com o comportamento que se obtém para a

agua. Este parametro foi calculado a partir da seguinte equacao,

P, Jp(25°C)
PWP  L,XAP

(4)
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Tabela 3.8 — Valores experimentais para os ensaios com o efluente da corti¢a utilizando as

membranas CA;.

Ensaio 1 2
Presséao (bar) 2 2
Peso Vazio (g) 128,49 144,31
Peso Cheio (g) 238,51 504,92

Peso (9) 110,03 360,61

Tempo (min) 90 345

Q (kg/h) 0,073 0,063

Jp (kg/h/m?) 2,48 2,12

T (°C) 28,4 20,7

Jp 25 °C (kg/h/m?) 2,30 2,35
Pr/PWP (%) 47 48

A partir dos valores obtidos, é possivel verificar que 0s ensaios, apesar de
terem duracOes diferentes, os parametros registados sdo semelhantes, como seria de
esperar. Para cada permeado recolhido foi analisado a Condutividade, o COT e a Cor,
bem como os respectivos coeficientes de rejeicdo (Tabela 3.9).

Tabela 3.9 — Condutividade, cor e carbono orgénico total (COT) das solucdes de Alimentacdo
(A) e Permeado (P), e respectivos coeficientes de rejeigao.

Ensaio 1 2
Condutividade A (uS/cm) 1920 1927
Condutividade P (uS/cm) 1361 1288

f (%) 29 33

Cor A 13320 13320

Cor P 510 275

f (%) 96 98
COT A (ppm) 2259,64 2259,64
COT P (ppm) 436,32 269,65

f (%) 81 88

Analisando os valores obtidos verificou-se que para 0 ensaio 2 os coeficientes
de rejeicdo sdo superiores ao primeiro ensaio, 0 que era esperado, uma vez que o
maior tempo de duracdo do ensaio 2, 345 minutos, relativamente ao ensaio 1, fez com
gue no ensaio 2 ocorressem fendmenos de polarizacdo de concentracao/colmatacao

da membrana o que aumentou a rejeicao.

45



3.2.2. FracgOes Média e Grande

Para a recuperagdo das outras duas frac¢bes do Efluente, foi necessério
recorrer a um processo de Diafiltracdo, de acordo com o procedimento experimental
descrito em 2.4. No caso da fraccdo Grande, utilizou-se a membrana CA,4, de forma a
remover 0s compostos de tamanho inferior a 74000 Da e a concentrar oS maiores no
retentado. A fraccdo Média foi obtida no concentrado da permeacdo através da
membrana CA; usando como alimentacdo o permeado da diafiltracdo da fraccao

Grande.

Durante o processo de Diafiltracdo registou-se o volume de Permeado
recolhido, o que permitiu determinar os Diavolumes (DV), através da seguinte relacéo,

volume de permeado recolhido

volume de alimentacao inicial

Assim, foi possivel obter a figura 3.3 e 3.4 que relacionam a variagdo do TOC

no permeado e alimentacdo, respectivamente.

Diavolume CA4
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
1400 Il Il 1 Il Il 1
¢ ¢
1200 | *
*
1000
L 4
3
] &
g 80 *e +CAL
g *
S 600 + +CA4
g *e
ao 1+ @ * oo *e,
. L NN ML PN
200 ’ ’ " & ..A’ &
*3 ¢
0 . T . . T T T T ]
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
Diavolume CAl

Figura 3.3 — Representacao grafica da variacdo do TOC no Permeado em fun¢éo do
Diavolume para ambas as membranas CA; e CA,.
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Figura 3.4 — Representacgéo grafica da variagdo do TOC na Alimentagdo em funcao do
Diavolume, para ambas as membranas CA; e CA,.

Como se pode observar pela andlise destes graficos, o TOC quer do

Permeado, quer da Alimentag&o diminui ao longo do processo de diafiltragcéo, até que

estabiliza, altura na qual o processo foi interrompido.

Obteve-se também a figura 3.5, que demonstra as varia¢des de fluxo ao longo

do processo de diafiltracédo. Verificou-se que o fluxo se mantém constante ao longo do

processo para a membrana CA; enguanto na membrana CA, se observaram variacées

de fluxo ao longo do processo, associadas a variagdes de pressao.
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Figura 3.5 — Representagéo grafica da variacdo do Fluxo em funcéo do Diavolume para ambas

as membranas CA; e CA,.
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A figura 3.6 relaciona os factores de rejeicdo de ambas as membranas ao

longo do processo.

Diavolume CA4
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Dia volume CA1

Figura 3.6 — Representacgéo grafica da variagdo do coeficiente de rejeicdo em funcao do
Diavolume para ambas as membranas CA; e CA,.

Pode-se verificar que o coeficiente de rejeicdo, para a membrana CA,, vai
aumentando, até atingir um patamar proximo dos 85%. Por outro lado, a rejeicdo na
membrana CA; permaneceu constante num valor de aproximadamente 55% durante
todo o processo, isto deve-se ao facto da membrana CA,;, por ter 0s poros mais
pequenos, ndo ser tdo afectada pela polarizagdo de concentracdo comparativamente
com a membrana CA,, o0 que lhe permitiu a membrana CA; manter constante a sua

selectividade ao longo do processo.
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3.3. Caracterizacao do Efluente da cortica e das frac¢cdes

3.3.1. Quantificacdo das Fraccdes do Efluente

As fracgOes obtidas através dos processos de membranas foram quantificadas
em termos de Fendis Totais, Taninos e Acucares, de acordo com o procedimento
experimental descrito em 2.5.1, 2.5.2 e 2.5.3, respectivamente e tendo-se obtido os

seguintes resultados (Tabela 3.10).

Tabela 3.10 — Caracterizacdo das diferentes fraccdes relativamente a Fendis Totais, Taninos e

Agucares.
Fraccéo Fraf:g_ao Fraccéo
Efluente Pequena SOOEAzd;Zooo Grande
<3000 Da Da >74000 Da
Fendis
(mg/mg 0,100 = 0,005 0,053 + 0,004 0,079 £ 0,004 0,156 + 0,005
extracto)
Taninos
(mg/mg 0,062 + 0,004 0,025 +0,002* 0,031 +0,001* 0,074 + 0,003
extracto)
AcUcares
(mg 0,217 +0,026" 0,128 £ 0,04° 0,065 +0,008° 0,278 + 0,052°
glucose/mL)
TOC (ppm) 2259,64 352,99 427,99 1602,25

a,b,c — os valores ndo sao significativamente diferentes entre si, segundo o teste da ANOVA
para um intervalo de confian¢a de 95%, obtido através do programa GraphPad Prism

Em termos de Fendis totais e Taninos, verificou-se que a quantidade destes
compostos aumenta no sentido das fracgdes maiores, sendo que a frac¢gdo mais rica
neste tipo de compostos é a fracgcdo Grande, apresentando maior concentragdo de

fendis e taninos do que o proprio Efluente.

Relativamente a quantificacdo dos AcUcares redutores, a fraccdo Grande e o
efluente sdo as que apresentam uma maior presenca destes compostos, tal como
referido anteriormente (no ponto 1.3.1.1) o efluente da cortica caracteriza-se por ter
uma elevada carga organica e uma grande quantidade de compostos fendlicos e
acucares. %! A presenca dos aclcares na fraccdo Grande pode estar relacionada
com o facto de os agucares poderem formar complexos com 0s taninos presentes no
efluente da cortica, e assim originarem moléculas de elevado peso molecular que tém

dificuldade em atravessar os poros das membranas.
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No caso da membrana CA,, 0 aumento dos taninos no concentrado levou a que
os agucares ficassem maioritariamente retidos na fracgdo Grande e portanto menos
abundantes na fracgcdo Média. Analisando os valores de carga organica, observou-se
uma diminuicAo dos mesmos comparativamente ao efluente, indicando que este

processo é eficiente no tratamento do efluente da cortica.
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3.3.2. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A técnica de espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier foi
utilizada de acordo com o procedimento descrito em 2.5.4, para uma analise preliminar
da composicado quimica do efluente da cortica e das suas fraccbes. A espectroscopia
de FITR baseia-se nas vibracbes dos atomos de uma molécula que resultam numa
alteracdo do momento dipolar da molécula e no facto das ligacdes quimicas
apresentarem frequéncias especificas as quais vibram a niveis de energia bem
definidos, permitindo identificar os grupos funcionais presentes na molécula. % Na

Figura 3.7, encontram-se os espectros do efluente e de cada fracgéo recolhida.
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Figura 3.7 — Comparacao dos espectros de infravermelhos obtidos das frac¢bes recolhidas e
do efluente, em KBr (1 mg).

De uma forma geral, a comparagdo destes espectros revela uma elevada
semelhanca espectral com o aparecimento em todas as amostras analisadas de
bandas de absor¢cdo nas frequéncias assinaladas na Figura 3.7, no entanto com
diferentes intensidades. Aos 3383 cm™ é visivel uma banda larga e intensa
caracteristica das vibracdes de alongamento das ligac6es —OH presentes em variados
compostos como nos polissacaridos e nos compostos fendlicos. A banda aos 2926 cm’
! com um pequeno ombro a 2860 corresponde & vibragéo simétrica e assimétrica de
alongamento das ligacdes C-H nos grupos CH, e CH; das cadeias alifaticas de

polissacaridos e alguns compostos fenélicos como os taninos. %

A regido 1800-900 cm™ tem parte da regido de impressdo digital e inclui a

absorcéo tipica de moléculas fendlicas, tais como a vibracdo de alongamento dos
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grupos carbonilo C=0 a 1716 cm?®, U

gue aparece como um ombro e mais
perceptivelmente na fraccdo Grande e no efluente. No entanto, alguns autores
atribuem um pico especifico em torno de 1716 cm™ a um grupo C=0O-H que
corresponde a interac¢do por ligacdo de taninos, tal como a catequina, quando
imersos numa matriz polimérica proporcionando uma ferramenta de diagnostico para o
estudo de interaccdes de polimeros. ¥ Como foi mostrado, tanto no efluente como na
fraccdo Grande, existe um maior teor em acgucares e taninos nestas frac¢gbes (Tabela
3.10) e a presenca deste pico nos espectros de FTIR em ambas, confirmou as
interaccOes anteriormente indicadas e/ou a agregacdo que ocorrem devido aos
polimeros, tais como os agUcares e taninos. No entanto, a presenca desta banda a
1716 cm™ pode também evidenciar a existéncia de acidos urénicos. A presenca deste
tipo de compostos tem evidenciado uma elevada actividade na eliminagédo de espécies

reactivas de oxigénio. !

A frequéncia 1616 cm™ e aos 1385 cm™ encontram-se bandas caracteristicas
da vibracdo do grupo C=0O, de C=C e outras vibracdes caracteristicas de anéis
aromaticos dos compostos fendlicos. ®*®Y Szo visiveis também a 1319, a 1240 e a
1041 cm™, bandas caracteristicas das vibragbes simétricas e assimétricas das
ligacbes C-O dos compostos fendlicos e taninos. ®” Estas trés bandas sdo mais
intensas na fraccdo Grande o que confirma a presenga de uma maior quantidade

deste tipo de compostos nesta fracgéo, relativamente a todas as outras e ao efluente.
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3.3.3. Cromatografia Liquida de elevada resolugcdo (HPLC-DAD)

As fraccBes recolhidas e o Efluente foram analisados através de uma
cromatografia liquida de elevada resolucdo (HPLC-DAD) com uma coluna de fase
reversa RP-18, descrita em 2.5.5, o cromatograma obtido para o Efluente é

apresentado de seguida na Figura 3.8.
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Figura 3.8 — Cromatograma do efluente da cortica para uma concentracdo de 1mg/mL.

Com o cromatograma obtido para o Efluente da cortica, foi possivel identificar
cinco picos maioritarios de compostos presentes na amostra. De seguida comparou-se
0 cromatograma da Figura 3.8 com os cromatogramas das restantes frac¢bes de
forma a averiguar a presenca dos compostos identificados e pela intensidade dos

picos a quantidade relativamente ao efluente da cortica.
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Figura 3.9 — Sobreposi¢édo dos cromatogramas do Efluente com a frac¢do Pequena

Como se pode observar pela comparag¢éo dos cromatogramas do Efluente e da
fraccdo Pequena (Figura 3.9), verificou-se a presenca da maioria dos compostos em
ambas as amostras, sendo que na fracgdo Pequena eles se encontram em menor

gquantidade do que no Efluente.
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Figura 3.10 — Sobreposigdo dos cromatogramas do Efluente com a fracgdo Média
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Para a fraccdo Média, cujo cromatograma esta representado na Figura 3.10,
existe também uma sobreposi¢cdo quase completa com o cromatograma do Efluente,
havendo apenas a diminuicdo do pico ao tempo de retencdo de 15 minutos, € 0
aparecimento de dois picos identificados com os nimeros 2a. e 4a aos tempos de
retencdo de 5 e 10 minutos, respectivamente. Os espectros de UV-vis destes dois
picos estao representados na Figura 3.11.
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Figura 3.11 — Espectros de UV-vis dos picos 2a. (esquerda) e 4a. (direita).

Através dos espectros UV-vis de cada um dos picos, e por comparagdao com a
literatura, é possivel propor que se trata de compostos da familia dos elagitaninos,
vulgarmente encontrados na cortica, em que a um acido hexa-hidroxi-difenico (HHDP
— Figura 3.12) se encontra ligado um residuo glicosideo. *®

OH

HO

OH

HO
HO OH

HO

Figura 3.12 — Estrutura molecular do HHDP. *®!
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O cromatograma da fraccdo Grande foi também comparado com o do efluente,

tendo-se obtido a figura 3.13.
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Figura 3.13 — Sobreposicdo dos cromatogramas do Efluente com a frac¢éo Grande.

Analisando os cromatogramas da frac¢cdo Grande e do Efluente (Figura 3.13),

verificou-se que a fraccdo Grande € aquela que difere mais do Efluente, sendo

constituida maioritariamente por dois compostos, que estdo representados pelos picos

leb.

Na Tabela 3.11, estdo representadas as intensidades relativas para os sinais

dos picos maioritarios identificados por HPLC-DAD.

Tabela 3.11 — Intensidade relativa dos sinais dos picos maioritarios obtidos por HPLC-DAD
para o Efluente da cortica e suas fracgdes.

Pico Efluente da Fraccéao Fraccéao Fraccéao
cortica Pequena Média Grande
1 + ++ + +
2 + + - -
3 + + - -
4 + + + -
5 + - - +++
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3.3.4. Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa (LC-
MS)

Para completar a caracterizacdo do Efluente e das respectivas fraccoes, estes
foram analisados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-
MS), conforme o procedimento experimental descrito em 2.5.6, tendo-se conseguido
identificar os seguintes compostos (Tabela 3.12).

Tabela 3.12 - Compostos fendlicos identificados no efluente da cortica e respectivas fraccdes,
perfis de fragmentacdo MS" e de absorcéo no UV.

Nome do . . 5
Composto Pico [M-H] m/z MS“m/z UV A (nm)
Acido Quinico 1 191 228
Acido Galico 2 169 125 228: 271
Acido 3 153 109 228: 259: 292
Protocatecuico
Acido carboxilico 4 201 247 229: 260
de Brevifolina
Acido Elagico 5 301 254: 366

Para além destes compostos, foi ainda possivel identificar apenas no efluente
da cortica, outros que nao se visualizam no espectro cromatografico, devido a terem
uma baixa absortividade ou estarem presentes em baixa quantidade (Tabela 3.13).

Tabela 3.13 - Compostos fendlicos identificados no efluente da cortica e perfis de
fragmentacdo MS".

Nome do Composto [M-H] m/z MS®m/z
Galato de Metilo 183 169; 125
Acido-o-hexdsido acetil triterpeno 711 665; 503
Derivado do Acido Cumarico 283 164
Derivado do Acido Cumarico 299 265; 206; 164

Na Figura 3.14 encontram-se representadas as estruturas moleculares de
alguns compostos identificados no efluente e nas frac¢des recolhidas. Os espectros

MS? dos compostos identificados encontram-se no Anexo 6.2.2.
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Figura 3.14 — Estruturas quimicas de compostos identificados no Efluente da cortica.



Uma analise do cromatograma por HPLC-DAD do efluente da cortica, Figura
3.8, e tendo por base os cinco picos maioritarios identificados na Tabela 3.12 por LC-
MS, pode prever-se que o efluente é constituido por cerca de 36% de acido Galico (2),
26% de acido Quinico (1), 18% de &cido Protocatecuico (3), 14% de &cido carboxilico
de Brevifolina (4) e 6% de &acido Elagico (5). Aplicando a mesma metodologia as
fraccbes Pequena e Média, Figura 3.9 e 3.10 respectivamente, o acido Elagico (5) ndo
se encontra presente em nenhuma delas sendo que ambas séo constituidas por &cido
Quinico (1), cerca de 15% para a fracgdo Pequena e 59% para a Média, acido Galico
(2), cerca de 50% e 12%, &cido Protocatecuico (3) cerca de 16% e 8% e acido
carboxilico de Brevifolina (4), cerca de 19% e 20%, respectivamente. A fraccdo
Grande é formada por uma mistura de acido Quinico (1), aproximadamente 60%, e 0s
restantes 40% de &cido Elagico (5). Apesar da massa molar destes 2 compostos ser
muito inferior ao MWCO da membrana, 74000 Da, o que indicaria que eles
permeariam facilmente através da membrana, eles sdo grandemente rejeitados pela
membrana uma vez que ha uma grande acumulacdo de material a superficie da

membrana que funciona como uma barreira adicional na transferéncia de massa. ™

A quantificagdo de &acido Quinico, Galico e Elagico (Tabela 3.14) identificados
como maioritéarios no efluente e fracgdes recolhidas, foi efectuada com base em curvas
de calibracdo recorrendo aos padrbes comerciais, obtidas por HPLC-DAD (ver Anexo
6.2.3).

Tabela 3.14 — Doseamento do Acido Quinico, Gélico e Elagico nas diferentes fraccdes
recuperadas e no Efluente para uma concentragcédo de 1 mg/mL.

Fraccao Fracc&o Fraccao
Composto Efluente Pequena Média Grande
Acido Quinico (1)
313 314 711 338
(ng/mg)
Acido Galico (2)
9 20 4 e
(ng/mg)
Acido Elagico (5) 6 e 9
(ng/mg)

Com base nos resultados obtidos da quantificacdo dos compostos maioritarios
por HPLC-DAD, verificou-se que o0 &cido Quinico € o composto maioritario no efluente
da cortica e nas suas fracgfes, devido & sua baixa absortividade, ou seja, o pico do
Quinico tem menor absortividade aos diferentes comprimentos de onda quando

comparado com os cromatogramas dos acidos Galico e Elagico.

59



Actividade Antioxidante (%)

Actividade Antioxidante (%)

3.3.5. Actividades Bioldgicas do efluente da cortica e frac¢oes

3.3.5.1.

Actividade Antioxidante

Foram realizados ensaios de actividade antioxidante, de acordo com o método

do DPPH descrito em 2.5.7, para as frac¢Oes recolhidas e para o efluente tendo-se

obtido os resultados da Figura 3.15.
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Figura 3.15 — Perfis antioxidantes para as frac¢des recolhidas e para o efluente, onde C
representa a concentragdo em pg/mL e AA representa a actividade antioxidante em %.

Como se pode observar a actividade antioxidante aumentou de um modo

dependente da dose para todas as frac¢des e para o efluente, obtendo-se coeficientes

de correlacdo entre 0,9816 e 0,9907. Pela andlise das figuras obtidas é possivel

observar que o efluente e a frac¢cdo Grande s&o as fraccbes que possuem uma melhor
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actividade antioxidante, dado a diferenca do declive das rectas para esses ensaios

relativamente as restantes.

A partir das equacdes da rectas obtidas para cada ensaio, foi possivel

determinar o ECs, para cada fracgéo (Tabela 3.15).

Tabela 3.15 — Determinacgédo do ECs, da Actividade Antioxidante de cada fracgéo.

ECso (Hg/mL)

Efluente

23,48 + 1,38
Fraccéo Pequena N
<3000 Da 38,87 + 3,59
Fraccdo Média
3000 a 74000 Da 35,68 + 2,84
Fraccao Grande 2370 + 1,25

>74000 Da

Com a determinacdo do ECs, para as frac¢des recolhidas, concluiu-se o que ja
tinha sido referido anteriormente, que a fraccdo Grande e o Efluente sdo as que
apresentam a melhor actividade antioxidante. Este facto pode ser justificado, ndo s6
pela maior presenca de Fendis e Taninos nestas frac¢cdes do que nas restantes
(Figura 3.16), comprovando assim o potencial antioxidante conhecido por parte deste
tipo de compostos, como também pela presenca de &cidos urénicos detectados nestas
fracgcOes através da espectroscopia de FTIR (Figura 3.7) e/ou pela presenca do &cido

Elagico nestas fracgbes (Tabela 3.14).
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Figura 3.16 — Influéncia da quantidade de Fendis e Taninos na Actividade Antioxidante de
cada fraccdo e do efluente.

61



De modo a avaliar o efeito da presenca dos compostos na actividade
antioxidante exibida pelo efluente e fracgdes foram realizados ensaios de
determinacdo da actividade antioxidante usando a mesma metodologia para os
padrdes comerciais. O ECs, determinado para os padrbes estd representado na
Tabela 3.16, no caso do &cido Quinico este apresentou um valor muito baixo de
actividade antioxidante, ndo sendo possivel determinar o seu ECso. Para o &cido
Quinico uma concentragdo de 1,5 mg/mL apresentou uma actividade antioxidante de
5,14% £ 2,95.

Tabela 3.16 — Determinacdo do ECsy da Actividade Antioxidante de cada padréo.

ECso (Mg/mL)
Acido Gélico 0,54 + 0,02
Acido Elagico 1,84 + 0,07

Para o efluente, o &cido Galico justifica cerca de 39% da actividade
antioxidante desta frac¢do, enquanto o acido Elagico representa cerca de 8%. A
restante actividade pode ser justificada por outros compostos presentes na fracgdo ou
por um fendmeno de sinergismo, ou seja, 0 acido Quinico apesar de ser um
antioxidante fraco, como referido, na presenca de outros compostos pode potenciar a
actividade antioxidante dos mesmos e assim aumentar a actividade global da fraccao.
%61 A semelhanca da fraccdo Grande em que o acido El4gico representa apenas cerca
de 12% da actividade total da fraccdo, e uma vez que ndo contém acido Galico a sua
actividade antioxidante pode ser justificada pela presenca do acido Quinico pelas

razbes apresentadas anteriormente.

Nas fraccdes com menor actividade antioxidante, como a fraccdo Média, o
acido Gdlico representa cerca de 26% da actividade da mesma, sendo que a presenca
de maior quantidade de acido Quinico nesta fracgéo relativamente a todas as outras
podera justificar a actividade antioxidante da mesma. No caso da frac¢do Pequena o
acido Galico aparentemente justifica aproximadamente toda a actividade da fracgéo e
aqui a quantidade do Quinico € menor. Em ambas as frac¢des, Pequena e Média, foi
verificado que ndo contém &cido Elagico, mais concretamente a auséncia do par
Quinico/Elagico, que como referido anteriormente parece potenciar, no efluente e

fraccdo Grande, o efeito antioxidante exibido por estas fraccoes.
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Inbicdo da

3.3.5.2. Inibicédo da Peroxidac&o Lipidica

Foram realizados ensaios de inibicdo da peroxidacao lipidica, de acordo com o
método dos TBARS descrito em 2.5.8, para o efluente, para as fraccdes e para os
padrBes comerciais que representam os compostos maioritarios, acido Quinico, Galico
e Elagico.

Para os padrbes os resultados sé@o apresentados na Figura 3.17 para o acido
Gadlico e acido El4gico. O &cido Quinico registou uma baixa actividade de inibicdo da
peroxidacgdo lipidica e para uma concentracéo de 1,36 mg/mL obteve-se uma inibi¢cao
de 39,81% + 0,68.
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Figura 3.17 — Representagéo grafica da Inibicdo da Oxidacao Lipidica do &cido Galico, Quinico
e Elagico, em fun¢éo da concentracdo, onde C representa a concentracdo em pg/mL e Ini.
representa a inibicdo da peroxidacao lipidica em %.

Como se pode observar a inibicdo da peroxidagdo lipidica aumentou de um
modo linear com o aumento da concentracdo para o &cido Galico e Elagico, obtendo-
se coeficientes de correlagdo de 0,999 e 0,99. Pela analise das figuras obtidas é
possivel observar que o 4cido Galico apresenta uma melhor inibicdo, dado a diferenca
do declive das rectas. A partir das equacdes da rectas obtidas para cada ensaio, foi
possivel determinar o ECs, para cada padrao (Tabela 3.17).
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Tabela 3.17 — Determinacao do ECsq da inibicdo da oxidacao lipidica de cada padrao.

ECso (mg/mL)
Acido Galico 0,42 + 0,02
Acido Elagico 0,67 + 0,05

Para o efluente e para as fraccGes os valores registados de inibicdo da
peroxidacdo lipidica foram muito baixos e foram registadas varias interferéncias no
método, possivelmente devido a interaccdes entre os agUcares presentes nas

amostras e os reagentes utilizados no ensaio. *”!
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3.3.6. Ensaios em linhas celulares humanas do cancro da mama MCF-7

3.3.6.1. Determinacéo da Citotoxicidade

O efluente da cortica e as diferentes frac¢des obtidas foram ainda estudados

em linhas celulares humanas do cancro da mama de MCF-7 para avaliar o potencial

citotoxico das mesmas (Figura 3.18), de acordo o método do MTT descrito em 2.6.1.
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Figura 3.18 — Perfis citotoxicos em linhas celulares humanas do cancro da mama MCF-7, para
o efluente e para as frac¢des recolhidas, onde C representa a concentragdo em mg/mL e Cit.

representa a citotoxicidade em %.

Como se pode observar na Figura 3.18 a citotoxicidade aumentou de um modo

dependente da dose para todas as fraccfes e para o efluente, obtendo-se coeficientes

de correlacao entre 0,9574 e 0,9863. Pela analise das figuras obtidas é possivel

observar que a fraccdo Grande é a fraccdo que possui uma melhor actividade

citotoxica, porque tera maior efeito citotoxico para concentracdes inferiores.
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Com os resultados obtidos foi possivel determinar o ICs, para cada uma das

fracgbes em estudo, tendo-se obtido os seguintes resultados (Tabela 3.18).

Tabela 3.18 — Determinacao do ICsy da Actividade Citotéxica de cada fraccao a 24h.

ICso (Mg/mL)

Efluente =2
Fraccédo Pequena =2
<3000 Da
Fraccdo Média 52
3000 a 74000 Da
Fraccdo Grande 0,78 + 0,03

>74000 Da

Analisando os resultados obtidos verificou-se que nenhuma das fracgbes
apresenta valores relevantes de citotoxicidade, uma vez que concentracdes superiores
a 0,1 mg/mL sdo consideradas n&o téxicas para células humanas % mesmo assim
a fraccdo Grande é a que apresenta um valor de ICs, inferior (0,78 mg/mL). Esta
fracgdo, como mostrado na Tabela 3.14, é a que apresenta maior quantidade de &cido
Elagico quando comparada com as outras fraccdes e com o proprio efluente da
cortica, o que pode indicar que a presenca deste composto tem um efeito directo no

aumento da toxicidade desta fraccao.

Foram realizados ensaios usando a mesma metodologia para avaliar o
potencial citotéxico dos padrdes comerciais dos compostos presentes no efluente e
fraccdes em estudo, nomeadamente o Acido Galico, o Quinico e o Elagico (Figura
3.19).
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Figura 3.19 — Perfis citotéxicos em linhas celulares humanas do cancro da mama MCF-7 para
os padrBes em estudo, onde C representa a concentracdo em mg/mL e Cit. representa a
citotoxicidade em %.

Pela analise da Figura 3.19 verifica-se que a citotoxicidade aumenta com o
aumento da concentragédo dos padrdes, e para além disso, é possivel desde ja concluir
que o acido Quinico é 0 menos citotéxico dos compostos, obtendo-se coeficientes de
correlagdo entre 0,9631 e 0,9927.

Através dos resultados obtidos foi possivel determinar o ICs, para cada dos

padrbes, tendo-se obtido os seguintes resultados (Tabela 3.19).

Tabela 3.19 — Determinagéo do ICs, da Actividade Citotoxica em linhas celulares humanas do
cancro da mama MCF-7 de cada padrao.

IC59 (Mmg/mL)

Acido Quinico >0,5
Acido Galico 0,24 + 0,01
Acido Elagico 0,22 + 0,005

Os resultados obtidos para os padrbes permitem afirmar que nenhum deles
apresenta um nivel de citotoxicidade relevante ®% e como referido anteriormente, o
acido Quinico é o menos citotdxico, enquanto o acido Galico e Elagico tém niveis de
citotoxicidade idénticos. Dada a baixa citotoxicidade do acido Quinico sera a presenca

de maior quantidade de acido Elagico na fraccdo Grande relativamente ao efluente
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que podera justificar o aumento da citotoxicidade desta fraccdo, como referido

anteriormente.

Foi adicionalmente estudada a influéncia do tempo de exposi¢céo, durante 48 e
72 horas, das células humanas do cancro da mama MCF-7 ao efluente e as frac¢oes,
utilizando uma concentracdo de 2 mg/mL para o Efluente, fraccdes Pequena e Média,
e uma concentracdo de 0,8 mg/mL para fraccdo Grande, e obteve-se os resultados da
Tabela 3.20 que foram comparados com a citotoxicidade nas mesmas condi¢des a
24h.

Tabela 3.20 — Determinacao da Citotoxicidade em linhas celulares humanas de cancro da
mama MCF-7 de cada frac¢édo a 48 e 72h.

Citotoxicidade a Citotoxicidade a Citotoxicidade a
24h (%) 48h (%) 72h (%)

Efluente 37,95+1,72 91,75+ 4,44 70,64 + 14,11
Fraccéo

Pequena 32,10 + 3,88 0 0
<3000 Da

Fraccao

Média
3000 & 74000 46,92 + 4,60 12,92 + 7,63 94,47 + 0,84
Da

Fraccao

Grande 50 91,93 + 3,60 84,61 + 3,19
>74000 Da

Como se pode observar os valores de citotoxicidade do efluente e da fracgéo
Grande aumentam com o tempo de exposicdo. Para a fraccdo Pequena os valores de
citotoxicidade diminuem com o tempo de exposicdo. A fraccdo Média apresentou
valores incoerentes, e como tal sugere-se que 0 ensaio se devera repetir antes de tirar
alguma concluséo sobre o comportamento desta fraccdo. Ainda dada a limitacdo de

tempo ndo foi possivel realizar o mesmo tipo de estudo com os padrdes comerciais.

De qualguer modo, para as concentracdes de efluente, fraccbes e padrdes
utilizadas em contacto com a linha celular do cancro da mama MCF-7, os valores
obtidos de citotoxicidade permitiram concluir que o efluente e as frac¢cdes ndo sdo
toxicas ®®! e como tal apresentam potencial para poderem ser utilizadas como fontes

seguras dos compostos fendlicos que contém.
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3.3.6.2. Inibicdo da Proliferag&o Celular

De modo a avaliar o potencial citoestatico do efluente e das frac¢cdes na
inibicdo da proliferacdo da linha celular humana do cancro da mama MCF-7, foi
realizado o crescimento das células em contacto com estes e avaliada a viabilidade
celular pelo método do MTT ap6s 72h de crescimento de acordo com o procedimento
experimental descrito em 2.6.2. Os resultados obtidos apresentam-se na figura 3.20.
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Figura 3.20 — Perfis da inibicdo da proliferacé@o celular em linhas celulares humanas do cancro
da mama MCF-7 para as fracc¢des recolhidas e para o efluente, onde C representa a
concentracdo em mg/mL e Via. representa a viabilidade celular em %.

Como se pode observar ha um efeito na reducéo da proliferagédo celular a 72h
com o aumento da concentracdo do efluente e das frac¢gbes, sendo evidente a reducéo
da viabilidade das células da linha celular MCF-7 com o aumento da concentracao,

obtendo-se coeficientes de correlagdo entre 0,9533 e 0,9995. Para além disso foi
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possivel observar que a reducado de viabilidade é mais acentuada na fraccdo Grande
seguida do efluente, por comparacao entre os declives obtidos para as fraccoes Média
e Pequena.

Tal como anteriormente, determinou-se o ICsy (que neste caso corresponde &
concentracdo de amostra que apresenta 50% de viabilidade) para cada um dos

ensaios, obtendo-se os resultados da Tabela 3.21.

Tabela 3.21 — Determinacéo do ICsy da Inibicdo da Proliferacdo Celular em linhas celulares
humanas de cancro da mama MCF-7 de cada frac¢éo.

ICs0 (mg/mL)

Efluente 0,38 + 0,02
Fraccdo Pequena >1
<3000 Da
Fracgdo Média
3000 a 74000 Da 046+ 002
Fraccao Grande 0,20 + 0,003

>74000 Da

E evidente que, o efluente e as fraccdes recolhidas tém maior efeito na reducéo
da proliferacéo celular do que propriamente na morte das células, uma vez que 0s ICsg
determinados na tabela 3.21 s&o substancialmente inferiores aos obtidos para os
ensaios de citotoxicidade (Tabela 3.18) e portanto os compostos presentes tém maior

potencial de utilizacdo como agentes citoestaticos.

Este tipo de compostos pode inibir a formacéo e crescimento de tumores por
indugdo da paragem do ciclo celular e apoptose. As células malignas séo
caracterizadas por uma proliferacdo excessiva, incapacidade de realizar apoptose em
condi¢cbes normais, e um tempo de vida prolongado ou imortalizado. A regulagédo do
ciclo celular é alterada nestas células, assim qualquer perturbacdo de proteinas
especificas do ciclo celular por compostos fendlicos pode potencialmente afectar e/ou

bloquear a proliferacdo continua destas células cancerigenas. 2*2¢

Diferentes autores verificaram que os polifendis podem afectar o crescimento
de células de cancro através da inducdo de apoptose em muitas linhas celulares, tais
como o de hepatoma (HepG2), do cdlon (SW620, HT-29, CaCo-2, e HCT-116), da
prostata (DU-145 e LNCaP), do pulmao (A549), da mama (MCF-7), o melanoma (SK-
MEL 28 e SK-MEL-1), o neuroblastoma (SH-SY5Y) e as células de leucemia HL-60. A

inducdo de apoptose e/ou a inibicdo da proliferacdo por polifendis foi relatada como
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resultando de um certo nimero de mecanismos, incluindo inducdo da paragem do

ciclo celular. 21329

Além disso, alguns estudos demonstraram que estes compostos exibem efeito
diferencial em células cancerigenas comparativamente com as células normais. Por
exemplo, um extracto rico em antocianina de Aronia tem a capacidade para induzir o
blogueio do ciclo celular em células HT-29 do cancro do célon, mas ndo em células do
c6lon normais (NCW460). 22

Em termos de inibicdo da proliferacdo celular, a fraccdo Grande foi a que
apresentou o maior efeito citoestatico devido a presenca de maior quantidade de acido
Elagico nesta fracgcdo relativamente as restantes e ao efluente da cortica. Estudos
recentes in vitro e in vivo tém mostrado que o acido Elagico provoca efeitos

anticancerigenos por inibicéo da proliferacéo de células tumorais. ["”
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3.3.6.3. Anadlise preliminar do efeito da fracgcdo Grande sobre as
células por HPLC-DAD e SDS-PAGE

Devido a este potencial citoestatico exibido pela fraccdo Grande e de modo a
compreender o seu efeito molecular nas células da linha celular do cancro da mama
MCF-7, foi iniciado um estudo preliminar sobre o efeito no contetdo intracelular e no
contetdo proteico das células quando em contacto com concentragfes crescentes
desta frac¢do, nomeadamente 0,05 mg/mL (ICy), 0,2 mg/mL (ICs) e 0,35 mg/mL
(ICg0), em que 0 ICy, 0 ICs € 0 ICg, correspondem a concentracdo de amostra que
apresenta 10%, 50% e 80% de citotoxicidade, respectivamente.

Apés 72 h de incubagdo das células com as concentragfes crescentes da
fraccdo Grande, o conteudo intracelular das células viaveis foi analisado por HPLC-
DAD de acordo com o procedimento descrito em 2.5.5. (Figura 3.21), e 0
sobrenadante com as células mortas em suspensdo analisado por SDS-PAGE de
acordo com o procedimento descrito em 2.6.3, com 0 objectivo de observar se alguns
compostos da fraccdo Grande permeavam as células e qual o seu efeito na inibicdo do

crescimento celular e nas respectivas proteinas.

120000 -
100000
80000 -
B
(=]
S Controlo
£ 60000 -
e —|C10
2
40000 - IC50
|80
20000 - 1
0 - NS
0 1 2 3 4 5 6
Tempo de Retengdo (min)

Figura 3.21 — Comparag¢éo dos cromatogramas das células removidas, de cada

concentracao da fraccdo Grande.
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No caso do estudo por HPLC-DAD do conteudo intracelular (Figura 3.21),
verificou-se que nos ensaios do ICs, e 1Cg, a quantidade de células existentes para
andlise foi muito baixa devido ao efeito inibitdério no crescimento celular e como tal os
cromatogramas ndo apresentam picos evidentes. No caso do ensaio controlo em que
as células estdo em contacto com o meio de cultura e do ensaio com a fracgdo a
concentracao do ICy, a quantidade analisada do conteldo intracelular é praticamente
idéntica com uma ligeira diminuicAo da intensidade dos picos obtidos no
cromatograma do contetdo com o IC,5, como seria de esperar, uma vez que a
concentracdo de compostos aplicada nos pogos do IC,, foi muito reduzida e por esse

motivo foi apenas reduzido o efeito no crescimento celular.

Para além disso, por comparacdo destes cromatogramas do contelddo
intracelular com o cromatograma da fraccdo Grande aos mesmos tempos de retencao
(Figura 3.22), verificou-se que o &cido Quinico (1) se encontra presente no
cromatograma das células em contacto com a concentracdo dos pog¢os do ICy, 0 que
permite concluir que existiu permeabilidade das células ao &cido Quinico, o que seria
de esperar sendo que este € 0o composto que se encontra em maior quantidade na

fraccdo Grande.

-

1 === Fracc¢do Grande
e | C10
Controlo
1
0 1 2 3 4 5

Tempo de Retengdo (min)

Figura 3.22 — Comparacédo dos cromatogramas das células removidas, de cada concentragao
da fraccdo Grande com a mesma, nos primeiros 5 minutos da cromatografia.
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Por analise dos espectros de UV-vis do pico 1 (Figura 3.23) foi constatado que
0s espectros de UV-vis sdo idénticos para a fraccdo Grande, para as células do IC,o e
para a comparacdo com o espectro de UV-Vis do padrao de acido Quinico, o que
permite afirmar que é o mesmo composto. Em oposicdo nas células do controlo, ao
mesmo tempo de retencdo aparece um pico de intensidade inferior e cujo espectro €

ligeiramente diferente como se constata na figura 3.23 e portanto néo se trata do acido

Quinico.
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300000 -
250000 -
]
(%]
S 200000 - ‘ ——Fraccdo Grande
]
1=
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< Controlo
100000 - .
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200 220 240 260 280 300 320 340
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Figura 3.23 — Comparacao dos espectros de UV-vis do pico 1 para a frac¢do Grande e

para as células do controlo e do IC,q com o padrdo de acido Quinico.

No caso dos sobrenadantes recolhidos (Figura 3.24), que séo constituidos pelo
meio de cultura, pela fracgdo que nele se encontra dissolvida (no caso do controlo ndo
contém) e células ndo viaveis, verificou-se que ndo existem diferencas entre as
concentracdes em estudo e o controlo, o que indica que existem compostos no meio
de cultura que por apresentarem o0 mesmo tempo de retencdo dos compostos da
fraccdo Grande se sobrepdem e interferem com a analise por esta metodologia e dai

se ter recorrido a analise por SDS-PAGE.
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Figura 3.24 — Comparagé&o dos cromatogramas dos sobrenadantes retirados de cada
concentracao da fraccdo Grande.

Analisou-se por electroforese em gel de poliacrilamida em condigcbes
desnaturante (SDS-PAGE) o sobrenadante dos pocos ap0s 72 h de crescimento em
contacto com concentracdes crescentes da fraccdo Grande, com o objectivo de se
observar diferencas nas proteinas expressas pelas células, em suspensao, que ndo
eram viaveis. A Figura 3.25 representa os resultados obtidos onde o Meio representa o
meio de cultura onde as células foram cultivadas, o SC representa o sobrenadante
recolhido para os pog¢os do controlo, o S10, S50 e S80 representam os sobrenadantes
recolhidos dos pogos em que a concentragdo da fraccdo Grande correspondia ao ICo,
ICsq € ICgq, respectivamente, e o M representa o marcador utilizado no processo de

Electroforese.
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Gel 1 Gel 2

Figura 3.25 — Electroforese desnaturante SDS-Page, Gel 1: S80 — Sobrenadante do 1C80; S50
— Sobrenadante do IC50; S10 — Sobrenadante do IC10; SC — Sobrenadante do controlo; M —
Marcador de peso molecular NZY Blue Protein Marker; Gel 2: Meio — Meio de cultura. 20 ug de
todas as amostras.

Como se pode observar na Figura 3.25 ha 3 bandas mais intensas que sao
comuns as células analisadas (pocos SC,Sig, Sso € Sgo) € que ndo sdo coincidentes
com as bandas das proteinas do meio de cultura (Meio) e que como tal correspondem

as proteinas das células em estudo.

As intensidades destas 3 bandas sdo diferentes consoante as condigfes de
crescimento a que as células foram sujeitas. Foi determinado a massa molecular
relativa e a intensidade destas trés bandas comuns as células sujeitas a diferentes
condicBes de crescimento (Tabela 3.22). A massa molecular relativa foi calculada com
base na curva de calibragdo das proteinas do marcador M (Anexo 6.3.1). As
intensidades das bandas foram obtidas com recurso ao programa Imagej. O mesmo

procedimento foi efectuado para a analise das proteinas do meio.
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Tabela 3.22 — Peso molecular e respectivas intensidades das bandas presentes no gel de

electroforese para os sobrenadantes recolhidos e meio de cultura.

Massa Molecular

Poco Relativa (kDa) Intensidade da Banda
55,79 9950,388
Controlo 70,10 3327,489
114,98 4116,468
55,79 8558,974
SC10 70,10 3039,225
114,98 5579,338
55,79 16620,844
SC50 70,10 1571,012
114,98 7009,095
55,79 10469,640
SC80 70,10 1537,912
114,98 8124,401
45,20 333,355
Meio 52,45 13365,844
60,87 1728,083
110,35 1401,459

Por andlise dos valores da massa molecular relativa, confirmou-se a presenca

das mesmas bandas em todos os sobrenadantes estudados e o0 que claramente se

verificou € que as proteinas com massa molecular relativa de 55,79 kDa e 114,98 kDa

aumentaram a sua quantidade nas células ndo viaveis e as proteinas de 70,10 kDa

diminuiram a sua quantidade nas células ndo viaveis com o aumento da concentracéo

da fraccdo Grande (Figura 3.26).
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Figura 3. 26 — Comparacdao das intensidades das bandas obtidas no gel de electroforese para
os sobrenadantes dos poc¢os do controlo e das concentrages de IC10, IC50, IC80 da fraccéo
Grande.

Tendo em conta que este estudo é apenas preliminar podemos estabelecer
uma hipétese breve sobre as proteinas que estdo envolvidas com base nos
mecanismos de regulagéo do ciclo celular e com base na presenca do acido Elagico

na fraccdo Grande e que tem, como referido, um potencial citoestatico.

De acordo com a hibliografia o acido Elagico foi reportado como indutor da
expressao da proteina p53 induzindo a paragem do ciclo celular na fase G1 em células
T24 do cancro humano da bexiga. ™ Como referido anteriormente ha inimeros
estudos que reportam o papel dos compostos fendlicos indutores da paragem do ciclo
celular. "2 Sendo a proteina p53, uma proteina supressora de tumores, com 53
kDa, a principal deste tipo de proteinas, conhecida pelo seu importante papel no

controlo da paragem do ciclo celular, ™

nao seria de estranhar que nas células
sujeitas ao contacto com a fraccao Grande rica em compostos fendlicos e contendo
acido Elagico tenha ocorrido um ligeiro aumento da quantidade desta proteina levando
a paragem do ciclo celular tornando a células incapazes de se dividir, aqui
representada a 55,79 kDa dadas as aproximacfes, apesar deste aumento ndo ser

muito regular (Figura 3.26, barra azul).

Muitos dados sugerem o envolvimento da proteina de 70 kDa cinase
ribossomal S6 (p70S6K) no cancro da mama. Esta proteina desempenha um papel

importante no crescimento celular, proliferacdo "? e tem sido constatado que ha um
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aumento da sua expressdo nas linhas celulares do cancro da mama. ® De modo que
a p70S6K tem sido considerada como um novo alvo terapéutico para o

desenvolvimento de farmacos.

Neste caso, 0s estudos aqui realizados com a fraccdo Grande em contacto
com as células MCF-7 do cancro da mama demonstraram que a gquantidade desta
proteina diminuiu com o aumento da concentracdo da fraccdo e que este efeito era
tanto maior a concentracdo da fraccdo o que tornou as células ndo viaveis (Figura
3.26, barra vermelha). Esta reportado um estudo muito recente na bibliografia que
estuda o efeito da exposicao a compostos fendlicos da manga na supressao do cancro
da mama e onde foi detectada uma diminuicéo da expressdo desta proteina, " o que
poderd ir de encontro a estes resultados do estudo preliminar efectuado.

A perda de funcdo da proteina pRb, cuja massa molecular relativa oscila entre
105-115 KDa " pode ser associada a mutagcdes no seu gene o que diminui a sua
expressdo em tumores humanos. ! Dado o seu importante papel na regulacdo da
divisdo celular, a inactivagédo da via de controlo da pRb pode resultar em crescimento

[78]

descontrolado que estd associado a alguns tipos de cancro, nomeadamente

algumas das formas mais agressivas do cancro de mama tém uma expressao

reduzida de pRb. "

Nos resultados encontrados (Figura 3.26, barra verde) foi
verificado que nas células sujeitas ao contacto com doses crescentes da fracgcéao
Grande, rica em compostos fendlicos e contendo acido Elagico, ocorreu um aumento
da quantidade de uma proteina com aproximadamente a mesma massa molecular que

a pRb de 114,98 kDa o que nao permitiu que as células de MCF-7 proliferassem.

No entanto, s6 com base em estudos mais aprofundados com recurso a

Western blotting e a electroforese 2D poderiam confirmar os resultados encontrados.
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4. Conclusdes e Perspectivas Futuras

Com este trabalho foi possivel o fraccionamento do efluente do processamento
da cortica, utilizando membranas de ultrafiltracdo, e o estudo das fraccbes

recuperadas quer em termos da sua caracteriza¢do quer da sua actividade biol6gica.

Em primeiro lugar, realizou-se o fraccionamento do efluente utilizando
membranas de ultrafiltracdo com limites de exclusdo moleculares distintos. Obtiveram-
se trés fraccbes, as quais foram denominadas de Pequena, Média e Grande, e para
cada uma delas observou-se um decréscimo na carga organica total
comparativamente com a alimentacdo. O efluente da cortica apresentou uma carga
organica de aproximadamente 2259 ppm, enquanto que as fracgdes Pequena, Média
e Grande tinham valores de 352, 427 e 1602 ppm, respectivamente, 0 que permitiu

concluir que o processo de membranas € eficaz no tratamento do efluente.

Em segundo lugar, as fracgBes foram caracterizadas em termos de Fendis
totais, Taninos e Agucares redutores, sendo que a fraccdo Grande mostrou ser a
fracgdo com maior quantidade destas familias de compostos, justificando assim o valor
superior relativamente as outras fraccdes, de carga organica total obtido
anteriormente. Alguns destes compostos presentes nas frac¢des e no efluente foram
identificados através de uma técnica de LC-MS, sendo que o maioritario para todas as
fraccbes € o acido Quinico. A fraccdo Pequena e Média apresentam quantidades
idénticas de acido Quinico e Galico, enquanto o acido Elagico apenas é observado no

efluente e na fraccdo Grande.

Por dltimo, estudou-se a actividade biologica das fracgBes recuperadas
podendo-se concluir que a fraccdo Grande é a que apresenta maior potencial, quer a
nivel antioxidante (ECso de 23,78 pg/mL) quer a nivel citotoxico e citoestatico (ICso de
0,78 e 0,20 mg/mL, respectivamente). Os valores de ECsy, estdo relacionados com a
presenca do acido Elagico na fraccdo mas também a um efeito de sinergismo
existente entre o par acido Quinico/Elagico, que parece potenciar o efeito antioxidante
da fraccdo Grande. Relativamente aos valores de ICs, obtidos para a citotoxicidade e
para a inibicdo da proliferacao celular obtidos para a fraccdo Grande, prendem-se com
a presenca de uma maior quantidade de &cido Elagico nesta fraccao que nas
restantes. Para além disso, os resultados de citotoxicidade obtidos para o efluente e
respectivas frac¢des permite concluir que nenhum é toxico para células humanas e
como tal apresentam potencial para poderem ser utilizadas como fontes seguras dos

compostos fendlicos que contém.
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Realizaram-se ainda estudos preliminares do efeito das frac¢bes na proteinas
das células do cancro da mama MCF-7, onde ainda nédo foi possivel chegar a
resultados conclusivos sobre o mesmo, apesar de haver alteracdes na quantidade de
algumas proteinas indicando um possivel efeito citoestatico por parte da fracgéo
Grande. Por HPLC-DAD, observou-se que 0s compostos presentes nas frac¢oes, em

particular o 4cido Quinico por ser o maioritério, se encontravam no interior das células.

A realizacdo deste trabalho permitiu ndo sé a reducédo da carga organica no
efluente da cortica como também a valorizacdo dos compostos presentes ho mesmo,
e isto é algo que distingue e traz vantagens a utilizacdo dos processos de membranas

comparativamente aos outros métodos de tratamento de efluentes industriais.

Para dar continuidade a este trabalho seria interessante prosseguir e
aprofundar o estudo do efeito das fracgbes nas células cancerigenas e nas suas
proteinas, através de técnicas como o Western blotting e a electroforese 2D, e alargar

esse estudo aos padrbes comerciais utilizados neste trabalho.

Outra possibilidade é a preparagdo de membranas com limites de exclusdo
moleculares intermédios, de forma a obter mais frac¢cdes do efluente com o objectivo
de melhorar as actividades bioldgicas apresentadas neste trabalho, e estudar o efeito

sinergético Quinico/Elagico proposto.

Por fim, e dados os bons resultados de actividade antioxidante, e a auséncia de
citotoxicidade apresentados por parte da fraccdo Grande, seria interessante a
preparacdo de um creme para aplicacdo cutdnea, uma vez que 0S COmMpoOsStos
antioxidantes eliminam os radicais livres e protegem a pele das agressdes diarias

como o stress, poluicdo, raios UV, entre outros.
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6. Anexos

6.1. Caracterizacdo das Membranas

6.1.1. Determinacao da rejeicdo a sais mono e bivalentes

Tabela 6.1 — Valores experimentais de massa de agua recolhida, tempo de ensaio e
temperatura. Caudal massico (Q), fluxo de permeacéo (Jp), fluxo a 25 °C para a membrana

CA;.

Amostra NaCl Na,SO,4
Presséo (bar) 3 3
Peso Vazio (g) 153,69 133,80
Peso Cheio (g) 242,33 203,05

Peso (g) 88,64 69,25
Tempo (min) 25 25

Q (kg/h) 0,21 0,17

Jp (kg/h/m?) 7,20 5,62
T(°C) 31,5 28,5

Jp 25 °C (kg/h/m?) 6,22 5,19

Tabela 6.2 — Valores experimentais de massa de agua recolhida, tempo de ensaio e
temperatura. Caudal massico (Q), fluxo de permeacéo (Jp), fluxo a 25 °C para a membrana

CA,.

Amostra NacCl Na,SO,
Presséo (bar) 1 1
Peso Vazio (g) 153,69 141,41
Peso Cheio (g) 263,58 255,65

Peso (g) 109,89 114,24
Tempo (min) 3 3

Q (kg/h) 2,20 2,29

Jp (kg/h/im?) 74,33 77,27

T (°C) 17,5 17,8

Jp 25 °C (kg/h/m?) 88,70 91,55
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Tabela 6.3 — Condutividade e concentracfes das solu¢gbes de Alimentacéo (A) e Permeado (P)
para as membranas CA; e CA,.

Membrana Amostra NaCl Na;SO4
Condutividade A
(usfom) 1027 818
Condutividade P
(uS/cm) 204 0
CA; x
Concentracao A 505,28 504,95
(ppm)
Concentracao P 444.77 258,65
(ppm)
Condutividade A
(iS/om) 1091 878
Condutividade P 1086 845
(uS/cm)
CA, x
Concentracao A 536,77 541,99
(ppm)
Concentracéo P 534,31 521,62
(ppm)

6.1.2. Determinacao da rejeicdo das membranas a solutos orgénicos

Tabela 6.4 — Valores experimentais de massa de agua recolhida, tempo de ensaio e
temperatura. Caudal massico (Q), fluxo de permeacéo (Jp), fluxo a 25 °C para a membrana

CA;.

Amostra PEG 3000 PEG 6000 PEG 10000
Presséo (bar) 3 3 3
Peso Vazio (g) 121,28 140,12 128,49
Peso Cheio (g) 177,71 196,92 188,92

Peso (g) 56,42 56,80 60,43
Tempo (min) 20 20 20

Q (kg/h) 0,17 0,17 0,18

Jp (kg/h/im?) 5,73 5,76 6,13
T (°C) 22 22 22
Jp 25 °C (kg/h/m?) 6,14 6,18 6,57
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Tabela 6.5 — Valores experimentais de massa de agua recolhida, tempo de ensaio e
temperatura. Caudal massico (Q), fluxo de permeacéo (Jp), fluxo a 25 °C para a membrana
CA,.

Amostra PEG 20000 Dextran 40000 Dextran 70000
Presséo (bar) 1 1 1
Peso Vazio (g) 129,27 133,76 128,43
Peso Cheio (g) 230,42 218,93 215,73
Peso (g) 101,15 85,17 87,3
Tempo (min) 3 3 3
Q (kg/h) 2,02 1,70 1,75
Jp (kg/h/m?) 68,42 57,61 59,05
T (°C) 17,8 17,2 17,9
Jp 25 °C (kg/h/m?) 81,06 69,25 69,79

Tabela 6.6 — Carga Orgéanica Total (COT) das solu¢fes de Alimentacao (A) e Permeado (P)
para as membranas CA;.

Amostra PEG 3000 PEG 6000 PEG 10000
COT A (ppm) 291,21 272,00 308,66
COT P (ppm) 37.67 16,69 12.44

COT A corrigido 282.27 263,06 299.72

(ppm)
COT P corrigido 28,73 775 3.49
(ppm)

Tabela 6.7 — Carga Organica Total (COT) das solu¢gBes de Alimentacao (A) e Permeado (P)
para as membranas CA,.

Amostra PEG 20000 Dextran 40000 Dextran 70000
COT A (ppm) 372.38 265.01 23575
COT P (ppm) 251 32 77.15 34,94

COT A corrigido 366,61 259,24 220 08
(ppm)

COT P corrigido 245,54 71,38 29,17
(ppm) ' ’ ’
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6.2. Caracterizacdo do Efluente

6.2.1. Doseamento das Fracc¢bes do Efluente

0,12 -

0,1 |

0,08 -

0,06 -

Acido Tanico [g/L]

C=0,1303Abs-0,0014

R2=10,999
0,02 -
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Figura 6.1 — Curva de calibragéo para a quantificacdo dos Fendis totais e Taninos.
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Figura 6.2 — Curva de calibragcéo para a quantificacao dos Acucares redutores.
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6.2.2. Espectrometria de Massa
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Figura 6.3 — Espectro de MS/MS obtido por ionizag&o de electrospray (-) do ido com m/z de
191 correspondente a molécula desprotonada de &cido Quinico.
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Figura 6.4 — Espectro de MS/MS obtido por ionizagéo de electrospray (-) do ido com m/z de
169 correspondente a molécula desprotonada de acido Galico.
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Figura 6.5 — Espectro de MS/MS obtido por ionizag&o de electrospray (-) do ido com m/z de
153 correspondente a molécula desprotonada de &cido Protocatecuico.
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Figura 6.6 — Espectro de MS/MS obtido por ionizag&o de electrospray (-) do ido com m/z de
291 correspondente a molécula desprotonada de &cido carboxilico de Brevifolina.
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Figura 6.7 — Espectro de MS/MS obtido por ionizagéo de electrospray (-) do ido com
301 correspondente & molécula desprotonada de &cido Elagico.
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6.2.3. Doseamento dos Padrfes
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Figura 6.10 — Curva de calibragéo do acido Quinico obtida por HPLC-DAD.
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Figura 6.11

— Curva de calibragdo do acido Galico obtida por HPLC-DAD.
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Figura 6.12 — Curva de calibragdo do acido Elagico obtida por HPLC-DAD.
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6.3. Actividades Bioldgicas

6.3.1. Analise preliminar por Electroforese das proteinas celulares
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Figura 6.13 — Curva de calibracdo de BSA para o doseamento de proteina.

Tabela 6.8 — Peso molecular do marcador e respectiva determinagédo da mobilidade relativa.

A Distéancia
Distancia ercorrida
Marcador percorrida P Mobilidade
pelo - Log (MM)
(kDa) pelo corante Relativa
fragmento
(cm)
(cm)
N&o existe
10 banda 1
15 Nao existe 1,176
banda
20 8 0,941 1,301
25 7,9 0,929 1,398
35 7,2 0,847 1,544
45 8,5 6,4 0,753 1,653
60 5,6 0,659 1,778
72 4,9 0,576 1,857
100 4,1 0,482 2
140 Nao existe 2146
banda
180 Nao existe 2255
banda
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Figura 6.14 - Curva de Calibragéo do logaritmo do peso molecular (kDa) em fun¢éo da

mobilidade relativa do marcador.
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