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Quimica Analitica
Enclogica
i dels Aliments

Aquest treball ha constituit una de les linies de
recerca del Grup de Quimica Analitica Enologica i
dels Aliments de la Universitat Rovira i Virgili, i tots
els resultats que es presenten sén fruit dels
experiments realitzats al Laboratori d’Instrumentacio6
Analitica de la Facultat d’Enologia de Tarragona.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DETERMINACIO ANALITICA DE 2,4,6-TICLOROANISOLE I ALTRES CLOROANISOLES
EN VINS I SUROS

Marc Riu Rusell

ISBN:9788469432358/DL:T. 1044-2011



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DETERMINACIO ANALITICA DE 2,4,6-TICLOROANISOLE I ALTRES CLOROANISOLES
EN VINS I SUROS

Marc Riu Rusell

ISBN:9788469432358/DL:T. 1044-2011

Han passat moltes llunes des de l'inici d’aquesta Tesi Doctoral. Durant aquest temps la
navegacio no ha estat facil, pero no exempta de moments inoblidables, sobretot gracies a la
gent que m’ha acompanyat en aquest trajecte. En escriure aquest petit text, em passen pel
cap moltes estones divertides, frustracions compartides i moltes cares, a les quals vull agrair
haver estat al meu costat durant aquests anys.

Al Ramén Carreté i a la Cristina Reguant. La meva col-laboracié amb vosaltres aquell estiu
del 2000 en el Departament de Bioquimica i Biotecnologia va plantar la llavor, el fruit del
qual és aquesta tesi.

Als companys Quimiometrics, que sempre tingueren un moment per resoldre els meus
dubtes més estadistics.

Als companys bioquimics, Josep, Maite, Angel, Mireia, Roser, Gemma, Chus, Sumpta,
Rosana, Carmen, Nuria i Guillem, pels cafés (i alguna cervesa) compartida en l'antiga

Facultat d’Enologia.

Als companys del Laboratori d'Instrumentacié Analitica, Pili, Sandra, Nuria, Marie, Laura
i Luciano, per compartir tantes bones hores junts.

A la Susan E. Ebeler, per I'oportunitat donada de treballar amb ella i la seva gent del
Viticulture and Enology Department de la University of California a Davis.

Als “jefes” i directors de Tesi, Josep Guasch, Montserrat Mestres i Olga Busto. Gracies per
Voportunitat i confianga donada. La vostre experiéncia i paciencia m’han fet créixer com a
quimic i com a persona.

Als meus amics (ja saben quins). Sempre heu estat al meu costat. No cal dir res més.

A la meva familia, sogres, cunyats, neboda i filloleta, pero, especialment als meus pares,
Josep i Pietat, i el meu germa, Jordi. Sense vosaltres res hagués estat possible. Cap paraula
escrita faria justicia a l'estimacio que us tinc.

I, finalment, a I’Eva, el meu far.

Gracies a tots, per haver-ho fet real.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DETERMINACIO ANALITICA DE 2,4,6-TICLOROANISOLE I ALTRES CLOROANISOLES
EN VINS I SUROS

Marc Riu Rusell

ISBN:9788469432358/DL:T. 1044-2011



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
DETERMINACIO ANALITICA DE 2,4, 6-TICLOROANISOLE I ALTRES CLOROANISOLES

EN VINS I SUROS
Marc Riu Rusell
ISBN:9788469432358/DL:T.

1044-2011

Quan surts per fer

el viatge cap a Itaca,

has de pregar que el cami sigui llarg,
ple d’aventures, ple de coneixences.
Has de pregar que el cami sigui llarg,
que siguin moltes les matinades

que entraras en un port

que els teus ulls ignoraven,

i vagis a ciutats

per aprendre dels que saben.

Tingues sempre al cor la idea d'Ttaca.
Has d’arribar-hi, és el teu desti,

pero no forcis gens la travessia.

Es preferible que duri molts anys,
que siguis vell quan fondegis 1'illa,
ric de tot el que hauras guanyat

fent el cami,

sense esperar

que et doni més riqueses.

[taca t'ha donat el bell viatge,

sense ella no hauries sortit.
I si la trobes pobra, no és que Itaca
t'hagi enganyat.

Savi, com bé t'has fet,

sabras el que volen dir les Itaques.

Itaca (o Viatge a Itaca)
Lluis Llach — 1975-
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La qualitat és un concepte cada dia més lligat a qualsevol producte o servei. Només
fa falta fer I'exercici d’introduir aquesta paraula en un motor de cerca, com per
exemple el Google, per veure’'n la importancia en la xarxa. Aixi, pel terme
“qualitat”, en el moment de redactar aquest text, es troben 50.200.000 entrades. Si
es repeteix la cerca amb la paraula en espanyol, en trobem 123.000.000 i, en angles,
el nombre arriba a 908.000.000. Pero, que s’entén per qualitat? Segurament la
definicid més generalista i acceptada seria que la qualitat és la percepci6 del grau
en que un producte o servei assoleix les expectatives de 'usuari.

El vi, com a producte amb gran valor afegit, no es pot deslligar del concepte de
qualitat i, tenint en compte aquesta definici6, es pot desprendre que la qualitat
d’un vi anira intimament lligada a I’abséncia de qualsevol defecte.

Un dels defectes amb més importancia en el mén enologic és, sense cap dubte, el
descrit com a “olor a humitat”, tradicionalment conegut com a “gust a suro”, el
qual és conseqiiencia de la presencia d’alguns compostos quimics de la familia
dels cloroanisoles, especialment, el 2,4,6-tricloroanisole (TCA). Per tant doncs, per
assegurar que s'esta davant un producte de qualitat, es fa necessari el
desenvolupament de metodes d’analisi que permetin la determinacié d’aquests
compostos de manera fiable.

Tenint en compte que el TCA i altres cloroanisoles sén compostos volatils i amb
grups halogens a la seva estructura quimica, la cromatografia de gasos amb
deteccié especifica de compostos halogenats (amb el detector de captura
electronica), esdevé la tecnica més adient.

Tenint en compte aquestes premisses, els objectius de la present Tesi Doctoral han
estat:

1. Avaluar I'efectivitat de la técnica de la microextraccio en fase solida com a
sistema d’extraccio i concentraci6 dels cloroanisoles, especialment el TCA,
en vins i suros.

2. Desenvolupar una metodica per a I'obtencié d'un in-house reference material
en el cas del suro.

3. Desenvolupar, mitjangant la cromatografia de gasos, un metode de
quantificacié dels diferents cloroanisoles, especialment el TCA, en vins i
suros, tot determinant-ne llurs parametres de qualitat mitjancant una
validacié.
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4. Avaluar la capacitat del nas electronic basat en un sistema d’espai de cap i
espectrometria de masses) com a tecnica rapida per dur a terme la
determinacié del TCA en vins.

5. Comprovar l'efectivitat dels parametres descrits en la norma UNE
56930:2005 “Determinacion del 2,4,6-tricloroanisol (TCA) transferible” per a
dur a terme la determinacié del TCA transferible.

6. Estudiar la relacié entre els parametres TCA total, TCA transferible i
I'analisi sensorial en taps de suro.
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CAPITOL I
PETITA HISTORIA DEL VI
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El vi és de les principals coses que condueix a I’alegria.
L’abiis del vi és la principal de les causes que
condueixen a la pérdua de la intel-ligéncia i de la
memoria.

(Charaka-Sambhita, aprox. 400 aC)

Doneu begudes fortes al qui s’arruina

i vi als que tenen I'amargor al cor,
perque begui i s’oblidi de la seva pobresa
i no pensi més en la seva pena

(Proverbis 31: 6-7, 500 aC)
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1.- ALFA

La nostra cultura, la nostra historia, tenen un vincle intimament lligat a la vinya i al
vi. No en va, la Biblia lliga I'origen de la civilitzacié amb la plantacié de la vinya,
després del Gran Diluvi Universal. Aixi, en el Genesis, 9, 20-21 es diu: “Noe,
agricultor, fou el primer a plantar una vinya. Va beure el vi, es va embriagar i es va
despullar dins la seva tenda” [1]. Com es pot veure, la historia de 1’abtis del vi també
es remunta fins a I’alba dels temps.

Per altra banda, tal com delaten els fossils descoberts, la vinya es va estendre per
tot I'hemisferi nord, a partir del final de l'era Terciaria. Pero els freds que arribaren
amb la Quarta Glaciacié (fa aproximadament 80.000 anys) van fer que aquesta
varietat només pogués sobreviure a les contrades més calides localitzades en la
zona que va des de l'est del Caucas fins a I’'Europa Occidental, passant pel
Mediterrani [2,3].

D’entre les diferents varietats de vinya, la que centra el nostre interes és la Vitis
vinifera, ja que és a partir de la qual se n’obté el vi. Els primers cultius d’aquesta
planta es feren ara fa uns cinc o sis mil anys, en terres de la Transcaucassia [4].
Unes centdries més tard, cap el 2.500 aC, la vitis vinifera ja es troba aclimatada en
les zones ocupades per dos dels bressols de la civilitzacid: Egipte i Mesopotamia.

D’aquests origens sorgiren les varietats vinicoles (la Pontica, 1'Occidentalis i
I'Orientali) que constitueixen les bases de la vinya europea actual [2,5].

Mentre que la trobada entre la humanitat i el vi en el Paleolitic s’hauria produit per
pura coincidencia en els intents infructuosos d’emmagatzemar suc de raim, en el
Neolitic la produccié de vi ja és una operaci6 perfectament intencionada [5].
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2.- MESOPOTAMIA, ORIENT MITJA I EGIPTE

La mostra de vi més antiga de la que se’n té constancia data, aproximadament, del
6.000 aC i va ser descoberta en una gerra a I'Iran occidental; i a Japd es troba la
gerra més ancestral descoberta fins ara, datada al segle XI aC [5]. A part d’aquesta
troballa existeixen nombroses referencies a Mesopotamia i Egipte que deixen pales
el cultiu estes de la vinya i, per descomptat, el consum de vi. Aixi, d’entre les
diferents mostres d’art trobades d’aquesta epoca, es podria citar 1'Estela de
Nefertiabet (aproximadament 2.590 aC), descoberta en una tomba de la Vall de
Gizeh. En aquesta representacié es pot veure que, entre la llista d’ofrenes que
acompanyara a la jove en el seu cami cap al més enlla, hi figura el vi [6]. També
resulten destacables els residus de vi medicinal trobats en 700 gerres de fang
descobertes a la tomba d’Escorpi I, a Abidos (3.150 aC) [7]. Pero cal dir que el vi no
només apareix en la iconografia de la mort, sind que pels egipcis el vi també era
simbol de vida i, en la vessant comercial, adopta un paper predominant [2].
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3.- DES DE GRECIA FINS A L'IMPERI ROMA

Grecia produia vi i el comerciava, una tradicié heretada dels fenicis. El producte
que obtenien, pero, tenia unes propietats organoléptiques que no tenien res a veure
amb un vi tal i com el coneixem ara, per la qual cosa no es bevia en estat pur sin6
que es barrejava amb aigua, aigua de mar, mel, farigola,... [2].

Al segle VII aC, els etruscs van expandir el conreu de la planta per tota la
Peninsula Italica, la qual cosa suposa l'origen del famods vi produit a la Toscana
anomenat chianti. L'expansio d’aquest poble cap a altres zones com la Gal'lia, va
suposar també la propagacio de la vinya [2]. A diferencia dels grecs, el consum del
vi per part d’aquest poble es feia sense addici6 de cap producte. Homer denomina
a aquest vi “Mel del cor”.

Roma agafa el testimoni de grecs i etruscs en el segle I aC, tot potenciant el cultiu
d’aquesta planta a tots els seus territoris. Pero, inicialment, durant 'época de la
Monarquia i durant la Reptblica, el vi no era gaire apreciat ja que eren temps
d’habits molt sobris, gairebé espartans. Al segle I dC, no obstant, la tendencia
canvia i el vi acapara una gran rellevancia en tota la vida de I'Imperi. D’aquesta
epoca deriven les normes tecniques dictades per Columela, encara algunes d’elles
vigents actualment, o la classificacié de Plini de diferents vins [2]. A més, no
podem oblidar I’expansid de la vinya que s’aconsegui mitjan¢ant la promocio de la
plantacié d’aquesta (sempre a mans dels ciutadans romans) en tot el territori
conquerit.

Fruit d’aquesta expansio, el vi es converti en un producte de consum quotidia en
tot I'Imperi Roma i el seu comer¢ prengué gran importancia. La Via Augusta
esdevingué un dels centres neuralgics de 1’economia, comunicant Cadis amb
Brindisi, tot passant per la nostra estimada Tarraco. Fou tanta la rellevancia del vi
en 'economia de l'época que provoca que molts pagesos decidissin canviar els
cultius de cereals per vinyes. Aquests canvis en la produccié agroalimentaria de
I'época van fer que el mateix Emperador Dominicia, I'any 92 dC, promulgués un
decret que obligava a arrencar totes les vinyes de les provincies cultivables i
plantar cereals i altres productes alimentaris. Aquesta maniobra alhora que va fer
desapareixer molts vins de qualitat infima, va potenciar els vins italians, pero
també causa que l'expansio de la vinya s’aturés gairebé un segle [2].
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4.- DES DEL SEGLE III FINS A L’EDAT MITJANA

Ja en el segle III dC, concretament a l'any 276, I'Emperador Provo trenca amb el
decret de 'Emperador Dominicia i va permetre a tots els pobladors de les diferents
provincies romanes cultivar de nou la vinya. Aixi, a finals del segle III dC la
presencia de la vinya a Europa era més gran que en els nostres dies [2] i, tot i que
en aquesta epoca va comengar la davallada i posterior caiguda de 'Imperi Roma, la
cultura del vi es mantenia viva. De fet, hi ha alguns documents prou interessants
que en deixen constancia, com ara el fet que un dels primers texts en italia (any
766) és una declaracio de deute relacionada amb el vi.

Entrant ja en I’'Edat mitjana, cal destacar la gran importancia en la produccié de vi
dels centres religiosos, i sobretot dels monestirs, regits per la seva maxima ora et
labora. De totes maneres, aquests centres no només utilitzaven el vi per al ritus
litargics tal i com consta, per exemple, a la regla de Sant Benet (segle VI dC), la
qual estipulava un consum de vi d’una mica menys d’un quart de litre per dia i per
monjo, tot i que aquesta mesura podia canviar-se a gust del superior del centre [8].
Sigui com sigui, els monestirs no només tingueren importancia en la vessant
productiva, siné que també tingueren gran impacte en la seva expansid. Aixo és
degut a que quan els missioners anaven a convertir als infidels, aquests sempre
anaven acompanyats d’un especialista en viticultura per poder plantar vinyes a
partir de les qual obtenir el vi necessari per als seus ritus. Aixi, per exemple, la
tradicié explica que l'origen de l'albarinyo a Galicia es deu a que un monjo de
Cluny, en el seu cami de Santiago, porta aquesta varietat de vinya des del Rhin.

Tampoc es pot oblidar I'empenta que la noblesa de I'época va donar al cultiu de la
vinya ja que, fins al segle XII dC, tot senyor feudal rodejava el seu castell amb
vinyes, simbol d’hospitalitat, signe del seu rang [2]. Per altra banda, aquest
estament de la societat també col-labora en 'aparicié d’escoles relacionades amb la
vinya, com la que va fundar Carlemagne a Riidesheim (Alemanya).

Si fins aquest moment la Conca Mediterrania tenia 1’hegemonia pel que fa al
conreu de la vinya, entre els segles VII dC i X dC es produeix un desplacament del
centre productor de vi cap a l'oest i nord d’Europa a causa de la invasié islamica
que comenga pel sud de la Peninsula Ibérica. De fet, no va ser fins el moment de la
Reconquesta que la vinya va tornar a tenir un paper preponderant entre els cultius
de la Peninsula, ja que va ser llavors quan, a mesura que els castellans anaven
reconquerint terreny a, s’anaven plantant vinyes en les noves terres [2].

Respecte a les tecniques enologiques emprades a I’edat mitjana, aquestes eren forga
rudimentaries i sempre basades en 1'empirisme i en la cultura popular. Tot i aixi,
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algunes de les practiques utilitzades en aquella época romangueren entre nosaltres
fins no fa gaire temps [2].
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5.- DEL RENAIXEMENT FINS AL SEGLE XVIII

Només cal donar una ullada a les grans obres pictoriques del Renaixement per
entendre la importancia del vi en aquesta eépoca. A mode d’exemple, es pot
nombrar l'obra titulada “L’estiu” de Giuseppe Arcimboldo (1527-1593) o “Les
bodes de Cana”, de Paolo Caliari (1528-1588) [6].

Durant aquesta epoca, tenen lloc alguns canvis en els centres productors
vitivinicoles de la Conca Mediterrania entre els que cal destacar el fet que a Creta i
a les illes gregues es va produir una aturada en la produccié de vi causada per la
seva conquesta per part dels turcs. En aquestes terres destacava 1’elaboracié dels
vins licorosos de malvasia, els quals eren molt apreciats en 1'epoca. Aquest fet fou
aprofitat per altres zones productores com Catalunya, Valéncia o Andalusia per
omplir aquest buit del mercat, tot produint aquest tipus de beguda [2].

Cal destacar també el descobriment d’America, episodi que comporta el viatge de
la vinya a terres transoceaniques i, tenint en compte que els conqueridors
espanyols portaven el seu cultiu a totes les terres que anaven ocupant, aquesta es
propaga simultaniament pels actuals estats de Bolivia, Peru, Xile, Argentina, Mexic
i California [2,5].

Es ja ben entrat el segle XV quan algunes practiques enologiques donaren lloc a
vins que destacaven per les seves propietats organoleptiques, adquirint una fama
que, en alguns casos, és vigent encara en els nostres dies. Exemple d’aquestes
practiques serien les que, a finals del segle XVI, cellerers del sud d’Espanya
utilitzaven per estabilitzar i variar les caracteristiques del vi, tot afegint-li alcohol,
la qual cosa dona lloc al preuat Xeres [6]. Un altre exemple d’aquests vins el
constitueixen els Tokaji, els quals tenen el seu origen en la descoberta de la bondat
de la Botrytis cynerea per part d’alguns productors hongaresos a mitjans del segle
XVII [9].

Respecte al comerg i al seu epicentre, també es produeixen canvis importants. En el
segle XVI un nou protagonista s'aixeca com el gran dominador del comerg
internacional: Holanda. Va ser aleshores que adquiriren gran importancia els
destillats de vi, com el cognac, el brandy o I'armagnac [2].

Del segle XVIII cal destacar-ne, per una banda, l'aparicié de nombrosos vins
especials, com per exemple el Champagne o el Marsala i, per altra, la introduccié
de la vinya a Africa del Sud, Australia i Nova Zelanda [2,5].
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6.- DEL PRINCIPI CIENTIFIC DEL VI ALS NOSTRES DIES

Ja en el segle XIX cal parlar de dos esdeveniments que canviaren la historia de
I'enologia d’'una manera radical: la fillloxera i la publicacié del primer tractat
d’enologia.

Les conseqiiencies de la importacié de vinyes procedents d’Estats Units cap a
Europa van ser del tot nefastes i també inesperades. Amb la introduccié d’aquestes
vinyes es va donar pas, també, a I'entrada de la fil-loxera, plaga que va arrasar la
Vitis vinifera de tot el continent europeu i també la d”Australia [2].

Per altra banda no es pot parlar del segle XIX des d’un punt de vista enologic sense
parlar d'un nom en lletres majascules: PASTEUR. Les investigacions i
coneixements d’aquest gran investigador van provocar un canvi trencador. No
sense exagerar, se’l coneix com a iniciador de la historia moderna de l’enologia.
Fou al 1863 quan I'emperador frances, Carles Lluis Napole6 va demanar a Pasteur
que estudiés les malalties de la vinya. Tres anys després es publicava la seva obra
historica “Etudes sur le vin”, tractat on ja s’explica la importancia de la barrica i de
I’ampolla en I'elaboracié d"un bon vi [9,10].

L, arribant finalment als nostres dies, ha estat en els tltims 40 anys quan I'enologia
ha fet cami al costat de la ciencia, de manera que la majoria dels grans avencos
técnics i cientifics en aquest ambit han tingut lloc durant aquest curt periode de la
historia. En aquest ambit es poden destacar les universitats de Bordeus i de
California, on, en la década del 80 del segle XIX, es van crear instituts d’Enologia.
Els objectius de cadascuna eren forca diferents: mentre que la de Bordeus es va
centrar en el coneixement i millora dels metodes tradicionals, la de California
(situada a Davis a partir de 1928), es va dedicar a l'estudi de la millor manera de
crear una industria vitivinicola en un indret sense tradicié [9]. Gracies a la
transferencia dels coneixements adquirits en aquestes universitats i en d’altres com
la nostra Universitat Rovira i Virgili, cada dia s’elaboren vins de qualitat més
elevada.

I continua.

Amb aquestes quatre pinzellades es pot veure que el vi ha acompanyat a la
humanitat practicament des de la seva aparicié sobre la terra. Tot i aixi, les
caracteristiques dels vins, la manera de prendre’ls i la seva qualitat han anat
evolucionant al llarg del temps. I és ara, en aquest moment, on s’emplaga aquesta
tesi doctoral: un petit gra de sorra en el coneixement del vi, un menut intent per a
millorar-ne la seva qualitat.
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CAPITOL II
EL SURO
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Aquest dia de festa,al tornar de I'any, fara saltar el tap
de suro enganxat amb brea a una amfora,...

(Horaci -27 a.C.- “Odes”, Llibre III, Oda 8, linea 10)

“...1 prithee, tell me who it is quickly, and speak apace.
would that thou couldst stammer, that thou mighst
pour this concealed man out of thy mouth as wine comes
out of a narrow-mouth’d bottle, either too much at once
or none at all. I prithee, take the cork out of thy mouth
that I may drink the tidings.”

(William Shakespeare -1599- As you like it”, Acte III,
Escena III)
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1.- VIDRE-VI-SURO. LA TRIADA

Tradicionalment la triada vidre-vi-suro ha anat intimament lligada. Pero aquesta
unid no sempre ha existit. Aquest capitol ens endinsara en un petit recorregut per a
la historia amb 1’objectiu de donar unes pinzellades de com 'ampolla de vidre i,
principalment el suro, han arribat a ser tan importants en la cultura i economia del
vi, del qual s’ha parlat en el capitol anterior.

1.1.- Els envasos pre-vidre
Obviament, el vi no sempre ha anat acompanyat d’una ampolla de vidre.

A Egipte, el vi es servia en gerres o amfores de terrissa de diferents capacitats. Els
grecs, en canvi, eren més partidaris d’utilitzar un altre tipus de recipient, també de
terrissa, anomenat garrafd. L’art també fa la seva aparicid en recipients que han de
contenir aquesta beguda tan valorada. Aixi, gerres i copes amb representacions
artistiques eren utilitzades per alts dignataris i nobles, tal i com mostra, per
exemple, la Oinochoé jonica (650 aC, Museu del Louvre) [1,2].

Respecte al transport del vi, els etruscs i romans utilitzaven tres tipus de
contenidors diferents, basicament: els dolige (pensats especialment per volums
grans), les amfores (volums de 25 litres) i les odres (uns 500 litres) [1].

Els primers barrils de fusta apareixen en el segle I aC, perd amb l'objectiu de
contenir el vi, no pas per millorar-ne la qualitat que implica una crianga [1].

1.2.- L’ampolla de vidre

Les diferents troballes arqueologiques situen els origens del vidre a Mesopotamia a
finals del tercer mil-lenni aC, en plena Edat del Bronze. La primera fabrica data del
1.500 aC, a Egipte. Es va necessitar 1’ajut de nous invents de caire técnic, com la
canya per a bufar, per a que fessin aparicié en la historia les primeres ampolles de
vidre.

En un principi I'ampolla de vidre només s’utilitzava pel servei a la taula. Per trobar
les primeres aplicacions de l'ampolla de vidre en el comerg¢ cal remuntar-se a
I’antiga ampolla toscana (el fiasco de chianti). Aquesta aparici6 es situa a la poblacio
toscana de San Gimignano, I’any 1275, on I’ajuntament dona permis a un artesa de
nom Cheronimo per obrir un forn per l'art del vidre. Aquest artesa, un mestre
“coper”, a més de copes, diversifica la seva produccié a recipients de vidre i
ampolles. Rapidament aquests nous envasos comengaren a substituir als antics
recipients. En aquest punt apareix un altre nom il-lustre de la historia, com és
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Leonardo da Vinci. Aquest eminent artista i inventor va rebre 1’encarrec d'un grup
de vidriers de crear quelcom per evitar el trencament de les ampolles durant el
transport. La seva aportacié va ser el recobriment de palla, encara present en
algunes presentacions de certs vins [1].

L’ampolla de vidre es consolida definitivament I'any 1662, quan Sir Kene Digby,
un cortesa britanic, fabrica la primera ampolla tubular, d’'omoplats caiguts i amb
un coll llarg, de forma cilindrica. Aquesta forma permetia I'emmagatzematge en
posicid horitzontal. En el seu extrem superior hi havia una anella, per tal de poder
ajustar el tap de fusta amb una corda. Aquesta ampolla rebé el nom d’ampolla a la
manera anglesa pels holandesos o bordelaise per part dels francesos, que la van
adoptar per exportar els seus clarets a partir del 1707 [3].

1.3.- El tap de suro

El suro s’ha utilitzat des de temps immemorials. Diferents civilitzacions trobaren
aplicacions d’aquest noble material tal i com queda reflectit en els treballs de
nombrosos savis de I'antiguitat, com Virgili, Plini el Vell, Horaci o Columella, que
anomenen el suro i les seves propietats [2,4]. Aixi, grecs, egipcis i romans
utilitzaven aquest producte per tapar amfores o altres recipients i, també, com a
material de flotacié en la pesca. Els arabs l'usaven com a aillament termic de
vivendes, per utensilis domestics i també per elaborar elements ornamentals.

I ja molt més proper als nostres dies, no va oferir el buit de I'escor¢a d’una alzina
surera proteccid diverses vegades a Don Quixot? [4]. No va ser I'observacio de les
cel-lules de I'escorga de suro la primera aplicacié d’un microscopi? [5].

Pero el seu s com a tap d’ampolles de vi s’inicia amb la historia del Champagne. El
frare Dom Pérignon necessitava un material que permetés tancar les ampolles que
contenien un vi en presencia de gas. Aixo implicava que aquest producte havia de
ser elastic i resistent a la vegada. Segons la mescla entre tradici6 i historia, Don
Pérignon va veure uns pelegrins espanyols que visitaven 1'abadia de Hautvillers,
els quals utilitzaven trossos de suros per a tapar les seves cantimplores. Aixi va ser
com, finalment, va trobar el producte pel seu Champagne i, també, com nasqué el
tap de suro com es coneix avui en dia [6,7].
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2.- ELABORACIO, PROPIETATS I CULTURA DEL TAP DE SURO

Endinsant-nos una mica més en el tema que ens ocupa, resulta especialment
interessant comentar les interessants propietats d’aquest material, a més
d’entendre la seva importancia en la nostra cultura. A més, no es pot oblidar que
Catalunya i Espanya tenen una industria relaciona amb el suro gens menyspreable.
Per aquesta rad, aquest apartat es fara un petit viatge pel moén del suro i ens
fixarem en l’arbre que el produeix: I’alzina surera.

2.1.- L’alzina surera

El nom cientific per aquest arbre és el de Quercus suber (Q. Suberosa Salish), pero a
Catalunya es coneix amb el nom de surera, suro o alzina surera [7-10]. L’alzina
surera pertany a la familia de les Fagacees (Fagaceae) [11].

L’arbre té una alcada que dificilment supera els 20 metres, d’aparenca robusta,
molt similar a l'alzina, excepte per la seva escorga, tret diferenciador d’aquesta
especie. El seu tronc sol presentar una estructura recta i gruixuda, que pot arribar a
superar els 2 metres de diametre. La seva escorga és llisa en la seva joventut, la
qual es va recobrint de suro en el seu creixement [10,12]. La seva fulla és persistent,
de 3 a 7 cm, de forma ovada, dentada i poc lobulada, coriacia, de color verd fosc
lluent per dalt i envellutada de color gris-blanquinés per la part de sota.
Generalment, quanta més quantitat de fulla té I'arbre, més produccié de suro
s’obté [9].

L’alzina surera creix principalment en 1'cest de la conca Mediterrania, sota I'empar,
i valgui la redundancia, d’un clima Mediterrani. Aquest clima es pot definir com a
extratropical, amb un fotoperiode estacional i diari, amb una pluviositat
concentrada en les estacions fredes de I’any i amb un estiu generalment sec [4,13].
Aquestes caracteristiques son les adequades per la surera que necessita un clima
suau, lleugerament humit, sense gelades fortes, amb precipitacions mitjanes anuals
superiors als 400 mm i normalment alcades no superiors als 1.000 metres (es poden
trobar excepcions a Granada i al Marroc) [7].

Dintre de I'area Mediterrania, el factor que té una influencia més marcada en el
desenvolupament d’aquest arbre és el sol, ja que requereix terrenys amb un marcat
component silicic i descalcificats (arenita, granits, gneis i pissarres), especialment
sorrencs, amb poca quantitat de nitrogen i fosfor, pero rics en potassi i amb pH
entre 516 [10].
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Figura IL.1. Distribucié de 1’alzina surera a la conca Mediterrania

En la Figura IL1 es pot veure la distribucié de l'alzina surera en la conca
mediterrania. En la Taula IL1 es detalla la produccio, en percentatges, dels
principals paisos productors de suro on es pot veure clarament la predominanga
de Portugal, seguida per la d’Espanya [7-10,13-17].

Taula IL.1. Superficie i produccié de I'alzina surera al moén

PAIS SUPERFICIE PRODUCCIO
Mundial 2.600.000 hectarees 450.000 tones/any
Portugal 39 % 58 %
Espanya 19 % 21 %
Algeria 17 % 9 %
Marroc 13 % 4%

Ttalia 2% 4%

Franca 6 % 2%

Tunis 4 % 2%
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Taula II.2. Superficie i produccié de I'alzina surera a Espanya

COMUNITAT AUTONOMA  SUPERFICIE PRODUCCIO

Andalusia 55 % 55 %
Extremadura 25 % 36 %
Catalunya 15 % 55 %
Resta 5% 3,5 %

A la Taula II.2 s’especifiquen les dades de produccié d’alzina surera, pero

focalizant-se ara en diferents comunitats autonomes espanyoles. En aquest cas es

pot veure clarament la supremacia d’ Andalusia per sobre de les altres comunitats.

A Catalunya es poden trobar alzines sureres distribuides, principalment, per les
comarques de 1’Alt Emporda, Baix Emporda, Girones, La Selva, Maresme i Valles

Oriental. Molts alzinars de La Selva i de 'Emporda tenen el seu origen en
plantacions realitzades durant el segle XIX i principis del XX, durant la crisi de la

fil-loxera [9,18,19].

2.2.- Que es el suro?

El suro o suber s’origina a partir d'una capa generadora, el fellogen o cambium

suberogen, que és part dels teixits meristematics que permeten el creixement en

gruix de la planta.

El felllogen es troba entre els teixits corticals. Les seves celllules es divideixen
segons un pla paral-lel a la superficie de la tija per formar capes successives. El
resultat de la primera divisi6 és la formacié de dues cel-lules identiques. La més
externa d’aquestes segueix el procés de diferenciacié, augmenta el volum i es

transforma en cellules suberoses, mitjancant un procés de suberitzacio, que
consisteix en la deposicié de suberina, un polimer natural, en aquestes cel-lules. En
canvi, la més interna es manté indiferenciada i continua dividint-se [7,20,21].

El fellogen de l'alzina surera, a diferéncia d’altres especies, té persistencia

continuada al llarg de la vida de la planta i aix0 permet ’acumulaci6 de capes amb

la formacié del suro. El fel-logen és actiu tota la vida de l’arbre, pero si es mor, se’'n
pot formar un altre de nou, a partir de la diferenciacié dels teixits més interns i, en

conseqiiéncia es formen noves capes de suro [8,20,21].

Les cellules que han estat suberitzades proporcionen una barrera gairebé perfecta

al moviment d’aigua apoplastica, per0 també actua com una gran proteccio a

agents patogens [20].
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La composicid percentual de les cel-lules suberitzades es detalla tot seguit [20-23]:

Suberina: 40 % - 50 %
Compostos polifenolics: 20 % - 30 %
Polisacarids: 20 %
Compostos extraibles: 15 %

La suberina, per la seva banda, esta composta per una mescla de compostos
alifatics i compostos aromatics [20]:

Compostos alifatics
o Cadenes llargues (Cis — C32) d’acids grassos
Alcohols
Acids o-hidroxialcanoics
Acids o, o-dioics
Glicerol
Compostos derivats de 1'octadeca (com, per exemple, 1’acid 9,10-
epoxi-18-hidroxi octadecanoic)

o O O O O

Compostos aromatics
o Acid ferrulic
o Acid cafeic

2.3.- Propietats del suro

Per entendre el perque el suro es pot considerar com un producte idoni per

conservar el vi, cal recodrrer a les propietats d’aquest material, entre les quals
podem destacar [23-31]:

Aillament. La preséncia de gasos en el citoplasma és el que el fa bo per
aillar. En un estudi de Lopes et al. [32], s’ha determinat que l’entrada
d’oxigen a través del tap de suro natural a ’ampolla de vi és de 0,5-6,1 pl
per dia els primers 12 mesos d’embotellament. A partir d’aquest punt i fins
als 36 mesos, I'ingrés d’oxigen decreix fins a 0,1-2,7 pul per dia. Aquestes
petites quantitats d’oxigen son suficients pel refinament del vi durant el
procés d’envelliment, pero no causen 'oxidaci6 del producte [33].

Baixa densitat. E1 90% del teixit vegetal que constitueix el suro esta format
per gas, fet que li atorga una densitat compresa entre 0,12-0,20 kg/1.
Lleugeresa. Propietat lligada a I’anterior.

Impermeabilitat a I'aigua i a olis. Aquesta caracteristica és deguda a la
presencia de suberina, lignina i ceres en l'estructura d’aquest material.
Durabilitat. La presencia de tanins ajuda a evitar la degradacid.
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e Bona compressibilitat i elasticitat. Aquestes dues propietats venen donades,
principalment, per l'estructura de les cellules del suro. Aquestes sén
hexagonals, estan connectades mitjancant uns petits canals (plastoderms) i

en el seu interior hi ha un gas de composicié molt similar a l’aire.
D’aquesta manera, quan s’aplica una forga prou elevada, el gas intern de
les celllules és expulsat de manera que es produeix una compressié del
material que pot comportar una reduccié fins a un 40% de la seva
grandaria original. Un cop s’elimina la for¢a compressiva, es produeix una
recuperacio elastica ja que les cel-lules tendeixen a recuperar la seva forma
original tot absorbint aire de I'entorn. Només en uns segons, el suro que ha
deixat d’estar comprimit pot recuperar fins a un 85-90 % de la seva forma
originaria, i després de 24 hores haura recuperat ja fins el 98 %.

e Bon comportament davant del foc. Aquesta propietat no el fa especialment
interessant des del punt de vista enologic, pero si des de la perspectiva del
clima mediterrani, ja que li déna una resistéencia davant als habituals

incendis que assolen a aquesta regio.

e Bona resistencia davant l'atac dels fongs. Tot i aquesta resistencia, pero, cal dir
que, tal i com es veura més endavant, el suro pot patir I'atac de diferents
microorganismes, entre ells fongs, que tindran un paper determinant en

I'aparicid de certs defectes.

e No és completament inert. Pot contenir substancies volatils, les quals es

poden transmetre al vi.

Amb tot aixo0, es pot comprovar que realment el suro és un material que reuneix
gairebé totes les caracteristiques que se li exigeixen a un material per poder ser

utilitzat com a tap en les botelles de vi i que sén [34]:

e Assegurar certa estanquitat al vi

e Respectar les caracteristiques del vi

e DParticipar positivament en I'evolucid i envelliment del vi
e Realitzar un facil taponament

e Permetre realitzar un taponament amb gran cadencia, és a dir, a nivell

industrial

e DPossibilitar una extraccié del tap senzilla i facil pel consumidor

2.4.- De I’arbre a I’ampolla

Un cop s’ha parlat de I’alzina surera i de les propietats del suro, arriba el moment
de descriure, encara que sigui de manera breu, com el suro procedent de 'arbre
arriba a tapar un ampolla. Aixo ens donara algunes de les bases per entendre com
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es genera el defecte conegut com olor a humitat en un vi. En les segiients linies,
doncs, es presenta, en termes generals, el procés de fabricaciéo més classic de taps
de suro natural, que ens servira d’exemple per entendre tot el procés.

2.4.1.- Extraccid i preparacio del suro de 1’arbre

a) Pela del suro de ’arbre

La pela del suro consisteix en llevar I'escorca exterior de 1’alzina surera. La pela
del suro es fa tant del tronc com de les branques, pero no s’arriba mai gaire alt.
Aquesta practica té lloc durant els mesos d’estiu. Els intervals d’extraccié solen
estar compresos entre 9-10 anys, encara que a Catalunya es fa, més o menys,
cada 12 anys. Aquesta freqiiencia dependra del gruix del suro, el creixement
del qual es veura afectat per factors climatics o geologics. El procés d’extraccid
es fa de manera totalment manual.

El suro obtingut de la primera extraccié s’anomena pelegri i no és adequat per
a fer taps de suro. El seu desti sera l'elaboracié d’altres productes. El de la
segona extraccié rep el nom de primerenc, essent encara no valid per a taps.
Sera a partir de la tercera extraccid quan el suro és adequat per a ser utilitzat en
el moén enologic [22,28,35-37].

b) Emmagatzematge al camp i tria

El suro s’emmagatzema al camp durant un periode de 6 a 9 mesos i es fa una
primera tria. El producte de més qualitat sera destinat a 1’elaboracié de taps i
s’elimina tota aquella part que presenti contaminacié o la que estava arran de
terra. Aquesta part no acceptada s’anomena rebuig i representa un 40% del
total. En aquesta etapa on les planxes es deixen a I’ intempeérie hi ha un perill
gran de que aquestes puguin rebre un atac microbiologic [22,28,35-37].

c) Primer rentat
Aquest tractament de les planxes de suro té, principalment, tres objectius:

e Aplanar el suro. S'aconsegueix fent bullir el suro a 100°C durant uns 50-60
minuts en aigua. Després, es passen les plaques per una premsa, per tal de
fer-les planes.

e Netejar el suro. Amb aquest procés s’eliminen les restes de terra i altres
bruticies que pogués contenir el suro.

e Eliminar compostos quimics indesitjables presents en el suro. Alguns
d’aquests compostos son els fenols i els tanins.
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Tradicionalment, aquesta bullida es solia fer en presencia d’hipoclorit sodic, la
qual cosa tenia un efecte determinant en I’aparicié de l'olor a humitat [22, 28, 35-
38]. Aquest problema ha fet que es canviés I'hipoclorit per altres productes
com el peroxid d’hidrogen, I'0z6 o el metabisulfit de potassi [28,40,41].

d) Classificacio

Un cop obtingudes les diferents planxes de suro, es fa una classificacid
d’aquestes segons la qualitat i el gruix [22,28,35-37].

e) Assecat

El suro s’ha de deixar assecar entre 6 i 9 mesos quan les condicions de
temperatura i humitat sén suaus, encara que a la practica sol ser molt menys.
Es solen deixar a l'aire lliure, encarat al terra, tot i que també es poden
mantenir sota cobert [22,28,35-38].

) Enfardat i emmagatzematge

L’enfardat consisteix en fer paquets de suro per tal de facilitar-ne el transport.
Normalment el lloc d’extraccié del suro esta lluny de I'empresa destinada a
transformar-lo, essent necessari el transport [22,28,35-37].

2.4.2.- Fabricacid dels taps per a vins tranquils (suro natural i semielaborats)

Per tal de poder utilitzar un suro per a la fabricaci6 de taps, és imprescindible que
aquest sigui, com a minim, de la collita anterior. El procés d’elaboracié és el que es
detalla a continuacio.

a) Segona bullida

Amb el pas del temps el suro s’asseca i es torna vidrat. Amb aquesta segona
bullida s’aconsegueix que aquest adopti la flexibilitat adequada per tal de
poder-lo treballar. També serveix per a acabar de netejar-lo. Es recomanable
anar canviant l'aigua utilitzada per tal d’evitar contaminacions creuades
[22,28,35-37].

b) Repos de les planxes bullides

Les planxes es deixen en una sala tancada, la qual rep el nom de trau, per tal de
que el suro perdi part d’humitat, fins a un contingut entre 15-18%. Es solen
deixar set dies a l'estiu i deu dies al hivern, tot i que aquest interval pot
canviar. Les tendéncies actuals és de tenir-ho en una sala ventilada i amb
humitat controlada [22,28,35-38].
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c) Tria de les planxes

Acabat el pas anterior, es realitza una altra tria de les planxes, segons la seva
qualitat [22,28,35-37].

d) Llescat i perforat de les planxes

Les planxes es llesquen, és a dir, se’'n fan tires i, després, es perforen amb un
tall circular per tal d’obtenir un cilindre de suro d’unes determinades
dimensions que és el precursor del tap [22,28,35-37].

e) Tria del perforat

Es trien els cilindres de suro que reuneixen les caracteristiques i dimensions
adequades [22,28,35-37].

f)  Esmerilat
En aquesta etapa es dona la forma al tap, tal com es coneix [22,28,35-37].
g) Seleccid del porus

En aquesta etapa es fa una tria dels diferents taps segons la quantitat de porus.
Aquest procés es sol fer utilitzant un aparell que, mitjancant una camera,
detecta els porus i fa la tria segons la densitat que presenten en el tap. Com
menor sigui la densitat de porus, millor sera la qualitat del tap. Els taps que
presenten una elevada densitat de porus passen un procés que s’anomena de
rebliment. En aquest tractament els porus s’omplen amb pols de suro
mitjancant la utilitzacié d'un aglutinant (normalment poliureta). Els taps
reblerts (semielaborats) son de menor qualitat [22,28,35-37].

2.4.3.- Acabat de taps de suro natural i semielaborats

a) Tria

En aquest punt es duu a terme una tria dels taps per tal de separar els
defectuosos [22,28,35-37].

b) Rentat

Es fa un altre rentat dels taps, similar al comentat en I’apartat anterior, amb un
posterior emblanquiment i desinfeccio, per tal d’eliminar olors estranyes o
microorganismes. Es poden utilitzar diferents productes en aquest procés, tal
com es comentara en l’apartat 2.4.4. [22,28,35-37].

Un dels meétodes més tradicionals ha estat la utilitzacid d’aigua per tal
d’eliminar la pols i altres particules acumulades, per després sotmetre els taps
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a l'accié6 d'una soluci6 d’hipoclorit, per exemple calcic (Ca(OCl)2). Aquest
tractament realitza les funcions de neteja i emblanquiment. Per acabar es
disposen els suros dintre d’una solucié d’acid oxalic. Aquest acid reacciona
amb I'hipoclorit calcic residual, alliberant clor gasoés i precipitant el calci en
forma de sals oxaliques. L’acid oxalic també es pot complexar amb els ions de
ferro, els quals poden provindre del procés de tallar el suro. Si no s’eliminen,
poden reaccionar amb els tanins del suro donant lloc a taques fosques. Tot
aquest procés s’acaba amb un aclariment amb aigua [33].

c) Marcatge

El marcatge dels taps de suro es pot fer amb tinta o al foc. Els caps es solen
marcar a foc [22,28,35-37].

d) Tractament superficial

S’apliquen silicones alimentaries o parafines sobre la superficies del tap per tal
que aquest llisqui millor, la qual cosa facilitara el procés d’embotellament i
d’extracci6 del tap [22,28,33,35-37].

e) Embalatge

L’embalatge es fa per a transportar els taps de suro acabats als cellers o
embotelladores que els requereixin, pero, previament, es tracten amb dioxid de
sofre. Els taps es solen posar dintre de sacs grans o en caixes de cartrd, de
manera que per facilitar l'aixecament i maneig d’aquestes carregues tan
feixugues, sol ser necessari I'ts de palets de fusta [22,28,33,35-38].

2.4.4.- Observacions

Al llarg d’aquests processos ha anat apareixent el tractament dels suros amb
diferents productes. Cal comentar que actualment tota la indtstria surera ja ha
deixat de banda la utilitzacié d’hipoclorit en els rentats dels taps, pels problemes
derivats que aquest reactiu quimic contingui clor en la seva estructura, participant
en la generaci6 de l'olor a humitat.

El producte més utilitzat en substitucié d’hipoclorit és el peroxid, tal com
recomana el Codigo Internacional de Prdcticas Taponeras [39]. La utilitzacié de
peroxids permet l’emblanquiment i desinfeccié del suro, tot i que s’han de
controlar perfectament les dosis utilitzades [40,41]. Els peroxids sén oxidants forts
i, si s’apliquen directament, poden causar una degradacié de la lignina del suro,
afectant, per exemple, la superficie exterior. Aix0 ocasiona la destrucci6 de les ceres
naturals i els acids grassos imprescindibles per a que el tap llisqui dins la botella en
el moment de l’embotellament [42-47]. Per tal d’obtenir aquest peroxid,
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generalment, s'utilitza acid peracetic (CHsCOs) que, en reaccionar amb materia
organica, forma peroxid d’hidrogen i acid acetic. Les reaccions que donen lloc al
procés d’emblanquiment, oxidacié i desinfeccié consumeixen gran part del peroxid
alliberat. L’acid acetic s’elimina mitjancant aclariments amb aigua o per
evaporacié. Un altre fet positiu de 'aplicacié de peroxids és que indueixen la
polimeritzacié dels fenols superficials, de manera que es redueix de manera
important la seva participacio en la potencial formacio6 de 2,4,6-tricloroanisole [33].

Altres alternatives suggerides en aquest procés de rentat és la utilitzacié de
solucions de 'l al 3% de metabisulfit potassic. Aquest producte és molt efectiu en
I'eliminacié de microorganismes, pero no blanqueja el suro, fet de gran
importancia comercial [40,44]. Altres proves dutes a terme amb etanol han donat
resultats similar al del metabisulfit potassic [40,42-47].

2.5.- Hi ha mén després del tap de suro?

Una de les grans preguntes en el mén enologic és “Quina és la millor manera
d’embotellar un vi? Taps de suro natural o sintetics?”. Entrar en aquest camp és
especialment complicat per la controversia existent sobre el tema, pero s’intentara
donar una breu pinzellada sobre alternatives al tap de suro, basant-nos en diferents
estudis que s’han dut a terme sobre aquest tema.

Per tal de fer una discussié més metodica de les alternatives al suro resulta 1util la
segtient classificacio:

e Taps tecnics

e Taps sintetics

e Altres tipus de taps

e Altres tipus d’envasos

2.5.1.- Taps tecnics

El tap tecnic és aquell que esta constituit per petites peces o granuls de suro natural
net, els quals s’uneixen entre si mitjancant I'ts d’una resina o un adhesiu sintetic
per tal de formar una tnica unitat de tap. Generalment als extrems d’aquesta
unitat (part que ha d’entrar en contacte amb el vi) es posen un o més discs de suro
natural [48]. Son les varietats que habitualment coneixem com a taps de suro
aglomerat, els quals poden ser més o menys simples.

Originalment aquests tipus de taps eren utilitzats pels champagnes, caves o vins
escumosos. Alguns dels exemples més importants d’aquest grup de taps son el
Twin-Top [28] i el Neutrocork [28] d’Amorim, el Duodisk [49] de Manuel Pereira
De Sousa & Philos o el 2plus2 [50] de Vinocor.
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La innovacid que aporten alguns d’aquests tipus de taps és el procés de neteja,
desinfecci6 i desodoracié a la que es sotmet el suro, com per exemple el Ultracork
[51], el INOS II [48] o el DS5 [48], els quals seran comentats més extensament en el
segiient capitol.

2.5.2.- Taps sintetics

Tal com diu el seu nom, els taps sintetics estan elaborats a partir de suro artificial,
basicament, elements plastics (etil-vinil acetat o una mescla de poliofines) [28,48].
En aquest grup es pot trobar un gran nombre de varietats.

Basicament existeixen dos processos majoritaris de fabricacid de taps sintetics:
d’emmotllament per injecci6 i d’extrusié. En els taps d’emmotllament per injeccid,
els elastomers (polimer termoplastic) s'injecten dintre d'un motlle, a on
solidifiquen sota pressio. En els taps d’extrusio hi ha un embol que empeny la
pasta de granuls fosos i es fa passar per un capcal o matriu de sortida, és a dir, es té
una massa de polimer termoplastic llarga, la qual s’anira tallant per donar lloc a
cada un dels taps individuals. En el cas dels taps per extrusio, el procés de sintesi
més habitual és el de co-extrusid, és a dir, la part interior esta formada per una
escuma, la qual es recobreix per un elastomer termoplastic [52].

En principi, totes les marques comercials asseguren que aquest grup de taps es
caracteritzen perque no modifiquen el sabor del vi (i, per tant, no provoquen
'aparicio de I'olor a humitat o altres ), no alliberen particules quan son extrets de
I'ampolla i presenten varietat de colors, la qual cosa obre nous camps de
presentacid del vi. Malgrat aix0, s’ha de constatar que alguns poden donar aromes
o sabor de plastic [33,34].

Es nombraran alguns exemples per tal de donar una visié de les possibilitats que
ofereix el mercat.

El tap sintétic que té més acceptacio en el mon és el del fabricant SupremeCorg, els
quals son utilitzats en més de 1.000 cellers en 30 paisos d’arreu del mon. Aquest
tap esta elaborat amb elastomers termoplastics de grau alimentari (similars als que
s’utilitzen en instruments medics i productes per a nadons), amb motlles d’injeccid
d’alta qualitat. En principi sén neutres i no permeten el creixement microbia (que
després pot causar l'aparicio del defectes de I'olor a humitat), ni alteren el sabor [53].
Aquest tap atorgaria una estanquitat gairebé perfecta, de manera que les
filtracions, evaporacions i defectes organoleptics sén practicament eliminats. Les
ampolles es poden emmagatzemar tant en vertical com en horitzontal. Es set
vegades menys permeable a I'oxigen que el tradicional tap de suro [48]. Un altre
producte del mateix fabricant és el T-Top, una combinacio de tapa i tall, amb el
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qual no cal un llevataps [53]. El productor recomana la utilitzacié d’aquests taps en
vins que s’hagin de consumir en dos anys [53].

El fabricant anglés Betacorque és un altre exemple. Es un tipus de tap que assegura
el tancament hermetic, 1’asepsia per contacte, I’abséncia de bacteries nocives pel vi,
el no desenvolupament de malalties que afecten al suro i la seva facil extraccié i
reinserci6. Aquest tipus de tap, en el moment d’inserir-se en 'ampolla, sofreix un
tipus de procés que rep el nom d’elastificacié dinamica, pel qual el tap s’adapta
perfectament a I'ampolla [54,55].

El Nomarcorc és el fabricant d’Estats Units d'uns taps sintetics fabricats mitjangant
un procés de co-extrusio. Aquest tipus de tap té un interior transpirable, de manera
que permet el pas de petites quantitats d’oxigen, necessaries pel bon
desenvolupament del vi, mentre que 'exterior ofereix una perfecta estanquitat. Pot
presentar-se en color de suro o en qualsevol altre [56].

Un exemple de fabricant australia és el Nukorc, el qual elabora els taps mitjangant
extrusié tnica (una sola peca). L’extrusié tnica permet una millor homogeneitat
entre els taps. Es poden presentar en tretze colors [57-59].

Per acabar, altres exemples de taps sintetics son l'Integra [60], el Neocork (tap
sintetic co-extruit amb un interior consistent amb una escuma neutra de polietile
de baixa densitat i una capa externa d’un elastomer termoplastic (TPE)) [61], Aegis
[34], Auscork [34] o el Tage [34].

Cal fer una especial menci6 als taps Altec (del fabricant frances Sabaté) i als
produits per I'empresa, també francesa, Cortex ja que aquests es troben a mig cami
entre el tap sintetic i el tap tecnic. Tot i aixi, s’ha cregut més idoni incloure’l dintre
aquest grup, pel fet de contenir en la seva estructura una part polimerica. En el
procés de desenvolupament de I’Altec s’elimina la lignina, reduint el suro a
microparticules. Aquestes son mesclades amb microesferes constituides per
polimers termoplastics que encapsulen un fluid volatil. D’aquesta manera
s’aconsegueix un producte molt similar al tap de suro natural [26,62]. Pel que fa al
Cortex, tap que rep el mateix nom que la seva empresa creadora, combina parts de
suro natural i altres de sintetic. Esta constituit per un tap de suro, al qual se li ha
incorporat un element de silicona a la part interna, la qual rep el nom de
preservador. Segons els seus creadors, aquest tipus de tap presenta les bones
propietats del tap de suro natural, pero eliminant el seu principal desavantatge, la
possible formacio del defecte a olor a humitat [26].

Un dels principals problemes d’aquest tipus de tap és que els consumidors
associen el seu Us a una idea de baixa qualitat [63]. Per aquesta ra¢, les innovacions
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en aquests tipus de taps han anat encaminades a emular al maxim el tap de suro
natural fent, per exemple, que quan es destapi una botella de vi, 'extraccié del tap
produeixi el soroll caracteristic de “pop”. Aquest és el cas del tap Zork, fabricat a
Australia [58,64].

2.5.3.- Altres tipus de taps

Dintre d’aquest grup s’hi engloben aquelles altres formes de tapar el vi que no
impliquen la introduccid a pressié d'un tap dins I’ampolla.

Un primer exemple d’aquest grup és el tap de rosca, conegut també com a ROTE
(roll-on tamper evident aluminium closure), utilitzat per primera vegada en el 1920 per
a medicaments [65]. Solen estar elaborats amb alumini, tot i que, tltimament, son
molt utilitzats, també, els fets amb plastic. L'interior esta recobert de diferents tipus
de materials, depenent del producte que han d’emmagatzemar [65,66]. Una de les
seves avantatges és que 1'obertura del mateix és molt senzilla [67].

En el mén enologic han comengat a apareixer taps de vidre. El producte més famos
és el Vino-lok, de ’empresa alemanya CSI. La principal avantatge d’aquest model és
que 'ampolla, una vegada oberta, es pot tapar facilment amb el mateix tap [68].

Per acabar, comentar que una altra variant utilitzada és el tap corona, caracteristic
de moltes begudes refrescants no alcoholiques o de la cervesa [64,65].

2.5.4.- Altres tipus d’envasos

En aquest grup s’hi troben totes aquelles maneres de disposar el vi pel seu consum
diferents al binomi “ampolla de vidre-tap”.

El model més famos és, sense cap mena de dubte, el Tetrabrick® (nom comercial i
registrat de ’envas de forma rectangular fabricat per la casa Tetra Pak).

Altres variants existents és el conegut pel nom Bag in box que consisteix, com el seu
nom indica, una bossa de plastic que conté el liquid, la qual disposa d’una valvula
per a la dosificacio. Aquesta bossa esta disposada dintre de una caixa. La principal
avantatge que promulguen els seus defensors és, a diferéncia del vi embotellat que,
després de la seva obertura ha de ser consumit immediatament si no es vol perdre
la seva qualitat, el vi envasat amb aquest sistema es manté igual durant setmanes ja
que el segellat de la bossa no permet I’entrada d’aire dins [33,69].
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2.5.5.- Quin és el tap adequat per a conservar un vi? Estudis comparatius de
diferents taps

Tot i que trobem diferents estudis comparatius per intentar trobar quin és el tap

més adequat per conservar el vi, el resultat i les conclusions a les que s’arriba en
cada cas depenen molt de quin era I'objectiu marcat a I'inici del treball.

Aquests diferents assajos han estudiat quina era 1’evolucié de diferents vins, ja
siguin blancs, rosats, negres, caves o champagnes, al llarg del temps, quan les
ampolles han estat tapades amb diferents tipus de taps, ja siguin naturals, sintetics
o tecnics. També han estudiat quina era la millor posicié de I'ampolla per a una
conservacié optima del vi, si vertical o horitzontal.

Aquest és el cas dels treballs de Mas ef al. [70,71], en els quals avaluaren el
comportament de diferents tipus de taps al llarg de 24 mesos per a vins blancs,
caves i champagnes i 36 mesos pels vins negres. En el cas dels vins, els millors
resultats foren obtinguts pels taps de suro natural reblert o tap de suro de pols de
suro. Respecte al tap de suro aglomerat, el seu comportament era similar als taps
que obtingueren el millor resultat, sempre i quan I'emmagatzematge fora realitzat
en posicio horitzontal. En aquesta posicid s’obtingueren oxidacions menors que no
pas en posicid vertical, independentment del tap utilitzat. Amb el cas dels caves i
champagnes, els millors resultats foren obtinguts amb els taps de suro aglomerat
amb doble disc de suro natural i el tap de corona, en contraposici6 al tap de suro
aglomerat i tap de plastic. Respecte a la incidencia de I'olor a humitat es troba major
incidéncia al utilitzar taps de suro aglomerat en tots els casos.

Un estudi similar fou el que portaren a terme Chatonet et al. [72], els quals
provaren 'efecte de diferents tipus de taps (suro, tecnics i sintetics) en vins blancs i
vins negres durant 12 mesos. Trobaren que 1’oxidaci6 experimentada pels diferents
vins era menor quan la posicié de I'ampolla era en horitzontal, obtenint els millors
resultats quan el tap de suro natural era utilitzat. Respecte a la forca d’extraccio,
trobaren que aquesta decreix al llarg del temps. En general, la forga requerida per
treure un tap de suro natural és menor en comparacié amb els altres taps
examinats. També avaluaren les sensacions organoleptiques. La pitjor nota se
I'emporta un vi blanc que portava un tap sintetic. Quan s’utilitzava aquest tipus de
tap, compostos del mateix, com amines aromatiques, migraven al vi.

Sobre la relacié entre la permeabilitat d’oxigen i posici6 de les ampolles és
interessant els treballs realitzats per Lopes et al. [32,73], on avaluaren 1’efecte de
diferents taps (suro natural, taps teécnics -Neutrocork i Twintop-, taps sintetics —
Supremecorq i Nomacorc- i taps de rosca). Els taps menys permeables a 1'oxigen
foren els taps tecnics i taps de rosca, els taps de suro presentaren un comportament
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intermedi, mentre que els taps sintétics es mostraren permeables a aquest gas.
Respecte a la posicid, trobaren que practicament no afectava en el pas d’oxigen a
I’ampolla, almenys en els 24 mesos d’estudi.

Per la seva banda, Godden et al. [74,75] i Francis et al. [76] varen estudiar el
rendiment d'una gran varietat de taps (suro natural, sintetics, técnics i taps de
rosca) en un Sémillon, sense fusta, al llarg de 36 mesos. Els taps de suro presentaven
bons rendiments respecte als aromes oxidats, tot i que, en algun cas, també
presentaven olors a reduccio i baixa concentracié de dioxid de sofre. Aixo indicava
que no tots els taps de suro tapaven de la mateixa manera, donant lloc a oxidacions
aleatories. En contraposicio, els taps que patiren menys oxidacio foren els de rosca,
tot i que presentaven més intensitat aromes de reducci6. Respecte a I'olor a humitat,
cap ampolla tapada amb taps de composicié diferent al suro presentava aquest
defecte, mentre que les que estaven tapades amb taps a base de suro, si (per
exemple, taps Altec), trobant la correlacié d’increment de contaminacié en funci6 al
temps. Respecte als taps sintetics, alguns d’ells es varen desestimar ja al poc temps
de comengar l'estudi, pel seu pobre rendiment. Cal destacar que alguns d’aquests
taps sintetics presentaven olors a goma, concloent que no eren adequats per a la
conservaci6 de vins durant un llarg temps.

Aquesta diferéncia en el nivell d’oxidacioé entre els taps de rosca i els taps de suro
natural fou tractat amb més profunditat per Brajkovich et al. [77], en un estudi en el
qual no trobaren practicament diferencies amb el nivell d’oxigen dissolt en el vi,
relacionat amb la perdua de SO.. Les uniques divergencies apareixien en la
disminucié d’alguns tiols volatils en el cas del tap de suro. Aquests compostos
estan relacionats amb 1’aroma afruitat del vi. Tot i aixi, aquestes diferéncies no
pogueren ser identificades per un panell de tast.

Altres treballs, com els de Silva et al. [78] i Cravero et al. [79] no arriben a cap
conclusio clara sobre quin dels taps és més adequat a 1'hora d’embotellar un vi. Els
resultats més interessants observats per aquests cientifics foren, en el cas de Silva et
al., que les forces d’extraccié eren més elevades pel cas dels taps sintetics i que el
seu retorn elastic disminuia de manera proporcional cada mes.

Cal dir també que, a més d’aquests estudis amb vins, hi ha algunes comparatives
més enfocades al comportament del suro i no tant en el vi final.

Aquest és el cas dels estudis portats a terme per Chatonet et al. [80,81], a on
s’avalua la presencia de diferents tipus de residus en els taps i també la migracio6
de compostos dels taps al vi (mitjangant maceracié hidroalcoholica dels taps
durant dues setmanes). Els resultats van demostrar que, efectivament, alguns dels
taps técnics avaluats contenien residus com benze, tolue, o-xile, m-xile, p-xile o
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BTX (mescla d’hidrocarburs aromatics), pero que d’altres taps com el Neutrocork o
Twintop no presentaven aquesta contaminacié. Respecte a la migracio de
components des del tap cap al vi, a part d’algun component tipic d’aquesta
migracié com és la vainillina, i d’alguns compostos que provenien del tractament
de superficies dels taps i dels productes d’aglomeracié com el polimetilsiloxa i
hidrocarburs de parafina, només es va detectar algun defecte olfactiu de
caracteristiques olfactives de goma en algun tap sintetic. També cal destacar que
en cap dels suros tecnics estudiats es va detectar la preséncia de 2,4,6-
tricloroanisole, pero si que es va detectar en el tap aglomerat. Aquests resultats
concorden amb els de Godden et al. [74,75] i Francis et al. [76] ja que, segons
aquests, els taps que no contenien suro no presentava el defecte olor a humitat,
mentre que les ampolles amb taps a base de suro, si que el presentaven.

Un altre estudi comparatiu interessant és el portat a terme per De Filippis et al. [82]
en el qual es comparen diferents parametres fisics (estructura macroscopica,
estructura per IR, colorimetria diferencial, proves mecaniques, etc.) en taps
sintetics obtinguts amb diferents tecniques d’injeccié o d’extrusio. En termes
generals, com a resultat d’aquest estudi es pot dir que els taps d’injeccié sén menys
homogenis que els d’extrusio, la qual cosa es tradueix en un diferent
comportament en el manteniment de l’estanquitat. Tot i aixi, presenten una
superficie amb defectes, fet que provocara que el contacte amb 1'ampolla no sigui
regular. Aquest problema de la irregularitat superficial es pot resoldre fabricant
taps de major densitat, amb l'inconvenient que suposa un augment en la forca
d’extraccié. Per altra banda, aquest estudi també va demostrar que un mateix tap
pot ser utilitzat amb bons resultats tant per conservar vins de consum rapid com
de crianga, depenent del tipus d’elastomer termoplastic utilitzat. De totes maneres,
pero, el resultat que més crida l'atenci6 és el que mostra que els taps sintetics
presenten una permeabilitat inferior a la dels de suro natural.

Giunchi et al. [52] varen realitzar un treball on es compara el comportament
mecanic del tap de suro natural, el tap de suro tecnic i el sintetic. Pel que fa a la
forca necessaria per llevar el tap de I'ampolla, la més petita correspon al tap de
suro natural, mentre que el suro tecnic suposa una forca més elevada. Respecte a la
forca de compressio (forca necessaria per passar del diametre inicial d’un tap al
33%), el tap de suro té els resultats més alts, mentre que els taps sintétics d’injeccio
els més baixos.

Per dltim, no es pot deixar de fer menci6 als treballs que fan referencia al scalping
flavour. Aquest concepte defineix la perdua de qualitat del producte envasat, a
causa de l'absorcié per part del producte de compostos aromatics volatils
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provinents de I'embalatge o de 1’absorcié de compostos volatils del producte per
part de I'embalatge [65]. En aquest sentit, Capone et al. [83] van avaluar quin era
'efecte del tap en I'absorcié de compostos volatils provinents del vi tot fent servir
diferents tipus de tap. Els resultats van demostrar que la capsula metal-lica era el
sistema més inert ja que, amb aquest producte, no s’observa modificacié de
compostos. Per altra banda, pero, es va veure que, en termes generals, els
compostos volatils relativament no polars eren més absorbits per suros sintetics i
naturals, mentre que els compostos no polars eren més absorbits per suros
sintetics. Una diferencia clara es va veure en ’absorcié d"un noraisoprenoid C13, el
TDN (1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftale), que aporta una aroma a querose i €és
caracteristic de vins envellits, especialment rieslings [84]. Aixi, passats dos anys,
aquest compost era absorbit entre 96-98 % per part dels taps sintetics, mentre que
el suro natural n’absorbia un 50-70%. En definitiva, doncs, fos quin fos el tap
utilitzat, aquest afectava en la concentracié de volatils dels vins.

En aquesta linea també es troba el treball realitzat per Culleré et al. [85] en el qual
realitzen una comparativa de diferents taps de suro (sintetics i naturals). En una
primera part varen dur a terme una maceracié dels taps, per tal de ser avaluada
per un panell de tast. Es troba que els macerats del suro sintetic eren menys
aromatics que els suros naturals i que els suros sintetics donaven més components
negatius. Entre aquests es pot destacar el de goma pels suros sintetics i el de
suro/bolet pels suros naturals. En una segona part, investigaren el perfil aromatic
d’aquests suros mitjangant cromatografia de gasos i deteccid olfactimetrica. Entre
les principals conclusions que es poden destacar €s que, en tots els casos, els taps
alliberen compostos, els quals podran arribar al vi i afectar al seu perfil aromatic.
Cal destacar que els compostos alliberats pel taps sintétics no es solen trobar en
vins sans (compostos aliens als vins), mentre que els que sén alliberats pels taps de
suro natural si que es poden trobar habitualment en vins. En cap cas es troba
compostos com el 2,4,6-tricloroanisole o el 2,4,6-tribromoanisole, pero si que es
detecta altres com el guaiacol o el 1-octen-3-ona.

Per tant, amb tot el que s’ha exposat fins ara queda pales que els taps de suro
natural, generalment sén els que proporcionen millors resultats en les diferents
comparatives mentre que els taps de suro aglomerat sén els que s’emporten la
pitjor valoracio. Per altra banda, també s’ha constatat que els taps sintetics no
provoquen l'aparicié del defecte aromatic florit/humitat, tot i que alguns, pero,
aporten aromes de goma, entre d’altres defectes. Sigui com sigui, el que es fa
patent amb tots aquests estudis és que no hi ha cap tap perfecte. Per tant, és
I'enoleg qui haura de decidir quin tipus de tap €s el més adequat pel seu vi, tenint
en compte tots els pros i contres de cadascun d’ells. I tot aix0 sense aprofundir en
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I'aspecte psicologic: la imatge. En aquest sentit, encara el consumidor relaciona el
tap de suro amb qualitat, preferint aquesta modalitat front el tap sintetic o altres
[86-88]. Es interessant el quadre resum que va apareéixer a Corkwatch [34,89] sobre
les diferents modalitats de tap i que a continuacié s’exposa (Taula IL.3), com a

resum final.

Taula IL.3. Resum dels avantatges i inconvenients de les modalitats de taponat d’un vi

TAPS DE SURO

TAPS TECNICS I/O SEMI SINTETICS

Avantatges

Tradicional
Bona imatge
Eficacia comprovada
Extraccid facil
Facil mecanitzacio

Inconvenients
Olor a humitat?
Material heterogeni,
variabilitat entre taps
Oxidacio?
Necessita llevataps
Les ampolles s'han

Avantatges

Aparenga de suro
Consistencia
Extraccio facil
S’adapten facilment a
les taponadores de

Inconvenients

Olor a humitat?
Oxidacio?
Necessita llevataps
Les ampolles s’han
d’emmagatzemar en

d’emmagatzemar en suro horitzontal
horitzontal
TAPS SINTETICS CAPSULA METAL-LICA (ROSCA)
Avantatges Inconvenients Avantatges Inconvenients
Consistencia o
. Consistencia
Lliures de I'olor a Eficaci d Probl dimatee?
humitat Problemes d’imatge? icacia provada en roblemes d’imatge?

S’adapten facilment a
les maquines
embotelladores de
suro
Les ampolles es poden
emmagatzemar en
vertical

Oxidaci6?
Olor a goma o plastic?
Necessita un llevataps
Problemes d’extraccié
descrit a vegades

blancs
Mantenen la frescor
S’extreuen amb
facilitat
Les ampolles es poden
emmagatzemar en
vertical

En vins negres no s’ha
provat llargs
envelliments

Problemes de reduccio

Requereix ampolles i

equips adequats
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CAPITOL III
[ OLOR A HUMITAT
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1.- INTRODUCCIO

Un dels defectes més importants que es poden trobar al vi és el que
tradicionalment es coneix com a gust a suro, o cork taint en angles, o goiit a bouchon
en frances. En aquesta tesi doctoral, s’ha volgut evitar premeditadament aquesta
denominacié de gust a suro, per tal de no desprestigiar gratuitament aquest
material tot fent-lo culpable/responsable del problema (mentre no es demostri el
contrari, tothom és innocent). Es per aixd que hom considera el terme “olor i/o
sabor a florit o humitat” més adient per designar aquest defecte, ja que aquest
descriu perfectament una caracteristica organoléptica. Una altra denominacié que
també es considera adequada és la que descriu el contaminant que genera aquest
defecte, és a dir, contaminaci6 per haloanisoles. Tot i aixi, aquesta només es centra
en uns compostos concrets i, com es veura més endavant, aix0 no té per queé ser
exactament d’aquesta manera. Per totes aquestes raons, i per facilitar la lectura i
comprensié d’aquest treball, s'ha decidir utilitzar la denominaci6 d’olor a humitat, ja
que es considera que defineix prou correctament el defecte que s’esta tractant.

El capitol intenta donar resposta a les sis preguntes que surgeixen quan es parla de
I'olor a humitat: Que, qui, com, quan, a on i per que.
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2.- DEFECTES EN L’AROMA

En menjar-nos un aliment, la interaccié entre el gust, I'olor, el tacte i, inclas la
percepcid visual d’aquest, provoca un conjunt de sensacions que hom defineix com
flavor [0], terme derivat de I’angles flavor (o flavour en america).

Els compostos responsables del gust no son generalment volatils a temperatura
ambient. Aquests interaccionen només amb els receptors localitzats en la llengua.
Tot i que se’'n poden descriure uns quants més, els quatre gustos principals son:
amarg, acid, dol¢ i salat [2].

Per altra banda, les substancies aromatiques solen ser compostos volatils els quals
son percebuts pels receptors olfactius situats en l'0rgan de l'olfacte. Aquestes
substancies arriben als receptors, o bé a través del nas (deteccio ortonasal) o bé a
través de la gola, una vegada els aliments han estat mastegats (detecci6 retronasal).
Cal dir, pero, que un compost sera detectat per 1'olfacte huma sempre i quan la
seva concentracié estigui per sobre del llindar de percepcio, que €s la minima
quantitat que pot ser detectada per 1'0rgan olfactiu [3].

Encara que és més habitual parlar de I’aroma dels aliments com un valor afegit (i
important) dels mateixos, en aquest capitol només es fara referencia a 1'aspecte
negatiu que poden tenir certes substancies presents en aquesta aroma i que poden
condicionar, fins al rebuig, el consum dels productes alimentaris.

Una aroma desagradable pot ser deguda basicament a tres causes: apariciéo d’una
substancia aromatica estranya, pérdua d’un compost impacte o canvis en la relaci6
de concentracions de les substancies aromatiques individuals. En la Figura IIL.1 es
poden veure les principals causes d’aparicio de defectes en I’aroma dels aliments.

Aliment d'origen
vegetal Aliment d'origen animal

(Contaminacié ambiental, (Contaminacié ambiental, biocides)
biocides)

Processament Emmagatzematge

(Deteriorament microbia,
reaccions en els constituents,
transferencia de compostos
aromatics)

(Tractament termics,
desinfeccid, defectes de
fermentacio, preservacio)

Figura IIL.1. Causes dels defectes aromatics en els aliments [3]
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3.- DEFECTES ORGANOLEPTICS DEL VI

El vi és quelcom viu. Neix, evoluciona, té un periode en el qual deixa veure les

seves millors propietats i finalment, mor. Pero, en el transcurs d’aquesta vida,
també pot patir malalties que alteraran les seves caracteristiques composicionals i
organoleptiques. Pel que fa a les malalties responsables de la modificacié de 'aroma
del vi, aquestes deriven en diferents defectes. Tot seguit es fa una breu descripci6
dels que es consideren els més importants.

Defectes provocats per 1l'oxidacidé. Aquest defecte causa en el vi una
atenuaci6é o modificacio de les seves aromes primer i, després, una aparicié
de I'etanal lliure i els seus derivats, que atorguen una aroma de poma fresca
tallada [4,5]. Cal dir que aquesta és molt diferent de l'oxidacié que es
produeix una vegada I'ampolla de vi s’ha obert i roman aixi un temps llarg.
En aquest cas, es manifesta mitjancant una perdua constant de la frescor
deguda, basicament, a la degradacio d’ésters d’etil i acetat i, amb menys
importancia, de terpenols volatils [6].

Defectes provocats per contaminacié bacteriana. En aquest grup s'hi
engloben diferents tipus de defectes:

o Augment de l'acidesa volatil. Aquest augment del contingut d’acid acetic

es deu a l'accié de bacteris lactics anaerobis o de bacteris acetics
aerobis. Aquest defecte atorga al vi un gust acid i amarg. Es el que
normalment es coneix com a picat acétic [4-6].

o Contaminacié causada per bacteris lactics. Diferents bacteris lactics poden

créixer en el vi, tot i el seu elevat contingut alcoholic i el seu baix pH.
Quan ja no hi ha sucre en el vi, la molécula més facilment degradable
és l'acid malic. Aquesta fermentacié millora la qualitat dels vins
negres i d’alguns blancs, aportant aromes lactiques, encara que també
es produeix un petit augment de l'acidesa volatil a causa de la
degradacio de I'acid citric. Perd quan la fermentacié alcoholica és molt
lenta o s’atura, els bacteris lactics sdn capagos de transformar els
sucres encara presents, tot produint acid acetic i acid lactic, causant un
augment de l’acidesa volatil fins a limits que provoquen que el vi no
sigui comercialitzable [4-7].

Els bacteris lactics també poden veure’s involucrats en altres tipus de
defectes. La fourne o la volta del vi, que afecta a Iacid tartaric, provoca
que els vins adquireixin un color marronoés i I’aparicié d’un precipitat
viscds. El amertume, en el qual es produeix la degradacid del glicerol a
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acroleina o a 1,3-propanediol, donant lloc a vins amargs, amb aparicié
de dioxid de carboni i augment de l'acidesa volatil. La fermentacid
manitica provoca l'aparicié de manitol i acid acetic. La graisse o
degeneracio grassa provoca que el vi es torni viscos i olids. Aquest
defecte es deu principalment a 1’accié d’unes soques especifiques de
bacteris lactics, els quals sintetitzen polisacarids B-glucanids, que
consisteixen en la repeticiéo d'una unitat trisacarida. Per altra banda,
en presencia d’acid sorbic, alguns bacteris lactics poden provocar
I'aparicié d’una aroma de gerani [4-8].

o Contaminacio causada per altres bacteris diferents de l'acétic i el lactic. Entre
els més importants es pot destacar el Bacillus, relacionat amb la
degradacio del glicerol a acroleina, i el Streptomyces, que pot donar lloc
a l'aparicié de geosmina i 2-metilisoborneol [5,6].

Contaminacié per llevats micodérmics. Els vins amb baix contingut alcoholic
es veuen afectats pel desenvolupament d'una capa de flora en la seva
superficie en contacte amb l'aire. Aquesta capa consisteix en una soca d'un
llevat (Candida mycoderma). La conseqiiéncia més destacada causada per
aquest llevat és 1'oxidacié de I'etanol a etanal, podent seguir la reaccié fins a
una oxidacié complerta, donant lloc a dioxid de carboni i aigua. El llevat
també pot oxidar els acids organics, de manera que es produeix una
disminucio de I'acidesa del vi, el qual es torna aigualit i amb aspecte terbol,
la qual cosa afecta també a les caracteristiques organoleptiques (caracter
oxidat) [4,5].

Caracter fenolic. Els responsables d’aquest defecte son 1’etil-4-fenol, el vinil-
4-fenol, I'etil-4-guaiacol i el vinil-4-guaiacol. Els vinilfenols solen apareixer
en els vins blancs, mentre que els etilfenols en els vins negres. Les aromes
que atorguen aquests compostos son d’estable, de fum, especiada,
farmaceutica o carnica (generalment catalogades com a olors animals). Els
vinilfenols es formen per l'accié de la descarboxilacié enzimatica de dos
acids cinamics per part de Saccharomyces cerevisae. Els etilfenols es formen
durant la fermentacié alcoholica, al mateix temps que es produeixen grans
quantitats d’acidesa volatil, accid duta a terme per llevats, basicament
Brettanomyces i Dekkera [4,5,9-11].

Compostos sofrats. Alguns compostos sofrats tenen una contribucié positiva
a les aromes varietals de certs raims, com, per exemple, el que aporta la 4-
mercapto-4-metil-pentan-2-ona a I'aroma del Cabernet sauvignon, pero la
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majoria d’ells tenen un efecte negatiu, atorgant olors desagradables, amb
limits de percepcid sensorial molt diversos [4,11,12].

Els compostos sofrats poden tenir diferents origens. Alguns provenen de la
fermentaci6 alcoholica per efecte dels llevats, d’altres de la descomposicié de
certs aminoacids amb sofre, com la metionina i la cisteina i d’altres tenen el
seu origen en la descomposicié d‘alguns fungicides i insecticides que
contenen atoms de sofre en la seva estructura. Donat que algunes d’aquestes
reaccions vénen catalitzades per la llum, especialment la ultravioleta, de
vegades aquestes aromes reben el nom d’aromes de llum. Alguns protectors
lligats a aquest efecte son les catequines i la vitamina C, a causa de la seva
fotosensivitat [4-6,12-14].

Olor a marieta. L’aroma que rep el nom d’aquest escarabat ha estat detectat en
alguns vins d’America del Nord. El principal compost d’aquest defecte és la 2-
isopropil-3-metoxipirazina, la qual presenta limits de percepcié a nivells de
ng-l-1. Sembla ser que la presencia d’aquest insecte en algunes etapes del
procés de vinificacié pot fer apareixer aquesta aroma [15]. Aquest defecte
organoleptic és un exemple de com poden afectar les influencies ambientals
en l’aroma del vi.

Olor a humitat. Aquest és el defecte conegut també com a gust a suro. En ser
el tema central d’aquesta tesi, es mereix una descripcié més detallada.
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4.- OLOR A HUMITAT

4.1.- Qué és I’olor a humitat?

Es denomina olor a humitat [16,17] a la sensacié produida per certs components de
caracter contaminant apareguts en el vi i que tenen diversos origens, tal com es
veura en el transcurs d’aquest capitol. Inclis en petites concentracions (nivells de
ng-l) produeixen olors desagradables. Tot i que molt habitualment aquest defecte
organoléptic es coneix com a gust a suro [18-24], hom considera més adequat
utilitzar la denominaci6 d’olor a humitat o florit, ja que descriu més acuradament
la sensacié organoleptica. Una altra designacié ampliament acceptada és la de
contaminacié per haloanisoles. Aquest terme es deu a que, com es veura més
endavant, aquests son els principals compostos quimics relacionats amb el defecte.
La denominacié gust a suro seria millor reservar-la per aquelles ocasions en que el
tap n’és el veritable responsable i no només un agent transmissor. El que es pot
considerar autenticament com a gust a suro, defecte poc habitual, es caracteritza per
una aroma putrida [16].

Tot i que la primera referencia al goiit de bouchon, va ser feta per Lefebre et al. [25],
al 1904 [20], no ha estat fins els darrers 30 anys que I'olor a humitat s’ha reconegut
com un serids problema que afecta al vi. Segons els diferents estudis, la freqiiencia
d’incidéncia d’aquest defecte en els vins, oscil-la entre un 1 % i un 7 % de les
ampolles [16,23,24,26-28], la qual cosa déna una idea de 'abast de la qiiestio.

Aquest defecte no només apareix en el tap de suro i, per extensio, en el vi, sin6é que
molts altres aliments i envasos poden veure’s afectats, principalment per 2,4,6-
tricloroanisole (TCA) i altres cloroanisoles com, per exemple, ous i pollastres [29-
31], aiglies [32-47], café [48-51], conyac [52], embalatges [53-56], panses [57,58] i
raim [59], menjar empaquetat [60], barrils de roure [61] i begudes alcoholiques en
general [62,63].

Tot i I'extensié del problema a tants ambits, 1’eliminacié d’aquesta olor o la
reducci6 del seu impacte organoléptic sén encara assignatures pendents.
Precisament, a partit d’aquesta necessitat de reduir la incidéncia d’alteracions
organoleptiques relacionades amb l’olor a humitat nasqué el Projecte Quercus, un
projecte conjunt entre la Federacié Europea d'Indtstries del Suro (CELIEGE) i la
Unié Europea, amb l'objectiu d’identificar les fonts dels defectes organoleptics
associats amb el suro i desenvolupar una estratégia que permetés de corregir-los
[64].
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4.2.- Quins son els compostos responsables de I'olor a humitat?

S6n diversos els compostos que es poden veure implicats en la generacié de I’olor a
humitat. Saber quins sén i com poden apareixer en el vi és el primer dels passos
per tal d’evitar-ne la seva presencia. A la Taula III.1 es presenta un llistat d’aquests
compostos amb el seu llindar de percepcio6 sensorial i a la Figura III.2 es presenta la
seva estructura [4,20,22,26,65-70].

Taula IIL1. Principals compostos implicats en I'olor a humitat, ’aroma que normalment se’ls atribueix i
el seu llindar de percepcio6 sensorial [4,20,22,26,34,65-67,69,71-79]

LLINDAR DE
LLINDAR DE 4
COMPOST AROMA : PERCEPCIO EN
PERCEPCIO EN VI AIGUA
Fumat, fenolica,
. L-1 .]-1
Guaiacol medicinal 20 pgl 13 ugl
1-octen-3-ona Bolet, metal-lica 20 ng-1! 5ngl1!
1-octen-3-ol Bolet, metal-lica 20 pglt 1 pgl?
2-metilisoborneol Terra, fang, humitat 30 ng-1! 18 ng1!
Geosmina Terra, fang, humitat 25 ng-11 4 ng-l?
2,4,6-tricloroanisole Fong, humitat, paper 1,4 ng'1! 0,03 ng-1*
mullat
2,3,4,6-
4,6 . Florit, humitat <10 ng'1* 0,04 ng1'- 4 ng-11
tetracloroanisole
45 6-
23456 . Florit, humitat >50 pg-1! 4 pglt
pentacloroanisole
246 Humitat, Fon; <10 ng1! 0,03 ng-1!
tribromoanisole » N8 J ong
2-metoxi-5,5- Fong 2 ngl! 0,4 ng-1!

dimetilpirazina

4.2.1.- Guaiacol

L’aroma del guaiacol (2-metoxifenol) es defineix com de fumat, fenolica o
medicinal. Aquest compost ha estat detectat en diversos vins i suros que presenten
el defecte que ara ens ocupa, pero normalment en una concentracié que esta per
sota del seu limit de percepcié (20 pg/l en el vii de 13 pg/l en aigua) [4,20,22,26,65-
67,69]. Aix0 no obstant, pero, sembla que aquest compost influencia I’aroma del vi
tot actuant en combinacié amb altres compostos [20]. Fou identificat per Lefebre et
al. [25] com la causa del defecte d’aroma a humitat quan les escorces de l'alzina
surera es veuen afectades pel que es coneix com la “taca groga”. Aquesta afectacio
es deu a que el Bacillus subtilis i el Streptomyces sén capagos de degradar l'acid
vainillinic, via catecol, com a resultat d’una reaccié6 de descarboxilacié no
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oxidativa. Aquest procés esta relacionat amb la degradacid de la lignina del suro,
tal com es pot veure en la Figura II1.3 [20,80,81].

cH, OCH, OCH; OCHg
OH
OCHj
OH
CHj CH3 “chy
Guaiacol Geosmina 2-Metilisoborneol 2,4,6-tr1bromoamsole 2,4,6-tr1clor0amsole 2,3,4,6—tetradoroamsole
OCH;
cl cl
HsC N CH
o 3 AN 3
/\/\/U\/CH Ik ‘ Z a “
H3C F W N OCHg cl
1-octen-3-ona 1-octen-3-ol 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina 2,3,4,5,6-pentacloroanisole

Figura III1.2. Estructura dels compostos relacionats amb 1’olor a humitat

OH CH, OH

OCH. OCH,4 1. OCH,4 L, OCH,
3 Descarboxﬂacm Oxidacio6 Oxidacio
ngnma e —_— —_—

HC=CHCOOH HC=CH, CH=0 COOH

Acid ferrtlic 4-vinilguaiacol vanillina Acid vanillinic

ome[IX0qIedSa

OH
OCHg

Guaiacol

Figura II1.3. Formaci6 de guaiacol a partir de la lignina
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4.2.2.- 2-metilisoborneol i geosmina

El 2-metilisoborneol i la geosmina (octahidre-4,8a-dimetil-4a(2H)-naftalenol)
proporcionen una aroma a terra, fang i humitat, tot i que a altes concentracions,
I'aroma del 2-metilisoborneol recorda a la camfora [4,20,22,26,65-67,69]. Els limits
de percepcié sensorial en el vi sén de 30 ngl' i de 25 ngl’, respectivament
[4,20,22,26,65-67,69,71]. Cal tenir en compte, pero, que, com la majoria dels
compostos olorosos, aquests poden interaccionar amb altres components de
I'aroma de manera que poden establir efectes sinergics que potenciin el defecte
[82].

Tot i que alguns estudis dels anys 60-70 apuntaven que la geosmina era inestable
en medi acid, fet que dificultaria trobar-la en vins, estudis més recents han
demostrat que no és aixi [71]. De fet, s’ha comprovat que aquests dos compostos
actuen, no només com a contaminants en vins, siné també en aigiies, peixos i
animals aquatics i aliments marins [34,66,78].

Els dos compostos sén metabolits coneguts de bacteris (especialment
Actynomycetes) i d’algues (Cyanobacteria) pero es té constancia que un gran nombre
de microflora és capag de dur a terme la seva biogenesis [34,66,78]. Aixi, diferents
fongs aillats en taps de suro han estat capagos de generar la geosmina i el 2-
metilisoborneol, quan se’ls ha fet créixer en suro granulat i esteril [20]. Per altra
banda, pero, altres microorganismes, com la Pseudomonas spp., tenen capacitat per a
degradar el 2-metilisoborneol [20,66].

El 2-metilisoborneol es pot produir mitjangant ’addicié d’un grup metil, provinent
de la S-adenosilmetionina, a un precursor d’un monoterpé (C-10). La geosmina,
per la seva part, es creu que pot formar-se per la perdua d’un grup isopropil d'un
sesquiterpé biciclic (C-15) [34,66,78].

Existeixen diferents vies que poden explicar com aquests compostos arriben al vi.
Una d’aquestes seria la contaminacié directa per bacteris quan el suro es troba en
contacte amb el terra. Una altra possibilitat la constitueix el fet que s’ha descobert
la presencia de certes algues en bosses de polietile utilitzades en el transport dels
taps de suro. A partir d’aqui, es poden formar tant el 2-metilisoborneol com la
geosmina [20,66].

Cal dir, pero, que, en alguns casos, la presencia de la geosmina en el vi es troba
relacionada també amb 1'is de raim infectat per la podridura noble (Botrytis
Cinerea), és a dir, sense cap intervencio del suro [71].
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4.2.3.- 1-octen-3-0l i 1-octen-3-ona

Aquests dos compostos atorguen al vi una aroma caracteristic de bolet i, de
vegades, metal-lica. El seu limit de percepcio6 sensorial en el vi és de 20 ng/l per a la
1-octen-3-ona, mentres que el 1-octen-3-ol el té de 20 ug/l. Ambdos sén metabolits
de fongs, especialment de Penicillium spp. i Aspergillus spp. [20,66,83].

A la Figura II1.4 es mostra la via de sintesi d’aquests compostos que té lloc en
fongs. Tal i com es pot veure, I'acid linoleic, alliberat enzimaticament de lipids, és
oxidat en presencia de I'oxigen atmosfeéric, donant lloc a hidroxiperoxids. L’acid
10-hidroperoxi-trans-8,cis-12-octadecadienoic és tallat mitjancant una liasa,
formant-se el 1-octen-3-ol. Finalment, per oxidacié es produeix la 1-octen-3-ona
[66].

Existeixen dos estereoisomers del 1-octen-3-ol degut a la presencia d’un centre
asimetric en el carboni 3. El R-(-)-1-octen-3-ol presenta ’aroma de bolet, mentre
que I'altre estereoisomer no proporciona gairebé olor [66].

4.2.4. 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina

En el vi poden apareixer altres defectes aromatics que, de vegades, es confonen
amb el d’humitat. Aquest és el cas de la 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina (MDMP), que
atorga al vi una aroma a fong (fungal must) [84]. El seu llindar de percepcid
sensorial es situa a nivells de ppt (2 ng/l) [67]. En alguns casos aquest compost és
considerat com el segon principal causant de l'olor a humitat, després del 2,4,6-
tricloroanisole [85].

Es desconeix com es forma aquest compost en el suro, tot i que se sap que alguns
bacteris (Pseudomonas spp.) i alguns fongs (Aspergillus flavus) poden donar lloc a
pirazines [86]. Per altra banda, cal dir que la MDMP és considerada una causa
forca comu de defecte organoleptic ambiental. De fet, s’ha identificat la MDMP en
certes maquines talladores utilitzades a nivell industrial com poden ser les
maquines perforadores del suro, les quals transferirien el defecte al tap de suro
[67]. Per tant, en molts casos, el tap no sera el culpable de la formacié d’aquest
compost, sind que només es comportara com un mitja de transferéncia del defecte
de 'ambient cap al vi [67]. Aquesta migracio es veuria més accentuada pel fet que
el tap de suro presenta molt poca afinitat per certes pirazines [87].
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Figura II1.4. Formaci6 de compostos C-8 a partir dels lipids

4.2.5.- Haloanisoles

Els haloanisoles, especialment els derivats clorats, son els compostos determinats
en aquesta tesis. Per aquesta rad es tractaran amb més detall que els altres, tot
raonant el per que hom s’ha centrat en aquesta familia.
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5.- HALOANISOLES

Els haloanisoles estructuralment sén derivats halogenats de I’anisole o
metoxibenze. A nivell sensorial, se’ls relaciona directament amb 1’olor a humitat.
Concretament es tracta d’un bromoanisole, que és el 2,4,6-tribromoanisole (TBA) i
de cinc cloroanisoles: el 2,4-dicloroanisole (2,4-DCA), el 2,6-dicloroanisole (2,6-
DCA), el 2,3,4,6-tetracloroanisole (TeCA), el 2,3,4,5,6-pentacloroanisole (PCA) i,
especialment, el 2,4,6-tricloroanisole (TCA).

L’aroma que caracteritza els principals haloanisoles i el seu llindar de percepci6
sensorial es poden veure en la Taula III.1. Aquests compostos son volatils i molt
aromatics, tal i com posen de manifest els valors extremadament baixos dels seus
llindars de percepcié sensorial. Directament relacionat amb aquest parametre,
resulta interessant parlar també dels valors del que es coneix com el llindar de
rebuig del consumidor (valor a partir del qual persones que consumeixen
habitualment vi, rebutgen el producte) els quals, per a aquests compostos, es situen
en el rang 2,1-3,1 ng'1! [88]. De fet, tot i que s’esta parlant de concentracions molt
baixes, s’ha comprovat que, al voltant del 80-85% dels vins rebutjats pel fet de
presentar aquest defecte, estan afectats per aquest tipus de compostos quimics [67].
Aixo0 fa que la seva identificacio en els vins i en els taps sigui tan important.

5.1.- Com arriben els haloanisoles al vi?

Al llarg de les segiients linies s’esboga, de manera general, l'origen que poden tenir
aquests compostos i com evolucionen fins arribar al vi.

5.1.1.- Els clorofenols. Punt de partida del problema

Els clorofenols s’han utilitzat extensament durant anys, sobretot a partir del 1950,
essent els més emprats el 2,4,6-triclorofenol (TCP) i el 2,3,4,5,6-pentaclorofenol
(PCP) [66]. Aquests compostos son considerats de gran toxicitat, essent el PCP el
més agressiu [89-91]. Els principals usos d’aquests compostos estan relacionats
amb el fet que poden actuar com agents conservants de la fusta, additius en la
industria téxtil, fungicides, bactericides, tractaments contra mol-luscs o agents
desinfectants. Aquest Us tan generalitzat fa que es puguin trobar restes d’aquests
compostos a tot arreu [66,91-93].

Degut a la seva toxicitat, actualment el seu ts esta restringit en més de 30 paisos i,
a Europa, per exemple, esta prohibit el comerg i I'ais tant del PCP com de les seves
sals i esters en una concentraci6 igual o superior al 0,1 % en massa, exceptuant
quatre casos: quan s’empra com a agent conservant de la fusta, en la impregnacio
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en fibres i alguns productes textils, com a agent de processos industrials i en el
tractament in situ de monuments [94]. En altres paisos europeus la utilitzacid
d’aquests compostos es veu més restringida encara [95].

Com a alternativa als clorofenols s’utilitzen també altres agents halogenats, com
poden ser els bromofenols, especialment el tribromofenol, que també tenen
aplicacions similars [60,96]. En aquest cas, pero, cal dir que no hi ha cap normativa
que en reguli 1'as [97-103].

No obstant, pel que fa a la present Tesi Doctoral, el que interessa no és tant les
aplicacions d’aquests compostos siné el com aquests compostos deriven en
haloanisoles. Aixi doncs, se sap que alguns microorganismes, com a mecanisme de
defensa, poden biotransformar aquests agents toxics, els halofenols, en altres
productes no toxics, els haloanisoles, mitjangant una biometil-lacio, tal com es pot
veure en la Figura IIL.5, a on es posa com exemple la transformacié bioquimica del
2,4,6-triclorofenol a 2,4,6-tricloroanisole [66,93].

OH OCH;

cl cl HO OH
O-metilacio

c OH

Figura IIL5. Formaciéd de cloroanisoles a partir de
clorofenols

Per altra banda, alguns bacteris del sol tenen la capacitat de degradar el PCP i
altres clorofenols a compostos amb menys atoms de clor, afavorint les posicions 3 i
5. El compost majoritari en aquests casos és el 3,4,5-triclorofenol. Clorofenols amb
menys de dos atoms de clor no solen apareixer [66]. Cal dir, pero, que no totes les
vies de degradacié dels clorofenols impliquen I'actuacié d’algun microorganisme.
De fet, una altra via de descomposicié molt important del PCP i que ddna lloc a
tetraclorofenols, és la que té lloc a través de la degradacié fotoquimica [66].

Sigui com sigui, pero, independentment de com s’hagi produit la transformacid
dels halofenols en haloanisoles, un cop s’han generat aquests darrers, encara els
falta una via de transport que els condueixi cap al vi. Tot seguit es descriuen les
possibles fonts de contaminacio: la propia alzina surera, el procés d’elaboracié del
tap, el transport i embalatge o el celler.
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5.1.2.- Contaminacid clorofenolica de I’alzina surera

Aprofitant les propietats insecticides que té el PCP, aquest compost es sol aplicar
en la base de 'alzina surera per tal d’evitar plagues. El problema, pero, és que, tal i
com s’ha demostrat en alguns estudis, en molts casos queden restes d’aquest
compost en aquest punt de l'arbre [16,52,66,93,104] de manera que només cal la
intervencié d’algun microorganisme dels que se'n parlara més extensament en
posteriors apartats, per degradar el PCP i donar lloc als cloroanisoles. Per tant,
resulta obvi que si, durant el procés de fabricacié del tap de suro, no s’eliminen els
cloroanisoles que s'han format en I’arbre contaminat, aquest pot constituir un cami
d’arribada de cloroanisoles al vi.

5.1.3.- Contaminacié produida en el procés de fabricacio del tap de suro

Com ja s’ha explicat en 'apartat anterior, els cloroanisoles poden ja estar en el suro,
abans que aquest arribi a la fabrica que produeix els taps. Pero cal dir que
existeixen altres punts critics en el procés d’elaboracié que també poden generar
aquests compostos.

Aixi, el primer punt que cal considerar és el procés de bullit de les planxes de suro
quan aquestes arriben a la fabrica per tal de netejar-les, i fer-les més manejables.
S’ha comprovat que en aquest procés es produeix la disminucié del 50% de TCA
present [16]. Aquesta disminucié implica la necessitat de controlar de manera molt
acurada aquesta aigua, renovant-la sovint [16] per tal d’assegurar que aquest
procés impliqui una disminucié i no un augment de la concentracid, si l’aigua esta
contaminada amb TCA procedent de rentats previs.

Els entre 7 i 10 dies de repos a que s’han de sotmetre les planxes després del bullit,
constitueixen el segiient punt critic. Durant aquest temps té lloc la proliferacio de
floridura en tota la planxa. Si aquest suro esta contaminat amb clorofenols, els
microorganismes tindran via lliure per produir la transformacié d’aquests a
cloroanisoles [66].

Una altra de les etapes de més importancia en el procés de manufactura de taps és
la seva esterilitzacié i emblanquiment. Tal com ja s’ha comentat en el capitol
anterior, un dels productes més utilitzats, tot i que cada vegada menys, és
I'hipoclorit sodic. Aquest s’ha utilitzat durant decades perque dona lloc a un tap
esteril amb una bona (i economica) presentacio. El problema que implica el seu as
és que aquest compost provoca un augment en la concentracié de 2,4,6-
triclorofenol, tot i que, en abséncia de contaminacié microbiana, no s'observa un
increment en el contingut de TCA respecte a taps que no s’han blanquejat [16,66].
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El suro en forma natural conté petites quantitats de compostos fenolics. En les
condicions que té lloc el tractament amb hipoclorit sodic té lloc la formacié de
2,4,6-triclorofenol i també 2,6-diclorofenol i 2,4-diclorofenol, aquest tiltim amb més
quantitat.

_— >
2-clorofenol 2,6~ dlclorofenol
Fenol
© @/ 2,4,6-triclorofenol
4-clorofenol 2,4-diclorofenol

Figura IIL.6. Cloraci6 del fenol amb hipoclorit a un pH= 8,0 amb una relaci6 de
fenol:clor 1:2

Aquests darrers, tal i com es mostra a la Figura II1.6, quan es troben en una solucié
altament concentrada d’hipoclorit sodic evolucionen, després de dues hores, cap a
la formaciéo unica de 2,4,6-triclorofenol, no detectant-se la presencia ni de
diclorofenols, ni de pentaclorofenol ni de cap altre isomer triclorofenolic [65,66].

Una altra possible via de sintesi de TCA en preséncia de clor actiu o hipoclorit la
constitueix la ruta de l'acid siquimic, partint d’'una font de carbohidrats. Amb
aquest procés es dona lloc a clorofenols, els quals podran ser metilats segons la
disponibilitat d’aminoacids i reguladors del creixement, com I'acid folic, tal com es
pot veure en la Figura II1.7 [66].
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GLUCOSA Ruta de Ies. .Acrid. ﬂ’ Nucli
pentoses siquimic Fenolic

Cloracio
L’acid folic actua com a coenzim de

fixacio, activacié i transport dels
2,4,6- radicals monocarbonics

tricloroanisole *————— Clorofenols

Cisteina Metionina

Els aminoacids que contenen sofre
son assimilats pels llevats, pas
indispensable pel creixament dels
bacteris lactics

Figura IIL.7. Biosintesi de TCA

5.1.4.- Contaminacid durant el transport i embalatge

En una investigacié que es va dur a terme sobre uns taps de suro que van ser
enviats a Australia en vaixell en un viatge transoceanic dins de caixes de cartrd, es
troba que els taps presentaven contaminacié per 2,4,6-triclorofenol i 2,4,6-
tricloroanisole. El mateix estudi va revelar que les caixes de cartréd que contenien
els taps eren les responsables d’aquesta contaminacid ja que aquestes estaven en
contacte amb el terra del vaixell, el qual havia sofert un tractament amb un
producte que contenia, entre d’altres, 2,4,6-triclorofenol i que aquest, a causa de
l'accié microbiana, havia derivat en 2,4,6-tricloroanisole [16,66,105]. Estudis
posteriors, han demostrat que aquesta contaminacié de cloroanisoles també pot
donar-se en sacs de jute [21].

Altres investigacions dutes a terme en contenidors amb el terra de fusta i caixes de
cartrd han trobat resultats similars, com les de Hill et al. [55] i Whitfield et al.
[53,106] o els realitzats per Diserens [107], Triantafyllou et al. [108] i Nerin et al.
[109] en altres matrius, com paper i aliments. En aquests estudis [53,106], també
constaten la formacié de 2,4,6-tricloroanisole a partir de 2,4,6-triclorofenol, amb la
intervencié de fongs. Cal dir que la humitat té gran importancia en aquesta
biotransformacio.
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La conclusié de tots aquests estudis, és que, si no és possible eliminar els fongs o
controlar la humitat en les caixes de cartrd, caldra eliminar els clorofenols del
material d’embalatge o bé utilitzar material hermeétic.

5.1.5.- Contaminacio en el celler

Es ben sabut que ’atmosfera d’un celler no és una atmosfera esterilitzada. Es per
aix0 que aquesta pot ser una altra via de contaminacié del vi. Tal com s’ha
comentat en l'apartat 5.1, donat que els clorofenols s'utilitzen com a protectors de
la fusta, aquests poden estar presents en diferents elements del celler. Una
posterior transformacié d’aquests productes en haloanisoles pot generar un
ambient contaminat, el qual podria passar al vi durant el procés d’elaboracio6
[4,16,20,54,66,110,111].

En aquest sentit es pot nombrar el treball de Baker et al. [112] en el que
comprovaren que el tap de suro era capa¢ d’absorbir el TCA present en una
atmosfera contaminada, sense contacte fisic directe (transmissio6 per I'aire).

La contaminacié del vi en el celler també es pot produir a través de les bdtes de
roure ja que aquestes poden ser netejades amb productes que contenen clorofenols
(principalment TeCP, PCP i TCP), de manera que una posterior accié microbiana
sobre aquests productes pot derivar en la formacié dels cloroanisoles [59].

Respecte a aquesta tltima possible via de contaminacid del vi, es pot plantejar la
pregunta de com es pot saber quina €s la causa de la contaminacié que hagi sofert
un vi. Per respondre-la, s’han dut a terme estudis que han demostrat que en el cas
que el vi estigui contaminat abans de ser embotellat cal esperar una contaminacio
homogenia de totes les ampolles, cosa que no passara si el responsable de la
contaminaci6 és el suro [113,114].

Un altre aspecte important a tenir en compte a '’hora de preveure la contaminacio
d'un vi és la capacitat d’absorcié que presenten els taps del suro envers aquests
compostos. Aquest és 1'objectiu d’un estudi portat a terme per Capone et al. [115]
en el qual s’embotellaren diferents ampolles de vi blanc addicionat amb una
concentracié considerable de TCA marcat isotopicament (ds-TCA), i
emmagatzemat durant 30 mesos. En addicionar aquest ds-TCA, els investigadors
podien seguir 1’evolucié d’aquest compost sense confondre’l amb el TCA present
de manera natural en el tap o en el vi. A la fi de 'emmagatzematge, s’analitzaren
taps i vins, trobant que es recuperava el 90% del ds-TCA repartit, aproximadament,
a parts iguals entre el vi i el tap. Aquest fet demostrava la capacitat que tenen els
taps per absorbir els cloroanisoles. Alguns taps presentaven també contaminacid
endogena per TCA i, en alguns casos, transferiren una petita part d’aquest
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contingut al vi [113]. En aquest estudi també s’estudia la capacitat del tap de suro
d’absorbir altres cloroanisoles. Per fer-ho, varen macerar diferents taps amb vi
contaminat per 2,6-DCA, 2,4-DCA, TCA, 2,3,4,6-TeCA i PCA. Trobaren que els taps
tenen gran capacitat per absorbir aquests compostos, essent directament
proporcional al namero de clors presents en la molecula.

En un estudi parallel, Capone et al. [116] repetiren el mateix estudi, pero
addicionant el ds-TCA al tap de suro, enlloc d’addicionar-lo al vi.
Emmagatzemaren les ampolles de vi amb el tap contaminat durant 30 mesos.
Observaren que no havien arribat traces de ds-TCA al vi i que aquest es desplacava
longitudinalment al llarg del tap, perd molt lentament. Aix0 els va fer concloure
que realment el tap de suro és un bona barrera a la transferencia d’haloanisoles i
que el vi és alterat amb aquests compostos solament quan parts contaminades del
suro entren en contacte directe, o molt proper, al vi (o al seu espai de cap).

A la Figura IIL8 es presenta un esquema que resumeix de manera grafica les
principals causes de I’aparicié dels hanisoles en el vi.

\(2) l

Figura IIL8. Principals causes de l'aparicié d’haloanisoles en el vi. (1) Contaminacio
produida per ts d’halofenols, (2) el PCP ambiental pot deshalogenar-se per efecte de la llum
solar, (3) I'alzina surera pot estar contaminada per halofenols, (4) el tap de suro, que pot
estar contaminat per haloanisoles, a causa de: (5) s d’hipoclorit sodic en el rentat en les
diferents etapes d’elaboracié de taps, (6) durant el transport, (7) per l'embalatge, (8)
contaminacio en el celler. Al final la contaminacié arriba al vi (9)
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5.2.- Microorganismes responsables de la transformacié d’halofenols a

haloanisoles

Amb el que s’ha parlat fins ara, ha quedat palés que en la majoria dels casos la
tranformacio dels halofenols cap a haloanisoles la duen a terme microorganismes
que, obviament, han d’estar localitzats en algun punt. La primera localitzacié que
cal tenir en compte és el propi suro, en el qual els microorganismes poden
proliferar, i en qualsevol etapa de la seva elaboraci6 o, fins i tot, quan ja és un tap
propiament dit. En la Taula III.2 es nombren els principals microorganismes que

s’han aillat en el suro [8,11,16,69,81,106,117-132].

Taula III.2. Microorganismes identificats en el suro

FONGS

Acremonium roseum
Acremonium strictum
Alternaria alternata
Alternaria tenuissima
Aphanaclodium album
Armillaria mellea
Aspergillus bridgeri
Aspergillus conicus
Aspergillus flavus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus glaucus
Aspergillus nidulans
Aspergillus niger
Aspergillus niveus
Aspergillus ochraceus
Aspergillus ruber
Aspergillus sydowii
Aspergillus versicolor
Asymetria velutina
Aureobasidium pullulans
Chrysonilia sitophila
Cladosporium cladosporoides
Cladosporium herbarum
Cladosporium macrocarpum
Cladosporium oxysporum
Fusarium monoliforme
Fusarium oxysporum
Geosmithia spp.
Monilia sitophila
Mortierella alpina
Mucor hiemalis

Penicillium citrinum
Penicillium citro-viride
Penicillium commune
Penicillium decaturense
Penicillium decumbens
Penicillium echinulatum
Penicillium expansum
Penicillium fellutanum
Penicillium frequentans
Penicillium glabrum
Penicillium glandicola
Penicillium granulatum
Penicillium janthinellum
Penicillium lilacinum
Penicillium meleagrinum

Penicillium meleagrinum var. viridiflaoum

Penicillium multicolor
Penicillium novae-zeelandie
Penicillium olsonii
Penicillium purpurescens
Penicillium purpurogenum
Penicillium roqueforti
Penicillium rugulosum
Penicillium simplicissimun
Penicillium steckii
Penicillium toxicarium
Penicillium variabile
Penicillium viridicatum
Penicillium waksmanii
Phoma herbarum
Rhizopus arrhizus
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Mucor mucedo
Mucor plumbeus
Mucor racemosus
Paecilomyces spp.

Paecilomyces viride
Penicillium adametzi
Penicillium angulare

Penicillium brevi-compactum
Penicillium chrysogenum
Penicillium citreonigrum

Candida ciferri
Candida famata
Candida humicola
Crytococcus spp.
Kluyveromyces veronae
Rhodotorula candida
Rhodotorula glutinis

Achromobacter spp.
Aeromonas spp.
Acinetobacter lwoffii
Agrobacterium spp.
Bacillus cereus
Bacillus circulans
Bacillus lentus

Rizoctonia spp.
Scopulariosis candida
Sporodiobolus
Troncatella truncata
Trichoderma hamatum
Trichoderma longibranchiatum
Trichoderma viride
Rhizopus stalonifer
Verticillum fusisporum
Verticillum psalliotae
LLEVATS
Saccharomyces cerevisae
Saccharomyces heterogenicus
Saccharomyces italicus
Saccharomyces ludwigii
Saccharomyces rouxii
Sporodiobolus johnsonii
Trichosporum pullulans
BACTERIS
Erwinia herbicola
Flavobacterium spp.
Kurthia spp.
Listeria spp.
Micrococcus spp.
Micrococcus luteus
Micrococcus lylae

Bacillus firmus Nocardia spp.
Bacillus pentothenticus Pseudomonas spp.
Bacillus sedentarius Streptococcus
Corynebacterium spp. Streptomyces spp.

Pero també s’han de considerar els microorganismes que s’han aillat en altres
indrets i que poden participar en el procés de fabricacié de taps de suro o en el de
I'elaboracié del vi: caixes de cartrd, pallets, botes de vi o el mateix celler. En la
Taula II1.3 es resumeixen els més destacats [53,55,69].
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Taula IIL.3. Principals microorganismes aillats en pallets, botes de roure i caixes de cartrd

FONGS
Alternaria spp.
Aspergillus fp Mucor
1 PP Penicillium spp.
Aspergillus flavus e .
. . Penicillium brevicompactum
Aspergillus niger o
; .. Penicillium chrysogenum
Aspergillus sydowii e .
; . Penicillium corylophilum
Aspergillus versicolor o
. Penicillium crustosum
Aureobasidium spp o
. . Penicillium glabrum
Euroticum amstelodami o .
. .y Penicillium roqueforti
Euroticum chevalieri .
. Rhizopus spp.
Euroticum rubrums .
. L Trichoderma spp.
Paecilomyces variotii . .
Cladosporium Trichoderma harzinum
E icoicum . PP Trichoderma koningii
P PP Trichoderma pseudokoningii
Hormonema, spp.
LLEVATS
Candida spp. Rhodotorula spp.

Tal com es pot veure el llistat de microorganismes que han estat aillats és extens.
Llavors, la pregunta que es planteja és si tots aquests tenen la capacitat de
metabolitzar els halofenols a haloanisoles. La resposta és no. No tots tenen aquesta
competencia. Els principals microorganismes capagos de dur a terme aquesta
transformacid sén els fongs filamentosos com els Aspergillus o Pernicillium, tot i que
els llevats Rhodotorula spp. i Candida spp. també si veuen implicats [53,55,69,106]. La
humitat i la falta de aireacid seran factors importants en el desenvolupament dels
microorganismes.

5.3.- Prevencio i eliminacio d’haloanisoles: evitar I’olor a humitat en el vi

Fins ara s’ha parlat de les vies de contaminacié del vi, perd, que passa quan
aquestes han portat haloanisoles fins el vi i I'han contaminat? La veritat és que,
arribats a aquest punt, ja no es pot fer res donat que aquest defecte no es pot
eliminar. Es per aixd que el que cal fer és prendre mesures preventives o
correctores per tal d’evitar-ho.

5.3.1.- Mesures preventives

Com a mesura preventiva s’entén tota accid que es pren per tal d’evitar I'aparicio
d’haloanisoles. Aquestes mesures poden anar dirigides a eliminar, de tot el procés
d’elaboracioé del vi, a un o a ambdds components responsables de l'aparicié del
defecte de l'olor a humitat, és a dir, evitar 1'is de halofenols i/o evitar 1’aparicié i
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desenvolupament dels microorganismes responsables de dur a terme la
transformacio d’aquests en haloanisoles.

Per tal d’evitar 1'as dels halofenols, una tecnica forca utilitzada en la industria
alimentaria és la desinfeccid mitjangant 1'is de radiacions ionitzants, com els raigs
X, els raigs gamma o els electrons accelerats. La radiacié per electrons accelerats
s’ha provat en el suro, i ha demostrat el seu efecte en l'esterilitzacié del mateix, en
dosis de entre 10 KGy i 25 KGy. A radiacions més elevades -100 KGy- la radiacio ja
pot provocar efectes en la composicid6 del suro, sobretot a nivell d’alguns
compostos fenolics [133].

Una altra possibilitat consisteix en I’eliminacio dels haloanisoles presents en l'aire, i
que poden arribar al vi. En aquests sentit, Vlachos et al. [134] proposaren una
tecnica basada en la utilitzacié d"un film de titani nanocristal'li i radiacié propera a
I'UV, de manera que la mateixa llum solar podria provocar la degradacié dels
haloanisoles i per tant provocar la seva eliminacio.

Una altra tecnica preventiva respecte l'aparicié d’haloanisoles o la presencia
d’halofenols en el suro, consisteix en protegir la base del tap amb una capa de
silicona impermeable al TCA de manera que s’intenta evitar el pas d’aquest
compost al vi. Aquesta capa de silicona ha estat provada en els taps de suro per a
champagnes, amb bons resultats [135].

Respecte al control del desenvolupament de microorganismes, especialment els
fongs filamentosos, el control de la humitat, ja sigui en el suro quan s’esta
elaborant el tap o en el celler, pot resultar una mesura molt util. I quan es parla
d’humitat, no es fa referencia només a la quantitat d’aigua sind també a la seva
forma de presentaci6 de la mateixa, és a dir, si aquesta es troba en forma lliure o en
forma combinada. Per a la germinacié de les espores dels fongs és necessari que
l'aigua es trobi lliure. Una via eficag¢ de determinar aquesta aigua lliure és
mitjancant la determinacié de l'activitat de l'aigua (aw). La aw ens indica quina és la
quantitat d’aigua disponible per al desenvolupament dels microorganismes una
vegada s’ha arribat a 1’equilibri hidric en el sistema. La aw s’expressa com la relacié
existent entre la tensié de vapor de I'aigua en el substrat (P) i de I'aigua pura (Po), a
la mateixa temperatura. Els fongs per a desenvolupar-se necessiten uns valors
minims de aw. Aixi, controlant aquest valor, es pot preveure quin tipus de fong pot
créixer i desenvolupar-se [119].

Per altra banda, existeixen també diversos estudis que demostren que certs
microorganismes, tot aprofitant la competencia que pot haver-hi entre diferents
espécies, poden evitar el desenvolupament dels responsables de l'aparicié dels
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haloanisoles. Un exemple d’aix0 el constitueix un treball de Silva Pereira et al. [136]
on comprovaren l'efecte beneficios del desenvolupament d’un determinat fong en
les planxes de suro. Concretament s’estudia la Chrysonilia sitophila, la qual no
només degrada el TCP, sin6 que també inhibeix el creixement d’altres fongs. El
desenvolupament d’aquest fong en el suro podria evitar, doncs, la formacié de
TCA.

I per altim ja, pero no menys important, un altre factor que no es pot ometre com a
desencadenant d’aquest defecte (i del que ja s’ha parlat) és el rentat de les planxes
de suro en el procés d’elaboracié dels taps. En aquest cas, la mesura preventiva
passa per suprimir totalment 1'as de I’hipoclorit.

5.3.2.- Mesures correctores

Amb el concepte de mesures correctores es pretén incloure tota accié encaminada a
I'eliminacié d’halofenols o haloanisoles, una vegada que aquests estan formats
pero no han arribat encara al vi. En els segiients paragrafs es fa una breu descripcid
d’alguns exemples.

Una de les principals vies utilitzades per aconseguir aquesta correccié la
constitueixen els rentats dels taps contaminats, utilitzant diferents dissolvents. La
principal avantatge d’aquesta eina és la seva facil implementacié en la industria
surera. En aquest sentit, Insa et al. [137] provaren diferents solucions de rentat,
atansant bons resultats en la utilitzacié d’una solucié aquosa d’hidroxid sodic,
aconseguint una reduccié d’aproximadament del 70% del contingut de TCA. Altres
formes innovadores de rentat ja estan implementades en la industria, com per
exemple el meétode CONVEX, el qual es basa en l'extraccié en continu de volatils
de les aigiies de rentat de manera que s’evita o es minimitza la contaminaci6
creuada, podent eliminar fins a un 97% de TCA [138].

Aquests rentats es poden portar a terme, també, mitjancant la utilitzacié de
productes especifics que eliminin els clorofenols presents en el suro. Una opcio6
seria la utilitzacié d'un producte enzimatic anomenat Suberase™, el qual oxida
aquests clorofenols, de manera que ja no suposen un risc [139]. Com una
alternativa al rentat usual, es pot considerar el rentat amb temperatura i pressio, és
a dir, un autoclavatge amb vapor d’aigua (com, per exemple, temperatures de
130°C i pressions de 180 KPa), la qual cosa ha demostrat ser una bona eina per
eliminar (extreure) els compostos que causen l'olor a humitat [140-142]. Aquesta
tecnica també s’utilitza a nivell industrial [138].
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Un procés intermig entre el rentat i 'aplicacié d’autoclavatge, és el ROSA (rate of
optimal steam application), el fonament del qual és I’eliminacio del TCA present en el
suro mitjancant una destil-lacié per arrossegament de vapor. La utilitzacié d'una
temperatura adequada sera vital en I’aplicaci6 del procés, ja que temperatures molt
elevades poden provocar alteracions en les propietats fisiques del suro, tot i que
com més alta és la temperatura més efectiva és 'eliminacié de TCA. Aixi, cal
arribar a una temperatura suficientment alta com per aconseguir una eliminacié de
TCA del 70-80% perd prou baixa com per no provocar alteracions fisiques al tap
[139]. En aquest cas, pero, el TCA que s’elimina no és el TCA total sind l'extraible
(terme del qual es parlara en capitols posteriors) [143].

Una altra via d’eliminaci6 de TCA en el suro és l'extraccié6 mitjangant fluids
supercritics. Aquesta es basa en 'extracciéo de TCA en el suro mitjangant COz en
estat supercritic. Mitjangant aquesta extraccié s’aconsegueix l'eliminacié del 97%
de TCA i del 94 % de PCP, per exemple. En aquest cas també es considera el TCA
extraible [144,145].

L’esterilitzacié de les planxes i dels taps de suro constitueix un altre cami molt ttil
per solventar el problema que s’esta tractant ja que, amb aquest tractament, el que
es fa és eliminar la preséncia de microorganismes. Aquesta esterilitzacié es pot dur
a terme, per exemple, mitjangant 0z, de manera que s’arriba a eliminar el 80% de
contaminacié microbiana de la superficie de les planxes o dels taps de suro [138].
No obstant, ’aplicacié d’una radiacidé pot ser una alternativa valida a I'tis de '0z6
per lesterilitzacid. Aquesta practica s'utilitza avui en dia en un gran nombre de
productes. El Codex Alimentarius recomana una radiacié no superior a 10 KGy. Tot i
aixi, diferents estudis portats a terme per la WHO (World Health Organization), la
FAO (Food and Agriculture Organization) i I'IAEA (Internation Atomic Energy
Agency)) constaten que es podrien aplicar radiacions més elevades sense perill.

Per altra banda, pero, cal tenir en compte que l'aplicacié d'una radiacié pot
provocar, no només l'esterilitzacié del producte, sin6 la transformacié de certs
compostos [146]. Careri et al. [146,147] aplicaren radiacié per feix d’electrons per tal
d’esterilitzar suros i van constatar que, en incrementar la radiacié (de 25 KGy a
1000 KGy), el nombre de compostos volatils augmentava, especialment els
hidrocarburs alifatics i els compostos carbonilics. Per contra, en el cas del TCA, en
incrementar la radiacié (de 25 KGy a 500 KGy) disminuia la seva presencia,
mentre, pero, augmentava la concentracié dels seus derivats, com el 24-
dicloroanisole i el 4-cloroanisole, amb 1’excepcio del 2,6-dicloroanisole. Una altra
radiacié aplicable és la radiacié gamma, la qual ja era utilitzada els anys 80 en la
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industria del suro com a mitja desinfectant. Un estudi de Pereira et al. [148] en el
que utilitzen aquesta radiacid, confirma que el TCA era eliminat en un 90%, tot i
que, a causa de la seva degradacid, es formaven altres anisoles. En un estudi
anterior portat a terme per Nakagawa [149], ja es va comprovar l'aparicid
d’aquests subproductes de degradacid, la qual cosa es veia afavorida en un medi
basic alcoholic. Per tant doncs, caldria veure com poden evolucionar aquests
productes, per saber si aquesta tecnica és realment efectiva o no.

Una altra proposta, encara que només a nivell teoric, seria la utilitzacié de la
tecnologia MIP (molecular imprinting polymers) per tal d’eliminar el TCA del tap de
suro. La inclusié d’uns receptors (o anticossos sintetics) en el tap de suro especifics
pel TCA podrien captar-lo i retenir-lo, de manera que el seu pas al vi fos
impossible. Aquesta proposta, efectuada per McCluskey i Bowyer [150], va ser
provada a nivell de laboratori amb bons resultats, pero caldria provar-la a nivell
industrial.

A la bibliografia apareixen encara més metodes com el de Ma et al. [151], els quals
proposen l'aplicacié d’aire ionitzat, generat mitjancant una descarrega electrica,
per tal de degradar el TCP. Amb aquesta tecnica, ja utilitzada en la conservacio
d’aliments, aconsegueixen un alt percentatge de decloracio (53%) del TCP en una
sola hora.

Altres propostes tenen el seu origen en 'eliminacié dels compostos que provoquen
I’olor a humitat o florit en aigiies. L’aplicacio de la filtracié ha estat molt usada en
aquest camp [152], tot i que la seva aplicaci6 en la industria vinicola o del suro es fa
dubtosa, ja que la poca selectivitat de les membranes farien eliminar altres
compostos d’interes. La seva aplicacié podria anar encaminada en la neteja de les
aigiies de rentat dels suros, per tal de poder-la reutilitzar i evitar contaminacions
creuades. El mateix es podria comentar de la proposta d’eliminacié de TCA en
aigiies, mitjancant 1'ozonitzacié catalitzada per bauxita [46] o l'eliminacié de
geosmina i 2-metilisoborneol mitjancant ultrasons [45]. En aquest sentit, Benitez et
al. [153] varen proposar una ozonitzacid per eliminar les substancies organiques de
les aigiies de rentat dels suros.
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1.- INTRODUCCIO

En aquest capitol es pretén donar una visio general de com els diferents
investigadors han donat resposta i solucions al problema analitic que s’esta
tractant: la determinacio de cloroanisoles en vins i suros.

En el moment d’enfrontar-se amb la problematica analitica que implica la
determinacié d’un compost individual o un grup de compostos cal tenir en compte
les seves propietats fisiques, en quin rang de concentracio es troben i, finalment, en
quina matriu estan. També cal tenir en compte, obviament, els recursos existents i
qui és el destinatari de la informacid final ja que, tot i que de vegades no es
consideren, poden condicionar completament la metodologia a seguir [1].

Sigui com sigui, en el cas concret de la determinacid analitica de cloroanisoles en vi
i suro, especialment el 2,4,6-tricloroanisole (TCA), cal tenir en compte:

e Nivells de concentracid. Les concentracions a les que es troben aquests
compostos s6n molt baixes de manera que, per exemple, en el cas del
TCA, aquest esta a nivells de ng-1" en el cas dels vins i ng-g? en el cas dels
suros. Aixo fa necessari l'aplicacié a la mostra de técniques d’extracci6 i
concentracio.

e Matriu. El vi i el suro sén dues matrius molt complexes. Per tant, la
determinacié d’aquests compostos es veura afectada pels nombrosos
interferents existents en elles. Es per aixo que cadascuna sera objecte
d’estudi de manera particular ja que, mentre que en el cas del suro el
principal problema és la manca d’homogeneitat, en el cas del vi el que
condicionara l’analisi és el component etanolic d’aquesta matriu.

Tenint en compte les propietats fisico-quimiques dels cloroanisoles (Taula IV.1), la
principal tecnica de separacio utilitzada és la cromatografia de gasos (GC), ja sigui
utilitzant la deteccié per captura electronica (ECD), per espectrometria de masses
(MS) o d’emissio atomica (AED). Pero, per arribar als nivells de concentracio
d’interés sera imprescindible la utilitzaci6 d'una tecnica d’extraccié i/o
preconcentracio tal i com es veura en l'apartat que segueix. Cal tenir en compte
pero, que existeixen alternatives a les tecniques cromatografiques com soén el nas
electronic o el immunoassaig i biosensors.
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Taula IV.1. Propietats fisico-quimiques dels cloroanisoles [2-5]
DCA: dicloroanisole; TCA: tricloroanisole; TeCA: tetracloroanisole; PCA: pentacloroanisole

24DCA  26DCA 246 TCA  2346TeCA  23456PCA
Ntmero CAS 553-822  1984-652 87-40-1 938-22-7 1825-21-4
Formula molecular  C7HsCl20 C7HeCl20 C7HsCl:0 C7H4Cl:O C7HsClsO
Pes molecular (g/mol) 177,028 177,028 211,473 245,918 280,370
Punt fusi6 (°C) 20,65 20,65 61,50 68,39 84,27
Punt ebullicié (°C) 215,67 215,67 241 272,80 297,85
logKow 3,36 3,10 411 4,75 5,45
Volum molar 137,3 137,3 190,0 161,2 1731
(cm3mol?)
Solubilitaten aigua = ¢\, 21,8 132 3,3873 0,3535
(mg1!a 25°C)
Pressi6 de vapor (Pa ) g0 0,011 2,065 0,516 0,074
a25°C)
Constant Llei de
Henry (atm'm-*mol  1,7510+ 1,75104 1,30-10 9,6110° 7,12:10°

a25°C)
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2.- TECNIQUES D’EXTRACCIO

S’entén per tecnica d’extraccié aquella etapa en la preparaciéd de la mostra que
porta a l'aillament i, de vegades, també a la concentraci6 dels components d’interes
provinents de la matriu de la mostra [6].

Les tecniques emprades pels diferents investigadors per tal d’aconseguir aquest
objectiu en 'analisi dels cloroanisoles en vins i suros sén l'extraccié liquid-liquid,
I'extraccié solid-liquid, 1'extracci6 i destil-lacié simultanies, la hidrodestil-lacié al
buit, 'espai de cap estatic i dinamic, I'extraccié amb fluids supercritics, 1'extraccié
amb liquid pressuritzat, 1'extraccié assistida amb microones, la desorcié termica
directa, la pervaporacio i perevaporacio, I'extraccid en fase solida, la microextracci6
en fase solida, la stir bar sorptive extraction i la microextraccié6 amb solvent. Totes
elles es comenten tot seguit.

2.1.- Extraccid liquid-liquid

L’extraccio liquid-liquid és aquella en la que, mitjancant I'addicié d'un liquid
immiscible amb la matriu, també liquida, es pretén aconseguir la transferencia dels
analits d’interes des de la fase liquida inicial (la matriu) a la segona (solvent afegit).

Com és ben sabut, una de les fases sol ser aquosa (generalment la fase inicial),
mentre que l'altra sol ser organica (normalment, la fase nova addicionada,
anomenada extractant). La composicié de les fases jugara un paper clau en el
procés extractiu. La fase extractant pot ser un dissolvent organic, una mescla de
dissolvents o una substancia dissolta, coneguda com a agent extractant, en un
dissolvent o una mescla de dissolvents, anomenat diluent. El diluent normalment
no intervé en l'extraccio, pero sol millorar les caracteristiques de 1’agent extractant

[7].

La fase organica ha de complir una serie de requisits, com que ha de ser molt poc
soluble en aigua, no ha de reaccionar amb ella, ha de presentar un punt d’ebullici6
baix, una pressié de vapor i una viscositat moderada, no formar emulsions, tenir
una bona estabilitat quimica i no ser toxic. No sempre sera possible reunir totes
aquestes caracteristiques per la qual cosa el procés d’extraccié es pot modificar
mitjangant l'addicié d’agents emmascarants, amb l'addicié d’agents salins
(disminueixen l'activitat de l'aigua i afavoreixen la solvatacio), variant la
temperatura, afegint agitacié o variant els volums de les fases [7,8].

Els principals avantatges d’aquesta tecnica son la versatilitat i el cost relativament
baix. Perd presenta una serie de desavantatges importants, com que no es pot
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automatitzar, implica temps d’analisis llargs, es perden analits durant el procés, hi
ha facilitat de formacié d’artefactes i cal la utilitzacié de grans quantitats de
dissolvents amb el subseqiient impacte mediambiental [9,10].

Aquesta técnica ha estat forca utilitzada en 1'extraccié de cloroanisoles en vins. Els
dissolvents organics més emprats han estat la mescla de penta i acetat d’etil (3:1)
[11], I'n-penta [12, 14-16], la mescla de diclorometa:penta (2:1) [13] i I'hexa [17]. En
el cas de l’extraccio del 2,4,6-tribromoanisole, també s'ha utilitzat com a dissolvent
extractant una mescla a parts iguals de diclorometa i n-penta, previa acidificaci6
amb acid sulfaric diluit [18]. Aquesta técnica també s’ha utilitzat per a la
determinacié de TCA, emprant n-penta com a extraient, en cervesa [19] i aigua
[20], emprant una mescla d’éter i penta (1:1) en conyacs [21] o amb n-hexa per dur
a terme l'extraccio en un medi de cultiu microbiologic [22].

Un cop hem extret els analits, donada la baixa concentracié en la que aquests es
troben, caldra procedir a una etapa de concentracié. Algunes de les técniques de
preconcentracié emprades en el camp que ens ocupa han estat la destil-lacié6 amb
una columna Vigreux [12-14], la utilitzacié d’una columna neutra d’alimina [15],
1"tis de corrent de nitrogen [14,18] o d'un condensador Kuderna-Danish [16,18].

2.2.- Extraccio solid-liquid

Els fonaments d’aquesta extraccio son els mateixos que els comentats anteriorment
pero, en aquest cas, es té una fase solida (fase inicial), a la qual s’addiciona una fase
liquida, generalment organica, per a extreure’n els compostos d’interes. Tot i que
generalment es diu que es produeix un procés extractiu, és millor denominar-lo
com a lixiviacio, dissolucio selectiva, percolacid o rentat, depenent de si el compost
o compostos que es volen extreure soén els d’interes o no [7]. El dissolvent s’ha de
difondre dintre del solid per aconseguir que els soluts es dissolguin en ell,
aconseguint aixi una fase liquida rica amb els compostos d'interes [23,24].

Aquest procés es pot dur a terme de diferents maneres. Una de les versions més
emprades és la soxhlet, desenvolupada pel quimic alemany Franz Soxhlet (1848-
1913). El seu fonament és el pas continu a través del solid d'un dissolvent calent, el
qual es va enriquint amb els compostos extrets [25]. Actualment es poden trobar
versions més modernes d’aquest sistema, com el Soxtec. Els principals avantatges i
desavantatges d’aquesta tecnica son idéntiques a les comentades per l'extraccio
liquid-liquid pero, en aquest cas, si que és possible I’automatitzacio.

L’extraccio solid-liquid ha estat utilitzada per analitzar els cloroanisoles en suros,
emprant com a agent extractant I'n-penta [13-15,21,26-30], el metanol [31] una
solucié hidroalcoholica [17] amb una posterior extraccié liquid-liquid amb
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diclorometa [32], I'etanol, també amb extraccié posterior amb n-penta [22] o I'n-
hexa [16,33]. També ha estat emprada en l’extraccié de cloroanisoles en les
particules de fusta procedents de barrils de roure tot utilitzant metanol com a
agent extractant [34].

L’extracci6 solid-liquid es pot realitzar de manera simple mitjangant agitacié o amb
I'ajuda de l'ultrasons [28]. Cal comentar que, en el cas dels ultrasons, és necessari
controlar també la temperatura del bany, ja que el mateix procés causa l’elevaci6
de temperatura del sistema, que pot alterar a I'extraccio i afectar als coeficients de
distribucio.

Tot i que en la majoria de casos es busca extreure el contingut total de cloroanisoles
presents en la mostra, en el cas del suro existeixen altres possibilitats com el
determinar només els cloroanisoles o TCA facilment extraibles (releasable TCA), el
qual es defineix com la quantitat de TCA alliberat en una solucid a I'equilibri [35].
Aquest concepte es tractara amb més profunditat en els propers capitols. En
aquests casos, I'extraccio té lloc utilitzant, majoritariament, un vi [35,36] o una
solucio hidroalcoholica [37].

De la mateixa manera que amb l'extracci6 liquid-liquid, és necessaria una etapa
addicional per tal de concentrar els analits extrets. Les principals técniques de
preconcentracio utilitzades amb aquest proposit han estat 1'as d'un corrent de
nitrogen [21,32], la destil-lacié fraccionada amb una columna Vigreux [13,14] i
posterior corrent de nitrogen [14], la concentracié amb rotavapor [22,28-30] i
posterior corrent de nitrogen [28-30] o I’extraccid en fase solida [37].

2.3.- Extraccio i destil-lacid simultanies

L’extraccio i destil'lacié simultanies (SDE) és una de les técniques més utilitzades
en l'analisi d’aromes, descrit per primera vegada per Likens-Nickerson. L’aparell
que aquest va dissenyar es fonamenta en mantenir la fase aquosa (mostra liquida o
mostra solida suspesa en aigua) i la fase organica separades en dos matrassos
diferents, els quals son escalfats. Els vapors es troben en la part central, de manera
que els analits de la mostra, depenent de les seves caracteristiques, passaran a la
fase organica. Com que els dos dissolvents sén immiscibles, un cop es refreden, es
separen i retornen al seu matras respectiu, de manera que té lloc una destil-laci6 i
extraccio simultania mentre dura el procés [5,38]. Hi ha hagut diferents
modificacions respecte al disseny inicial, com el de Schultz et al., el qual duu a
terme el procés a pressions reduides o el de Godefroot et al. que dissenyaren una
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micro-SDE [39]. Els factors que afecten a l’extraccié son el dissolvent escollit, la
temperatura i la durada del procés [40].

Els principals avantatges de la tecnica séon que, amb un petit volum de dissolvent
organic, sera suficient per extreure quantitats importants de compostos volatils
presenta una excel-lent capacitat d’extraccié per molecules de més de cinc atoms de
carboni i requereix un temps d’analisi relativament moderat (entre 30 minuts i
varies hores). Les desavantatges que es poden nombrar son l'aparicié de nous
compostos per reaccions d’hidrolisi, reaccions térmiques i oxidacions. L’aparici6
d’artefactes es pot minimitzar treballant a baixes pressions [41,42].

Aquesta tecnica es va utilitzar en les primeres determinacions de cloroanisoles en
aliments, I'any 1971, en la determinacié de 2,3,4,6-tetracloroanisole en pollastres
[43] i 'any 1974, en ous i pollastres [44]. Pel que fa al mén enologic, aquesta tecnica
s’ha emprat en la determinacié de cloroanisoles en taps de suro [45-48] tot
emprant, en la majoria dels cassos, n-penta [45-47]. Previament cal posar la mostra
en aigua.

Perd no només s’ha utilitzat en la determinacié d’aquests compostos en el suro,
sind que també es troba l'aplicacié de l'extracci¢ i destilllacié simultanies en la
determinacié de cloroanisoles en materials d’empaquetament d’aliments [49-52],
cafe [53], panses [54] i tribromoanisole en aliments envasats i el seu embalatge [55].
En aquests exemples els dissolvents utilitzats per a dur a terme el procés séon una
mescla de n-penta, eter dietilic i tolue [49-51,54], una mescla de n-penta i eter
dietilic [52,55] o diclorometa [53].

2.4.- Hidrodestil-laci6 al buit

El fonament de la hidrodestil-lacié al buit, tal com diu el seu nom, és basicament
una destillacié d'un producte immers en un medi aquds, portada a terme en
condicions de buit. Els compostos d’interes son extrets quan 1'aigua condensa
mitjangant el sistema de refrigeraci6é o mitjangant una serie de trampes refrigerades
amb nitrogen liquid [40]. Els principals avantatges d’aquesta tecnica és la
possibilitat de dur a terme l'extraccié sense aplicar altes temperatures i la seva
possibilitat d’aillar compostos tant de baix com d’alt punt d’ebullicis. Es
especialment util per analisis de compostos de productes frescos ja que, en no
haver d’escalfar la mostra, es minimitza la formacié d’artefactes. Entre els
principals desavantatges cal citar que una vegada obtinguda la fase aquosa rica en
els compostos d’interes, generalment caldra una segona extraccié per passar
aquests compostos a una fase organica, la qual cosa allarga el temps d’analisi i
augmenta el risc de perdues d’analits [54,56].



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DETERMINACIO ANALITICA DE 2,4,6-TICLOROANISOLE I ALTRES CLOROANISOLES
EN VINS I SUROS

Marc Riu Rusell

ISBN:9788469432358/DL:T. 1044-2011

Aquesta técnica ha estat utilitzada en la identificacié d’aromes a humitat i terra en
cafes, entre els quals apareix el TCA [57], pero no ha tingut aplicacions ni en vins ni
en suros fins al moment.

2.5.- Espai de cap

2.5.1.- Espai de cap estatic

Aquesta tecnica es basa en el fet que quan es diposita una mostra en un recipient
sense omplir-lo totalment i es tanca, s’aconsegueix un sistema amb dues fases: una
de solida o liquida (mostra) i una de gasosa (o espai de cap). Aquest sistema, com
qualsevol altre, tendeix a assolir 'equilibri de manera que els compostos més
volatils passaran de la mostra cap a l'espai de cap o headspace. Per tant, es podra
procedir a l'analisi dels compostos més volatils de la mostra tot prenent una
aliquota d’aquest espai de cap (entre 1-2 ml [58,59]) i injectant-la a un cromatograf
de gasos. Cal dir que com més volum d’espai de cap es pren, més quantitat d’analit

A s’obté.
_Vs
Aa —V_T'AHS Eq IVl

on Aa és la quantitat d’A analitzada, Vs és el volum analitzat, Vr és el volum total
de 'espai de cap del recipient i Aus és la quantitat de mostra A en l'espai de cap.

Les principals variables que afecten a l'espai de cap estatic sén la quantitat de
mostra inicial, la volatilitat dels compostos a analitzar, la solubilitat d’aquests
compostos en la matriu de la mostra, la temperatura del recipient, el temps
d’equilibri i el volum de l'espai de cap [58].

Pel que fa als avantatges d’aquesta tecnica cal remarcar que permet la possibilitat
d’analitzar compostos volatils de baix pes molecular sense la preséncia del pic del
solvent, és facilment automatizable, és relativament economica, la preparativa de la
mostra és simple i no cal utilitzar reactius addicionals [58]. Perd també presenta
una serie de desavantatges entre els quals podem destacar que només és aplicable
a compostos molt volatils que presentin una concentracié en l'espai de cap
superior a 1 ppm. Cal esmentar, també, que la reproductibilitat de la tecnica
dependra de si I’analisi té lloc en l'equilibri o no (arribar a l'equilibri pot suposar
un temps llarg) [58,59].

L’espai de cap estatic s’ha utilitzat poc en la determinacié d’haloanisoles en vins i

suros. Una aplicacié d’aquesta técnica es comentara en el Capitol 6 d’aquesta Tesi
Doctoral.
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2.5.2.- Espai de cap dinamic. Purga i trampa

Tal i com el seu nom indica, en l'espai de cap dinamic es produeix una
transferencia de manera continuada dels analits de la mostra a la fase gasosa amb
I'ajuda d’un gas portador. L’equilibri entre la fase gasosa i la mostra es restableix
constantment, de manera que s’aconsegueix una disminucié exponencial dels
analits en la mostra. Aquest procés es pot veure afavorit mitjancant agitacié de la
mostra pero, sobretot, amb escalfament de la mateixa.

El gas portador arrossega els compostos que han passat a I'espai de cap a una
trampa, on queden retinguts. Aquesta etapa pot involucrar la retencid dels analits
per adsorcié en un material o per condensacié dels mateixos en una trampa
criogenica. Finalment es produeix la desorcié termica dels analits. D’aquesta
manera, el gas portador, ara ric en analits, podra ser directament dirigit cap al
cromatograf de gasos [58,60,61].

Un dels parametres més critics en aquesta tecnica és 1’eleccio de la trampa, la qual
dependra de la naturalesa quimica i estabilitat termica dels analits, de les
caracteristiques de sorci6 i desorci6 de la trampa, del volum de ruptura de l’analit
en la trampa, de la disponibilitat i cost de I'agent criogeénic i de la presencia de
contaminants, inclos el vapor d’aigua en la mostra [58].

Les trampes més utilitzades en aquesta tecnica son els sorbents solids i les trampes
criogeniques tot i que molt sovint s'utilitzen de manera conjunta.

e Sorbents solids:

Els compostos volatils arrossegats pel gas portador son atrapats en un material
empaquetat pords. Com a regla general, es pot dir que com més alta sigui la
capacitat de retencié del material (generalment inversament proporcional al
tamany de les moléecules retingudes) més temperatura sera necessari aplicar
per donar lloc a la desorci6é dels compostos. Els principals materials emprats
son:

o Materials amb una base de carbé. Aquest tipus de materials engloba al
carbé negre, carbd grafitat (per exemple Carbotrap, Carbopack),
tamisos de carbd molecular (per exemple Carbosieves, Carboxen,
Ambersorb) i carb6 activat. Tots ells tenen molta afinitat pels
compostos organics i son molt utilitzats per a mostres gasoses.
Aquests adsorbents poden ser escalfats a altes temperatures (400-
450°C) sense degradacio perd també necessiten altes temperatures
per a la desorcio, donant lloc a possibles processos de degradacid
dels analits d’interes [58,62,63].
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o Materials inorganics basats en silice i altimina. Els materials basats en
silice son utilitzats per 'extraccié de volatils procedents de mostres
liquides i gasoses. Aquests materials son estables a temperatures
entre 400-600°C. La selectivitat d’aquests es pot veure modificada
mitjangant el recobriment de la seva superficie amb grups organics
(per exemple, ODS), tot i que la seva estabilitat termica disminueix
fins als 100°C. El gel de silice també té una gran capacitat d’adsorcid
d’aigua [58,62,63].

o Adsorbents polimérics. Aquest grup engloba diversos tipus de
materials formats, basicament, per polimers sintetics. Entre els més
destacats hi ha el Tenax (0xid de poli-2,6-difenil-p-fenile) i el
Chromosorb. Aquests adsorbents també tenen grups actius que poden
interaccionar amb l’analit. Depenent de les caracteristiques del
mateix, aquesta interaccié pot ser debil (interaccions de van der
Waals, per exemple) o molt fortes (interaccions ioniques). Aquestes
interaccions condicionaran el procés de desorcio [58,62,63].

e Trampa criogenica:

En aquest cas es disposa d'una trampa amb perles de vidre, llana de vidre
o qualsevol altre element inert, el qual constituira la superficie de contacte
per donar lloc a la condensaci6 dels analits d’interes, mitjancant 1’aplicacio
de fred, generalment amb nitrogen liquid o dioxid de carboni solid. Aquest
tipus de trampa permet recollir compostos molt volatils, sense la formacié
d’artefactes. El principal desavantatge d’aquest tipus de trampa és que
qualsevol compost amb punt d’ebullicié similar als compostos d’interes
sera recollit [58,62].

Cal dir, perd, que aquesta tecnica no ha estat massa utilitzada en l'estudi
d’haloanisoles en vins o suros. Tot i aixi es troba alguna aplicacio utilitzant una
trampa criogenica [64], una trampa amb Carbopak, Carboxen 100 i Carboxen 1001 [65]
o Tenax [66]. El principal problema que es troben els investigadors en 'aplicacio
d’aquesta técnica a 1’analisi de vins és la seva baixa sensibilitat, ja que no s’arriba
als nivells de concentracié d’interés d’aquests compostos (ng-1). Es per aixo que en
aquests estudis només s’aconsegueix identificar el TCA [64] i, per tal d’arribar als
50 ng-l?! aconseguits en alguns casos, cal I'is previ d’una extraccié liquid-liquid
amb penta. En suros, també és necessaria una extraccié solid-liquid previa [65] per
arribar a nivells de ng-g' o només s’aconsegueix la identificacié dels analits [66].
Aquest problema esta directament relacionat amb la complexitat de la matriu, ja
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que, quan es treballa amb aigua, es troben estudis de determinacié de TCA i altres
compostos relacionats amb el defecte d’humitat que arriben a nivells de
quantificacié molt baixos (3,3 ng-1" en el cas del TCA) [67].

2.6.- Fluids supercritics

L’extraccié amb fluids supercritics es basa en la utilitzacié d'un fluid d’aquestes
caracteristiques per dur a terme la separacid dels compostos d’interes, generalment
organics, de la mostra. Aquesta extraccio pot ser portada a terme off-line o on-line
[68].

Un fluid supercritic pur €s una substancia que es troba per sobre de la seva
temperatura i pressid critica. En aquestes condicions el fluid no es comporta ni com
un gas ni com un liquid, siné que es comporta com una mescla dels dos: té un
comportament de gas, ja que és un fluid compressible que omple el recipient que el
conté, i té comportament de liquid, ja que té una densitat i una poder de solvatacio6
comparables al liquid [69,70]. Els principals avantatges d"un fluid supercritic com a
solvent d’extraccié son que es pot controlar el poder de solvatacié del fluid
controlant la pressio i la temperatura, que presenta elevats valors de transferencia
de massa i que té menors viscositats que els liquids, de manera que els seus fluxos
poden ser més elevats [69,70].

A T'hora d’escollir el fluid supercritic per portar a terme 1'extraccié de I’analit s’ha
de tenir en compte, basicament, dos factors: el solut ha de ser suficientment soluble
en el fluid supercritic i s’ha de difondre rapidament des de l'interior de la matriu
per tal de poder-se alliberar [69,70]. Un dels compostos més utilitzats com a fluid
supercritic és el CO., ja que presenta una temperatura critica moderada, és
economic, no toxic i no explosiu. Com que la molecula és apolar, és considerat com
un solvent no polar. La seva polaritat pot ser modificada mitjangant 1’addici¢ de
modificadors [69].

Entre els principals desavantatges de la tecnica cal comentar la dificultat d’extreure
compostos polars (en ser el CO: el solvent més utilitzat). A més les eficacies
obtingudes al comparar les recuperacions en mostres naturals o mostres
addicionades son forca diferents i la necessitat, a vegades, d’aplicar una etapa
previa de neteja i les interferencies que pot ocasionar 1'aigua [69,71].

Aquesta tecnica ha estat utilitzada per Taylor et al. [72] en 'extraccié6 de TCA en
suros, tot emprant el CO2 com a dissolvent, amb 1'obtencié de bons nivells de
repetibilitat i recuperacio. El problema, pero, es va trobar en la seva aplicacid en
taps de suro reals, en els quals es van obtenir valors de TCA entre 0,13 - 2,11 pg-g?,



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DETERMINACIO ANALITICA DE 2,4,6-TICLOROANISOLE I ALTRES CLOROANISOLES
EN VINS I SUROS

Marc Riu Rusell

ISBN:9788469432358/DL:T. 1044-2011

lluny de les concentracions a les que el tap de suro pot estar contaminat i provocar
el defecte que aqui es tracta (nivells de ng-g1).

2.7.- Extraccié amb liquid pressuritzat

L’extracci6 amb liquid pressuritzat (PLE), coneguda també com a extraccid
accelerada amb dissolvent (ASE), consisteix en la utilitzacié de dissolvents a altes
temperatures (generalment entre 100°C i 180°C) i pressions elevades (entre 1500 psi
i 2000 psi) amb I’objectiu d’extreure els compostos d’interes procedents de mostres
solides o semi-solides. Aquesta tecnica va apareixer com a conseqiiencia de les
investigacions dutes a terme amb l'extracci6 amb fluids supercritics. Els
dissolvents organics sotmesos a les condicions descrites es mostren idonis per dur
a terme aquestes extraccions de manera rapida i completa. A elevades
temperatures s’augmenta la solubilitat dels analits, al mateix temps que
s’'incrementa la capacitat de penetracié del dissolvent dins de la matriu solida
gracies a les pressions altes aplicades, tot disminuint el temps d’extraccid, sobretot
si es compara amb tecniques tradicionals com el soxhlet [61,73].

Gomez Ariza et al. [74] han utilitzat aquesta tecnica d’extraccio en la determinacid
d’haloanisoles en taps de suro, emprant una mescla de penta: dietil eter (1:1) com a
solvent. Tot i obtenir bones recuperacions, els limits de quantificacio dels diferents
compostos es referencien respecte a la quantitat de solvent, obtenint valors forga
elevats. Una altra aplicacio de I'extraccié amb fluids pressuritzats és la de Ezquerro
et al. [75], en la que s’utilitza penta com a dissolvent per a l'extraccié de TCA i
guaicol. Aquesta tecnica la utilitzen per analitzar mostres reals, tot i que no donen
dades sobre els limits de deteccid i quantificacié. L'inconvenient de 1'is d’aquesta
teécnica és que, després de l'extraccié amb liquid pressuritzat, és necessaria una
preconcentracio de l’extracte obtingut, utilitzant, per exemple, la rotavaporacio al
buit i posterior concentracié amb corrent de nitrogen [74] o, simplement, una
evaporacio amb corrent de nitrogen [75].

2.8.- Extraccio assistida amb microones

Des que el 1946 Percy Spencer va descobrir la utilitat de les ones microones per
escalfar, aquesta técnica no solament s’ha utilitzat amb aquest proposit sin6é també
en el procés d’extraccid. De fet, entre el 1980 i 1990 apareixen les primeres
aplicacions en extraccions de compostos organics [76,77] i, ja al 2000, I'EPA adopta
aquesta tecnica com a metode estandard en l'extraccié de compostos volatils i
semivolatils en mostres solides [78].
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Les microones son un tipus d’energia electromagnética compresa entre 300 i
300.000 MHz, tot i que la freqiiéncia més utilitzada és la 2.450 MHz [79]. Les
microones escalfen una mostra transformant 1’energia electromagnetica en calor a
través de conduccid idonica i mitjangant rotacié del moment dipolar. Es pot dir que
com més gran sigui el moment dipolar de la molecula, més intensa sera 1’oscil-lacié
de la mateixa en ser aplicada una radiacié6 per microones [80,81]. Aixo fa que
solvents polars com I’acetona, el metanol i el clorur de metile s’escalfin rapidament
en ser sotmesos a aquest tipus de radiacid, mentre que dissolvents apolars, com
I'hexa, el benze i el tolué no es calentin [78-80]. Aixo va fer que, inicialment, les
extraccions es duguessin a terme solament utilitzant solvents polars. Aquesta
limitaci6 ha  estat solventada  utilitzant agitadors de  weflon™
(politetrafluoroetile/grafit).

Aquesta tecnica ha estat utilitzada per Pizarro et al. [82] en I'extraccid
d’haloanisoles i halofenols en taps de suro, utilitzant el metanol com a solvent
d’extracci6 i tant els valors dels limits de quantificacié com de les recuperacions
dels compostos estudiats han estat molt bons. El principal inconvenient d’aquest
estudi és que, malgrat que l'extraccio assistida per microones es pot considerar
rapida (90 minuts) després és necessari preconcentrar l'extracte obtingut, de
manera que s’allarga el temps real de la preparacio de la mostra per a ser
analitzada per cromatografia.

Una altra aplicacié més recent és la duta a terme per Vestner et al. [83], els quals
han utilitzat una extraccié assistida per microones a 40°C com a substitucio a la
classica maceraci6 dels taps de suro per a obtenir el TCA extraible, la qual cosa
suposa un estalvi de temps considerable. Després de l'extraccié, duen a terme
I'extraccié i concentracio dels analits presents en l'extracte mitjangant la stir bar
sorptive extraction, de la que ja se’'n parlara més endavant.

2.9.- Desorcio térmica directa

En un intent de minimitzar el tractament de mostra i I'is de dissolvents organics,
alguns investigadors varen tenir la idea de substituir el liner convencional del
cromatograf de gasos per un liner que contenia la mostra. D’aquesta manera, quan
s'augmentava la temperatura de l'injector, es produia la desorcié termica dels
analits, els quals entraven directament a la columna cromatografica. Des d’aquells
primers intents fins ara s’han produit diferents modificacions en el sistema per tal
d’optimitzar-ne el rendiment, com la desorcié termica de pas curt. Basicament
aquest tipus de pretractament és un tipus d’espai de cap dinamic [84-87].
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Aixi és com, mitjangant un model dissenyat per Gerstel, s’han analitzat fenols
halogenats, clorofenols i anisoles en suros [88,89]. En aquest cas, la mostra és
introduida dintre un tub de vidre buit i es diposita en la cambra del sistema de
desorci6 termica. Una vegada l'aire present en el sistema ha estat eliminat, el tub es
calenta a la temperatura adequada, al mateix temps que el gas transportador passa
a través de la cambra i arrossega els compostos volatils cap al sistema d’injeccié en
fred (CIS), on son refredats i concentrats. Una vegada la desorcié ha acabat, el
sistema CIS es calenta a la temperatura triada per tal de permetre la introduccié
dels compostos atrapats a la columna analitica del sistema cromatografic [88]. El
principal avantatge del sistema és el poc tractament de la mostra i el temps curt de
I'analisi (una hora). El problema d’aquest estudi, pero, és que només es parla
d’area cromatografica obtinguda per mg de mostra, de manera que es fa molt
dificil avaluar els resultats obtinguts de manera objectiva.

2.10.- Pervaporacid i perevaporacio

La pervaporacio6 és una técnica de separacié de membrana, grup al que pertanyen
també la desalinitzacid, 1’osmosi, ’'osmosi inversa o la electrodialisi. L'is de les
membranes comporta avantatges, ja que es pot dur a terme lextraccio, la
concentracio i la neteja a la vegada. També permet 'extraccid sense mesclar les
dues fases, evitant problemes com la formacié d’emulsions o 1'is d’una gran
quantitat de dissolvent. A més, com que la mostra i 'extractant poden estar
continuament en contacte, té lloc un procés continu a temps real, que permet la
seva automatitzaci6 i la connexié a altres instruments (per exemple, un
cromatograf de gasos) [90].

La pervaporaci6 és un procés en el qual una mescla liquida pot ser separada a
partir de la vaporitzacié parcial a través de membranes selectives permeables no
poroses. En aquest procés la mostra circula en contacte amb la cara activa no
porosa de la membrana, mentre que en l'altre cara de la membrana s’aplica el buit
(pervaporacié al buit) o un gas d’escombrat (pervaporacié d’escombrat). D’aquesta
manera els components permeables son desorbits de la membrana en forma de
vapor, els quals podran ser recollits o conduits cap a on es desitgi.

La separacid no es basa en les volatilitats relatives, com passa en un procés térmic,
sind en les proporcions relatives de permeabilitat a través de la membra, és a dir, el
mecanisme de la separacié és el potencial quimic existent entre les dues
membranes. La membrana facilita el contacte de les dues fases sense que es
produeixi una mescla directa. Es una combinacié entre una evaporacié i una
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difusié de gas en un tinic modul. El compost permeable €s transportat a través de
la membrana perque la seva pressié de vapor parcial en la cara permeable de la
membrana és més baixa que no pas en el vapor saturat. La separacié de mescles
s’aconseguira perque la membrana transporta uns components més rapidament
que els altres. Es poden utilitzar diferents tipus de membranes: hidrofiliques,
hidrofobes i organofiliques. Aquesta tecnica presenta com a avantatge la integracio
de diferents etapes del procés analitic. L’absencia, en gran mesura, d’equips
comercials és, pero, un gran desavantatge [90-93].

La perevaporacio6 és una modificacio de la pervaporacio. En la pervaporacio, el gas
difon a través de la membrana donant lloc a un transport selectiu dels analits cap a
I'instrument. En el cas de la perevaporacio, el analits son transportats per un gas
inert a través d’una valvula de injecci6 a alta pressié a una membrana higroscopica
on la matriu (principalment aigua) és eliminada i un posterior transport cap a un
injector, per passar finalment a l'instrument analitic [94,95]. Les membranes de
perevaporacio permeten el pas de substancies organiques amb punts d’ebullicié
baix o0 moderat amb un minim transport d’aigua [96].

Aquesta darrera tecnica ha estat aplicada en la determinacié d’haloanisoles (2,6-
DCA, TCA i TBA) en vins, acoblada a un cromatograf de gasos amb detector de
masses, ja sigui de manera directa [94], amb un espai de cap dinamic [95], una
trampa criogenica en fase solida [97,98] o amb un liner empaquetat Carbofrit [98].
Aquesta tecnica en les diferents modalitats assoleix limits de quantificacid pel TCA
entre 5-18 ng-17, valors una mica elevats tenint en compte els llindars de percepcié
d’aquest compost.

2.11.- Extraccio en fase solida

L’extraccio en fase solida (SPE) és una tecnica preparativa molt utilitzada que es
fonamenta en el pas de la mostra o un extracte de la mostra present en una fase
mobil (gas, fluid o liquid) per una fase estacionaria (anomenada sorbent), en la
qual quedaran retinguts els components de la mostra afins a aquesta, produint-se
una distribucié entre la fase liquida i la fase solida. En alguns casos, el que queda
retingut son els analits d’interes pero, en d’altres, sén els compostos interferents els
retinguts de manera que es produeix un clean-up. En el primer cas, la recuperacio
dels analits es duu a terme per elucié mitjangant la utilitzacié d’un liquid o un
fluid, o mitjangant una desorcié térmica [99-101]. Els mecanismes d’interaccié que
s’esdevenen entre els analits i el sorbent son practicament identics als que tenen
lloc en la cromatografia liquida [100].
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La SPE es presenta com una alternativa de l'extraccio liquid-liquid, ja que solventa
alguns dels principals inconvenients d’aquesta tecnica, com és la utilitzacié de
grans quantitats de solvent, temps llargs d’analisis, dificultat d’automatitzacio,
dificultats d’obtencié de bons rendiments i, generalment, poca repetitivitat [100-
102]. Tot i aixi, la SPE també presenta una serie d’inconvenients, entre els que es
poden destacar que les propietats d’extraccié dels sorbents no sén tan reproduibles
com les fases liquides, sovint es poden produir mecanismes de retencié mixtos
causant interferéncies amb la recuperacio, les fases solides solen tenir més
impureses que una fase liquida, els casos de sobrecarrega séon més habituals en
aquest tipus d’extraccio que en la extracci6 liquid-liquid i, sovint, és necessari una
etapa extra de preconcentracio [99].

L’eleccié de la fase estacionaria per la SPE vindra condicionada per diferents
consideracions fisico-quimiques com sén els grups funcionals dels analits, les
interaccions secundaries analit-adsorbent, les interaccions adsorbent-components
de la matriu i les interaccions matriu-analits de la mostra [101]. Tenint en compte
aquestes consideracions es podra decidir quin és el tipus de sorbent més adequat
(polar, no polar o idnic) i també el format més adequat (cartutx, disc, etc.) [99-102].

Tot i ser una de les técniques preparatives més utilitzades en 1’analisi quimica, son
poques les aplicacions que es poden trobar per la determinacié d’haloanisoles.
Aixi, en el treball de Soleas et al. [103], s’utilitza un cartutx de Cis per l'extraccié de
TCA i TCP de vins i extractes hidroetanolics de suro. L’'inconvenient d’aquest
treball és que la validacié del metode es realitza a nivells de concentraci6 de pg-1?
pero la posterior quantificacié es duu a terme a nivells de ng-1.

Una altra aplicacio de la SPE es troba en el treball d’Insa et al. [104] on s’utilitza un
cartutx amb un adsorbent polimeric de poliestire-divinilbenze (Lichrolut En), el
qual té una elevada area superficial especifica i una gran capacitat de retencio.
Amb la utilitzaciéd d’aquest adsorbent, els autors aconseguiren separar el TCA i el
TBA en vins, arribant a recuperacions molt acceptables (superiors al 80%) i amb un
limit de deteccid suficientment baix, tot i que no es comenta en quin tipus de vi es
van determinar aquests parametres. En aquest treball, no es concentra I'extracte
obtingut sind que s’injecta un gran volum d’extracte al cromatograf de gasos.

Per altra banda, Martinez et al. [105] proposen 1'ts dels cartutxos Oasis HLB de 200
mg per a dur I'extraccié de tres cloroanisoles (TCA, TeCA i PCA) i tres clorofenols
(TCP, TeCP i PCP) en vins negres. Cal dir, pero, que per poder quantificar
cromatograficament els clorofenols, van haver de derivatitzar-los. A més, per tal
d’aconseguir nivells de quantificaci6 adequats, els autors treballen amb volums
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grans tot utilitzant l'injector PTV (programmed temperature vaporization) i un detector
MS/MS. D’aquesta manera arriben a situar els limits de quantificacié entre 0,3-2,4
ngl? per als cloroanisoles i 0,2-0,5 ngl! per als clorofenols. El principal
inconvenient és l’efecte matriu trobat, el qual es solventa amb el metode
d’addicions estandard.

Una variant de I'SPE és l'anomenada microextraccié en xeringa empaquetada
(microextraction in packed syringe —-MEPS-), que consisteix en una xeringa que porta
incorporat un sorbent en un petit cartutx, lloc on es produira I'extraccid. Jonsson et
al. [106] han aplicat aquesta tecnica, utilitzant un sorbent C18, per extreure TCA i
TBA en diferents mostres de vi, arribant en alguns casos a limits de deteccio6 de fins
a 0,22-0,75 ng-1" pel TCA i TBA.

2.12. Microextraccio en fase solida

La microextraccié en fase solida (SPME), essent com és la técnica analitica
d’aquesta tesi doctoral, es comentara amb més detall.

2.12.1.- Introduccid

La microextraccié en fase solida (SPME) és una tecnica de preparacié de mostra
desenvolupada per Pawliszyn i els seus col-laboradors a comencaments dels anys
90. Aquesta utilitza una fibra de silice fosa, de molt petites dimensions, recoberta
amb una fase estacionaria que és la responsable de 'extracci6 i concentraci¢ dels
analits d’interes [107-110].

El principal avantatge d’aquesta tecnica és que els processos d’extraccio i
concentracid tenen lloc de manera simultania, la qual cosa suposa un gran estalvi
de temps en l’analisi de qualsevol producte. A més, aquesta tecnica no requereix la
utilitzacio de solvents organics, fet de gran importancia des del punt de vista del
medi ambient. Cal ressaltar que també es pot aplicar tant a mostres solides com
liquides o gasoses [108,111]. I tot aix0 es pot fer de manera senzilla, doncs no cal la
utilitzacié d’aparells ni materials sofisticats. Només es fa necessari 1I'is d'un
dispositiu especial que consisteix en una mena de xeringa modificada o holder [107-
110]. A més, la possibilitat d’automatitzacid la fan encara més interessant [112]. El
seu disseny petit i compacte la converteix en una tecnica molt adequada per
treballs de camp, on el disseny habitual té certes modificacions per a protegir
millor la fibra [113].

Alguns autors presenten com a un gran desavantatge de la tecnica la falta de
sensibilitat, causada, basicament, per la baixa capacitat que tenen les fases
estacionaries més usuals aixi com la petita quantitat en que esta present en una
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fibra [63]. Tot i aixi, tal com es veura més endavant, amb aquesta tecnica es poden
assolir limits de deteccié molt baixos (ng-17).

2.12.2.- Variants de la técnica

Basicament existeixen tres variants d’aquesta técnica: extraccié en l'espai de cap
(headspace), extraccié directa i extraccié6 amb proteccié de membrana [114]. En la
primera, que és la que s'utilitza de manera més freqiient, la fibra s’exposa al
headspace de la mostra (HS-SPME) i, en la segona, la fibra es submergeix a I'interior
de la mostra liquida (DI-SPME). D’aquesta manera, 1’extraccié tindra lloc en la fase
gasosa o bé en la liquida. S'utilitzara una modalitat o I'altra depenent del tipus de
mostra i del tipus d’analit o analits que es vulguin analitzar. La HS-SPME
s'emprara en mostres complexes i analits volatils mentre que la DI-SPME
s’utilitzara en mostres més netes i en analits poc volatils [108]. L’extraccié amb
protecci6 de membrana no ha estat gaire utilitzada. En aquesta, la fibra esta
separada de la mostra per una membrana que permet el pas dels analits, pero evita
la transferencia d’elements no desitjats. La seva utilitzacié sera adecuada per
mostres molt brutes, amb elements que puguin malmetre el recobriment [115]. Cal
comentar que en el cas de la determinacié d’haloanisoles en vins i suros la tecnica
utilitzada, practicament de manera exclusiva, ha estat I'HS-SPME.

El procediment que es segueix en la utilitzacié de la microextraccié en fase solida,
en les dues variants més ampliament utilitzades, es mostra a la Figura IV. 1.

El primer pas de la microextraccié en fase solida consisteix en introduir la mostra
en un vial hermeticament tancat mitjancant un septum. Aquest vial es manté a una
temperatura determinada, per tal d’afavorir I'extraccié. Després de condicionar i/o
netejar la fibra, aquesta s’introdueix en el vial tot travessant el septum amb l'agulla.
Després, prement 1’embol del holder, es desembeina la fibra de l'interior de 1’agulla
i aquesta queda exposada a la mostra. A partir d’aquest instant la fibra comenga a
retenir sobre la seva fase estacionaria els diferents analits de la mostra, ja sigui per
un procés d’absorcié o d’adsorcid, depenent de si la fase estacionaria utilitzada és
un liquid o un solid. Un cop ha finalitzat el procés de mostreig, es torna a amagar
la fibra a I'interior de 1’agulla que la protegeix.

La manera com té lloc la transferencia al cromatograf dels diferents analits
retinguts sobre la fibra, dependra basicament de si es tracta de cromatografia de
gasos o cromatografia liquida d’alta resolucid. En el cas de la cromatografia de
gasos, una vegada s’ha donat per acabada l'extracci¢ i la fibra ja és a I'interior de
I'agulla, aquesta és retirada del vial que la conté i, seguint el mateix procés que
amb la mostra, es forada el septum de l'injector del GC de manera que, en baixar
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I'éembol, la fibra quedi exposada a una elevada temperatura (200-300°C), la qual
cosa provoca la desorcié instantania dels analits a l'interior de l'injector des d’on
entren directament a la columna cromatografica per ser analitzats. Aquestes
elevades temperatures utilitzades per a provocar la desorci6 dels analits, son les
mateixes que s'utilitzaran per condicionar la fibra pel seu primer us, o per netejar
la mateixa quan ja ha estat utilitzada.

En el cas de treballar amb cromatografia liquida, el procediment és exactament el
mateix, pero el condicionament i neteja de la fibra, aixi com la desorcié dels analits
es realitza aprofitant la forca eluotropica d'un dissolvent, el qual es tria en base als
analits i la fase estacionaria utilitzats. Per facilitar aquestes tasques, existeix al
mercat un dispositiu, constituit basicament per una valvula de sis vies, que
s’acobla a 'injector de 'HPLC (Figura IV.1) [114].

Una altra variant de la microextraccié en fase solida és I'anomenada in-tube SPME,
en la qual 'extracci6 té lloc a dins d"una columna capil-lar o una micro-columna de
cromatografia de gasos. Aquesta tecnica s'utilitza basicament en linea amb la
cromatografia liquida d’alta resoluci6 (HPLC). En aquesta s'utilitza
l'automostrejador per a connectar el capillar, en el qual es realitzara la
preconcentracio i extraccid [114,116,117].

En l'in-tube SPME existeixen dues variants d’extraccié: l'activa o dinamica i
I'estatica. En I'activa o dinamica els analits passen a través del tub, mentre que en
I'estatica els analits son transferits al sorbent mitjancant un procés de difusio
[114,116,117].
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Figura IV.1. Procés seguit per dur a terme la microextraccio en fase solida A) d’'una mostra gasosa
(HS-SPME) o B) d'una mostra liquida (DI-SPME), amb la posterior desorcié utilitzant C) la
cromatografia de gasos o D) la cromatografia liquida

2.12.3.- Fonament de la técnica

La microextraccié en fase solida es basa en el principi de particié dels analits entre
la matriu i la fibra que actua com a fase estacionaria. S’ha de complir que la massa
de I'analit al llarg de tot el procés s’ha de mantenir constant [107,108,118-124]:

Co Vi =C{* Ve + Cl - Vi Eq.IV.2
on Co és la concentracid inicial de l'analit a la matriu; Cf? i Cu™ sén les

concentracions d’analit a la fibra i a la matriu quan s’arriba a I'equilibri; Vi i Vs son
els volums de la mostra i la fibra respectivament.
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Es defineix la constant de distribucid entre la fibra i la matriu com:

eq
G

eq
Cm

K= Eq.IV.3

Aixi doncs queda patent que un dels parametres de més importancia a I’hora de
dur a terme la microextraccid en fase solida sera l’elecci6 de la fibra, de manera que
la constant de distribucid K sigui el més gran possible, la qual cosa indicara que la
fibra té un efecte de concentracio elevat i, per tant, s’obtindra millor sensibilitat.

En el cas de la microextraccié aplicada a I'espai de cap (HS-SPME), cal introduir un
nou equilibri ja que, a més del que s’estableix entre la fibra i el headspace (Kp),
existeix l'equilibri entre la fase liquida i la gasosa, el qual ve determinat per una
altra constant Kim, que ve definida com:

c1

Kjm = &7 Eq. V.4
Cm

Per tant doncs, s’ha d’introduir un nou terme a 'equacié IV.2, que queda:

Co Vin = C;U- Ve +Cp0 -V + Coft - Vi Eq.IV.5

Per a la majoria d’analits, la constant de distribucié K és relativament petita
(<0,25) [108,110,125], de manera que l’aplicacid de la tecnica al headspace no afectara
a la quantitat d’analit extreta per la fase estacionaria sempre i quan el volum del
headspace sigui molt més petit que el de la solucié aquosa (Vi<<Vw). Per tant, en
general, els limits de detecci6 obtinguts amb I’'HS-SPME i la DI-SPME han de ser
forca similars [110-118]. La pérdua de sensibilitat és important només quan la kun és
gran i/o quan s’utilitza un gran volum d’espai de cap.

Pel que fa a la velocitat de I'extracci6, aquesta ve controlada pel transport de massa
des de la matriu cap a l'interior de la fibra (procés que implica un transport
convectiu dels analits des de la mostra cap a la fibra) i una difusi6 dels analits en la
seva fase estacionaria (la qual es pot dur en menys d’un minut per a la majoria dels
compostos, ja que la fase estacionaria sol tenir uns gruixos compresos entre 10 i 100
pm). En el cas de la microextraccié en fase solida de l'espai de cap s’ha de
considerar, a més, el transport dels analits des de la matriu fins al headspace, el qual
es pot accelerar tot generant, continuament, una superficie nova mitjangant
agitacié de la mostra liquida o amb temperatura [107,108,118-122].

2.12.4.- Tipus de fibres

La quantitat d’analit extreta en la microextraccié dependra del tipus de
recobriment de la fibra de silice fosa que s'utilitzi. En la Figura IV. 2 es mostren els
diferents tipus de recobriments comercialitzats aixi com la seva polaritat i gruix.
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L’afinitat que té la fase estacionaria de la fibra per un analit ve regit pel principi
“like dissolves like”. Per aix0 la fibra apolar de polidimetilsiloxa (PDMS) és la més
utilitzada en el cas que es vulguin extreure analits apolars, tot i que també es pot
aplicar de manera satisfactoria a 1’analisi de compostos amb una certa polaritat,
sempre i quan s’hagin optimitzat adequadament les condicions d’extracci6. De la
mateixa manera, i seguint el mateix principi, la fibra de poliacrilat (PA) -que és
polar-, déna molt bons resultats per a l'extraccié dels analits més polars, sobretot
alcohols i fenols [123]. A part d’aquestes fibres n’existeixen algunes de mesclades
que contenen divinilbenze (DVB) o carbd pords activat (Carboxen, CAR), les quals
incrementen la capacitat de retenciéo degut a la potenciaci6 mutua de l'efecte
d’adsorci6 i distribucié a la fase estacionaria. Les fases estacionaries constituides
per la mescla PDMS/DVB, CAR/DVB o Carbowax (CW)/DVB poden utilitzar-se per
a I’extraccié de volatils amb una massa molecular petita i analits polars. Pel que fa
a la mescla CAR/PDMS, aquesta mostra millor eficacia en l'extraccié que la de
PDMS de 100 pm i d’altres similars, pero la repetibilitat sol ser inferior i el temps
d’equilibri és més llarg [124-127].

També s’ha de considerar el gruix de la fase estacionaria. En general, els compostos
volatils requereixen recobriments gruixuts, mentre que les capes primes sén
efectives per als compostos semivolatils. Els recobriments més gruixuts
requereixen un temps d’equilibri més llarg, perd també aporten molta més
sensibilitat, doncs tenen la capacitat d’extreure una quantitat més gran d’analit o
analits [126-132].

A

CW DVB (65 pm)
PDVS/ DVB (65 pm)

| DVB/ CAR/ PDVS ( 50/ 30p m) |

Polaritat

PA (85 pm)

[ car POV (75 wm) || car/ POV (85 wm) |

| POVE (7 um) || PONE (30 pm)|[POVE (100 pm)|

-

Retencio

Figura IV. 2. Propietats de les fases estacionaries utilitzades en la SPME: PDMS: polidimetilsiloxa,
PA: poliacrilat, DVB: divinilbenze, CW: Carbowax, CAR: Carboxen
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La recerca de nous recobriments per tal de millorar 'extraccié i donar solucions als
nous problemes actuals es presenta molt interessant. Una dels recobriments més
nous son els anomenats sol-gel. Mitjancant aquest tipus de preparacié s’obtenen
recobriments que es caracteritzen per presentar una adhesié més forta sobre la
fibra de silica fosa, de manera que s’incrementa 1’estabilitat quimica i el temps de
vida [133].

Les innovacions en les fibres no només s’esdevenen en el recobriment, siné que
també s’optimitza l'interior de la fibra, amb 1’objectiu d’augmentar la robustesa.
Aixi, en el temps s’ha passat de les de silice fosa, a les stableflex, fins a arribar a les
metal-liques, molt més elastiques, les quals tenen un temps de vida més llarg i son
més reproduibles [134,135]. Amb l’entrada de nous recobriments també sera
necessari el desenvolupament de nous suports (base interior) on sustentar-los
[133].

2.12.5.- Variables experimentals

La termodinamica dels diferents equilibris que tenen lloc durant el procés de
microextraccié ve condicionada per una série de variables com sén la temperatura,
el pH, el volum de mostra, la for¢a ionica i el temps d’extraccio. Tots aquests
parametres hauran de ser optimitzats en cada cas per tal d’obtenir uns resultats
adequats en I'aplicacio de la técnica.

La temperatura és un parametre que afecta tant a la sensibilitat com a la cinetica de
I'extraccioé [136]. Cal no oblidar que els coeficients de particié son dependents de la
temperatura, per la qual cosa caldra buscar el valor optim d’aquesta variable per
obtenir bons resultats. En el cas de I'HS-SPME, aquest parametre provoca dos
efectes contraposats ja que, a mesura que la temperatura augmenta, més
compostos de la matriu liquida passen cap al headspace pero, per altra banda, a
temperatures elevades els coeficients de particié entre la fibra i la fase gasosa
disminueixen ja que el procés d’extraccid de la fibra és exotermic [137-139]. Per
resoldre aquest problema, Zhang i col-laboradors [129] van dissenyar un dispositiu
forca complex pero eficag, ja que permet refredar la fase estacionaria mentre es
calenta la mostra simultaniament. Aquest consisteix en un refrigerant intern de la
fibra a base de CO: liquid. Aquest disseny permet una acumulacié més gran
d’analits a la fase estacionaria, pero redueix la seva selectivitat.

L’addici6 de sals a la mostra pot millorar I'extraccié de I'analit depenent de la seva
naturalesa i de la quantitat de sal afegida. En general, la sobresaturacié és molt
efectiva per extreure compostos apolars quan es treballa amb HS-SPME ja que en la
modalitat DI-SPME la sal pot dipositar-se en la fibra, la qual cosa pot provocar el
seu deteriorament [108,138,140-142]. El valor del pH té un efecte molt important
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sobre els equilibris de dissociacié en la fase aquosa [130,141,143]. Canvis d’aquest
parametre poden millorar la sensibilitat de la SPME per analits amb cert caracter
acid o basic. A la practica, i sobretot quan es treballa amb DI-SPME, resulta
complicat realitzar canvis de pH massa bruscos ja que pH extrems poden malmetre
la fase estacionaria. El rang usual de pH varia entre els valors de 2 i 10, tot i que en
casos concrets es pot sortir d’aquest rang [144]. En general, quan a la mostra hi ha
acids o bases, es sol treballar amb dissolucions amortidores per assegurar una bona
reproductibilitat de les analisis.

Un altre punt critic és el volum de mostra utilitzat. Aquest ha de ser escollit en base
a la constant de distribucié K ja que la sensibilitat es veu afectada pel volum de
mostra, si la constant de distribucié de l’analit €s molt gran. En el cas de treballar
amb valors de Ksn elevats, es fa necessari I's de volums de mostra també elevats.
A més, per augmentar la sensibilitat quan es treballa amb el headspace, cal
minimitzar el volum de la fase gasosa ja que, aixi, els compostos volatils
s’acumulen a I'espai de cap [145-147].

Deixant a banda les variables que afavoreixen 'extraccid, i tenint en compte que la
durada d’una analisi és un factor molt important a '’hora de determinar-ne la seva
viabilitat, cal considerar també el temps d’extraccio. Aquest ve determinat,
principalment, per la velocitat de 1’agitaci6 i pel coeficient de particié entre la fibra
i la mostra. Tot i que 'SPME proporciona una maxima sensibilitat quan s’assoleix
I'equilibri, no sempre és necessari arribar a aquest estat per obtenir una analisi
precisa i acurada, sempre i quan es treballi en unes condicions reproduibles [131-
141,148,149].

L’agitaci6 és un parametre que no afecta directament en I'extraccio, pero redueix el
temps per arribar a l’equilibri, doncs facilita que els diferents analits puguin passar
de la mostra a la fibra [145-147,149]. Quan es tenen mostres solides es fa molt dificil
I'aplicacié d’aquesta variable [150].

Pel que fa a la manera de treballar amb la microextraccié en fase solida, si es
disposa de mostres suficientment netes com séon moltes mostres mediambientals,
es podra intentar treballar amb la técnica del patr6 extern, per6 amb mostres més
complexes, com el vi o el suro, aquesta técnica deixa de ser valida. Aixo es deu a
que aquestes mostres presenten un accentuat efecte matriu, el qual afecta a les
constants de distribucié de manera que es fa necessari I'tis d’altres tecniques, com
poden ser la de les addicions estandard i/o la del patr6 intern [108,128,151-153].
Aixi per exemple, en el cas dels vins, caldra tenir especial atencio al seu contingut



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DETERMINACIO ANALITICA DE 2,4,6-TICLOROANISOLE I ALTRES CLOROANISOLES
EN VINS I SUROS

Marc Riu Rusell

ISBN:9788469432358/DL:T. 1044-2011

etanolic ja que aquesta constitueix una interferéncia molt important en el procés
d’extraccié dels analits [154-157].

Un altre cami existent per tal de resoldre l'efecte de la matriu és l’aplicacié de la
microextraccié en fase solida de l'espai de cap multiple (MHS-SPME). El fonament
de la tecnica es basa en l'extraccié exhaustiva mitjangant I'aplicacié de successives
extraccions, fins a recuperar la totalitat de l'analit. La concentracié de l’analit
d’interes disminueix exponencialment. En aquest cas es pot considerar que l'area
total és la suma de les arees de cadascuna de les extraccions (tres o quatre). Per tal
de que es pugui aplicar aquest procés cal que la relacié entre I'area del pic i la
quantitat d’analit en la fibra sigui lineal al llarg de l'interval estudiat, que les
constants de distribucio fibra-mostra i el volum de les fases es mantinguin
constants i que s’estableixi un equilibri total de l’analit en les tres fases per a
cadascuna de les extraccions individuals [158].

En aquest cas, 'area total (AT) es calcula amb la segiient equacié matematica [159-
162]

A

AT:E

EqIV.6

on A1 és l'area del pic de la primera extraccié i  és determinada a partir de la
regressid lineal dels logaritmes neperians de les arees dels pics individuals:

nd; =0 —1)-InB +InA, EqIV.7

on Ai és I’area del pic obtinguda en la i extraccié. Quan I’extraccié és exhaustiva els
calculs es simplifiquen forca ja que I’area total pot ser directament calculada com la
suma de les arees de cadascuna de les extraccions que han tingut lloc [160].

En general, la precisio que s’obté amb la tecnica de 'SPME és molt bona ja que és el
que es defineix com un “single-step method” i, per tant, les fonts d’error associades a
la transferéncia d’analits queden minimitzades. Aixo és el que demostren els valors
de desviaci6 estandard relativa d’aproximadament un 5%, obtinguts en mostres
mediambientals quan s’opera manualment, els quals poden arribar a valors tan
baixos com I'1% quan s’utilitza un injector automatic de SPME [108,130].

2.12.6.- Aplicacions de la microextraccid en fase solida en la determinacid

d’haloanisoles en vins i taps de suro

Tenint en compte el gran nombre d’avantatges respecte el de desavantatges que
presenta aquesta técnica, s’han desenvolupat diferents propostes en relacié a la
determinacié d’haloanisoles en vins i taps de suro (Taula IV.2). En aquests estudis
es proposen diferents vies per tal de resoldre els nombrosos problemes que hom
troba en la determinaci6 d’aquests compostos en aquests productes, com el
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problema dels baixos nivells de concentracié que s’han d’analitzar o l'efecte de la
matriu en I'extraccio.

Taula IV.2. Aplicacions de I'SPME en la determinacié d’haloanisoles en vins i taps de suro. S'indica
la fibra que cada autor ha considerat com a optim i també s’especifica si, amb el metode presentat,
es determinen altres compostos relacionats amb 1’olor a humitat (LOQ=limit de quantificacio)

Ref. Recobriment Matriu Compostos LOQ De(t;eétor
[163, .
o PDMS 100 um Vi TCA 5ng/l MS
[165] PDMS 100 um Viisuro TCA 2,9 ng/l TCA en vi MS
. TCA, 2,3,4,6-
[166] PDMS 100 um Vi TeCA i PCA 2 ng/l per a tots ECD
. Suro TCA, TeCA i
[167] No especificada (extraible) PCA 1 ng/l TCA MSMS
§ 5 ng/l TCA vi blanc
[168] PDMS 100 um Vi TCA Sme /I TEA yimesre ECD
[169] PDMS 100 pum Vi TCA 2,9-18,0 ng/l ECD
Carboxen-PDMS Suro 2,6-DCA, TCA .
[170] 75 i (total) {24-DCA No especificat ITMS
8,4 ng/l TCA, 6,2 ng/l
DVB/CAR/PDMS . TCA, 2,3,4,6- .
[171] 50/30 um Vi TeCA i PCA 2,3,4,6-TeCAi4,3ng/l ECD
PCA
[1721  PDMS 100 um Vi TCAiTecA 04 ng/lFITeCCz:,O,?) ng/l MS
DVB/CAR/PDMS Suro . MS i
[173] 50/30 um (extraible) TCA No especificat ECD
2,4,6-TCA, Especifiquen els LOD:
DVB/CAR/PDMS  Suro Pl I 03 ngfg TCA
[160] (guaiacol, (1,7 ng/g 1-octen-3- MS
50/30 um (total)
l-octen-3-ol, 1-  ona, 1,9 ng/g 1-octen-
octen-3-ona) 3-0l, 7,5 ng/g guaiacol)
3-cloroanisole,
Aigties de TCA, 2,6-
DVB/CAR/PDMS DCA, 2,4,6- .
[174] 50/30 um rentit de TBA, PCA No especificats MS
Suro (TCP, TeCP i
TBP)
TCA 2346 B g PCA
[161] DVB5/OC/3AOR/1:I?MS Vi (F{,eCCPA,'Fzg? ; (0,015 ng TCP, 0,046 MS/MS
H e ng 2,3,4,6-TeCP i 0,258
ng PCP)
[175] PDMS 100 um Vi TCA No especificat ECD
[176, = DVB/CAR/PDMS Suro 2,6-DCA, 8,6 ng/g 2,6-DCA, 0,8 ECD




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DETERMINACIO ANALITICA DE 2,4, 6-TICLOROANISOLE I ALTRES

EN VINS I SUROS
Marc Riu Rusell

CLOROANISOLES

ISBN:9788469432358/DL:T. 1044-2011
. . Detector
Ref. Recobriment Matriu Compostos LOQ GC
177] 50/30 um (total) TCA, 2,4- ng/g TCA, 3,5 ng/g
DCA, TeCA i 2,4-DCA, 0,6 ng/g
PCA TeCA 10,8 ng/g PCA
GC-NCI-MS: 0,3 ng/l
. . TCA 10,2 ng/l TBA NCI-MS
[178] PDMS 100 um vi TCAiTBA GC-HRMS: 0,03 ng/l { HRMS
TCA 10,03 ng/l TBA
DVB/CAR/PDMS . 2,6-DCA, TCA  12ng/12,6-DCA, 7 ng/l
L] 50/30 um Vi i TBA TCAil5ng1TBA  MoMS
30 ng/l TCA, 70 ng/1
[162] DVB5/OC/§;OR/PDMS Vi F;CCI: T,T,gi’ TeCA, 230 ng/l PCA i MS/MS
Hm ! 30 ng/l TBA
HS-SPME: 6,0 ng/g
2,6-DCA, 5,2 ng/g 2,4-
DCA, 3,9 ng/g TCA i
2,6-DCA, 2,4- 5,3 ng/g PCA
[179] DVIZ/(?/;R/ I:I?MS (f;:i) DCA, TCAi  CF-HS-SPME:094  TOF-MS
H PCA ng/g 2,6-DCA, 0,83
ng/g 2,4-DCA, 0,84
ng/g TCA 11,62 ng/g
PCA
HS-SPME-GC-ECD:
DVB/CAR/PDMS . 1,0 ng/l TCA ECDi
[180] 50/30 pm vi Tea HS-SPME-GC-MS: 0,8 MS
ng/l
TPCC/XT;’E:’ 0,5 ng/l TCA, 0,1 ng/l
[181] DVB/CAR/PDMS Vi a Octén 30l TeCA, 0,5 ng/l PCA i MS
50/30 pm . ! 0,2 ng/l TBA
geosmina, 2-
MIB, IBMP)
1,3 ng/1 TCA, 1,1 ng/l
TCA, TBA, TeCA, 1,3 ng/l PCA i
. TeCA, PCA, 1,7 ng/l TBA
(182} PA 8 pm vi TCP,TBP,  (110ng/ITCP,85ngll -0
TeCP i PCP TeCP, 12,3 ng/l PCP i
12,7 ng/1 TBP)
Vii
extractes 0,994 ng/l TCA (vi)
L 1eA 0478 ng/l (vi sintétic)y LD
taps
TCA, 2,3,4,6-
DVB/CAR/PDMS . TeCA, PCA .
[184] 50/30 um Vi (TCP, TeCP No especificats ECD
PCP)
[185] DVB/CAR/PDMS Viialtres  4-cloroanisole, Especifiquen el LOD AED
50/30 um begudes  2-cloroanisole, (en vi):
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Ref. Recobriment Matriu Compostos LOQ Degeétor
alcoholiq 4- 2,5ng/12,6-DCA, 4,2
ues bromoanisole, 2,4-DCA, 2,2 ng/1
2,6-DCA, 2- TCA, 2,6 ng/l TBA, 2,1
bromoanisole, ng/l TeCAi1,2 ng/l
2,4-DCA, PCA
TCA, 2,4,5-
TCA, 2,4-
dibromoanisol
e, 2,4,6-TBA,
TeCA i PCA
DI-SPME:
0,56 ng/l TCA, 1,14
ng/l TeCA, 1,39 ng/l
PCA, 0,53 ng/l TBA
TCA, TeCA, (0,32 ng/1 TCP, 0,25
PCA. TCP TeCP, 0,22 ng/l TBP)
[186] PDMS 100 pm Vi / " HS-SPME: MS/MS
TeCP, TBA i
TBP 285,50 ng/l TCA,
351,20 ng/l TeCA,
796,40 ng/l PCA,
732,70 ng/l TBA (0,80
ng/l TCP, 0,36 ng/l
TeCP, 18,00 ng/l TBP)
ngyp  NTZIO:PEG  Suro TCA, TBA i i;’?grféifcgg’ jgo/’g -
17 pm (total) PCA PCA
[188]  PDMS 100 um Vi TBA ESPQCZIE‘/JIQ;‘ CQLLOD' MS
Es suposa que en el vi:
ZADCA, gy ng/l 2,4-DCA, 0,8
Vi i suro ey [EERT ng/l TCA, 0,6 ng/l
[189] PDMS/DVB 65 um PCA o ECD
(total) . TeCA 10,8 ng/l PCA
(TCP, TeCP i
PCP) (QSng@TCP,Lanﬂ
TeCP i1,1 ng/l PCP)
Suro Especifiquen el LOD:
(9ol POMS100pm O TCA P 0 gg LTeA MS

Dels treballs presentats a la Taula IV.2 s’extreuen una serie de conclusions molt
interessants i que es presenten, de forma general, tot seguit.

e La SPME és una tecnica adequada per a la determinacié d’haloanisoles en
vi i en suro, ja que permet arribar a quantificar concentracions molt baixes
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(ng-l"! en vins i macerats i ng-g! en suros), de manera suficientment rapida,
economica i simple. En tots els casos s’utilitza la variant de 'espai de cap.

e Els recobriments més emprats séon basicament dos: PDMS 100 pm i
DCV/CAR/PDMS 50/30 um. El recobriment de PDMS ofereix millors
robustesa precisio, pero l'altre ofereix una major sensibilitat.

e En vins s'observa que l'aplicacié d’agitacié6 magneética i 1’addicié de sal
(efecte sali) facilita I’extraccio dels haloanisoles, millorant-ne la sensibilitat.
En el cas dels suros, I'agitacid es segueix presentant com a efectiva, pero
I’addici6 de sal ja no sol ajudar en el procés. En ambdds casos cal tenir en
compte l'efecte de la matriu, el qual es resol per diferents vies en els
diferents treballs publicats.

e En l'analisi de taps del suro s'obren dues vessants diferenciades: la
determinacié dels haloanisoles totals i la dels haloanisoles extraibles. El fet
de treballar amb un o altre parametre portara a 'obtencié de diferents
resultats, de manera que és molt important tenir-ho en compte a I'hora
d’extreure a conclusions.

2.13.- Stir bar sorptive extraction (SBSE)
2.13.1.- Principis de 'SBSE

La stir bar sorptive extraction (SBSE), que es podria traduir com a extraccié per sorcid
en una barreta d’agitacid, és una modificacié de la microextraccié en fase solida.
Un dels inconvenients de la SPME és la petita quantitat de sorbent continguda en
cadascuna de les fibres [63]. Per aquesta rad, Baltussen et al. [191] varen idear
aquesta tecnica, en la qual el volum de recobriment és sensiblement major. Amb
aquest objectiu, el que es fa és utilitzar barres de metall recobertes de vidre amb un
recobriment de 50-200 pl de PDMS, les quals son subministrades comercialment
per Gerstel, amb el nom de Twister™ [63].

L’equilibri de la sorcié dependra de la relacié de fases i, per tant, de la quantitat de
PDMS emprada, tal com mostra l'equacié IV.8 [192,193]:

CpDMS __ MpDMS Vw mppms
K =K = = . = . Eq.IV.8
o/w PDMS/w cw Ty VpDMs Ty B q

On Krpmsw €s el coeficient de distribucié entre el recobriment de PDMS i la fase
aquosa, essent la relaci6 entre la concentracio del solut en la fase de PDMS (Crowms)
respecte a la concentraci6 en l'aigua (Cw) en l'equilibri. Aquestes concentracions es
poden relacionar amb la massa del solut en les fases descrites i la relacié de volums
(B=Vw/Vrpwms) [192,193].
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Si es defineix la recuperacié com la relacié entre la quantitat de solut (mrowms)
respecte la quantitat de solut existent en l'inici a la fase aquosa, llavors es pot
representar segons 1'equaci6 IV.9 [192,194]:

2 _ MpDMS KPDMS/W/ B
Recuperacio = Mo 11 (KPDMS m /B) Eq.IV.9
O es pot expressar com [193]:
Recuperacié = 2poMs — _KpoMsw Eq.IV.10
mo Kppmsw+B

D’aquesta manera es pot determinar la recuperacié d’un procés, sempre i quan
s’arribi a I'equilibri [192].

2.13.2.- Extraccié i desorcio

Les dues etapes més importants de I'SBSE son I’extraccié i la desorcio.

En l'etapa d’extraccié, de manera similar a I'SPME, es posa en contacte la barra
recoberta del polimer amb la mostra. Aquest contacte es pot establir de dues
maneres; o bé directa —per immersi6- (anomenada SBSE simplement) o indirecta, a
I'espai de cap (anomenada HSSE —headspace sorbent extraction-). En la modalitat
directa, la barreta és submergida dintre de la mostra liquida i exerceix 1’agitacio, al
mateix temps que extreu els compostos, en unes condicions controlades. Una
vegada finalitzada aquesta etapa, es retira la barra i es renta amb aigua destil-lada,
per tal d’eliminar els possibles contaminants i, posteriorment, s’asseca. En aquest
moment, la barra ja esta preparada per a la posterior desorcid. En la modalitat a
I'espai de cap, HSSE, la barra es colloca en un dispositiu que permet mantenir-la
suspesa en l'espai de cap, lloc on es produira I'extraccié dels compostos. Una
vegada acabada l’extraccio, es procedeix exactament igual que en la modalitat
directa [193].

Una vegada acabada l'extraccid, cal dur a terme la desorcio, ja sigui térmica o
mitjangant I'ds d’un dissolvent. La desorci6 termica implica I'ts d'un equip de
desorci6 termic (TD) que es pot acoblar a un cromatograf de gasos. La utilitzaci6
d’aquest sistema fa que l'aplicacié de la tecnica es vegi reduida a compostos
volatils i semivolatils térmicament estables. Pels altres compostos menys volatils,
es disposa de l'alternativa de la desorci¢ liquida, de manera que la mostra resultant
es podra analitzar en un cromatograf liquid o en una electroforesi capil-lar. En
aquest cas, cal assegurar la immersié completa de la barra, per la qual cosa el
dissolvent utilitzat tindra molta importancia ja que aquest haura de ser compatible
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amb el polimer. Generalment els més emprats son ’acetonitril, el metanol, mescles
d’aquests dissolvents o mescles amb aigua o tampons aquosos [191-193].

2.13.3.- Limitacions

Les principals limitacions de la técnica SBSE son dues. La primera ve relacionada
amb el fet que no es pot dur a terme la desorcié directament en l'injector del
cromatograf de gasos, com en el cas de I'SPME. Aixo0 fa necessari 1'as d’"un equip
especific de desorcid termica, o 1'ts de la desorcié liquida, la qual implica molta
més manipulacié de mostra, augmentant el temps d’analisi i les possibilitats
d’errors. L’altra limitacio, i bastant important, és la poca disponibilitat de
recobriments ja que, fins el moment, només existeix el de PDMS la qual cosa
implica que les aplicacions d’aquesta tecnica es redueixin a compostos apolars
[193].

2.13.4.- Aplicacions en la determinacié d’haloanisoles en vins i suros

L’SBSE ha estat utilitzada en la determinacié de cloroanisoles en vins [186,195-198]
i també en taps de suro [199,200].

En els vins la modalitat d’extracciéo emprada és la d’immersié [186,195-198] i, pels
suros, es troben les dues modalitats, per immersio [200] i per espai de cap [199]. En
tots els casos la desorcio6 és la termica [186,195-200]. Els limits de quantificacid pel
TCA aconseguits mitjangant aquesta tecnica son molt baixos, ja que van des de 0,1
ngl1 [186] fins a 0,6 ng:l! [198] per vins, mentre que per suros es troben valors
que van des de 2,7 ng-g[200] fins a 3,8 ng-g* [199].

2.14.- Microextraccid amb solvent

La microextraccié amb solvent (solvent microextraction), també coneguda com a
microextraccid amb una tUnica gota (single-drop microextraction) és una técnica
d’extraccié innovadora, que consisteix en situar una petita quantitat d’'un solvent
d’extraccié (d’aqui bé el nom d’tnica gota) a la punta de l'agulla d’una micro-
xeringa o una barra de politetrafluoroetile (PTFE), la qual es posa en contacte amb
la mostra o amb l'espai de cap d’aquesta. Aixi s’aconsegueix que els analits més
afins pel solvent passin a aquesta fase de manera que, un cop ha acabat I'extraccid,
la gota és injectada directament a I'injector del cromatograf de gasos. L’extraccio i
concentracid tenen lloc de manera simultania, com en el cas de I'SPME, pero té
alguns avantatges, com 1’abséncia de fibres, de manera que suposa una disminucié
de costos, I’analisi és rapida i utilitza material molt simple [201,202].

Martendal et al. [202] han utilitzat aquesta tecnica per a la determinaci6é de TCA i
TBA en vins, utilitzant la modalitat de 'espai de cap i 1'l-octanol com a solvent
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d’extraccié. D’aquesta manera aconsegueixen bons limits de quantificacid, de 8,1
ngl' en el cas del TCA i de 6,1 ng-1" en el cas del TBA. Cal destacar que en aquest
estudi es fa especial mencid a l'efecte matriu que es manifesta quan les rectes de
calibratge de vi blanc i vi negre no son comparables.
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3.- TECNIQUES CROMATOGRAFIQUES

Una vegada s’han preconcentrat els compostos, cal aplicar una técnica per tal de
separar-los, detectar-los i quantificar-los. Tenint en compte les propietats dels
haloanisoles, la tecnica per excelléencia per dur a terme aquest procés és la
cromatografia de gasos (GC) provista d'un detector de captura electronica (ECD) o
d’un detector d’espectrometria de masses (MSD). Tot i amb aix0, val a dir que hi ha
alguna aplicaci6é on també s’utilitza el detector d’emissié atomica (AED).

De manera molt senzilla, es pot dir que la cromatografia de gasos és un metode de
separacid fisica en el qual els components d'una mescla gasosa (mostra) es
distribueixen selectivament entre la fase mobil, que és un gas inert, i la fase
estacionaria, que consisteix en un solid o un liquid fixat en una columna
empaquetada o a les parets d"una columna capil-lar [203].

Instrumentalment, consisteix en una unitat de control del gas, un sistema
d’injeccié, un forn amb temperatura controlada on es situara la columna
cromatografica i un detector, o una linea de transferencia en el cas d’un detector
d’espectrometria de masses [203].

Els sistemes d’injeccié més habituals soén els de split/splitless, on-column i
vaporitzaci6 amb programa de temperatures (PTV). El principal problema
d’aquests tipus d’injectors és la poca quantitat de mostra que permeten que entri a
la columna cromatografica. De fet, les modificacions més importants en els
injectors s’han centrat en permetre la introduccié d'un volum més gran de mostra,
la qual cosa és de gran importancia en la determinaci6 de traces o en 1’acoblament
directe amb tecniques d’extraccié. D’aqui el desenvolupament dels injectors de
grans volums (LVI). Amb algunes modalitats d’aquest injector es poden introduir
volums de varis centenars de microlitres [204].

Pel que fa a la columna cromatografica, aquesta s’escollira en funcié dels
compostos que es volen analitzar, tot buscant la que proporcioni la separacié amb
la millor resolucié en el minim temps possible. En el cas de la determinacio
d’haloanisoles en vins i suros, els diferents autors han fet aquesta tria escollint
recobriments de polaritat diversa. Aixi, en els treballs esmentats en la Taula IV.2,
s’han emprat recobriments de baixa polaritat com els de 95% dimetil 5% polisiloxa
i equivalents [98,161,169,170-172,174,175,178,179,181,182,184-188,190] o
dimetil(oxo)sila [163,164,183], recobriments de polaritat mitja/baixa com el 14%
(cianopropil-fenil)-metilpolisiloxa [106] o recobriments d’alta polaritat com els de
polietilenglicol [160,162,165,168,176,177,180].
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3.1.- Detectors per a cromatografia de gasos

Un detector cromatografic és un instrument capa¢ de mesurar alguna propietat
quimica o fisica de I’eluat que surt de la columna cromatografica, de manera que
experimenti una variacié quan passa la fase mobil amb algun altre compost. Aixo
fa que en el moment exacte en que un analit elueix de la columna cromatografica,
aquest origina un senyal que és proporcional a la quantitat d’analit. Les
caracteristiques que ha de tenir un bon detector sén: sensibilitat, linealitat,
selectivitat i facil manipulacié [205,206].

Tal com s’ha comentat previament a la Taula IV.2, els detectors utilitzats en
I'analisi d’haloanisoles en vins i taps de suro sén, basicament, el detector de
captura electronica (ECD) i el detector d’espectrometria de masses (MSD), tot i que
alguna aplicacié s’ha trobat també amb la utilitzacié del detector d’emissié atomica
(AED).

3.1.1.- Detector de captura electronica

El detector de captura electronica (ECD) és el detector selectiu més antic per a
cromatografia de gasos. Combina una elevada selectivitat amb una elevada
sensibilitat. Principalment proporciona una gran resposta davant compostos
halogenats, nitrils, compostos aromatics nitrogenats, compostos organometal-lics i
compostos carbonilics conjugats, és a dir, respon a molécules amb atoms o grups
electronegatius, que tenen capacitat de captar electrons. Es un detector molt
selectiu, no destructiu i respon a la concentracio6 [203,207].

En termes generals, 'efluent de la columna cromatografica és bombardejada per
particules B emeses per una font radioactiva (%Ni, 3H o %Fe). Les col'lisions entre
els electrons  d’elevada energia i el gas portador dona lloc a la formacié d'un
plasma de ions positius, radicals i un gran nombre d’electrons secundaris. Aixo
provocara la formaciéo d'un corrent estable entre els dos electrodes. Pero, en
preséncia d’especies organiques amb tendencia a capturar electrons, la corrent
disminueix [208].

3.1.2.- Detector d’espectrometria de masses

La utilitzacié conjunta d’un cromatograf de gasos amb un espectrometre de masses
com a detector (MSD) és una de les eines més poderoses que existeixen actualment
en el mén de l'analisi d’aliments, ja que la GC proporciona un alt poder de
separacid i la MS ddna una valuosa informaci6 estructural del compost .
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L’analisi de masses es basa en el fet que, un cop els diferents analits que elueixen
de la columna cromatografica arriben al detector, aquests son ionitzats de manera
que arriben a I’analitzador de masses i es produeix una separacio de ions segons la
seva relacié massa/carrega [209-211].

D’analitzadors de masses se’'n troben de diferents tipus. Els més populars sén [209-
211]:

e De quadrupol: S'aplica un camp oscil'lant de radiofreqiiencies en quatre
barres metal-liques paral-leles i els fragments es desvien segons la seva
relaci6 carrega/massa

o De sector magnetic: Utilitza un camp electromagnetic per a separar els ions
en 'espai en funcio dels radis de les seves trajectories.

e De trampa ionica: Els ions son atrapats durant un cert temps en un camp de
radiofreqiiéncies, els quals seran alliberats depenent de la seva relacié m/z
aplicant corrents de radiofreqiiencies variables.

e De temps de vol (TOF): Separa els ions segons el seu temps de migracié en
una regié lliure de camp eléctric una vegada s’han accelerat en l'etapa de
ionitzacio.

Un cop obtinguts els ions, aquests son detectats (per exemple, a través d'una copa
de Faraday, un multiplicador d’electrons o un detector de centelleig) i es genera la
informacié que sera tractada mitjangant un software adequat. La informacio
obtinguda pot ser de tot l'espectre (full-scan) o es poden escollir uns ions
representatius (SIM) de manera que es millora fins a tres ordres de magnitud la
sensibilitat del metode [209-211]. La combinaci6 d’alguns d’ells els fara una eina de
gran poder analitic.

Tal i com ja s’ha vist a la taula IV. 2, aquest és un dels detectors més emprats en la
determinacié d’haloanisoles en vins i també en suros.

3.1.3.- Detector d’emissié atOmica

El detector d’emissié atomica (AED) és molt sensible i selectiu. El seu s com a
detector en la cromatografia de gasos proporciona la deteccié simultania multi-
canal de més de quatre elements amb molt bons limits de deteccié (nivells de ppq
per a molts elements), amb respostes lineals entre 3-5 ordres de magnitud. En ser
un detector molt selectiu permet que, fins i tot amb mostres molt complexes, es
mantinguin els baixos nivells de determinaci6 [212].

En l'emissio atomica, la mostra €s sotmesa a elevades temperatures per tal de no
només dissociar les molecules en atoms, sind també per causar nombroses
col'lisions i ionitzar els atoms. Una vegada els atoms o ions estan en el seu estat
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excitat, decauen a estats de menor energia, mitjancant 1’emissié de transicions
energetiques, termiques o radioactives [213].

Una de les grans virtuts d’aquest detector és el que s’anomena calibracié universal
o calibraci6 independent del compost (CIC). Les altes temperatures que
aconsegueix el plasma generat per induccidé per microones causa una ruptura
completa de totes les molecules dels analits en els seus atoms constituents. Llavors,
la resposta per unitat de massa d'un element és més o menys independent de
I'estructura de I'analit d’interes. Aixi doncs, la quantificacié d’una serie completa
de compostos es pot realitzar a través d'un sol analit que contingui un heteroatom
en comu [210-212].
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4.- TECNIQUES NO CROMATOGRAFIQUES

Més enlla de les tecniques cromatografiques es poden trobar diferents alternatives
que permeten determinar els haloanisoles, de manera directa o indirecta, per tal
d’avaluar l'olor a humitat. En aquest apartat es fara un recull de les principals
alternatives trobades en la bibliografia, tot dividint-les en dos grans grups: nas
electronic i determinacié immunoquimica i biosensors.

4.1.- Nas electronic

4.1.1.- El sentit de I’olfacte

El sentit de I’olfacte, certament, es té una mica oblidat i no se li déna la importancia
que es mereix. Es prioritza el que es pot veure, el que es pot tocar, menyspreant, de
vegades, la informacié que ens pot donar el sistema olfactiu. Segons els
antropolegs, 1'olfacte deixa de ser vital per a I'home quan es converteix en Homo
erectus, de manera que s’allunya del terra. La vista passa llavors a una posici6
predominant [214].

Quan s’olora un producte, les molécules aromaticament actives arriben a la cavitat
nassal i a l’area olfactiva (epiteli), situats sota el bulb olfactori. L’olor és deguda a la
interaccié que té lloc dintre de la cavitat nassal entre les moléecules volatils de la
substancia que fa olor i les neurones olfactives primaries de l'epiteli olfactori. Per
tant, només les molecules que siguin prou volatils i amb unes propietats
determinades podran arribar als receptors olfactoris susceptibles de desencadenar
la sensacio olfactiva i activar-los.

Les cel-lules nervioses olfactives pateixen moltes agressions, ja que estan exposades
de manera directa al medi extern. Pero aixo no afecta al sentit de I'olfacte, ja que, a
diferéncia de les neurones del cervell, les neurones olfactives primaries es renoven
constantment, aproximadament cada dos mesos. Aquestes cel-lules tenen un cili
que s’introdueix dintre de la mucosa olfactiva, lloc a on es produeix la interacci6
inicial entre el compost volatil i el sistema nervios i, a 'altre extrem, un axon
projectat cap al bulb olfactori. Els punts de contacte entre les neurones sensorials
primaries i les cellules del bulb olfactori formen una serie d’estructures
anomenades glomeruls, lloc on convergeix la informacid procedent de totes les
cel'lules que perceben, al mateix temps, un compost volatil. Aixi doncs,
I'organitzacio del sistema olfactiu es basa, fonamentalment, en un principi de
convergencia: l'activitat de totes les cellules que porten la mateixa informacié
olfactiva convergeix en un mateix punt, el glomerul, i d’alli és enviada a altres
parts del sistema nervids central on és susceptible d'un processament més elaborat,
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que esta relacionat amb els efectes emocionals i psicologics que ens produeixen
certes olors [215-220].

4.1.2.- Que és un nas electronic?

Els investigadors Dodd i Persaud varen introduir l'any 1982 la idea de nas
electronic com un instrument que intentava emular la capacitat discriminatoria
d’olors del sistema olfactiu dels mamifers (veure Figura IV.3).

NASELECTRONIC
Dades SISTEMA INFORMATIC
: Pretractament de Reconeixament de
Sensors
dades models
;]
E =
= 0
£ oL
=] =
< b
E 2 £
S 0=
&) ; ; «
Cel-lules receptores Bulb olfactiu Cervell (memoria) o
MULTISENSOR Estimuls PROCESSATDE SENYALS
e EE——
SISTEMA OLFACTIU HUMA

Figura IV.3. Paral-lelisme entre el sistema olfactiu huma i el nas electronic [220].

Amb aquesta idea, varen utilitzar una serie de tres sensors de gasos a base d’oxids
metal-lics per a diferenciar diferents substancies. A partir d’aqui i al llarg dels anys,
s’han presentat diferents propostes amb el gran objectiu d’intentar definir
instrumentalment atributs olfactius o obtenir una empremta digital de I’aroma. Tot
i aixi, després de 29 anys, la comparacié dels nassos electronics amb el nas huma és
encara un tema que no esta del tot resolt [221-223].

Pero, que s’entén per nas electronic? Una definicié podria ser que és un sistema de
sensors quimics o fisics, el qual utilitza un programa quimiometric de
reconeixement de models capa¢ d’analitzar i reconeixer aromes simples i
complexes [217]. Aquesta definicid ens obre les portes a una classificacio dels
diferents nassos electronics depenent del tipus de sensors que utilitzin. Aixi,
classicament, els nassos electronics es dividien entre els instruments que
utilitzaven sensors de gasos i els que utilitzaven l'espectrometria de masses. Pero,
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en els ultims anys, 1’aplicacié de noves tecnologies ha obert el cami a altres tipus
d’instruments de manera que aquesta classificacié es pot ampliar tot quedant de la
seglient manera [222]:

a)

b)

c)

Basats en sensors quimics de gasos

Aquests sensors son els més classics. Els sensors de gasos tenen la
caracteristica de poder modificar alguna de les seves propietats electriques
quan els compostos aromatics interaccionen amb la seva superficie. En el
mercat es poden trobar diferents tipus de sensors, els quals es poden
classifiquen en [215,222,224]:

i. Semsors calents: principalment 0xids de metalls conductors

ii. Semsors freds: polimers conductors, cristalls piezoelectrics i sensors de
radiofreqiiéncia

Aquests tipus de sensors presenten una serie de problemes, com la seva
alta sensibilitat a compostos com I’etanol (dificultant la seva aplicaci6 en el
camp enologic i en la industria de les begudes alcoholiques en general),
CO:2 0 a la humitat, provocant 'emmascarament dels diferents components
aromatics. Aquests inconvenients limiten la seva aplicaci6 al mon
industrial.

Basats en sensors optics

El funcionament d’aquest tipus de sensors és similar als anteriors, pero,
enlloc de donar la resposta en funcié en canvis electrics basats en
resistencia, potencial, corrent o freqiiéncia és mesurada, la modulaci6 de
les propietats de la llum. Existeix una gran varietat d’aquests tipus de
sensors, des de fotodiodes a cameres CCD (charge-coupled device) i CMOS
(complementary metal oxide semiconductor) [222].

Basats en espectrometria de masses

L’espectrometria de masses també pot ser utilitzada també com a sistema
de deteccid en el nas electronic. L’espectre que s’obté equival a la resposta
d'un multisensor amb tants sensors com ions generats. Aquests
instruments presenten una serie d’avantatges respecte als que utilitzen
sensors de gasos, com son I'elevada reproductibilitat, el poder d’eliminacié
d’interferencies de compostos volatils majoritaris, els temps d’analisis
curts i que es pot obtenir informacié addicional sobre la composicid de
I’aroma, gracies a l'espectre obtingut. Aquest tipus de nas electronic es
presenta com un gran candidat per a ser utilitzat en el moén de 1'enologia
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d)

e)

Q)

[220,225-228]. Algun dels seus principals desavantatges és que per
funcionar necessiten que s’apliqui el buit, augmentant els costos [222].

Basats en espectrometria de mobilitat idnica

El principi de l'espectrometria de mobilitat ionica (MIS) és similar al de
I'espectrometria de masses: de separacié de ions. La diferencia entre les
dues rau en com es fa aquesta separacid. En la MIS aquesta separacid es
duu a terme en funcié de la mobilitat dels ions de manera que la forma i la
grandaria del i6 tindra influéncia en la separacio [222].

Basats en cromatografia de gasos

En aquest cas l’avaluacié es realitza monitoritzant el senyal en intervals de
temps (I'ordre d’elucio dels diferents compostos a través de la columna
cromatografica dependra de la seva interaccié amb la fase estacionaria), de
manera que es tracta com si fossin respostes d’una série virtual de sensors
en linea [222].

Basats en espectroscopia infraroja

Els instruments basats ens l'espectroscopia infraroja utilitzen las bandes
d’absorcid tipiques dels enllagcos quimics (rang comprés entre 4.000 i 200
cm?). Pel cas de substancies volatils, que és el que interessa en aquest cas,
es fan servir, basicament, dos tipus de tractament. En l’espectroscopia
infraroja fotoacustica, la regulaci6 de la intensitat de la font infraroja crea
una variacié de temperatura, tot provocant una expansié o contraccio del
gas, de manera que es poden enregistrar actsticament les freqiiencies
provocades. L’alternativa ¢és la utilitzacid6 de filtres basats en
espectroscopia infraroja [222].

Basats en sensors especifics

A diferéncia dels casos anteriors en els que l'interes era l'estudi del
conjunt, en aquest tipus de nas electronic l'objectiu és la deteccié d’una
Unica substancia d’interés o d’una familia de compostos concreta. Aixo es
pot aconseguir fent servir detectors especifics com el detector fotometric de
flama (FPD) o el detector de fotoionitzacid (PID), amb detectors no
especifics com el detector de ionitzacié de flama (FID) o amb cel-les
electroquimiques, utilitzades per a la deteccié de gasos especifics (per
exemple, gasos toxics o oxigen) [222].
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Pel que fa al procés de reconeixement de models o patrons, en aquest es solen
diferenciar dues etapes: la calibracié del sistema i la utilitzacié del propi sistema
pel reconeixement de mostres. Aquest procés es fara utilitzant diferent eines
quimiometriques, com sén l’analisi de components principals (PCA), analisi
d’agrupacions (CA), SIMCA (Soft Independent Modelling Class Analogy), KNN, (K-
Nearest Neighbours), regressié per components principals (PCR), minims quadrats
parcials (PLS) o les xarxes neuronals [217,220,223].

4.1.3.- Aplicacions en la determinacié d’haloanisoles

Rocha et al. [229] van aplicar un nas electronic, a base de polimers conductors, amb
I'objectiu de classificar els taps de suro segons cinc atributs aromatics: olor
estandard, olor de suro bullit (descripcié positiva), olor a podrit, olor a florit
moderat i olor a florit intens. Aquestes dues ultimes classificacions anirien lligades
a la possible presencia d’haloanisoles. Els resultats inicials trobats foren positius,
pero es feia necessari realitzar més estudis sobre aquest tema per a arribar a
conclusions més solides.

Un dels problemes més comuns en el nas electronic basat en els sensors de gasos és
I'emmascarament que provoca I’etanol, com ja s’ha comentat previament. Santos et
al. [230] van provar uns sensors d’0xid d’estany, per tal d’avaluar la seva capacitat
de detectar la presencia de diferents compostos causants de defectes organoléptics
(com el TCA) en aigua, etanol i vi, aixi com estudiar l'efecte de 1’etanol en aquesta
determinacio. Els resultats varen demostrar la necessitat de treballar amb una
concentracid elevada d’etanol (11-14%), essent imprescindible estudiar més aquest
efecte.

En un altre treball, Ragazzo Sanchez et al. [231] utilitzaren un nas electronic basat
en cromatografia de gasos amb detector FID acoblat a un sistema format per 18
sensors de gasos amb base d’oxids metal-lics per diferenciar vins i cerveses que
presenten defectes, com la presencia de TCA. Aquest metode presenta
inconvenients que el fan ser de molt poca utilitat, com el fet de que el limit de
deteccié6 pel TCA en vi és molt alt (de 0,02 mg1'), la mostra necessita ser
deshidratada i s’ha d’eliminar 1’alcohol (de manera que el temps d’analisi i la
manipulacié es veuen incrementats), aixi com la impossibilitat de fer la
diferenciacié en mostres desconegudes i I’obtenci¢ de bastants resultats erronis.

4.2.- Immunoassaig i biosensors

Un dels grans reptes de la ciencia ha estat i segueix sent el fet d’idear metodes
d’assaig simples, sense practicament manipulaci6 de la mostra, i rapids. En aquesta
linea s’han proposat els metodes que es descriuen d’aquest apartat.
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Les tecniques d’immunoassaig engloben una serie de tests que utilitzen anticossos
com a reactius. Els immunoassajos enzimatics o ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay) es basen en la utilitzacié d’un antigen immobilitzat sobre
una fase mobil mitjangant anticossos que, directament o indirecta produeixen una
reaccid, el producte de la qual, per exemple un agent cromogenic, pot ser mesurat
espectrofotometricament [232].

Marti et al. [233] van plantejar un metode ELISA amb l'objectiu de detectar la
preséncia d’especies d’Aspergillus i Penicillium, responsables de la metilacié del
TCP a TCA, en vins blancs, mitjangant la identificacié d’una molecula superficial
hidrosoluble de les hifes d’aquest fong. Aquest métode proporciona una molt bona
correlacié entre TCA i la preséncia de I’antigen, a partir de concentracions de TCA
extraible del suro de 8 pg-ml? (trobades mitjancant HS-SPME-GC-MS). Pero la
concentracié d’aquest antigen no pot predir la concentracié de TCA, sobretot si no
hi ha TCP en el medi.

Una altra possibilitat és la que ens proposen Sanvicens et al. [234,235], en la qual
intenten detectar TCA en vins mitjancant el desenvolupament d’una serie
d’anticossos que responguin, exclusivament, a I'analit d’interés, essent un procés
totalment especific. En el cas del TCA, els autors preparen uns derivats anomenats
haptens, els quals tenen la propietat d’ésser el maxim de semblants a 1’analit pel
que fa estructura quimica, conformacid espacial, distribucio electronica i propietats
hidrofobiques. Aquests haptens tenen grups funcionals mitjangant els quals
s'uneixen a enzims i proteines. El problema de la técnica en aquest cas és la manca
d’especificitat, ja que trobaren diferents compostos presents en el vi que donen
resposta, de manera que es feia necessaria una etapa prévia de neteja i
concentracio. Un problema similar es trobaren Moore et al. [236] quan
desenvoluparen el seu meétode mitjangcant ELISA. Constataren que el vi els inhibia
I'analisi i arribaven a limits de quantificacié molt alts, arribant a la conclusid,
també, de que era necessaria una etapa de d’extraccié i concentracid. Aixi,
modificant el metode, Sanvicens et al. [237] afegeixen una etapa d’extraccié6 amb
una columna d’immunoafinitat, aconseguint millorar el problema d’especificitat,
tot i que encara no es pot arribar als nivells de concentracié que interessen.

Una darrera proposta seria la de Moore et al. [236] basada en 1's de biosensors per
la determinacié de TCA en vins. El problema, pero és que els autors es trobaren
amb el problema que el vi inhibeix I'analisi de TCA, essent necessaria, també, una
etapa d’extraccid i concentracié de la mateixa manera que passava en el cas de
I'ELISA.
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1.- INTRODUCCIO

El Grup de Recerca de Quimica Analitica Enologica i dels Aliments es va plantejar
entrar en l'estudi de l'olor a humitat en vins i suros arran de la importancia
d’aquest defecte en el mén enologic, el qual reclamava trobar solucions, ja fossin en
mesures per evitar el problema o metodes analitics capagos de determinar els
compostos responsables de manera exacta i precisa en aquestes matrius tan
diferenciades. En el moment d’iniciar aquesta Tesi Doctoral, a la literatura
cientifica no hi havia cap metode analitic validat que permetés assolir aquest
objectiu. Donada 'experiencia del grup en I’analisi de diferents compostos volatils
de l'aroma del vi tot utilitzant la microextraccié en fase solida i els bons resultats
obtinguts, aquesta tecnica de separacid i concentracié es plantejava com una bona
opcio per a la determinacié dels cloroanisoles en vins i suros.

La posada a punt d’'un meétode de determinacié de 2,4,6-tricloroanisole (TCA) en
vins (blancs, rosats i negres) utilitzant la técnica de microextraccié en fase solida
(SPME) de lespai de cap (HS) seguida d'una separaci6é cromatografica i deteccio
amb captura electronica (ECD) va constituir el primer repte. Aquest es va assolir
tot utilitzant un recobriment per la fibra de SPME de polidimetilsiloxa (PDMS) de
100 um de gruix i optimitzant les diferents variables que intervenien en el procés
d’extraccié del TCA. Els bons resultats obtinguts van donar lloc al primer article
d’aquesta Tesi, el qual s’adjunta al final d’aquest capitol.

En els segilients paragrafs es presenta una breu descripcié dels principals
parametres experimentals i de com es va procedir al seu estudi, per tal de clarificar
i incidir sobretot en aquells punts que no han estat inclosos en I’esmentat Iarticle.
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2.- PARAMETRES EXPERIMENTALS

Els primers parametres experimentals considerats van ser els de caire
cromatografic. Aixi, es va optar per la cromatografia de gasos amb detector de
captura electronica per la gran sensibilitat que oferia envers I’analit a estudiar. Una
vegada escollit el patrd intern més adequat, el 2,3,6-triclorotolue (TCT), el segiient
pas fou la tria de la columna cromatografica. La que ens va oferir un millor
rendiment fou una columna amb recobriment de polietilenglicol (Chrompack CP-
Wax 57 CB, 50 m x 0,25 mm, 0,20 um). Amb aquesta columna no només
s’aconseguia una bona resolucio entre els pics del patré intern i el TCA, sind que la

separacid era bona per altres compostos d’interes, tal com es pot veure en la Figura
V.1
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Figura V.1. Separacié cromatografica. (1) 2,6-dicloroanisole (2) 2,3,6-triclorotolue (3) 2,4,6-tricloroanisole
(4) guaiacol (5) 24-dicloroanisole (6) 2,3,4,6-tetracloroanisole (7) 2,4,6-triclorofenol (8) 2,3,4,5,6-
pentacloroanisole (9) 2,3,4,6-tetraclorofenol (10) 2,3,4,5,6-pentaclorofenol

Per tal de poder treballar amb una matriu similar a la del vi pero constant en el
temps (no es pot oblidar que el vi és una mostra viva) es va decidir elaborar un vi
sintetic. Per fer-ho es va treballar amb una matriu simple que consistia en una
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barreja d’aigua desionitzada amb un 12% d’alcohol i 3,5 gl' d’acid tartaric.
Finalment, el pH s’ajusta a 3,5.

Pel que fa a I'optimitzacid de la tecnica de microextraccié en fase solida (SPME) per
a la determinacié de TCA en vins, es varen provar diferents recobriments de fibres
de SPME. L’elecci6 final estava entre dos tipus diferents: la de polidimetilsiloxa
(PDMS) o la polidimetilsiloxa/divinilbenze/carboxen (PDMS/DVB/CAR), les quals
oferien dos rendiments diferenciats. Mentre que la de PDMS/DVB/CAR oferia
millor resposta, la PDMS oferia millor precisid. En aquest cas, i tenint en compte
I'experiencia que s’havia adquirit en aquest tipus d’extraccions, es va decidir
prioritzar la precisid, tot tenint en compte que la resposta que presentava la PDMS
era suficient pels objectius marcats al principi (4% de desviacid estandard relativa
per la PDMS enfront al 12% del recobriment PDMS/DVB/CAR).

Un cop triada la fibra, calgué avaluar les diferents variables que influeixen en la
SPME: temperatura d’extraccid, temps d’extraccio, efecte sali i volum de mostra a
utilitzar. Per tal d’estudiar-ne el seu efecte es va decidir emprar un disseny
factorial complet, ja que amb un nombre minim d’experiments es podria obtenir la
maxima informaci6. Els resultats obtinguts, tal com es pot veure en l'article que es
presenta a continuacio, foren que totes les variables avaluades tenien efecte en
I'extraccid i que, per tant, caldria tenir-les en compte i optimitzar-les. Mentre que, a
mesura que s’augmentava la temperatura, 1'extraccié disminuia (a causa del procés
exotermic de l’adsorcié en la fibra), I'”augment del temps d’extraccid, de I'efecte sali
i del volum de mostra utilitzada tenien un efecte positiu. Un augment del temps
d’extraccié permetia una adsorcidé creixent dels compostos d’interes. L’efecte sali
també millorava l'extraccio, fent que el TCA i el TCT fossin menys solubles en
aigua i passessin més rapidament i amb més quantitat a 'espai de cap. Calia
treballar en la maxima quantitat de mostra, ja que aixi es disminuia 'espai de cap,
millorant d’aquesta manera 1’extraccid. L’optimitzacié d’aquestes variables es va
fer mitjangant un model Simplex, tot arribant a les condicions finals: 20 ml de
mostra amb 5 M de NaCl i duent a terme 'extracci6 a 25°C durant 30 minuts.

Posteriorment, calgué avaluar el rang de treball i el possible efecte matriu. A 1’hora
d’estudiar el rang d’aplicabilitat del procediment es decidi estudiar un interval
ampli, amb diferents concentracions de TCT i TCA, per tal de veure el seu
rendiment, aixi com si presentaven un comportament similar. Per aquesta rad es
selecciona el rang de 25 ng-1" a 1000 ng-. S’empra vi sintétic i un vi blanc per dur a
terme aquest estudi, els resultats del qual es poden veure en la Figura V.2. Tal i
com es pot veure, el TCA i el TCT es comporten de la mateixa manera en tot el
rang avaluat. En el grafic queda patent com es generen dos intervals lineals, on la



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DETERMINACIO ANALITICA DE 2,4,6-TICLOROANISOLE I ALTRES CLOROANISOLES
EN VINS I SUROS

Marc Riu Rusell

ISBN:9788469432358/DL:T. 1044-2011

frontera es situa al voltant dels 600 ng-l". Aix0 va fer que es plantegés dur a terme
la calibracié del metode fins a 500 ng-1-.

Per altra banda, pero, l'interés era avaluar la preséncia de TCA tant en vins blancs
com en vins negres. Calia determinar, doncs, si existia efecte de la matriu en
aquests dos tipus de vins. Es varen fer unes proves preliminars a diferents
concentracions de TCA i TCT, en l'interval de 25 ng-I'i 400 ng-l?, trobant que
I'extraccié del TCA per part de la fibra de SPME era diferent segons si es tractava
de vi sintetic, vi blanc o vi negre.

2 9E+06 -
2 8E+06 - STCTor
5 7,E406 - o en vi
& | anc
§ OE+06 TCA en vi
% 5, E+06 - bl
§ 4E+06 e
5§ v ¢ TCT en vi
& 3E+06 - ® ¢ : sintetic
2,E+06 A L4 ® TCA en vi
1,E+06 ~ e ° sintétic
0,E+00 = T
0 200 400 600 800 1000 1200
concentracio (ng-1?)

Figura V.2. Avaluaci6 del rang lineal amb vi sintétic i vi blanc

L’extraccio del TCA en vi sintetic era comparable a I’extraccié en vi blanc, pero no
era comparable en la del vi negre. Aquest efecte matriu detectat en el vi negre es
veu representat a la Figura V.3 i, degut a aquesta rad, no es pogué utilitzar el vi
sintetic per la calibracié en el cas dels vins negres, fent-se necessaria la recerca
d’una alternativa viable.
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Figura V.3. Relaci6 area TCA i concentracid en vi sintetic, vi negre i vi blanc entre 25 ng-1 i
400 ng-11

Un altre efecte matriu avaluat fou el grau alcoholic dels vins, ja que l'etanol és,
després de l'aigua, el component majoritari i, per tant, podia afectar en les
constants de distribucié. Per tal d’estudiar-ne I'efecte es va avaluar la resposta del
TCA i TCT a una concentracidé de 400 ng-1" en vi sintétic amb concentracié d’etanol
entre 10% i 15%. Aquest estudi permeté comprovar el que ja s’esperava: 1’etanol
influia de manera significativa en I'extraccié del TCA. Per tal d’evitar el problema
que suposava els diferents rendiments de l'extraccié amb els diferents continguts
d’etanol de les diferents mostres, es decidi fixar la concentracié de l’etanol de les
mostres que s’haguessin d’analitzar. Es selecciona el valor de 12% d’etanol per
dues raons: la primera era que amb aquest valor s’aconseguia la millor resposta i la
segona era que el 12% era un nivell d’alcohol normal, si es tenen en compte vins
blancs i vins negres.

Arribat aquest punt es va procedir a la validacié propiament dita del metode
analitic la qual es detalla en I'article que es presenta tot seguit publicat a la revista
Journal of Chromatography A i que porta per titol “Determination of 2,4,6-
trichloroanisole in wines by headspace solid-phase microextraction and gas chromatograph-
electron capture detection”.
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Abstract

One of the most impoertant problems in the wine world, today, is cork taint. which often has been chemically identified as
2,4,6-trichloroanisole (TCA). The perception limit of this compound is very low (close to 10 and 40 ng/l for white and red
wines, respectively), so, even at such low concentrations, its presence becomes a problem in wine quality. A method for the
analysis of TCA in white and red wines has been developed in our laboratory, using headspace solid-phase microextraction
and gas chromatography with electron-capture detection. The method, which has been optimized using an experimental
design, involves the use of fibres coated with polydimethylsiloxane (PDMS) and allows the analysis of TCA at very low
concentrations (under 500 ng/l) with good accuracy (RSD=10%). The limits of quantification of the method are 5 and
8 ng/l for white and red wines, respectively. while the limit of detection is 1 ng/1 for both types of wine.

© 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Wine; Solid-phase microextraction; Headspace analysis; 2.4,6-Trichloroanisole

1. Introduction

There is a growing concemn in the wine industry *

about the quality of the products it manufactures,
partly motivated by the increasing consumer aware-
ness on quality issues. Nowadays, consumers can
detect different organoleptic defects. One of those is
cork taint [1].

Among other compounds such as geosmine,
guaiacol, 1-octen-3-one, 1-octen-3-ol and 2-methyl-

*Corresponding author. Tel.: +34-977-250-000; fax: +34-977-
250-347.
E-mail address: qaencl@fe.urv.es (0. Busto).

isoborneol, it has been shown that chloroanisoles can
give a musty taint to a variety of foods and bever-
ages, including wine [2—4]. The most odorant of the
chloroanisoles is 2,4,6-trichloroanisole (TCA) [5].
In 1996, a study set up by the European Cork
Confederation, the QUERCUS project, investigated
the causes and origins of taints in corks, It found that
TCA was responsible for the musty/mouldy taint in,
at least, 80% of cases when it was detected in bottled
wines. Taking into account the estimated incidence
of cork taint in wine bottles which ranges from 0.5 to
7%, this implies large economic losses [6,7]. How-
ever, the true cork taint in wines is rare. This
denotation gives the idea that the origin of this defect
is only the cork; however there is evidence that the

0021-9673/02/§ - see front matter © 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

PIL: S0021-9673(02)01276-1



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
DETERMINACIO ANALITICA DE 2,4, 6-TICLOROANISOLE I ALTRES CLOROANISOLES

EN VINS I SUROS
Marc Riu Rusell

ISBN:9788469432358/DL:T.

1044-2011

2 M. Riu et al. | J, Chromarogr. A 977 (2002) 1-8

compounds causing cork taint may also appear from
other sources [4.8,9].

Several microorganisms such as moulds, yeasts or
bacteria are involved in the formation of TCA [1-
4,10,11]. There are also many other causes that
explain the presence of TCA in wine: use of
fungicides, biocides, herbicides and wood preserva-
tives containing pentachlorophenol (PCP), 2,3.4,6-
tetrachlorophenol (2,3,4.6-TeCP) and 2.4,6-trichloro-
phenol (TCP) [4,8,12], contamination coming from
the cardboard used in the transport of the corks [13],
use of hypochlorite as cork bleaching agent [4.8,12],
and so on.

The sensory threshold of TCA is close to 10 ng/1
in white wine and 40 ng/l in red wine [1,4,5,7,8].
Taking into account that the usual concentrations of
TCA in wines range in ng/1 levels, it is necessary to
apply a preconcentration technique before analytical
determination, because even gas chromatography
with electron-capture detection (GC-ECD) is not
sensitive enough. The classical methods as distilla-
tion [12], solvent extraction [3,5,13], simultaneous
distillation—extraction (SDE) [14,15] or Soxhlet [16]
are time consuming, require large volumes of sam-
ples and solvents and are prone to losses of analytes.
So, solid-phase microextraction (SPME) appears as
an alternative to these techniques since it is a
solvent-free technique, which saves preparation time,
solvent use and cost [17,18]. The results found in
previous work, which presented some applications
for analysing TCA in wine using SPME-GC, cou-
pled either with mass spectrometry [7,19.20] or
electron-capture detection [21], encouraged us to
validate a method to determine TCA concentration in
white and red wines by using headspace (HS) SPME
and GC-ECD.

2. Methods and materials
2.1. Instrumental analysis

Chromatographic analyses were carried out on a
Hewlett-Packard (HP) 5890 series II gas chromato-
graph equipped with a HP ECD system. The in-
jection was made in the splitless mode for 1 min at
250 °C using an inlet of 0.75 mm LD. that improved
the GC resolution. Separation was made using a

Chrompack CP-Wax 57 CB (50 mX0.25 mm, 0.20
wm) fused-silica column. Carrier gas was high-purity
helium flowing through the column at 0.8 ml/min
(head pressure, 175 kPa). The injector was held at
250 °C and the detector at 300 °C. The oven tempera-
ture was 60°C for 2 min, then it was raised at
8°C/min to 200 °C. Finally, the temperature was
raised at 30 °C/min to 220 °C (10 min).

2.2, Chemicals and reagents

TCA ([87-40-1], 99%) was supplied by Aldrich.
The internal standard (1.S.) used was 2,3,6-trichloro-
toluene (TCT [2077-46-5], 97%), supplied by
Riedel-de Haén. An individual stock solution of
1000 mg/l for each compound was prepared in
ethanol and stored at 4 °C. From these stock solu-
tions, we prepared standard solutions of 100 and
1 pg/l, by diluting with ethanol, which were also
stored at 4°C. Working solutions used in further
studies were prepared by diluting different amounts
of the standard solutions in either synthetic wine or
real wine (white and red wine), The synthetic wine
was obtained dissolving 3.5 g/1 of 1-( + )-tartaric acid
and 120 ml/1 of ethanol in a suitable amount of
deionised water to | 1. Finally the pH was adjusted to
3.5 with 1 M NaOH.

2.3. HS-SPME

The manual SPME device used was purchased
from Supelco. We tested fibres coated with different
kinds of stationary phases, all of them also supplied
by Supelco. The fibres were conditioned before use
according to the instructions of the supplier.

2.3.1. SPME procedure

Headspace sampling was done using 50-ml vials,
each containing 20 ml of liquid sample (either
commercial or synthetic wine), with addition of a
suitable amount of NaCl (99.8%) to get 5 M. The
vials were tightly capped with a PTFE-faced silicone
septum and placed in a thermostatic bath. SPME was
carried out under constant magnetic stirring (300
rpm). The sample vials were preequilibrated for
30 min at 25°C. Afterwards, the stainless steel
needle, in which the fibre is housed, was pushed
through the vial septum, allowing the coating to be
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exposed to the headspace over the sample for 30
min. Then, the fibre was pulled into the needle
sheath and the SPME device was removed from the
vial and inserted into the injection port for thermal
desorption at 250 °C during 3 min.

2.4, Statistical package

The statistical package used for the optimization
of the method was Multisimplex 2.0 [22]. The ULC
(univariate linear calibration) computer programme
[23] was used to calculate, by linear least-squares
regression, the slope and intercept with the determi-
nation coefficient (%), the standard errors of the
coefficients and to compare the slopes of the cali-
bration lines.

3. Results and discussion

3.1. Nature of fibre

We checked different fibres commercially avail-
able coated with: polydimethylsiloxane (PDMS) 100
pm, PDMS-divinylbenzene (DVB) 65 wm, poly-
acrylate (PA) 85 m, Carboxen (CAR)-PDMS
75 pm, Carbowax (CW)-DVB 65 pm and Sta-
bleFlex DVB-CAR-PDMS 50/30 um. To deter-
mine which of these coatings gave the best results
we compared the results of the experiments that were
carried out using two fibres (to verify the repeatabili-
ty of the response using different fibres) of each kind
and making duplicates with every one. The samples

analysed were identical and obtained from 20 ml of

synthetic wine spiked with 400 ng/l of TCA and
TCT. in a 50-ml vial. The HS-SPME conditions used
in this study were taken from the bibliography (30
min of extraction at 25 °C, with magnetic stirring and
sample saturation with NaCl) [7,19-21]. The two
most suitable coatings for TCA extraction are the
PDMS and the DVB-CAR-PDMS. The DVB-
CAR-PDMS coating presents better sensitivity
(100% better than PDMS), but the repeatability
becomes better with PDMS coating (4 versus 12%,
expressed in RSD terms), so we decided to use the
PDMS stationary phase.

3.2. Optimization of the method

First of all we checked the experimental parame-
ters which could affect the extraction process. These
parameters are temperature and time of extraction,
sample volume and ionic strength. It is well known
that sample magnetic stirring is another parameter
that influences the extraction because it helps the
transfer of analytes from sample matrix to the fibre
coating [19-21,24], so all the experiments were
made under constant magnetic stirring (at the faster
speed allowed).

A full two-level factorial design (using duplicated
experiments) was applied to check the influence of
the four above mentioned factors and to estimate the
magnitude of their effects in the suitable experimen-
tal domain specified in Table 1. The number of
experiments required was 16 (2°) [25.26]. Every
experiment was carried out twice using two different
fibres and analysing identical samples of synthetic
wine spiked with 400 ng/1 of TCA.

The results obtained can be graphically seen in the
Pareto chart (Fig. 1). This chart shows that the ionic
strength, the sample volume and the extraction time
play a positive influence on the process when their
values increase, but the temperature of extraction has
a negative effect, because the higher the temperature
the lower the peak area. Furthermore it can be also
observed that the effect of each factor has an
absolute value larger than the confidence interval (in
the chart this interval is pointed out with a dotted
line) which was calculated from the variance of each
effect, 16 degrees of freedom and a=0.05 [25]. This
fact illustrates that the effect of each of the four
experimental parameters checked are significant so
the four experimental parameters must be really
taken into account for the extraction process. On the

Table 1
Factors and levels studied to check the influence of the experimen-
tal parameters on the TCA extraction

Factor Level

Low (=) High (+)
Extraction temperature (°C) (A) 10 40
Extraction time (min) (B) 10 60
lonic strength (M) (C) 0 6
Sample volume (ml) (D) 10 25
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Fig. 1. Pareto chart showing the magnitude of the effects on the extraction of TCA by HS-SPME. The x-axis shows the absolute magnitude
of the effect of each factor determined by the statistical analysis and the y-axis shows the different factors: (A) extraction temperature
(1040 °C); (B) extraction time (10-60 min); (C) fonic strength (0-6 M); (D) sample volume (10-25 ml). The confidence limits of the

effects are represented graphically by a dotted line {¢=0.05 and 16 degrees of freedom).

other hand, in this Pareto chart it can also be
observed that there is an interaction between the
different factors (mainly between A and B factors)
50, all of them should be studied together.

Once we knew which parameters had to be taken
into account, we applied a mathematical model based
on a Simplex method (Multisimplex 2.0) to optimize
the extraction conditions. The experimental matrix
used by this mathematical model was defined accord-
ing to the literature [7.19-21] and some previous
experiments. The experimental parameters and their
working intervals, given in parentheses. to develop
the Simplex method are: temperature of extraction
(10 to 40°C, step of 10 °C), extraction time (15 to
60 min, step of 15 min), ionic strength (0 to 6 A,
step of 2 M) and sample volume (5 to 25 ml, step of
5 ml). The results showed that the optimal conditions
were obtained when 20 ml of sample with addition
of 5 M NaCl was poured into a 50-ml glass vial and
the TCA was extracted by means of SPME fibre
from its headspace for 30 min at 25 °C (conditions
described in Section 2.3).

The distribution constants between the liquid
phase and the coating are strongly dependent on the
matrix [17]. In wine analysis we have to take into
account the ethanol, because since it is a majority
component of wine, it can interfere with the ex-
traction of TCA by the fibre. In order to determine

its contribution we analysed synthetic wine, with
different ethanol contents between 10 and 15% (v/v)
(four replicates for every level using two fibres), and
we found that when the ethanol content increased,
the extraction extent of TCA decreased (Fig. 2).
Taking into account that 12% is one of the most
usual contents of ethanol in wines we fixed this value
in order to minimize the sample handling, so we
worked with a constant ethanol content of 12%
(v/v).

Some authors state that matrix effects are different
for red and white wine, because the presence in red
wine of some characteristic substances as poly-
phenolic compounds can induce changes on the
distribution constants [24,27.28], so, it seemed im-
portant to check if any difference between synthetic,
white and red wines appeared. Therefore we evalu-
ated the chromatographic response of TCA in spiked
synthetic, white and red wines at concentrations
under 400 ng/l by comparing the slopes (and their
confidence intervals) of the regression lines synthetic
wine vs. white wine, synthetic wine vs. red wine and
white wine vs. red wine, two on two. The slopes of
the first comparison (synthetic vs. white) were
statistically comparable for a significance level of
0.05. The other two were not statistically comparable
for the same significance level. So, we have to work
with different methods to build the calibration lines



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DETERMINACIO ANALITICA DE 2,4,6-TICLOROANISOLE I ALTRES CLOROANISOLES
EN VINS I SUROS
Marc Riu Rusell

ISBN:9788469432358/DL:T. 1044-2011

M. Riu et al. | J. Chromarogr. A 977 (2002) 1-8

w

5,00E+061
. ‘
g =
3 =
£ 4008408 —
£ = x
ER
S% ES =
& 3.00E+06
| . =
(&}
2.00E+06 - -
10 11 12 13 14 15
% ethanol

Fig. 2. Influence of ethanol concentration on the extraction of TCA in a synthetic wine.

for every kind of wine. With white wine we could
use spiked synthetic wine, but for red wine we have
to use the standard addition technique. To avoid this
laborious technique for each different kind of red
wine it is also possible to build the calibration lines
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Fig. 3. Chromatograms obtained under the optimized conditions
of the method. (A) White wine with an addition of 75 ng/1 TCT
(1) and 10 ng/l TCA (2). (B) Blank chromatogram of the white
wine.

by using a spiked mixture of different red wines
from different origins and ethanol contents, as it has
been done in previous studies [27]. In this way. a
matrix of red wine as representative as possible was
obtained.

Figs. 3 and 4 show, respectively, examples of

A
cout nt<
20ﬁ00
175000
15000¢
12500¢ PR
100000 \ ’\_‘,J \'
17 8 1 min
B

= WJ\_W_J\J -

15 15 17 18 Is o

Fig. 4. Chromatograms obtained with the optimized conditions of
the method. (A) Red wine with an addition of 50 ng/l TCT (1)
and 40 ppt TCA (2). (B) Blank chromatogram of the red wine.
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chromatograms (white and red wine with/without
addition of TCA) obtained under the optimized
conditions of the method described.

4, Parameters of quality
4.1. Limits of detection and quantification

According to the ITUPAC recommendations, limits
of detection and quantification were determined
considering the standard deviations of the lines at
concentration 0 and considering a and [ errors
[29.30], so calibration lines at low concentrations
should be built.

For white wine, the calibration line was calculated
with synthetic wine spiked with six different con-
centrations of TCA, in the range of 0—15 ng/l, with
an L.S. concentration of 25 ng/l. For red wine, the
calibration line was calculated by using the mixed
red wine described in Section 3.2, The mixture was
spiked with five different concentrations of TCA, in
the range of 0—15 ng/l, with an I.S. concentration of
50 ng/l. In both cases four replicates using two
fibres were done. The determination coefficients
were good (r>=0.976 for white wine and =0.964
for red wine), taking into account the low con-
centration range of these lines. The calculated values
of limits of detection for both kind of wines are
I ng/l. As for calculated values of limits of quantifi-
cation, these are 5 ng/l in white wines and 8 ng/l in
red wines. All these values were experimentally
checked.

4.2. Calibration lines

In all cases, the calibration lines were constructed
by plotting the peak-area ratios (TCA area/L.S. area)
against the concentration ratios (TCA concentration/
1.S. concentration). The parameters of the calibration
lines are shown in Table 2. For white wine, the
calibration line was built with synthetic wine spiked
with seven different concentrations of TCA in the
range of 5-500 ng/l and with an LS. amount of
75 ng/l. Each point of the calibration line was
obtained from four replicates analysed using two
fibres. The determination coefficient of the calibra-
tion line obtained is good (+*=0.990).

Table 2
Parameters of the calibration lines (y=a+bx) built for quantifica-
tion of TCA (white wine and red wine)

Wine a s, b S, Sy
White wine 012 005 249 015 0990 057
Red wine —0.12 005 232 005 0994 0.14
(low concentrations)

Red wine 028 004 198 0.03 0995 0.17

(high coneentrations)

For red wine, we had to built two calibration lines
(two linear ranges observed): one at high levels of
TCA and another at low levels, but both were
constructed using the mixed red wine described in
Section 3.2. For high concentrations of TCA cali-
bration line, we analysed four replicates of samples
spiked with six different concentration levels in the
range of 30-500 ng/l, all of them with an LS.
content of 150 ng/1 and working with two fibres. For
low concentrations of TCA calibration line we also
used four replicates of a mixed wine spiked with six
different concentration levels. The concentration
range of the samples was 8—100 ng/l, with an LS.
content of 50 ng/l. The determination coefficients
obtained in this study were also good (0.995 and
0.994, respectively).

4.3. Recoveries

The recovery of the method was determined by
addition of different quantities of TCA to four red
and four white commercial wines, all of them
adjusted to 12% (v/v). The TCA was added to each
wine at three different concentrations: at lower,
middle and higher levels of the calibration range.
Four samples of each level were extracted using two
fibres. The recoveries were calculated as the per-
centage ratio between the total concentration of TCA
found, using the calibration lines, and the real
concentration added to wine (matched matrix stan-
dard). Table 3 shows the recoveries obtained. As can
be seen, the values are good (up to 90%) with good
standard deviation (RSD=10%).

4.4. Repeatability and reproducibility (intermediate
precision)

To evaluate the repeatability we analysed, con-



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DETERMINACIO ANALITICA DE 2,4,6-TICLOROANISOLE I ALTRES CLOROANISOLES
EN VINS I SUROS

Marc Riu Rusell

ISBN:9788469432358/DL:T. 1044-2011
M. Riu et al. | J. Chromaiogr. A 977 (2002) 1-8 7
Table 3
Recoveries of TCA in commercial wines (white and red wine) of different origins
TCA spiked TCA found Recovery RSD
(ng/1) (ng/1) (%) (%)
White wine 10 10 100 7.8
200 186 93 4.2
450 409 91 0.5
Red wine 40 37 92 4.6
(high concentrations) 200 192 96 52
450 491 109 10.0
Red wine 10 9 50 6.1
(low concentrations) 40 40 100 6.3
75 74 99 4.6

secutively, six different samples (synthetic and
mixed red wine) spiked with 40 ng/l of TCA and
with LS. concentrations of 75 ng/l (synthetic wine)
and 50 ng/l (red wine). The intermediate precision
was evaluated analysing a pair of identical samples
prepared as it has been described before, on 3
different days, at different hours [25,31]. For white
wine we found an RSD of 2% for both parameters.
For red wine, RSDs of 5 and 7% were found for
repeatability and intermediate precision, respectively.

The method proposed was successfully applied to
wines produced in the experimental cellar (Mas dels
Frares) of the Faculty of Enology of Tarragona.
Wines analysed presented low quantities of TCA, all
of them below the perception limit of TCA in wine.
The main causes of the absence of this organoleptic
defect in these wines were the control of every
production step and the good handling and storage of
these wines in the cellar.

5, Conclusions

This method presents a good alternative to the
classical methods for analysing TCA in red and
white wines at subthreshold levels, with good re-
peatability and intermediate precision (2-7%), in the
range of concentrations between 5 and 500 ng/l
(white wine) or 8-500 ng/1 (red wine). The detection
limit is 1 ng/1 for both white and red wine and the
quantification limits are 5 and 8 ng/l, respectively.
The recoveries found are good (up to 90%) with
acceptable RSDs (=10%). Because of the simplicity

and speed of the technique used without the use of
organic solvents, this method seems to be adequate
for routine analysis.
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1.- INTRODUCCIO

Vivim en un moén on es requereix que la informacié sigui subministrada de manera
rapida i efectiva. Aquesta mateixa filosofia és la que va portar a la cerca
d’alternatives per a determinar 1’olor a humitat emprant el minim temps possible.
Per aconseguir aquest objectiu, la cromatografia de gasos classica no era
I’adequada, per la qual cosa es va pensar en 1'tis d’una técnica rapida com és el nas
electronic basat en l'espectrometria de masses. Aquest equip havia estat
ampliament emprat pel grup de recerca pero, fins al moment d’iniciar aquest
estudi, no s’havia dut a terme cap aplicacié de caire quantitatiu. No obstant,
sabiem que la informacié subministrada per aquests equips podia donar aquest
tipus d’informacio, si érem capagos d’aplicar les eines estadistiques adequades,
com les tecniques de calibracié multivariant. Aixi va ser com es va desenvolupar el
treball que s’exposa en aquest capitol.

En la posada a punt d’aquest metode per a la determinacié quantitativa de 2,4,6-
tricloroanisole (TCA) en vins mitjancant 1’aplicacio del nas electronic es van tenir
en compte diferents parametres i consideracions que es comenten tot seguit i que
constitueixen un proleg a l'article resultant d’aquesta recerca i que s’adjunta al
final del capitol.
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2.- PARAMETRES EXPERIMENTALS

El primer problema amb el que ens varem trobar al treballar amb un nas electronic
basat en 1'espectrometria de masses era que aquest equip ens oferia la possibilitat
de treballar en mode SIM o en mode SCAN. Tenint en compte que en el mode SIM
es guanya en sensibilitat, es cregué que aquesta era la modalitat més adequada per
'objectiu que es perseguia. Els ions escollits foren els de m/z 195, 197 i 210, ja que
eren els més abundants.

El nas electronic estatic del que disposa el grup de recerca té un sistema automatic
mostrejador d’espai de cap, per la qual cosa calia optimitzar les variables que
influien en aquest. Els parametres que s’avaluaren foren la forga ionica, el volum
de mostra, la relaci6 entre el volum de mostra i 'espai de cap, la temperatura i el
temps d’extracciod. Per fer aquesta optimitzacidé s’escolli una concentracié de 500
ng:l" de TCA en una matriu de vi blanc comercial. El criteri adoptat a 1'’hora
d’escollir les condicions optimes fou la maxima abundancia dels ions seleccionats.
La forca ionica i el volum es fixaren a saturacié de clorur sodic i 5 ml
respectivament, mentre que la temperatura i temps d’extraccié s’avaluaren
utilitzant un disseny factorial de dos factors a dos nivells i amb un punt central.
Aixi, el rang de temps estudiat fou entre 15 i 120 minuts, i la temperatura
d’extraccio seleccionada comprenia els valors de 45°C i 80°C, essent el punt central
60 minuts i 60°C. Les condicions Optimes van resultar ser 30 minuts d’escalfament,
a 80°C.

Tot i que amb aquest sistema d’analisi no és necessaria una separacio
cromatografica, aquesta pot ajudar a minimitzar l'efecte de les interferéncies.
Aquest és el cas de l'estudi que ens ocupa ja que, optimitzant el sistema, es va
aconseguir un cromatograma de nomeés cinc minuts i que permetia separar els
compostos menys volatils, com el TCA, d’altres més volatils, entre els que es pot
destacar l’etanol. D’aquesta manera, seleccionant solament els ions d’interes,
s‘augmentava la sensibilitat en un 20% i, a més, en no considerar l'etanol, es
protegia els filaments de la font d’ionitzacid, sensibles als dissolvents.

Tenint en compte els coneixements sobre 'efecte de 1’etanol, avaluats en el capitol
anterior, es va creure oportt avaluar si amb aquest detector es podia obviar 1'efecte
d’aquest compost. Es va comprovar que no era aixi ja que, en augmentar la
concentracid d’etanol, disminuia 1’abundancia dels ions. A causa d’aquest efecte es
decidi introduir la variable concentraci6 etanolica en el model que es va construir
tot analitzant vins amb diferent contingut d’etanol.
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Per tal d’obtenir un model robust s’utilitzaren diferents tipus de vins, de diferents
origens i amb continguts d’etanol compresos entre 10,5% i 12,0%, tot utilitzant la
calibracié multivariant mitjangant PLS (minims quadrats parcials).

Comentats els punts més rellevants a ’hora de posar a punt la metodologia, tot
seguit es presenta l'article publicat a la revista Analytical and Bianalytical Chemistry
titulat “Fast screening method for determining 2,4,6-trichloroanisole in wines using a
headspace-mass spectrometry (HS-MS) system and multivariate calibration” .
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Abstract The system based on coupling a headspace
sampler to a mass spectrometer (HS-MS), which is con-
sidered one kind of electronic nose, is an emergent tech-
nique for ensuring and controlling quality in industry. It
involves injecting the headspace of the sample into the
ionization chamber of the mass spectrometer where the
analytes are fragmented. The result is a complex mass spec-
trum for each sample analyzed. When several samples are
analyzed the data matrix generated is processed with
chemometric techniques to compare and classify the sub-
stances from their volatile composition, in other words, to
compare and classify their flavor. So far, information from
electronic nose applicarions has mainly been qualitative.
In this paper we present a quantitative study that uses a
multivariate calibration. We analyzed several white wines
using HS-MS to determine 2.4,6-tricholoranisole (TCA).
This is an off-flavor that is a serious problem for the wine
industry. The method is simple because it does not require
sample preparation, only addition of sodium chloride be-
ing necessary for sample conditioning. Also, it provides a
fast screening (10 min/sample) of the quantity of TCA in
wines at ultratrace (sub pg L) levels.

Keywords Wine - Off-flavour - 2,4,6-Trichloroanisole -
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Introduction

Since the first articles about electronic noses were pub-
lished in the 1980s [1], there has been much more research
into achieving a fast, objective system for evaluating aro-
mas. Many companies are becoming increasingly inter-
ested because of the limitations of the techniques that are
currently available. Sensory analysis by a panel of trained
judges, which is the most common aroma-evaluation tech-
nique, has a number of disadvantages. For example, it is
subjective and repeatability of the panclists is poor.

Today, several electronic nose systems are available.
Most are based on gas-sensor technology [2, 3, 4, 5]. A
few years ago, a new type of electronic nosc based on
mass spectrometry (MS) was developed [6]. With this in-
strument, the volatile compounds of the sample are intro-
duced into the mass spectrometer with no prior separa-
tion, so that a complex mass spectrum is obtained. The
data matrix generated after analyzing several samples is
treated with multivariate analysis techniques.

In wine research, only a few studies have been done
with electronic noses [7, 8, 9, 10, 11]. This is mainly be-
cause major compounds of the headspace of the sample,
e.g. ethanol in alcoholic beverages. cause interference in
the gas sensor. This limitation does not exist with HS-MS
clectronic noscs. HS-MS thercfore seems to have great
potential for controlling the quality of wines and other al-
coholic beverages.

In the wine industry, a scrious off-odor problem that
causes huge financial losses every year is cork taint [12,
13]. This off-flavor, generally perceived as a musty, earthy
and moldy aroma, is mainly associated with the use of cork
stoppers. Several compounds have been identified as pos-
sible contributors to cork taint, but 2,4,6-trichloroanisole
(TCA) is the major impact component [14]. In fact, the prob-
lem is so great mainly because of the extraordinarily low
sensory threshold of this compound — around S0ng L' in
red wines and 10ng L-* in white wines [15]. Gas chromatog-
raphy, after extraction and preconcentration of the sample,
is the most common technique for determining TCA [13,
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16, 17, 18, 19, 20, 21]. In quality control, however, elec-
tronic nose systems are a good alternative to chromato-
graphic analysis because the analysis is quick and simple,
This technology has already been used to qualitatively dis-
criminate between acceptable aroma and unacceptable taint
in cork stoppers [22].

In this study we developed a simple, quick, and au-
tomatable method for determining TCA in white wines us-
ing an HS-MS clectronic nose and multivariate calibration.

Experimental

2,4,6-Trichloroanisole (CAS number: [87-40-11) was supplied by
Aldrich (Beerse. Belgium) with a purity of over 99%, HPLC-grade
ethanol absolute and reagent-grade sodium chloride were used.

We prepared three stock solutions of about 1000mg L' (932,
1192 and 1432mg L' were the exact concentrations) of TCA in
ethanol and stored them at 5°C. We also prepared three standard
solutions of around 1 mgL-! (Al. A2 and A3) and three standard
solutions of around 100pug L' (B1, B2 and B3) by diluting the
stock solutions in ethanol. We prepared calibration samples by
adding different amounts of the corresponding standard solutions
in a concentration range between 0.09 and 14.32 ug L™ of TCA to
eight commercial white wines of different origin and ditferent
ethanol content (10.5, 11.0, 11.5 and 12.0% v/v). We chose solu-
tions A1-A3 and B1-B3 alternately to detect systematic errors in
sample preparation. Before preparing the calibration samples, we
analyzed wines by a chromatographic method (HS-SPME-GC-
ECD) that we developed and validated in-house [18]. Our results
showed the absence of TCA above the detection limit of this
method (0.9ng L '). We built a validation set using ten more com-
mercial white wines, which were also spiked with TCA in the
same interval as the calibration samples.

All analyses were carried out on a HS-MS electronic nose com-
posed of a Hewlett—Packard 7694 headspace sampler, a Hewleti—
Packard 6890 gas chromatograph and a Hewlett—Packard 5973
quadrupole mass spectrometer. The chromatographic column was
basically 10 wansfer the volatiles to the MS, not to resolve chro-
matographic peaks.

In the optimized conditions, 5 mL of sample and 1.46 g of NaCl
were placed in a 10-mL vial that was hermetically sealed with a
PTFE/silicone septum, The sample was thermostatted for 30 min at
80°C under constant stirring.

Afterwards, the headspace of the sample was introduced into
the injection port of the gas chromatograph. The loop and transfer
line temperatures were 95 °C and 110 °C, respectively, and the pres-
surization and injection times were 0.30 and 0.60 min, respectively.
Chromatographic injection was made in splitless mode for 1.6 min

Fig. 1 Chromatogram ob-

tained in scan mode 80000

70000

Ahundance

60000

50000

40000

30000

20000

10000

0

at 200 °C using an inlet of 1.5 mm i.d. We used an HP-5MS chro-
matographic column (30 mx0.25 mm 1.d., 0.25 pm film thickness)
with an oven temperature program of 70 °C (1 min) at 70° min~ to
180°C (2.5 min). The carrier gas was helium with a flow-rare of
1.8 mL min-!,

Mass spectra were recorded by electronic impact (EI) ioniza-
tion at 70eV and with an electron multiplier voltage of 2694 V.
The analyses were done in selected-ion monitoring (SIM) mode
and the fragment ions 193, 197 and 210 were monitored. The mea-
surements were taken with a dwell time of 100 ms per ion. The ion
source and mass quacrupole temperatures were 230 °C and 150°C,
respectively. The software we used for multivariate analysis was
Pirouette 2.6 from Infometrix (Woodinville, WA, USA).

Results and discussion

As the sensory threshold of TCA is very low (ng L~! level),
we studied several experimental parameters to achieve the
highest sensitivity. We performed the experiments with a
commercial white wine spiked with 500ng L' of the tar-
get analyte. Our criterion for obtaining the optimal condi-
tions was the abundance of the TCA ions monitored.

Adding a salt to the sample can modify the headspace
composition. The first parameter we examined, therefore,
was ionic strength. Different amounts of sodium chloride
were added to 5 mL of sample and then. in the extraction
process, the vials were shaken for 60 min at 65 °C. The re-
sults were best when the sample was saturated with salt.

Other important parameters that affect the headspace
composition are the extraction time and the extraction
temperature. As these are closely related, we studied them
simultaneously. We therefore carried out a two-factor two-
level factorial design with a central point [23]. The tem-
perature and time levels tested were 45 and 80°C and
15 and 120 min, The optimal conditions were 80 °C and
120 min. We could not check more experimental points at
higher temperatures because of wine degradation, but we
performed other experiments to reduce the time of analy-
sis. The new set of experiments was carried out in the time
interval of 15-120 min, while the temperature was kept at
80°C. Results at extraction times of 30 and 120 min were
the same, so we chose the shortest time.

As we have explained in the experimental section, the
function of the chromatographic column was only the trans-
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Fig.2 (a) Mass spectrum of
2,4.6-trichloroanisole.

(b) Chromatographic response
of a real sample of wine ana-
lyzed using the proposed pro-
cedure
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fer of the volatile compounds to the mass detector, not to
resolve chromatographic peaks. With the chromatographic
temperature program used, in only 5 min we were able to
transfer all the compounds to the detector, with minimum
separation. If this approach is compared with classical de-
termination methods, where a good resolution of the chro-
matographic peaks is required, the time saving that it of-
fers is very important. Also, and because TCA is less
volatile than other compounds in the sample headspace,
this minimum separation was cnough to separate the TCA
and the other low volatility compounds from the high
volatility compounds such as ethanol. Figure 1 shows the
region of the chromatogram where TCA elutes together
with other compounds. The mass spectra were recorded in
a chromatographic time range between 3 and 5 min. In this
way, the MS$ signal increased by 20% and the detection
limit of the method improved significantly. Furthermore,
if the acquisition of spectra starts when the ethanol has
eluted, the detector life increases becausc it is well-known
that the solvents damage the filament.

Another strategy for achieving a better sensitivity was
the use of the mass spectrometer in SIM mode. We chose
three ions of TCA with high abundance (m/z 195, 197 and
210), Figure 2a shows the mass spectrum of TCA. How-

5.0
Time

cver, wine has other compounds that can also give the same
fragment ions as those selected. This can be observed in
Fig. 2b where the chromatogram of a real wine in SIM
mode is shown. Multivariate calibration can handle these
interferences avoiding the use of conventional time-con-
suming chromatographic analysis,

Ethanol is the major volatile component in wine, so it
is reasonable to think that it may interfere in the extraction
process. To evaluate how the content of ethanol affects the
analysis, we used the optimized method to analyze a
white wine (10.5% v/v) spiked with different amounts of
ethanol and different amounts of TCA. Figure 3 shows the
abundance of fragment ion 195 vs TCA concentration.
Clearly, when the ethanol content increases, the slope of
the graph decreases. The same behavior was found for the
other two ions monitored. We can conclude, therefore,
that ethanol interferes in the determination. In a second ex-
periment, as well as the three ions of TCA, we monitored
two ions of ethanol (m/z 45 and 46) in order to model the
alcoholic content. The results from multivariate calibra-
tion using partial least squares (PLS) were slightly better
in terms of average precision, but sensitivity decrcased by
50%. As interference by ethanol could not be avoided with-
out a loss of sensitivity, to prepare the calibration samples
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Fig.3 Abundance of fragment ion 195 vs TCA concentration for
various amounts of ethanol (v/v)
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Fig.4 TCA concentrations predicted by the PLS model vs TCA
concentrations present in the calibration samples

we chose wines whose alcohol content ranged from 10.5
to 12.0% v/v. In this way, all the variability was included
in the model because these values are typical for most
commercial white wines.

We built a PLS model using the three ions of TCA
monitored as independent variables and TCA concentra-
tion as dependent variable. Calibration data comprised a
matrix of spectra (40 samplesx3 variables) and a vector of
40 TCA concentrations. Original data were mean-centered
before we ran the PLS algorithm. In the preliminary mod-
els, four samples were detected as outliers and were there-
fore removed. The final PLS model was cross-validated
by the classic leave-one-out procedure [24]. Figure 4 shows
that there was a good fit between the concentrations pre-
dicted by the final one-factor PLS model and the concen-
trations of TCA in the calibration samples.

Table 1 shows the parameters of the PLS model. The
accuracy of the model, expressed in terms of root mean
squared error of cross-validation (RMSECV) was 0.48 pg L~
(16% in relative average terms), which is quite acceptable
at these concentration levels. We checked bias by building
a joint confidence interval of the slope and the intercept of

Sample Reference value (ng L) Predicted value (ug L)
A 0.31 (0.04) 0.31 (0.32)
B 0.61 (0.06) 071 (0.34)
C 0.83 (0.08) 1.20 (0.53)
D 1.34 (0.14) 1.40 (0.51)
E 773 (0.85) 5.38 (0.18)
F 2.98 (0.32) 4.23 (0.26)
G 5.45 (0.59) 5.04 (0.24)
H 6.60 (0.72) 8.06 (0.73)
1 5.32 (0.58) 442 (0.12)
| 2,03 0.21) 2.41 (0.42)

the concentration found vs concentration added regression
line [25]. The bias was not statistically significant at a
95% confidence level either for the calibration set or for the
validation set. The intermediate precision of the method,
estimated as the standard error of cross-validation (SECV)
was 0.48 pg 7! (equal to RMSECYV because the bias was
practically zero). We calculated repeatability — 0.31 pg !
(9.4% in relative average terms) — from duplicate analysis
of the samples of the external validation set. Finally, we
calculated the limit of detection (LOD) by analyzing
10 blank samples — i.e. samples with a TCA content be-
low the detection limit of the chromatographic method [18]
— with the final PLS model. The standard deviation of the
predicted TCA concentrations was multiplied, in accor-
dance with IUPAC recommendations [26], by a coverage
factor that took into account ¢ and 3 probabilities of error.
The LOD for a=p=10% was 0.2 g L.,

The calibration model was also externally validated us-
ing a new set of samples, The TCA concentration of these
samples was determined by the chromatographic method
(HS-SPME~GC-ECD), which was considered as an inter-
nal reference method [18]. Table 2 shows the concentration
values found with the reference chromatographic method
and the concentration values predicted by the model. We
excluded sample E from the prediction set because it was
detected as an outlier. The accuracy of the predictions,
evalvated as the root mean square error of prediction
(RMSEP), was 0.74 pg L' (25% in relative average terms).
This value may be considered acceptable at the average
concentration level of the predicted samples and is appre-
ciably lower than the theoretical precision predicted by
the Horwitz equation (38%) for the same concentration
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level. Table2 shows the individual predicted concentra-
tions of the external validation set, together with their un-
certainties, which were determined using the expression
proposed by Faber [27]. We can see that the predictions
were fairly good and in most cases the predicted values lie
within the interval of the reference value tuncertainty. As
expected, the predictions of samples whose TCA content
was close to the limit of detection have the largest relative
uncertainties. However, the cross-validation results (Fig, 4)
are slightly better than the external validation results. This
could be attributed to the higher number of samples used
in the cross-validation.

The performance parameters of the classical chromato-
graphic methods [15, 16, 17, 18] are slightly better than
the ones for the method developed. The accuracy and re-
peatability of chromatographic methods found in the liter-
ature are around 10% and 5%, in relative average terms,
respectively. However, an important improvement provided
by the proposed method is the speed of the analysis.
Whereas the mass spectrum of each sample is obtained in
only 5 min, the chromatographic time of the classical meth-
ods is more than 30 min, despite use of a selective detec-
tor, On the other hand, the analytical method developed is
very simple since it is only necessary to add sodium chlo-
ride to the sample. So, because of the speed and the sim-
plicity of the technique, this method can be very useful in
quality control of wines. The limit of detection of the pro-
posed method is higher than the sensory threshold of TCA.
However, this limitation could be solved by using extrac-
tion techniques with a larger capacity of concentration.

Conclusions

We have shown that the HS—MS electronic nose can be
used satisfactorily in quantitative analysis, even at very
low levels of concentration. Although the limit of detec-
tion is higher than the sensory threshold of TCA, this can
be a very useful method for screening wines whose TCA
content is above 100ng L. Moreover, as it is quick and
simple, it is also suitable for controlling wine quality.

We are currently studying whether solid-phase microex-
traction (SPME) can be used instead of the static headspace
as the extraction and preconcentration technique. Our aim
is to reach a lower limit of detection than the sensory
threshold of TCA. SPME may be suitable for this applica-
tion because it has a large capacity of concentration and
because it requires little sample preparation.
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CAPITOL VII
COMPARATIVA DE DOS METODES
CROMATOGRAFICS PER A DETERMINARD

2,4,6-TRICLOROANISOLE EN VINS
(Journal of Chromatography A 1138 (2007) }8;25)
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1.- INTRODUCCIO

Un cop desenvolupats dos meétodes diferents per a la determinacié de 2,4,6-
tricloroanisole (TCA) en vins, el segilient objectiu d’aquesta Tesi Doctoral era
resoldre els principals problemes i limitacions trobats en aquests. En el cas del
metode de  HS-SPME-GC-ECD  (headspace-solid-phase  microextraction-gas
chromatography-electron capture detection) utilitzant la fibra de 100 pm de
polidimetilsiloxa (PDMS) s’havia identificat un efecte matriu important en vins
negres, de manera que la determinacié del TCA s’havia de fer utilitzant una recta
de calibracié diferent depenent de si es tractava de vi blanc o vi negre. En el cas del
metode de HS-MS (headspace-mass spectrometry), el principal desavantatge és que no
arriba a quantificar el TCA a nivells de concentracidé de pocs ng1-.

Aquests inconvenients foren solucionats mitjancant alguns canvis als metodes
inicials. En el cas del metode HS-MS, es va optar per afegir un pas previ d’extraccid
i concentracid utilitzant la microextraccié en fase solida (SPME) amb una fibra
recoberta de 50/30 divinilbenze/carboxen/polidimetilsiloxa d’1 cm. En el cas del
metode HS-SPME-GC-ECD es va construir una recta de calibracié emprant un vi
sintetic molt semblant a un vi real, el qual s’aconseguia tot afegint una serie de
compostos volatils pertanyents a diferents families quimiques i que apareixen en
els vins reals, a la vegada que s’utilitzava el mateix recobriment de SPME que en
I’altra metodologia.
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2.- PARAMETRES EXPERIMENTALS

El punt de partida fou l'optimitzacié del métode HS-SPME. Tenint en compte
I'experiencia adquirida en els treballs anteriors, es decidi treballar amb saturacié de
clorur sodic i un volum de 20 ml de mostra en un vial de 50 ml de capacitat. Per
I'estudi de la temperatura i el temps d’extraccio, parametres que estan intimament
lligats, es decidi treballar utilitzant un disseny experimental de dos factors i dos
nivells amb un punt central. Aixi, els intervals escollits foren entre 10°C i 55°C per
la temperatura i entre 10 i 90 minuts pel temps d’extraccié. El criteri escollit fou la
maxima resposta cromatografica del TCA, utilitzant vi sintetic amb 50 ng1?! de
TCA i 2,3,6-triclorotolue (TCT). S’arriba a les condiciones optimes de 40°C i 90
minuts. Donat que aquest era un temps d’analisi llarg es va intentar reduir-lo, per
la qual cosa es va fer un estudi de la resposta obtinguda treballant a 40°C durant
diferents temps. Aquesta avaluacio pot veure’s en la Figura VIL1., de manera que
es pot comprovar que un temps de 70 minuts era suficient per assolir 1'equilibri.

£ 25000000 |
3
2 ]
< 2.000.000,0 - [ ] ]
9
z L
&b 1.500.000,0 - ¢ TCT
E ETCA
© 1.000.000,0 -
o P 'S . L 4
2 ] ¢
¢ 500.0000 m .

R4

0,0 x- T T 1
0 50 100 150
Temps extraccio (minuts)

Figura VIL.1. Estudi del temps d’extraccié del TCA i TCT

Seguidament es va estudiar el problema de l'efecte de la matriu sobre la
determinacié de TCA en vins, cavall de batalla d’aquest treball, el qual estava
relacionat, per una banda amb el contingut d’etanol, i per I'altra amb la materia
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colorant del vi. Amb aquest fi s’analitzaren 15 vins de diferents procedencies (5
vins blancs, 5 vins rosats i 5 vins negres), 2 vins sintetics (els quals anomenarem vi
sintetic i vi sintétic complex) i uns caves, en els quals es feren addicions de TCA
entre 10 ng-1-' i 100 ng-1"'. Amb els resultats de les arees cromatografiques, es va
construir una recta per cada tipus de vi i es compararen les pendents (i el seu
interval de confianca) per avaluar-ne la similitud o diferencia (amb un grau de
significanca del 0,05). Amb aix0 s’arriba a la conclusié que amb el vi sintétic
complex es solucionava el problema de la matriu, almenys la causada pel color. En
el cas del cava, la influéncia del dioxid de carboni provocava molts problemes i les
respostes eren molt diferents en comparacio als altres tipus de vins.

Cal dir que per dur a terme l'estudi comparatiu de la resposta dels diferents vins
avaluats feia falta assegurar-se que aquests estiguessin nets de TCA ja que només
aixi es podia assegurar que la resposta que s’obtenia era deguda al TCA
addicionat. Donada la dificultat que suposa trobar vins completament nets
d’aquest compost, es decidi eliminar-lo. Amb aquest objectiu es va posar a punt un
metode d’extracci6 en fase solida que permetia eliminar de manera eficag el TCA
del vi tot emprant cartutxos d’extraccié en fase solida. D’aquesta manera
s’aconseguia una matriu blanca.

Un cop s’aconsegui resoldre els problemes que presentava cadascun dels metodes
desenvolupats, es va procedir a la comparacié dels resultats que proporcionaven.
Aquesta comparacio es troba descrita de manera detallada en l’article que segueix,
que fou publicat a la revista Journal of Chromatography A i que es titula “Comparative
study of two chromatographic methods for quantifying 2,4,6-trichloroanisole in wines” .
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Abstract

Here we present the validation and the comparative study of two chromatographic methods for quantifying 2,4,6-trichloroanisole (TCA) in
wines (red, rosé and white wines). The first method involves headspace solid-phase microextraction and gas chromatography with electron-
capture detection (ECD). The evaluation of the performance parameters shows limit of detection of 0.3 ng 1=, limit of quantification of 1.0 ng1~*,
recoveries around 100% and repeatability of 10%. The second one implies a headspace solid-phase microextraction and gas chromatography
with mass spectrometric detection. The performance parameters of this second method are limit of detection of 0.2 ngl1™, limit of quantification
of 0.8ng1~" and repeatability of 10.1%. From the comparative study we can state that both methods provide similar results and the differences
between them are the better sensitivity of the GC-ECD method and the very shorter chromatogram running time of the GC-MS method. The two
methods are able to quantify TCA below the sensorial threshold in red, rosé and white wines using just a calibration graph, thus they could be a

very goad tool for quality control in wineries.
© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: 2.4.6-Trichloroanisole: Musty taint: Comparative study; Solid-phase microextiaction: Electron capture detector; Mass spectrometer detector

1. Introduction

The quality of wine is highly dependent on their flavor. So, it is
very important to avoid the presence of compounds which could
give organoleptic defects to wine. One of them is the musty rainr,
which has classically been known as cork taint [1]. The main
responsible for this organoleptic defect is 2,4,6-trichloroanisole
(TCA) [2], although other compounds can also be involved such
as other chloroanisoles, guaiacol, 1-octen-3-one, 1-octen-3-ol,
2-methylisoborneol [3] and even 2,4,6-tribromoanisole [4],

The most common technique for analyzing TCA in wines is
gas chromatography (GC) coupled with either electron-capture
(ECD) [5-9] or mass spectrometry (MS) detection [11-20],
although the atomic emission detector has also been recently
used [21]. However, these technigues are not sensitive enough
to detect the low threshold perception of TCA in wines (between
1 and 50ng!~! depending on the wine and the sensitivity and

* Corresponding author, Tel.: +34 977 55 84 96: fax: +34 977 55 84 46,
E-mail address: qaenol @urv.net (I. Guasch).

(021-9673/3 — see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi: 10, 1016/j.chroma, 2006,10.035

training of the judge) [9,10,22]. Therefore, the analyte first needs
to be extracted and concentrated, so itis essential tochoose a suit-
able technique in order to obtain good results. Classical methods
of extraction, such as liquid-liquid extraction [ 13] or solid-phase
extraction (SPE) [14] have been used to quantify TCA in alco-
holic beverages. The main disadvantages of these techniques are
that they require large volumes of organic solvent, are time con-
suming and prone to lose analytes, Recently, other extraction
techniques have been also used but, according to the literature,
they present some problems as well; for instance, the purge and
trap technique requires a previously solvent extraction [21] and
pervaporation [16,17] provides high limits of quantification for
TCA.

Regarding the solid-phase microextraction (SPME), it carries
out the extraction and concentration of the analytes in just one
step. itis easier to handle and it does not need any organic solvent
[3,5,12,18,20]. Some techniques related with SPME have been
used, as multiple solid-phase microextraction [19] or stir bar
sorptive extraction [15]. However, the first one requires multi-
ple extractions that imply long times of analyses. and, the second
one, requires a special device to make possible both desorption



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DETERMINACIO ANALITICA DE 2,4,6-TICLOROANISOLE I ALTRES CLOROANISOLES
EN VINS I SUROS

Marc Riu Rusell

ISBN:9788469432358/DL:T. 1044-2011

M. Riw et al. / J. Chromatogr. A 1138 (2007) 18-25 19

and injection of the analytes on the GC., Thus, taking into account
all these disadvantages. the SPME is presented as the most suit-
able technique to extract and concentrate TCA present in wine.

The purpose of this paper was to compare the results obtained
with two different chromatographic methods for quantifying
TCA in wines by using the two most widely used detectors.
The first method (SPME-GC-ECD) can be described as a classi-
cal gas chromatography coupled with electron capture detection
that uses a polar chromatographic column to separate TCA peak
from other wine aromas, The second method (SPME-GC-MS) is
also a gas chromatography but coupled with mass spectrometry
detector in selected-ion monitoring (SIM) and using a non polar
column. Due to the specificity the SIM mode provides, it was
not necessary a total chromatographic separation which results
in a shortening of the running time.

2. Material and methods

2.1. Chemicals and reagents

TCA ([87-4-1]. 99%) was supplied by Sigma-Aldrich
(Madrid, Spain). The internal standard (I.S.) used was 2,3,6-
trichlorotoluene (TCT [2077-46-5]. 97%), which was supplied
by Fluka (Buchs, Switzerland). An individual stock solution of
1000mg 1! of each compound was prepared in ethanol and
stored at 4 °C, From these stock solutions we prepared standard
solutions of 100, 10 and 1 g 171 by diluting with ethanol. They
were also stored at 4 °C. Working solutions used in further stud-
ies were prepared by diluting different amounts of the standard
solutions in either synthetic or real wine (red, rosé and white
wine). All these working solutions were {reshly prepared.

To validate the method we prepared two kinds of synthetic
wine in order to get a matrix for emulating wine: the first one was
called “synthetic wine” and the second one “complex synthetic
wine”. The synthetic wine was prepared by diluting 3.5g17! of
L-(+)-tartaric acid and 120ml1~! of ethanol in Milli-Q grade
water. Finally, the pH was adjusted to 3.5 using NaOH. Regard-
ing to the complex synthetic wine, it was made in order to obtain
another matrix much more similar to real wine. With this purpose
we added some of the main wine volatiles [25] to the synthetic
wine: methanol (125 mg1™"), ethanal (75 mg1™"), ethyl acetate
(100 mg1~!), isoamyl acetate (10mg1~"), 3-methyl-1-butanol
(200mg 1), 2-methyl-1-butanol (50 mgl=") and potassium
metabisulphite (275 mg =), all of which had a purity of over
98% and were supplied by Aldrich.

2.2. SPME fibers

The manual SPME device and 50/30 pm divinylbenzene/
carboxen/polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS) (1cm)
fibers used in this study were purchased from Supelco (Belle-
fonte, PA, USA). These were conditioned before use according
to the supplier’s instructions,

2.3. Heuadspace (HS)-SPME procedure

To prepare the samples, 20ml of commercial, synthetic
or complex synthetic wine were placed into a 50ml vial

(43mm % 73mm), with a magnetic stirring and a suitable
amount of NaCl to get a saturated sample. The vials were tightly
capped with a PTFE-faced silicone septum and placed in a ther-
mostatic bath. SPME was carried out under constant magnetic
stirring (500 rpm). Before the extraction step, samples were
equilibrated for 30 min at 40 °C. Then, the fiber was exposed
to the headspace over the sample for 70 min at the same temper-
ature (40 °C). Finally, the fiber was removed from the sample
headspace and inserted into the injection port of the gas chro-
matograph for the thermal desorption of the analytes at 270°C
for 1 min in splitless mode.

Although the ruggedness of the fibers has highly improved in
the last years, to carry out the different studies and experiments
we used different fibers in order to consider their response vari-
ability [3.6].

2.4. Samples

To carry out the different studies, we used 45 different wines
(red, rosé and white) from different origins (different Spanish
regions) which is representative of the degree of variability of
wines within Spain.

For the validation procedure it was necessary to get wines
absolutely free of TCA. However, sometimes, these were diffi-
cult to obtain so, when needed, we applied an SPE method to
completely eliminate native TCA. The Cig cartridges of SPE
(500mg) used were supplied by Varian (Harbor City, USA).
These were first conditioned with 2 ml of ethyl acetate, 2 ml of
absolute ethanol and 2 ml of 10% (v/v) ethanol in Milli-Q grade
water. Then, the cartridge was ready to pass an aliquot of 20 ml
of wine [14].

2.5. Statistical analysis

We used the ULC (univariate linear calibration) [26] com-
puter program to calculate the slope and intercept of the calibra-
tion curve, the determination coefficient (72) and the standard
errors of the coefficients via lincar least-squares regression.
We also used ULC and linear least-squares regression to cal-
culate the analysis of variance to determine the linearity of
the calibration curves and compare their slopes. The analy-
sis of the variance to determine the repeatability and inter-
mediate precision was calculated by the statistical package
supplied in Excel®. The comparisons of the slope and inter-
cept using linear regression with errors in both axes (BLS)
[23] were calculated using home-made subroutines (Matlab
for Microsoft Windows ver. 5.3, the Mathworks, Natick, MA.
USA).

2.6. Instrumental analysis

2.6.1. GC-ECD

A Hewlett-Packard (HP, Palo Alto, CA, USA) 5890 series
II gas chromatograph equipped with a HP ECD system was
used. The injection and thermal desorption of the analytes inside
the GC injector port were made in the splitless mode for 1 min
at 270 °C. Separation was made using a Chrompack (Middel-
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burg, The Netherlands) CP-Wax 57 CB (50m x 0.25 mm1L.D.,
0.20 pm film thickness) fused-silica column. The flow of the
carrier gas (helium) was 0.8 ml min™" with a column head pres-
sure of 175 kPa, and the septum purge flow was 2ml min~!, The
detector was held at 300 °C. To get the bestresolution of the TCA
peak, the oven temperature was programmed as follows; 40°C
(2min), 4°Cmin~! 10 150°C (1 min), 40°Cmin~! 10 200°C
(7 min), 25°C min~! to 220°C.

2.6.2. GC-MS

A HP 6890 gas chromatograph with a HP 5973 guadrupole
mass spectrometer system was used. The injection and thermal
desorption of the analytes inside the GC injector port were made
in the splitless mode for 1 min at 270 °C. We used a HP-5MS
chromatographic column (30m x 0.25 mmLD.. 0.25 pm film
thickness) with an oven temperature program of 70 “C (1 min),
70°Cmin~! to 180 *C (3 min). The carrier gas was helium with
a flow-rate of 1.8mlmin~'. As can be scen, the chromato-
graphic conditions are not the optimum to get a good separation
between the different peaks of the wine volatile compounds,
However, this separation was not necessary because the anal-
yses were done in the SIM mode by using specific TCA ions.
In that way, we avoided the interferences due to other com-
pounds. The quantification ions selected were 194 for TCT (123
and 159 as qualifying ions) and 210 (195 and 212 as qualifying
ions) for TCA and we kept the detector on from 2.83 min to
2.87 min for 194 ion and from 2.87 min to 2.92 min for 210 ion.
Mass spectra were recorded by electron impact (EI) ionization at
70eV.

3. Results and discussion
3.1, HS-SPME procedure optimization

First of all it was necessary to optimize the TCA extraction
in order to obtain the maximum efficiency of the SPME pro-
cess and, therefore, to get the maximum sensitivity on the TCA
signal detected. The procedure optimization was carried out by
using GC-ECD. The SPME fiber coating was the first parame-
ter to study because it affects the whole extraction process, We
checked several commercially available fibers and we verified
that the most sensitive was the DVB/CAR/PDMS coating (for
instance, this coating gave a TCA extraction extent 50% higher
than when PDMS was used), so we chose this fiber to develop
the analytical method [24].

Then. we optimized the experimental parameters that could
affect the SPME process on the extraction of synthetic wine
spiked with 50 ng1~! of TCT and 50ng1~! of TCA. The most
important ones were the extraction temperature, time, sample
volume and ionic strength. We applied constant magnetic stirring
(500 rpm) because this helps to transfer analytes from the sample
matrix to the fiber coating [6]. lonic strength is known to have
a positive effect in TCA extraction in wines, so we added NaCl
up to saturating the sample [6]. Regarding sample volume, we
checked that smaller the headspace, the higher the extraction
extent we got s0. all the analyses for optimizing the procedure
were made in 50 ml vials with the suitable volume of synthetic

3 —— synthetie wine
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o = complex

A synthelic wine
=-=-= while wine

= 2

%3

= =+ red wine

-

“l —eme FOSE WING

[TCAVLS.]
Fig. 1. GC-ECD relative response of TCA obtained using commercial wines

(shown only 1 red, | rosé and 1 white as example) and synthetic (synthetic and
complex synthetic) wines.

wine, but taking into account that it should be avoided the contact
between the liquid and the fiber. The optimum volume of sample
(synthetic wine or conmuinercial wine) was 20 ml.

The next parameters studied were time and temperature of
extraction. Since these variables are intimate related and they are
the most critical parameters in SPME extraction, we optimized
both together. To achieve this goal, we applied an experimental
design consisting of a 22 factorial design plus an experiment
in the center of the domain [28]. We built three consecutive
domains from 10°C to 55 °C for temperature and from 10 min
to 90 min for time. We found the optimum point in 40°C and
70 min.

Since ethanol — which is the main volatile component in
wines — is known to compete with TCA and other analytes
for the fiber coating [6.27], we also considered this parame-
ter as another variable to be studied. To evaluate this effect, we
analyzed triplicates of a synthetic wine with different ethanol
contents (from 10.0 to 14.0% (v/v)). The maximum response
was found in the range between 10.0 and 12.0% of ethanal.
As we had to set the percentage of ethanol, we adjusted all
future samples to 12.0% of ethanol — which is a usual content of
ethanol in commercial wines — in order to minimize the sample
handling.

The TCA distribution constants between the sample and the
headspace, and between the headspace and the coating, depend
strongly on the matrix [27]. To assess this effect, we built cali-
bration curves using the internal standard technique by plotting
peak-area ratios against concentration ratios. We took commer-
cial TCA-free wines (5 red wines, 5 rosé wines and 5 white
wines, all of which were adjusted at 12.0% ethanol), and two
kinds of synthetic wines (synthetic wine and complex synthetic
wine), all of them spiked with TCA (10.0, 50.0 and 100.0ng1=1)
and 50.0ng1~! of 1.S. We analyzed every sample twice and,
from the results, built a calibration curve for each of the 17
wines. After comparing the slopes (and their confidence inter-
val) of each calibration curve, one to one, we concluded that all
the calibrations curves were statistically comparable for a sig-
nificance level of 0.05. However, as we can see in Fig. 1, the best
adjustment was achieved when the complex synthetic wine was
used as wine matrix. Therefore, this was selected to construct
the calibration curve.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DETERMINACIO ANALITICA DE 2,4,6-TICLOROANISOLE I ALTRES CLOROANISOLES
EN VINS I SUROS

Marc Riu Rusell

ISBN:9788469432358/DL:T. 1044-2011

M. Riu etal. /J. Chromarogr. A 1138 (2007) 18-25

3.2, Wine blanks

EE |av
Method validation required wines that were absolutely free of g
TCA. Therefore, as we explained in the samples section, when Si 2
required, we used an SPE method to completely eliminate the Sz 3
native TCA from these wines. However, we first had to check ::

whether this process involved any other change in wine com-
position due to loss of compounds in the cartridge during the
extraction step.

With this purpose, two white wines, two rosé wines and two
red wines without TCA (we previously checked the absence of
the TCA peak) were chosen and passed them through a Cyg
SPE cartridge. Then, we built a calibration curve for each wine
spiked with different concentrations of TCA (10.0, 50.0 and
100.0ng 171y and with 50.0ng 1! of LS. (duplicates) and com-
pared the slopes (and their confidence interval) of these new
calibrations curves against those obtained with the spiked com-
plex synthetic wine and also against those obtained with the
spiked untreated wine.
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(g™}

it of deteetion, LOO: lmit of quantificat

Intermediate precision (% RSDY)

400000 -
350000 S Z
300000 g :
250000 b <
3 200000 5
150000 4 ~~|5
100000 4 . LLElE
50000 % A s AP S5|5
0 T—r T T g v
25 30 35 = =
(A) min ) ] =
E 2
400000 =) =
350000 2 =
Z 300000 g k:
2 250000 § & L]
92 i
200000 4 g
150000 § o
o |8
100000 - 1|83
50000 - 8
° : ; v o |
. 248 30 35 o zlg=|
(B) min HIBEEEL S
£ =
%3
E .E e £
~|E8|E
400000 4 2 8|23 3
350000 4 g E]
= 30000 By oo
E 250000 3 = Ea
-4 a 2 o | e =
3 2000003 # =
150000 3 A
100000 3 3 g2} |8 S
50000 glE|3(se
{0 e st st e i e e i 21E i
25 30 a5 L=l =
. : ° . 2
) min g |Pls e
=
g
Fig. 2. Chromatograms obtained by application of SPE with Cyg cartridges to & 8
remove the native TCA in wines, (A) Red wine where TCA (1) is naturally Z @
present, (B) The same red wine after eluting through the Cy5 cartridge. (C) The el £
5 % ; i o
same cleaned wine spiked with 50,0ng1~! of TCT (2) and 4,0 ng 1=} of TCA (3). =0 0] z
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All the slopes of the calibration curves were statistically
comparable for a significance level of 0.05. We can thercfore
conclude that the cleaning process proposed did not affect the
TCA extraction. Fig. 2 shows the chromatograms obtained when
a red wine with TCA (2A) was cleaned by SPE (2B) and then
was spiked with TCA (2C).

3.3. Analvtical performance parameters

3.3.1. HS-SPME-GC-ECD

3.3.1.1. Calibration curve. We built a calibration curve using
complex synthetic wine spiked with 6 different concentrations of
TCA (1.0-100.0 ng 1= ") and an 1.8. concentration of 50.0ng 1~ 1.
The calibration curve was built by plotting the peak-area ratios
(TCA area/L.S. area) against the concentration ratios (TCA
concentration/L.S. concentration). Each point of the calibra-
tion curve was obtained from the analysis of four replicates.
Regarding to the limits of detection (LOD) and the limits of
quantification (LOQ), these were calculated as 3 times and 10
times the standard deviation, respectively, of the measures of ten
blank samples [28,29]. The parameters of the calibration curve
were shown in Table 1.

3.3.1.2. Recovery. To study the recoveries we decided to use
TCA-free wines. We used five naturally TCA-free wines (two
red, one white and two rosé wines) and seven wines cleaned by
SPE (two red, three white and two rosé wines). The recoveries
were calculated as the percentage ratio between the concen-
trations of TCA found, using the calibration curve and the
concentration added to wine. To evaluate the recovery along
all the linear range. this value was calculated at three different
concentration levels (low, medium and high level). The results
of the study of recoveries are shown in Table 2. As it can be seen,
and taking into account the low concentrations of TCA added,
we found values of recoveries around 100% and also acceptable
standard deviations,

3.3.1.3. Repeatability and intermediate precision. Repeatabil-
ity and intermediate precision were estimated together by apply-
ing a single experiment set up with duplicates [28-30]. Two
analyses of three samples of complex synthetic wine spiked
with three different amounts of TCA (5.0ngl~!, 50.0ng1~!
and 90.0ng1™") and 50.0ng1~" of TCT were measured on

ten different days. An analysis of variance (ANOVA) of one
factor was then applied. The results obtained (Table 1) were
very good because the repeatability values were below 15% and
intermediate precision values below 16% even at low levels of
concentration (5.0ng1™").

Fig. 2A shows a chromatogram of a red wine with naturally
presence of TCA which was analyzed according to this method.

3.3.2. H5-SPME-GC-MS

3.3.2.1. Calibrarion curve. To obtain the calibration curve we
proceeded as for the HS-SPME-GC-ECD method. The calibra-
tion curve was also built by using complex synthetic wine spiked
with six different concentrations of TCA and an 1.S. concen-
tration of 50.0ng1~!. However, since we checked that up to
50ngl~! the TCA response showed a change on its linearity,
we decided to build the calibration curve along the concentration
range of 1.0-50.0 ng 171, Although this concentration range was
shorter than the one considered for GC-ECD method, it needs
to be said that, due to the low perception threshold of TCA, only
very poor quality wines would contain concentrations over 50,
50 this range is also acceptable to analyze TCA in wines. The
parameters of the calibration curve and both LOD and LOQ are
shown in Table [,

3.3.2.2. Recovery. To evaluate the recovery value of this
GC-MS method, we took in advantage the fact that we already
had a GC method perfectly validated: the GC-ECD method.
Therefore, we calculated this recovery values as the ratio
between the concentration of TCA found by applying the
GC-MS method and the concentration of TCA found by apply-
ing the GC-ECD method (we took this method as an internal
reference method) and the concentration of TCA found by apply-
ing the GC-MS method. To get values as representative as
possible, we calculated the recovery by analyzing duplicates
of different wines with different levels of TCA concentration
(low, medium and high level). Table 2 shows the good recov-
ery results obtained which are between 79 and 107% and with
relative standard deviations, around 10%.

3.3.2.3. Repeatability and intermediate precision. To obtain
the repeatability and intermediate precision values we pro-
ceeded as HS-SPME-GC-ECD. So, we analyzed two samples
of complex synthetic wine spiked with 5.0ngl~", 20.0ng1~!

Table 2

Recovery percentages of TCA using the HS-SPME-GC-ECD method and the HS-SPME-GC-MS method

Kind of wine TCA concentration level % Recovery (HS-SPME-GC-ECD) % RSD % Recovery (HS-SPME-GC-MS) % RSD
Low 112.5 182 107.1 0.0

White wine (n=6) Medium 124.8 12.1 86.3 34
High 106.1 33 283 10.7
Low 100.0 3238 98.2 323

Rogé wine (n=6) Medium 103.7 20,6 B88.6 11.6
High 100.8 12.6 884 15
Low 725 309 8.6 6.4

Red wine (n=6) Medium 96.0 173 97.4 12.0
High 104.7 38 82.6 115
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Fig. 3. Chromatogram obtained with the proposed HS-SPME-GC-MS method.
15.0ng17! of TCT (1) (194 miz ion) and 1.8 ng 17" of TCA (2) (210 m/z data)
in SIM mode.

and 46.0ng 1! and 50.0ng 17! of TCT on 10 different days. An
ANOVA of one factor was then applied. The values obtained
(Table 1) are around 10% for both parameters irrespective of the
concentration level of TCA analyzed.

Fig. 3 shows a chromatogram obtained when the HS-SPME-
GC-MS was used to analyze a red wine that contained naturally
present TCA.

3.4. Comparative study of both methods using BLS

Once we evaluated both chromatographic methods and deter-
mined their analytical performance parameters, we proceeded
with the comparative study. To accomplish this goal, we ana-
lyzed duplicates of 18 different wines (6 white, 6 rosé and 6 red
wines) into the range of TCA concentrations of 1.0ng1™! and
50.0ng1-!, by using both methods and then, we compared the
results obtained.

To get a comparisen as exhaustive as it was possible, we
could not forget that the real analysis is affected by the errors of
both chromatographic methods and also by random errors which
also mustbe included in the comparison. Therefore, we could not
use ordinary least squares (OLSs) to make a typical comparison,
because it only considers the error in the dependent variable (v)
and it does not evaluate the error in the variable x. To be able
to solve the OLS limitations, we compared the results by using
bivariate least squares (BLSs). With this method it was possible

to make the comparative study taking into account errors in both
axes, it is to say, the errors of both methods which was adjusting
perfectly to our real problematic.

BLS takes the uncertainties in both axes into account to find
the joint confidence interval for the slope and the intercept of
the regression line, This test defines an elliptical surface where
the coefficients of the calibration curve are the center of the
ellipse. The ellipse limits are calculated by taking into account
the size of the experimental error, the variances of the regression
coefficients and the significance level chosen.

In that way we represented on x-axis the mean of the TCA
concentration (and its variance) found using the HS-SPME-GC-
ECD method and y-axis the mean of the TCA concentration (and
its variance) found using HS-SPME-GC-MS (Fig. 4). If the two
methods gave comparable results. the regression line would pro-
vide an intercept that would not significantly differ from 0 and a
slope that would not significantly differ from 1. Table 3 shows the
intercept and slope values provided by BLS method (¢ =0.05)
when we compared the results of TCA contents obtained from
both methods (we made a comparison for each kind of wine
(white, rosé and red). From these values we can state that the
results obtained on the analysis of TCA by using the GC-ECD
method did not show statistically differences with those obtained
on the analysis of TCA by using the GC-MSD method, because
both methods provide comparable results.

So, we conclude that we have two suitable methods avail-
able for determining TCA in all kind of wines (white, rosé
and red). Moreover, having both methods validated as it has
been explained in previous sections, these can provide TCA
quantification results with excellent accuracy and precision. In
fact, as it is shown in Table 1, the parameters of the calibration
graphs obtained for both methods are very good and. regarding
the repeatability and intermediate precision, both methods show
similar values for both parameters and, although the lower levels
of concentration gave the higher standard deviations, all of these
values are around 10%. Taking into account we are quantifying
TCA at low ngl™" levels, these values should be considered
really suitable,

The main differences between both methods are the sen-
sitivity and the running chromatogram time. Concerning the
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Fig. 4. (a) Calibration curve using bivariate linear squares (BLS) to compare the HS-SPME-GC-ECD method and HS-SPME-GC-MS method. The individual points
and their uncertainties are all marked. (b) Toint confidence interval based on BLS techniques. Empty points indicate the ellipse centroid while the solid one indicates
the theoretical point of zero intercept and unity slope. Values obtained using red wine samples.
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Table 3

Slope and intercept values provided by bivariate least squares (BLS) when we compared the results of TCA contents by using both chromatographic methods

Red wine (1=6)

White wine (n =6} Rosé wine (n=6)

Slope 0.905
Standard deviation of slope 0.095
Intercept =0.135
Standard deviation of intercept 1.028
Estimation of random errors (variance) 2424

0.921 0.817
0.064 0.085
—0.594 1432
0.328 0,618
1.879 4,182

Table 4
TCA concentration found in different commercial wines using both methods
proposed

Kind of wine HS-SPME-GC-ECD HS-SPME-GC-MS

TCA(ngl™!) %RSD  TCA(ngl~')%RSD
24 6.3 1.8 48.6
50 115 41 18.4
o 8.1 43 72 8.2
Red Wine (n=6) 17.0 6.4 17.9 42
289 54 220 5.6
40.7 136 363 26
32 1.7 24 20.1
4.6 L7 5.6 38
. 87 19 8.4 139
Rose Wine (n=6) 17.8 3.9 145 4.0
288 1.0 24.1 5.1
45.0 96 419 20
1.1 213 0.0 0.0
1.7 118 18 18.6
i 9.8 2.0 8.3 14.7
White wine (n=6) 206 19 182 40
277 1.6 26 15.1
435 25 413 147

sensitivity, the HS-SPME-GC-ECD method shows a slope of its
calibration graph higher than that obtained for the HS-SPME-
GC-MS (Table 1) so the GC-ECD method is the most sensitive.
Regarding to the running chromatogram time, it has to be said
that when working with the GC-MS method, we obtained achro-
matogram in scarcely 5 min, whereas with the GC-ECD method
the chromatograms took about 35 min. Therefore, it is obvious
that depending on the requirements of each analysis it can be
better to use one or other method.

Table 4, shows the results obtained on the application of
developed methods to different wine samples, The similar values
of concentration, as well as the low values of RSD obtained, give
anumerical confirmation of what it had been demonstrated when
we carried out the comparative study with BLS: both methods
are comparable and suitable for quantifying TCA in wines (red,
rosé and white wines).

4. Conclusions

Here we present two suitable methods to quantifying TCA
in wines. Both methods are able to quantifying this compound
in all kind of wines (red, rosé€ and white), The use of complex
synthetic wine solved the matrix problem, therefore only one
calibration curve is required. Both methods are able to quantify-

ing TCA below the sensorial threshold, so they could be a very
good tool for quality control in wineries. From the comparative
study we can state that both detectors used — mass spectrometry
detector and electron capture detector — provide similar results.
The difference between the developed methods lays on the best
sensitivity of the GC-ECD method and on the very shorter chro-
matogram running time of the GC-MS method.
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1.- INTRODUCCIO

Una vegada s’havia resolt el problema de la determinaci6 de 2,4,6-tricloroanisole
(TCA) en vins, quedava pendent encara determinar els cloroanisoles en els taps de
suro. El problema, pero, radicava en quins eren els cloroanisoles que eren
interessants de determinar: els totals, és a dir, el contingut real de cloroanisoles
presents en el suro, o bé els cloroanisoles extraibles, que es defineixen com la
quantitat de cloroanisoles alliberats en una solucié a ’equilibri. Fins al moment, a
la bibliografia hi havia metodes per determinar el contingut de 2,4,6-tricloroanisole
(TCA) i/o altres cloroanisoles en vins pero, en el cas del suro, la literatura cientifica
feia referencia sobretot a metodes que determinaven els cloroanisoles extraibles.

Des del nostre punt de vista, els cloroanisoles extraibles proporcionaven una
informacié que variava en funcié del meétode emprat per obtenir-los. Per contra, el
contingut real de cloroanisoles permetia saber la quantitat d’analit que tenia una
mostra de manera inequivoca. Per aquesta rad ens endinsarem en aquest tema
d’estudi, tot utilitzant la microextraccié en fase solida (SPME) per fer el pas de
extraccio i concentracid, ja que els resultats obtinguts en el vi foren molt positius.
Tot i aixi, el pas d'una matriu liquida a una matriu solida obria uns interrogant
importants, com és la preparacié de patrons i el comportament de la
microextraccié en aquesta matriu.

En aquest capitol sera interessant fer una descripcié de I’optimitzacid i I'estudi dels
parametres més critics en la determinacié de cloroanisoles en suro i, també, fer un
desenvolupament teoric de la microextraccié en fase solida per entendre millor
aquest procés d’extraccio.
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2.- MICROEXTRACCIO DE CLOROANISOLES EN SUROS

Quan té lloc el procés d’extraccié d’una mostra de suro utilitzant la microextraccié
en fase solida (SPME), els diferents equilibris que s’esdevenen entre les diferents
fases es poden veure representats en la Figura VIIL.1.

En aquest plantejament es considera que el pas directe dels compostos del suro a
I'espai de cap, sense passar per l'aigua, es considera negligible. Tot compost
alliberat del suro passa primer per l'aigua abans d’arribar al headspace. Aquesta
consideracio té lloc ja que el suro esta immers en l’aigua.

Figura VIIL1. Equilibris que s’esdevenen entre les diferents fases implicades en la
extraccié d’una mostra de suro en el procés de SPME

La quantitat final de I’analit es pot definir de la segiient manera:

n=_C - Vy Eq. VIIL1
La concentracid final en l'equilibri en tots els possibles medis o fases a on pugui
estar els compostos d’interés sera igual a la concentracio inicial que hi havia al suro

CoVe=C2 - Vp+C -V +Cy -V, +CZ -V, Eq. VIIL.2
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on,
V. = volum del suro
Vy = volum de la fibra

Vi

volum del headspace
V, = volum d'aigua

Per altra banda, es poden definir una serie de constants de distribucio:

g c?
e Constant distribucio fibra - headspace: K¢, = c% Eq. VIIL3
K
0
e Constant distribuci6 headspace - aigua: Ky,, = c% Eq. VIIL4
w
N cs . C
o Constant distribuci6 aigua - suro: K, = c% Eq. VIIL5
(o

Es considera que la concentracid final dels analits en cada una de les fases és la
concentracio en l'equilibri:

Cf° = concentraci6 final a la fibra

Cr
Cw

concentracié final al headspace

concentracio final a l'aigua
C = concentraci6 final al suro
Si es gira I'equacié VIIL.3

00
ooch

kfh

I es substitueix en I'equacié VIIIL.4:

c® ¢
CP =—b= L Eq.VIIL6
knw khw‘kfh
Es substitueix I’equacio VIIL6 a I'equacié VIIL5:
) c®
cr=w_—__ 1 Eq. VIIL7
kwc khw‘kfh‘kwc
Es substitueix les equacions VIIL.3, VIII.4 i VIIL5 a VIIL.2, donant lloc a:
cPVyp PV cPV,
Co-V.=CF -V +-1L u £ Eq. VIIL8
o T ro krn knwkgn  knwKfn-kwe d
Es multiplica I'equacié anterior per kaw-kikwenumerador i denominador:
C,-V, = CP2Viknwksnkwe | CFVi-knwkwe + CF° Vwkwe + CFVe Eq, VIILO

kpwkfn-kwce knwkgn-kwc khwkfnkwe  knwkfnkwe
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o Ve
-V, Eq. VIIL10
Si es multiplica cada terme de la igualtat per Vi es treu factor comt ¢ - Vs

CO'Vc'khw'kfh'kwc'V}=wa'Vf'[V}'khw'kfh'kwc+Vh'kwc'khw+Vw'kwc+
Ve Eq. VIIL11
Es substitueix aquesta equacio a I'equacié VIIL.1, donant lloc a

n= CoVekpwkn-Rwe'Vy
Veknwken-kwetVnkwekKnw+Vw-kwctVe

Eq. VIILI.12
Es pot definir una altra constant de distribucid, ks, constant de distribucié entre la
fibra i el suro, la qual s’expressara com:

ka = khw N kfh N kWC Eq VIIL.13

Al ser substituida I’equacié VIIIL.13 en VIIL.12 s’obté:

n= CoVekgeVy
Vf‘kfc"'Vh'kwc‘khw"'Vw'kwc+Vc

Eq. VIIL.14

Tenint en compte que la concentracio inicial dels analits d’interes (ja siguin
inherents o afegits) es pot definir a partir de la segiient equacio:

C, = Eq. VIIL15

M
on m és la quantitat de d’analits presents en M grams de suro, i que la densitat del
suro J. es defineix com

M
5, =2 Eq. VIIL16
Ve

on M sén els grams de suro, tal com s’ha definit anteriorment i V. representa el

volum del suro.

Si ara es fa la substitucié de les equacions VIIL.15 i VIIL.16 a VIIL.14 s’arriba a
I'equacio final de:

_ m-ka-Vf
n= Vikee-8etVnkwekpw StV -kwe8c+M

Eq. VIIL17

Una altra hipotesis que es pot adoptar és considerar que el compostos passen del
suro a l'espai de cap directament, sense tenir en compte en cap instant el solvent
utilitzat (aigua). Es a dir, 'aigua només actua com a mitja homogeneitzador, no
extractor.

En aquest cas:

kne = kew Eq. VIIL18
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En desenvolupar les equacions de la mateixa manera que abans s’arriba a una
equacio final, molt similar a la VIII.17, pero una mica més simplificada:

m-kgcVr

n=
Vf‘kfc'55+Vh‘khc‘55+M

Eq. VIII.19

Tant en les equacions VIIL17 i VIIL.19 s’arriba a les mateixes conclusions. Si
augmenta m, és a dir, la quantitat d’analits addicionats o inherentment presents en
el suro, augmenta n, el nimero d’analits extrets. Es despren que, a I'augmentar M,
s’afecta a diferents parametres de 'equacid, especialment en el denominador, de
manera que un augment proporcional d’'m i M no s’ha de veure traduit en un
augment en el mateix nivell d'n. Aixo implica que, per augmentar la sensibilitat de
la técnica, un augment de la massa de suro analitzat no es presenta com una bona
opcio.

Si es considera que la constant de distribucié kne és relativament petita (<0,25),
I’aplicacié de la tecnica del headspace no afecta a la quantitat d’analit extreta per la
fase estacionaria, sempre i quan el volum del headspace sigui molt més petit que el
de la solucié aquosa (Vr<<Vm). Per tant, en general, els limits de detecci6 obtinguts
amb 'HS-SPME i la DI-SPME han de ser forga similars. La perdua de sensibilitat és
important només quan la knc és gran i/o quan s’utilitza un gran volum d’espai de
cap. Per tant, I'espai de cap sera una variable que es podra modificar per tal
d’augmentar la sensibilitat. Interessa un espai de cap el més petit possible, pero
suficient per introduir-hi la fibra.
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3.- PARAMETRES EXPERIMENTALS

Tot i que inicialment es pretenia obtenir un metode comu d’analisi dels
cloroanisoles, clorofenols i guaiacol, els diferents estudis que es van dur a terme
van demostrar que aquesta analisi simultania no era recomanable. De fet, tot i que,
tal i com mostra la figura VIIL.2, era possible una separacié cromatografica dels
cloroanisoles i clorofenols, la diferent resposta dels compostos considerats feia
dificil treballar amb tots ells en la mateixa analisi, de manera que era preferible
treballar amb aquests compostos de manera separada. Per tant, doncs, 'estudi es
centra en els cloroanisoles, ja que eren els que realment tenien un interes des del
punt de vista de I’olor a humitat.

A diferéncia de la matriu del vi, la qual és un liquid homogeni, quan es treballa
amb el suro, la matriu canvia de manera radical. Aquest fet condiciona en gran
mesura el tractament de la mostra. Per dur a terme els primers estudis es va optar
per treballar amb suro molt. Una bona moltura ens oferia la possibilitat d’una
major homogeneitzacio del producte, a més de facilitar 1'extraccié dels compostos
sense haver de plantejar-nos l'efecte de la distribucié dels cloroanisoles en el
material. Per moldre el suro era necessari congelar la mostra amb nitrogen liquid.
Utilitzant aquesta metodologia era més facil el procés, a I'hora que s’evitava la
perdua de compostos per culpa de l'escalfament de la mostra que provoca el
molinet electric emprat.

800000
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Figura VIIL2. Separacié cromatografica. (1) 2,6-dicloroanisole (2) 2,3,6-
triclorotolue (3) 2,4,6-tricloroanisole (4) guaiacol (5) 2,4-dicloroanisole (6)
2,3,4,6-tetracloroanisole (7) 2,4,6-triclorofenol (8) 2,3,4,5,6-pentacloroanisole
(9) 2,3,4,6-tetraclorofenol (10) 2,3,4,5,6-pentaclorofenol
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Tal i com s’havia fet ja en treballs previs, el primer pas fou I’eleccié del recobriment
de la fibra d’SPME. Se n’avaluaren de diferents. Concretament: 100 pm
polidimetilsiloxa (PDMS), 65 um polidimetilsiloxa/divinilbenze (PDMS/DVB), 85
pm poliacrilat (PA), 75 um carboxen/polidimetilsiloxa (CAR/PDMS), 65 um
carbowax/divinilbenze (CW/DVB) i 50/30 um stableflex divinilbenze
/carboxen/polidimetilsiloxa (DVB/CAR/PDMS) de 1 cm. Els millors resultats foren
obtinguts amb la fibra de 50/30 um  stableflex divinilbenze
/carboxen/polidimetilsiloxa (DVB/CAR/PDMS) d'1 cm tal com es pot veure en la
Figura VIIL3 i, per tant, aquesta fou el recobriment escollit.
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% B 4E+06 1 PDMS
T E
& 3 3,E+06 - m DVB/CAR/PDMS
52 3,E+06 = CAR/PDMS
g2  2,E+06
= 7
33 2,E+06 CPe
o 7 T
< 1,E+06 .
+06 -
’ PDMS/DVB
5,E+05 1
0,E+00 4 1
1
Tipus de fibra

Figura VIIL3. Eficacia dels diferents recobriments testats

El segiient pas era decidir quina era la quantitat de suro molt més adequada per tal
de quantificar els compostos d’interes. En un principi, es creia que s’obtindria
major resposta cromatografica a I’analitzar més quantitat de suro. Aquest estudi es
dugué a terme amb vials de 20 ml de capacitat, utilitzant 10 ml d’aigua ultrapura
com a solvent d’extraccid i saturacié de clorur sodic, i amb vials de 50 ml de
capacitat, utilitzant 20 ml d’aigua ultrapura com a solvent d’extracci6 i saturacié de
clorur sodic. En tots els casos s’addicionaren 25 ng-g! de cloroanisoles, guaiacol i
els clorofenols d’interes, amb excepcié del pentaclorofenol (PCP) del qual
s’addiciona 625 ng-g-! (compost que proporcionava una resposta més baixa). Els
resultats obtinguts foren bastant sorprenents i es poden veure en la Figura VIIL.4 i
la Figura VIIL5, respectivament.
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Tal com es pot veure en les figures presentades, el fet d’augmentar la quantitat de
suro, tot mantenint la concentracié d’analits, no es tradueix en un augment de la
resposta cromatografica. Tot el contrari: en augmentar el pes de mostra s’observa
una disminucio dels compostos d’interes. Aquest comportament era degut a que
quan es depositaven grans quantitats de suro en el vial, com que aquest sura, el
barret que es forma sobre l'aigua formava una capa impedint que els analits
passessin de l'aigua cap a l’espai de cap.
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Figura VIIL.4. Resposta cromatografica dels compostos d’interés. Vial 20 ml, 10 ml d’aigua
ultrapura

Totes aquestes proves s’havien dut a terme treballant amb aigua, pero la pregunta
era si algun altre dissolvent ens podria oferir millor rendiment. Davant d’aquest
interrogant es decidi provar altres solvents, tot i que I'experiencia ens deia que els
resultats haurien de ser menys favorables, ja que els solvents solen constituir una
interferéncia en l'extraccio. Els solvents testats van ser l'aigua (MQ), l'etanol
(ETOH), el tetrahidrofura (THF), l’acetonitril (ACN), l'acetona, l'acetat d’etil
(EtAC) i mescles d’etanol, de tetrahidrofura i acetat d’etil amb aigua, amb
diferents proporcions. Els resultats es poden comprovar en la Figura VIIL6 on es
pot veure que l'aigua presentava les millors caracteristiques per a dur a terme
aquesta analitica.
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Figura VIIL5. Resposta cromatografica dels compostos d’interés. Vial 50 ml, 20 ml d’aigua
ultrapura

El tema del dissolvent fou tractat encara més extensament quan es decidi avaluar
si realment era necessaria 1’addicio d’aigua ultrapura per tal de facilitar I'extraccio.
També fou convenient avaluar I'efecte sali, ja que en matriu solida I'efecte no era
tan patent. Es provaren diferents volums d’aigua wultrapura i diferents
concentracions de clorur sodic. Els resultats obtinguts demostraren que calia un
volum optim de 25 ml d’aigua, pero que l'addicié de clorur sodic no ajudava en
I'extraccié dels compostos. Aixi doncs, 1'aigua ens facilitava ’homogeneitzacié de
la mostra, tot actuant també en la disminucié del volum de l'espai de cap,
parametre important a controlar en l’extraccié utilitzant fibres de microextraccié
en fase solida. Respecte al clorur sodic, a ’augmentar la forca ionica, es provocava
una disminuci6 de la solubilitat dels compostos d’interés en l'aigua, de manera
que era menys probable el seu pas del suro a l'aigua i, posteriorment, cap a I’espai
de cap, lloc on es produiria I'extraccio.
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Figura VIIL6. Resposta cromatografica del TCA utilitzant diferents dissolvents

Arribats a aquest punt, es tenia clar la quantitat de suro amb la que treballar, el
dissolvent d’extraccié i la seva quantitat. Ara calia optimitzar les condicions
d’extracci6. Per fer-ho, com altres vegades, es decidi treballar amb un disseny
factorial amb dos factors i dos nivells i un punt central. Per arribar a les condicions
optimes, es construiren diferents dominis per arribar al final a les condicions de 90
minuts d’extraccié a 65°C.

Quan s’analitzen simultaniament diferents compostos, pot sorgir el dubte de si la
possible competencia entre ells. Per estudiar-ho, es feu una recta de calibrat de
TCA, tot modificant les concentracions dels altres compostos. Es comprova que la
recta obtinguda era bona (12>0,99), de manera que I'extracci6 dels altres compostos
no afectava, almenys, al TCA.

Finalment, donat que alguns treballs parlaven de que aquest tipus d’extraccié
podia arribar a ser exhaustiva, es va decidir comprovar-ho. Per fer-ho es va
analitzar diferents vegades un mateix suro contaminat, per tal de determinar-ne
les arees cromatografiques, tal com es pot veure en la Figura VIIL7.
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Figura VIIL7. Extraccions successives sobre una mateixa mostra

Tal com es pot veure en la Figura VIIL.7 després de la primera extraccié encara
queda una quantitat considerable de cloroanisoles. No és fins a partir de la vuitena
extraccié que hi ha menys d'un 5% de TCA respecte el valor inicial. Aquestes
dades ens informen de que 'extraccié no és exhaustiva, perd no és necessari. Es
important treballar, pero, en la situacié d’equilibri, ja que és el punt a on
s’obtindra una millor precisi6. Aquesta prova es repeti amb suros contaminats
artificialment per comprovar si el mateix efecte s'observava, essent la resposta
positiva.
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4.- PREPARACIO DE PATRONS SOLIDS

L’estudi de com preparar els patrons de suro fou un dels punts critics del treball.
El primer problema trobat fou 1’obtencié de blancs per dur a terme la validacio.
Tots els suros avaluats presentaven, en més o menys grau, TCA i altres
cloroanisoles, de manera que calia obtenir una matriu lliure d’aquests compostos o
bé, com a minim, tenir la certesa de tenir suficient suro blanc per tal de no tenir
problemes durant la validacié. Per tal de fer-ho, es decidi eliminar els
cloroanisoles mitjangant una extraccié solid-liquid. El metode consistia en
extraccions de porcions de 1 gram de mostra durant 60 minuts mitjangant agitacié
magnetica, utilitzant com a dissolvent I'n-penta (25 ml). Pero, tot i que la neteja era
efectiva, calia avaluar si el tractament efectuat provocava altres canvis (com
presencia de petites traces de n-penta que alteressin 'extracci6 posterior). Aquest
estudi es feu comparant les arees cromatografiques dels cloroanisoles
conjuntament, mitjangant una recta de calibratge d’un suro lliure de cloroanisoles
naturalment i un altre suro que s’havia sotmes a una extracci6 amb n-penta. La
hipotesis a complir era que si l'ordenada a l'origen i la pendent de la recta de
calibratge no diferien significativament de 0 i 1 respectivament, amb un nivell de
significanca de 0,05, es podia considerar que el procés d’extraccié6 amb n-penta no
provocava canvis significatius en el producte i no afectava en el resultat final. Per
dur a terme la comparativa, s’aplica la regressi6 lineal amb errors en ambdos eixos
(BLS), enlloc de la regressi¢ lineal classica (OLS), ja que, d’aquesta manera, es tenia
en compte l’error dels dos casos a comparar. El resultat obtingut ens demostra que
I'extraccié no afectava al procés de determinacié de cloroanisoles i, per tant, es
podia utilitzar per aquest proposit.

Pero la problematica de com preparar els patrons solids no estava resolta. Els
principals parametres que es decidi optimitzar foren: el tipus de mostra (mostra
molta o no), el gruix de la particula, l'estabilitat dels patrons i de les mostres -
avaluant l'afecte del procés de moldre-, i el moment propici d’addicié de
cloroanisoles. Tots aquests parametres s’avaluaren amb addicions de 25 ng-g! i
una comparativa de tots els compostos d’intereés simultaniament, tot aplicant BLS.
Estudiant tots aquests parametres, s’arriba a la conclusid que les condiciones
propicies eren moldre el suro i tamisar-lo (llum de malla de 1 mm). El procés de
congelacid i molt de la mostra no provocava perdues significatives dels compostos
d’interes.

Durant el procés de validacio de la técnica analitica, diferents qiiestions sobre la
relacio dels cloroanisoles i els taps de suro ens despertaren la curiositat. Una
d’elles fou la distribucié d’aquests compostos en un tap. Per tal d’estudiar aquest
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tema, encara que fos a nivell superficial, s’agafaren 5 taps diferents de cava i es
dividiren en tres seccions longitudinals. Cada seccid es dividi per la meitat. Una
part es tritura i s’analitza i 'altra s’analitza directament. Cada mostra s’analitza
per duplicat. Els resultats obtinguts ens informaren que no hi havia cap patr6 de
distribucié del cloroanisoles, almenys en les mostres avaluades. Es a dir, no es
trobava cap fraccié que presentés sempre més quantitat de TCA (en unitats d’area
cromatografica). Aquests experiments foren ttils per confirmar que amb suro molt
la resposta obtinguda presentava dispersions més petites. L’altre pregunta que ens
despertava gran interes era si els compostos estaven més presents en la part
exterior o en la interior de la peca. Per dur a terme aquesta avaluaciéo es
mostrejaren tres taps diferents i es dividiren en tres seccions com abans pero, a
més, es dividiren entre interior i exterior. En aquest cas només s’analitza el suro
molt. Si s’observa la proporcidé entre I'exterior i l'interior (veure Taula VIIL.1) es
pot comprovar que, els cloroanisoles es concentren, basicament, a 1'exterior del
suro, almenys en les mostres analitzades.

Taula VIIL1. Distribuci6 dels cloroanisoles en un tap de suro. Expressat en proporcio
(area cloroanisole exterior/area cloroanisole interior)

Suro 2,6-DCA TCA 2,4-DCA TeCA PCA
1 - 7,52 1,81 1,91 10,26
1 - 097 1,59 3,54 2,37
1 - 1,18 1,53 0,95 1,99
2 - 097 1,70 0,88 3,10
2 - 097 1,33 0,71 2,32
2 - 0,65 0,31 0,77 0,15
3 1,91 1,16 1,35 1,06 iz
3 1,22 1,58 1,48 0,80 3,84
3 1,49 1,96 1,76 1,88 10,61

Tal i com es pot veure, a l'exterior es concentra fins a 11 vegades més de
cloroanisoles que no pas en l'interior.

Tot i que aquestes ultimes dades s’hagin donat com a exemple testimonial d’altres
estudis portats a terme durant aquest procés, els resultats obtinguts obren
importants interrogants, noves vies d’estudi.

Totes les consideracions efectuades fins aquest punt foren les que van permetre
desenvolupar el metode d’analisi per la determinacié quantitativa de cloroanisoles
en suros. Els resultats obtinguts i la seva discussid quedaren plasmats en els
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articles titulats “Quantification of chloroanisoles in cork using headspace solid-phase
microextraction and gas chromatography with electron capture detection” i
“Determination of chloroanisoles in different kind of cork stoppers”, els quals van ser
publicats al Journal of Chromatography A i1’ Analytica Chimica Acta, respectivament.
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Abstract

Chloroanisoles can migrate from the cork stopper in wine bottles to the wine and give it a musty taint so it is important to find a method by which
they can be determined. The aim of this paper is to develop a method for quantifying 2,4-dichl isole, 2,6-dichl isole, 2.4,6-trichl isole.
2.34.6-tetrachloroanisole and 2,3,4,56-pentachloroanisole in cork using headspace solid-phase and gas ch hy with

electron capture detection. After we had prepared the cork standards that were so essential to the work we optimised the parameters that most influence
headspace solid-phase microextraction: fibre coating. vial volume, cork. kind and volume of solvent to help the extraction, extraction temperature and
time, ionic strength and stirring. The method quantifies the total amount of chloroanisoles in cork (natural, aggl d. aggl d
with disks and sparkling wine stoppers). at suitable concentrations so that the capacity of these compounds to give wine a musty taint can be
evaluated. The quantification limits are: 2,6-dichloroanisole (8.6 ng/g), 2.4.6-trichloroanisole (0.8 ng/g), 2,4-dichloroanisole (3.5 ng/g), 2.3.4,6-
tetrachloroanisole (0.6 ng/g), 2,3.4,5,6-pentachloroanisole (0.8 ng/g). The other quality parameters are: recoveries (90.3-105.8%), repeatability

(4-13% (RSD expressed)) and intermediate precision (5-14% (RSD expressed)).

© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Cork; Chi isoles; 2,4-Dichk isole; 2,6-Dichlor

le; 2.4,6-Tri

234,67 2.3.4,5.6-P il isole: Solid-

phase microextraction: Headspace analysis; Gas chromatography and electron capture detection: Cork taint

1. Introduction

Eversince Dom Perignon, a French Benedictine monk, began
to use bark oak (Quercus suber) to close wine bottles. the cork-

wine combination has prevailed, because the cork stopper has -

been regarded as the most suitable material to preserve wine
because of its physical properties and quality aspects. How-
ever, cork is a natural product and not inert, so it can inter-
act with wine, sometimes modify its flavour and even give it
organoleptic defects [1]. This is the case of the musty/mouldy
taint, traditionally known as cork taint. Some of the compounds
involved in this defect may originate in the cork stopper [2)]
(for instance, 1-octen-3-ol, 1-octen-3-one, 2-methylisoborneol,
geosmine, guaiacol and/or chloroanisoles) [3]. The main respon-
sible is 2,4,6-trichloroanisole [4] (in at least 80% of the cases)
but also, to a lesser extent 2.3.4.6-tetrachloroanisole (TeCA)

* Corresponding author, Tel.: 34 977 55 84 96: fax: +34 977 55 84 46.
E-mail addyess: qaenol@urvnet (1. Guasch).

0021-9673/§ — see front matter © 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.chroma.2005.12.063

and 2,3,4,5,6-pentachloroanisole (PCA) are responsible as well
[5-6]). Chloroanisoles usually arise from O-methylation of
chlorophenols, as a detoxification method, by different microor-
ganisms, especially fungi, under particular conditions of temper-
ature and humidity [7]. Chlorophenols are often present because
of the packaging [8], the fungicides, herbicides or wood preser-
vatives that arc used in winerics, or some cork stopper manufac-
turers’ practises, such as using hypochlorite as a cork bleaching
agent [9]. The wines could be contaminated in the cellar as well.
For instance, the chlorophenol contamination could exist in the
pallet crates used for bottle storage. These chlorophenols may
develop to chloroanisoles, which could contaminate the cellar
atmosphere and, consequently, contaminate the wine during the
winery operations [1].

The presence of chloroanisoles in wine is due to the fact that,
if they are present in contaminated cork, they can migrate from
cork to wine. Although there are some studies related to this
migration [ 10], these are not conclusive so, until now, there is not
a specific value of chloreanisoles concentration in cork which
could be considered the minimum to result in musty taint to wine,
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Taking into account the bad odour (off-flavours) and low senso-
rial pereeption threshold of these compounds, between 1 ng/land
50ng/1[1,3.11], this migration will imply serious consequences
on wine organoleptic properties undermining its quality. There-
fore, the determination of chloroanisoles in wines has originated
an extensive research over the last decade to develop methods as
sensitive as human sensory threshold [12-20]. However, to avoid
the economical losses that this musty off-flavour promotes, it is
very important to prevent this defect with an effective control of
chloroanisoles in cork.

This control requires appropriate analytical methods which
must provide enough sensitivity and sclectivity as well as
good repeatability and recovery, Gas chromatography is the
most common technique used in these studies usually cou-
pled to either a mass spectrometer detector [12,16-20], or
to an electron capture detector (ECD) [13,15] and, recently,
coupled to an atomic emission detector [21]. However, due
to low chloroanisole contents in cork, a previous extraction
and c ation step is v. Thus, it is that several
different techniques have been emploved: supercritical fluid
extraction [22], liquid extraction [23], solid phase extraction
[24], purge and trap [21]. headspace solid-phase microex-
traction [25] or multiple headspace solid-phase microextrac-
tion [26]. In most of the studies, the researchers have only
analysed the releasable chloroanisoles [27]. which means the
chloroanisoles extracted when the cork is soaked in a solvent
(water, wine or others). However, although there is no infor-
mation about the relationship between the internal structure
of cork and the migration of chloroanisoles to the extraction
solvent, it is known that depending on the kind of cork (agglom-
erated, natural) the chloroanisoles release into the wines to
a different extent [21]. Therefore, this parameter is not suit-
able for the quality control, because it must be evaluated in
a different way depending on the sample. Thus, we thought
that the parameter which should be determined as a quality
control was the total content of chloroanisoles in the cork
closures, because the value of this parameter will always be
the same, with no dependence of the method used for its
determination. .

From these premises, the main purpose of this paper was to
develop a fast, accurate, precise, effective and low-cost method
for quantifying the total endogenous chloroanisoles in the
different kinds of cork by using a 50/30 pm stableflex divinyl-
benzene/carboxen/polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS)
solid-phase microextraction fibre and gas chromatography with
electron capture detector. Moreover, in order to achieve this
goal, it was essential to study and develop a way of preparing
cork standards with a known amount of chloroanisoles, taking
into account the lack of reference materials and the absence of
other studies in this field.

2. Methods and materials
2.1. Chemicals and reagents

The chloroanisoles studied were: 2,4-dichloroanisole (2.4-
DCA) [553-82-2], 2,6-dichloroanisole (2,6-DCA) [1984-

65-2], 2.4,6-trichloroanisole (TCA) [87-40-1], 2,3.4,6-tetra-
chloroanisole (TeCA) [938-22-7] and 2,3.4,5.6-pentachl-
oroanisole (PCA) [1825-21-4]. The internal standard (IS) used
was 2,3,6-trichlorotoluene (TCT) [2077-46-5].

24-DCA and 2,6-DCA were supplied by Acros Organics
(Geel, Belgium). They were 99% pure. TCA was supplied by
Sigma-Aldrich Quimica, SA (Madrid, Spain) and its purity
was of 99%. TeCA was supplied by UltraScientific (North
Kingstown, RI, USA) with a purity of 95+%. PCA (98.9% pure)
was supplied by Supelco (Bellefonte, USA) and TCT (98% pure)
was supplied by Flucka (Buchs, Switzerland).

An individual stock solution of 1000 mg/l of each compound
in HPLC-grade ethanol was prepared and stored at 4°C from
which we prepared standard solutions of 100 and 10 pg/l by
dilution with HPLC-grade ethanol, which were also stored at
4°C,

The solvents used (n-hexane, n-pentane, ethanol (EtOH),
tetrahydrofuran (THF), acetonitrile (ACN), acetone and ethyl
acetate (EtAc) were HPLC grade. They were all supplied
by Scharlab (Barcelona, Spain), who also supplied NaCl
(99.8% pure) and NaOH (99% purc). The water was MilliQ
grade.

2.2. Cork sample preparation

The cork (stoppers or sheets ) was first cut into small portions,
which were frozen by being immersed in nitrogen liquid. Then,
these frozen bits of cork were ground using a blender and, finally,
the ground cork was passed through a sieve (1 mm of diameter)
to get the most homogencous sample possible. By freezing the
cork, we made the blending easier and also prevented the com-
pounds of interest from being lost due to volatilising during the
blending.

Because we needed chloroanisole-free cork for some of the
following studies, we developed the following cleaning pro-
cess: one gram of ground cork was placed in a 70ml glass
tube. The sample was shaken by rotary mixer with 25 ml of
n-pentane for 60 min. Then, the cork and zi-pentane were scp-
arated by vacuum filtration. We repeated the process three
times and the n-pentane that still remained in the clear cork
sample was evaporated under a gentle Na stream. Then we
experimentally verified that the cleaning process had been
successful, i.e. no presence of chloroanisole chromatographic
peaks.

2.3. SPME fibres

The different fibres tested to develop the method were:
100 wm polydimethylsiloxane (PDMS), 65 um polydimethyl-
siloxane/divinylbenzene (PDMS/DVB), 85 um polyacrylate
(PA), 75 um carboxen/polydimethylsiloxane (CAR/PDMS),
65 um carbowax/divinylbenzene (CW/DVB) and 50/30 um sta-
bleflex divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane (DVB/
CAR/PDMS) of 1 cm. They were all purchased from Supelco
(Bellefonte, USA) with a SPME fibre holder for manual sam-
pling.
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2.4. HS-SPME procedure

In a 50ml vial (43 mm of diameter x 73mm of large),
we weighed 0.2000g (£0.0001g) of ground cork (with
chloroanisoles and/or TCT spiking when necessary) and we
added 25 ml of water. Then the vials were tightly capped with
a PTFE-faced silicone septum and placed in a thermostated
bath, SPME was carried out under constant magnetic stirring
(700 rpm) using a stir bar. The sample vials were preequilibrated
for 30 min at 65°C. Afterwards, the stainless steel needle, in
which the fibre was housed, was pushed through the vial sep-
tum, allowing the coating to be exposed to the headspace over
the sample for 90 min, at 65°C. Afier the extraction, the fibre
was pulled again into the needle sheath and the SPME device
was removed from the vial. It was ready to be inserted into the
mjection port for thermal desorption at 270 °C for 1 min in split-
less mode.

Although the reproducibility of fibres has considerably been
improved, we used more than one in order to take into account
the variability response between the fibres [28].

2.5. Staristical analysis

The slope and intercept of the calibration graph, calculated
by linear least-squares regression, with the determination coef-
ficient (%) and the standard errors of the coefficients was deter-
mined by the ULC (Univariate Linear Calibration) [29] com-
puter program. The analysis of the variance (ANOVA) to deter-
mine the repeatability and intermediate precision was carried out
by the statistical package supplied in Excel. The comparisons of
the slope and intercept using linear regression with errors in both
axes [30] were calculated using home-made subroutines (Matlab
for Microsoft Windows ver. 5.3., the Mathworks, Natick, MA).

2.6. Instrumental analysis

All the chromatographic analyses were carried out using a
Hewlett-Packard (HP, Palo Alto, USA) 5890 scries 11 gas chro-
matograph equipped with a HP clectron capture detector. The
injection and the thermal desorption of the analytes inside the GC
injection port, equipped with a straight glass liner of 0.75 mm
LD., were carried out in the splitless mode for | min at 270°C.
The GC was equipped with a Chrompack (Middelburg, The
Netherlands) CP-Wax 57 CB (50m x 0.25 mm LD, 0.20 pm
film thickness) fused-silica column. Carrier gas was high-purity
helium flowing through the column at 0.8 ml/min (head pressure,
175kPa). The detector was held at 300 “C. The oven tempera-
ture program was: 40 °C (2min), 13 °C/min to 150 °C (15 min),
15 °C/min to 200 °C (9 min), 5°C/min to 220°C.

3. Results and discussion
3.1. HS-SPME parameters optimisation
To proceed with the HS-SPME optimisation, we carried

out different experiments in 50 ml vials into which we poured
0.2000 g (+0.0001 g) of ground cork spiked with 25.0ng/g of

chloroanisoles and TCT, 20 ml of water of 6 M NaCl. The exper-
iments had been done twice. The whole mixture was stirred
magnetically. The extraction conditions were 25 C and 30 min,
with 30min at 25 °C of previous preequilibration [13]. The
values of these parameters were modified depending on the
parameter studied.

The choice of the SPME fibre coating was the first param-
eter considered and the coatings checked are listed in Sec-
tion 2.3. The extraction efficiency of the 1 em 50/30 stableflex
DVB/CAR/PDMS was measured as the TCA chromatographic
peak and was 25% higher than the CAR/PDMS and 90% higher
than all the other fibres. Therefore, this fibre was selected as the
optimum for the extraction.

It was also very important to study whether adding a solvent
to cork (solid sample) could improve the SPME extraction. The
solvents studied are listed in Section 2.1 and we also tested
some solvent mixtures: water with 5% ethanol, 10% ethanol,
5% acetonitrile, 10% acetonitrile, 5% tetrahydrofuran or 10%
tetrahydrofuran. The resulis showed that the higher the polarity
of the solvent was, the higher the chromatographic response of
the chloroanisoles. Therefore, MQ grade water was considered
to be the most suitable solvent for extracting the analytes.

Once we had found the best solvent for the extraction, we
had to determine which volume optimised the extraction. The
volume of solvent depends on the volume of headspace and it is
well known that the volume of headspace affects the extraction
when SPME is used [31]. We also determined which vial (20 ml
(23 mm of diameter x 75 mm of large) or 50 ml) was best and
whether the addition of salt had any positive influence on the
chloroanisole extraction,

The quantities of water studied were O ml, 5 ml, 10ml, 15 ml,
20ml, 25 ml and 30 ml (greater volumes mean that the fibre is
partially immersed in the water). The response was best when
the experiments were carried out with 25 ml of water in a 50 ml
vial with no salt addition. The main purpose of the water was to
homogenise the sample and accelerate the extraction. As far as
the water volume is concerned, the lower the headspace volume,
the higher the extraction is, Related to ionic strength, greater
ionic strength decreases the solubility of neutral molecules in
the water [32]. So the higher the ionic strength in water, the
lower the solubility of the chloroanisoles, and the less likely
they are to pass from the cork to the water. Consequently, fewer
chloroanisoles can pass to the headspace and to the fibre.

We also studied the time and temperature of extraction. As
these two parameters are related, we applied an experimental
design to evaluate time and temperature together. It consisted
of a 27 factorial design plus an experiment in the centre of the
domain [33]. To get to the optimised point we built three con-
secutive domains. The first one was from 60min to 180 min
and from 20°C to 50°C. The second one was from 90 min to
270 min and from 35 “C to 65 °C, and the third was from 60 min
to 120 min and from 50°C to 80°C, Although responses were
higher for the less volatile chloroanisoles, such as TeCA and
PCA attemperatures up to 65 “C, the response for the other com-
pounds decreased. We also extracted other compounds, which
led to bad resolution of the chloroanisole peaks and the internal
standard. Since the TCA was the most interesting compound, we
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chose the conditions in which it was extracted most efficiently:
90 min and 65 °C.

3.2. Preparation of cork standards

The absence of cork reference materials makes it necessary to
study how to prepare the cork standards. We checked the effect of
the size of the cork sample (ground or not ground) and the way in
which the analytes had to be added. Moreover, it was important
to check if the method for obtaining cork blanks causes changes
in the structure of the cork or not. All the analyses carried out
to get the reference cork samples were made using natural cork,
sheets and stoppers. The SPME conditions are those described
in Section 2.4,

3.2.1. Cork blanks

It was very important to determine whether the process using
n-pentanc for obtaining cork blanks (that is to say, cork without
chloroanisoles), as we explained in Section 2.2 (cork sample
preparation), changes the cork structure, and therefore, involves
changes in chloroanisole extraction.

To evaluate this cleaning process, we compared the anal-
yses run under the current SPME optimal conditions in two
ways. We analysed ground cork that was naturally free of
chloroanisoles (checked first) and the same cork previously
cleaned. In both cases we spiked 25.0 ng/g of each chloroanisole
and TCT throughout the surface of the ground cork and imme-
diately analysed it. We ran duplicates of each analysis.

1f the results obtained without the cleaning method were the
same as those obtained with, the cleaning method was a suit-
able option for making contaminated cork chloroanisole free.
As all chloroanisoles and TCT had different sensitivities (and
different chromatographic areas), we decided to apply a statis-
tical analysis using linear calibration to compare the areas of
all the compounds evaluated together. The results of the meth-
ods compared were regressed against one another. If the two
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methods being compared gave comparable results, the regres-
sion line had an intercept that did not significantly differ from 0
and a slope that did not significantly differ from 1. Taking into
account that real analyses are affected by random errors, we
decided to include these random errors in the comparison so, we
considered the standard deviation of both methods (ground cork
that was both naturally free of, and spiked with, chloroanisoles;
and ground cork cleaned using n-pentane and spiked with the
compounds of interest). To make this atypical comparison, we
could not use the ordinary least squares (OLS) because OLS
only considers the error in the dependent variable (y). Instead
we used a lincar regression that took into account the uncer-
tainties in both axes (&= 0.05): the bivariate least squares (BLS)
[30]. BLS finds the joint confidence interval for the slope and
the intercept of the regression line taking the uncertainties in
both axes into account. This test defines an elliptical surface
where the coefficients of the calibration curve are the centre of
the ellipse. The ellipse limits are calculated taking into account
the magnitude of the experimental error, the variances of the
regression coefficients and the significance level chosen.

On the x-axis we placed the response mean of each
chloroanisole and TCT (and its variance) obtained from the cork
that was naturally free of chloroanisoles and on the y-axis we
placed the response mean of each chloroanisole and TCT (and
its variance) obtained from the samples which had undergone
the cleaning process. Fig. | shows an example of the regression
curve and the joint confidence interval obtained by applying the
joint confidence interval. Fig. 1a shows the regression curve for
the comparison carried out. It can be seen that the correlation is
excellent. Fig. I'b shows the ellipse built. If the theoretical point
0.1 (intercept 0 and slope 1) was inside the elliptical surface (as
in the figure), the regression coefficients of the curve are not sig-
nificantly different from the theoretical coefficients, so the two
methods are comparable.

The results show that the cleaning process did not affect
the extraction of chloroanisoles, since there were no significant
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Fig. 1. (a) Calibration curve using bivariate linear squares (BLS) to compare the chromatographic areas of the natural chloroanisole-free ground cork and the
chromatographic areas of the ground cork cleaned using the method proposed. The individual points and their uncertainties are all marked. (b) Joint confidence
interval based on BLS techniques. Empty points indicate the ellipse centroid while the solid one indicates the theoretical point of zero intercept and unity slope.
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differences between the chromatographic responses of the two
samples,

3.2.2. Ground or unground cork

We decided to evaluate if the size of the cork particle had
any influence by grinding the cork and passing it through a
sieve, To carry out the study, we used cork ground in a blender
and pieces of cork that could be put into the vial (around
0.5cm % 0.5em x 0.5 em). Then we took 0.2000 g (£0.0001 g)
of the ground cork or 0,200 g (0,001 g) of the unground cork
(the difficulties to accurately weigh increased considerably) of
these different corks and spiked both samples with 25,0 ng/g
of each chloroanisole and TCT in a 50 ml vial with 25ml of
water. Then we carried out the extraction following the process
explained in Section 2.4. Chloroanisoles and TCT were added
to the pieces of cork in such a way that the compounds were
distributed evenly throughout the cork (both on the surface and
inside, not just in one point of the cork), to make the sample
as homogeneous as possible. The chloroanisoles and TCT were
added to the surface of the ground cork and immediately anal-
ysed. We analysed duplicates for both cases.

The results gave slightly higher responses when pieces of
cork were used. This behaviour may be because the ground cork
was floating on the water, forming a surface layer of cork that
made it difficult for the analytes to pass into the headspace and,
therefore, to the fibre coating [34]. However, we preferred to use
ground cork because the response was high enough to achieve
the levels of concentration of interest, it was easier to prepare,
the sample was more homogencous and it gave more repetitive
results.

3.2.3. Addition of chloroanisoles

Another experimental parameter studied was when the
chloroanisoles had to be added (before or after grinding the
cork), so that we could evaluate whether the grinding action
causes loss of analytes. We roughly weighed four different pieces
of cork (24 g) and spiked them, as before, with 25.0 ng/g of each
chloroanisole and TCT. Each picce was then kept scparately at

4°C for 7 days inside a brown glass bottle. We considered 7 days,

to be long enough for the compounds to be distributed through-
out the cork. After this period of time, the cork was ground
following the procedure explained in Section 2.2, and analysed
by using the optimised HS-SPME-GC-ECD method.

The results of analysing these four spiked pieces of cork
were compared with the results of analysing six freshly pre-
pared replicates of 0.2000 g (£0.0001 g) of ground cork spiked
with 25.0 ng/g of each chloroanisole and TCT. This compari-
son was made by applying the BLS (see Section 3.2.1). On the
x-axis we placed the response mean of cach chloroanisole and
TCT (and its variance) of the six freshly prepared replicates and
on the y-axis we placed the response mean of each chloroanisole
and TCT (and its variance) of each of the four samples (pieces
of cork) that we spiked and stored at 4°C for 7 days.

All the regressions were comparable for an o =0.01 or lower.
From these results we can conclude that the grinding action
caused no loss of analytes. because the composition of the cork
before and after it was ground was the same. Furthermore, from

the results obtained we can also conclude that it is possible 10
prepare the cork standard several days before analysis because
the results are similar to those obtained when fresh standards are
analysed.

On the other hand, and in order to complement the studies
made, we attempted to find if the grinding step had an effect on
the stability of the cork spiked analytes. We attempted to find
whether the method used to spike the cork with compounds could
emulate their natural state in the cork bark. We also tried to eval-
uate the size of the ground cork and determine whether it needed
to be sieved. To carry out this study, we roughly weighed four
different picces of cork (2-4 g) and spiked them with 25.0ng/g
of each chloroanisole and TCT. Then they were immediately
ground following the procedure presented in Section 2.2. More-
over, to check if the size of the ground cork had any influence, for
instance, on the he ity of chlor les in the cork, we
divided the sample in two and kept each part separately. The first
fraction was passed through a sieve (1 mm in diameter) and the
second was not. We kept the sieved and the unsieved cork sepa-
rately in brown glass boitles. Then, both samples werc analysed
on different days: 0, 1, 4 and 7.

Asbefore, we applied the BLS test (o =0.05) [30]. The results
were regressed against the results of analysing six replicates of
0.2000 g (£0.0001 g) of freshly prepared ground cork spiked
with 25.0 ng/g of each chloroanisole and TCT.

In the case of sieved cork (four samples on four different
days), all the regressions were comparable with the six replicates
that represented the proposed method, but when we compared
the unsieved ground cork (four samples on four different days),
only 66% of the regressions were comparable, independent of
the day. So, we concluded that it was necessary to have the
ground cork sieved, because it was the most homogeneous and
representative sample. Likewise, the time when the compounds
were added did not affect the following analyses and, as there
were no significant differences at time 0 between the different
kinds of samples. we can state that the grinding action caused
no loss of analyres.

3.3. Analytical performance parameters

3.3.1. Calibration curves

Because the perception levels of chloroanisoles are low, it
is very important that the determination and quantification lim-
its also be as low as possible. Both limits were determined by
analysing blank samples of each analyte. We took the limit of
detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) to be three
times and ten times the standard deviation, respectively, of the
measures of the blank samples, Then, the measurement signal
was re-expressed in concentrations by applying the slope of the
calibration curve [35,36].

So, first, we built a calibration curve for every analyte (seven
points, quadruplicates in every one) in the following ranges: 2,6~
DCA and 2,4-DCA (1.0-500.0ng/g), TCA (0.3-100.0ng/g),
TeCA (0.3-200.0 ng/g) and PCA (1.0-500.0 ng/g) and 12.0 ng/g
of internal standard.

Then we analysed 10 cork samples (optimal conditions) that
were completely free of chloroanisoles and spiked with 12.0 ng/g
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Table 1
Parameters of the different calibration curves (v=a -+ bx) built 1o quantify the chloroanisoles in cork stoppers
Chloroanisole a Sa b Sb i LOD (ng/g) LOQ (ng/g) Syix
2,6-DCA =0.019 0.3049 0.3249 0.0130 0.9920 26 8.6 0.4917
TCA 0.6341 0.2109 2.9367 0.2109 0.9986 02 08 0.3735
2.4-DCA 0.0766 0.0716 0.0839 0.0031 0.9934 1.1 35 0.1161
TeCA 0.0211 0.2459 1.8448 0.0321 0.9985 02 06 04479
PCA -0.0547 0.2311 0.6429 0.0171 0.9992 0.2 0.8 0.2970

of TCT. We measured the baseline of every chloroanisole and
derermined the peak ratio of every compound (chromatographic
area of the chloroanisole/chromatographic area of TCT). We cal-
culated the mean and the standard deviation of every compound,
The LOD and LOQ are presented in Table 1.

Ongce both limits had been determined. we were able to
recalculate the definitive calibration curve of every compound
studied. The first point of each calibration curve was the quantifi-
cation limit. The other points were the same as those vsed in the
calibration curve built before. The parameters of the calibration
curve are shown in Table 1.

3.3.2. Recoveries

To calculate the different recovery values, we used three
samples of each kind of cork evaluated (natural cork stopper,
agglomerated cork stopper and stopper with disks), used for
wine and sparkling wine. First we determined the quantity of
chloroanisoles naturally present in every cork in quadrupli-
cate. Then, we spiked the corks with different quantities of
chloroanisoles (three levels: low, middle and high concentra-
tion), throughout the range of concentrations in quadruplicate.
The recovery values (%) were calculated as the ratio of the
concentration of the chloroanisole found in the cork by using
the calibration graph and the concentration of the chloroanisole

Table 2

Recoveries in three different kinds of cork stoppers (natural cork stoppers,
agglomerated cork stoppers and sparkling wine cork stoppers)

Chloroanisole Kind of cork stopper Recovery (%) Intermediafe
precision
(RSD (%))
2,6-DCA Natural cork 95.0 1.4
Agglomerated cork 97.6 74
Sparkling wine cork 96.7 89
TCA Natral cork 105.8 87
Agglomerated cork 103.4 53
Sparkling wine cork 103.2 74
24-DCA Natural cork 100.5 10,0
Agglomerated cork 105.8 T
Sparkling wine cork 99.7 938
TeCA Natural cork 97.9 15
Agglomerated cork 104.4 6.1
Sparkling wine cork 994 3.9
PCA Natural cork 90.3 6.4
Agglomerated cork 97.9 7.6
Sparkling wine cork 95.3 6.8

Seventy-two analyses were carried out.

naturally present in cork plus the spiked chloroanisole concen-
tration, All the recoveries (Table 2) were between 90% and
105% with RSD (%) of 4-11%, depending on the kind of
chloroanisole and its concentration. Fig. 2 shows an example of
a cork chromatogram used to study the recoveries. The values
found demonstrate that the chloroanisole-spiked cork behaved
in a similar way to cork that naturally contained chloroanisoles
That is to say, the method for spiking cork with chloroanisoles
presented here is suitable for preparing cork standards with a
known concentration of chloroanisoles.

3.3.3. Repeatability and intermediate precision

The repeatability and the intermediate precision were esti-
mated together by applying a single experiment set-up with
duplicates [35-37]. We made measurements in all the three kinds
of cork studied (natural cork stopper, agglomerated cork stop-
per and stopper with disks, used for wine and sparkling wine)
throughout the range of concentrations. For every case, we ran
duplicates on six different days. The results are presented in
Table 3.

Counts
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750000 4

250000 = N3
. — Al m o,
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1250000 &)
1000000
750000 3
500000
250000 l @|
0 L UL
(b) 0 10 20 30 min

Fig. 2. Chromatograms obtained from studying the recoveries of the method
using an agglomerate cork stopper. (a) Chromatogram of the cork natrally
contaminated with chloroanisoles: 2,6-DCA: (1) 27.2ng/g, TCT; (2) 12.0ng/g,
TCA: (3) 39.0ng/g 24-DCA: (4) 14.6ng/e. TeCA: (5) 3.4ng/g, PCA; (6)
10.0ng/g. (b) Chromatogram obtained by spiking cork with different concentra-
tions of chloroanisoles: 2,6-DCA: (1) 76.6 ng/g, TCT: (2) 12.0ng/g. TCA; (3)
100.6ng/g, 2.4-DCA; (4) 67.2ng/g, TeCA; (5) 48 8 ng/g, PCA; (6) 51.1 ng/g.
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Table 3
Repeatability and intermediate precision values of the method

Chloroanisole Kind of cork stopper Concentration (ng/g)

Repeatability (RSD (%)) Intcrmediate precision (RSD (%))

2.6-DCA Natural cork 104.6
Agglomerated cork 272
Sparkling wine cork 476.2
TCA Natural cork 83.5
Agglomerated cork 39.0
Sparkling wine cork 64.4
24-DCA Natural eork 80.0
Agglomerated cork 14.6
Sparkling wine cork 450.0
TeCA Natural cork 80.0
Agglomeraied cork 34
Sparkling wine cork 150.0
PCA Natural cork 845
Agglomerated cork 10.0
Sparkling wine cork 4533

47 6.6
74 8.2
2.1 10.9
52 15
82 59
84 84
6.6 104
13.6 14.0
5.1 9.7
4.0 58
44 53
39 8.0
93 93
8.1 9.0
120 4.1

One hundred and eighty analyses were carried out.

4. Conclusions

In this paper, we present a new method for quanti-
fying the total concentration in several kinds of cork of
2 4-dichloroanisole, 2,6-dichloroanisole, 2,4,6-trichloroanisole,
2,3.4 6-tetrachloro le, 2,3.4,5,6-p hloroanisole, The
performance parameters (calibration lines, recoveries, LOD,
LOQ repeatability and intermediate precision) were excellent.

The greatest advantage of the method is that it determines
a parameter whose value is not dependent on the method used
for its determination: the total chloroanisoles in cork. Moreover,
the method developed uses shorter extraction times than those
needed for the determination of the releasable chloroanisoles.

We also present an casy way to prepare cork standards which
requires no special instruments and simulates the behaviour of
chloroanisoles that are naturally present in cork, as the various
experiments and the statistical analyses demonstrated.

Therefore, we conclude that the method presented here,
is a very good option for quantifying of 2,4-dichloroanisole,
2,6-dichloroanisole, 2,4,6-trichloroanisole, 2,3,4,6-tetrachloro-
anisole, 2,3,4,5,6-pentachloroanisole in cork stoppers and pre-
venting wines from having a musty taint from cork.
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Abstract

This paper deals with the application of a new headspace solid-phase microextraction (HS-SPME) method developed in order to analyse the
total amount of chloroanisoles in different kinds of cork stoppers (natural, agglomerated and sparkling wine stoppers). This parameter must be
determined because these compounds can migrate from cork to wine giving it unpleasant musty taint and, therefore, undermine its organoleptic
quality. Unlike the releasable amount of chloroanisoles, the total amount of chloroanisoles has no dependence of the method used for its determination

50 it can be used as a quality control parameter. The application of this method allowed the simultaneous determination of 2.4-dichloroanisole,

2,6-dichlo isole, 2,4,6-trichl. le, 2,3,4.6-tetrachl isole and 2,3,4,5,6-p
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
Keywords: Cork: Chloroanisoles: Solid-phase ion; Gas ch ; Total amount of chloroanisoles; Quality control

1. Introduction

Musty taint, traditionally known as cork taint, is a serious
problem for both wine and cork industries worldwide. It affects
between 0.1 and 10% of European bottled wines [1]. Several
compounds have been identified as possible contributors to
cork taint, but chloroanisoles, specially 2.4,6-trichloroanisole
(TCA), are the mayor impact components [2-4]. Chloroanisoles

usually arise from O-methylation of chlorophenols, as a detox- +

ification method, by different microorganisms, especially
fungi, under particular conditions of temperature and humidity.
Chlorophenols are often present because of the packaging,
the fungicides, herbicides or wood preservatives that are
used in wineries or some cork stopper manufacturers’ prac-
tices. such as using hypochlorite as a cork bleaching agent
[5].

Although there are studies that demonstrate the migration of
chloroanisoles from cork to wine is not very high [6,7], this
migration is enough to undermine the quality of wine. This fact
is due to the musty off-flavour of these compounds and also to

* Corresponding author. Tel.: +34 977 55 84 96: fax: +34 977 55 84 46.
E-mail address: qaenol@urv.net (1. Guasch).

0003-2670/$ - sce front matter © 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi: 10.1016/j.aca.2005.10.045

their low sensory thresholds (i.e. TCA sensory threshold in wine
is between | and 50ng 1! [3]).

This serious and costly problem is raising the aware-
ness of researchers who have developed several methods for
determining chloroanisoles in wines [3,8-16]. However, since
chloroanisoles are introduced to wine via defective cork clo-
sures, it becomes necessary an effective control of chloroanisole
contents in cork stoppers as well.

Several authors analysed the TCA content in contaminated
wine and in its cork stopper [17-19], The values of TCA found
by these different researchers in wine ranged between 0.2 and
41.0ng 171, whereas the concentration of this compound in the
cork stopper ranged from 1.0 to 125 ngcork~. Other authors
reported the results on percentage, but in these studies the values
also ranged between large intervals. For instance, Tanner and
Zannier [20] reported that 50% of the TCA present in a cork
stopper could be transferred to wine; Chéitonnet et al, [21] found
that this value was less than 6% and, on their own, Juanola et al.
[7] got migration values from | to 54%, depending on the spiking
method. Therefore, there are not conclusive results related to the
relationship between the total chloroanisoles content in wine and
in its cork stopper.

Because of their volatility, gas chromatography (GC) is
the most suitable technique for determining chloroanisoles,
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usually coupled to either mass spectrometer detector (MSD)
[8.12-16,22] or to an electron capture detector (ECD) [5,11]
and, recently, coupled to atomic emission detector (AED) [22].
However, the concentration of chloroanisoles in cork stoppers
is beyond the sensitivity of GC, so an extraction and con-
centration step is needed. Thus, several techniques have been
used: liquid-liquid extraction [2], ultrasound-assisted extrac-
tion [1], solid-liquid extraction [1], purge and trap [22], pres-
surised liquid extraction [23], solid-phase extraction [ 18], super-
critical fluid extraction [24], soxhlet [25], headspace solid-
phase microextraction [26] or multiple headspace solid-phase
microextraction [25]. In these studies the researchers have anal-
ysed different kinds of cork stoppers but, currently, there is not
a method that can be applied to different kinds of cork stoppers
nor can it ensure the results on the chloroanisoles analysis.

On the other hand, most of the researchers have only analysed
the chloroanisoles extracted when the cork is soaked in a sol-
vent (water, wine or others). These analytes are called releasable
chloroanisoles [27]. In that way, the researchers try to emulate
the behaviour of chloroanisoles when a contaminated cork is
used as wine bottle stopper. However, to ensure good results on
the evaluation of the releasable chloroanisoles, this value should
be determined under real conditions. Therefore, we thought
the total amount of chloroanisoles would be a more suitable
parameter for the quality control because, unlike the releasable
chloroanisoles, its value does not depend on the method used
for its determination.

Therefore, the main purpose of this paper is the analysis
of the total concentration of chloroanisoles in different kinds
of cork stoppers (natural, agglomerated and sparkling wine)
either naturally or artificially contaminated (the preparation
of these last samples takes into account the problem arising
from the lack of reference materials). To achieve this goal, we
used a fast, sensitive, precise and robust method developed in
our laboratory, which implies headspace solid-phase microex-
traction technique (HS-SPME) and gas chromatography with
electron capture detector. By using the SPME with a 50/30 um
stableflex divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane fibre,
we solved the problem that poses the use of multistep extraction
and concentration techniques.

2. Experimental
2.1. Chemicals and reagents

The chloroanisoles studied were: 2.4-dichloroanisole (2,4-
DCA) [553-82-2], 2.6-dichloroanisole (2.6-DCA) [1984-65-
2], 2.4.6-trichloroanisole (TCA) [87-40-1]. 2.3.4,6-tetrachlor-
oanisole (TeCA) [938-22-7] and 2,3.4,5,6-pentachloroanisole
(PCA) [1825-21-4].

The internal standard (IS) used was 2.3 .6-trichlorotoluene
(TCT) [2077-46-5].

24-DCA and 2,6-DCA were supplied by Acros Organics
(Geel, Belgium). They were 99% pure. TCA was supplied by
Sigma-Aldrich Quimica, SA (Madrid, Spain) and its purity
was of 99%. TeCA was supplied by UltraScientific (North
Kingstown, RI, USA) with a purity of >95%. PCA (98.9% pure)

was supplied by Supelco (Bellefonte, USA) and TCT (98% pure)
was supplied by Flucka (Buchs, Switzerland).

An individual stock solution of 1000mg1~" of each com-
pound in ethanol HPLC grade was prepared and stored at 4 °C
from which we prepared standard solutions of 100and 10 pg 1!
by dilution with HPLC grade ethanol, which were also stored at
4°C.

2.2. Samples

The cork (stoppers or sheets) was first cut into small portions,
which were frozen by being immersed in nitrogen liquid. Then,
these frozen bits of cork were ground using ablender and, finally,
the ground cork was passed through a sieve (1 mm of diameter)
to get the most homogeneous sample possible. By freezing the
cork, we made the blending easier and also prevented the com-
pounds of interest from being lost due to volatilising during the
blending.

Different kinds of corks were used: natural cork (sheets or
stoppers), agglomerated cork stoppers and agglomerated with
disks stoppers, used for wine and for sparkling wine. All these
different cork stoppers were from different cellars and sources,
so that the variety of samples was huge.

Depending on the study. it was necessary the use of cork
blanks (cork free of chloroanisoles), corks naturally contami-
nated or corks artificially contaminated (corks spiked with the
chloroanisoles studied) so, different procedures are used in each
case. For obtain cork tree of chloroanisoles we added to 1 g of
cork 25 ml of n-pentane which, after 60 min of rotatory agitation
(three times), was eliminated by vacuum filtration and, lately,
under N3 stream. To get artificially contaminated cork which
behaves in a similar way to cork naturally contaminated we
used a specific procedure developed in our laboratory. Accord-
ing to this procedure, the cork must be frozen, ground and passed
through a sieve of 1 mm of diameter. Regarding to the addition
of chloroanisoles, this step can be carried out either before or
after the grinding step, because it was checked that the grinding
action caused no loss of analytes,

2.3. HS-SPME procedure

The SPME holder for manual sampling and the different
fibres tested (PDMS, PDMS/DVB, PA, CAR/PDMS, CW/DVB
and DVB/CAR/PDMS) were purchased from Supelco (Belle-
fonte. PA, USA). The fibre selected was DVB/CAR/PDMS
(divinylbenzene/carboxen/polydimethyl siloxane of 1lem)
because it gave responses up to 90% higher than the others.

The different parameters that influenced the HS-SPME anal-
yses were studied carefully in a preliminary study. The optimal
conditions were as follows: in a 50 ml vial, we weighed 0.2000 g
of ground cork (with chloroanisoles and/or TCT spiking when
necessary) and we added 25 ml of water (the main purpose of
the water was to homogenise the sample and accelerate the
extraction). Then the vials were tightly capped with a PTFE-
faced silicone septum and placed in a thermostated bath. SPME
was carried out under constant magnetic stirring (700 rpm).
The sample vials were preequilibrated for 30 min at 65 °C. The
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3. Results and discussion

The different performance parameters of the analytical
method were evaluated in order to ensure the results obtained
when the method is applied to real samples.

Thus, we built a calibration curve for every analyte (seven
points, quadruplicates in every one) using the internal standard
method. The fit of the response to the linear calibration was good
as demonstrated the regression coefficients values higher than
0.992 and the low standard deviations of the intercept and slope
values. Regarding to the limits of detection (LOD) and the limits
of quantification (LOQ). these were calculated as three times and
10 times the standard deviation, respectively, of the measures of
10 blank samples [28,29]. The values of all these parameters
are shown in Table 1. On the other hand, we also estimated the
repeatability and the intermediate precision, These parameters
were estimated together by applying a single experiment set-
up with duplicates [28-30]. We run duplicates on 6 different

Table 1
Performance parameters of the HS-SPME-GC-ECD method
Chloroanisole Lineatity s LOD (ngg™") LOQ
(ngg™") (ngg™)
16-DCA 9.0-500.0 01.9920 26 8.6
TCA 1.0-100.0 0.9986 02 0.8
24-DCA 4.0-500.0 0.9934 1.1 35
TeCA 1.0-200,0 09985 02 0.6
PCA 1.0-500.0 0.9992 02 0.8
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SPME fibre was then inserted manually through the vial sep- ocounts (8}
tum and exposed to the headspace over the sample for 90 min, 1200000 4
at 65 °C. Higher temperatures or longer times implied a back- 1660060
ground increase. Afterwards, the fibre was pulled into the needle 200000
sheath and the SPME device was removed from the vial. It was 600000
ready to be inserted into the injection port for thermal desorption 400000 -
a1 270°C for 1 min in splitless mode. - 200000 . 2l3 s
In order to take into account the variability of the response 0 i - 4 . S o
between fibres, several fibres were used in the different studies 0 0 20 30 min
and experiments [5].
counts J (b}
24. GC/ECD analysis 12000003
1000000
Chromatographic analyses were made on a Hewlett-Packard 00 3 3
(HP. Palo Alto, USA) 5890 series IT gas chromatograph equipped 000003
with a HP electron capture detector (ECD). The injection and ARG
the thermal desorption of the analytes inside the GC injec- S0 3 i 2 a 5 1 Sl A
ton port, equipped with a straight glass liner of 0.75 mm L.D,, 1 o 10 20 % i
were carried out in the splitless mode for I min at 270°C,
The GC was equipped with a Chrompack (Middelburg, The
Netherlands) CP-Wax 57CB (50m x 0.25mm LD., 0.20 pm counts ] (c)
film thickness) fused-silica capillary column. Carrier gas was 1200000 4
high-purity helium flowing through the column at a flow-rate of 1000000
0.8 mlmin~! (head pressure, 175 kPa). The detector was held 800000 -
at 300°C. The oven temperature program was: 40°C (2 min), 600000
13°Cmin~! to 150°C (15 min), 15°C min~ t0 200 °C (9 min). 400000 4 .
5°Cmin~! 1o 220°C. 200060 b ef a
0 2 | : A ! - Al
0 10 20 30 min

Fig. 1. Examples of chromatograms obtained when analysing naturally contam-
inated corks. (a) Natural cork stopper with 2,6-dichloroanisole (1) 24.6ngg~".
2.3,6-trichlorotoluene; (2) 12.0ngg~", 2,4,6-tichloroanisole; (3) 8.3ngg ™',
2.3,4.5.6-pentachloroanisole: (6) 1.8ngg™". (b) Agglomerated cork stopper
with 2,6-dichloroanisole (1)26.1 ng g~ !, 2.3 6-trichlorotoluene: (2) 12.0ng g L.
24 6-trichloroanisole; (3) 40.7ngg™!, 24-dichloroanisole; (4) 16.3ngg™,
2,34 6-tetrachloroanisole; (5) 3.4ngg! 2,3,4,5,6-pentachloroanisole; (6)
10.1ngg~". (c) Sparkling wine cork stopper with 2,6-dichloroanisole (1)
25.6ngg™", 2,3,6-trichlorotoluene; (2) 12.0ngg~", 2.4 6-trichloroanisole; (3)
36ngg~}, 2.3,4,5,6-pentachloronnisole; (6) 1.7ngg ™!

days. We obtained values of repeatability and intermediate pre-
cision between 4.0 and 14.1 (R.S.D. (%)) in all the concentration
range.

Once these parameters were evaluated, we applied the method
to determine the total amount of chloroanisoles in different kinds
of cork stoppers. That is to say, we analysed three different kinds
of natural cork stoppers, three different kinds of agglomerated
cork stoppers and three different kinds of sparkling wine cork
stoppers. Fig. | presents an example of chromatograms obtained
when we analysed several cork stoppers,

Each determination was made in quadruplicate and the results
with their relative standard deviation (R.S.D. (%)) were pre-
sented in Table 2, As can be seen, regarding to the chloroanisoles
found (which have been confirmed using a gas chromatograph
equipped with a mass-selective detector (GC-MS)), all the sam-
ples analysed were naturally contaminated with more than two
of the analytes studied and, in some samples, we even found
all the chloroanisoles studied. However. it is important to high-
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Table 2

Total concentration of chloroanisoles in different kinds of cork stoppers (before and after the addition in naturally contaminated stoppers)

Cork Chloroanisole ~ Natural RS.D. Spiked Total Concentration Recovery  R.S.D.
concentration (%) coneentration concentration found (ngg ') (%)
mgg ) (mgg™")

Natural cork stoppers 1 2,6DCA 252 44 250 502 47.6 95.0 10.8

TCA 84 29 250 334 34.0 101.7 127
24-DCA <3.5(LOQ) 25.0 250 238 95.2 154
TeCA <0.6 (LOQ) 25.0 25.0 251 100.4 1.2

PCA 1.8 23 250 26.8 231 86.2 59

2 26-DCA 224 84 250.0 2724 2709 9.5 129
TCA 2.0 9.9 5.0 7.0 8.1 1157 9.5
24-DCA 78 313 250.0 257.8 257.0 99.7 5
TeCA 1.0 9.1 125.0 126.0 133.6 106.0 6.8

PCA 6.7 3.6 2500 256.7 2538 98.9 9.8

S 2.6-DCA 246 a9 80.0 104.6 94.6 904 10.6
TCA 35 6.4 80.0 83.5 83.6 100.1 4.0
24-DCA <3.5 (LOQ) 80.0 80.0 85.3 106.6 72
TeCA <0.6 (LOQ) 80.0 80.0 69.8 87.2 45

PCA 45 10.7 80.0 845 724 85.7 34
Agglomerated cork 1 2.6-DCA 272 57 50.0 7.2 76.6 99.2 58
sloppers TCA 39.0 54 50.0 89.0 100.6 113.0 32
24-DCA 14.6 134 50.0 64.6 67.3 1042 51
TeCA 34 34 50.0 334 48.8 914 48
PCA 10.0 6.0 50,0 60.0 511 852 28

2  26-DCA 58.7 3.5 350.0 4087 413.3 101.1 55
TCA 44.6 24 150 59.6 60.5 1015 10.3
2.4-DCA 525 72 3500 4025 419.2 104.1 95
TeCA <0.6 (LOQ) 250 25.0 296 1184 77
PCA 27 10.0 350.0 3527 3847 109.1 68

3 26-DCA 26.1 136 350.0 3761 3475 924 10.8
TCA 40.7 131 250 65.7 62.8 95.6 3l
24-DCA <3.5(LOQ) 350.0 350.0 3815 109.0 85
TeCA <0.6 (LOQ) 125.0 125.0 1294 103.5 59

PCA 34 13.8 350.0 3534 3514 99.4 13.1
Sparkling wine cork 1 2,6-DCA 23.7 12.5 9.0 327 331 101.2 6.4
stoppers TCA 6.4 16.8 9.0 154 16.6 107.8 16
2,4-DCA <3.5(LOQ) 9.0 9.0 85 044 103
TeCA <0.6 (LOQ) 9.0 9.0 9.6 106.7 22

PCA 1§ 5.1 9.0 10.8 10.4 96.3 9.0

2 26-DCA 262 13.7 450.0 4762 43.6 93.1 8.4
TCA 44 *21.0 60.0 64.4 66.7 103.6 6.5
24-DCA <3.5 (LOQ) 450.0 450.0 469.1 104.2 58
TeCA <0.6 (LOQ) 150.0 150.0 1532 102.1 35
PCA 33 58.6 450.0 4533 474.1 1046 8.5

3 26-DCA 269 16.7 40.0 66.9 64.1 95.8 119
TCA 8.1 121 40.0 48.1 473 98.3 8.0
2,4-DCA <3.5(LOQ) 40.0 40.0 40.2 100.5 132
TeCA <0.6 (LOQ) 40.0 40.0 358 89.5 6.1
PCA 1.7 2.5 40.0 41.7 354 849 29

light that TCA was present in all the samples studied and that
2,6-DCA is almost always the chloroanisole with the great-
est concentration in cork stoppers and TeCA always presented
the lowest concentration. These results are in agreement with
the ones obtained for other authors [4,6,31]. Related to the
different kinds of cork analysed, we observed that the agglom-
erated cork stoppers p d the higher ¢ ation of TCA
whereas the natural cork stoppers presented the lowest. These

values are also in agreement with the results found in literature
[18].

On the other hand and, in order to demonstrate that the
behaviour of the chloroanisoles naturally present in these corks
was similar to the behaviour of the chloroanisoles spiked follow-
ing the procedure developed in our laboratory, we proceeded as
follows. We took 0.2000 g of each one of the previous sam-
ples and we spiked them with known amounts of the different
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chloroanisoles studied. This spiking was carried out in such
a way that we got three samples of each kind of cork stop-
pers at three levels of concentration (low, middle and high-
concentration) for each chloroanisole studied (Table 2). These
spiked samples were also analysed in quadruplicate (this study
implied 36 additional analyses).

From the results obtained we defined the recovery param-
eter as the percentage ratio between the concentration of the
chloroanisoles found in the cork by using the calibration graphs
and the concentration of the chloroanisoles naturally present
in cork plus the chloroanisoles concentration added. If the
chloroanisoles added behaved in a similar way than those nat-
urally present in cork, the recovery values should be around
100%. The results of this study are also presented in Table 2 and
they show values of recovery between 85 and 118%. Taking into
account the low levels of concentration evaluated, these values
can be considered as excellent and ensure the applicability of
the method described to real samples.

From all these results we can conclude that the method devel-
oped can be very useful for the quality control of musty taint in
cork stoppers. It is a fast and accurate way for quantifying a
parameter whose value is neither dependent on the method used
for its determination nor is it on the characteristics of every indi-
vidual cork stopper: the total amount of chloroanisoles.
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1.- INTRODUCCIO

En el capitol anterior es defensava la determinaci6 del 2,4,6-tricloroanisole (TCA)
total per sobre de la de l'extraible, perd sense comprovar l'efectivitat de la
determinacié d’aquest darrer. Per aix0, aquest va ser 1'objectiu d’aquest capitol.
Donat que existeix una norma UNE 56930:2005 “Tapones de corcho. Determinacion del
2,4,6-tricloroanisol transferible” per a determinar el 2,4,6-tricloroanisole extraible en
control de qualitat de taps de suro, es va creure adient utilitzar aquest metode i
més tenint en compte que aquesta norma marca unes condicions experimentals en
intervals molt amplis. Precisament per aixo, el que es pretenia amb aquest treball
era comprovar si la laxitud en les condicions proposades podria influir en el
resultat final.
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2.- PART EXPERIMENTAL

Tal i com s’ha vist fins ara, quan es treballa amb microextraccié en fase solida
(SPME) com a tecnica de preparacié de mostra, les variables que influeixen en els
diferents equilibris han d’estar perfectament optimitzades o, si més no,
controlades, per tal d’obtenir resultats reproduibles. No obstant, la norma UNE
56930:2005 “Tapones de corcho. Determinacion del 2,4,6-tricloroanisol transferible”
especifica que les condicions experimentals sén: 20°C + 2°C de temperatura; 20
hores + 4 hores de temps de maceracié del tap amb la solucié hidroalcoholica; i
entre 15 i 30 minuts d’extracci6 amb la fibra d’SPME. Per aix0, es va decidir
avaluar si aquest rang tan ampli en el valor de les variables podia afectar al resultat
final.

Per dur a terme aquesta valoracio, es va utilitzar un disseny d’experiments
factorial complet de tres factors a dos nivells. El problema, pero, estava en
aconseguir vuit mostres de taps completament identics. S’arriba al compromis
d’agafar vuit unitats de taps del mateix lot, els quals s’havien analitzat previament
i es coneixia que contenien TCA. Cadascun d’aquests vuit taps es tallaren en vuit
parts. D’aquesta manera, mitjangant la reconstitucié d'una part provinent de cada
un dels taps originals, s’aconseguien vuit taps teoricament identics.

Algunes condicions experimentals, de gran importancia, no estaven contemplades
en aquesta norma, com el temps de pre-equilibri de la mostra abans d’aplicar
I'extraccio o el volum de macerant a utilitzar. En aquest cas es decidi adoptar 5
minuts de pre-equilibri i 100 ml de macerant. El punt que es cregué crucial era
assegurar que els taps estiguessin perfectament immersos en el liquid extractor,
per tal d’assegurar que l'extraccio fos el més completa possible.

Utilitzant aquesta metodologia s’arriba a la conclusi6 que els parametres que tenen
influéncia en el resultat son: la temperatura de maceracio, el temps de maceracio i
el conjunt dels tres factors avaluats, quan es refereix la concentraci6 de TCA
extraible a la solucié hidroalcoholica. Quan es refereix el TCA extraible a la
quantitat de suro analitzada, els parametres que tenen influencia en el resultat son
el temps de maceracié i la interaccié dels tres factors. Aixi doncs, la variable
experimental que té més importancia és el temps de maceracié. A 'augmentar el
temps de maceracid, s'incrementa l'extracci6 de TCA. Quan es té en compte el
contingut de TCA en la solucié hidroalcoholica, la temperatura de maceracio6
també adquireix un paper predominant, que desapareix, pero, quan es refereix el
contingut a la quantitat de suro pesada. Es dedueix, aixi, que el control del volum
del macerant i el pes del suro analitzat també és important i influeix en el resultat
final.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DETERMINACIO ANALITICA DE 2,4,6-TICLOROANISOLE I ALTRES CLOROANISOLES
EN VINS I SUROS

Marc Riu Rusell

ISBN:9788469432358/DL:T. 1044-2011

Arribats en aquest punt, el nostre interes es centra en comprovar l’aplicacid
d’aquest metode, pero aplicant unes condicions experimentals fixes. D’aquesta
manera, també s’avaluava si 'elaboracié de taps a partir de trossets per dur a
terme 'experiment inicial es podia considerar una bona practica. Per tal d’avaluar-
ho, s’agafaren cinc taps desconeguts, els quals es tallaren en cinc parts,
reconstituint-los posteriorment per fer cinc taps el més homogenis possible.
Aquests es maceraren durant 24 hores, aplicant una temperatura de 22°C.
L’extraccio es dugué a terme considerant les condicions optimitzades en altres
treballs: 70 minuts i 40°C d’extracci6, amb la fibra de polidimetilsiloxa/
divinilbenze/carboxen (PDMS/DVB/CAR). Els resultats trobats poden veure’s en la
Taula IX.1.

Taula IX.1. Resultats obtinguts en la maceracié dels cinc taps

SURO ng-11 TCA S ng-kg! TCA S
1 3,92 1,015 110,35 28,585
2 3,84 1,019 110,49 29,361
3 5,76 1,111 150,71 29,073
4 4,74 1,651 120,76 42,039
5 5,79 0,079 159,94 2,180

Per tal de comprovar si presentaven o no diferencies significatives els resultats
obtinguts, s’aplica un test t, amb un grau de significanca de 0,05, un a un. No es
troba cap diferencia significativa entre ells. Si el mateix test s’aplica als resultats
obtinguts en la comprovacié de la norma UNE 56930:2005 “Tapones de corcho.
Determinacion del 2,4,6-tricloroanisol transferible”, es troba que un 20% dels resultats
difereixen significativament entre ells. En aquests experiments no comparables, el
temps de maceracid es presentava com un dels parametres critics.

Aix0 ens permeté arribar a la conclusié que, per tenir uniformitat amb els diferents
laboratoris que utilitzen aquest metode, és convenient utilitzar unes uniques
condicions experimentals.

Els detalls sobre aquest estudi i les conclusions a les que es van arribar van ser
publicats a la revista Enélogos en un article titulat “Estudio de la aplicacion de la
norma UNE 56930:2005 para la determinacion del 2,4,6-tricloroanisol (TCA) transferible”
i que es presenta tot seguit.
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RESUMEN

La determinacién del 2.4,é-fricloroanisol
(TCA) fransferible es el procedimiento
usual que se utiliza en el control de cali-
dad de los tapones de corcho. Reciente-
mente AENOR ha publicado la norma
UNE 56930:2005, en la cual se detalla la
determinacién analifica del TCA transfe-
rible. Esta norma propone la extraccion
del TCA mediante la maceracién del
corcho en una solucién hidroalcohdlica,
y una posterior separacion y concentra-
cién del TCA mediante la microexirac-
cion en fase sélida (SPME). La cuantifica-
cién final del TCA se lleva a cabo
mediante cromatografia de gases, ya
sea con detector de especirometrio de
masas o de captura electrénica.

Sin embargo, la norma no concreta
de forma explicita el valor de las varia-
bles experimeniales del ensayo, estable-
ciendo unos amplios intervalos de tiem-
po y temperatura para la maceracién
inicial del corcho y para la posterior
extraccion por SPME. Por ello se ha crei-
do necesario llevar a cabo un estudio de
estas variables experimentales, dentro
de los intervalos especificados por la
norma, para comprobar cémo afectan
en la determinacion del TCA transferible.
Los resuliados del esiudio efectuado
demuestran la importancia de ufilizar
unas condiciones experimentales estric-
tas para la obtencién de resultados fia-
bles y reproducibles.

INTRODUCCION

El vino debe estar libre de todo defecto
organoléptico y por ello el sistema de
confrol de calidad de las bodegas tiene
que ser capaz de detectar estos posibles
alteraciones antes de que el producto
sea puesto en el mercado. Por su gran
repercusion econdémica, uno de los
defectos mas importantes es el llamado
sabor a corcho, aunque la denomina-
cién sabor a humedad sea més correcta
[1]. El principal responsable de transferir
al vino este desagradable aroma de car-
tén mojodo o humedad es el 2.4,6-friclo-
roanisol (TCA) [2], aunque ofros com-
puestos se ven también involucrados [3].

30 ENOLOGOS

La aparicion de los cloroanisoles puede
ser debido a varias causas, aungue la
principal via de formacion es a partir de
los clorofenoles, a fravés de una O-meti-
lacién mediada por microorganismos,
especialmente hongos, a ciertas condi-
ciones de temperatura y humedad [4-5].

El origen del TCA en el vino es contro-
vertido, aungue es evidente que si estd
presente en el corcho puede migrar al
vino [6-7]. De todas formas ésta no es la
Unica causa de aparicion de este defec-
to. ya que vinos que nunca han estado
en contacto con corcho pueden presen-
tar este defecto [8]. La proporcién de
TCA que pasa del tapdn al vino es muy
variable. ya que depende de muchos
factores [7]. Pero, a pesar de esto, el
control de calidad de corcho se funda-
menta en esta migracién, macerando el
tapén de corcho y anglizando el TCA
transferide al macerante [9].

El limite de percepcién sensorial del
TCA en vinos varia, normalmente entre 1-
50 ng/l [10-14]. La cuantificacién de este
compuesto a tan baja concentracion ha
supuesto un reto analifico importante. La
cromatografia de gases (GC), yo sea
con detector de captura electrénica
(ECC) [14-16] o de espectrometria de
masas (MSD) [17-18], se ha presentado
como la técnica analitica maés utllizada.
Pero la GC no es suficientemente sensi-
ble para detectar estos extremadamen-
te bajos niveles de concentracién, sien-
do necesaria la aplicacién previa de una
técnica de extraccién y concentracion,
La microextraccién en fase sélida [SPME)
[14, 19] se presenta como la idénea para
redlizar esta etapa previa, ya que realiza
la exfraccién y concentracion de los
compuestos sobre un fibra de pequenas
dimensiones en un solo paso, no requiere
la adicién de ningin solvente organico,
es faciimente automatizable y es mode-
radamente econémica. La exfraccion
mediante esta técnica se puede realizar
de manera directa. es decir, por inmer-
sién de la fibra en la muestra a analizar o
mediante andlisis del espacio de cabeza
o headspace (HS) [14. 19]. Esta dltima es
la modalidad normalmente aplicada en

este tipo de andlisis, presentando, como
grandes ventajas, una menor influencia
de la matriz. una mejor selectividad y
sensibilidad.

Recientemente AENOR ha publicado
la norma UNE 56930:2005 [9], proponien-
do un método para la determinacién del
TCA transferible. Este se basa en una
maceracién del tapén de corcho en una
solucion hidroalcohdlica al 12 %. Poste-
riormente se lleva a cabo una extraccién
del TCA presente en la solucion mace-
rante por SPME utilizande una fibra de
polidimetilsioxano (PDMS). Finalmente, el
extracto retenido sobre la fibra es inyec-
tado directamente en el GC. La cuantifi-
cacion se lleva a cabo a partir de una
recta de calibrado construida previa-
mente con patrones de concentracidn
conocida y mediante la técnica del
patrén intemo.

El método propuesto por la norma no
concreta el valor de las variables experi-
mentales, sind que propone unos amplios
intervalos: 20°C + 2°C para la temperatu-
ra de maceracion, 20 horas * 4 horas
para el fiempo de maceracion y enfre 15
minutos y 30 minutos respecto el tiempo
de exfraccion con SPME. El Unico pard-
metro del cual se concreta su valor es la
temperatura de extraccién: 35°C. Dada
la importancia de estas variables experi-
mentales en el resultade analitico se ha
considerado necesario  estudiar sy
influencia para poder asegurar la fiabili-
dad y representatividad de este método
analitico.

Otfro aspecto a tener en cuenta es
que la norma UNE 56$30:2005 no precisa
los parametros de calidod del método
ya gue no especifica ni la repefibilidad,
ni las recuperaciones, ni los limites de
deteccién y cuantificacién. Estos pard-
mefros son imprescindibles cuando se
presenta un método ya que son los que
garantizan que la aplicacién del mismo,
dentro de unos intervalos concretos, pro-
porcionara resultados fiables y represen-
tativos [20]. A fitulo de ejemplo, a conti-
nuacién se presentan los parametros de
calidad de un método desarrollado en
nuesiro laboratorio, el cual permite
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cuantificar el TCA en vino, ya sea tinfo,
rosado o blanco. Este método es aplica-
ble en el rango de concentraciones de
1.0 ng/l y 100,0 ng/l. La recta de calibra-
do, construida con vine sintético. presen-
ta un coeficiente de correlacion de
0.994, El limite de deteccion y cuantifica-
cién son 0,3 ng/l y 1.0 ng/l, respectiva-
mente. La repetibilidad y precision inter-
media son 10,1% y 11.4%, respectivamen-
te. Finalmente, las recuperaciones del
método son de alrededor el 100%. en
todos los niveles de concentracion.

La falta de concrecién en la descrip-
cién del método propuesto por AENOR
hizo que nuestro grupo de investigacion
decidiera comprobar el efecto de las
variables experimentales dentro de los
infervalos de trabajo propuestos por la
nerma para evaluar su influencia en el
resultado final, es decir, en la concentra-
cién del TCA transferible.

MATERIALES Y METODOS

Maceracién del corcho: De acuerdo
con la norma UNE 56930:2005, se ha
efectuado en una sclucién hidroalccho-
lica al 12 %. Se ha utilizado etanol de cali-
dad HPLC.

SPME: De acuerdo con la norma UNE
56930:2005 se ha utilizado una fibra recu-
bierta de polidimetilsiioxano (PDMS) de
100 mm.

Calibracion del método: Para la cons-
truccién de la recta de calibrado se ha
utilizado la técnica del patrén interno uti-
lizando el 2,3.é-triclorotolueno (TCT). Para
ello se prepararon distintas discluciones
de 2.4.¢-fricloroanisol (TCA) en una mez-
cla hidroalcohélica al 12%. de concen-
fraciones entre 1,0-50,0 ng/l con una
concentracion constante de TCT de 75
ng/l. Concretamente, se han preparado
7 niveles de concentraciéon de TCA den-
tro del rango especificado y se llevaron a
cabo andlisis por friplicade de cada solu-
cién patrén.

Condiciones cromatogrdficas: Dado que
la norma no especifica éstas, se opto por
utilizar las comrespondientes ol método
desarrollado en nuesfro laboratorio v
comentado anteriormente. Asi pues,
todos los andlisis se realizaron en un cro-
matdgrafo de gases (GC) Hewlett-Pac-
kard 5890 series || eguipado con un
detector de captura electrénica (ECD)
de la misma casa comercial. Se ha ufili-
zado una columna de polietilenglicol
Chrompack CP-Wax 57 CB (50 m x 0,25
mm 1.D., 0,20 upm). Como gas portador se
ha utiizado helic de alta pureza (0.8
mi/min). La rampa de temperaturas fue:
40°C (2 min), 13°C/min hasta 150°C (10
min), 15°C/min hasta 220°C. La tempera-
tura del inyecter fue de 250°C y la del
detector de 300°C.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con la norma UNE
56930:2005 [?] se construyd una recta de
calibrado, la cual proporciond un coefi-

ciente de comelacién de 0,994, El paso
siguiente fue proceder al estudio de las
tres variables experimentales que se pre-
tendian evaluar: tiempo y temperatura
de maceracién y tiempo de exfraccién
con SPME. Para llevar a cabo el estudio
del efecto de estos parametros scbre el
resultado final. existen diferentes alterna-
tivas. Una de ellas es el método clasico
de variar el valor de una de las variables
mientras se mantiene constante el valor
de laos demds, y asi sucesivamente. El
principal problema de esta manera de
trabajar es la necesidad de realizar
muchos experimentos para estudiar
todas las variables, implicande mucho
tiempo de experimentacién. Sin embar-
go, existe ofra alternativa, llamada dise-

de como matriz de experimentos la
representacion de los experimentos a
realizar, mediante la codificacién (+] y (-
). La denominacién (+) corresponde al
valor méximo del factor (variable) consi-
derado y la denominacién (-] al valor
minimo. En las filas se representan los
experimentos arealizar y en las columnas
los factores. S sustituimos los sighos (+) y
(-} por los valores experimentales con-
cretos de cada factor obtenemos el plan
de experimentacion. Al utilizar esta estra-
tegia es importante llevar a cabo dupli-
cados, como minimo, de cada andflisis.
De esta manera se puede determinar la
influencia de cada variable a partir de la
desviacién estdndar de las respuestas y
caleular su limite de confianza. Mediante

Tabla 1. Matriz de experimentos y plan de experimentacién para estudiar el efecto de los tres fac-
tores a evaluar: A: temperatura de maceracion, B: tiempo de maceracion, C: tiempo de extrac-

cién con SPME.

fio experimental, que nos permite estu-
diar todas estas variables al mismo fiem-
po en un infervalo de valores predeter-
minado, mediante la ufilizacion de un
nUmero minimo de experimentos [20].

En el estudio realizado se ha utilizado
el disefio experimental denominado fac-
torial completo, el cual ya habia sido ufi-
lizade con éxito en nuestro laboratorio
[14]. Este tipo de diserio de experimentos
permite determinar qué variables experi-
mentales (factores), y cudles de las inter-
acciones enfre ellas, influyen en la res-
puesta analltica. También nos permite
valorar estadisticamente la influencia de
cada variable [20].

En el disefo experimental se han estu-
diado tres variables: La temperatura de
maceracién (A, el tiempo de macera-
cion (B) y el tiempo de exiraccién con
SPME (C). Bl nimero de experimentos a
realizar es 2 elevado al nimero de facto-
res (en este caso 3), es decir, 8 experi-
mentos. En la tabla T aparece la matriz
de experimentos asi como su fraduccién
a lo que seria el plan de experimenta-
cién para este caso concreto. Se enfien-

este Ulfimo se podrd determinar si el fac-
tor tiene © no una influencia en los resul-
tados. es decir, evaluar si su influencia es
estadisticamente significativa y si su
variabilidad no se debe sclamente al
error experimental. Otra manera de
deciro es que si el valor de las variables
estd dentro del limite de confianza, su
efecto no es mayor que el error experi-
mental, de manera que no puede decir-
se que tenga influencia en el resultado
[20].

Una vez identificados los experimentos
arealizar, habia que resolver el problema
de las muestras. Para poder llegar a resul-
tados concluyentes era necesario dispo-
ner de 8 muestras de corcho idénticas, es
decir, con la misma cantidad de TCA en
ellas, para poder redlizar los 8 experimen-
tos. La obtencién de estas muestras era
imprescindible para asegurar que las
diferencios enfre los experimentos no
eran causadas por la diferencia de con-
centracién del TCA enfre los diferentes
tapones. Pero la obtencién de estas
muestras era totalmente imposible, ya
que no existen tapones idénticos. Asi
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Media (ng/l) s Media (ng/kg) s
40,1 3.7 1.7 66,6
36,0 2,4 628.8 42,4
352 23 565.4 37,7
34.1 il 586,0 46,7
329 1.9 595.3 33,8
39,6 29 718,0 52,0
29,7 1,9 5314 34,5
251 0,1 506,0 27

Tabla 2. Concentracion de TCA transferible en

a) —c

58 28 o 28 58 84

el macerante y referido al corcho.

ABC
b) 8c |
AC mm
-
cl
8 oee—
A -
885 1208 1731

731 <1208 885 433 0 433

Figura 1. Cuadros Pareto que muestran los efectos de la maceracién del corcho con solucion
hidroalcohélica y posterior extraccitn cuantificacion con HS-SPME-GC-ECD. 1.a) Efecto de los

factores al referir la concentracién de TCA a la

solucién hidroalcohdlica. 1.b) Efecto de los facto-

res al referir la concentracién de TCA a la cantidad de corcho. (A) temperatura de maceracion,
(B) tiempo de maceracion, (C) tiempo de extraccién con SPME; y la interaccion entre ellos. El
intervalo de confianza aparece representado por un linea (a = 0,05 y 8 grados de libertad).

pues, para solventar este problema se
escogieron 8 tapones de los que se sabia
que contenian TCA. Cada uno fue corta-
do en 8 partes iguales. Se escogid, al
azar, una parte de cada corcho de
manera que se obtuvieron 8 nuevas
muestras constituidas, cada una de ellas,
por 8 trozos de corcho

Para la maceracion, la norma [9] pro-
pone el uso de un frasco con cierre, de
100 ml, de material inerte. inodoro e insi-
pido. El tapén de corcho debe ser infro-
ducido dentro del recipiente y llenarlo
compleiamente con la solucién mace-
rante. asegurando no dejar ninguna
camara de aire. Sin embargo, desde un
punto de vista experimental, este modo
de frabajar puede afectar al resultado
final ya que. dependiendo del volumen
del corcho, el volumen de la solucién
macerante serd distinto. Por ello, para
realizar el estudio se utilizé exactamente
100 ml de solucién macerante y nos cer-
cioramos de que los tapones quedaban
totalmente sumergidos. De esta manera,
controlando el volumen de solucién
macerante y conociendo el peso exacto
de cada muestra, era posible conocer la
cantidad de TCA transferible respecto a
la cantidad de corcho con el que se
habia llevado a cabo la maceracién.

Tal y como puede comprobarse en la
tabla 2, el TCA transferible depende de
las condiciones experimentales. Asi pues,
si comparamos los experimentos realiza-
dos en las condiciones exfremas (experi-
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mentos 1y 8), podemos ver que mientras
en el experimenfo 1 se obfiene un TCA
transferible de 40,1 ng/|. en el experimen-
to 8 sdlo se obtiene un 25,1 ng/l, lo que
representa una diferencia del 62% res-
pecto al valor maximo. Por lo fanto,
queda patenie que el valor de las varia-
bles estudiadas (factores) tiene un claro
efecto sobre el resultado final.

Para ver el efecto de cada una de
estas variables se ha representado grafi-
camente (Figura 1). En este grafico se
puede observar que en el eje de orde-
nadas se representa cada una de las
variables estudiadas y en el eje de abci-
sas se representa la magnitud de esta
variable. Mediante una linea vertical dis-
continua se representa el intervale de
confianza, de manera que las variables
que tengan una magnitud superior al
intervalo de confianza se podran consi-
derar influyentes en la obtencidn del TCA
fransferible, ya que. como se ha comen-
tado anteriormente, en este caso la
variacién no puede atribuirse solamente
al eror experimental del método. De
esta manera se deduce que los factores
que tienen una Influencia directa en el
TCA transferible (Figura 1.a) son el tiempo
y la temperatura de maceracion, asi
como la inferaccion simultanea de las
tres variables estudiadas. Estos factores
presentan un valor superior al limite de
confianza — establecido en + 2,82, para
un nivel de confianza del 95%-. Concre-
tamente, la temperatura y el tiempo de

maceracion tienen un efecto positivo (su
respuesta es positiva), es decir, al incre-
mentar sus valores se obtienen mejores
resultados de extraccion de TCA. Sin
embargo, a partir del gréfico se puede
deducir también que el tiempo de
exfraccion de la SPME no influye. Asf
pues, parece que al aumentar el fiempo
y la temperatura de maceracion,
aumenta la migracion de TCA desde el
corcho a la solucién hidroalcohdlica. El
aumento del tiempo de extraccion
mediante SPME no produce un incre-
mento en la cuanfificacién del TCA. Esto
puede ser debido a que ya se ha llega-
do a un equilibrio en la exfraccion.

Respecto a los valores de TCA transfe-
rible referidos al pesce de corcho (Figura
1.b) se puede verificar que el tiempo de
maceracién y la inferaccién de los tres
factores conjuntos influyen en |a respues-
ta, ya que sélo estos tienen una magni-
fud superior al limite de confianza - esta-
blecido en £43,3, para un nivel de con-
fianza del 95%-. Por ello deben ser consi-
derados estadisticamente significativos.
Es importante destacar que cuando se
refiere el TCA transferible a la canfidad
de corcho, la influencia de la tempera-
tura de maceracion no es estadistica-
mente significativa.

Asi pues, el estudio redlizado y aqui
presentado demuestra la importancia
de confrolar los parametros utilizados
durante la maceracion del corcho con
el objetivo de determinar el TCA fransfe-
rible. A partir de los resultados obtenidos
queda patente que la norma UNE
56930:2005 fendria que presentar unos
parémetros mas concretos con el objeti-
vo de obtener valores de TCA transferible
representativos y comparables.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio
nos demuestran la importancia de con-
trolar los distintos pardmetros experimen-
tales en la determinacién del TCA transfe-
rible ya que, dependiendo de este valor,
el resultado final puede variar considera-
blemente (hasta un 62%). Concretamen-
te hay que controlar el tiempo y fempe-
ratura de maceracién, ya gue condicio-
nan la extraccion del TCA en el proceso
de la maceracién con el solvente. Ade-
mas, también es importante confrolar el
volumen del macerante y registrar el
peso del corcho para proporcionar valo-
res de conceniracion exactos del TCA
transferible. De los resultados cbtenidos se
puede exiraer que las condiciones opti-
mas para determinar el TCA transferible,
deniro de los intervalos estudiados, son:
22°C y 24 24 horas de maceracion. Con
estas condiciones se obtfienen las con-
cenfraciones de TCA transferlble mds
altos. Los autores de este trabajo agra-
decen la colaboracién de Marie Manon
Hemero por su participacién en la parte
experimental del frabajo.
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1.- INTRODUCCIO

Arribats en aquest punt, i mirant enrere tot el treball efectuat sobre el tema de
I'olor a humitat en els vins, tot i que s’havien validat diferents metodes de
determinacié de cloroanisoles en vins i taps de suro, no n’hi havia prou. Ara tocava
anar més lluny, tot aplicant aquestes metodologies per intentar esbrinar la relaci6
d’aquests compostos en aquestes dues matrius tan diferents, perd, com s’ha vist,
tan lligades entre elles. I, a més, també era important intentar relacionar el
contingut total de cloroanisoles en un tap amb el que altres metodologies
anomenen com a cloroanisoles extraibles, al mateix temps que correlacionar-los
amb el defecte organoléepticc. Amb aquesta idea, es comen¢a a idear una
comparativa que ens permetés entreveure si alguna de les metodologies
proposades oferia millor garantia o si realment totes eren equivalents i
perfectament utilitzables ja que, fins al moment, no s’havia dut a terme cap estudi
comparatiu similar.
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2.- PART EXPERIMENTAL

Una vegada ja s’havien posat a punt i validat els diferents métodes per determinar
cloroanisoles, tant en vins com en taps de suro, es feia interessant esbrinar la
relacio entre els principals metodes de control de qualitat de l’olor a humitat
aplicats avui en dia en la industria surera: analisi sensorial i analisi quimica (tant
cloroanisoles totals com cloroanisoles extraibles). Amb aquesta premissa, es
buscaren taps de suro que varen ser analitzats sensorialment pels experts d'una
companyia surera i classificats segons la seva resposta aromatica: no defecte,
especiat, vegetal, humit, terrés i amb presencia de 2,4,6-tricloroanisole (TCA). En
aquest cas, i pel nostre interes, es dividiren els taps en tres grups: no defecte, TCA i
altres defectes. Cadascun dels taps fou analitzat per trobar el contingut de
cloroanisoles total i extraible, donant especial atenci¢ al principal compost que ens
preocupava, que era el TCA.

Tot i que la informacié extreta d’aquest experiment respecte el TCA es podra
consultar al final del capitol, presentada en format d’article, la informacié referent
a altres cloroanisoles es presenta a la Taula X.1. La nomenclatura de les mostres
analitzades és identica a la presentada en I'article.

Taula X.1. Cloroanisoles en el macerant i el suro. La denominacié od, wt i nd, en el nimero de
la mostra, significa, respectivament, altres defectes, defecte de TCA i no defecte, determinats en
I’analisi sensorial. Unitats de concentracio: ng-g*

Mostra Cloroanisole Cloroanisole Cloroanisole Cloroanisole

extraible extraible romanent total

2,4-DCA
50D <400,00 - 11,46 11,46
3o0p <400,00 - 41,66 41,66
40p <400,00 - 12,11 12,11
1wt <400,00 - 44,34 44,34

2,6-DCA
3ND <100,00 - 10,69 10,69
6wt <100,00 - 14,21 14,21
13wt <100,00 - 12,27 12,27
11op <100,00 - 31,15 31,15
130D <100,00 - 14,91 14,91
8op <100,00 - 11,57 11,57
50D <100,00 - 31,42 31,42
3op <100,00 - 31,96 31,96
60D <100,00 - 33,08 33,08
9wt <100,00 - 32,51 32,51
9ND <100,00 - 14,30 14,30

20D <100,00 - 57,49 57,49




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DETERMINACIO ANALITICA DE 2,4,6-TICLOROANISOLE I ALTRES CLOROANISOLES
EN VINS I SUROS

Marc Riu Rusell

ISBN:9788469432358/DL:T. 1044-2011

90D <100,00 = 11,94 11,94
5ND <100,00 - 15,09 15,09
6ND <100,00 = 29,38 29,38
2,3,4,6-TeCA
13nD <15,00 = 2,56 2,56
PCA
10wt <5,00 = 3,47 3,47
8wt <500 - 6,12 6,12

Tal com es pot veure, la técnica de cloroanisole extraible no ha estat capag de
quantificar cap dels cloroanisoles, fet que fa pensar que cal una optimitzacié del
procés individual per aquests compostos. Tot i aixi, en aquesta taula es pot veure
que apareixen diversos cloroanisoles en el suro diferents al TCA. La presencia
d’aquests compostos pot donar informacid sobre 1'origen del TCA, de manera que
aquesta informaci6 podria ser de gran importancia per a poder eradicar el
problema o tenir-lo sota control.

Tot seguit, es presenta en format d’article i de manera més detallada 1'estudi
efectuat, aixi com els resultats obtinguts. El titol d’aquest és “Releasable
trichloroanisole, total trichloroanisole or sensory analysis. What is the best method to assess
the cork taint?”, el qual s’ha enviat a la revista Food Additives and Contaminants.
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Abstract

In the present study we tested and compared the three main ways to assess the
cork taint related to the presence of chloroanisoles, specially, 2,4,6-
trichloroanisole (TCA) in wine cork stoppers: the sensory analysis, the
determination of releasable chloroanisoles and the determination of total
chloroanisoles. This comparison demonstrated that there is a good correlation
between the sensory analysis, releasable trichloroanisole and total
trichloroanisole when the cork stoppers have a high contamination of these
analytes. However, when the levels of trichloroanisole contamination is low, it
has been found that some corks that contain a total amount of TCA susceptible to
give to wine musty taint, have been labelled as “cork with no content of TCA”
when using the sensory analysis or the releasable trichloroanisole method. The
improvement that implies the discrimination with higher accuracy demonstrates
the greater utility of the determination of the Total Content of Trichloroanisole
over the other two methods.

KEYWORDS: 2,4 6-trichloroanisole;  releasable  trichloroanisole;  total
trichloroanisole; sensory analysis; head-space solid-phase microextraction; gas
chromatography with electron capture detection

Introduction

One of the most important problems in the wine industry today is the
organoleptic defect known as musty taint, also called cork taint. This defect is
mainly due to the presence in wine of, 2,4,6-trichloroanisole (TCA) and other
chloroanisoles, even at very low concentrations (Buser et al. 1982; Chatonnet et
al. 2004; Simpson et al. 2004; Prat el al. 2009). If these analytes contaminate wine,
nothing can be done to eliminate them, so it is very important the control of all
wine production steps in order to avoid their appearance. Taking into account
that one of the main transmitters of these compounds to wine is the
contaminated cork stopper, the determination of chloroanisoles in the cork
becomes one of the best ways to control musty taint (Insa et al. 2006).

According to the literature, up to now, the main methods to assess the presence
of TCA and other chloroanisoles in cork stoppers are the sensory analysis (Sefton
et al. 2005), the determination of releasable chloroanisoles (Sefton et al. 2005;
Hervé et al. 2008; AENOR 2004; AENOR 2005; Ezquerro et al. 2006; Riu et al.
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2006a; Macku et al. 2009) and the determination of total chloroanisoles content
(Riu et al. 2006b and 2006c¢).

The sensory assessments are carried out by a trained panel of judges and,
usually, it can be done in three different ways: direct assessment of the cork
stopper, assessment of the cork after warming (to help the volatilization of the
aromatic compounds) and assessment of the solvent used to macerate the cork
(to evaluate the aromatic compounds extracted) (AENOR 2004). The main
advantages of this kind of analysis are the low cost, the absence of instrumental
requirements, it is easy to be used in any cork industry and, moreover, it allows
detecting other defects than musty taint. However, it presents also some
disadvantages as can be the judge subjectivity, the dependence on the external
conditions (odour contamination, distraction of the judge, ...) and the difficulty
to discriminate between similar odours (Sefton et al., 2005).

The determination of releasable chloroanisoles in cork stoppers is based on the
maceration of these stoppers in a solvent (usually wine, hydroalcoholic solution
or water) for a scheduled period of time. Then, the contents of chloroanisoles in
the macerate are determined by gas chromatography (GC) with either electron
capture detection (ECD) or mass-spectrometry detector (MSD) (AENOR 2005;
Ezquerro et al. 2006; Macku et al. 2009; Bianchi et al. 2003; Vlachos et al. 2007).
This method tries to emulate the interaction cork-wine in a bottled wine and
defines the Releasable TCA as “the equilibrium value that a given cork imparts
to a soak solution” (Sefton et al. 2005; Hervé et al. 2008). The main drawback of
this method is the high dependence between the results obtained and the
conditions used on the analysis such as the time and solvent used during the
maceration, manipulation of the cork sample (whole cork or cut cork) or position
of cork inside the solvent (partially or totally immersed) (AENOR 2005). This
wide range of possibilities makes difficult the comparison between the results
obtained in different laboratories. Moreover, the time of maceration is too short
to extrapolate conclusions from this macerate to real conditions so, Sefton et al.,
(2005) proposed to refer this term as “Rapidly Releasable TCA”.

Regarding to Total Chloroanisoles Content (TCC), in previous studies we have
already presented this determination as an alternative method to the analysis of
the releasable chloroanisoles (Riu et al. 2006b and 2006c¢). The advantage of this
method is that TCC make easier the comparison between laboratories because
this is an objective parameter. However, there is not a constant relationship
between the TCC and the chloroanisole amount that will be transferred to wine
(Pefia-Neira et al. 2000; Soleas et al. 2002; Juanola et al. 2005).
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Thus, since all three methods (sensory analysis, determination of releasable
chloroanisoles and determination of total chloroanisoles content) have
advantages and disadvantages, the aim of this study was to compare them in
order to find out which was the best method to assess the presence of
trichloroanisole in cork stoppers.
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Materials and methods
Chemicals and reagents

2,4,6-trichloroanisole (TCA) [87-40-1] was obtained from Sigma-Aldrich Quimica,
SA (Madrid, Spain) and its purity was of 99%. The internal standard (IS) used
was 2,3,6-trichlorotoluene (TCT) [2077-46-5] supplied by Fluka (Buchs,
Switzerland) and its purity was of 98%.

An individual stock solution of 1000 mg/l of each compound in ethanol HPLC
grade was prepared and stored at 4°C. By dilution of these solutions, with HPLC
grade ethanol, we prepared freshly standard working solutions of 100 and 10

ug/l.

The maceration of the corks was carried out by soaking them in a synthetic wine
with a matrix as similar as possible to a real wine. To prepare it, firstly, we
dissolved 3,5 g/l of L-(+)-tartaric acid and 120 ml/1 of ethanol in Milli-Q quality
water. Then, the pH was adjusted to 3,5 with 1 M NaOH and, lately, the main
volatile compounds of wine were added (Mestres et al. 1999): methanol (125
mg/l), ethanal (75 mg/l), ethyl acetate (100 mg/l), isoamyl acetate (10 mg/l), 3-
methyl-1-butanol (200 mg/l), 2-methyl-1-butanol (50 mg/l) and potassium
metabisulphite (275 mg/l), all of them with a purity above 98% and supplied by
Aldrich.

Other reagents and solvents used in this study were of analytical or HPLC grade.

Regarding to the solid-phase microextraction (SPME) procedure, both the
manual SPME device and the fibres used in this study (50/30 um
divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS) (1 cm)) were
purchased from Supelco (Bellefonte, PA, USA). This kind of fibre was selected
taking into account our experience in previous studies (Riu et al., 2006b and
2006¢c; Mestres et al., 1999).

Cork samples

To carry out this study, we worked with 46 different cork disks. These were
supplied by a cork stopper producer that has a sensory panel of experts for
quality control of its cork products and, together with the disks, the producer
also provided us the information regarding the sensory analysis of each.

The training of this expert panel consisted of several sessions where solutions of
chloroanisoles and other compounds with similar odours, both in water and in
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wine, were assessed. The tasters were asked to evaluate qualitatively the corks
by using the descriptors they thought necessary. The order of presentation on the
different sessions was randomised. The treatment of the samples prior to sensory
analysis was only a slightly warming in order to help the volatilization of the
aromatic compounds and to make easier the recognition of the different odours.

Sample Preparation

Figure 1 shows, in a schematic way, the sample preparation that allows the
subsequent analysis of the Releasable TCA and also of the Total TCA. As can be
seen, in both cases, the first step is the soaking of the disk corks in a solvent for
the maceration.

The disk corks were macerated individually in a 125 ml flask, using 100 ml of
synthetic wine. It was very important to ensure the completely immersion of the
cork into the solvent, in order to get the highest extraction of TCA (the higher the
superficial area of contact, the higher the extraction efficiency). The maceration
was carried out for 24 hours at 20°C (Hervé et al. 2008; AENOR 2004 and 2005)
and, after that, the cork was separated from the macerated. In this way, the
macerated was ready to be analyzed by SPME for determining the contents of
Releasable TCA.

For determining the Total TCA, it was necessary to quantify also the TCA
contents that remained in cork after the maceration. With this aim, the cork
separated from the macerated was rinsed with ethanol to eliminate the residues
of synthetic wine and left to air dry inside a perfectly clean hood to avoid any
contamination that may lead interferences in the analysis. Once the cork disk
was dried, this was cut into small portions and frozen by immersion in liquid
nitrogen in order to make easier the subsequent grinding and to prevent losses of
any of the compounds of interest by volatilisation during this process (Riu et al.
2006b and 2006c). To ensure that the TCA contents remained in cork would be
totally extracted, the grinding should be prolonged until the resulting ground
cork was of 1 mm of diameter.

Headspace solid-phase microextraction procedure
Analysis of macerated

For analysing the contents of TCA in the macerated, 20 ml of this solution were
placed into a 50 ml vial, with a magnetic stirrer bar, a suitable amount of NaCl to
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saturate the solution (6 M) and the internal standard (TCT) was then added (50.0
ng 1) (Riu et al. 2002 and 2007). The vials were tightly capped with a PTFE-faced
silicone septum and placed in a thermostatic bath with constant magnetic
stirring (500 rpm). Before the extraction step, samples were equilibrated for 30
min at 40°C. Afterwards, the stainless steel needle, in which the fibre is housed,
was pushed through the vial septum, allowing the coating to be exposed to the
headspace over the sample for 70 min, at the same temperature of 40°C. Finally,
the fibre was removed from the sample headspace and inserted into the injection
port of the gas chromatograph for the thermal desorption of the analytes, at
270°C, during 1 min.

Analysis of cork disk

For analysing the contents of TCA in the cork disk, 0.2000 g (+0.1 mg) of ground
cork were weighed in a 50 ml vial and 25 ml of water were added. The addition
of water made easier the transfer of volatile compounds from solid cork to the
headspace and, therefore, the extraction process was accelerated and
homogenized. The internal standard (TCT) was also added to the vial (12.0 ng g
1) and this was tightly capped with a PTFE-faced silicone septum and placed in a
thermostated bath with constant magnetic stirring (700 rpm). The sample vials
were preequilibrated for 30 min at 65°C and the SPME fiber was then inserted
manually through the vial septum and exposed to the headspace over the sample
for 90 min, at 65°C. Afterwards, the fibre was pulled into the needle sheath and
the SPME device was removed from the vial and inserted into the injection port
for thermal desorption at 270°C for 1 min in splitless mode (Riu et al. 2006b and
2006c).

Instrumental analysis

All the chromatographic analyses were made on a Hewlett-Packard (HP, Palo
Alto, USA) 5890 series II gas chromatograph equipped with a HP electron
capture detector (ECD). The injection of the SPME fibre for the thermal
desorption of the analytes inside the GC injection port was carried out in the
splitless mode for 1 min at 270°C. Since the diameter of the GC injection liner has
an important influence on the peak shape (Mestres et al. 1999), a straight glass
liner of 0.75 mm ID was used. The fused-silica capillary column used was a
Chrompack (Middelburg, The Netherlands) CP-Wax 57CB (50 m x 0.25 mm LD.,
0.20 pum film thickness) and the carrier gas was high-purity helium with a flow-
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rate of 0.8 ml min” (head pressure, 175 kPa). The oven temperature that allowed
the best resolution when analysing the macerated was: 40°C (2 min), 4°C min - to
150°C (1 min), 40°C min? to 200°C (7 min), 25°C min * to 250°C (Riu et al,,
2006a). Since when analysing the cork disks the number of compounds extracted
was higher than the number found in macerate, it was necessary to change the
oven program as follows, in order to improve the chromatographic separation
(Riu et al. 2006b and 2006¢): 40°C (2 min), 13°C min? to 150°C (15 min), 15°C min-
1 to 200°C (9 min), 5°C min? to 220°C. The temperature of the detector in both
analyses was held at 300°C.

Quantification of TCA

For quantifying the amount of TCA in the macerated, we built a calibration
curve using synthetic wine. However, for quantifying this compound in corks,
the calibration curve was made using cork standards with known amount of
TCA, which were prepared and analyzed following the procedure developed in
previous studies (Riu et al. 2006b). In both cases we used the internal standard
method, so the calibration curves were built by plotting the peak-area ratios
(TCA area/L.S. area) against the concentration ratios (TCA concentration/I.S.
concentration). The fit of the response to the linear calibration was good as
demonstrated the regression coefficients values higher than 0.99 and the low
standard deviations of the intercept and slope values that we obtained in
previous studies (Riu et al. 2006a, 2006b and 2006c).

Results and discussion

As explained above, the analyses of the corks studied were carried out in
different ways so various terms and parameters were defined. Since the terms
used may result confusing, we provide a schema (Figure 1) and also a glossary
(Table 1) with the terms used and their definitions in order to further facilitate
the understanding and the interpretation of the different parameters.

On the other hand, when assessing all the results obtained, it was very difficult
to make comparisons or draw conclusions because it was too much information.
Therefore, it was necessary to establish a first classification of the corks to
facilitate this task. With this aim, we considered the descriptors used by the
sensory panel, and the 46 corks were classified into three groups: a) defective
corks with TCA, b) corks with no defects and c) corks with other defects (this
group includes defects described as vegetal, earthy, musty, etc.). From this
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criterion 14 cork disks were classified in the group of cork disks with TCA, other
14 cork disks belonged to the group of cork disks with no defect and the 18
remaining were classified in the group called other defects. So, in this way we
achieved three groups with similar number of samples and characteristics which
could make easier the evaluation of the results because each group was
considered separately.

Corks disks with TCA

The samples defined in the sensory analysis as corks with TCA were analysed
following the above described methods in order to determine both releasable
TCA contents and total TCA contents. Before the analyses, blank controls were
carried out in order to check possible contaminations of the material used. Table
2 shows the results obtained for each sample and, as can be seen, all of them
presented TCA contamination. The contents of releasable TCA ranged between
0.2 ng g* (LOD) and 4.1 ng g and the contents of total TCA ranged between 2.2
ng g' and 74.4 ng g7, although it has to be noted that if the sample 2wr is not
considered, in all cases the concentration of total TCA was higher than 6.3 ng g-.
From these values it could be interesting to check the correlation between these
two parameters (Figure 2). Although the equation obtained showed a acceptable
correlation (and better when the total TCA in ng g is plotted front releasable
TCA in ng 17) it can be seen in Figure 2 that the good determination coefficients
are due to the presence of two samples with a very high TCA concentration. In
fact, if these two samples were not taken into account, the coefficient value
decreased drastically. These results agree with other performed by other
researchers (Pefia-Neira et al. 2000; Hervé et al. 2008) that also found that there
was a poor correlation between these two terms. This behaviour can be also
observed when the migration values were considered because, if there was a
correlation between the two terms, the migration values should remain constant
as it is defined as the ratio between the two. However, as can be seen in table 2,
this value presents different values ranging from 2.6 % to 15.5 %, and only half of
the samples showed similar values of migration.

On the other hand, there is not a clear relationship between the content of TCA
present in this kind of contaminated cork and migration (Juanola et al. 2005) as
shown by the fact that high levels of total TCA not always involve high
migration values (e.g. samples 11wr or 14wr) or the fact that low concentrations of
total TCA do not imply low values of migration (e.g. samples 2wr or 4wr).
Therefore, the migration will depend on other factors such as can be the



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DETERMINACIO ANALITICA DE 2,4,6-TICLOROANISOLE I ALTRES CLOROANISOLES
EN VINS I SUROS

Marc Riu Rusell

ISBN:9788469432358/DL:T. 1044-2011

structure of the cork or the localization of TCA in the cork stopper (Amon and
Simpson 1986; Howland et al. 1997). In any case, the lower the migration of TCA,
more time is required to pass to wine, which is of special interest for wines that
should be stored for a long period of time.

Corks with no defect

Like in previous section, the corks belonging to this group were analysed to
determine the values presented in Table 3. As it can be seen from the values of
total content of TCA, although all of them were sensory described as cork disks
with no defect, all of them contained TCA. This is because all natural bark
closures contain TCA (Sefton et al. 2005; Howland et al. 1997; Pollnitz et al. 1996;
Capone et al. 1999) but, sometimes, the concentration levels of TCA that
migrated to the solution are not high enough to be sensory perceived.

However, it has to be noted that, in consonance with the results reported in the
literature (Pefia-Neira et al. 2000; Soleas et al. 2002; Hervé et al. 2008), it can be
observed that there is an important number of these corks with no defects that
did not present releasable TCA. This fact demonstrates that the method used to
extract the releasable TCA does not work in all cases; sometimes because the
concentration of total TCA is too low and other times because, due to intrinsic
characteristics of the cork, it is difficult to extract the TCA from this matrix.

On the other hand, also with these samples, the values of migration were in a
wide range (between 0% and 11%) and similar to those found in literature
(Juanola et al. 2005), but this time we only found three samples with similar
values of migration. So, in this case the correlation between total TCA and
releasable TCA does not exist.

Related to the concentration of TCA in the corks analysed, as showed in table 3,
the values of releasable TCA (ng 1) ranged from 0.0 ng 1" to 7.6 ng 1 and the
values of total TCA (ng g*) ranged between 2.0 ng g and 10,4 ng g'. However
draws attention the fact that the great part of the disks presented a concentration
of total TCA lower than 7.3 ng g, value very close to 6.3 ng g! which, in
previous section, indicated a first line of separation. Thus we compared the
values of Table 2 and Table 3 and, although there was no relationship between
releasable TCA and sensory analysis, when comparing total TCA and sensory
analysis, it can be established a concentration range of total TCA between 6.0 and
8.0 ng g' as a boundary that allows the sensory classification of the cork disks
between defective and not defective.
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Corks defined as other defects

Although the cork disks classified in this group were defined on the sensory
analysis as “corks with other defects different to TCA”, their analysis showed the
presence of TCA in all of them. This confirms the difficulty to classify the corks
by using the sensory analysis when there are other odorous compounds that can
interfere or create confusion on the TCA perception (Sefton et al. 2005).

The results obtained on the determination of total TCA and releasable TCA of
these samples showed a similar behaviour to that of the samples classified as
“cork disks with no defects” (see Table 4). This means that we found TCA in all
the samples but not all of them gave releasable TCA (Hervé et al. 2008). In fact,
the values of releasable TCA (ng 1) were from not detected to 13.0 ng I and the
values of total TCA (ng g') were between 1.5 ng g and 8.2 ng g'. But, the most
surprising was that, when comparing the values of sensory analysis and the
values of total TCA by using tables 2, 3 and 4, we found again the range 6.0-8.0
ng g'as the boundary that allows the classification of the cork disks.

Related to migration, in this case the values were between 0 % and 18.4 % like
those obtained in literature (Pena-Neira et al. 2000; Juanola et al. 2005; Hervé et
al. 2008).

Conclusions

From all the results presented and discussed we can conclude that, although it is
said that releasable TCA is a good way to determine the musty taint, this
parameter can be not useful when cork contains low concentrations of TCA or
when the cork also contains other aromatic defects. This is due to the fact that,
sometimes, the conditions used to extract the releasable TCA are not similar
enough to the actual conditions under which the cork can contaminate a bottled
wine so, depending on these conditions, the cork stopper could be able or not to
give musty taint to wine.

On the other hand and related to sensory analysis, we have checked that this
kind of analysis is not always reliable because, though TCA concentration is
below the sensory perception threshold, if cork have TCA we have no warranties
that the cork will not contaminate the wine, especially when we considered
wines that will remain in the bottle for a long period of time.

However when we considered the total TCA, we have an objective way to
determine the presence of TCA and, from the results obtained, this parameter
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allows to establish a boundary around the range of 6.0-8.0 ng g that allows the
sensory classification of the cork disks in an objective way. So, the total TCA is
presented as the better parameter to asses the corks in order to determine which
of them can give the musty taint to wine

Finally, it has to be pointed that, a part from TCA, some other chloroanisoles
have been determined in the samples analysed because, these could give us
information about the origin of TCA in cork (Ribéreau-Gayon et al. 2000). The
results showed that, although only three samples presented quantifiable
amounts of 2,3,4,6-tetrachloroanisole or pentachloroanisole, almost a 50% of
corks presented dichloroanisoles -mainly 2,4-dichloroanisol-. However, there is
no correlation between the presence of these compounds and the sensory
perception analysis and only in one case the migration value was different to 0.
Therefore, the presence of these other chloroanisoles could not be extrapolated to
the TCA concentration.
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TABLES

Term Definition

Sensory defect A negative perception on the sensory analysis

Releasable TCA (ng 1) Amount of TCA found into the solvent of maceration, once
the cork soaking process is finished. The result is expressed
taking into account the volum of the solvent.

Releasable TCA (ng g?) Amount of TCA found into the solvent of maceration, once
the cork soaking process is finished. The result is expressed
taking into account the cork weigh.

Remaining TCA (ng g) Amount of TCA found in the analysis of the cork disks after
the soaking process. This value refers to the fraction of TCA
not extracted during the maceration.

Total TCA (ng g?) Initial contents of TCA in the cork disks, before any
treatment. This value is derived from the sum of the
releasable TCA plus the remaining TCA, both expressed in
ng gl

Migration Percentage of releasable TCA (in ng g') over the total TCA
content

Table 1. Glossary of the terms used.
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Total
Cork Releasable Releasable Remaining
Cork content Migration
weight TCA (ng I TCA(ngg TCA(ngg
sample of TCA (%)
(8 1) 1) 1)
(ng g")
Twr 1.0311 3.0 0.3 10.9 11.2 2.6
2wt 0.9588 32 0.3 1.8 22 15.5
3wr 1.5188 3.3 0.2 6.9 7.1 3.1
4wr 1.1426 45 0.4 59 6.3 6.3
Swr 2.0543 49 0.2 8.4 8.6 2.8
6wr 1.1016 55 0.5 16.1 16.6 3.0
7wt 1.7362 6.1 0.4 8.5 8.8 4.0
8wr 1.2516 7.2 0.6 12.9 13.5 4.3
9wr 2.2167 11.7 0.5 10.2 10.7 4.9
10wr 5.1750 13.5 0.3 13.6 13.8 19
11 wr 5.2256 15.2 0.3 22.3 22.6 13
12wr 2.0783 29.1 14 10.6 12.0 11.7
13 wr 1.5866 64.9 4.1 60.9 64.9 6.3
14 wr 1.9782 70.8 3.6 70.9 74.4 4.8

Table 2. Values of the different parameters of TCA in the cork disks classified as
defective corks with TCA (WT).
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Total
Cork Releasable Releasable Remaining
Cork content Migration
weight TCA (ng I TCAngg TCA(ngg
sample of TCA (%)
(& 1) 1) 1)
(ng g1)

InD 1.8481 0.0 0.0 2.0 2.0 0.0
2ND 1.9594 0.0 0.0 22 22 0.0
3ND 1.7878 0.0 0.0 3.7 3.7 0.0
4ND 2.0538 0.0 0.0 44 44 0.0
5ND 2.1141 2.0 0.1 4.0 4.1 24
6ND 1.8904 24 0.1 10.3 10.4 1.3
7nND 1.9401 3.0 0.2 44 4.6 35
8nD 1.9657 3.4 0.4 5.2 5.6 6.8
9ND 2.0308 4.7 0.2 6.2 6.4 3.6
108D 1.8436 4.9 0.3 44 4.7 5.8
11nD 1.4457 6.6 0.5 6.8 7.3 6.3
128D 1.1728 5.3 0.5 42 4.7 9.8
138D 1.0152 5.2 0.5 43 4.8 10.4
14nD 1.9657 7.6 0.4 3.1 34 11.2

Table 3. Values of the different parameters of TCA in the cork disks classified as
corks with no defect (ND).
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. Total
Cork Releasable Releasable Remaining Migra
Cork content
weight TCA TCA TCA tion
sample TCA
(8 (ng11) (ng g (ng g7) _ (%)
(ng g7)

lop 1.7814 0.0 0.0 1.5 1.5 0.0
20D 1.5979 0.0 0.0 2.7 2.7 0.0
3op 1.6307 0.0 0.0 3.9 3.9 0.0
4op 1.7356 0.0 0.0 4.2 4.2 0.0
50D 1.3786 0.0 0.0 48 48 0.0
60D 1.5517 0.0 0.0 5.5 5.5 0.0
70D 0.9155 2.6 0.3 4.3 45 6.2
8op 1.8395 2.8 0.2 5.0 5.2 29
90p 1.9782 3.8 0.3 2.0 22 11.6
100D 1.0548 4.0 0.4 42 47 7.9
11op 1.8726 4.4 0.2 4.6 49 4.8
120D 1.1700 49 0.4 42 4.6 9.1
130D 1.1088 5.7 0.5 4.7 5.2 9.9
140D 0.8959 5.8 0.6 3.8 44 14.6
150D 1.6046 6.9 0.4 5.1 5.5 7.7
160D 0.9932 7.2 0.7 74 8.2 8.9
170D 1.5543 8.0 0.5 6.9 74 7.0
180D 2.2067 13.0 0.6 2.60 3.2 18.4

Table 4. Values of the different parameters of TCA in the cork disks classified as
corks with other defects (OD).
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Schematic diagram of the sample preparation and the subsequent
analyses by SPME to obtain the contents of releasable TCA and the total TCA.

Figure 2. Correlation between the contents of Total TCA (ng g') and Releasable
TCA (A: ng1; B: ng g1) in cork disks with TCA
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CONCLUSIONS
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Tal com ja s’ha comentat en els objectius de la present Tesi Doctoral, aixi com en
els capitols que s’han desenvolupat, la importancia del 2,4,6-tricloroanisole (TCA) i
dels cloroanisoles és focalitza en la contribucié negativa que poden aportar a la
seva aroma global, implicant una perdua en la qualitat del producte. Resulta
evident, doncs, la necessitat de metodes d’analisis que permetin quantificar aquests
compostos, no solament en el vi, sind també en el suro, per tal d’evitar-ne la
posterior contaminacié de la beguda.

Tots els treballs presentats en aquesta Tesi Doctoral pretenen ser una petita
contribucié a aquest camp de recerca, ja que, amb aquests, s"ha avancat en la linea
d’obtencié de metodes de quantificacié de cloroanisoles en el vi i en el suro i també
s’ha progressat en el coneixement i en I'aplicacié de les tecniques de microextraccid
en fase solida a mostres complexes, com son el vi i el suro.

De tot el treball que aqui s’ha exposat se’n deriven les conclusions que tot seguit es
presenten. Tenint en compte que sén diversos els metodes analitics que s’han
descrit en la present Tesi Doctoral, s’ha considerat oportu dividir en aquesta secci6
en una serie d’apartats que s’avaluen per separat.

EXTRACCIO I PRECONCENTRACIO

1. La tecnica de microextraccié en fase solida de 1'espai de cap (HS-SPME)
permet l'extraccié simultania de cloroanisoles sense manipulacié de la
mostra, per la qual cosa la perdua d’analits durant el procés és
practicament negligible.

2. Les fibres de SPME que presenten una base de carbd pords en la seva fase
estacionaria, proporcionen la millor sensibilitat en I'analisi de
cloroanisoles.

3. La tecnica del patro intern resulta imprescindible a ’hora d’utilitzar fibres

de microextraccié en fase solida.

CROMATOGRAFIA

1. Les columnes de polietilenglicol permeten la separaci6 de cloroanisoles, ja
sigui en vi o en suro, tot aconseguint una gran eficacia i una bona resolucié
dels pics cromatografics.

2. El detector de captura electronic permet la determinacié especifica de
cloroanisoles amb una elevada sensibilitat, de manera que resulta de gran
utilitat en I’analisi de vins i suros.
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El detector de masses, amb un analitzador de quadrupol, es presenta com
una bona alternativa al detector de captura electronica, sobretot en la seva
modalitat SIM, tot permetent la quantificacié dels compostos d’interes
encara que no hi hagi una total separacio6 dels pics.

PREPARACIO DE MOSTRA I PATRONS

1.

La trituracié6 del suro previament congelat en nitrogen liquid, tot
controlant el gruix de particula del suro molt, resulta la tecnica més adient
per l'obtencié de mostres homogenies.

L’extraccié amb n-penta dels cloroanisoles del suro permet 1’obtenci6 de
suros lliures d’aquests compostos, de manera que pot ser utilitzat com a
blanc analitic.

L’addici6 de quantitats conegudes d’analit sobre aquest blanc analitic de

suro permet utilitzar aquest com a material de referéncia del tipus “in-
house reference material”.

L’extraccié amb fase solida amb cartutxs de Cis es presenta com una bon
sistema de neteja de cloroanisoles en vins, la qual cosa permet utilitzar els
vins resultats com a blanc analitic.

METODES

1.

La utilitzacié d’una matriu sintética el més semblant possible a un vi real
es presenta com una bona manera de simular la matriu vinica i solucionar
el problema de l'efecte matriu, almenys dels compostos polifenolics
responsables del color del vi.

L’etanol es presenta com un dels principals responsables de I'efecte matriu,
de manera que es fa imprescindible controlar-ne la seva concentracid, per
tal d’obtenir resultats exactes i precisos en 'analisi dels vins.

Per a la determinacié de 24,6-tricloroanisole (TCA) amb el metode
desenvolupat, tot utilitzant fibres de polidimetilsiloxa (PDMS) i
cromatografia de gasos (GC) amb detector de captura electronica (ECD),
s’obtenen unes recuperacions entre 90% i 100% amb una repetibilitat que
presenten valors no superiors al 5%. Els limits de quantificacié del metode
oscil-len entre 5 i 8 ng-l!, depenent de si es tracta de vi blanc o vi negre
respectivament.
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4. Amb el metode d'SPME utilitzant fibres de polidimetilsiloxa/
divinilbenze/carboxen (PDMS/DVB/CAR) i cromatografia de gasos (GC)
amb detector de captura electronica (ECD) per a la determinacié de TCA
en vins blancs, rosats i negres s’obtenen unes recuperacions entre 80% i
100% amb una repetibilitat que oscil-la entre el 6% i el 14%. El limit de
quantificacié del metode es situa a 1,0 ng-1-.

5. Amb el metode d'SPME utilitzant fibres de polidimetilsiloxa/
divinilbenzé/carboxen (PDMS/DVB/CAR) i cromatografia de gasos (GC)
amb detector de masses (MS) per a la determinacié de TCA en vins blancs,
rosats i negres s’obtenen unes recuperacions entre 80% i 100% amb una
repetibilitat que oscil-la al voltant del 10%. El limit de quantificacié del
metode es situa a 0,8 ng-1-.

6. Amb el metode d’SPME utilitzant fibres de de polidimetilsiloxa/
divinilbenzé/carboxen (PDMS/DVB/CAR) i cromatografia de gasos (GC)
amb detector de captura electronica (ECD) per a la determinacié de
cloroanisoles en suros s’obtenen unes recuperacions al voltant del 100%
amb unes repetibilitats entre 4% i 14%, depenent del compost. Els limits de
quantificacié del metode oscil-len entre 0,6 ng'i 8,6 ng-1'.

7. El metode desenvolupat utilitzant el nas electronic, sistema d’espai de cap
i espectrometria de masses, com a tecnica rapida per dur a terme la
determinacié del TCA en vins presenta un error mitja de prediccié de 0,74
pglt! (25% en termes relatius). La repetibilitat de les mesures és de 0,31
pglt (94% en termes relatius). Tot i que els parametres de qualitat
obtinguts sén acceptables tenint en compte el nivell de concentracio en el
qual es treballa, presenta com a limitacié el limit de detecci6 de 0,2 ug-l?, ja
que aquest és 100 cops superior al limit de deteccid sensorial.

CLOROANISOLES TOTALS I CLOROANISOLES EXTRATBLES

1. La determinacié dels cloroanisoles totals es presenta com una bona
alternativa de control de qualitat dels suros.

2. Es important diferenciar entre cloroanisoles totals, romanents i extraibles,
ja que cada un déna una informacié diferent.

3. La normativa UNE 56930:2005 “Tapones de corcho. Determinacién del 2,4,6-
tricloroanisol transferible” déna resultats de TCA diferents, depenent de les
condicions experimentals aplicades. Aix0 fa que sigui important arribar a
una uniformitat en les condicions experimentals en els diferents laboratoris
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que utilitzen aquesta metodologia per tal de que es puguin comparar
resultats.

El TCA extraible no es presenta com la millor opcié quan els nivells de
TCA en el suro s6n baixos o quan el suro té altres defectes diferents a ’olor
a humitat.

L’analisi sensorial pot no ser sempre efectiu per a localitzar taps amb TCA.
Aquest tipus de metodologia es veu afectada per la subjectivitat del
catador, la dependéncia de les condicions externes (contaminacions
odoriferes, distraccions de la persona) i la dificultat de discriminar entre
olors similars, entre altres.

No s’observa una correlacio clara entre TCA extraible i TCA total del suro.

S’ha pogut establir que un valor limit de TCA en el suro, al voltant de 6-8
ng-g', és la concentracio critica a partir de la qual es pot generar el defecte
organoleéptic en el vi.

El TCA total es presenta com un valor més objectiu, en comparacié al TCA
extraible o a l’analisi sensorial, en el control del contingut de TCA en el
suro com a mitja per evitar la incidencia de I'olor a humitat en el vi.

PERSPECTIVES DE FUTUR

1.

La implantacié de metodes de determinacié de cloroanisoles en el vi i suro
més rapides es presenta com un dels reptes més importants en els proxims
anys. Els sensors, entre ells els nanosensors, es poden presentar com una
eina a tenir en compte en aquest camp.

Un estudi més profund de com apareix aquest defecte en el vi pot ajudar a
previndre i, fins i tot, eradicar aquest defecte aromatic. La relacié del TCA
amb els altres cloroanisoles pot donar informacié addicional sobre com
apareix aquest compost, ja sigui en el suro com en el vi.

Calen eines objectives en el control de qualitat de les empreses, tant en el
sector enologic com en el surer, en relaci6 a la determinacié dels
cloroanisoles. Només amb la utilitzacié de metodologies harmonitzades es
podran comparar resultats entre diferents laboratoris.
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AED
ASE

CA
CAR/PDMS
CW/DVB
DCA
2,4-DCA
2,6-DCA
2,4-DCP
2,6-DCP
DI-SPME
DVB/CAR/PDMS
ECD

EtOH
ELISA

GC

FID

FPD

HS
HS-SPME
LC

LVI

MDMP
MHS

MIS

MS

MSD

NaCl

PA

PCA

PCA
2,3,4,5,6-PCA
2,3,4,5,6-PCP
PCR

PDMS
PDMS/DVB
PLS

PTFE

Detector d’emissié atomica
Extraccid accelerada amb dissolvent
Analisi d’agrupacions
Carboxen/polidimetilsiloxa
Carbowax/divinilbenze
Dicloroanisole

2,4-dicloroanisole

2,6-dicloroanisole

2,4-diclorofenol

2,6-diclorofenol

Microextraccid en fase solida directe
Divinilbenze/carboxen/polidimetilsiloxa
detector de captura electronica
Etanol

Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
cromatografia de gasos

Detector de ionitzacié de flama
Detector fotometric de flama

Espai de cap (headspace)
Microextraccio en fase solida de 1’espai de cap
Cromatografia liquida

Injector de gran volum
2-metoxi-3,5-pirazina

Espai de cap multiple
Espectrometria de mobilitat ionica
Espectrometria de masses

Detector d’espectrometria de masses
Clorur sodic

Poliacrilat

Pentacloroanisole

Analisi de components principals
2,3,4,5,6-pentacloroanisole
2,3,4,5,6-pentaclorofenol

Regressio per components principals
Polidimetilsiloxa
Polidimetilsiloxa/divinilbenze
Minims quadrats parcials
Politetrafluoroetile
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PID Detector de fotoionitzacio

PTV Programmed temperature vaportization
KNN K-nearest neighbours

SBSE Stir bar sorptive extraction

SDE Extraccid i destil-lacié simultanies
SIM Selective ion monitoring

SIMCA Soft independent modelling class analogy
SPE Extraccié en fase solida

SPME Microextracci6 en fase solida
2,4,6-TBA 2,4,6-tribromoanisole

2,3,6-TCT 2,3,6-triclorotolue

2,4,6-TBP 2,4,6-tribromofenol

TeCA Tetracloroanisole

2,4,5,6-TeCA 2,4, 6-tetracloroanisole

TCA 2,4,6-tricloroanisole

2,4,6-TCP 2,4,6-triclorofenol

TD Desorcio termica
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