LLISTAT DE FIGURES

Figura 1: Distribucié geografica aproximada de I’alzina surera. (ca.wikipedia.org ,2008) ......... 12
Figura 2: Alzina surera pelada. (digitalnaturg.org ,2007) ........cccccoueeecoeeeecireeeiieeeccieescreeseceneenns 14
Figura 3: Secci6 radial (a) i tangencial (b) de les cel-les del suro. (Silva et al.,2005) .................. 15

Figura 4: Seccié tangencial de les cel-les de suro que mostra la seva rugositat.

(SilVA €1 Q1.,2005) ........oeeeeee ettt e e e e e e snraeenrae e 15

Figura 5: Representacid esquematica de I'estructura de la paret cel-lular

del SUF0. (PEreird,2007) ........ouueeeeeeeieeeeeecieeeeeectee e e eeete e e sectae e e ssssaeeesessaaeaeesasaaeeaaas 16

Figura 6: Representacid esquematica de la composicié quimica del suro i de

I'alzina surera (Pereira,2007) ..........ccueeeceeeeeieeeiieeesieeeseeesaeesetreesteeessasaeessseesnseeans 18

Figura 7: Macromolecula de suberina. Model proposat per Bernards.

(ScienceDireCt.COM, 2006) ......coueeeeeeeeiiiiiiiiiiieieeeeeeeee e sss e s e s e s e e e e e eeaaaeaeeeeees 19

Figura 8: Estructura dels monomers precursors de la sintesi enzimatica de la

[igNINA. (PEreira,2007) .......ueeeueeeeieeeiieeeeieeeeciteeeetaeeeetae e s staeesbaeessaeessteeesnssasensseesnnseaans 20
Figura 9: Aparell HPLC (Agilent tecnologies, 2012) ...........cccueeeeeciiueeeeeciieeeeeeiieeeeeccieeeeeevaaeee s 31
Figura 10: Esquema d’un espectrometre IR. (experimentaciolliure.wordpress.com) ................ 35
Figura 11: Sistema d’extraccio Soxhlet. (chemie.unibas.ch) ............ccoueeeveeeicieeecceeeeiieecieennns 44
Figura 12: (A) Reflux (what-when-how.com) ; (B) Evaporador rotatori (faidherbe.org) ............ 47

Figura 13: Cromatograma de gasos de la suberina després de la pirolisi en preséncia

de TMAH (IRNASE-CSICSVIllQ) .........cccoouveeiiiiiiiiiiiiiiiiicieicicie e 70

Figura 14: Espectre d’infraroig del suro (suro), suro lliure d’extractius alifatics (alif),
suro lliure d’extractius alifatics i fenolics (fen) i suro lliure de tots els

oy = Lot VT (= o TSP 73



http://ca.wikipedia.org/wiki/Alzina_surera
http://www.digitalnatura.org/v1.0/details.php?image_id=4905&sessionid=25d6540d968c1fd12f386bd2a5611b9e
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0079670006000682
http://experimentaciolliure.wordpress.com/altres-materials/introduccio-a-lanalisi-espectroscopic-al-batxillerat/espectroscopia-infraroja/
http://www.chemie.unibas.ch/~nachwuchs/chemie/modul_4.html
http://what-when-how.com/organic-chemistry-laboratory-survival-manual/reflux-laboratory-manual/
http://www.faidherbe.org/site/cours/dupuis/ethe2.htm

Figura 15:

Figura 16:

Figura 17:

Figura 18:

Figura 19:

Figura 20:

Figura 21:

Figura 22:

Figura 23:

Figura 24:

Figura 25:

Figura 26:

Figura 27:

Figura 28:

Figura 29:

Espectre d’infraroig de 10 SUDEIING ............cccueeeeicuiieeeiiiiieeeeeieee e e e etee e e 74
Cromatograma corresponent a la solucié de metamitron 10 pg/mL .......ccoveeeuveeenes 75
Cromatograma corresponent a la solucié d’alaclor 10 pg/mL .......cccccvvevieecieecreennen. 75
Cromatograma corresponent a la solucié de 2,4-D 10 Ug/ML....cccuveecreeeecreeenrreeennnn. 76
Cromatograma corresponent a la solucié de clorpirifos 10 ug/mL ...ccceeveeirvevieennnns 76
Corba de calibracié del metamitron (rang de concentracions: 0,4-10ug/mL) .......... 76
Corba de calibracié de I'alaclor (rang de concentracions: 2-40ug/mL) ......ccccceeeunees 77
Corba de calibracié del 2,4-D (rang de concentracions: 0,4-10ug/mL) .......cccueeeeee.. 77
Corba de calibracié del clorpirifos (rang de concentracions: 0,4-10pg/mL) ............. 77
Variaciod de la quantitat de pesticida adsorbit en funcié de la massa de

sorbent utilitzada expressada en (A) ug de pesticida/d de sorbent (Cs)

i (B) com a percentatge de la quantitat inicial .......cccooeeieeiiecciiie e, 80
Variacié de la quantitat de pesticida adsorbit en funcid del volum de solucid

utilitzat expressada en (A) ug de pesticida/d de sorbent (Cs) i (B) com a

percentatge de la quantitat inicial ........cooveiiiiiiiiii s 82
Corba de calibracié del metamitron (rang de concentracions: 0,2 - 2ug/mL) ........... 86
Cromatograma de la solucié de metamitron abans de la sorcid (Ci) ........cccceeeenneeee. 87
Cromatograma de la solucié de metamitron després de la sorciéo amb

0T 3N (7N I ) SRS 87
Intensitat d’adsorcié (A) (ug de pesticida/g de sorbent) i eficiencia
d’adsorcié (B)(%) del metamitron segons la fraccié de suro utilitzada
COM @ SOTDENT ..eeiiiiiiiitie ettt ettt ettt et e e s sab e e s bt e e sabbe e st teessbaaessbbaesnsseesanseenns 88




Figura 30: Espectre d’infraroig del suro abans i després de I'adsorcié de metamitron ............. 89

Figura 31: Corba de calibracié de I'alaclor (rang de concentracions: 0,25 - 5,0ug/mL) ............. 95
Figura32: Cromatograma de la solucié d’alaclor abans de la sorcid (Ci) .....cccevvveeercveesceeeennenn, 926
Figura 33: Cromatograma de la solucié d’alaclor després de la sorciéd amb suro (CAT-1).......... 96

Figura 34: Intensitat d’adsorcio (A) (ug de pesticida/g de sorbent) i eficiéncia

d’adsorcié (B)(%) de I'alaclor segons la fraccié de suro utilitzada

COM @ SOTDENT ..ttt ettt ettt e st e e st e e st e sbeeesbeeessbeeesbeeesanreeas 97
Figura 35: Espectre d’infraroig del suro abans i després de I'adsorcié d’alaclor ....................... 98
Figura 36: Corba de calibracié del 2,4-D (rang de concentracions: 0,2 - 2ug/mL) .......c..c........ 104
Figura 37: Cromatograma de la solucié de 2,4-D abans de la sorcié (Ci) ....ccccceeeevveeeeecieeennns 105
Figura 38: Cromatograma de la solucié de 2,4-D després de la sorcié amb suro ................... 105
Figura 39: Corba de calibracié del clorpirifos (rang de concentracions: 1 - 40ug/mL) ............. 108
Figura 40: Cromatograma de la solucié de clorpirifos abans de la sorcid (Ci) .......cccoveeeennneenn. 109

Figura 41: Cromatograma de la solucié de clorpirifos després de la sorcié amb

SUFO (EXT=6) ceetiieeeeiieee ettt e ettt e e e ettt e e e eette e e e ettt e e e e e e ebteaeaeeasseseeeenssaneaeesastanaesanes 109

Figura 42: Intensitat d’adsorcio (A) (ug de pesticida/g de sorbent) i eficiéncia
d’adsorcié (B)(%) del clorpirifos segons la fraccié de suro utilitzada

[ol0] 0 8 =TT 01 8 ¢ 1] o L APTRT TR 111

Figura 43: Espectre d’infraroig del suro abans i després de I'adsorcio del clorpirifos ............. 112




LLISTAT DE TAULES

Taula 1: Propietats generals del suro. (Silva et al.,2005) ............cccouueeeeicieeeeeiiiiiee e eeciveen 23
Taula 2: Propietats quimiques dels pesticides. (E. Barriuso,2005 ; Mackay,2004) .................... 29
Taula 3: Caracteristiques de les dissolucions de pesticida pel seu estudi previ per HPLC ......... 53
Taula 4: Condicions d’analisi PEr HPLC .......ceeie ittt eeecrreee e e e e e e e enarrreeeeee e e e e e e e eanes 53

Taula 5: Caracteristiques de les solucions patré dels pesticides en els assajos de sorcid

per a I'efecte de 1a MasSa .....ccccciieii it e e e e e e aae e 55

Taula 6: Caracteristiques de les solucions patré dels pesticides en els assajos de sorcid

per al’efecte del VOIUM ...t e e e e e e 57

Taula 7: Caracteristiques de les dissolucions de pesticides sotmeses a sorcié per a

(W] Tt (=l e L= IRV L0 ] LU T o 57

Taula 8: Caracteristiques de les dissolucions de pesticides sotmeses a sorcio en els

assajos amb 1€S fraCCioNs dE SUMO ...ueeeiiiiececiiiiiiieee ettt e e e e e ee et rre e e e e e e e e eeean 60

Taula 9: Composicié elemental del suro i les seves fracCcions ...........ccceeeeeciieeeecciiieee e 69

Taula 10: Composicié (%) de la suberina extreta de la mostra de suro CAT-1

(IRNASE-CSIC, SEVIllQ) ....eeeeneereeeeeeeee ettt ettt ettt e ettt e e ettee e e e ebae e e e eebaeeaeeenes 70

Taula 11: Longituds d’ona (cm™) dels principals grups funcionals del suro.

(PEIrEIrG, 2007) .....evvveeeeeieeeeeeeeeeeeeeecteeee e eetiteeeeeestteeeessereeesesstreseeessstreeeessstssaseeesesreeeeesnns 71

Taula 12: Longituds d’ona (cm™) dels principals grups funcionals del suro i les

LYV Z=I 1 = (o1 0] o TP 72

Taula 13: Temps de retencid dels pesticides en I'analisi per HPLC ........cccceveeiiiieeeeeecciiee e, 76

Taula 14: Concentracions de treball per als assajos inicials de SOrcio .........ccccoeecvieeeeeciiieeeeenns 78




Taula 15:

Taula 16:

Taula 17:

Taula 18:

Taula 19:

Taula 20:

Taula 21:

Taula 22:

Taula 23:

Taula 24:

Taula 25:

Taula 26:

Taula 27

Taula 28

pH de les solucions dels pesticides en els assajos sobre I'efecte de la massa ........... 79
Eficiencia (%) i intensitat (Cs) d’adsorcidé en funcié de la massa de sorbent ............. 79
pH de les solucions dels pesticides en els assajos sobre I'efecte del volum .............. 81
Eficiencia (%) i intensitat (Cs) d’adsorcié en funcié del volum de solucio .................. 81

pH de les dissolucions de metamitron abans i després de la sorcié amb

(o= Yo F= 1 i = Lol o1 [0 TN U TN 85

Eficiencia (%) i intensitat (Cs) d’adsorcié del metamitron (concentracié

teorica inicial: 2pug/mL) segons la fraccid de suro utilitzada .......cccceeeeveecvieecneecennenn. 88

Variacio de les vibracions dels atoms del suro deguda a I'adsorcio

Lo [ W g T =10 011 1 o] o TR 0

pH de les dissolucions d’alaclor abans i després de la sorcié amb cada

L= (oL o TSRS 94
Eficiencia (%) i intensitat (Cs) d’adsorcid de I'alaclor (concentracié teorica

inicial: 5ug/mL) segons la fraccid de suro utilitzada .......c..ccoeeveveevieviienee e, 97
Variacio de les vibracions dels atoms del suro deguda a I'adsorcié de I'alaclor......... 99
pH de les dissolucions de 2,4-D abans i després de la sorcié amb cada fraccid....... 103
Eficiencia (%) i intensitat (Cs) d’adsorcié del 2,4-D (concentracié teorica inicial:
2ug/mL) segons la fraccid de suro utilitzada .......cceeevveeeeeiieieiieice e 106
: Concentraci6 de les solucions de clorpirifos (concentracié teorica inicial:

40ug/mL) abans i després de la sorcié amb cada fraccié i concentracié de les

neteges amb acetonitril corresponents a cada recipient .........ccccoeeeiveiiiiiciee e, 110

: Eficiencia (%) i intensitat (Cs) d’adsorcié del clorpirifos (concentracid teorica

inicial: 40ug/mL) segons la fraccié de suro utilitzada .........coeeeeeeieceieecieeccieeenee. 111




Taula 29: Variacié de les vibracions dels atoms del suro deguda a I'adsorcié del

(ol [ o o111 o 13U 113

LLISTAT D’EQUACIONS.

Equacid 1: Calcul del rati atOmMiIC H/C .oooeveiieeeee e et et e 68
Equacid 2: Calcul del rati atOmMIC OfC ...c.veieiieieee ettt et et e e ear e e eate e sareean 68
Equacid 3: Calcul de I'index de polaritat ........ccccceeeciiiiii i e 68
Equacié 4: Calcul de la intensitat de SOrcio (UE/8) ..vevvvervveeireerieieeesieesre e e sreeteestreesteesreeerens 78
Equacid 5: Calcul de I'eficiencia d’adsorcio (%) ......coceecvreeeceeeeiieeccee e cre st e et 78

LLEGENDA D’ABREVIACIONS

Suro: mostra de suro sense tractar provinent de Catalunya (Girona, Cassa de la Selva) (CAT-1)
Alif: mostra de suro CAT-1 lliure d’extractius alifatics.

Fen: mostra de suro CAT-1 lliure d’extractius alifatics i fenolics (després de I'extracciéo amb

etanol).

Ext: mostra de suro provinent CAT-1 lliure d’extractius totals (després de I'extraccié amb

aigua).
Desub: mostra de suro CAT-1 lliure d’extractius i de suberina (mostra desuberitzada).
Sub: mostra de suberina extreta del la mostra de suro CAT-1.
Suro — ext: mostra de suro sense tractar provinent d’Extremadura (EXT-6)

Ext — ext: mostra de suro provinent ext-6 lliure d’extractius totals (després de I'extraccié amb

aigua).

Desub — ext: mostra de suro EXT-6 lliure d’extractius i de suberina (mostra desuberitzada).

Sub — ext: mostra de suberina extreta del la mostra de suro EXT-6.




RESUM

La preséncia de pesticides en el medi ambient pot comportar efectes nocius pel propi mediila
salut humana, fet que, en alguns casos, converteix en necessaria la seva eliminacid.

Un dels metodes utilitzats per dur a terme aquesta eliminacié és la sorcid de contaminats
sobre materials adsorbents. Per tal de fer d’aquest metode un procés sostenible cal investigar

nous materials capacos de retenir els contaminants.

El suro és la part més externa de I'escorga de I’alzina surera: Quercus Suber L. S’extreu cada 5-
10 anys depenent de la regié i es caracteritza per ser una font natural, renovable i
biodegradable amb una heterogénia composiciéd quimica que el converteix en un material

potencialment apte com a adsorbent d’un ampli rang de contaminants.

A dia d’avui, escassos estudis han estat centrats en I’Us del suro sense tractar com a biosorbent

per desenvolupar tecnologies sostenibles de descontaminacio d’aiglies.

Domingues et al. (2005, 2007) van investigar |'afinitat del suro per adsorbir pesticides
piretroides (cypermethrin i bifenthrin) i, més recentment, Olivella et al. (2011°®°, Olivella 2013)
van estudiar I'afinitat del suro per descontaminar aigiies que contenen hidrocarburs policiclics

aromatics.

Malgrat tot, el coneixement cientific pel que fa al paper dels compostos quimics del suro

sobre la sorcid dels contaminants organics és escas i incomplet.



En aquest context, I'objectiu principal d’aquest treball és investigar I'afinitat d’adsorcio del
suro amb quatre pesticides de diferent hidrofobicitat i estructura quimica i estudiar el paper
que hi juguen els seus compostos quimics (extractius, suberina, lignina i polisacarids) en aquest

procés de sorcio.

Els pesticides investigats han estat:

e  Metamitron: poc hidrofobic (logK,, = 0.83) i de caracter molecular.
e Alaclor: moderadament hidrofobic (logK,, = 2.80) i de caracter ionic (pK, = 0.62)
e 2,4-D: moderadament hidrofobic (logK,., = 2.81) i de caracter ionic (pK, = 2.64)

e  (Clorpirifos: molt hidrofobic (logK., = 4.92) i de caracter molecular.

El material adsorbent procedeix de llesques de suro perforades originaries de Catalunya
(Girona, Cassa de la Selva) després d’haver-ne obtingut els taps de suro, per tant correspon a

un subproducte de baix cost de la industria surera.

Les mostres emprades es van triturar d’entre 0.5 i 0.7 mm de mida de particula provinents del

ventre i 'esquena de les llesques.




L’abast del treball ha estat centrat en:

1) Aillar sis fraccions del suro:

a)

c)

Sotmetre el suro a successives extraccions amb dissolvents de diferent polaritat

(diclormeta, etanol i aigua) per tal d’obtenir-ne quatre fraccions diferenciades: (1)
suro, (2) suro lliure d’extractius alifatics, (3) suro lliure d’extractius alifatics i fenolics i
(4) suro lliure d’extractius totals.

Extreure per hidrolisi alcalina la suberina de la mostra de suro lliure d’extractius totals
i obtenir aixi dos solids diferenciats: (1) suro lliure d’extractius i suberina i (2) suberina.
Analitzar la composicié de les fraccions de suro:

i) Analisi elemental (Serveis técnics de recerca de la UdG).
ii) Pirolisi de la suberina (Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia, CSIC,

Sevilla).

2) Realitzar assajos de sorcio per:

a)

Determinar el rati optim de sorbent/solucié (5mg suro/20mL solucié pel metamitron,
alaclori2,4-Di0,1g suro/15mL solucié pel clorpirifos)

Investigar la influéncia dels diferents components quimics del suro en el procés de
sorcié de cada pesticida posant cada fraccié en contacte amb cadascun dels pesticides
(2ug/mL pel metamitron i el 2,4-D; 5ug/mL per l'alaclor i 40ug/mL pel clorpirifos).
(analitzant els liquids residuals abans i després de la sorcié per cromatografia liquida

HPLC.

3) Analitzar per cromatografia liquida HPLC (High Performance Liquid Chromatography) les

4)

fases liquides residuals abans i després de la sorcid per tal de determinar-ne I'eficiencia de
sorcié.
Analitzar per espectroscopia FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) les fraccions

solides de suro residuals després de la sorcié per tal d’identificar els grups funcionals

involucrats en el procés de sorcio.




Els experiments realitzats mostren que cada pesticida presenta diferent afinitat a ser adsorbit

pel suro:

e El suro només pot adsorbir el 16% del metamitron present en la dissolucid
(Ci=2pg/mL). S’observa un lleugera disminucié de la sorcidé després d’haver eliminat
tots els extractius (14%) i un lleuger augment després d’haver extret la suberina
(18%). La suberina posada en contacte directe amb el metamitron és capag d’adsorbir
el 13% del pesticida present en la dissolucié.

e En el cas de l'alaclor es quantifica una sorcié amb el suro del 18% (Ci=5pg/mL). Els
resultats indiquen que els extractius inhibeixen aquesta sorcié donat que sense ells el
percentatge de pesticida adsorbit augmenta fins a un 23%, en canvi en extreure la
suberina disminueix fins a un 12%. La suberina per si sola pot adsorbir el 18% de
I'alaclor dissolt.

e Tot iel caracter hidrofobic del pesticida, ni el suro ni cap de les seves fraccions mostra
afinitat per adsorbir el 2,4-D (< 0,1%). Aquesta baixa sorcié s’explicaria per la repulsié
de les interaccions electrostatiques entre la superficie del suro que es troba carregada
negativament i el 2.4-D que es troba ionitzat negativament al pH de treball (pH entre 3
i 5), predominantment per la desprotonacid dels acids carboxilics (-COO’).

e El clorpirifos és el pesticida que més afinitat demostra a ser adsorbit pel suro (72%) a
una Ci=40 pg/mL. L'eliminacio de tots els extractius fa que augmenti el percentatge de
sorcié al 77% mentre que, en extreure la suberina, I'eficiéncia de I'adsorcié augmenta
fins a un 89%.

e En tots els casos en els que s’ha donat adsorcié (metamitron, alaclor i clorpirifos), s’ha
constatat per FTIR que un dels principals responsables d’aquesta interaccid és la
lignina, essent les interaccions predominants les -t entre anells aromatics de la

lignina i del pesticida.




1 INTRODUCCIO.

1.1 QUERCUS SUBER L.

El Quercus Suber L., també anomenat Alzina Surera, és un arbre de fulla perenne utilitzat com
a font principal de suro en la fabricacié de taps de suro per ampolles de vi, cava i altres

aplicacions.

El suro destinat a taps d’ampolla consisteix el 70% del seu mercat, la qual cosa significa que la
industria del vi i el cava juga un paper molt important en el suport del valor economic d’aquest

material.

Des de fa uns anys, I'Gs del suro per a taps de vi ha disminuit. Diversos vinicultors asseguraven
que el seu vi es veia afectat pel tricloroanisol, TCA, present en el suro. Degut a aix0, la industria

del suro sintetic, taps de rosca i taps de corona va comencar a créixer.

Com a consequencia d’aquest creixement, el valor economic de les suredes s’ha vist reduit, fet
que ha conduit al seu abandonament i respectiva degradacié, disminucié de valors

mediambientals i augment del risc d’incendis i desforestacid.
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1.1.1 Distribucié forestal del Quercus Suber L.

La surera és una especie originaria de la Mediterrania occidental i actualment es pot trobar a la
Peninsula Ibérica, el sud de Franga, Corsega, la Peninsula Italica, Tunisia, Algeria i Marroc. Es
calcula que les suredes ocupen en aquests territoris un total de 2,5 milions d'hectarees, més

de la meitat de les quals es troben a Portugal.

Figura 1: Distribucié geografica aproximada de I’alzina surera.

_(ca.wikipedia.org, 2008)
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1.1.2 Morfologia.

1.1.2.1 Morfologia macroscopica.

La produccié de suro és possible gracies a la capacitat que té I'alzina surera de regenerar-se
formant una nova capa molt fina i homogénia després d'haver estat pelada. L'extraccié del
suro de l'alzina surera és el que s'anomena "escorgada". Aquesta escorcada es fa sobretot
durant el mes de juliol, que és el mes optim per separar el suro de I'arbre sense danyar-lo . En
aquesta epoca els anomenats surers extreuen l'escor¢ca de l'alzina surera tallant amb una

destral les vetes verticals del suro. Aixi es retiren el que s'anomenen les planxes de suro.

Les alzines sureres sén escorcades per primera vegada quan l'arbre té aproximadament 25
anys i posteriorment cada vegada que el gruix de la planxa és d’uns 25 mil-limetres, cosa que
té lloc entre 5 i 10 anys, segons la naturalesa del sol, la latitud i les condicions

meteorologiques.

Existeix una gran diferéencia entre la qualitat de la planxes de la primera, segona i posteriors
escorcades. El pelegri o suro verge, obtingut en la primera pelada, és aspre, fragil i té una
estructura, espessor i densitat irregulars, per la qual cosa tan sols s’utilitza en I'elaboracio de
conglomerats . La primera reproduccid de I'escor¢a és més regular que el pelegri, perd no té la
qualitat suficient com per ser utilitzada en I'elaboracié de taps de suro. No és fins la segona i
subseglients regeneracions (que seran extretes a partir de la tercera escorgada de I'arbre) que
les planxes no assoleixen els requeriments adequats que les fan aptes com a matéria primera

per la industria de taps de suro.

13



La qualitat i espessor de les planxes varia en funcié de les condicions del medi durant el
creixement de I'arbre. L'alzina surera requereix gran quantitat de llum, poques pluges i molta

humitat.

Figura 2: Alzina surera pelada

_(digitalnatura.org, 2007)

1.1.2.2 Morfologia microscopica.

El suro és un teixit homogeni format per una quantitat variable (depenent del tipus de suro) de
cel-les de parets molt fines, col-locades sense espais intercel-lulars, que poden ser descrites
com a prismes rectangulars compactats entre ells pels laterals en columnes paral-leles a la

direccio radial de I'arbre.

L’estructura alveolar del suro és assimilable a un rusc d’abelles. La seva seccid radial mostra
les cel-les com a poligons regulars d’entre 4 i 9 costats (essent els heptagons, hexagons i
pentagons els estadisticament més freqlients) mentre que la seccid tangencial revela una

imatge comparable a una paret de maons (Figura 3).
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Figura 3: Seccio radial (a) i seccio tangencial (b) de les cel-les del suro

(Silva et al. 2005)

Una caracteristica important de les cel-les del suro és la rugositat de les seves cares laterals
(Figura 4).Es considera que les seves bases, si bé no sén rugoses, si que estan lleugerament

ondulades.

Figura 4: seccié tangencial de les cel-les de suro que mostra la seva rugositat.

(Silva et al.2005)

Les cel-les del suro estan molt proximes entre elles i plenes d’aire, cosa que juga un paper molt
important en les seves propietats. Durant el procés de sorcié de contaminants, aquests només

es poden trobar en les parets de les cel-les i no dins d’elles.
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Les parets cel-lulars estan formades de lignina, suberina i polisacarids. La matriu de lignina de
la lamel-la intermédia enganxa les cel-les entre elles i enforteix la seva estructura. La lignina
també es troba present entre la lamel-la de suberina, donant aixi rigidesa a les parets cel-lulars.

La paret cel-lulosica terciaria forma una barrera entre els canals de les cel-les (lumen) i les

seves parets.

L’estructura cel-lular del suro (Figura 5) consisteix en una lamel-la intermédia (ML) prima i rica
en lignina, una capa primaria formada per lignina i polisacarids, una segona capa gruixuda (S)
constituida alternadament per suberina lignina i ceres (també anomenades extractius alifatics)

i una fina capa terciaria (T) formada per polisacarids (caracter hidrofilic).

i

ML

lignin E suberin M polysaccharides

Figura 5: Representacio esquematica de I'estructura de la paret cel-lular del suro.

(Pereira, 2007)

Informacid sobre les dimensions de les cel-les del suro:

e Espessor: 1- 3um.
e Area mitjana: (4-6)x10° cm?

e Nombre de cel-les/cm?: (7-10)x10’
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1.1.3 Histologia i citologia.
El suro és una capa protectora constituida per cel-les suberitzades procedents del teixit de
fel-logen. Aquest fel-logen és un meristema secundari, és a dir, que té capacitat de generacid
cel-lular per mitosi, responsable del creixement en diametre de 'arbre. Després de la divisid
cel-lular, les noves cel-les encara no han assolit la seva dimensié final per la qual cosa creixen
en el protoplasma (interior de la cél-lula); d’aquesta manera el teixit de fel-logen continua

guanyant espessor i el perimetre de I'arbre augmenta.

El periode de creixement del fel-logen és entre abril i octubre. La parada de I’hivern es reflexa

en forma de visibles zones fosques, diferenciant aixi el fel-logen produit cada any.

L'increment anual de capes de fel-logen juga un paper molt rellevant en la formacié de canals
lenticulars, importants per ser on té lloc I'oxigenacié del teixit meristematic i per facilitar la

transferéncia de mateéria d’aigua i gasos.

Quan el suro és extret de I'arbre, aquest pateix una disminucié de la seva activitat biologica
que té com a conseqiencia la formacié d’'una capa protectora secundaria feta de cel-lules

mortes que apareix aproximadament 30 dies després de I'extraccio.
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1.1.4 Composicid quimica.
Les parets cel-lulars de les plantes estan formades per dos tipus de components: els
estructurals i els no estructurals. Els components estructurals construeixen la paret de la cel-la
i no poden ser extrets de les parets sense que es vegi afectada la seva estructura. Els

components no estructurals poden ser solubilitzats mitjangant un dissolvent adequat.

La composicid quimica del suro és diferent d’aquestes altres plantes. En el suro, els
components estructurals de la paret cel-lular sén polimers hidrofobics: suberina (35-50%),
lignina (15-20%) i polisacarids hidrofilics (10-20%): cel-lulosa i hemicel-lulosa. Els components

no estructurals, extractius (10-15%), sén majoritariament alifatics i fenolics.

En la fusta de l'alzina surera, els components estructurals sén la lignina i els polisacarids,
essent la quantitat d’aquests ultims molt superior que en el suro. Els components no

estructurals sén idéntics que els del suro, pero estan en menor proporcio.

components estructurals extractius minerals
e ——— ) e

7773
|

-

]

‘

polisacarids
lignina

suberina

2800

extractins

Figura 6: Representacio esquematica de la composicio quimica del suro i de I’alzina surera.

(Pereira, 2007)
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1.1.4.1 Suberina.

La suberina és el compost quimic principal de les cel-lules suberitzades de I’alzina surera. En els

teixits més externs de la planta, té com a funcié principal actuar com a barrera protectora

contra les agressions del medi, aixi com controlar la temperatura i la pérdua d’aigua.

Es un biopolimer alifatic constituit per una complexa barreja de monomers amb grups

funcionals hidroxil i acid carboxilic. Els mondmers principals de la suberina sén els acids grassos

de cadena llarga (~1,0%), els a-w acids dicarboxilics (~45,5%) i els w acids grassos hidroxids

(~26,3%).

La suberina és, in situ, un polimer insoluble i la seva obtencié a partir de teixits suberitzats

s'assoleix mitjancant reaccions de despolimeritzacié. Aquesta despolimeritzacié es realitza per

qualsevol reaccié que trenqui enllagos ester, com la hidrolisi, I'alcoholisi i la hidrogenaolisi.
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Figura 7: macromolécula de suberina. Model proposat per Bernards

_(ScienceDirect.com, 2006)
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1.1.4.2 Lignina.
La lignina és un polimer hidrofobic amb baixa capacitat d’absorcié d’aigua, unit per forts
enllagos covalents i distribuit com una malla tridimensional. Es la responsable de donar suport

mecanic i rigidesa a les parets cel-lulars.

Es una macromolécula formada per la unié de diversos acids i alcohols fenil propilics
(cumarilic, coniferilic y sinapilic). La proporcié de monomers present en les cél-lules depen del
tipus d’especie i de la localitzacié en la paret cel-lular. Els arbres de fulla caduca contenen
lignina composta per alcohols coniferilics i sinapilics). Les fustes coniferes tansols estan fetes

d’alcohols coniferilics.

La lignina del suro conté un 95% d’alcohol coniferilic, un 2% d’alcohol cumarilic i un 3%

d’alcohol sinapilic.

CH,OH CH,OH CH,OH
éH CH CH
l, by dy
Q OCH;  H,CO OCHj,4
OH OH OH
p-Cc Alcohol p-comarilic Alcohol conferilic Alcohol sinapilic .

Figura 8: Estructura dels monomers precursors de la sintesi enzimatica de la lignina.

(Pereira, 2007)
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1.1.4.3 Polisacarids.

Els polisacarids donen rigidesa estructural a les cel-les del suro i les prevenen del col-lapse. Els
polisacarids estructurals de les parets cel-lulars de les plantes sén la cel-lulosa i la
hemicel-lulosa. En el suro, la quantitat total de polisacarids representa aproximadament el 20%
de la seva composicié, xifra molt inferior en front de la proporcié de cel-lulosa i hemicel-lulosa
present en de les parets cel-lulars de la fusta, la qual és del 70-80% del total dels components

estructurals.

La cel-lulosa és el component principal de la fusta. Representa aproximadament la meitat de la
materia de la paret cel-lular i les seves propietats quimiques i estructura supramolecular sén
les responsables de les propietats de la fusta. La cel-lulosa és un polimer lineal format per

molecules de B-glucosa unides entre si amb enllagos (1-4)-glicosidics.

La hemicel-lulosa és un polisacarid format per una mescla de diferents sucres residuals,

principalment xilosa, glucosa, galactosa i fructosa.

1.1.4.4 Extractius.
Els extractius representen una part molt petita de la composicié del suro que ha de ser extreta
mitjancant solvents extractius. Aquesta extraccié té lloc utilitzant successivament solvents

cada vegada més polars: diclorometa seguit d’etanol i finalment aigua.

Els extractius del suro es poden classificar en dos grups:

o Extractius alifatics: triterpens, n-alcans, n-alcanols i acids grassos. Poden ser extrets

amb solvents de baixa polaritat (diclorometa).

o Extractius fenolics: fenols, fenols polimeérics. Poden ser extrets amb solvents polars

(etanol, aigua).
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1.1.5 PROPIETATS DEL SURO.

1.1.5.1 Propietats mecaniques.

La flexibilitat del suro ve donada per tres mecanismes diferenciats:

o Latorsié elastica de les parets cel-lulars.
o Ladeformacio progressiva de les parets cel-lulars.

o Elxoc de les parets cel-lulars i complet col-lapse.

L'espessor de l'escorca del suro juga un paper molt important en les seves propietats
mecaniques. Les escorces més fines presenten resistencia i moduls de Young superiors,
probablement degut a la gran proporcié de cel-les formades en I'Gltima etapa que, en ser més
gruixudes i presentar menys rugositats, ofereixen més resistéencia mecanica. Les diferéncies
entre les dimensions de les cel-les i en el patrdé de rugositat expliquen que es detecti una

resistencia inferior i un modul més baix en suros de més calibre.

Les propietats de mecaniques del suro poden ser modificades mitjancant tractaments amb
calor. Sotmetre el material a aire calent a 100-1502C durant un dia fa augmentar la seva
resisténcia com a resultat de la perdua d’aigua; tractaments de més durada (1-14 dies) a
aquesta temperatura o per sobre dels 2002C comporten una brusca disminucié del modul de
Young. Sotmetre el suro a tractaments amb aigua calenta (ebulliciéd) ocasiona una reduccio de
la resisténcia, menys anisotropia, és a dir, menys difereéncies en les propietats segons la
direccid (sobretot en la regio elastica) i I'aparicié d’un limit elastic brusc durant la compressid

en direccio radial.
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1.1.5.2 Propietats fisiques.
El suro té caracter amfoter, és a dir, que pot actuar com a acid o com a base, per la qual cosa

pot reaccionar amb ambdds grups funcionals indistintament.

La seva baixa densitat, deguda a la gran quantitat de gas contingut en les seves cel-les, fa que

no sigui un bon conductor de la calor.

Les propietats de friccid del suro depenen de I'adheréncia (en relacié a I'area de contacte i el
coeficient de friccié de les parets cel-les trencades) i de la deformacid per torsié de les parets

de les cel-les.

Taula 1: Propietats generals del suro (Silva et al, 2005)

Propietat Valor
Coeficient de friccid 0,35 - 0,76 suro/gel
Densitat 120 - 240 Kg:m™
Conductivitat térmica 0,045 W-m™tK?!
Resistivitat acustica 1,2x105 Kg-m'z-s'1
Difusié termica 1x10° m?s™
Coeficient de difusié de I'aigua 4x10"° - 1x10" m%s™
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1.1.6 APLICACIONS DEL SURO.

1.1.6.1 Taps de suro.

Actualment els taps de suro sén el tancament més afectiu per les ampolles de vi i cava.
Protegeixen la qualitat del producte i permeten que el vi evolucioni i millori amb el pas del
anys sense interaccionar amb contaminants. Els taps de suro son ideals per tapar ampolles
gracies a la seva impermeabilitat als liquids i gasos. Cap altre tap combina la naturalesa inerta,

impermeabilitat, flexibilitat, hermeticitat i elasticitat que ofereix el suro.

Les alternatives als taps de suro son materials sintétics com els taps de rosca. Aquests taps son
facils d’elaborar, economics i eviten la contaminacié del vi deguda als components del suro,
tanmateix, durant I'emmagatzematge, poden ser alliberats compostos provinents de la sintesi.
Els taps de rosca son facils de treure i resulten utils quan els obridors no sén convenients; tot i

aixi, 'alumini no és un material inert i pot alliberar ions metal-lics en el vi.

1.1.6.2 Altres aplicacions.
A més a més de les propietats que el converteixen en un material adequat per a la produccié
de taps, el suro posseeix altres propietats (fisiques, quimiques i mecaniques) que li ofereixen

un elevat potencial per a ser utilitzat en noves aplicacions.

1.1.6.2.1 Panells aillants.

Els panells aillants tenen tres aplicacions fonamentals: aillament térmic, absorcié acustica i
amortiguacioé de vibracions. Aquests panells sén adequats per diversos usos en la construccid,
com per exemple parets interiors o exteriors, edificis i sostres per tal proporcionar aillament

acustic i termic.
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1.1.6.2.2 Soles de calgat.
L'elevat coeficient de friccid (especialment en direccié tangencial) i la capacitat contra la

humitat del suro, el converteixen en un material excel-lent per sabates.

1.1.6.2.3 Taulons d’anuncis.
L’as dels taulers d’anuncis treu profit del plegament de les parets de les cel-les durant la
compressid (tan sols és necessaria una forca molt petita per tal de perforar el material) i de la

seva capacitat de recuperar-se totalment després d’extreure I'agulla.

1.1.6.2.4 Innovacions tecnoldgiques.
El suro ha estat escollit com a material per determinades aplicacions en la industria aéria,
militar i automobilistica gracies a les seves propietats termiques, la seva baixa velocitat en

cremar i la seva capacitat d’absorbir xocs.

1.1.7 Futures tendéncies.
Durant la produccid dels taps de suro, es desaprofita una gran quantitat de material. Només el
30% de les planxes s’utilitza pels taps. Actualment, moltes companyies sureres consideren el
residu del suro com una font d’energia. El seu baix cost i bon rendiment el converteixen en un
material per formar complexes molt atractiu de cares a ser utilitzat com a biosorbent per

extreure contaminants tals com metalls pesants i pesticides.

A dia d’avui les qualitats del suro com a biosorbent de contaminants organics han estat molt
poc investigades: Domingues et al. (2005, 2007) va investigar I'afinitat del suro amb pesticides
piretroides (cipermetrina i bifentrina) i Olivella el al. (2011*°) Vafinitat del suro amb
contaminants organics policiclics. Malgrat tot, el coneixement cientific dels efectes de la

composicio quimica del suro sobre la sorcié dels contaminants organics és escas i incomplet.
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S’espera que en un futur la técnica de sorcié de contaminants a partir de sorbents d’origen

natural es desenvolupi, ja que ofereix una elevada rentabilitat.

La legislacié6 mediambiental cada vegada és més important i les solucions efectives escassegen.
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1.2 PESTICIDES

1.2.1 Metamitron.(AgChemAccess)

El metamitron és un herbicida del grup de les triazinones utilitzat en el control de males herbes

principalment en conreus de remolatxa i tomaquets.

S’aplica com a aerosol i és absorbit a través de la superficies de les fulles i les arrels.

Pot ser utilitzat en estat pur o en combinacié amb altres productes protectors de la remolatxa.

1.2.2 Alaclor. (EPA, desembre 1998)
L'alaclor és un herbicida utilitzat en el control de les males herbes en conreus principalment de
blat, soja, melca, cacauets i mongetes. Esta classificat com a substancia prioritaria en la

Directiva Marc de les Aiglies (WFD, 2000).

Es comercialitza en estat liquid, en microcapsules, en forma granular o com a aerosol.

Els métodes d’aplicacié d’aquest pesticida son a través del sol, per medi aeri o amb equips de

quimigacio (a través del reg). També pot ser mesclat amb grans masses de fertilitzant sec.

1.2.3 2,4-D. (EPA, juny 2005)
El 2,4-D és un herbicida de la familia dels fenils o acids fenil-acetics utilitzat principalment en el

control de males herbes.

S’utilitza com a pesticida tant en ambit agricola (en un 66%) per exemple conreus, horts de
fruites i verdures... com en aplicacions no agricoles (en un 34%) per exemple en gespa, vies de
pas, jardins, zones aquatiques i forestals... També pot ser utilitzat com a regulador del

creixement de plantes citriques.
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1.2.4 Clorpirifos. (EPA, febrer 2002)

El clorpirifos és un insecticida de la familia dels organofosfats i un acaricida utilitzat en el
control de plagues en sols i fullatges en conreus alimentaris, entre ells el blat, que avarca
aproximadament el 50% del mercat d’aquest pesticida. Esta classificat com a substancia

prioritaria en la Directiva Marc de les Aiglies (WFD, 2000).
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1.2.5 Propietats quimiques dels pesticides.

Taula 2: Propietats quimiques dels pesticides

PESTICIDA Metamitron Alaclor ™ 2,4-D™ Clorpirifos "
Grup Herbicida Herbicida Herbicida Insecticida
nQ registre CAS 41394-05-2 15972-60-8 94-75-7 2921-88-2
Férmula molecular Ci0H10N4O C14H20CINO, CsHgCl,04 CyH;,CIsNO5PS
Massa molecular
(g/mol) 202.2 269.77 221.04 350.6
NN CHQCH3 . ﬁ
Estructura quimica / }.-_:'.-' {:}_ o //// \\\\ LCOCH,CI {f} -\\ L= '\::::\/ODI:OC H;CH, ),
(‘\ I / 2 { N cl—{ ¢ \>— OCH,COOH
WA N \\ - / CH,0CH, \ - .
| _ !
o NH, CH,CH, cl c cl
Solubilitat (g/m°) 1700 240 400 0.73
logkow 0.83 2.80 2.81 4,92
pKa . 0.62 2.64 _

(a) E.Barriuso, 2005
(b) Mackay, 2004
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1.3 PRINCIPALS TECNIQUES D’ANALISI UTILITZADES.

1.3.1 Cromatografia liquida d’alt rendiment (HPLC: High Performance Liquid

Chromatography)

1.3.1.1 Fonaments teorics.

L’HPLC és una técnica de separacié que consisteix en la injeccié d’un volum conegut de mostra
liguida dins una columna replena de particules (aquest reple s’anomena fase estacionaria). Els
components individuals presents en la mostra passen a través de la columna arrossegats per
un liquid (fase mobil) que és bombejat a la columna a elevada pressio. Els components de la
mostra es retarden diferencialment depenent de les interaccions fisiques i quimiques que
pateixen amb les particules del replé a mesura que avancen per la columna. El temps que
tarda cada compost a ser eluit de la columna s’anomena temps de retencié i es considera una

propietat identificativa d’'un compost en una determinada fase mobil i estacionaria.

A continuacio, els components sén detectats a la sortida de la columna per un detector que en
mesura la quantitat. Els temps de separacié i les quantitats presents es descriuen en el

cromatograma.
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1.3.1.2 Aparell.

HPLC Agilent 1200 series

Cabina de solvents ———» /!

Bomba
— "
e ==

quaternaria - 41
s - 1
columna . == ©

Figura 9: Aparell HPLC (Agilent technologies, 2012)

1.3.1.2.1 Cabina de solvents.

Zona on en troben les ampolles que contenen la fase mobil, amb la opcid de fer

servir fins a 4 solvents alhora per una analisi.

L'ampolla conté un dispositiu per on s’agafa el solvent, es filtra per tal d’evitar el
malbaratament de la columna ocasionat per possibles particules solides presents en el

dissolvent i entra dins del modul del desgasificador.

La barreja del dissolvent es genera en la zona de baixa pressio per una valvula de reparticié de

velocitat.



1.3.1.2.2 Desgasificador de membrana de buit.
Previament a l'inici del procés, es duu a terme una desgasificacié del sistema per tal d’evitar

que la presencia de bombolles gasoses malmetin la bomba d’alta pressid.

1.3.1.2.3 Bomba quaternaria.

La bomba s’anomena quaternaria ja que consta d’un gradient de quatre canals, amb una

valvula de particié d’alta velocitat i un dispositiu de bomba.

La bomba d’alta pressio s’utilitza per tal de superar la resisténcia contra el flux continu de
liquid en circular a través de la columna. La velocitat normal del flux en columnes HPLC és

d’entre 1i2 ml/min i una bomba tipica pot assolit una pressié de 400-600 bar.

Durant el procés, la bomba pot proporcionar un flux de fase mobil de concentracié constant

(isocratic) o de concentracié gradualment superior (gradient).

1.3.1.2.4 Injector manual.

L’injector manual de ’'HPLC no esta dins del modul. Es la part on s’injecten les

mostres liquides. Esta connectat a un “loop” de 20pL.
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1.3.1.2.5 Columna.

El tipus de columna utilitzada és ZORBAX Eclipse XDB-C18 de 4,6x150 nm, amb un

volum d’injector de 20pL i una velocitat lineal de 0,172 cm/s.

La columna esta replena de la fase estacionaria, la missié de la qual és separar els diferents
components de la mostra. Les minuscules particules del replé sén les responsables de I'elevada

resisténcia que ofereix la columna a la velocitat normal del flux.

1.3.1.2.6 Detector.

En la part inferior de I'aparell hi ha situat el detector el qual consta d’una lampada de

UV-VIS de longitud d’ona de 190 a 600 nm.

El detector capta les molécules individuals que surten de la columna i a continuacié

proporciona un output a I'ordinador que déna com a resultat un cromatograma liquid.

1.3.1.2.7 Ordinador.

L’equip HPLC Agilent 1200 controla els seu funcionament a través d’un ordinador amb el
programa “Agilent Tecnologies Chem Station”, i consta també d’una impressora per poder
imprimir els cromatogrames juntament amb la informacid de les analisis realitzades. El control
de I'equip per establir condicions de treball, recollir les dades i processar-les es fa amb el

programa. Unicament la part d’injeccié de les mostres es fa manualment.
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1.3.1.3 Avantatges de I'HPLC en front d’'una columna normal de cromatografia.

= Elreplé de la columna es consumeix més lentament.
= la columna s’utilitza diverses vegades, per la qual cosa la técnica resulta més rentable.
= |’eficiéncia de les columnes amb particules més grans és superior i permet temps

d’analisi més curts.
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1.3.2 Cromatografia infraroja FTIR.

1.3.2.1 Fonaments teorics.
Durant I'analisi per FTIR, la mostra és travessada per radiacié IR, absorbint-ne part de la llum i
transmetent-ne la resta. L'espectre resultant mostra aquesta absorcid o transmissié per part

de les molécules, plasmant el que vindria a ser una empremta digital de la mostra.

L'espectre IR consisteix en una seqiiencia de pics que representen la quantitat de llum
absorbida a diferents freqliencies, corresponents a les freqliéncies de vibracid entre es

enllacos dels atoms que componen la mostra.

L’espectroscopia IR és una bona técnica d’identificaci6 molecular, ja que cada compost té la
seva propia combinacié atomica i no hi ha dos compostos que emetin un espectre infraroig

identic.

1.3.2.2 Aparell.

Jotamultiplicadar  processador

<<\\’\mc’f mraﬂ) ’
1]

Jont infrarajs detector
il =

e nivall
oS ordinador

Figura 10: Esquema d’un espectrometre IR.

_(experimentaciolliure.wordpress.com)
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1.3.2.2.1 Fontinfraroja.
En la técnica de FTIR la font lluminosa emet un raig que conté diverses freqliiencies de llum

alhora. Aquest raig sera desviat per multiples miralls a fi i efecte d’anar-ne variant I'espectre.

1.3.2.2.2 Mostra.

Quan el raig travessa la mostra, aquesta absorbeix I'energia a determinades freqliéncies de

vibracid, depenent dels enllagos atomics que la caracteritzin.

1.3.2.2.3 Detector.
El raig de llum final, després d’haver travessat la mostra, és mesurat pel detector, el qual

emetra les senyals corresponents a |'ordinador.

1.3.2.2.4 Ordinador.

Totes les dades generades durant I'analisi sén recollides per 'ordinador, el qual, mitjancant
I'aplicaciéd d’un algorisme matematic anomenat Transformada de Fourier, definira quines
absorcions hi ha hagut i a quines longituds d’ona han tingut lloc. El resultat final sera I'espectre

d’infraroig.
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1.3.2.3 Avantatges de I'espectrometre FTIR en front d’altres técniques dispersives.

e Totes les freqliencies son mesurades simultaniament en un periode de temps curt
que va des de segons a pocs minuts.

e Els detectors sén més sensibles i el rendiment optic més elevat, per la qual cosa es
genera menys soroll.

e Un laser orienta el mirall mobil per tal d’obtenir la freqliéncia adequada.
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2 REREFONS.

Els pesticides son compostos o barreja de compostos que s’apliquen sobre un terreny agricola
per tal de destruir els organismes que podrien afectar els productes alimentaris conreats.
Encara que els beneficis que s’obtenen amb el seu Us son nombrosos, els pesticides s’han creat
per destruir algunes formes de vida i els efectes secundaris que poden provocar sobre el medi
ambient i la salut humana sén perillosos, fet que, en alguns casos, converteix en necessaria la
seva eliminacié.

Un dels metodes utilitzats per dur a terme aquesta eliminacié és la sorcié de contaminats
sobre materials adsorbents.

Per tal de fer d’aquest metode un procés sostenible cal investigar nous materials capacos de
retenir els contaminants.

El suro és la part més externa de I'escor¢a de I'alzina surera: Quercus Suber L. Es un material
natural, renovable i biodegradable que s’extreu cada 5 - 10 anys. Esta constituit per
components estructurals i no estructurals. Els components estructurals consisteixen
principalment en polimers hidrofobics com la lignina (15-25%) i la suberina ( 35-50%) i en
polisacarids hidrofilics (10-20%). Els components no estructurals son els anomenats extractius

(10-15%) que es classifiquen en extractius alifatics i extractius fenolics.

El seu Us principal és I’elaboracié de taps per ampolles de vi i cava (aproximadament el 70% del
mercat surer). Tanmateix, durant la seva produccié es desaprofita una gran quantitat de
material (només s’utilitza el 30% de les planxes), per aquest motiu, degut al seu baix cost i
heterogénia composicié s’ha convertit en un material per formar complexes molt atractiu de

cares a ser utilitzat com a biosorbent per eliminar contaminants.
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Tot i aixi, a dia d’avui s’han realitzat molt pocs estudis que investiguin les qualitats del suro
com a biosorbent de contaminants organics: Domingues et al. (2005, 2007) va investigar
a.b)

I’afinitat del suro amb pesticides piretroides (cipermetrina i bifentrina) i Olivella el al. (2011

I’afinitat del suro amb contaminants organics policiclics.

Malgrat tot, el coneixement cientific dels efectes de la composicié quimica del suro sobre la
sorcié dels contaminants organics és escas i incomplet. Val a dir que aquest estudi s’integrara
en una base de dades no existent fins el moment on hi ha incloses totes les caracteristiques de

les diferents parts anatomiques del suro i la seva afinitat pels contaminants organics.
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3 OBJECTIUS.

En aquest context, I'objecte principal d’aquest estudi és avaluar la capacitat del suro com a
material adsorbent de quatre pesticides de diferent estructura quimica i hidrofobicitat
(metamitron; alaclor; 2,4-D i clorpirifos) i investigar la influencia dels components quimics

principals del suro en aquest procés de sorcio.

Per tal d’assolir aquest objectiu es determinara, en primer lloc, la concentracié de treball de
cada pesticida. A continuacié es determinara la proporcié optima de suro/solucié duent a
terme, per cada pesticida, assajos a diferents masses de sorbent i a diferents volums de
solucid. Seguidament es sotmetra el suro a un procés d’extraccié dels seus components
quimics principals amb diferents dissolvents per tal d’obtenir-ne cinc fraccions solides aillades
per part del suro: (1) suro lliure d’extractius alifatics, (2) suro lliure d’extractius alifatics i
fenolics, (3) suro lliure d’extractius totals, (4) suro lliure d’extractius i suberina i (5) la suberina
gue, posteriorment, es posaran en contacte amb cadascun dels quatre pesticides a fi i efecte
d’observar les possibles variacions existents en el procés de sorcié. En tots els assajos, les
analisis de les concentracions dels pesticides en la fase aquosa es duran a terme per
cromatografia HPLC. Per acabar, s’analitzaran per FTIR cadascuna de les fraccions solides
(abans i després de la sorcid) per tal de determinar els grups funcionals que intervenen en la

sorcié de cada pesticida.
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4 PART EXPERIMENTAL.

4.1 METODOLOGIA.

4.1.1 Aillament dels extractius del suro.

4.1.1.1 Objectiu.
Extreure els compostos de baix pes molecular que no formen part propiament de I'estructura
macromolecular del suro mitjancant dissolvents de polaritat creixent, per tal d’obtenir

diferents fraccions solides de Quercus Suber lliures d’extractius.

4.1.1.2 Resum.

Els components extractius que conté el suro es classifiquen en dos grups:

e Extractius alifatics: son extractius de caracter apolar (alcans, alcanols i acids

grassos). La seva solubilitzacié es duu a terme a mitjancant dissolvents de baixa
polaritat; en aquest cas diclormeta.

e Extractius fenolics: sdn extractius de caracter apolar (fenols, acids benzoics, acids

cinamics i tanins). La seva solubilitzacid es duu a terme amb dissolvents polars i té

lloc en dues etapes: una primera amb etanol i una segona amb aigua.

Durant el procés el suro esta sotmés a tres extraccions diferenciades: una primera amb
diclormeta (en la qual s’extreuen els extractius alifatics), una segona amb etanol (en la qual
s’extreuen els extractius fenolics) i una ultima amb aigua (per tal d’eliminar els extractius

fenolics residuals de caracter més polar)
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4.1.1.3 Material.

e Didal “thimble”.

e Sistema d’extracci6 Soxhlet:
o Baldé de 500 mL
o Tub d’extraccio (diametre intern 30 — 40 mm)
o Condensador
o Sifé de capacitat 100 mL

e Filtres de fibra de vidre.

e Manta calefactora.

e Placa calefactora i agitadora.

e Estufaidessecador.

4.1.1.4 Mostra

Suro: CAT-1 (esquena i ventre) 0,5 — 0,7 mm de mida de particula

4.1.1.5 Reactius.
e Diclormeta 98% (Peb = 402C)
e Etanol 99,8% (Peb = 78,452C)

e Aigua mili-Q
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4.1.1.6 Procediment.
El procés fou dut a terme segons el procediment estandard “Preparacié de la mostra per a

I'analisi quimica lliure d’extractius” (Annex 1).

En primer lloc es pesen 7g de mostra de Quercus Suber i es posen dins els didal “thimble”. Per

tal d’evitar la perdua de mostra durant I’extraccio, es tapa el didal amb filtres de fibra de vidre.

La primera extraccio té lloc introduint 300mL de diclormeta (35 mL dissolvent/g de mostra) en
el balé amb trossos de porcellana porosa a dins i adaptant-lo al Soxhlet tal com s’indica en la
Figura 11. Un cop finalitzat el muntatge sota la campana, es posa en marxa el sistema de

circulacio d’aigua refrigerant i s’engega la manta calefactora posicionada en el nivell 8.

Es deixa el sistema en funcionament durant 6 hores per tal que tinguin lloc les 24 extraccions

gue soén necessaries per eliminar tots els extractius alifatics de la mostra (4 extraccions/hora).

Un cop finalitzada I'extracci, es para I'equip, es treu el didal i es deixa refredar el sistema

durant tota la nit.

Abans de continuar amb la segona extraccid, es pren una mostra de 2 g de suro sense
extractius alifatics, es neteja amb aigua i es posa a assecar dins I'estufa a 802C fins a assolir un
pes constant. S’etiqueta la mostra sota el nom de “ALIF” i es guarda en el dessecador per al

seu posterior Us.

La mostra restant es sotmet a la segona extraccid. Aquesta té lloc de forma analoga a la
primera pero utilitzant etanol com a dissolvent. L'etanol té un punt d’evaporacié superior al
diclormeta, per aquest motiu el procés es duu a terme posicionant la manta calefactora al

nivell 10 i deixant-lo en funcionament durant 8 hores.

Nota: el temps d’extraccid es comenga a contar a partir del primer cicle de dissolvent
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Un cop finalitzada, es pren una mostra de 1 g de suro sense extractius fenolics, es neteja amb
aigua i es posa a assecar a 802C fins a assolir un pes constant. S’etiqueta la mostra sota el nom

de “FEN” i es guarda en el dessecador per al seu posterior Us.

Per tal de prosseguir amb la tercera extraccid, s’introdueix la mostra restant dins un
erlenmeier de 500 mL amb trossos de porcellana porosa i una mosca en el seu interior i
s’omple d’aigua mili-Q. Es col-loca el recipient en la placa calefactora i agitadora a nivell 5 i es
duu a ebullicié6 durant 12 hores, afegint-hi aigua de forma peridodica per tal d’evitar que

aquesta s’evapori completament.

Un cop finalitzada I'Ultima extraccio es filtra la mescla, es neteja el solid amb aigua i es posa a
assecar a 809C fins a assolir un pes constant. S’etiqueta la mostra sota el nom de “EXT” i es

guarda en el dessecador per al seu posterior Us.

Cos refrigerant - \
Entrada i sortida d'aigua

Didal “thimble” —
Cos del Soxhlet
mostra L

Bald

Dissolvent

Manta calefactora

Figura 11: Sistema d’extraccié Soxhlet

(chemie.unibas.com)
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4.1.2 Aillament de la suberina.

4.1.2.1 Objectiu.

Extreure la suberina de la mostra de suro lliure d’extractius i obtenir aixi dos solids

diferenciats:

e Suberina solida

e Suro lliure d’extractius i suberina (suro desuberitzat).

4.1.2.2 Resum.

La suberina com a tal és un polimer insoluble en qualsevol dissolvent, perd pot ser des-
reticulada mitjancant processos quimics. Els dos metodes més utilitzats (Pinto et al., 2009) per
aillar la suberina sén la metandlisi, que consisteix en esterificar els acids de la suberina
quedant modificada la seva estructura, i la hidrolisi alcalina que manté els grups acids com a

tals i preserva els grups epoxid, mantenint, per tant, la seva estructura més intacte.

En aquest treball s’ha dut a terme l'aillament de la suberina per hidrolisi alcalina descrita per

Ekman i Eckerman, 1985.

4.1.2.3 Material.
e pH-metre (Crison, basic 20)
e Reflux
o Balé de 500 mL
o Tub de reflux
o Refrigerador
o Termometre
e Manta calefactora.

e Estufa.
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e Dessecador.
e Embut decantador.

e Evaporador rotatori.

4.1.2.4 Mostra.

Suro: CAT-1 (esquena i ventre) 0,5 — 0,7 mm de mida de particula.

4.1.2.5 Reactius.
e KOH 0,5M dissolt en etanol:aigua (9:1)
e Acid sulfdric diluit 0,1M

e Metil-t-butil eter

4.1.2.6 Procediment.

El procés fou dut a terme segons el procediment estandard “Isolacié de la suberina” (Annex

2).

En primer lloc es pesen 1,5 g de la mostra “EXT” (mostra de suro lliure d’extractius),
s’introdueixen en el balé amb trossos de porcellana porosa a dins i s’hi afegeixen 250 mL de la

solucié d’hidroxid de potassi 0,5M. S’adapta el recipient a la columna de reflux tal com s’indica

en la Figura 12(A).

Un cop finalitzat el muntatge sota la campana, es posa en marxa el sistema de circulacié
d’aigua refrigerant i s’engega la manta calefactora fins que s’assoleixi una temperatura de
702C. A partir d’aquest moment, i controlant que la temperatura es mantingui constant, es
deixa el sistema en funcionament durant 2 hores. Passat aquest temps, es para el sistema i

quan s’hagi refredat a temperatura ambient es filtra la mescla.
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La fraccid solida és una mostra de suro desuberitzada que es posa a assecar a 602C fins a

assolir un pes constant. S’etiqueta la mostra sota el nom de “DESUB” i es guarda en el

dessecador per al seu posterior Us.

El liquid residual conté els monomers de suberina extrets del suro.

Per tal de fer precipitar la suberina, s’acidifica el liquid amb acid sulfuric diluit assegurant-ne

una completa agitacié i controlant el pH fins a assolir-ne un valor de 3 —3,5.

Per acabar d’obtenir la suberina pura, es realitzen tres neteges consecutives en un embut

decantador utilitzant metil-t-butil eter com a dissolvent. La fraccié viscosa, que conté els

monomers de suberina, s’introdueix en un balé de 250 mL i, mitjangant un evaporador rotatori

(Figura 12(B)), s’eliminen les restes de dissolvent donant com a producte la suberina en estat

solid que s’etiqueta sota el nom de “SUB” i es guarda en el dessecador per al seu posterior Us.

Sortida
d’aigua

Entrada
d’aigua

Manta
calefactora

condensador

4
==
condensador 121
re—-35 %
— = L8
—~— T
S|
=
=5
[
L
&y .y
f
Dissolvent
recuperat

Balé amb

suberina

Figura 12: (A) Reflux (what-when-how.com) ; (B) Evaporador rotatori (faidherbe.org, 2012)
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4.1.3 Caracteritzacio del suro i les seves fraccions.

4.1.3.1 Objectius.

Determinar I'index de polaritat suro i de cadascuna de les seves fraccions coneixent-ne la seva
composicio (N, C, H) per analisi elemental organica.

Determinar els mondomers principals que formen la suberina per pirolisi en preséncia
d’hidroxid de tetra-metil-amoni (TMAH) .

Identificar els grups funcionals del suro i de cadascuna de les seves fraccions mitjancant

I’obtencié dels seus espectres d’infraroig per FTIR.

4.1.3.2 Resum.
La capacitat de sorcid (K,.) d’un pesticida organic hidrofobic esta inversament relacionada amb

la polaritat del solid utilitzat com a sorbent (Wang and Xing, 2007). D’aquesta manera si I'index
. 0+N ey . . -
de polaritat (%) del solid és elevat, aquest presenta una capacitat per adsorbir pesticides

hidrofobics de caracter aromatic baixa.

L’analisi per pirolisi en presencia de TMAH de la suberina consisteix en metilar els seus grups
funcionals per tal de poder ser detectats i identificats posteriorment per cromatografia de

gasos/espectroscopia de masses.

La técnica FTIR és utilitzada per identificar els principals grups funcionals del suro i de
cadascuna de les seves fraccions aixi com les possibles diferencies existents entre els espectres

de cada mostra.
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4.1.3.3 Mostres.
e Suro: CAT-1 (esquena i ventre) 0,5 — 0,7 mm de mida de particula.
e Suro lliure d’extractius alifatics. (“ALIF")
e Suro lliure d’extractius alifatics i fenolics. (“FEN")
e Suro lliure de tots els extractius. (“EXT”)

e Suberina. (“SUB”)

4.1.3.4 Analisi elemental organica.
Es van enviar mostres de suro i de cadascuna de les seves fraccions als Serveis Técnics de
Recerca per tal que en realitzessin I'analisi elemental organica i obtenir-ne un informe amb el

contingut de carboni, nitrogen i hidrogen de cada mostra.

4.1.3.5 Pirdlisi de la suberina en preséncia de TMAH.
Es va enviar una mostra de suberina al “Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia de
Sevilla — Consejo Superior de Investigaciones Cientificas” (IRNAS — CSIC) per tal que

n’identifiquessin els monomers principals que la componen.

Aquesta analisi fou duta a terme mesclant aproximadament 1,0mg de mostra amb
aproximadament 5uL de TMAH (25% p/v en metanol) i escalfant la mescla en un forn pirolitic
fins a 5002C. (Olivella and del Rio, 2011) Un cabal d’heli arrossega la mostra gasosa amb els
seus grups ja metilats fins a I'aparell de cromatografia de gasos seguit d’un espectrometre de

masses.
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4.1.3.6 Analisi espectroscopica.

4.1.3.6.1 Materials i equips.

e Lampada de llum vermella.

e Morter.

e Balanca analitica (A&D instruments, série HM).

e Disc d’acer.

e Pisto.

e Motlle.

e Aparell de pressié (Speac).

e Anell de metacrilat.

e Placa per la pastilla.

e Espectrometre (Galaxy 5000 FTIR spectrometer (Mattson Instrument Co., Madison

wi))

4.1.3.6.2 Procediment.
Les analisis per FTIR de les mostres foren dutes a terme segons els protocols “Elaboracié de la

pastilla de bromur de potassi” (Annex 3) i “Analisi per FTIR” (Annex 4)

En primer lloc s’elabora la pastilla de bromur de potassi a partir de 2 mg de mostra a analitzar i

200 mg de KBr. A continuacio s’introdueix la pastilla en I'espectrofotometre i s’inicia I’analisi.

Els espectres es mesuren en un rang de longitud d’ona entre 3500 i 400 cm™ amb I'addicié

de 32 scans i amb una resolucié de 2 cm™.

Els espectres es guarden per duplicat en format “.RAS” i en format “.TBL".
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4.1.4 Estudi previ dels pesticides per HPLC.

4.1.4.1 Objectius.

Identificar la senyal cromatografica caracteristica de cada pesticida, aixi com comprovar la

linealitat que segueix I'area d’aquesta en funcioé de la concentracio.

Determinar la concentracié de treball del pesticida pels posteriors assajos.

4.1.4.2 Resum.

La tecnica cromatografica HPLC és utilitzada per quantificar la quantitat de pesticida present

en la fase liquida analitzada.

Durant I'analisi, el liquid injectat és arrossegat per la fase mobil a través de la columna de
I'aparell. El pesticida interacciona amb els components quimics de la columna al llarg del seu
recorregut i, depenent d’aquestes interaccions, tarda més o menys temps en sortir-ne fora i
ser detectat. L'aparell déna com informe un cromatograma on s’especifica el temps de

deteccio del pesticida i la intensitat de la senyal d’aquesta deteccio.

4.1.4.3 Equips.

HPLC AGILENT 1200 series amb una columna ZORBAX Eclipse XDB-C18 de 4,6x150 nm, amb un

volum d’injector de 20uL i una velocitat lineal de 0,172 cm/s.
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4.1.4.4 Reactius

4.1.4.4.1 Soluts.
e Metamitron (Sigma-Aldrich)
e Alaclor (Sigma-Aldrich)
e 2,4 -D (Sigma-Aldrich)

e Clorpirifos (Sigma-Aldrich)

4.1.4.4.2 Dissolvents.
e Acetonitril
e Aigua mili-Q
e Acetat d’amoni

e Acid fosforic

4.1.4.5 Procediment.
Es preparen, per a cada pesticida, dues dilucions a partir d’'una solucid patrd inicial les

caracteristiques de les quals s’especifiquen en la Taula 3.

S’analitzen les dissolucions per HPLC seguint les pautes especificades en el procediment

estandard “Determinacié de pesticides mitjancant la teécnica HPLC”. (Annex 5)

En la Taula 4 es mostren les condicions d’analisi per HPLC de cada pesticida.
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Taula 3: Caracteristiques de les dissolucions de pesticida pel seu estudi previ per HPLC.

Solut

Dissolvent

Metamitron

(Sigma-Aldrich)

30% acetonitril

70% aigua + 1mmol

Alaclor

(Sigma-Aldrich)

90% acetonitril

2,4-D

(Sigma-Aldrich)

50% acetonitril

50% aigua (0,1%

Clorpirifos

(Sigma-Aldrich)

80% acetonitril

10% aigua 20% aigua
CH3COONH, H3PO4)
Concentraci6 patré 10 pg/mL 40 pg/mL 10 pg/mL 10 pg/mL
Dilucions 1:5 1:2 1:5 1:5
Taula 4: Condicions d’andlisi per HPLC
PESTICIDA Metamitron Alaclor 24-D Clorpirifos
F. mobil 30% ACN Gradient: 50% ACN 80% ACN
5 min: 50% 50%
15min: | 90% 10%
25min: STOP
flux 1 mL/min 1 mL/min 1 mL/min 1 mL/min
Long. d’ona 225 nm 225 nm 225 nm 225 nm
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4.1.5 Assajos de sorcid.

4.1.5.1 Determinacio del rati optim sorbent/solucié

4.1.5.1.1 Objectiu.
Determinar la proporcié entre la massa de sorbent i el volum de solucié a utilitzar per tal

d’obtenir uns resultats optims en el procés de sorcid.

4.1.5.1.2 Resum.
Es realitzen dos tipus d’assajos: 1) assajos a volum constant de solucio i diferents masses de
sorbent i 2) assajos a massa de sorbent constant modificant el volum de solucié per tal

d’observar la influéncia d’aquests dos factors en I'eficiéncia del procés de sorcid.

En ambdds assajos, es realitzen com a minim dues repliques de cada mostra per tal
d’assegurar la reproductibilitat dels resultats i verificar-ne la repetibilitat. Els resultats que es
reflecteixen en el treball per a cada pesticida son el resultat de la mitjana aritmética de les

répliques realitzades.

Els liquids residuals després de I'adsorcié sén analitzats amb caracter posterior mitjancant
cromatografia HPLC per tal de poder quantificar I'eficiéncia del suro a I’hora d’adsorbir cada

pesticida.

El pH de la dissolucié té una enorme influencia sobre les propietats tant del sorbent com del
pesticida (Sheng, 2004) Per aquest motiu, es mesuraran també els pH’s de les fases liquides

abans i després del procés de sorcié per tal de justificar els resultats obtinguts.
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4.1.5.1.3 Efecte de la massa en el procés de sorcio.

Els assajos foren duts a terme de forma analoga per a cada pesticida.

4.1.5.1.3.1 Material.
e Agitador rotatori (Stuart scientific, STR4)
e Placa agitadora

e pH-metre (Crison, basic 20)

4.1.5.1.3.2 Mostra.

Suro: CAT-1 (esquena i ventre) 0,5 — 0,7 mm de mida de particula

4.1.5.1.3.3 Reactius/dissolucions.

Taula 5: Caracteristiques de les solucions patré dels pesticides en els assajos de sorcio per a I'efecte de la massa.

Solut Dissolvent

Concentracio

Metamitron (Sigma-Aldrich) 30% acetonitril

70% aigua + 1mmol CH;COONH,

Alaclor (Sigma-Aldrich) 90% acetonitril
10% aigua
2,4 - D (Sigma-Aldrich) 50% acetonitril

50% aigua (0,1% H3P0O4)
Clorpirifos (Sigma-Aldrich) 80% acetonitril

20% aigua

2 ug/mL

5 pg/mL

2 pg/mL

2 ug/mL
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4.1.5.1.3.4 Procediment.

Per cada réplica realitzada, es pesen en tres tubs roscats, 1, 2 i 5 mg de suro respectivament i

en dos erlenmeiers, 10 i 40 mg de suro.

S’afegeixen 20mL de dissolucié de pesticida a cada tub en la proporcié que s’indica a la Taula 5
i 42mL als erlenmeiers, es tapa i es es sotmet a agitacid: els tubs en un agitador rotatori i els
erlenmeiers en la placa agitadora a 400rpm i 20°C. (Es realitzen dues répliques per a cada

pesticida)

Passades 72 hores es separen les fases per filtracid, s’analitzen els pHs i es guarden les fases

liguides a la nevera per ser analitzades posteriorment per HPLC.

4.1.5.1.4 Efecte del volum en el procés de sorcié.

4.1.5.1.4.1 Material.

e Agitador rotatori (Stuart scientific, STR4)

e pH-metre (Crison, basic 20)

4.1.5.1.4.2 Mostra.

Suro: CAT-1 (esquena i ventre) 0,5 — 0,7 mm de mida de particula.
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4.1.5.1.4.3 Reactius/dissolucions.

Taula 6: Caracteristiques de les solucions patré dels pesticides en els assajos de sorcio per a I'efecte del volum.

Solut

Dissolvent

Concentracio

Metamitron (Sigma-Aldrich)

Alaclor (Sigma-Aldrich)

2,4 - D (Sigma-Aldrich)

Clorpirifos (Sigma-Aldrich)

30% acetonitril

70% aigua + Immol CH3;COONH,
90% acetonitril

10% aigua

50% acetonitril

50% aigua (0,1% H3PO4)

80% acetonitril

20% aigua

200 pg/mL

500 pg/mL

200 pg/mL

200 pg/mL

Taula 7: Caracteristiques de les dissolucions de pesticides sotmeses a sorcio per a I'efecte del volum.

Solut

Dissolvent

Concentracio

Metamitron (Sigma-Aldrich)

Alaclor (Sigma-Aldrich)

2,4 - D (Sigma-Aldrich)

Clorpirifos (Sigma-Aldrich)

0,3% acetonitril

0,7% aigua + 1Immol CH;COONH,
Aigua

0,9% acetonitril

Aigua

0,5% acetonitril

0,5% aigua (0,1% H3P0O4)

Aigua

0,9% acetonitril

Aigua

2 ug/mL

5 pg/mL

2 pg/mL

2 ug/mL
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4.1.5.1.4.4 Procediment.

Aquest assaig es realitza a partir de dissolucions a I’ 1% v/v de solucié patré (Taula 6) de
pesticida en aigua. D’aquesta manera obtenim una solucié aguosa amb una concentracié de
pesticida analoga a I'assaig anterior i amb un contingut inferior a I'1% de dissolvent la qual
s’aproxima, de forma més fidedigna, a les condicions d’una aigua contaminada que podria ser

trobada en el medi natural.

Les caracteristiques de les dissolucions resultants que seran sotmeses a sorcié es mostren en la

Taula 7.

Nota: Les dissolucions d’alaclor i de metamitron foren preparades amb caracter previ a ser
posades en contacte amb el sorbent, pel contrari i degut a la seva elevada hidrofobicitat, les
dissolucions aquoses de clorpirifos i de 2,4-D hagueren de ser preparades “in situ” dins els tubs

d’assaig.

Per cada réplica realitzada, el procés de sorcié té lloc pesant en tres tubs roscats 5 mg de suro i
afegint-hi respectivament 5, 10 i 20 mL de la solucié aquosa. Es tapa i es sotmeten a agitacio

en un agitador rotatori a 40rpm i 202C. (Es realitzen dues repliques per a cada pesticida)

Passades 72 hores es separen les fases per filtracid, s’analitzen els pHs i es guarden les fases

liqguides a la nevera per ser analitzades posteriorment per HPLC.
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4.1.5.2 Estudi de la influéncia dels components quimics del suro en el procés de

sorcio.

4.1.5.2.1 Objectiu.
Determinar la rellevancia dels diferents components quimics del suro en I'adsorcié de cada

pesticida.

4.1.5.2.2 Resum.

Es posen en contacte dissolucions aquoses de cada pesticida amb les diferents fraccions del
suro obtingudes en el procés d’isolacio (suro, suro lliure d’extractius alifatics, suro lliure
d’extractius alifatics i fenolics, suro lliure d’extractius, suro lliure d’extractius i de suberina,
suberina) per tal d’observar les possibles variacions existents en la sorcio a partir de posteriors
analisis tan de la fase liquida residual per cromatografia HPLC, com del residu solid per

espectroscopia FTIR.

Es realitzen com a minim dues repliques de cada mostra per tal d’assegurar la reproductibilitat
dels resultats i verificar-ne la repetibilitat. Els resultats que es reflecteixen en el treball per a

cada pesticida sén el resultat de la mitjana aritmetica de les repliques realitzades.

Degut a la elevada hidrofobicitat del clorpirifos (logk, = 4.92) i a la seva conseqiient tendéncia

a repel-lir 'aigua, aquest pesticida és tractat de manera diferent als altres tres.

4.1.5.2.3 Material.
e Agitador rotatori (Stuart scientific, STR4)

e pH-metre (Crison, basic 20)
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4.1.5.2.4 Mostra.
e Suro: CAT-1 (esquena i ventre) 0,5 — 0,7 mm de mida de particula.
e Suro (CAT -1) lliure d’extractius alifatics. (“ALIF”)
e Suro (CAT -1) lliure d’extractius alifatics i fenolics. (“FEN")
e Suro (CAT -1) lliure de tots els extractius. (“EXT”)
e Suro (CAT-1) lliure d’extractius i de suberina (“DESUB")
e Suberina (CAT -1). (“SUB”)
e Suro: EXT-6 (ventre) 0,425 mm de mida de particula.
e Suro (EXT-6) lliure de tots els extractius. (“EXT-ext”)
e Suro (EXT-6) lliure d’extractius i de suberina (“DESUB-ext”)

e Suberina (EXT-6) (“SUB-ext”)

4.1.5.2.5 Reactius/dissolucions.

Taula 8: Caracteristiques de les dissolucions de pesticides sotmeses a sorcid en els assajos amb les fraccions de suro.

Solut Dissolvent Concentracio
Metamitron (Sigma-Aldrich) 0,3% acetonitril
0,7% aigua + Immol CH;COONH, 2 pg/mL
Aigua
Alaclor (Sigma-Aldrich) 0,9% acetonitril
5 pg/mL
Aigua
2,4 - D (Sigma-Aldrich) 0,5% acetonitril
0,5% aigua (0,1% H3P0O4) 2 pug/mL
Aigua
Clorpirifos (Sigma-Aldrich) 16% acetonitril
40 pg/mL
Aigua




4.1.5.2.6 Procediment.
Les dissolucions de metamitron, alaclor i 2,4-D emprades en aquest assaig foren preparades a
partir d’'un 1% v/v en aigua de les solucions patré de la Taula 6, de manera analoga a com

s’especifica en el procediment de 'assaig 4.1.3.1.4. Efecte del volum en el procés de sorcio

La dissolucié de clorpirifos, degut a la seva elevada hidrofobicitat, (logk,.=4.92), fou preparada
a partir d’'un 20% de la seva corresponent solucié patré (Taula 6). D’aquesta manera
s’aconsegueix disminuir la polaritat de la solucid final augmentant la concentracié d’acetonitril
fins a un 16% a fi i efecte d’afavorir que el pesticida romangui en la solucié i evitar-ne

nombroses perdues en les parets de vidre dels tubs d’assaig.

Les caracteristiques de les solucions resultants que seran dutes a sorcié es mostren en la Taula

8.

El procés de sorcié té lloc posant en contacte, en tubs roscats diferents, cadascuna de les sis
fraccions obtingudes del suro CAT-1 amb les dissolucions de metamitron, alaclor i 2,4-D, i les
quatre fraccions disponibles de suro EXT-6 amb la dissolucid de clorpirifos, cadascuna d’elles
en la proporcié determinada en I'assaig 4.1.3.1 Determinacié del rati optim sorbent/solucid,
respectivament. Es tapa i es sotmet a agitacié en un agitador rotatori a 40 rpm i 202C. (Es

realitzen dues repliques per cada pesticida)

Les mostres de metamitron, alaclor i 2,4-D son enretirades passades 72 hores des de I'inici de
I'agitacio. Es separen les fases per filtracio i s’analitzen els pHs. Les fases liquides es guarden a
la nevera per a ser analitzades posteriorment per HPLC i les fases solides es posen a assecar a
I’estufa a 602C fins a assolir un pes constant i es guarden en el dessecador per a ser analitzades

posteriorment per FTIR.

En el cas del clorpirifos, dues hores en agitacié és suficient perque tingui lloc la maxima

adsorcié. La fase liquida és analitzada per HPLC immediatament després d’enretirar el tub de
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I'agitador (sense ser préviament filtrada per tal de no perdre traces de pesticida que puguin
quedar adherides en les parets dels diferents recipients utilitzats). A continuacié, es filtren les
fases, es posen a assecar les fraccions solides a 602C fins a assolir un pes constant i es guarden

en el dessecador per a ser analitzades posteriorment per FTIR.
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4.1.6 Analisis cromatografiques per HPLC de les fases liquides obtingudes en els

assajos de sorcio.

4.1.6.1 Objectiu.
Determinar la quantitat de pesticida que ha estat adsorbida per cada fraccié de suro sotmesa a

sorcio.

4.1.6.2 Resum.
La tecnica cromatografica HPLC és utilitzada per quantificar la quantitat de pesticida present

en la fase liquida residual després d’haver estat en contacte amb les fraccions de suro.

La quantitat adsorbida per la fraccié solida es calcula per diferencia entre la quantitat total i la

detectada per HPLC en la fase liquida.

Per tal de poder quantificar la concentracid de pesticida en la fase liquida, és necessari haver
efectuat amb caracter previ una corba de calibracié, a partir de patrons, que cobreixi el rang

de concentracions esperades.

4.1.6.3 Equips.
HPLC AGILENT 1200 series amb una columna ZORBAX Eclipse XDB-C18 de 4,6x150 nm, amb un

volum d’injector de 20pL i una velocitat lineal de 0,172 cm/s.
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4.1.6.4 Reactius

4.1.6.4.1 Soluts.
e Metamitron (Sigma-Aldrich)
e Alaclor (Sigma-Aldrich)
e 2,4 -D (Sigma-Aldrich)

e Clorpirifos (Sigma-Aldrich)

4.1.6.4.2 Dissolvents.
e Acetonitril
e Aigua mili-Q
e Acetat d’amoni

e Acid fosforic

4.1.6.4.3 Mostres.

Fases liquides resultants dels assajos de sorcid.
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4.1.6.5 Procediment.
Es preparen, per a cada pesticida, i en funcid de les concentracions esperades en cada cas, les

solucions patré que seran injectades per obtenir la recta de calibracié adient.

Per tal de realitzar les mesures per HPLC de les mostres liquides residuals obtingudes durant
els assajos de sorcid, es segueixen les pautes determinades en el procediment estandard

“Determinacio de pesticides per HPLC-UV” (Annex 5)

El 2,4-D és un pesticida de caracter ionic (pK,= 2.64). La solubilitat en aigua d’aquest pesticida
varia segons el pH, per aquest motiu, abans de ser analitzades per HPLC, les mostres resultants
dels assajos de sorcié amb el 2,4-D de pH superior a 2.64 caldran ser acidificades addicionant

un 0.1% d’acid fosforic per tal d’homogeneitzar la solucid.

El clorpirifos és un pesticida d’elevada hidrofobicitat (logk,,=4.92). En solucié aquosa tendeix a
repel-lir I'aigua i aferrar-se a les parets de vidre del recipient que el conté. Per aquest motiu,
un cop analitzada la fase liquida residual després de la sorcid, es realitzaran successives
neteges del recipient amb 15 mL d’acetonitril per tal de dissoldre les restes de pesticida
adherides a les parets. Les mostres de dissolvent seran també analitzades després de cada

neteja per tal de quantificar la quantitat de pesticida dissolta en cadascuna.

Les condicions d’analisi per HPLC de cada pesticida son les indicades en la Taula 4.
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4.1.7 Analisis espectroscopiques per FTIR de les fases solides obtingudes

després dels assajos de sorcio.

4.1.7.1 Objectiu.

Determinar els grups funcionals que intervenen en la sorcié de cada pesticida.

4.1.7.2 Resum.
La técnica FTIR és utilitzada per observar els canvis en la freqliéncia de vibracié dels enllacos
dels atoms que componen les mostres solides de sorbent analitzades com a conseqiiéncia de

I’adsorcio dels pesticides.

4.1.7.3 Materials i equips.
e Lampada de llum vermella.
e Morter.
e Balanca analitica (A&D instruments, serie HM).
e Disc d’acer.
e Pistd.
e Motlle.
e Aparell de pressid (Speac).
e Anell de metacrilat.
e Placa per la pastilla.
e Espectrometre (Galaxy 5000 FTIR spectrometer (Mattson Instrument Co., Madison

wi))
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4.1.7.4 Mostres.

e Fases solides obtingudes després dels assajos de sorcio.

4.1.7.5 Reactius.

e Bromur de potassi (FT-IR grade, Acros Organics)

4.1.7.6 Procediment.
Les analisi per FTIR de les mostres solides han estat dutes a terme segons els protocols

“Elaboracié de la pastilla de bromur de potassi” (Annex 3) i “Analisi per FTIR” (Annex 4)

Nota: Només han estat analitzades aquelles mostres que, en els assajos de sorcid, adsorbiren

el pesticida.

En primer lloc s’elabora la pastilla de bromur de potassi a partir de 2 mg de mostra a analitzar i

200 mg de KBr. A continuacié s’introdueix la pastilla en I'espectrofotometre i s’inicia I’analisi.

Els espectres es mesuren en un rang de longitud d’ona entre 3500 i 400 cm™ amb I'addicié

de 32 scans i amb una resolucié de 2 cm™.

Els espectres es guarden per duplicat en format “.RAS” i en format “.TBL".
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4.2 RESULTATS I DISCUSSIO.

4.2.1 Caracteritzacio del suro i les seves fraccions.

4.2.1.1 Analisi elemental organica.
Els resultats de I’analisi elemental organica de cadascuna de les mostres enviades, emesos pels
Serveis Tecnics de Recerca, es reflecteixen en la Taula 9. L'informe complet rebut s’adjunta en

I’Annex 6.

A partir d’aquestes dades es calculen els ratis atomics seglients:

H_ WH/1

e Rati: = % 0)/12 (Eq. 1) (*) indica el caracteralifatic
de la mostra.
0] (% 0)/16
Rati: -= — Eq. 2
. ati c (% C)/12 (Eq. 2)
O+N % 0)/16 + (%N)/14
e Rati: = (% 0)/ %N/ (Eq. 3) (*) index de polaritat

c % C)/12

On el contingut en % d’oxigen es calcula per diferéncia de masses




Taula 9: Composicié elemental del suro i les seves fraccions i ratis atomics.

Composicié elemental (% massa) Ratis atomics
Mostra C H N H/C o/c (0O+N)/C
SURO 62,740 8,505 - 1,627 0,344 0,344
ALIF 62,555 8,325 - 1,597 0,349 0,349
FEN 62,770 8,510 - 1,627 0,343 0,343
EXT 63,835 8,610 - 1,619 0,324 0,324
SUB - - - - - -

(-) valors inferiors al limit de deteccio

Segons els resultats obtinguts, la polaritat ((O + N)/C) de les fraccions de suro analitzades, tot
i ser molt similar, segueix el seglient ordre: ALIF (0,349) < SURO(0,344) < FEN (0,343) < EXT

(0,324).

L'index de polaritat de la lignina (de caracter aromatic) oscil.la entre 0.33 i 0.45 i I'index de la

cel-lulosa esta entre 0.84-0.98.

L'index de polaritat és un parametre que es fa servir com a indicador per predir la capacitat de
sorcié de contaminants organics. En estudis previs s’han observat correlacions inverses entre
la capacitat de sorcié i I'index de polaritat. Es a dir, un index de polaritat baix, indicaria que el

material tindra una afinitat per adsorbir pesticides hidrofobics elevada.

Es pot observar com un cop s’han extret tots els extractius la polaritat de la mostra disminueix

de 0,344 a2 0,324.
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4.2.1.2 Pirolisi de la suberina en preséncia de TMAH.
En la Figura 13 es mostra el cromatograma de gasos realitzat després de la pirolisi i en la Taula
10 la relacié dels productes detectats i la seva abundancia (%), rebuts des de I'IRNASE com a

resultats de I’analisi.

Segons aquests resultats, la mostra de suberina extreta del suro CAT-1 esta composta
principalment per acids essent els més abundants I'acid 9,10,18-trihidroxioctadecanoic
(12,8%), Il'acid 22-hidroxidocosanoic (12,7%), l'acid octadecanedioic (12,5%) i [Iacid

docosanedioic (12,4%) que constitueixen el 50,4% del total de la mostra.

40 45 50 55 60 5 70

Retention time (min)

Figura 13: Cromatograma de gasos de la suberina després de la pirolisi en preséncia de TMAH. (IRNAS-CSIC, Sevilla)

Taula 10: Composicio (%) de la suberina extreta de la mostra de suro CAT-1(IRNAS-CSIC, Sevilla)

Peak # Ret Time Area Percentatge
1 dodecanoic acid 35.590 2797078 0,3
2 nonanedioic acid 38.486 7813715 0,7
3 3,4-dimethoxybenzaldehyde 38.581 11444539 1,0
4 3,4-dimethoxybenzenecarboxylic acid 40.818 8869098 0,8
5 tetradecanoic acid 41.236 5696408 0,5
6 3,4-dimethoxybenzeneacetic acid 41.989 6445628 0,6
7 pentadecanoic acid 43.834 2847396 0,3
8 cis-ferulic acid 46.050 8985100 0,8
9 hexadecanoic acid 46.303 27706839 2,5

10 trans-ferulic acid 49.103 88851274 8,0
11 octadecanoic acid 50.922 39358349 3,6
12 eicosanoic acid 55.140 8755609 0,8
13 hexadecanedioic acid 55.293 38886207 3,5
14 18-hydroxy-octadec-9-enoic acid 56.159 52655297 4,8
15 octadec-9-enedioic acid 58.951 138481592 12,5
16 docosanoic acid 59.068 39207623 3,5
17 octadecanedioic acid 59.213 22215677 2,0
18 9,10-epoxyoctadecanoic acid 61.454 21614421 2,0
19 tetracosanoic acid 62.678 18462837 1,7
20 eicosanedioic acid 62.907 19771650 1,8
21 22-hydroxydocosanoic acid 63.957 140313276 12,7
22 9,10-dihydroxyoctadecanedioic acid 64.035 72555419 6,6
23 9,10-epoxyoctadecanedioic acid 64.706 29895258 2,7
24 9,10,18-trihydroxyoctadecanoic acid 66.722 141581909 12,8
25 docosanedioic acid 67.070 137435050 12,4
26 24-hydroxytetracosanoic acid 68.387 13994503 1,3
1106641752 100
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4.2.1.3 Analisi espectroscopica.
En la Taula 11 figuren els principals grups funcionals del suro, les longituds d’ona en les que

apareixen i els compostos als que se’ls atribueixen aquests grups segons Pereira, 2007.

Taula 11: Longituds d’ona (cm™) dels principals grups funcionals del suro (Pereira, 2007).

Longitud d'ona (cm™) Grup funcional Component quimic atribuit
3425 OH aigua, polisacarids, extractius
2927 CH alifatic suberina
2854 CH alifatic suberina
1740 C=0 (acids i ésters) suberina, extractius
1666 C=0, deformacié HOH lignina / aigua
1511 vibracions anell aromatic lignina, extractius
1466 deformacié CH lignina
1435 vibracions anell aromatic lignina
1330 CH extractius
1263 Cc-0 suberina, polisacarids, lignina
1162 vibracié COC suberina
1035 Cc-0 polisacarids
810 deformacions CH anell aromatic lignina
720 Cc=C suberina, extractius

A partir dels espectres obtinguts per FTIR (Figures 14 i 15) i usant com a referent les dades de
la Taula 11, es classifiquen els principals grups funcionals del suro i les seves fraccions que es

mostren en la Taula 12.




Taula 12: Longituds d’ona (cm™) dels principals grups funcionals del suro i les seves fraccions.

Longituds d'ona (cm™)

Component o funcional | SURO | ALIF FEN EXT SUB
quimic
aigua,
aigua, OH 3464,98 | 3464,96 | 3464,79 | 3465,11 | 3463,43
polisacarids,
extractius 343058 |3428,90| 3428,97 | 3429,28
suberina (CHalifatic 55,1 g5 12922,82] 2919.72 | 2919,39 | 292364
(“stretching”)
suberina CHalifatic 00, o7 1285352 | 285121 | 2851,80 | 285495
(“stretching”)
suberina, C=0 éster ; - | 175231 | 1752,35 | 1752,26
extractius
suberina, C=0 acids 173465 173433 - ;
extractius
; - | 171900 | 171911 | 1719,08
lignina / aigua c=0 1665,47 | 1665,93 | 1665,87 | 1666,11 | 1665,55
(“stretching”),
deformacio HOH | 1600,74 | 1595,64| 1594,58 | 1594,63 | 1601,40
lignina, vibracions anell |, ¢, 45 11523 38| 1523,53 | 1523,58
extractius aromatic
lignina deformacié CH - - 1474,28 | 1474,53
lignina vibracions anell |} 59 cg 1143951 | 1438,52 | 1438,60
aromatic
extractius CH 1376,82 | 1376,90| - -
suberina,
polisacarids, | C-O (“stretching”) | 1261,80 [1260,80| 1262,28 | 1260,95
lignina
suberina vibracié COC 1158,13 |1155,92| 1157,01 | 1155,92
polisacarids C-O (“stretching”) | 1035,91 |1026,54| 1025,97 | 1025,91
lignina deformacions CH | o1 ¢ 1o [ 81444 | 81444 | 817,49
anell aromatic
suberina, c=C 722,32 | 72416 | 726,88 | 726,78 | 713,53
extractius
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Figura 14: espectre d’infraroig del suro (suro), suro lliure d’extractius alifatics (alif), suro lliure d’extractius alifatics i fendlics (fen) i suro lliure de tots els extractius (ext)
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Figura 15: Espectre d’infraroig de la suberina

Tal com es pot observar en la Figura 14, després de I’eliminacié dels extractius alifatics hi ha
una notable disminucié en la intensitat dels pics a 3464cm™ (atribuit a grups hidroxil) i a
1734cm™ (atribuit a grups carbonil) possiblement degut a la pérdua d’alcohols alifatics i d’acids

grassos respectivament.

D’altra banda, el pic caracteristic de la lignina es veu modificat de 1600 a 1595cm™
possiblement degut a que I'eliminacid d’extractius fa que les unitats de lignina també es vegin

modificades i vibrin de manera diferent.

En I'espectre on s’han eliminat tots els extractius es veu com el pic atribuit al grup hidroxil (OH)
a 3464 cm™ torna a disminuir possiblement degut, aquesta vegada, a la pérdua de polifenols i
com el pic a 1734 cm-1 desapareix. En canvi el pic caracteristic de la lignina a 1594cm™ segueix

present en tots els espectres.



4.2.2 Estudi previ dels pesticides per HPLC.

4.2.2.1 Identificacié del pic caracteristic dels pesticides.

En les Figures 16 (metamitron), 17 (alaclor), 18 (2,4-D) i 19 (clorpirifos) es mostren els

cromatogrames corresponents a una concentracié de 10upg/mL dels quatre pesticides

analitzats on es pot observar el pic caracteristic de cadascun i el seu temps de retencié.
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Figura 16: Cromatograma corresponent a la solucié de metamitron 10 ug/mL
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Figura 17: Cromatograma corresponent a la solucié d’alaclor 10 ug/mL
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Figura 18: Cromatograma corresponent a la solucié de 2,4-D 10 ug/mL
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Figura 19: Cromatograma corresponent a la solucid de clorpirifos 10 ug/mL
Taula 13: Temps de retencio dels pesticides en I’analisi per HPLC.
Pesticida ‘ Metamitron Alaclor ‘ 2,4-D ‘ Clorpirifos

Temps de retencié (min) ‘ 2,3+0,2 ‘ 5,0+0,2 ‘ 2,4+0,2 ‘ 2,9+0,2
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4.2.2.2 Corbes de calibracio.

A partir de les dades obtingudes en les analisis cromatografiques de les solucions de

metamitron, alaclor, 2,4-D i clorpirifos a diferents concentracions s’obtenen les corbes de

calibracié (Figura 20: metamitron, Figura 21: alaclor, Figura 22: 2,4-D i Figura 23: clorpirifos))

on es reflecteix I'existéncia de linealitat entre 'area del pic caracteristic de cada pesticida en

funcié de la seva concentracié. En tots els casos s’ha aconseguit una linealitat de r* >0,99.

area

(mAU*s)

y=57,79x +0,74
R?=1

5 10 15
concentracié (g/mL)

1200
1000
800
600
400
200

area (mAU*s)

y =25,59x - 2,25
R2=0,9998

0 20 40 60

concentracié (g/mL)

Figura 20: corba de calibracié del metamitron.

(rang de concentracions: 0,4-10ug/mlL)

Figura 21: corba de calibracié de I'alaclor.

(rang de concentracions: 2-40ug/mL)

area (mAU*s)

y =45,56x - 1,26
RZ=1
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Figura 22: corba de calibracié del 2,4-D.

(rang de concentracions: 0,4-10ug/mL)

300
250
200
150
100

50

(mAU*s)

area

y=22,72x + 31,63
R*=0,9988

0 5 10 15
concentracio (pug/mL)

Figura 23: corba de calibracié del clorpirifos.

(rang de concentracions: 0,4-10ug/mL)
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4.2.2.3 Determinacié de les concentracions de treball.

Un pic cromatografic es considera que té un limit de deteccid acceptable quan la seva algcada
és tres vegades l'alcada de la linia base. Tenint en compte aquesta limitacid analitica, i per tal
de treballar amb concentracions el més baixes possibles (de I'ordre de pg/mL), es determinen,
en el cas de cada pesticida, com a concentracions de treball pels seglients assajos les

especificades en la Taula 14.

Taula 14: Concentracions de treball per als assajos inicials de sorcid.

Pesticida ‘ Metamitron ‘ Alaclor ‘ 2,4-D ‘ Clorpirifos
Concentracié de treball ‘ 5 ‘ 5 ‘ 5 ‘ 5
(ng/mL)

4.2.3 Determinaci6 del rati optim sorbent/solucié.

A partir de les dades obtingudes en les analisis cromatografiques de les fases liquides residuals
després dels assajos de sorcid, es calcula la intensitat de sorcid (ug pesticida adsorbit/g
sorbent) i I'eficiencia d’adsorcié (% de pesticida adsorbit) mitjangant les equacions 4 i 5,

respectivament, que es mostren a continuacio:

. Calcul de la intensitat de sorcio:
_ (Gi=Cp)wv
Cs = m (Eq.4)
. Calcul de I’eficiencia d’adsorcio:
0 i A Ci—Cr
Yo adsorcié = ——+x100 (Eq.5)
4

On C; i C; son les concentracions inicials i finals de pesticida abans i després de la sorcio expressades en ug/mlL, V és
el volum de la dissolucié de pesticida sotmés a sorcio en mL i m és la massa de la fraccio solida utilitzada com a

sorbent en g.
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4.2.3.1 Efecte de la massa.

En la Taula 16 es mostren els resultats dels calculs realitzats segons les equacions 4 i 5 per als

assajos de sorcio a volum de solucié de 20mL per a les masses de 1,2 i 5 mgide 42mL per a

les masses de 10 i 40 mg.

Taula 15: pH de les solucions dels pesticides en els assajos sobre I’efecte de la massa.

pH
Pesticida: Metamitron Alaclor 2,4-D Clorpirifos
Massa de sorbent (mg)
1 6,86 4,27 2,42 6,3
2 6,9 4,5 2,37 6,31
5 6,83 4,73 2,44 6,23
10 6,8 4,99 2,41 6,25
40 6,72 5,26 2,47 5,81

Taula 16: Eficiencia (%) i intensitat (Cs) d’adsorcié en funcid de la massa de sorbent.

Pesticida: Metamitron Alaclor 2,4-D Clorpirifos
Massa de % % %
Cs (ne/8) Cs (ne/8) Cs (ug/g) | % adsorcid | Cs (ug/g)
sorbent (mg) adsorcio adsorcio adsorcio
1 8473,91 23,15 7641,77 7,64 11477,54 28,69 1389,24 3,47
2 4273,39 23,35 1557,81 3,12 5082,71 25,41 359,27 1,80
5 1520,00 20,77 987,37 4,94 2260,79 28,26 124,91 1,56
10 1119,65 5,28 359,93 3,60 1002,22 25,06 0,00 0,00
40 183,98 0,29 0,00 0,00 65,98 3,14 0,00 0,00
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Figura 24: variacio de la quantitat de pesticida adsorbit en funcio de la massa de sorbent utilitzada expressada en

(A) ug de pesticida/g de sorbent (Cs) i (B) com a percentatge de la quantitat inicial.



4.2.3.2 Efecte del volum.
En la Taula 18 es mostren els resultats dels calculs realitzats segons les equacions 4 i 5 per als

assajos de sorcid amb una massa de sorbent constant de 5mg i volums de solucid variables (5,

10 i 20mL).

Taula 17: pH de les solucions dels pesticides en els assajos sobre I’efecte del volum.

pH
Pesticida: Metamitron Alaclor 2,4-D Clorpirifos
Volum de solucié (mL)
5 6,74 7,13 6,64 6,57
10 6,55 7,09 6,66 7,17
20 6,19 6,78 6,66 7,74

Taula 18: Eficiencia (%) i intensitat (Cs) d’adsorcié en funcio del volum de solucid.

Pesticida: Metamitron Alaclor 2,4-D
Volum de solucié % % %
Cs (ne/8) Cs (ne/8) Cs (ne/8)
(mL) adsorcio adsorcid adsorcid
5 636,01 33,13 1769,03 35,52 <0,10 <0,10
10 1463,72 38,13 1502,85 15,09 <0,10 <0,10
20 2699,57 39,95 2256,88 11,33 <0,10 <0,10
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Figura 25: variacio de la quantitat de pesticida adsorbit en funcié del volum de solucid utilitzat expressada en (A) ug

de pesticida/g de sorbent (Cs) i (B) com a percentatge de la quantitat inicial.

4.2.3.3 Discussio.

En la Figura 24 es representa la variacié de la quantitat de pesticida adsorbit en funcié de la
massa de sorbent utilitzada, expressada en (A) ug de pesticida/g de sorbent (Cs) i (B) com a
percentatge de la quantitat inicial. En augmentar la massa de sorbent en contacte amb el
liquid té lloc una disminucid tant de I'eficiencia com de la intensitat de I’adsorcié. Aquest fet
pot ser degut a I'agregacid de particules de suro (Rodriguez-Cruz, 2008). L’agregacié de les
particules causaria una disminucid de l'area superficial en contacte amb el pesticida, i

augmentaria els camins dins el cos del liquid a través dels quals el pesticida es pot difondre.
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La Figura 25 mostra la variacié de la quantitat de pesticida adsorbit en funcié del volum de
solucié utilitzat, expressada en (A) pg de pesticida/g de sorbent (Cs) i (B) com a percentatge de
la quantitat inicial. En aquesta es pot observar com, en el cas del metamitron, un augment del
volum de solucié afavoreix tant I'eficiencia d’adsorcié (d’un 33 a un 40%) com la intensitat de
la sorcid (de 636 a 2699,5 ug/g), en canvi, en augmentar el volum de solucié d’alaclor posat en
contacte amb el suro, augmenta també la intensitat de la sorcié (de 1769 a 2257ug/g) mentre

qgue disminueix I'eficiencia de dita sorcié (d’'un 35,5 a un 11%)

D’aguesta manera, s’ha comprovat que com menys massa de suro hi hagi en contacte amb el
liquid, I’adsorcié resulta ser més favorable i que, si s’augmenta el volum, tot i que el rendiment
del procés no sempre es vegi afavorit, és possible, amb una mateixa massa de sorbent, seguir

adsorbint cada vegada més quantitat de pesticida.

Tanmateix, per motius de viabilitat analitica, com serien escollir una massa de sorbent que
permeti ser mesurada sense dificultat (donades les complicacions de pesada que presenta el
suro degudes a la seva carrega electrostatica) i que sigui suficient per poder ser analitzada per
FTIR (ja que es necessiten 2mg de mostra per aquesta analisi), s’escull (tot i no ser I'0Optima en
tots els casos) com a proporciéd optima sorbent/solucié la corresponent a 5mg/20mL pels
assajos amb metamitron, alaclor i 2,4-D i una proporcié de 0,1g/15mL pels assajos amb

clorpirifos.
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4.2.4 Estudi de la influéncia dels components quimics del suro en el procés de
sorcio de cada pesticida.
Per interpretar els resultats de sorcié obtinguts i predir les interaccions que intervenen en el

procés, cal tenir en compte diferents factors:

1) Ladistribucié dels components quimics del suro en la paret cel-lular (1-3 um de gruix).

2) La carrega superficial del suro en les condicions de treball.

3) En quin estat es troba el pesticida (molecular o ionic) al pH de treball.
Pel que fa al primer factor, prenem com a model la proposta de Pereira 2007 (Figura 5, pag. 16
de la introduccid) en la que es descriu una lamel-la prima composta de polisacarids , una
segona capa gruixuda constituida alternadament per suberina, lignina i ceres (entre elles

extractius alifatics) i una fina capa terciaria formada per polisacarids (caracter hidrofilic).

Pel que fa al segon factor, el suro té un punt de carrega zero aproximadament de 3,6
(Fiol,2008). El pH de treball de les solucions analitzades és superior a aquest valor (pHs entre
3,6 i 8 aproximadament) , per tant, com que pH > pHpzc la carrega superficial del suro sera
negativa. Aquesta carrega negativa vindra principalment donada per la desprotonacié dels

grups carboxilics (-COO") (pK,=3-5).

Pel que fa al tercer factor, cal tenir en compte el caracter idonic o molecular dels pesticides
estudiats. El metamitron i el clorpirifos sén pesticides de caracter molecular, mentre que

I'alaclor i el 2,4-D sén de caracter ionic (pK, = 0.62 i pK, = 2.64, respectivament)
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4.2.4.1 Metamitron.

4.2.4.1.1 pH de les fases liquides.
Es mesuren els pHs de les fases liquides abans i després del procés de sorcié per tal de

determinar la influéncia d’aquest parametre en dit procés.

Taula 19: pH de les dissolucions de metamitron abans i després de la sorcio amb cada fraccio.

abans de la sorcié després de la sorcié
Solucio pH Solucié pH
metamitron 7,29 “Suro” 6,49
“Alif.” 6,68

“Fen.” 6,66

“Ext.” 6,67

“Desub.” 6,63

“Sub.” 6,55




4.2.4.1.2 Corba de calibraci6 del metamitron.

Per tal de calcular la concentracid de metamitron restant en la solucié després d’estar en
contacte amb cadascuna de les fraccions del suro, es determina una corba de calibracié a
partir de 4 solucions estandard de pesticida (0,2ug/mL ; 0,5pg/mL; 1,0ug/mL i 2,0 pg/mL) que

cobreixen el rang de concentracions esperades.
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Figura 26: corba de calibracié del metamitron.

(rang de concentracions: 0,2-2ug/mL)




4.2.4.1.3 Analisi cromatografica per HPLC de les fases liquides.

Les Figures 27 i 28 corresponen als cromatogrames obtinguts en les analisis per HPLC de les

solucions de metamitron abans i després de la sorcié amb suro.

Les concentracions, calculades a partir de la corba de calibracid, corresponents a aquests

cromatogrames i als obtinguts per la resta de fraccions es resumeixen en la Taula 20.

Temps: 2,419 min
Area: 116,43 mAU*s

Concentracio: 2,02ug/mL
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Figura 27: Cromatograma de la solucié de metamitron abans de la sorcic.
(Ci)
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Figura 28: Cromatograma de la solucié de metamitron després de la sorcio amb suro (CAT-1).

(suro)
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4.2.4.1.4 Intensitati eficiencia de sorcio.

En la Taula 20 es mostren els resultats dels calculs realitzats segons les equacions 4 i 5
corresponents a la intensitat de sorcié (ug pesticida adsorbit/g sorbent) i I'eficiéncia d’adsorcié
(% de pesticida adsorbit) del metamitron amb cadascuna de les fraccions de suro utilitzades

com a sorbent.

Taula 20: Eficiencia (%) i intensitat (Cs) d’adsorcié del metamitron ( concentracic teorica inicial: 2ug/mL) segons la

fraccio de suro utilitzada.

Mostra Concentracié (ug/mL) Cs (ug/g) % adsorcio
Ci (en solucio) 2,02

suro 1,7 1293,75 16,02
alif 1,7 1285,52 15,92
fen 1,69 1297,7 16,07
ext 1,74 1109,66 13,74

desub 1,66 1440,21 17,82
sub 1,75 1086,1 13,45

A B

12077 1440,21 16,02% 1592% 16,07% e

1293,75 1285,52

1109,66 13,74% 13,45%

suro alif fen ext desub sub suro alif fen ext desub sub

Figura 29: Intensitat d’adsorcid (A) (ug de pesticida/g de sorbent) i eficiéncia de sorcid (B)(%) del metamitron segons

la fraccio de suro utilitzada com a sorbent.
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4.2.4.1.5 Analisi espectroscopica per FTIR de les fraccions solides.
Els canvis en la freqglieéncia de vibracié dels enllacos dels atoms que componen les mostres
solides de sorbent analitzades com a consequiéncia de I'adsorcié del metamitron s’indiquen en

la Taula 21. En la Figura 30 es pot observar I'espectre obtingut per la mostra de suro comparat

amb els seu respectiu blanc.
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Figura 30: Espectre d’infraroig del suro abans i després de I'adsorcio de metamitron



Taula 21: Variacio de les vibracions dels atoms del suro deguda a I'adsorcié del metamitron.

Longituds d'ona (cm-1)

Component quimic Grup funcional Suro Suro + metamitron Alif Alif. + metamitron Fen Fen. + metamitron Ext Ext. + metamitron
. . .. OH 3464,98 3463,78 3464,96 3464,75 3464,79 3464,71 3465,11 3465,35
aigua, polisacarids,
tracti
extractius 3430,58 3428,43 3428,90 3428,74 3428,97 3429,23 3429,28 3430,45
suberina CH alifatic ("stretching") 2921,85 2920,39 2922,82 2919,13 2919,72 2916,15 2919,39 2918,97
suberina CH alifatic ("stretching") 2852,57 2851,87 2853,52 2851,85 2851,21 2848,25 2851,80 2851,65
suberina, extractius C=0 (esters) - - - 1751,42 1752,31 1752,45 1752,35 1750,67
suberina, extractius C=0 (acids) 1734,65 1733,38 1734,33 1733,55 - - - -
- - - 1718,15 1719,09 1718,70 1719,11 1719,37
lignina / aigua " N 1665,47 1665,65 1665,93 1666,75 1665,87 1665,94 1666,11 1665,90
C=0 ("stretching"),
deformacié HOH 1600,74 1594,54 1595,64 1596,47 1594,58 1594,60 1594,63 1597,22
lignina, extractius vibracions anell aromatic 1502,00 1523,11 1523,38 1523,08 1523,53 1523,40 1523,58 1523,02
lignina deformacié CH - - - 1473,95 1474,28 1474,73 1474,53 1489,29
lignina vibracions anell aromatic 1439,58 1438,24 1439,51 1438,18 1438,52 1438,36 1438,60 1438,54
extractius CH 1376,82 1376,41 1376,90 - - - - -
suberina, polisacarids, " o
ligni C-O ("stretching") 1261,80 1262,44 1260,80 1261,51 1262,28 1263,99 1260,95 1262,79
ignina
suberina vibracié COC 1158,13 1153,32 1155,92 1156,00 1157,01 1163,80 1155,92 1160,37
polisacarids C-O ("stretching") 1035,91 1025,64 1026,54 1029,74 1025,97 1025,24 1025,91 1033,62
L deformacions CH anell
lignina . 815,48 814,24 814,44 819,23 814,44 820,48 817,49 819,18
aromatic
suberina, extractius Cc=C 722,32 724,16 724,16 726,70 726,88 728,14 726,78 720,75

Pic atribuit a I’adsorcié del pesticida
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4.2.4.1.6 Discussio.
El metamitron és un pesticida de caracter molecular, per tant la seva carrega és neutra a

qualsevol pH.

Tenint en compte |'estructura molecular del metamitron (Taula 2, pagina 29), la carrega
superficial negativa del suro (pH>pHpzc) i la distribucié dels seus components quimics en la

paret cel-lular, les interaccions que poden tenir lloc sén (Keiluweit and Kleber, 2009):

e Interaccid m-m entre els anells benzenics dels components quimics del suro
(principalment lignina) i del metamitron.

e Interaccio catié-mt entre els hidrogens del grup amino (-NH,) del metamitron i els anells
benzenics dels components quimics del suro.

e Interaccid n-mt entre els electrons lliures dels grups carboxil desprotonats (-COO’) dels
components quimics del suro (principalment lignina) i els anells benzénics del

metamitron.

En la Figura 29 es pot observar com:

> La quantitat de metamitron adsorbida pel suro practicament no varia quan a aquest se

li extreuen els extractius alifatics i els extractius fenolics de caracter més apolar.

Aix0 pot ser degut a que existeixi algun impediment estéric que dificulti I’accés del pesticida a

la matriu del suro.

» La capacitat del suro per adsorbir el pesticida disminueix (d’'un 16 a un 13%) en

abséncia dels polifenols.

Aquesta disminucié podria venir donada per la pérdua d’anells benzeénics (particips en les

interaccions m-m i catio-m) i de grups hidroxil (particips en les interaccions n-m).
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» En abséncia de suberina el percentatge d’adsorcié augmenta d’un 13 a un 18%.

Aquest augment podria ser degut a que en extreure la suberina disminueix la resisténcia al pas
del metamitron per infiltrar-se a través de la matriu del suro i poder interaccionar de forma

més directa amb la lignina ubicada en la segona capa cel-lular.

La Taula 21 reflexa les variacions en les longituds d’ona de les vibracions dels atoms del suro i
de les seves fraccions degudes a I'adsorcid del pesticida. Fixant-nos en aquesta taula i en la
Figura 30 on es poden veure les variacions en les intensitats de les bandes de transmitancia de
I'espectre del suro, les diferencies més destacables entre abans i després de la sorcié del

metamitron en el cas del suro son:

> La disminucié de la intensitat dels pics a 2920 i 2851 cm™ atribuits als enllagos C-H de
cadenes alifatiques.

> La disminucio de la intensitat i el desplagament del pic atribuit als enllagcos C=0 de la
lignina que passa de 1600 a 1594 cm™.

> El desplacament del pic atribuit a les vibracions d’anells aromatics que passa de 1502 a
1523 cm™.

» El desplacament del pic atribuit al “stretch” dels enllagos C-O que passa de 1035 a

1025 cm™.

Tant en eliminar els extractius alifatics com posteriorment els extractius fenolics amb etanol,
s’observa una nova variacié d’entre 5 i 6 unitats en la longitud d’ona del pic corresponent a la
deformacié dels enllagos C-H d’anells aromatics atribuits a la lignina que passa de 814 a 819-

820 cm™.
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En abséncia de tots els extractius, la lignina segueix essent el compost que veu més
modificades les longituds d’ona de vibracié dels seus enllagos amb una diferéencia de 15 unitats
(de 1474 cm™ passa a 1489 cm™) en la banda del pic corresponent a la deformacié d’enllagos

C-H.

Aixi doncs, a partir dels resultats obtinguts es pot determinar que la lignina desenvolupa un
important paper en la interaccié amb el metamitron, podent suposar que d’entre les possibles
interaccions abans esmentades, les més influents sén amb els anells benzeénics de la lignina i

dels extractius fenolics.
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4.2.4.2 Alaclor

4.2.4.2.1 pH deles fases liquides.
Es mesuren els pHs de les fases liquides abans i després del procés de sorcidé per tal de

determinar la influéncia d’aquest parametre en dit procés.

Taula 22: pH de les dissolucions d’alaclor abans i després de la sorcié amb cada fraccid.

abans de la sorcié després de la sorcié
Solucié pH Solucié pH
alaclor 8,19 “Suro” 7,88
“Alif.” 7,65
“Fen.” 7,45
“Ext.” 7,47
“Desub.” 7,58
“Sub.” 8,14




4.2.4.2.2 Corba de calibraci6 de I'alaclor.

Per tal de calcular la concentracié d’alaclor restant en la solucié després d’estar en contacte
amb cadascuna de les fraccions del suro, es determina una corba de calibracié a partir de 7
solucions estandard de pesticida (0,25ug/mL; 1,25ug/mL; 2,00ug/mL; 2,50 pg/mL; 3,0 ug/mL;

4,0 ug/mLi 5,0 pg/mL) que cobreixen el rang de concentracions esperades.
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y =35,274x - 6,3207
R*=0,9996

(mAU*s)
=R
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o o

80
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40
20
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Concentracio (ig/mL)

Figura 31: corba de calibracié de I'alaclor.

(rang de concentracions: 0,25-5,0ug/mL)




4.2.4.2.3 Analisi cromatografica per HPLC de les fases liquides
Les Figures 32 i 33 corresponen als cromatogrames obtinguts en les analisis per HPLC de les

solucions d’alaclor abans i després de la sorcié amb suro.

Les concentracions, calculades a partir de la corba de calibracid, corresponents a aquests

cromatogrames i als obtinguts per la resta de fraccions es resumeixen en la Taula 23.

Temps: 5,155 min
Area: 169,22 mAU*s

Concentracio: 4,98ug/mL

3
>
[
5485

Figura 32: Cromatograma de la solucio d’alaclor abans de la sorcid.
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Figura 33: Cromatograma de la solucio d’alaclor després de la sorcio amb suro CAT-1.

(suro)
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4.2.4.2.4 Intensitati eficiencia de sorcié.

En la Taula 23 es mostren els resultats dels calculs realitzats segons les equacions 4 i 5
corresponents a la intensitat de sorcié (ug pesticida adsorbit/g sorbent) i I'eficiéncia d’adsorcié
(% de pesticida adsorbit) de I’alaclor amb cadascuna de les fraccions de suro utilitzades com a

sorbent.

Taula 23: Eficiéncia (%) i intensitat (Cs) d’adsorcié de I'alaclor (concentracié tedrica inicial: 5ug/mL) segons la fraccié

de suro utilitzada.

Mostra Concentracié (ug/mL) Cs (ug/g) % adsorcio
Ci 4,98
suro 4,28 2768,04 13,91
alif 4,09 3539,15 17,78
fen 3,83 4599,42 23,11
ext 4,24 2958,55 14,86
desub 4,38 2367,75 11,89
sub 4,08 3587,91 18,02
A B
23,11%
4599,42
17,78%

3539,15

3587,91 18,02%

2768,04 14,86%

11,89%

suro alif fen ext desub sub suro alif fen ext desub sub

Figura 34: Intensitat d’adsorcid (A) (ug de pesticida/g de sorbent) i eficiéncia de sorcid (B)(%) de I’alaclor segons la

fraccid de suro utilitzada com a sorbent.
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4.2.4.2.5 Analisi espectroscopica per FTIR de les fraccions solides.

Els canvis en la freqléncia de vibracié dels enllacos dels atoms que componen les mostres
solides de sorbent analitzades com a conseqtiencia de I'adsorcié de I'alaclor s’indiquen en la
Taula 24. En la Figura 35 es pot observar I'espectre obtingut per la mostra de suro comparat

amb els seu respectiu blanc.
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90 ~
85 |-
80
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Figura 35: Espectre d’infraroig del suro abans i després de I’adsorcié d’alaclor



Taula 24: Variacio de les vibracions dels atoms del suro deguda a I'adsorcio de I'alacor.

Longituds d'ona (cm-1)

Component quimic Grup funcional Suro Suro +alaclor Alif. Alif. +alaclor Fen. Fen. +alaclor Ext. Ext. +alaclor

aigua, polisacarids, extractius OH 3464,98 3463,93 3464,96 3464,36 3464,79 3464,45 3465,11 3464,20
3430,58 3427,88 3428,90 3428,85 3428,97 3428,79 3429,28 3428,78
suberina CH alifatic ("stretching") 2921,85 2920,17 2922,82 2917,66 2919,72 2915,76 2919,39 2915,89
suberina CH alifatic ("stretching") 2852,57 2851,54 2853,52 2850,34 2851,21 2845,84 2851,80 2850,18
suberina, extractius C=0 (esters) - - - - 1752,31 1752,67 1752,35 1752,16

C=0 (acids) 1734,65 1734,05 1734,33 1733,75 - - - -
- - - - 1719,09 1718,34 1719,11 1718,53
lignina / aigua C=0 ("stretching"), 1665,47 1665,85 1665,93 1665,87 1665,87 1665,94 1666,11 1665,85
deformacié HOH 1600, 74 1598,16 1595,64 1596,66 1594,58 1594,45 1594,63 1595,87
lignina, extractius vibracions anell aromatic 1502,00 1522,95 1523,38 1522,91 1523,53 1523,43 1523,58 1523,20
lignina deformacié CH - 1488,88 - - 1474,28 1488,70 1474,53 1474,44
lignina vibracions anell aromatic 1439,58 1438,42 1439,51 1438,29 1438,52 1438,25 1438,60 1438,27

extractius CH 1376,82 - 1376,90 - - - - -
suberina, polisacarids, lignina C-0 ("stretching") 1261,80 1262,83 1260,80 1264,33 1262,28 1263,95 1260,95 1266,32

suberina vibracio COC 1158,13 1160,70 1155,92 1154,27 1157,01 - - -
polisacarids C-O ("stretching") 1035,91 1031,29 1026,54 1032,88 1025,97 1025,39 1025,91 1028,35
lignina deformacions CH anell 815,48 820,07 814,44 818,88 814,44 821,50 817,49 819,92

aromatic

suberina, extractius Cc=C 722,32 722,72 724,16 722,33 726,88 730,17 726,78 721,64

Pic atribuit a I'adsorcié del pesticida
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4.2.4.2.6 Discussio.
L’alaclor és un pesticida de caracter ionic (pK,=0,62) que en dissolucié aquosa actua com a
base. A pHs proxims a 8, la major part de les seves molécules estan en forma molecular i

nomeés un 9%, aproximadament, estaran carregades positivament.

Tenint en compte I'estructura molecular de I'alaclor (Taula 2, pagina 29), la forma en la que es
troba, la carrega superficial negativa del suro i la distribucié dels seus components quimics en

la paret cel-lular, les interaccions que poden tenir lloc sén (Keiluweit and Kleber, 2009):

e Interaccid m-mt entre els anells benzénics dels components quimics del suro i de
I"alaclor.

e Interaccid n-mt entre els electrons lliures dels grups carboxil i hidroxil desprotonats (-
COQO/, -OH) dels components quimics del suro i els anells benzénics de I’alaclor.

e Interaccié catié-mt entre el grup amino protonat (-N*(R),) de I'alaclor (pK, = 0,62) i els

anells benzeénics de la lignina.

En la Figura 34 es pot observar com:

> El suro presenta més afinitat per adsorbir I'alaclor a mesura que es va quedant sense
extractius (d’un 14 a un 18% quan se li extreuen els components alifatics i d’'un 18 a un

23% quan es queda sense els extractius fenolics de caracter més apolar).

Per tant sembla indicar que aquests extractius inhibeixen la interaccié entre I'alaclor i els

compostos quimics del suro, dificultant la penetracié a la matriu de suro.

» Quan s’han extret tots els polifenols la seva capacitat per retenir el pesticida

disminueix d’'un 23 a un 15%.

Aqguesta disminucié podria ser deguda, a la pérdua d’anells benzénics i de grups hidroxil

presents en els extractius.
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La Taula 24 reflexa les variacions en les longituds d’ona de les vibracions dels atoms del suro i
de les seves fraccions degudes a |'adsorcié del pesticida. Fixant-nos en aquesta taula i en la
Figura 35 on es poden veure les variacions en les intensitats de les bandes de transmitancia de
I'espectre del suro, les diferéencies més destacables entre abans i després de la sorcié de

I’alaclor en el cas del suro soén:

> La disminucié de la intensitat dels pics a 2921 i 2852 cm™ atribuits als enllagos C-H de
cadenes alifatiques, principalment de la suberina.

> El desplagament del pic atribuit a les vibracions d’anells aromatics que passa de 1502 a
1522 cm™

> El desplagament del pic atribuit al “stretch” d’enllagos C-O que passa de 1035 a 1031
cm™,

> El desplagament del pic atribuit als enllagos C-H d’anells aromatics, principalment de la

lignina, que passa de 815a 820 cm™.

A mesura que s’eliminen els extractius, s’observa com les vibracions dels grups principals de la
lignina segueixen veient-se modificades mentre que pics caracteristics de la suberina prenen

rellevancia:

> En extreure els extractius alifatics, els pics atribuits a la suberina a 2922 i 2853 cm™
passen a 2917 i 2850 cm™ respectivament, el pic atribuit al “stretch” d’enllagos C-O
passa de 1260 a 1264 cm™ i el pic de la lignina a 814 cm-1 passa a 818 cm™.

> En extreure els extractius fenolics amb etanol els pics atribuits a la suberina a 2919,
2851 i 726 cm™ passen a 2915, 2845 i 730 cm™ respectivament i els pics de la lignina a
14741814 cm™ passen a 1488 821 cm™ respectivament.

> En abséncia de tots els extractius, els pics atribuits a la suberina a 2919 i 726 cm™
passen a 2915 i 721 cm™ respectivament, el pic atribuit al “stretch” d’enllacos C-O

passa de 1260 a 1266 cm™ i el pic de la lignina a 817 cm™ passa a 819 cm™.
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Aixi doncs, a partir dels resultats obtinguts es pot concloure que la lignina i la suberina
intervenen en el procés de sorcié amb I'alaclor. Per tant, d’entre les possibles interaccions
abans esmentades, les més influents son les n-1t i les -1t relacionades principalment amb els
anells benzenics de la lignina i del pesticida, essent la interaccié catio-it la menys influent en la
sorcid, donat que la major part del pesticida (aproximadament el 91%) es troba en la seva

forma molecular estable a pH>pK,.
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4243 2,4-D

4.2.4.3.1 pH de les fases liquides.

Es mesuren els pHs de les fases liquides abans i després del procés de sorcié per tal de

determinar la influéncia d’aquest parametre en dit procés.

Taula 25: pH de les dissolucions de 2,4-D abans i després de la sorcié amb cada fraccid.

abans de la sorcié

després de la sorcié

Solucio pH Solucié pH
2,4-D 3,63 “Suro” 2,79
“Alif.” 3,53
“Fen.” 5,58

“Ext.” 5,39

“Desub.” 5,42

“Sub.” 5,31
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4.2.4.3.2 Corba de calibraci6 del 2,4-D.

Per tal de calcular la concentracié de 2,4-D restant en la solucié després d’estar en contacte
amb cadascuna de les fraccions del suro, es determina una corba de calibracié a partir de 4
solucions estandard de pesticida (0,2ug/mL ; 0,5pug/mL; 1,0ug/mL i 2,0 ug/mL) que cobreixen

el rang de concentracions esperades.

100
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Concentracio6 (ug/mL)

Figura 36: corba de calibracio del 2,4-D.

(rang de concentracions: 0,2-2ug/mL)
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4.2.4.3.3 Analisi cromatografica per HPLC de les fases liquides

Les Figures 37 i 38 corresponen als cromatogrames obtinguts en les analisis per HPLC de les
solucions de 2,4-D abans i després de la sorcié amb suro.
Les concentracions, calculades a partir de la corba de calibracid, corresponents a aquests

cromatogrames i als obtinguts per la resta de fraccions es resumeixen en la Taula 26.

Temps: 2,510 min
Area: 113,99 mAU*s

Concentracio: 2,45ug/mL
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Figura 37: Cromatograma de la solucio de 2,4-D abans de la sorcio.
(Ci)
Temps: 2,503 min
Area: 113,52 mAU*s
Concentracio: 2,44ug/mL
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Figura 38: Cromatograma de la solucié de 2,4-D després de la sorcio amb suro (CAT-1).

(suro)
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4.2.4.3.4 Intensitati eficiéncia de sorcio.

En la Taula 26 es mostren els resultats dels calculs realitzats segons les equacions 4 i 5

corresponents a la intensitat de sorcio (ug pesticida adsorbit/g sorbent) i I'eficiencia d’adsorcid

(% de pesticida adsorbit) del 2,4-D amb cadascuna de les fraccions de suro utilitzades com a

sorbent.

Taula 26: Eficiéncia (%) i intensitat (Cs) d’adsorcié del 2,4-D (concentraci6 teorica inicial: 2ug/mL) segons la fraccio

de suro utilitzada.

Mostra Concentracié (ug/mL) Cs (ug/g) % adsorcio
Ci 2,45
suro 2,44 36,14 0,37
alif 2,50 < 1,00 <0,10
fen 2,43 101,30 1,03
ext 2,44 39,63 0,40
sub 2,53 <1,00 <0,10
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4.2.4.3.5 Discussio.
Tal com s’ha pogut observar a partir de les dades obtingudes en els assajos de sorcié amb
cadascuna de les fraccions, el 2,4-D no mostra afinitat a ser adsorbit per cap de les mostres

solides utilitzades (un 1% d’adsorcid en el cas més favorable).

Per interpretar aquests resultats cal tenir en compte que el 2,4-D és un pesticida de caracter
ionic (pK,=2,64) que en dissolucié aquosa actua com a acid. A pH > pK, els seus grups

carboxilics es desprotonen (-COO’) quedant aquest carregat negativament.

Aixi doncs, considerant també la carrega superficial negativa del suro i la distribucié dels seus
components quimics en la paret cel-lular, cal suposar que s’origina una repulsié electrostatica

gue impedeix I'adsorcid del pesticida.

El fet que amb les altres fraccions la sorcid sigui igualment baixa fa pensar que la superficie

d’aquestes fraccions també esta carregada negativament.
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4.2.4.4 Clorpirifos.

4.2.4.4.1 Corba de calibracio del clorpirifos.

Per tal de calcular la concentracié de clorpirifos restant en la solucié després d’estar en
contacte amb cadascuna de les fraccions del suro, es determina una corba de calibracié a
partir de 5 solucions estandard de pesticida (1,0pug/mL ; 5,0ug/mL; 10,0ug/mL; 20,0 pg/mL i

40ug/mL) que cobreixen el rang de concentracions esperades.

(mAU*s)

Area

y =46,635x - 0,9553
R?=0,9995

0 10 20 30 40 50
Concentracié (g/mL)

Figura 39: corba de calibracié del clorpirifos.

(rang de concentracions: 1 - 40ug/mL)

108



4.2.4.4.2 Analisi cromatografica per HPLC de les fases liquides

Les Figures 40 i 41 corresponen als cromatogrames obtinguts en les analisis per HPLC de les

solucions de clorpirifos abans i després de la sorcié amb suro.

Les concentracions, calculades a partir de la corba de calibracid, corresponents a aquests

cromatogrames i als obtinguts per la resta de fraccions es resumeixen en la Taula 27.

Temps: 2,968 min
Area: 465,38 mAU*s

Concentracid: 10,00ug/mL
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Figura 40: Cromatograma de la solucié de clorpirifos abans de la sorcié.
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Figura 41: Cromatograma de la solucié de clorpirifos després de la sorcié amb suro (EXT-6).

(suro - ext)
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Taula 27: Concentracid de les solucions de clorpirifos (concentracié tedrica inicial: 40ug/mL) abans i després de la

sorcio amb cada fraccid i concentracio de les neteges amb acetonitril corresponents a cada recipient.

Mostra Concentracié (pug/mL)
concentracié
netejal  neteja2 neteja3 neteja4  netejab5 neteja6| sumatori
en solucié

Ci 10,00 15,30 1,30 1,16 1,10 1,27 0,95 31,09
suro -ext 0,97 1,74 1,42 0,92 1,06 1,14 1,44 8,68
ext-ext 1,08 2,00 1,65 2,26 <0,10 6,98
desub-ext 1,14 0,70 0,63 0,92 <0,10 3,39
sub-ext 12,19 2,37 1,03 <0,10 15,59

4.2.4.4.3 Intensitati eficiencia de sorcio.

En la Taula 28 es mostren els resultats dels calculs realitzats segons les equacions 4 i 5

corresponents a la intensitat de sorcio (ug pesticida adsorbit/g sorbent) i I'eficiencia d’adsorcid

(% de pesticida adsorbit) del clorpirifos amb cadascuna de les fraccions de suro utilitzades com

a sorbent.

Les concentracions finals utilitzades en el calculs es determinen com a sumatori de les

concentracions de pesticida detectades en les solucions i en cadascuna de les neteges

corresponents als seus respectius recipients.
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Taula 28: Eficiéncia (%) i intensitat (Cs) d’adsorcié del clorpirifos (concentracié teorica inicial: 40ug/mL) segons la

fraccid de suro utilitzada.

Mostra Concentraci6 (pg/mL) Cs (ng/g) % adsorcio
Ci 31,09
suro -ext 8,68 3360,75 72,08
ext-ext 6,98 3615,40 77,54
desub-ext 3,39 4154,91 89,11
sub-ext 15,59 2324,13 49,84
A 89,11%
3615,40 154,91 72,08% 7%
3360,75
J I I i ]
suro -ext ext-ext  desub-ext  sub-ext suro -ext  ext-ext desub-ext sub-ext

Figura 42: Intensitat d’adsorcid (A) (ug de pesticida/g de sorbent) i eficiéncia de sorcié (B)(%) del clorpirifos segons la

fraccio de suro utilitzada com a sorbent.
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4.2.4.4.4 Analisi espectroscopica per FTIR de les fraccions solides.

Els canvis en la freqléncia de vibracié dels enllacos dels atoms que componen les mostres

solides de sorbent analitzades com a conseqiiencia de I'adsorcié del clorpirifos s’indiquen en la

Taula 29. En la Figura 43 es pot observar I'espectre obtingut per la mostra de suro comparat

amb els seu respectiu blanc.
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Figura 43: Espectre d’infraroig del suro abans i després de I'adsorcio de clorpirifos
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Taula 29: Variacio de les vibracions dels atoms del suro deguda a I'adsorcic del clorpirifos.

Longituds d'ona (cm-1)

Component quimic Grup funcional Suro Suro + clorpirifos Ext. Ext. + clorpirifos Desub. Desub. + clorpirifos
aigua, polisacarids, OH 3463,40 3462,46 3464,01 3463,66 3463,61 3463,41
extractius 3428,78 3428,98 3428,94 3430,09 3428,78 3430,45
. CH alifatic
suberina . 2923,11 2921,84 2922,39 2917,72 2921,27 2917,75
("stretching")
. CH alifatic
suberina 2852,53 2852,39 2853,31 2851,70 2852,27 2851,21
("stretching")
suberina, extractius C=0 (esters) - - 1752,33 1750,87 1751,67 1751,36
suberina, extractius C=0 (acids) 1735,02 1735,05 1733,36 1733,66 1733,64 1734,19
lignina / aigua C=0 ("stretching"), 1665,54 1665,53 1665,63 1665,50 1665,65 1665,70
deformacié HOH 1602,57 1602,99 1596,1 1599,90 1598,19 1599,54
ibraci Il
lignina, extractius vibracions ane 1508,93 1501,93 1523,46 1522,89 1523,17 1523,04
aromatic
lignina deformacié CH - - 1473,96 1489,07 1489,10 1489,26
ibraci Il
lignina vibracions ane 1439,82 1439,39 1438,56 1438,43 1438,67 1438,69
aromatic
extractius CH 1335,16 1355,27 - - - -
berina, polisacarids, .
su er'n?_ polisacands I o ("stretching") 1260,43 1261,45 1261,82 1262,14 1260,71 1261,05
ignina
suberina vibracié COC 1160,43 1161,70 1152,82 1158,42 1157,27 1160,01
polisacarids C-O ("stretching") 1036,84 1034,80 1026,95 1031,12 1029,07 1030,69
def i CH Il
lignina etormacions LHane 810,90 813,72 816,66 823,25 814,69 822,32
aromatic
suberina, extractius Cc=C 722,29 721,98 735,43 724,29 724,99 724,24

Pic atribuit a I'adsorcio del pesticida
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4.2.4.4.5 Discussio
El clorpirifos és un pesticida de caracter molecular, per tant la seva carrega és neutra a

qualsevol pH.

Tenint en compte l'estructura molecular del clorpirifos (Taula 2, pagina 29), la carrega
superficial negativa del suro i la distribucié dels seus components quimics en la paret cel-lular,

les interaccions que poden tenir lloc sén (Keiluweit and Kleber, 2009):

e Efecte hidrofobic (logK,., = 4,92)

e Interaccid m-mt entre els anells benzenics dels components quimics del suro
(principalment lignina) i del clorpirifos.

e Interaccid n-mt entre els electrons lliures dels grups carboxil desprotonats (-COQ)
dels components quimics del suro (principalment lignina) i els anells benzénics del

clorpirifos.

En la Figura 42 s’observa com:

» La quantitat de clorpirifos adsorbida pel suro varia de d’un 72 a un 77% en abseéncia
d’extractius.

» En extreure la suberina el percentatge d’adsorcié augmenta fins a un 89%.

Aguests augments poden ser deguts a que, sense els extractius i sobretot sense la suberina,
I’estructura cel-lular del solid ofereix menys resistencia al pas del pesticida per infiltrar-se a

través de la matriu i poder interaccionar amb la lignina de la segona capa.
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La Taula 29 reflexa les variacions en les longituds d’ona de les vibracions dels atoms del suro i
de les seves fraccions degudes a I'adsorcid del pesticida. Fixant-nos en aquesta taula i el la
Figura 43 on es poden veure les variacions en les intensitats de les bandes de transmitancia de
I'espectre del suro, les diferéncies més destacables entre abans i després de la sorcié del

clorpirifos en el cas del suro soén:

> El desplagament del pic atribuit a les vibracions d’anells aromatics que passa de 1508 a
1501 cm™.

> El desplacament del pic atribuit als enllagos C-H principalment dels extractius que
passa de 1335 a 1355 cm™.

> El desplagament del pic atribuit als enllagos C-H d’anells aromatics principalment de la
lignina que en I'espectre del suro varia de 810 a 813 cm™, i que es veu modificat també

en tots i cadascun dels espectres de les diferents fraccions.

En eliminar els extractius totals s’observen variacions en alguns pics atribuits a la suberina (de
2922, 1152 i 735 cm™ passen a 2917, 1158 i 724 cm™ respectivament) i una variacié de fins a
15 unitats en la longitud d’ona de vibracié corresponent a la deformacié dels enllagos C-H
d’anells aromatics atribuits a la lignina, que passa de 816 cm™ a 823 cm™ i que segueix essent
el pic més destacable en I'espectre de la mostra lliure d’extractius totals i de suberina amb una

diferéncia de 6 unitats (de 814 a 822 cm™).

Aixi doncs, a partir dels resultats obtinguts es pot determinar que els factors més influents en
I"adsorcio del clorpirifos son la seva elevada hidrofobicitat que el conduiria a repel-lir I'aiguai a
dirigir-se cap a les particules del suro amb les quals interaccionaria principalment amb la

lignina a través d’interaccions m — mt entre anells benzenics.
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5 CONCLUSIONS.

En aquest estudi s’ha avaluat la capacitat del suro com a material adsorbent de quatre
pesticides aromatics amb diferents propietats quimiques i s’ha investigat la influéncia dels seus

compostos quimics principals en aquest procés de sorcio.

Els pesticides sotmesos a sorcidé han estat:

e  Metamitron: poc hidrofobic (logK,, = 0.83) i de caracter molecular.
e Alaclor: moderadament hidrofobic (logK,,, = 2.80) i de caracter ionic (pK, = 0.62)
e 2,4-D: moderadament hidrofobic (logK,,, = 2.81) i de caracter ionic (pK, = 2.64)

e  (Clorpirifos: molt hidrofobic (logK., = 4.92) i de caracter molecular.

Els components quimics principals del suro son la suberina (35-50%), la lignina (15-25%), els
polisacarids (10-20%) constituits principalment per cel-lulosa i hemicel-lulosa i els extractius

(10-15%) que es diferencien en extractius alifatics i extractius fenolics.

Per tal d’avaluar la influéncia d’aquests compostos quimics en la sorcié de pesticides, s’han

aillat sis fraccions diferents d’aquest material:

e Suro

e Suro lliure d’extractius alifatics.

e Suro lliure d’extractius alifatics i fenolics.
e Suro lliure de tots els extractius.

e Suro lliure d’extractius i de suberina.

e Suberina.
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S’ha obtingut I'analisi elemental d’aquestes fraccions i s’observa que l'index de polaritat

disminueix de 0,344 (mostra de suro) a 0,324 (mostra lliure de tots els extractius).

Mitjangant la técnica de pirolisi metilaci6 amb TMAH, s’han identificat els mondomers de la
suberina, d’entre els quals predominen els acids dioics (25%) i els acids hidroxicarboxilics

(25%).

A través de I'analisi de les fases liquides per HPLC abans i després dels assajos de sorcié amb el
suro, s’ha determinat que per les concentracions inicials de metamitron (2ug/mL), alaclor
(5ug/mL), 2,4-D (2ug/mL) i clorpirifos (40pug/mL) els percentatges de sorcié han estat de I'ordre
del 16%, 14%, 0,3% i 72%, respectivament; per tant podem dir que, amb més o menys mesura,
el suro resulta ser un material apte per adsorbir tots els pesticides analitzats excepte el 2,4-D,

degut a la repulsié electrostatica que es genera entre la superficie del suro i el pesticida.

Un cop s’extreuen els extractius de la matriu de suro, s’observa que aquests ofereixen
resisténcia a I'accés del pesticida a la matriu i que per tant inhibeixen la seva sorcid. Aixo ho

constatem ja que després de la seva eliminacié la capacitat de sorcié augmenta:

o En el cas del clorpirifos, el percentatge d’eliminacid respecte la concentracid inicial
augmenta d’'un 72% (suro) a un 77% (suro lliure d’extractius).

e En el cas de l'alaclor, en eliminar els extractius alifatics, el rendiment de la sorcio
augmenta d’'un 14 a un 18% i en eliminar posteriorment els extractius fenolics
augmenta fins a un 23%. Tanmateix, cal destacar que els extractius fenolics de
caracter més apolar juguen un paper important en la retencié d’aquest pesticida,
ja que després de la seva eliminacié la sorcié disminueix del 23 al 15%.

e En canvi en el cas del metamitron, en eliminar els extractius alifatics i fenolics no
s’observa una variacio significant (de 16,02% a 16,07%). Aix0 pot ser degut a algun
impediment estéric que dificultaria la penetracié del metamitron dins la matriu de

suro.
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Pel que fa al paper de la suberina en la sorcid d’aquests pesticides, s’observa un lleuger
augment de la capacitat de sorcié6 de la mostra desuberitzada respecte la mostra lliure
d’extractius (d’un 14 a un 18% en el cas del metamitron i d’'un 77 a un 89% en el cas del

clorpirifos).

Aixi doncs, dels compostos quimics principals del suro, la maxima responsable de la sorcid és la

lignina, fet que es corrobora per FTIR.

La suberina, posada en contacte directe amb cada pesticida, presenta un percentatge de sorcié

que va des del 13% pel metamitron fins el 50% pel clorpirifos.

Gracies a I'analisi espectroscopica per FTIR de les fraccions solides abans i després de la sorcio
amb els pesticides s’ha pogut observar que, en general, els grups funcionals que es veuen més
alterats son els relacionats amb la lignina: els grups C-O (“stretching”) a aproximadament 1035
cm™, la vibracié dels anells aromatics de la lignina a aproximadament 1500 cm™ i la deformacié
dels enllacos C-H relacionats amb aquests anells a aproximadament 814 cm™; fet que

corrobora la rellevancia de la lignina en la sorcié dels pesticides.

Finalment, les interaccions que hi poden intervenir en el procés de sorcié entre el pesticida i el

suro son:

e Interaccions t—m entre els anells aromatics de la lignina i dels pesticides.
e Interaccions n — 1 entre els grups carboxilics desprotonats (COO’) del suro i els anells

aromatics dels pesticides.

Tanmateix, per tal de saber quina és la interaccié predominant, serien necessaris estudis amb

tecniques de modelitzacié molecular que determinen I'estabilitat energetica de I'adducte.
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6 PRESSUPOST.

El cost d’aquest estudi ve donat com a la suma de les despeses generades durant la seva

realitzacio.

Aixi doncs, s’ha tingut en compte:

El cost d’inversié inicial dels aparells i material de laboratori utilitzats en les analisis.
Aguesta despesa es quantifica com a I'amortitzacid pel seu Us.

El cost de recursos humans fa referencia en el sou del treballador pel
desenvolupament de I'estudi. Aquesta despesa es detalla segons hores de treball
experimental (a 20€/hora) i hores d’oficina (a 10€/hora)

El cost dels reactius i dissolvents emprats (pesticides, dissolvents organics, dissolvents
inorganics, etc.)

Consum d’aigua i energia i material d’oficina. (valors aproximats dels recursos)

Concepte hores preu/hora (€) Cost (€)
Amortitzacié 800 1,83 1.465,56
Consum (energia +aigua) 500,00
Recursos humans 800 20,00 16.000,00

500 10,00 5.000,00
Reactius i dissolvents 900,00
Material d'oficina 30,00

Total: 23.895,56 €
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Titulo del grafico

4% 0% 6% 2%
| /
® Amortitzacid

® Consum (energia + aigua)
® Recursos humans
» Reactius i dissolvents

® Material d'oficina

Com es pot observar, el cost principal de I'estudi (88%) recau en el sou dels treballadors que el

desenvolupen.

Cal destacar que el cost corresponent als equips necessaris per dur a terme |'estudi
(Amortitzacio) seria molt superior a un 6% del cost total si aquest tingués lloc en laboratoris
aliens a la universitat, ja que aleshores caldria comptabilitzar-se com a preu de lloguer dels

equips per hores d’Us en comptes de com a amortitzacié per hores.
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7 PLANIFICACIO.

i Estudi de la capacitat del suro com a material adsorbent de psticides. Influéncia dels
Nom de projecte .. .
components quimics del suro en la sorcié. (1)
set-12 oct-12 nov-12
Tasca
3 4 1 2 3 4
1. DEFINICIO DEL PROJECTE
1.1. Recerca i estudi d'informacié
1.2. Redaccid de la introduccid i els objectius
2. PART EXPERIMENTAL
2.1. Estudi dels pesticides
2.2. Determinacid del rati optim sorbent/solucidé
2.2.1. Estudi sobre I'efecte de la massa
2.2.2. Estudi sobre I'efecte del volum
2.3. Obtencié de les fraccions del suro
2.3.1. Extraccidé dels extractius alifatics
232 Extraccié dels extractius fenolics amb
7 etanol
2.3.3. Extraccio dels extractius fenolics amb aigua
2.3.4. Isolacié de la suberina
>4 Assajos de sorcié amb les fraccions i
o analisis per HPLC
2.5. Analisis per FTIR
3. REDACCIO DE LA MEMORIA
Reunié amb la tutora
[0 (0N mmimm
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Nom de projecte

Estudi de la capacitat del suro com a material adsorbent de psticides. Influéncia dels
components quimics del suro en la sorcio.

(2)

Tasca
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Extraccid dels extractius alifatics
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Isolacid de la suberina

Assajos de sorciéo amb les fraccions i
analisis per HPLC

Analisis per FTIR

REDACCIO DE LA MEMORIA

Reunié amb la tutora
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Nom de projecte

Estudi de la capacitat del suro com a material adsorbent de psticides. Influéncia dels
components quimics del suro en la sorcid. (3)

Tasca

mar-13 abr-13 mai-13

1.1.

1.2.

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

2.2.1.

2.2.2.

2.3.1.

2.3.2.

2.3.3.

2.3.4.

DEFINICIO DEL PROJECTE

Recerca i estudi d'informacié

Redaccié de la introduccié i els objectius
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Estudi dels pesticides

Determinacio6 del rati Optim sorbent/solucié

Estudi sobre |'efecte de la massa

Estudi sobre I'efecte del volum

Obtencid de les fraccions del suro
Extraccid dels extractius alifatics

Extraccid dels extractius fenolics amb etanol
Extraccid dels extractius fenolics amb aigua

Isolacié de la suberina

Assajos de sorciéo amb les fraccions i
analisis per HPLC

Analisis per FTIR
REDACCIO DE LA MEMORIA
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ANNEX1:

PREPARACIO DE LA MOSTRA PER A L’ANALISI QUIMICA LLIURE D’EXTRACTIUS

; | Preparacio mastra. % humtat
% exiractius Quercus subev
2 INSTITUT
CATALA
S — DEL SURO
de Girona

PROTOCOL 3. Preparacio de la mostra per a I'analisi quimica lliure
d'extractius.

Obijectius.- Preparar les mostres de Quercus Suber lliure dextractius per les
analisis quimiques posteriors i calcular el percentatge d'extractius. El protocol
també descriv un procediment per calcular el percentatge dhumitat. Segons
litgratura el promig gd'extractivs en mostres de Quercus suber s'estima entrg 14-
17% (diclorometa: 5-8%; etanol: 4-6%; sigua: 3-4%).
Resum.- S'extreu la mostra amb dissolvents de polaritat creixent (diclormeta,
etanol i aigua) amb la finalitat d’extraure els compostos de baix pes molecular que
no formen part proplament de l'estructura macromiolecular de |3 fusta | que poden
Interferir en les anallsis posteriors.,
Material i equipment
Didal “thimble"
Sistema d'extraccic Soxhlet:
Redpient de 500 mi
Tub d'extraccio (diametre intern 30-40 mm)
Condensador
Capacitat sifé 100 mi
Filtras de fibra de vidre
Manta calefactora
Bomba de buit
Embut Buchner i filtre
Matrav kitasato
Bany daigua
Erenmeyer de 1000 mi
Gresols
Estufa i dessecador
Balanga analitica
Reactius
diclormeta 98% (P = 40°C)
etanol 99,8% (P, = 78.45°C)
aigua destil.lada
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Preparacio mosira, % humitat i
E 1 | % etractius Cuarcis sobar INSTITY

Universitat
da Giroes DEL SURO

Evitar contacte i inhalacié dal didorometd, Utilitzar guants, ulleres | treballar amb
mascareta | sota la campana de extractora de fums (24.4 m/min per garantir unes
bones condicions de seguretat), Col,lecar |a manta calefactora de forma que en cas
de sobreescalfament es pugul retirar, Evitar que el matras quedi sense dissolvent ja
que @l matrds escalfat en contacte amb &l lguid del sifd pedria produir wna
explosid, ATENMCION!: Un reflux sha da controlar de forma constant dagut a la
perillositat dels dissclvents. Tambe hi pot haver pujades de pressid de l'aigua i gue
&5 deixim anar els tubs,

Breparacié de la mostra
1. Natejar i secar a material dextraccié

2. Pesar un balé de S00m| net i sec amb trossos de porcellana porosa (o gresols
trencats) dins (per evitar el sobreescalfament i controlar |a temperatura).

Es realitzaran 2 repliques,

3. Pesar aproximadament uns 7 grs de mostra de Quercus Suber priviament
tamissada entre diametre de particula 0.25-0.45 mm i posar-la an un didal.

Nota; Es necessiten uns 25 ml dissolvent/y de mostra (Castola et al, 2005,

Segons TAPPL 204, 150 mi dissolvent per 4 g mostra (37.5 mifg). Neta; Conde et

al,, 1999: The powdered cork {2 g, 0.5=-1mm particle size) was succesively and

exhaustively extracted In Soxhlet with CHCIZ (& h), MeOH (Bh). Nosaltres treballam
amb un tamany de particula més petit | per tant 5'extraurd mds bé.

4, Tapar el didal amb dos filtres da fibra de vidre per evitar pérdues de mostra |
col-kscar-lo el cartuix en el cos d'extraccié, Controlar gue els dos filtres tanguin
perfectament el didal, no sha de veure mostra de suro.

5. 1™* EXTRACCIO DCM: Omplir amb 300 ml de dicormetd el balé pesat
inicialment i adaptar-ho al Soxhlet (FIGURA 1); posar el bald dins la manta,
afegir & cos mig, pesar dins &l cos el didal amb la mostra | encaixar e
condensador, Posar en marxa & condensador | després la manta calefactora,

6. Ajustar la manta calefactora de manera gue e portin a berme unes 24
extraccions: posicid al maxim i nivell 8 (no menys de 4 sifonades par hora,
SEJONE NoMma), &5 necessitan & hores.

#. Un cop passades bes 6 hores, parar I'equip d'extraccid, Treure &l didal amb unes
pinces [amb compte per a que no es trenqui el didal} | posar-lo dins un vas de
precipitats etiguetat amb &l codi de la mostra | deixar @ matrds en la manta
freda tota la nit.

En tot cas & matras s'ha de mantenir sota campana,
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. Preparacit mastra, % humitat i
5% axtractius Queris subar
z ﬁ INSTITUT

- CATALA
el DEL SURD
de Girona

Nota: son necessdries unes 2-3 pesades per a obtenir pas constant,

8. Determinar el percantatge d'extractius de didormeta segons formula (1),

5, 2% EXTRACCIS EROH: Pesar un balé de 500ml net i sec amb trossos da
porcellana porosa ding.,

Es realitzaran & répliques.

10. Canvlar els filtres de fibra de vidre que tapan el didal per dos de nous,

11.Ompliramb 300 ml de etancl un balé de S00ml | muntar el soxhlet (FIGURA 1).

12 Ajustar la manta calefactora de manera que es portin 2 terme unes 24
extracdons: posicié al maxim i nivell 10 {no menys de 4 sifonades per hora,
SBJONS norma), es necessiten B hores,

13.Un cop pascades s 8 hores parar 'equip d'axtraccid. Troure @l didal amb unes
pinges (amb comple per a que no es trenqui el didal) | posar-e dins un vas de
precipitats etiquetat amb el codi de la mostra i deixar €l matrds en la manta
freda tota |a nit.

14.L'endema evaporar el dissolvent del bald delxantdo dins la manta calefactora
durant uns minuts fins que shegi evaporat tot:

15.3"" EXTRACCIO M;0: Pesar unes 5 plagues de petri de vidre i posar e
contingut del didal dins (en cada placa es posen uns 3-8 g da mostra humida).
Pesar en conbingut de mostra que posem en cada placa. Posar les plagues dins
I'estufa a B0°C durant tota la nit,

16. Treure les plagues de vidre de l'estufa | deixar-les reposer 30 minuts abans de
pesar-las.

17. Transferir la mostra seca a un balé de 500 ml, pesar el contingut da mestra gua
hi posem . Fosar & bald dins la manta i anar afegint aigua destilJada calenta, B
bald ha de guedar totalment ple d'aigua, Adaptar-ho tot en laparell de reflux
(igual gue el sexhlet perd amb un cos mig diferent).

18 Anar controlant la temperatura de la manta per a que la mostra no ascendeixi
per al cos mig,

19, Dwixar-ho unes 22 hores,

20. Després de l'extraccid, retallar paper de filtre a |a mida d'un embut Bochner i
filtrar la meostra amb aquest embut de Blchner mitjancant succid, Al final,
rentar el bald amb uns 200 ml d'aigua destil:|ada calenta.

21.Recuparar & liquid, posar-lo ding una ampolla de plastic, stiquetar-la | posar-la

dins el congelador.- extractius en aigua.
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Preparacio mostra. % humitat i

4 | % axractius Quercus sube. 1
" CATALA
Universitat DEL SURO
de Girora

FIGURA 1. Muntatge del Soxhlet al laboratori del ICSuro
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ANNEX 2:

ISOLACIO DE LA SUBERINA

‘ INSITIUT
a ﬁ CATALA

Uhniversitat D¥I
de Girang SURO

Isolation of suberin from free extractive cork using an alkaling hydrolosis in which
epoxides are preserved and a total depolymerization occurs in a half an howr.

Material
* Reflux
& Recipent of SO0 mil
o Reflux ube
o Refngerator
Heating system
Heating blanket
Owen
Glass pipetie
Deessicator
= Decanting funnel

Reagent
& {15 M KOH solved in ethanol:water (9:1)
s (1 M dilute sulphuric scid
& Pdethyl-1-butyl ether

.. .

P i6 solucit Hy504 0,1 M
To prepare a boutle of 500 ml of (.1 M sulfuric acid, wke 27,17 ml of 1,54 M sulfuric
acid. Add slowly to a volumeiric flask in which already 472,83 md milli 0 wabter was
added, Mix well,

Safety precautions

Use gloves, safety glasses and work under a hood,
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INSITILT
a CATALA

Liriivergitat DEL
de Girona SURO

2t up of the sguioment

Apply 1,5 g free extractive cork 1o 250 ml 0.8 M KOH solution, Set the process 1o work
until a temperature of 70° is reached. Kecp the temperature at 70° for 2 hours. Let cool
off to room temperature. Now the cork free of suberin is separated from the liquid that
obtams subenn monomers. Acidify the solvent with diluted sulphunc acd until a PH of
3 = 3.5 is reached and use a methyl-t-butyl ether soluticn and decanting funnel to

extracted the suberin monomers. Remove the suberin monomers using a rotary

evaporater, Dry the sample a1 B0 degrees,
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ANNEX 3: ELABORACIO DE LA PASTILLA DE BROMUR DE POTASSI
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ANNEX 4: ANALISI PER FTIR
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ANNEXS5:

DETERMINACIO DE PESTICIDES MITJANCANT LA TECNICA HPLC

PROCEDIMENT ESTANDARD PER A LA DETERMINACIO PER
HPLC DELS PESTICIDES: metamitron, alaclor, 2,4-D i clorpirifos.

Engegada,

o B =L LU T

Engegar I'ordinador.

Iniciar el programa Instrument1 Online.

select Configuration: OK

Omplir les ampolles de dissolvents si és necessari: C: Acetonitril; D: Aigua.
Engegar I'HPLC. (interruptor del darrere)

Engegar els 3 moduls del davant.

Seleccionar Method Run and Control.

a. Engegar la bomba:

b. Engegar el detector: Instrument > more VWD > control > lamp on.

PI.II‘EH. (aproximadament 15 minuts]

1.

nosowmoM

Seleccionar la icona de la bomba: set up pump.
a. Momdam fow: 1mlfmin.
Obrir la valvula de purga girant en el sentit contrari a les agulles del rellotge.
Incrementar el flux unitat per unitat fins a Sml/min. (set up pump)
Disminuir el flux unitat per unitat fins a 1 mlf/min.

Tancar la valvula de la purga girant en el sentit de les agulles del rellotge.
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Crear un métode per I'Alaclor.

1. Select Method: Edit Entire Method. Apareixen a la pantalla 4 seccions (method
information, Instrument Adquisition, Data analysis, Run time Checklist) prémer Ok

2. Apareix una pantalla amb el nom de Method Comments: Posta a punt métode
pesticides.

3. Apareix una pantalla amb el nom de Set Up Pump:
*Flow: 1ml/min *Stop time: 23 min *Pgstime: 5 min

*Solvents: seleccionar insert to add the values. El gradient és:

Time | %C %D

15 an 10

25 stop
4. Apareix una pantalla amb els segiients parametres:
*Wavelength: 225nm *Pegk width: =0.1min
5. Apareix una pantalla amb els segients parametres:
*Area reject: 100 *Height reject: 1.7 *Wavelength: 225 nm

6. Apareix una pantalla nova en la que &5 recomana no modificar res: Ok

7. Select Curves to overlay: seleccionar “UV and high pressure”

8. Apareix una pantalla Run Time Checklist: seleccionar “Data Acquisition” 1 “Standard
data Analysis”.

9. Per salvar el métode anar a Method del menl principal i seleccionar Sove method as

Pesticides.
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Crear un métode pel Metamitron, 2,4-D i Clorpirifos.

1. Select Method: Edit Entire Method. Aparsixen a la pantalla 4 seccions (method
information, Instrument Adguisition, Data analysis, Aun time Checklist) prémer OK.

2. Apareix una pantalla amb el nom de Method Comments: Posta a punt métode
pesticides.

3. Apareix una pantalla amb el nom de Set Up Pump:

*Flow: 1ml/min *stop time: 23 min *Pastime: 5 min

*Lolvents: seleccionar Cut per borrar els valors.

4. Apareix una pantalla amb els seglients parametres:

*Wavelength: 225nm *Peak width: =0.1min

5. Apareix una pantalla amb els seglients parametres:

*Area reject: 100 *Height reject: 1.7 *Wawvelength: 225 nm

6. Apareix una pantalla nova en la que es recomana no modificar res: Ok

7. Select Curves to overlay: seleccionar “UV and high pressure”

&. Apareix una pantalla Run Time Checkiist: seleccionar “Data Acquisition” 1 “Standard
data Analysis”™.

9. Per salvar el métode anar a Method del menu principal i seleccionar Save method as
Pesticides.

Carregar un metode existent.

File > lood method
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Injectar la mostra

Abans d'injectar és neceszari haver carregat el métode desitjat.

1. Menu run and control: seleccionar la icona o situada a baix a I'esguerra de la
pantalla activa. Apareix una pantalla ampliada amb les senyals.

2. Esimportant que tan la senyal de |a pressid com de I'absorbancia siguin estables.
Seleccionar “Balance”.

3. Run control » sample information. Indicar el nom de la mostra i els comentaris que
siguin necessaris.

4. Espreparaunaxeringa i es neteja 3 vegades amb acetonitril, 3 vegades amb aigua i 2
vegades amb la mostra. Carreguem la mostra dins la xeringa i posem un filtre de nilo a
la punta [entre la xeringa i ['agulla) abans d'injectar per tal devitar el pas de particules
solides dins la columna.

5. Posem l'injector en la posicid LOAD i injectem la mostra fins que el “loop™ estigui ple
(es veu com el liquid surt pel final del tub . ATENCIO: posar un vas de precipitats a final
del tub).

6. Girem amb un cop sec la palanca de I'injectar.

7. Quan I'analisi ha finalitzat apareix una pantalla amb tota la informacid (cromatograma,
pics, arees de pic...).

B. Pertal d'injectar una nova mostra és necessari que la pressio i I'absorbancia siguin

estables.

Netejar I'injector amb mitja xeringa d'acetonitril. (no introduir dins la columna)
Disminuir el flux primer fins a 0.5 ml/min i després fins a 0.

Anar a la icona de la bomba i prémer switch off.

oL e

Apagar els 3 moduls davanters del HPLC.

5. Tanca 'aplicacio.
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ANNEX 6: INFORME DE RESULTATS DE L’ANALISI ELEMENTAL ORGANICA DEL SURO | LES SEVES FRACCIONS

RACE S iy Tcrdon ol o Plscercn Informe ns; iﬂf]ﬂ_ﬁ.‘.ﬂi‘u’e"i_ﬂllﬂlsﬂ.

UAQIE - SERVEIS TECNICS DE RECERCA Dave: 13/02/2013

Wersion:2
Informe de resultats page 1/2

Onjaciiu Pncipal
Determinacid de la composicid duna mostra (M, C, H) per analisi elemental organica.

Hom | adrega dal client
Angels Olivela

Departarment EQATA

Grup de Metalls | Mediambient

Identificacld de les mosires a analizar
Lot de 5 mostres

Expressld de rasuttats
Els resuliats s'expressen en percentaipge en pes

Limilt de Detecch
Carboni 0.72%
Hidrogen 0. 20f
MITOgEn 130

Tauws 1.7 LoD

edifici faume Casademant acces E, format de Finforme N° 1
Carrer Pic de Peguera N215 17003 Girona

Universitat de Girona aplicable del 03/05/2010

Serveis TEonics de Recerca RE-0r3-0r1 a0 versio del
a
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rforme n2; infld_solivella_0213 xlsx

. 3 f
UAQIE - SERVEIS TECNICS DE RECERCA et 19/02/ 2013

Version:2
Informe de resultats page 2 /2
Run Datalls | Results %
Sampls Weight jmg)| Carbon | Hydrogen | Nitrogsn
e - - "
Suberrina
1,182 - - -
Buro sense oyt 1,188 £2,540 8,580 -
2l nl fen. (=t0H) 1542 23,000 5,240 ~
Suro sense oyl 388 £3,640 8,560 -
H2 2853 4,030 8,660 .
P —— 27 £2,520 8,350 -
AR 1,340 52,550 B,230 -
Z.500 2,530 8,560 -
Sianc BUR =
7458 £2,550 B,45D0 -
-1 ¥alors inf=dors af LOD
Taula 1.2 Resulizls &n percenfarge
Run % Carbon | % Hydrogen| % MErogen| cdC ed H cd ¥ edC | redH | rodM
Eubering - - - - - - - - -
Buro sense syl _—
62,77 8,51 - o 0,10 - 0,52 1,16 -
alf. nl fem. (=] ' ' = ' '
Surg z=nzs ex. £3,84 8,51 . s o7 . 043 | og2 .
Hao
Surg z=nzs e E2.5E 8,33 . nos nos . ooe | Dss .
A
Slanc 2UR 62,74 8,51 - 027 0= - 0,43 b,51 -
{-} Vafors inferdors & LOD
Tawa 1.3 Promiics [ desvackons
CPISR-1 C Maria Lluisa Matas
signat Jordi
Lluiza Matas

2013.02.19 13:24:51 +01°'00°

Cap de la Unitat d'Analisi Quirnica

Aquest informe nomes es pot reproeduir en la seva totalitat .

Fi de lNinforme
Serveis Tecnics de Recerca RE-05-01 UAQ) Versio del
M edifici taurne Casademant acces E, format de Finfarrme N* 1
Carrer Pic de Peguera N215 17003 Girona
Universitat de Girona aplicable del 03/05/2010
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