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1. Introducci6 general

1.1. L’AROMA DEL VI

L’aroma del vi és una mescla complexa de compostos organics volatils que pertanyen a
families quimiques diferents 1 presenten caracteristiques organoléptiques particulars. Si
bé els primers estudis van estar encaminats a la recerca de la composicid global del vi,
en els darrers anys els treballs realitzats es centren en un coneixement més minucids del
seu perfil aromatic, amb el desenvolupament de metodologies analitiques que permeten
identificar 1 quantificar centenars de substancies volatils que en formen part. Molts
d'aquests constituents provenen del most, o millor dit de la seva matéria primera: el
raim. D'altres s'originen al llarg de la seva elaboracid, ja sigui durant la fermentacid, o
en el posterior procés d'envelliment [1]. Son, per tant, aquestes molecules les que
conformen el perfil aromatic del vi, que tants esforcos ha requerit per a la seva
caracteritzacio, tant a nivell sensorial com instrumental. Malgrat tot, la dificultat a
I’hora d’interpretar I’aroma del vi va més enlla. Tot 1 conéixer la seva composicio, el vi
no es pot reconstituir mitjancant la mescla dels components individuals. Aquest fet
s’explica a través de la multidimensionalitat de la percepcid de I’aroma. Substancies que
es troben a molt baixa concentracid poden originar una contribucidé molt significativa
aportant unes aromes molt caracteristiques, mentre que d’altres a concentracions
superiors no contribueixen a I’olor. No és suficient la identificacio i quantificacid dels
compostos que intervenen en 1’aroma siné que és necessari determinar-ne la seva

rellevancia per aixi poder-ne jerarquitzar les notes aromatiques.

La percepcid de I’aroma és un dels criteris més considerables a I’hora d’avaluar un
producte com ¢és el vi, i que sovint determina les preferéncies d’un individu. L’analisi
sensorial aixi esdevé una eina clau per examinar les propietats organoleéptiques del vi.
De fet qualsevol classificacié d’un producte alimentari implica la seva valoracid
sensorial. Si bé en 1’analisi sensorial del vi hi intervenen tots els sentits, el gust i
I’olfacte resulten essencials per definir-ne i caracteritzar-ne 1’aroma. Possiblement és
I’olfacte el sentit que més contribueix en el gaudiment del vi. Una part de I’aroma es rep
durant I’olfaccid, mentre que una altra part es manifesta durant la ingestio i1 correspon al
sabor. El terme “aroma retronasal” fa referéncia al retorn de compostos volatils presents
en la boca durant la degustaci6 i produeix simultaniament una reaccié olfactiva. Quan

s’empren persones com a instruments de mesura, la subjectivitat del tastador té un pes
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especific. Una determinada olor despertara sensacions, emocions i records propis a cada
individu. Per tal de normalitzar el procés del tast de vi s’han elaborat normatives per
estandarditzar 1’analisi sensorial [2]. En aquest recull de directrius s’especifiquen les
condicions en les quals s’ha de dur a terme el tast: les condicions de la cambra on tindra
lloc, les copes emprades, la seleccid 1 formaci6 dels jutges, la metodologia, etc. Sens
dubte, un dels majors reptes en I’analisi sensorial ha estat la descripci6é de les olors.
L’eleccid de la terminologia més adequada no resulta una tasca facil. Els descriptors
escollits han de ser pertinents al cas d’estudi i a la vegada el maxim de precisos i
discriminants. Concretament, I’any 1987, Noble et al. [3] van proposar una terminologia
estandarditzada per descriure les aromes del vi, que modificava i ampliava la coneguda
“roda de les aromes” [4]. Aquesta classificaci6 va ser creada per facilitar la comunicacio
entre els professionals del sector i permet caracteritzar la sensacié aromatica en base a
tres termes, de general a particular. D’aquesta manera, es pot realitzar una rigorosa
avaluaci6 de l’aroma, que en determinades ocasions s’utilitzara per recomanar
favorablement un vi. Ara bé, tot aquest coneixement sensorial no assegurara
I’acceptacio del consumidor ja que, al cap i a la fi, la percepcidé no deixa de ser una

interpretacié individual.

Sota la mirada d'un consumidor cada vegada més expert 1 exigent, els parametres de
qualitat del vi vénen principalment establerts per I’aroma. Com a resultat dels avengos
cientifics i tecnologics, s'ha aconseguit elaborar vins molt complexes i amb aromes molt
delicades. Tota aquesta innovacio ha estat fruit d’'una major coneixenca del vi, els seus
constituents i les transformacions que hi tenen lloc. El vi és un producte que evoluciona
1, conseqlientment, el seu aroma també es modifica. Alguns compostos odorifers que es
troben en vins joves poden desaparcixer, mentre que d’altres es poden generar al llarg
del temps. A vegades aquests canvis desencadenen en un exalcament de les notes
aromatiques, pero en determinades ocasions apareixen olors desagradables. Seria
incomplet parlar de I’aroma del vi sense incloure els anomenats “off-flavours”, o
substancies que aporten aromes indesitjables 1 que, per tant, perjudiquen la qualitat. La
naturalesa i procedéncia d’aquestes olors pot ser molt diversa, pero la seva preséncia en
el vi és un indicador que les condicions d’elaboracidé i/o conservacié no han estat les

adequades.
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La interseccio entre el sector vitivinicola i el surer la constitueixen els taps. L'associacid
vi - suro esta subjecta a uns antecedents mil-lenaris. Els fenicis ja tapaven les amfores
amb suro perd no fou fins a la segona meitat del segle XVIII quan es va comencgar a
emprar de forma generalitzada pel tapament de vins, sempre en receptacles de vidre que
evolucionaren fins a les ampolles actuals. La historia considera Pierre Perignon (1639-
1715), un frare benedicti de I'abadia d'Hautvillers, com el pare de la utilitzacié del suro
pel tapament del Champagne i a partir d'aquest moment, progressivament, s'utilitza per
a la resta de vins. L'us tan extens que s'ha destinat al tap de suro en l'enologia ¢s fruit de
les seves caracteristiques, que el fan un material idoni pel tapament de les ampolles de
vi. No obstant, el suro és un material que no es troba exempt de polémica. De forma
generalitzada es considera que el tapament és decisiu en I’evolucié aromatica durant
I’emmagatzematge. El tapament ideal seria aquell que permetés mantenir les propietats
organoleptiques del producte tot permetent la seva evoluci6 natural. Atés que el tap esta
en contacte directe amb el vi, compostos volatils 1 no-volatils que son solubles en
solucions hidroalcoholiques poden migrar al vi i contribuir positivament o negativament
en les seves propietats sensorials. El contingut soluble del suro ha estat escassament
estudiat [5]. Certs polifenols de baix pes molecular procedents del suro i que també
s’han identificat en fustes de roure destinades a 1’envelliment del vi, han estat
considerats susceptibles a transferir-se [6]. Per altra banda, l'aparicié d'olors i1 gustos
estranys que es consideren cedits pel tap ha posat en entredit les practiques de la
industria tapera [7,8,9,10]. A causa de la controvérsia generada envers el tap de suro, es
fa imprescindible introduir nocions que permetin comprendre la funcionalitat del

tapament per excel-léncia dels vins.

1.2. EL TAP DE SURO

1.2.1. Morfologia i composicié quimica del suro.

El tap de suro és un producte natural que prové de 1'escorga de l'alzina surera (Quercus
suber). El suro o suber deriva d'un teixit meristematic d'origen secundari, el fel-logen,
que substitueix l'epidermis en el creixement secundari de la planta. L'arbre produeix
cada any un espessor de suro que varia d'un a 10 mm segons l'edat de I'escorga, de

I'arbre, la seva salut i les condicions ambientals on s'ubica. Cada creixement anual
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queda separat pel precedent per una franja ben definida de color més fosc. Un tall

transversal de l'arbre presenta els segiients teixits de 'exterior a l'interior [11]:

A.- Suro

B.- Fel.logen
C.- Feloderma
D.- Liber

E.- Cabium

Figura 1.1. Disposici6 transversal dels teixits de 1'alzina surera.

El suro esta constituit per gairebé 40 milions de cellules prismatiques, unitats
hexagonals o pentagonals, allargades i disposades en estrats, que formen un teixit sense
espais intercel-lulars. D'altra banda, el teixit suberds presenta sempre una estructura
tipica de discontinuitat: la lenticel-la o porus que recorre radialment la massa de suro.
Macroscopicament les lenticel-les es presenten en el tap en forma de forats i sén
transversals al creixement dels anells. En concret, son més nombroses en els anells de
major edat, on, fins i1 tot, es poden perllongar per tota l'amplada del tap [12]. Les
lenticel-les son permeables als gasos i permeten regular l'intercanvi gasds entre els
teixits vius del tronc i el medi ambient, a 1'hora que son facilment envaides per

microorganismes [13].

La composicio quimica del suro és dificil d'establir a causa de la seva complexitat, la
dificultat d'extreure els seus constituents i la seva variabilitat, fins i tot entre arbres d’un
mateix bosc. Els principals components del suro, els quals majoritariament sén
polimers, es mostren a la Taula 1.1, on també s’especifiquen les propietats fisiques que
se’ls atribueixen [14]. Les ceres i la suberina representen més de la tercera part del total
1 posseeixen un caracter lipofilic. Les ceres es troben constituides per una mescla de
hidrocarburs alifatics, cadenes llargues d’alcohols 1 triterpens. D’altra banda,
estructuralment la suberina és similar a la lignina essent un polimer d’elevat pes
molecular format per glicerol, cadenes llargues d’acids grassos, alcohols i hidroxiacids
que confereixen al suro propietats impermeables que permeten a les cél-lules de

l'escor¢a omplir-se d'aire i assumir un fort poder aillant i protector.



1. Introducci6 general

Component  Estructura Propietats fisiques Contingut (%)
Suberina Acids grassos, alcohols® Resiléncia, impermeabilitat 33-53

Lignina Alcohols aromatics® Resisteéncia a la compressié  18-34
Polisacarids ~ Monosacarids® Resisténcia a I’elongacid 12-30

Ceres Alcohols, hidrocarburs” Impermeabilitat 4-8

Tanins Acid el-lagic, proantocianides® 5-7

* Estructura polimérica
®Mescla

Taula 1.1. Propietats, estructura i contingut dels principals components del suro.

En general, els components majoritaris del suro resulten forca inerts i per tant no
contribueixen directament en les propietats aromatiques del suro. D’altra banda, s’han
pogut identificar més de cent compostos volatils minoritaris procedents de taps de suro,
com el benzaldehid, acid acétic, 1-etil-2,3-metoxibenze, 2,4,6-tricloroanisole, entre
d’altres [15]. Aquestes substancies procedeixen del propi suro o deriven de la
degradacié enzimatica o quimica produida durant el procés de manufactura. Com a
conseqiiencia de la climatologia, el sol i les possibles diferéncies mediambientals entre
planxes de suro procedents de diverses regions, la corresponent fraccio volatil resultara
caracteristica fent possible aixi determinar-ne 1’origen geografic. Per exemple, el
contingut de volatils de planxes de suro espanyoles és considerablement més elevat que
el contingut en planxes de procedéncia portuguesa [16]. Addicionalment, si la
comparacio es realitza entre taps nous i usats, en aquests darrers s’hi poden distingir
substancies com alcohols, etil esters 1 d’altres compostos volatils que comunament es
troben al vi. Aquest fet posa de manifest la capacitat del suro per adsorbir substancies

depenent de la seva volatilitat, la temperatura i la humitat.

1.2.2. Propietats fisiques del suro.

L’estructura cel-lular del suro li confereix certes propietats fisiques molt valuoses per
les aplicacions enologiques a les quals es destina i que en fa dificil la seva substitucid
per altres productes sintétics. Si es duu a terme un correcte embotellat utilitzant taps de
suro d’elevada qualitat, el temps util d’aquests es pot allargar fins als 40-50 anys.
L’exclusiva estructura de les seves cel-lules permet que el seu contingut d’aire varii
entre el 60-85% del seu volum total, fet que li proporciona una gran lleugeresa i la

capacitat de ser facilment comprimit sense perdre la seva flexibilitat. Conjuntament amb
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la compressibilitat, el tap de suro presenta també excel-lents propietats elastiques o
resilencia. El diametre de I’interior del coll de les ampolles que habitualment s’empren
per ’embotellat de vi és d’uns 18 mm aproximadament, mentre que el diametre del tap
abans de la inserci6 acostuma a ser d’uns 24 mm. Un cop s’ha introduit el tap, el seu
diametre es veu reduit un 25%, que representa el 45% del seu volum total [16].
L’elasticitat inherent del suro permet mantenir un tapament optim durant llargs periodes
de temps. Després d’una compressio recupera gairebé el 85% del seu volum inicial 1 el
94% d’aquest, passades les 24 hores. En el cas de vins escumosos, el tap de suro pot
resistir les pressions de 5 a 6 atmosferes que hi ha a I’interior de les ampolles. A més, el
suro ¢és un bon esmorteidor de vibracions, té un gran poder de friccid, €s resistent al
desgast 1 inert als reactius quimics al mateix temps que presenta una elevada tolerancia a

canvis de pressio i temperatura, que €s la clau per mantenir un tapament uniforme.

Una altra propietat essencial del tap de suro €s la seva impermeabilitat als liquids, que
¢és fruit de I’alternanga de capes de suberina i ceres. Contrariament, el suro permet una
migracid lenta de gasos a través dels microscopics canals situats en les parets cel-lulars.
Les dimensions d’aquests canals només permeten el pas de gasos i eviten aixi qualsevol
pérdua el liquid. Un cop el tap de suro es col-loca a I’ampolla, la pressié de 1’aire que es
troba de forma natural en les cel-lules del suro esdevé una eficient barrera per prevenir
I’entrada de 1’oxigen ambiental. D’aquesta manera es protegeix el vi de 1’oxidacio.
D’altra banda, I’area superficial interna del tap és de 2-3 m”. Aquesta propietat evita la
peérdua de molécules volatils del vi a la vegada que obstaculitza 1’entrada de compostos

procedents de I’exterior que podrien alterar el seu perfil aromatic.

Com a resultat d’aquestes inusuals propietats fisiques, el suro s’ha convertit en un
material idoni per al tapament de vins ja que permet satisfer els requeriments associats a
la seva funcionalitat, que en aquest cas son [17,18]:

1.- Protegir el vi amb la finalitat de facilitar I'emmagatzematge, evitant possibles
modificacions degudes a agents externs (olors, oxidacions, llum, etc.).

2.- Aconseguir un tapament efectiu del vi per tal que no es produeixin fuites.

3.- No impartir gustos ni olors que rebaixin la qualitat del vi.

4.- Facilitar la seva introduccié i extraccid de manera que aquestes operacions no
requereixin un gran esfor¢ o que el propi tap quedi introduit dins I'ampolla.

5.- No cedir particules a l'interior de 1'ampolla.
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1.2.3. Localitzacié i producci6 de la indUstria surera. Catalunya en el marc surer.

L'alzina surera és un arbre tipic i autocton de la mediterrania occidental i d'una part de
l'atlantica. Per tant, es pot relacionar la localitzaci6 d'aquesta industria a indrets de clima
suau i humit, com son: Portugal, Espanya, Italia, Franca, Marroc, Algeria i Tunisia
(vegeu Figura 1.2). La plantacié d’alzina surera també s’ha efectuat en altres zones
incloent la mediterrania oriental, Argentina, Uruguai, Xile, Sud Africa, Australia,
California 1 Arizona. En moltes d’aquestes regions perd no es produeix suro en

quantitats importants ni amb la qualitat requerida.

Superficie Producci6 de

Pais (ha) (x1000) suro (t) (x1000)
Portugal 859 136
Espanya 725 75
Algeria 440 10
Marroc 377 12

Italia 144 11
Tunisia 99 8
Franca 44 4

Total 2688 256

Figura 1.2. Localitzacio de l'alzina surera. Superficie de bosc i estimacio de la

produccio de suro [14].

La produccié de suro ¢s de vital rellevancia per I'economia d'aquests paisos, essent
Portugal el major productor (el 30% del valor total de les exportacions portugueses és
conseqiiencia dels productes derivats del suro) seguit d’Espanya. Els productes derivats
del suro generen uns ingressos al voltant de 1.5 bilions d’euros anualment, i per tant, el
suro natural representa un dels més importants productes forestals a nivell mundial [19].
El suro s’empra en la fabricaci6 de gran varietat d’articles, materials per a la
construccid, per 1’envasat i I’embalatge, calgats, etc., no obstant, la manufactura de taps
constitueix [’activitat més significativa. Aproximadament el 90% del procés de
produccio del suro es destina a 1’elaboracié de taps, tant per a vins tranquils com

€SCumosos.

El sector surer a Espanya es centra basicament a Andalusia, Extremadura i Catalunya.

En especial, Catalunya i, principalment la provincia de Girona, disposa dun gran



1. Introducci6 general

potencial de fabricacid de productes de suro. La industria surera catalana compta amb
gran prestigi en els mercats nacionals 1 internacionals. Concretament la industria
dedicada a la fabricacid de taps és la més important del sector surer catala. La provincia
de Girona fou el bressol de les primeres empreses sureres lligades a 1'elaboracié de taps
1 de material aillant aprofitant els residus dels primers. La industria surera catalana, esta
estructurada en petites 1 mitjanes empreses, en molts casos d’ambit familiar, que es
troben organitzades a través d’Aecork (Associacié d’Empresaris Surers de Catalunya) i
que es caracteritzen per un elevat nivell d'autoexigéncia. Es precisament el factor de

qualitat I'element diferenciador dels productes i empreses sureres catalanes.

1.2.4. Procés d’elaboracio del taps de suro natural. Normativa.

El procés de manufactura del tap de suro es troba intimament lligat a una antiga tradicio.
Aquest fet perd no ha obstaculitzat la implantacié de controls i noves tecnologies fruit
del coneixement cientific 1 la voluntat d’oferir un producte competitiu que satisfaci les
necessitats actuals. L’objectiu final ha esdevingut garantir un producte de qualitat. Amb
la finalitat d’aprofundir en el procediment de fabricacié de taps per a vins tranquils, a

continuacio6 se’n detallen les principals etapes.

La pela del suro, rentat, emmagatzematge i classificacio

El primer estadi del procés de fabricacid de taps de suro implica I'extraccié manual del
suro del tronc, i ocasionalment de les branques de major diametre. La part de 1’arbre
més proxima a la base es descarta. El suro s’extreu aplicant talls horitzontals i
posteriorment verticals a I’escor¢a. L'alzina surera té una vida productiva de 100 a 150
anys, la qual s'inicia amb la primera pela o lleva, que a Catalunya s’acostuma a realitzar
als 40 anys d'edat de l'arbre. No obstant, en aquesta primera extraccid s'obté el suro
"mascle" o “pelegri”, molt irregular, de gran duresa, i com que no €s apte per la
manufactura de taps es destina a altres usos. Les lleves posteriors de suro "femella", de
superficie més regular, s'han de fer cada 9 a 16 anys, durant els mesos d'estiu, i a partir
de la tercera s'obté una escor¢a amb propietats per ser explotada. EI millor suro ¢€s el que
s'obt¢ de la tercera a desena lleva; a partir d'aquest moment disminueix la qualitat.
Tanmateix, cal assegurar la "procedéncia del suro", mitjancant el coneixement de la

produccid, factors ambientals i I'edat de 1'arbreda [20].
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Per tal de mantenir I’alzina surera protegida de 1’atac de microorganismes i altres agents
sovint s’apliquen productes quimics. Aquesta mesura de prevencid pot desencadenar

pero altres problemes greus, com la posterior aparicié de substancies contaminants.

Un cop obtingudes les planxes i sotmeses a un primer rentat, aquestes s'apilen i1 es
deixen reposar, amb la part interior encarada a terra, a l'aire lliure, tot i que també es
poden emmagatzemar sota cobert, durant 10 o 12 mesos. Passat aquest periode, les
planxes es classifiquen visualment en funci6 de la seva qualitat i es transporten fins a la

fabrica per ser processades.

Elaboracié del taps de suro natural: bullit, estabilitzacio, llescat i perforat

Generalment, el primer tractament que es realitza a la fabrica és la segona bullida. Amb
aquesta operacié s’aconsegueix eliminar del suro la carrega de microorganismes i
substancies contaminants com tanins 1 polifenols solubles, al mateix temps que
confereix flexibilitat 1 ductilitat a les planxes per tal de facilitar-ne la seva manipulacio.
Es recomanable el recanvi de l'aigua freqiientment, atés que aquesta queda plena

d'impureses que poden constituir focus de contaminaci6 en els bullits successius.

Després de la bullida, les planxes s'emmagatzemen durant 2 o 4 setmanes sota un
ambient airejat que permeti equilibrar el contingut d'humitat (15-18%). Aquesta etapa
de maduracié o estabilitzacido es considera essencial en el desenvolupament de les
propietats del producte final 1 ha de ser controlada per prevenir el creixement incontrolat

de microorganismes.

Arribats a aquest punt, i després d’una nova tria, les planxes es llesquen amb un gruix
que ve determinat per la seva utilitat posterior. Si l'objectiu de I'operacié implica

l'encunyat de taps, la perforacio es realitza segons s'indica a la Figura 1.3.

Diametre del tap Interior

Figura 1.3. Perforaci6 de la planxa de suro per obtencio de taps.

11
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Els taps es perforen amb un cilindre buit que té el mateix diametre que el tap.
Normalment aquesta operacio es troba totalment automatitzada. Un cop obtingut el tap
brut aquest s'esmerila per tal de proporcionar-li la llargada exacte, a la vegada que es
deixen les superficies perfectament llises i sense impureses. A continuacid té lloc la
seleccid, segons les corresponents classes 1 qualitat, pero sempre en funcio de la seva
major o menor porositat. Per tal que la qualitat del tap sigui major cal una densitat de
porus baixa. Aquesta classificacid, encara que es pot realitzar de forma manual,

actualment també es troba mecanitzada.

Acabat dels taps de suro: tria, rentat, marcatge, tractament de superficie i
embalatge

Els taps que hauran estat classificats, se sotmeten a l'etapa de rentat, que té com a

objectiu desinfectar (esterilitzar) i desordoritzar, sense oblidar 1’aspecte estétic. Amb el
rentat s'intenta blanquejar el tap perqué adquireixi una aparenga més uniforme i amb
una coloracié clara per tal de satisfer els canons de qualitat visual. L'elecci6 dels
productes per realitzar aquesta funcid (peroxids, metasulfit de potassi, etc.) ha esta
motiu de discussid, ja que probablement molts dels problemes associats al tap han
derivat de rentats amb reactius inadequats. Després €és necessari assecar el suro fins a un
contingut d'humitat del 6-8% (nivells superiors permetrien el creixement de
microorganismes, aportant aromes no desitjades al tap) [21].

Un cop s'efectua la darrera tria, té lloc el marcatge de la superficie mitjancgant tinta o
amb instruments metal-lics calents. Finalment, s’apliquen els tractaments de superficie
per tal de [22]:

- facilitar el tapament i l'extraccié del tap dins l'ampolla,

- millorar la impermeabilitat restaurant les ceres que es perden durant les etapes de bullit
1 rentat,

- omplir imperfeccions de la superficie del suro,

- disminuir el potencial de fuites i evitar que el tap s'introdueixi dins I’ampolla.

Pel tractament de superficie habitualment s'utilitzen dos tipus de productes: parafina,
hidrocarburs de cadenes llargues, que no reaccionen ni amb el suro ni amb el vi i que
incrementen la capacitat de tapament i silicones, polimers oxigenats que redueixen la
friccio entre el tap i 'ampolla i presenten diferents propietats depenent de la llargada de

la cadena.

12
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Els taps acabats s'empaqueten en bosses sota buit i SO, per mantenir les condicions
aseptiques durant els mesos d'emmagatzematge.
A partir d'aquest moment ja es disposa del tap acabat que pot ésser transportat i

emmagatzemat al seu desti final: el celler.

Normativa

Les directives europees son molt rigoroses amb els productes que s’han de posar en
contacte amb els aliments. Segons 1’article 2 de la directiva 89/109/CEE, s’estableix
que:

“Els materials i objectes hauran d’estar fabricats conforme les bones practiques de
fabricacié per tal que, en les condicions normals o previsibles d’(s, no cedeixin
components als productes alimentaris en la quantitat que pugui: representar un perill
per a la salut humana o ocasionar una modificacid inacceptable de la composicio dels

productes alimentaris o una alteracio de les seves caracteristiques organoleptiques”.

Amb la finalitat d’assegurar la qualitat i la higiene dels taps al llarg de tota la seva
cadena d’elaboraci6, emmagatzematge i distribucio, la Confederacidé Europea del Suro
(CE-Liege), entitat que agrupa industries 1 organismes especialitzats de 6 paisos
europeus amb més influéncia en el sector surer, va crear el 1996 un Codi Internacional
de Bones Practiques Taperes (SYSTECODE). Es tracta d’un compendi de directrius
aplicades a tot el procés de produccid del tap de suro, que inclouria des de I’entrada de
la matéria primera fins a 1’obtencié del producte. Els paisos que s’han acollit a aquest
programa de certificacio son Portugal, Espanya, Franca, Italia, Alemanya i Marroc. El
caire voluntari d’adopci6 d’aquestes practiques ha posat de manifest 1’interes del sector
surer en vetllar per la qualitat dels taps, ja que el nombre d’empreses adscrites a aquest
programa ha passat de 177 en la primera campanya (1999-2000) a 439 en I’actualitat
(2004-2005) [23]. Aquest procés de certificacié implica realitzar una auditoria o
avaluacio sistematica segons els requisits establerts en el SYSTECODE per part d’un
expert en el sector d’elaboracié de taps i un auditor de I’entitat externa. Es poden
certificar tant activitats com seria la “Fabricacié de taps de suro natural per a vins
tranquils” com operacions com el “Rentat”. En general, la industria surera manté un
elevat compliment del SYSTECODE, malgrat que en cada campanya el nivell

d’exigencia requerit €s superior.
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Addicionalment, s’han anat implantant altres sistemes amb I’objectiu de garantir de
forma imparcial la qualitat del tap de suro pel seu posterior us a la bodega. En aquest
marc s’englobarien les normes ISO 9000 que es centren en ’eficacia del sistema de
gestio. El procés d’estandarditzacié i normalitzaci6 de productes de suro també
s’acompleix mitjangat 1’elaboracié d’unes normes a nivell nacional (UNE) o autonomic
(Normes Catalanes del Suro). Aquestes mesures estan constituides per unes referéncies
tecniques, escrites per i per a la industria dedicada a I’explotacié del suro. Amb
I’elaboracié de nous projectes, aquestes normes van evolucionant per tal d’adequar-se
als resultats obtinguts. Finalment, caldria esmentar 1’ Analisi de Perills i Punts Critics de
Control (APPCC), que és un sistema recomanat per la FAO (“Food and Agriculture
Organization”). Aquest sistema permet identificar, avaluar i controlar aquells perills,
fisics, quimics o bioldgics que poden afectar a un producte provocant-ne algun efecte

perjudicial per a la salut o bé una disminucié de la seva qualitat [24].

1.2.5. Alternatives al tap de suro.

El tap de suro és 1'opcié més acceptada a I'hora d'embotellar vins, a causa de les seves
inusuals propietats fisiques que permeten una correcta estanquitat i per la llarga
vinculacié amb el vi. No obstant, el suro és un producte natural i com a tal presenta
certa heterogeneitat que a 1’hora de I’embotellat es pot traduir en:

- precipitats (posits) de suro dins el vi,

- aparicions d’olors i1 gustos estranys al vi, com 1’anomenat “gust de suro”, del qual se'n
parlara en l'apartat segiient,

- fuites que donen lloc a pérdues i1 oxidacions del vi. Generalment, les fuites son el
resultat de taps defectuosos o de baixa qualitat (contenen esquerdes, presenten
dimensions inadequades, elevada humitat, porositat, i altres deficiéncies fisiques). Pel
que fa a l'oxidacio, aquesta es manifesta amb l'aparici6é d'una coloracié marro6 en el vi al
cap de 6 a 18 mesos d’emmagatzematge i va acompanyada de la disminuci6é del

contingut en SO, 1 acid ascorbic.

Aquestes mancances juntament amb el fet que el suro és un material escas, dificil de
produir i de preu elevat, han portat al desenvolupament de linies de recerca encaminades
a elaborar taps que posseeixin propietats equiparables o superiors a les del genui tap de
suro. D'aquesta necessitat sorgeixen els taps de suro aglomerats, fabricats a partir de

suro triturat unit per resines de diferents caracteristiques, o bé de perforacié de planxes
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d'aglomerats. Normalment presenten una densitat superior al tap de suro natural 1
conseqlientment presenten menor capacitat d’expansid quan es comprimeixen a
I’interior de I’ampolla. Aquest tipus de tapament ha generat moltes reticéncies en la
seva utilitzaci6 atés que, malgrat que en determinades ocasions mostren propietats
fisiques 1 eficacia de tapament similar al tap de suro natural, es poden alliberar
substancies que desencadenen defectes sensorials en el vi. Per aixo, es limita el seu Us a

productes on la tolerancia d'aparici6 d’alteracions és elevada.

Una altra técnica usada pels productors de suro consisteix en perforar planxes de més
baixa qualitat, 1 posteriorment omplir els forats i esquerdes del tap resultant amb una
combinacié de pols de suro obtinguda durant el processament i adherida mitjangant

adhesius. Els taps resultants s’anomenen colmatats.

De la idea de combinar suro amb materials sintétics neix un nou concepte de tap, el tap
tecnic o semisintetic, al qual el suro aporta les seves propietats inherents. Exemples
representatius son el tap Cortex, que conté un element de silicona que forma una junta
d’estanquitat amb el vidre i permet una correcta evoluci6 del vi, i I’Altec que ’elabora
I’empresa francesa Sabaté i que es defineix com el producte resultant de la uni6 de
microparticules de suro i microesferes de naturalesa polimerica, les quals proporcionen
elasticitat al tap [25]. Recentment, i com a conseqiiéncia de la necessitat de disminuir
I’aparici6 de gustos i olors estranyes al vi a causa del tapament emprat, els taps Altecs
han estat sotmesos a un tractament revolucionari anomenat Diamant que es basa en 1’us

de fluids supercritics per a I’extracci6 selectiva de compostos volatils del suro.

Un altre tipus de tap és 1’aglomerat amb arandeles de suro natural, similar al tap de tipus
Champagne. Ambdos disposen de discs de suro natural a I'extrem en contacte amb el vi
perd difereixen pel que fa la forma i I’ambit d'utilitzacio. Addicionalment s’han
introduit al mercat taps que presenten discs als dos extrems (1+1). Aquest tap representa
un compromis entre 1’aglomerat i el de suro d’una pega, i per tant, pot oferir els

avantatges d’ambdos tipus de tapament.

Com a total contraposicié al producte natural apareixen els taps sintétics que presenten
el gran avantatge de la uniformitat i homogeneitat i aixd permet que la evolucié del vi

en diferents ampolles sigui la mateixa. La seva natura no biologica redueix tota
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possibilitat de creixement de microorganismes. A part, son dificils de trencar durant
I’obertura de 1’ampolla i no adsorbeixen humitat ni tampoc la perden. Malgrat tot,
aquests materials acostumen a ser susceptibles a adsorbir i desorbir substancies volatils
odoriferes, el tapament pot no ser del tot perfecte i poden ser quimicament inestables.
Finalment, cal fer esment de la capsula metal-lica de rosca (“screw cap” o
“pilferproof”), que d’una banda presenta els avantatges de la seva consisténcia, bona

conservacio, absencia de fuites i facil obertura, perd se 1’associa a vins de baix prestigi.

Aquests taps alternatius al suro poden ser més econdomics a la vegada que poden posseir
propietats molt aptes per a la funcié de tapament i evitar 1’aparicié de certs problemes
de tipus sensorial. Sens dubte representen una important competéncia pel tap de suro
tradicional. Existeixen pocs estudis comparatius de I’eficiéncia del tipus de tapament a
I’hora de permetre una correcta evolucid del vi. Un grup d’investigadors de la Facultat
d’Enologia de Tarragona (URV) conjuntament amb [’Institut Catala del Suro van
estudiar el canvi de coloracid, la concentracio d’acetaldehid i 1’oxidacié d’un vi blanc
en funci6 de diferents tapament i la posici6 d’emmagatzemat de les ampolles
(horitzontalment i1 verticalment) [26]. Mentre el tap sintétic va presentar pitjors
prestacions en relacid a 1’oxidacio, els altres (taps de suro natural, semisintétics, etc.)
van oferir resultats semblants. Pel que fa a la posicié de I’ampolla, en general, es va
comprovar que la vertical donava lloc a una major oxidacié en gairebé tots els sistemes
de taponat. El procés d’oxidacié provocat per I’oxigen dissolt en el vi, és un parametre
que ha estat objecte d’analisi comparant diferents classes de taps i1 condicions
ambientals [27]. Resultats més representatius s’han obtingut examinant aspectes fisics
de 14 tipus de taps i la composicio i propietats sensorials del corresponent vi blanc
després d’un periode de 20 mesos [28]. En aquest treball es va determinar que el millor
comportament enfront 1’evolucio oxidativa del vi el proporcionava la capsula de rosca
seguit del tap de suro natural. Com a resposta a la necessitat de demostrar les aptituds
dels taps sintétics per a la correcta conservaci6 del vi, Silva i col-laboradors [29] van
assajar-ne els seus parametres mecanics (forga d’extracciod, elasticitat) i la interaccid
amb la matriu (contingut de SO,, acidesa volatil). Es va concloure que els taps sintétics
mantenien les seves propietats mecaniques 1 asseguraven una correcta preservacio del vi
en un periode de temps d’un a 2 anys. Finalment, un altre aspecte a tenir en compte és la
capacitat del tipus de tapament per adsorbir compostos que formen part del perfil

aromatic del vi. Aquest fenomen, que rep el nom de “flavour scalping”, va ser examinat
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per Capone i col-laboradors [30]. Per establir la capacitat d’adsorci6 es varen addicionar
a un vi blanc diferents compostos (iso-butilmetoxipirazina, guaiacol, vanillina, 4-
etilfenol, etc.) a concentracions prou elevades per poder distingir-ne els possibles
canvis; el vi es va embotellar i posteriorment es va realitzar el tapament. Després d’un
periode de dos anys es va observar que la quantitat de certs compostos aromatics afegits
al vi s’havia modificat significativament, fet que, a vegades, es podia atribuir a
I’adsorcié per part del tap emprat. Tan sols quan es va usar un tapament de rosca

metal-lica no es van donar lloc processos d’adsorci6 de les substancies considerades.

Com a conclusid es pot afirmar que no existeix un tap perfecte ja que tots presenten

certs avantatges pero també mancances. Per tal de sintetitzar les qualitats dels diferents

taps d’una forma global s’adjunta la Taula 1.2.

Tipus de tap Avantatges Inconvenients
* tradicional * 2,4,6-tric10roanisole?TCA
* bona imatge * material heterogeni; gran
* eficacia comprovada variabilitat

Tap de suro * facil extraccid * oxidacio?

* facil mecanitzacio

* necessitat d’un obridor
* les ampolles s’han
d’emmagatzemar horitzontalment

Taps técnics i/0
semisintetics

* semblanca al suro

* consisténcia

* extraccio facil

* facil adaptacio a les tapadores de suro

* 2,4,6—tricloroanisole?TCA
* oxidacio?
* necessitat d’un obridor

* les ampolles s’han
d’emmagatzemar horitzontalment

Taps sintetics

* consisténcia

* liures de 2,4,6-tricloroanisole
* facil adaptacio a les tapadores de suro
* les ampolles es poden emmagatzemar
verticalment

TCA

* problemes d’imatge?

* oxidacio?

* olor de plastic?

* necessitat d’un obridor

* s’han descrit problemes en
I’extraccid

Capsula
metal-lica

* consisténcia

* eficacia comprovada en vi blanc

* manté la frescor

* facil extraccio

* les ampolles es poden emmagatzemar
verticalment

* problemes d’imatge?

* no s’ha comprovat en envelliments

per a vi negre

* olors de reduccio?

* requereix ampolles 1 equips
adequats

T

descriura en el segiient apartat.

CA: 2,4,6-tricloranisole, compost associat al defecte organoléptic del vi anomenat “gust de suro” que es

Taula 1.2. Comparacio entre diferents sistemes de tapament [26,31].
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Dels estudis comparatius entre diferents tipus de taps s’observa que, en general, el tap
de suro natural acostuma a oferir els millors resultats en gairebé tots els parametres
considerats. Malgrat les alternatives que han intentat desplacar el tap de suro, la resposta
del consumidor encara es manté fidel a la litargia suro-vi. El tap de suro forma part de la
imatge del vi sense restar-1i protagonisme ja que t€ la missié de preservar-ne la identitat.
De la mateixa manera que resultaria estrany i en certa manera inadmissible degustar un
vi de qualitat en una copa de plastic, no es pot oblidar que el tap de suro tamb¢ participa

en el ritual.

1.3. EL “GUST DE SURO”

Com s’ha dit en el primer apartat d’aquesta memoria, la preservacié del perfil aromatic
del vi sovint esdevé sinonim de qualitat. Aixi doncs, ’aparici6 de gustos/olors
desplaents no només perjudica la comercialitzaci6 directa del producte siné que també
el prestigi del celler se’n veu afectat. Les alteracions més freqiients en el vi es
relacionen amb canvis incontrolats i indesitjables en el seu aspecte visual, olfactiu o
gustatiu. Existeixen nombrosos factors, com 1’estat de maduracio 1 1’estat sanitari del
raim, la varietat, el sistema de vinificacié 1 les condicions d’envelliment del vi que
poden transformar la seva composicid aromatica. Malgrat que algunes d’aquestes
desviacions olfactives poden ser reparades, n’hi ha d’altres que malauradament fan
impossible el consum del producte. En general, aquests defectes es poden classificar en
dos grans grups en funci6 de la seva naturalesa: les alteracions biologiques o malalties,

produides per microorganismes, llevats i bacteris, i alteracions quimiques.

D’entre els defectes organoleptics associats al vi, el que ha generat més interes, a causa
de la seva complexitat, és el “gust de suro”. Aquesta és la denominaci6 que s'ha emprat
per classificar certs compostos volatils de caracter contaminant que reverteixen
negativament en les caracteristiques sensorials del vi i que d’alguna manera s’associen
al tap de suro. Aquestes substancies pertanyen a families quimiques molt diferents pero
posseeixen trets comuns com el fet de ser molecules organiques volatils i que a baixes

concentracions produeixen olors desagradables [32].
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L's indiscriminat del nom “gust de suro” condueix a confusid atés que d'una banda
focalitza la responsabilitat del problema al suro quan de vegades n'és simplement el
transmissor. D'altra banda, el veritable gust de suro és poc freqiient i facilment
detectable per les seves caracteristiques odoriferes (olor putrida) [33]. Tot i que se’n
desconeix 1’origen, habitualment se l'associa al creixement de 1'Armillaria mellea o
“taca groga”, que pot aparcixer al peu de l'alzina surera, especialment en ambients
humits. No obstant, no es pot descartar la vinculacid6 d’aquest defecte a 1’anomenat
“gust de suro” ja que analisis quimiques realitzades sobre planxes de suro afectades per
la “taca groga” van mostrar la preséncia de compostos responsables d’“off-flavours” en
vins [34,35,36]. Les planxes de suro que presenten aquesta alteracié es caracteritzen per
una degradacio del teixit acompanyada d’una descoloracié més o menys intensa i
mostren modificacions en les seves propietats mecaniques i estructurals. Es tracta d'un
defecte facilment identificable i, de fet, el suro que el manifesta €s potencialment capag
d’impartir olors/gustos no desitjats en el vi per la qual cosa es rebutja per a la fabricacié

de taps.

De la necessitat de reduir la incidéncia d'alteracions gustatives/olfactives, la
Confederacio Europea del Suro (CE-Liége) va posar en marxa el 1992 el projecte
d'investigaci6 QUERCUS [37], un estudi a fons de les olors 1 gustos estranys del vi. De
l'estudi en qiiestid s'extreu, entre d'altres conclusions, una metodologia sistematica en
l'analisi sensorial del vi per evitar interpretacions erronies que porten a classificar sota el
mateix nom de “gust de suro” defectes sensorials d'origens diferents. Es van detallar una
amplia llista de descriptors d'olors i es van classificar en 5 families de desviaments

organoleptics: vegetal, conifer, florit, humitat i quimic.

Una de les raons per les quals el “gust de suro” ha despertat tant interés ha estat la seva
freqiient incidéncia. Del total d’ampolles de vi, el 2-5% (percentatge que pot variar
depenent de l'anyada objecte d'estudi) es rebutgen com a conseqiiéncia de ’apariciod
d’aquest defecte i aquest fet es tradueix en importants perdues economiques a la
industria vitivinicola a nivell mundial [9]. Tot i aixo, el consumidor en limitades
ocasions detecta aquest tipus d'alteracié perd probablement adverteix que el vi no
compleix les expectatives esperades i com a resultat no el torna a adquirir. La percepcio
d'aquesta alteraci6 varia en funci6 del grau en qué es manifesta i la sensibilitat

individual.
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Apareixen moltes dificultats a 1'hora de classificar el “gust de suro” ja que no és
possible associar un fenomen tan complex amb una sola molécula. Tal com s’exposara
en D’apartat segiient, s’han descrit un gran nombre de compostos que contribueixen a
I’aroma global i, a mesura que avanga la recerca en aquest camp, es van afegint
substancies al llistat dels compostos responsables del “gust de suro”. Aixo fa que sigui
extremadament complicat correlacionar aquesta alteraci6 amb un tUnic descriptor
aromatic especific. Les aromes de les substancies implicades es perceben de diferent
manera (en relacidé a la concentracid) i1 presenten, generalment, llindars o limits de
percepci6 (concentracid minima detectable) molt baixos [38]. Altrament cal mencionar
que determinats compostos poden ser detectats malgrat trobar-se en el vi a
concentracions inferiors al seu limit de percepcid. Aixi doncs, la seva deteccid es
justifica mitjangant la combinacié amb altres substancies que presenten similar aroma o
a través del fenomen anomenat sinergisme, el qual postula que I’efecte produit per

diversos components s major que la suma de les seves interaccions individuals [39].

1.3.1. Compostos relacionats amb el “gust de suro”.

Des que es va identificar per primera vegada en el vi 1’alteracid organoléptica
denominada com a “gust de suro”, s’han dedicat molts esforcos per tal definir les
substancies que hi contribueixen. La metodologia de treball basicament consisteix en
seleccionar vins que presenten els “off-flavours” objecte d’estudi, la seva analisi
mitjangant cromatografia de gasos i deteccio olfactométrica (“sniffing”) i, finalment, la
confirmaci6 de I’estructura molecular dels compostos detectats emprant cromatografia
de gasos acoblada a espectrometria de masses [40]. La correlacié d’aquest defecte
sensorial a una unica moleécula en una matriu tan complexa com és el vi resulta
totalment impossible. Els compostos que bibliograficament s’han ressenyat com a
responsables del “gust de suro” son els que es mostren a la Figura 1.4. Es caracteritzen
per ser compostos organics volatils que pertanyen a diferents families quimiques 1 la
majoria presenten uns llindars de percepcié molt baixos (vegeu Taula 1.3). Sovint,
apareixen a la bibliografia diferents valors de llindar de percepcio que depenen del tipus
de matriu (aigua o vi), de la metodologia emprada 1 del pannell d’experts que realitzen

1’avaluacio6 sensorial.
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Figura 1.4. Compostos implicats en ’anomenat “gust de suro”.

Compost Aroma Llindar de percepcié en vi
Guaiacol fumat, fenolic, medicinal 20 pg/L
1-octen-3-ol 1 20 ng/L
1-octen-3-ona bolet, metal-lic 20 ;lg/L
2-metilisoborneol terros, fang, florit, camfora 30 ng/L
geosmina terros, fang, florit 25 ng/L
2,4,6-tricloroanisole <10 ng/L
2,3,4,6-tetracloroanisole florit, humitat > 10 ng/L
pentacloroanisole n.d.
2.,4,6-tribromoanisole humitat, fong <10 ng/L
2-metoxi-3,5-dimetilpirazina  fong 2 ng/L

n.d. no descrit.

Taula 1.3. Descriptors sensorials i llindars de percepci6 en vi blanc de les substancies

relacionades amb el “gust de suro”.
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A continuacio es detallen les caracteristiques principals de les molecules associades al

“gust de suro”.

* Guaiacol (2-metoxifenol)

Fou identificat per Lefebvre el 1983 com a principal metabolit d'un bacteri del sol del
geénere Streptomyces, el qual es troba en escorces afectades pel defecte de "taca groga"
[38]. Per tant, l'aparicié de guaiacol s'associa a la degradaci6 de la lignina del tap de
suro o dels barrils de fusta destinats a l'envelliment del vi, tot i que també pot provenir
de la contaminacié quimica dels taps durant I’emmagatzematge o el transport [41]. La

ruta biosintética de formacio del guaiacol es mostra a la Figura 1.5.

OH OH
OCH,; OCH;
Lignina _— —_—
Descarboxil-lacié

HC=CHCOOH HC=CH,
Acid ferrtlic 4-Vinilguaiacol
Oxidacio
\
OH OH OH
OCH; OCH
OCH; 3
e A — \
Descarboxil-lacio Oxidaci6 /
Guaiacol COOH CH=0
Acid vainillinic Vainillina

Figura 1.5. Formaci6 del guaiacol a partir de la degradaci6 de la lignina.

Malgrat que el guaiacol s'ha detectat en vins catalogats com a alterats, en determinats
casos la concentracidé en que es troba ¢€s inferior al llindar de percepcid, la qual cosa
revela que aquest compost unicament pot contribuir actuant en combinaci6 amb altres
substancies que tinguin una aroma semblant o a través del fenomen de sinérgia, com

s’ha comentat anteriorment [39,40].
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* 1-octen-3-ol i 1-octen-3-ona

Aquests compostos son metabolits de fongs, especialment de Penicillium spp. i
Aspergillus spp. Pel que fa a la cetona també s’ha descrit com a producte de degradacio
d’acids grassos insaturats a través de reaccions quimiques d’autooxidacio [42]. La ruta
bioquimica de formacié d'aquests compostos es presenta en la Figura 1.6, partint dels

lipids com a precursors.

Lipids

/\/\/\/\/\/\/\/\/ COOH
Acid linoleic

Lipooxigenassa / O,

/\/\/\/\W COOH

OOH

Acid 10-hidroperoxi-trans-8,cis-12-octadecadienoic

Liassa
OH Q
W oxidacio /\/\)J\/
1-octen-3-ol 1-octen-3-ona

Figura 1.6. Mecanisme de formacié de compostos de 8 atoms de carboni a partir dels

lipids.

L’origen d’aquests dos compostos en vins és desconegut. Després d’analitzar una gran
proporcid vins contaminats i els seus respectius taps, es va observar que contenien 1-
octen-3-ona i una petita proporcié de I’alcohol corresponent [38]. Tal com s’especifica a
la Taula 1.3, aquests compostos presenten una olor molt caracteristica de bolet i,
mentre que a la cetona li correspon un baix llindar de percepcid en vi i1 presenta una
elevada contribucidé (aroma intens), 1’1-octen-3-ol relacionat es comporta de forma

inversa (el llindar de percepcid és 1000 vegades superior). Aquest alcohol posseeix un
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carboni asimetric (C-3) en la seva estructura i per tant, existeixen dos diastereoisomers,

dels quals el que presenta un aroma de bolet més intens ¢és el R-(-)-1-octen-3-ol.

* 2-metilisoborneol i geosmina

Ambdos compostos son metabolits de bacteris del sol (Actinomycetes) i algues
(Cyanobactéria), perd existeix una extensa microflora capag¢ de realitzar la seva
biogenesi. Precisament, com a resultat de 1'actuaci6 d'aquests bacteris del sol es poden
contaminar, per contacte, planxes de suro amb la qual cosa, de la mateixa font,
s'obtindrien taps alterats i correctes. Aquests analits també han estat identificats en
aigiies, peixos i aliments marins. El 2-metilisoborneol es pot generar a partir d'un
monoterpe (C-10) després de l'addici6 d'un grup metil procedent de la S-
adenosilmetionina, mentre que la geosmina pot tenir com a precursor un sesquiterpe
ciclic (C-15), el qual perd una cadena d'isopropil. D'altra banda, existeixen fongs
associats als taps de suro amb [l'habilitat de produir grans quantitats d'aquests dos
compostos (Aspergillius spp., Penicillum spp. i Trichoderma spp.). Per contra, a la
geosmina se li pot assignar un origen desvinculat del suro, és a dir, com a metabolit de
Botrytis cinerea, fong procedent del raim. Si bé la preséncia d'un determinat tipus de
microflora afavoreix la formacid d'ambdos analits, una classe de bacteri (Pseudomonas
spp.) pot degradar-los, sota condicions controlades, i per tant dur a terme un efecte
desodoritzant. La geosmina és menys freqiient detectar-la en vi que no en suro atesa la
seva degradacio en medi acid i1 després d’unes 8 setmanes a pH 3.2 1 25°C déna com a
subproductes substancies amb poca capacitat odorifica. Tot i aixd aquest compost ha
estat identificat en diferent tipus de vi analitzats després de 7 mesos de la fermentacid
[43]. Existeixen varis isomers de la geosmina perd només dos d’ells proporcionen una

aroma d’humitat/terros.

* Cloroanisoles

Aquests compostos son volatils i molt aromatics i estan considerats els principals
responsables del defecte “gust de suro”, en especial, el 2,4,6-tricloroanisole (TCA), que
fou identificat per primera vegada com a responsable d’aquesta alteracié per Buser i
col-laboradors [44]. Aproximadament en el 80% dels vins rebutjats per presentar aquest
defecte s’hi ha comprovat la preséncia de TCA [36]. A causa de la seva freqiient
incidéncia en vins i taps afectats, sovint s'associa el “gust de suro” exclusivament al

TCA, malgrat que seria més correcte la denominacid de "gust de florit" d'acord amb el
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seu comportament aromatic. Per aquest motiu en moltes ocasions s’ha sobreestimat la
rellevancia d’aquesta substancia, i sovint s’ha centrat la recerca entorn a la seva
identificaci6 en vins contaminats tot i que a baixes concentracions ¢és dificil de distingir-

lo d’altres analits també relacionats amb el “gust de suro”.

El 2,4,6-tricloroanisole és un potent agent odorifer, quimicament estable, no toxic a les
concentracions a les quals habitualment es troba i que, a part de a l'enologia 1 a la
industria surera, s'ha documentat la seva preséncia en una gran varietat de productes:
fruits secs, cafe, fruita, pa, aigua, pollastre, begudes alcoholiques, etc. [33,45,46,47,48].
Atenent a les seves peculiars caracteristiques aromatiques, olor de florit/humitat, el
baix llindar de percepcio, i la repercussido que implica la seva preséncia en productes
alimentaris, s'han desenvolupat nombrosos estudis per tal d'establir-ne I'origen,
localitzacid, analisi i eliminacid. Sens dubte un dels grans reptes €és disposar d’una
metodologia que permeti detectar el TCA als baixos nivells de concentracié en els quals
la seva aroma és perceptible, sobretot en aigua. Resulta dificil establir un valor exacte
de llindar de percepcidé i s’han realitzat multitud d’estudis per tal d’establir-lo
sensorialment en diferents matrius. A continuacid, s’exemplifiquen alguns d’aquests

resultats:

Ip‘éirrégggédfng L) Matriu estudiada

1.4 Vi Pinot Noir

1.5 Vi blanc

2.1 Chardonnay

2.2-4.6 Diversos vins blancs i1 negres
4 Vi blanc no aromatic
17%/210° Vi blanc

? Pannell expert ° Pannell d’inexpert

Taula 1.4. Valors de llindars de percepci6 pel TCA en vins [41].

Segons el que es despren de la Taula 1.4, el llindar de percepcid vindra condicionat per
el pannell d’experts, la metodologia i la matriu on es realitza I’analisi. Aixi aquest valor

pot variar substancialment segons si el pannell esta format per persones entrenades,
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familiaritzades amb les caracteristiques odoriferes del compost 1 la seva sensibilitat
individual que es veura influenciada per diferents factors externs (malaltia, fatiga, etc.).
En general, I’experiéncia adquirida a ’hora de dur a terme aquests tests pot incrementar
significativament la sensibilitat envers aquesta aroma i aixi detectar-lo a concentracions
on per la majoria de consumidors resultaria imperceptible. Per aquest motiu, i per tant,
per evitar “falses alarmes”, Prescott i col-laboradors van proposar un treball enfocat en
la mesura, mitjangant un pannell format per consumidors habituals de vi blanc (no
experts), del llindar d’identificaci6 1 de rebuig del producte per la presencia TCA [49].
Els valors que es van obtenir van ser de 2.1 ng/L i 3.1 ng/L respectivament, la qual cosa
posa de manifest que fins i tot un pannell no experimentat és capa¢ de recongixer
I’aroma del TCA a concentracions extremadament baixes. La correlacié entre la
percepciod sensorial del TCA amb la quantitat de compost present ha estat verificada per
diversos autors [39,50]. En aquest sentit, la concentraci6 de TCA en els vins analitzats
era superior al seu llindar de percepci6. Malgrat tot, no cal oblidar que en certes
ocasions es pot donar el cas que la mostra presenti una elevada intensitat del defecte
pero una baixa quantitat de TCA, indicant aixi, que altres compostos també participen

en dita alteracio.

Ocasionalment, en vins contaminats i els seus respectius taps s’han identificat, a part del
TCA, altres cloroanisoles com serien: 2,4-dicloroanisole (2,4-DCA), 2,6-dicloroanisole
(2,6-DCA), 2,3,4,6-tetracloroanisole (2,3,4,6-TeCA) i pentacloroanisole (PCA) [50]. La
majoria d’ells presenten llindars de percepcid molt superiors al TCA, exceptuant el
TeCA que pot ser detectat a baixa concentraci6. De totes maneres, no existeixen
evidéncies que aquests cloroanisoles contribueixin significativament en el “gust de

suro”.

Establir 1’origen dels cloroanisoles ha esdevingut motiu de conflicte entre la industria
surera i la vitivinicola. Ateses les diferents fonts de contaminacidé que s’han descrit és
necessari dedicar un apartat a banda (vegeu apartat 1.3.2 d’aquesta memoria) per
ressenyar els possibles focus de formaci6 de cloroanisoles tant en el celler com durant
I’elaboracio de taps. Malgrat tot, de forma genérica s'assumeix que els cloroanisoles son
productes de la metilaci6 microbiologica dels corresponents clorofenols (vegeu

correspondéncia entre compostos en la Figura 1.7) com a mecanisme de
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descontaminacid, on principalment els fongs eliminen els clorofenols, productes toxics,

del seu entorn.

OH OCH;
Cl Cl Cl Cl
_—
Cl Cl
2,4,6-triclorofenol (TCP) 2,4,6-tricloroanisole (TCA)
OH OCH;
Cl Cl Cl Cl
—_—
Cl Cl
Cl Cl
2,3,4,6-tetraclorofenol (TeCP) 2,3,4,6-tetracloroanisole (TeCA)
OH OCH;
Cl Cl Cl Cl
—_—
Cl Cl Cl Cl
Cl Cl
Pentaclorofenol (PCP) Pentacloroanisole (PCA)

Figura 1.7. Estructures que relacionen els clorofenols amb els cloroanisoles.

La relaci6 entre cloroanisoles i clorofenols ha incentivat la determinacié d’aquests
darrers no com a responsables directes del “gust de suro” sin6 com a precursors dels
cloroanisoles. D’altra banda, els clorofenols també poden impartir olors desagradables
al vi, pero presenten llindars de percepcié més elevats (per exemple 2 pg/L en el cas del
TCP) i confereixen una aroma que es descriu com a quimica 1 no de florit com s'associa
als cloroanisoles. Com a resultat dels fets explicats, principalment el sector surer ha pres
consciéncia de la problematica que es pot desencadenar a partir de la preséncia de
clorofenols. Ha estat aquesta preocupacid la que ha portat al desenvolupament d’una
metodologia analitica per determinar aquests compostos en suro i vi i que ha estat

objecte del treball presentat en aquesta memoria.

27



1. Introducci6 general

* 2 4 6-tribromoanisole

Aquest compost va ser identificat per primera vegada per Chatonnet i col-laboradors
com a responsable del “gust de suro” [51]. Després d’analitzar exhaustivament diferents
vins amb defectes aromatics del tipus florit van concloure que les quantitats de
cloroanisoles detectades no eren suficients per provocar tal alteracid sensorial i
necessariament havien de contenir altres compostos que contribuissin en aquest “off-
flavour”. En gairebé tots aquests vins s’hi va identificar el 2,4,6-tribromoanisole (TBA)
que conferia un significant caracter d’humitat/fong, perd que a altes concentracions
derivava en una olor “fenolica” d’intensitat variable. Tot i que, fins al moment, no
s’havia documentat la preséncia de TBA en vins, aquest compost ha estat localitzat en
fauna 1 sediments marins, aliments empaquetats, aigiies potables 1 1’atmosfera
[51,52,53]. Es especialment en matrius aquoses on el TBA presenta un llindar de

percepcid extremadament baix, que a 1’igual que el TCA, es situa en 30 pg/L.

Es creu que el 2,4,6.tribromofenol (TBP) ¢és el precursor del TBA. La reaccié que té lloc
¢s una O-metilacio (equivalent a la transformaci6 del TCP en TCA) realitzada per fongs
com el Paecelomyces variotti que al cap de 6 setmanes d’incubacio a 30°C produeixen
grans quantitats de TBA [52]. El compost fenolic es troba com a component de
fungicides, resines, polimers, retardants de foc, preservants de fustes 1 també es pot

formar en aigiies residuals.

Ambdoés compostos bromats no sembla que tinguin efectes toxics greus a les
concentracions mesurades en els vins estudiats. La preséncia de TBA en vins
contaminats ¢és deguda a diversos factors. D’una banda pot provenir de I’atmosfera dels
cellers, les barriques que contenen el vi i les silicones emprades per a segellar les tines.
En general, els materials plastics també tenen la capacitat de fixar TBA, 1 en menor
proporcié TBP, el qual és menys hidrofobic i1 volatil. Els taps de suro tampoc es poden
deslligar de ’aparicié de TBA, ja que aquests poden ser emmagatzemats en atmosferes,
materials d’embalatge o palets de fusta contaminats 1, conseqiientment, poden transferir-

lo al vi.

* 2-Metoxi-3,5-dimetilpirazina

Com s’ha vist fins ara, el “gust de suro” esta constituit per un conjunt d’aromes molt

peculiars. D’alguna manera es podria dir que existeixen diferents manifestacions del
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defecte en qliestio. En aquest sentit, dins la classificacié de “gust de suro” s’hi inclou
una olor que s’ha descrit com de fong (“fungal must”) i que ha estat detectada en vins
considerats no correctes [54]. Segons la intensitat d’aquesta alteracio, el corresponent vi
pot resultar del tot imbevible, i s’ha considerat la segona forma de “gust de suro” més
important després de la que produeix el TCA. S’ha arribat a la conclusié que la
substancia responsable d’aquesta alteraci6 ¢és la 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina (MDMP) i
fou identificada per Simpson i col-laboradors [55]. Altres descriptors que han estat
utilitzats per caracteritzar-ne I’aroma han estat: humitat, terrds, polsos, 1 si es troba a
altes concentracions també s’han emprat els descriptors xocolata o café. El seu baix
llindar de percepcid (2.1 ng/L en vi blanc 1 0.4 ng/L en aigua) en dificulta

considerablement la seva analisi. Tamb¢ s’ha constatat la seva preséncia en café [56].

Tot i que no s’ha pogut caracteritzar I’organisme responsable de la sintesi de la MDMP,
es coneix que certs bacteris (Pseudomonas spp.) i fongs (Aspergillus flavus) tenen la
capacitat de generar pirazines [54]. La preséncia de la MDMP en el vi es pot atribuir a
la contribucié del tap perd també a contaminacions ambientals. Les maquines
perforadores del suro poden representar una possible font de contaminacio. Aixd
explicaria que la MDMP es trobi localitzada a la superficie del tap facilitant aixi la seva
posterior migracio al vi, una transferéncia que es veu facilitada per la poca afinitat que
presenta el suro envers certes pirazines [30]. A més, els microorganismes capacos de
formar el compost poden estar present en les arees de processament o emmagatzematge
del suro. L’elevada volatilitat de la MDMP juntament amb la seva hidrofobicitat
suggereixen que 1’aplicaci6 de rentats amb aigua bullent o vapor, que habitualment
s’utilitzen en la industria surera per extreure contaminants dels taps, poden constituir
una eina molt util per reduir i, fins i tot, eliminar la preséncia d’aquesta variant del “gust

de suro”.

* Altres compostos

D'entre els compostos que s'han proposat com a causants del “gust de suro”, n'hi ha que
representen una influéncia menys significativa. Es tracta d’un grup de pirazines que es
combinen amb H,S formant-se les metiltiopirazines amb olor de florit, compostos amb
atoms de sofre i sesquiterpens aillats de I'espécie Penicillium roqueforti, fong que pot
estar present en el procés de manufactura de taps de suro. D’altres substancies, com per

exemple, el 2,4-dicloro-6-metilanisole, no contribueixen directament en el “gust de
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suro” pero poden realgar les olors de florit/humitat quan es troben conjuntament amb el

TCA.

D’altra banda, en determinades ocasions, alguns cellers rebutgen taps que presenten
aromes de fusta molt intenses que podrien transferir-se al vi. Els compostos que

imparteixen aquests caracters de fusta son series de monoterpens.

1.3.2. Origen del defecte “gust de suro”.

Malgrat que, com s’ha detallat en 1’apartat anterior, existeixen diversos compostos
implicats en el “gust de suro”, majoritariament s’ha atribuit aquest defecte a la preséncia
de cloroanisoles i, en especial, el 2,4,6-tricloroanisole (TCA). La seva problematica, en
termes d’incidéncia i baix llindar de percepcid, ha impulsat nombrosos estudis per tal
d’esbrinar els seus possibles focus d’aparici6 tant en la industria vitivinicola com en la
tapera. A continuacié es recullen les fonts de contaminaci6 de cloroanisoles en les dues

matrius d'interes: el suro i el vi.

El suro

Sovint la industria surera ha estat injustament acusada per la utilitzacié de processos
d'elaboracio que donen lloc a I’aparicié d’aromes no desitjades en el tap i, finalment, en
el vi. Concretament en el cas del “gust de suro” associat al TCA, es tendeix a assumir
que el tap n’és el principal responsable a causa de la seva natura heterogénia. No
obstant, 1’aplicacid d’unes bones practiques de manufactura juntament amb un acurat
control durant tot processament del suro (incloent tant la matéria primera com el
transport i emmagatzematge) garanteixen que la contaminacid6 per TCA sigui poc
probable. No es pot assegurar que un tap contaminat sigui IWinic responsable
d'alteracions en el vi, perd no s'ha de descartar la possibilitat que si el tap conté
compostos no desitjables, aquests es transfereixin, migrin, al vi. Del fenomen de la

migracid se’n parlara en la secci6 segiient.

La preséncia de TCA en el suro es justifica fonamentalment mitjancant 3 vies
principals:

- Degradacio microbiologica dels constituents del suro.

- Adsorcié de compostos organoclorats i posterior biometilacio.

- Adsorci0 directa de TCA de materials o ambients contaminats.
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El coneixement de la formacid dels cloroanisoles en les etapes de transformacié del suro
proporcionen un millor coneixement de la incidencia del “gust de suro” i permet establir

protocols per reduir-ne 'aparicio.

L’ESCORCA DE SURO

En general, els nivells de contaminaci6 de cloroanisoles detectats en 1'escor¢a de l'alzina
surera son baixos 1 no es pot establir una relacid6 amb la situacié geografica, ni
condicions ambientals. Pel que fa al TCA, la incidéncia i la quantitat que se'n determina
varia en funcié de I'anatomia de 1'arbre. El suro corresponent al tronc i en especial el
més proper al terra (el qual no es destina per 1'elaboracid de taps) conté més proporcio
de TCA que no el de les branques i dins un mateix bosc, només un nombre reduit

d'arbres son els que presenten majors nivells del compost [10].

Una possible explicacié de la contaminaci6 de l'escorca per TCA la trobem en la
preséncia de clorofenols. Aquests compostos han estat ampliament utilitzats com a
insecticides, herbicides, fungicides i per tractaments de proteccio de la fusta a causa de
les seves propietats biocides. Els clorofenols s'han aplicat extensament en el mén
agricola des del 1950 i, en especial, el pentaclorofenol (PCP), els residus del qual
persisteixen en el medi ambient. Des del 1991, per disposicid de la directiva europea
91/173 es restringeix 1'ts de PCP 1 els seus derivats. Malgrat aquesta prohibicid, hi ha
raons que fan que encara s'utilitzi, com ara el seu cost i perqué no es troba implantada

en tots els paisos.

L'aplicacié de biocides clorofenolics en els boscos d'alzines sureres representa un dels
origens del “gust de suro”. Les preparacions comercials de pentaclorofenol contenen
2,3,4,6-tetraclorofenol (TeCP) en un 3-10% 1 2,4,6-triclorofenol (TCP) en quantitats
menors, els quals poden ser convertits als corresponents cloroanisoles sota 1'accid de
determinats microorganismes a través d’una reacci6 de metilaciéo del grup hidroxil.
Aquest procés representa una via de descontaminacio del medi ja que es generen els
cloroanisoles els quals no presenten la toxicitat dels seus precursors. Tanmateix,
bacteris del sol poden degradar el PCP a clorofenols amb menys atoms de clor,
majoritariament 3,4,5-triclorofenol, afavorint els productes substituits en les posicions
meta-. Una altra via de descomposicio del PCP ¢és la degradaci6 fotoquimica de la qual

en resulten tetraclorofenols [40].
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D'altra banda, biocides clorats, com el hexaclorociclohexa (linda), poden ser convertits
a 2.,4,6-triclorofenol, mitjangant una deshalogenacié microbiologica i una hidroxilacio.
Plaguicides com I'acid 2,4-diclorofenoxiacétic, benzens clorats, fenols, etc., en connexid

amb microorganismes metiladors, poden també originar TCA [57].

La putrefaccio de la fusta es considera una font d'organoclorats. Es el cas de la “taca
groga” o putrefaccio del suro causat pel fong Armillaria mellea, que es desenvolupa de
forma natural en boscos de les regions amb temperatures tropicals provocant una
malaltia en les arrels d'alguns arbres, tant actuant com a parasit en especies vives, com a
saprofit en espécies mortes. Durant la degradaci6 de l'area infectada es formen

compostos clorats, incloent elevades quantitats de TCA [58].

PROCES D’ELABORACIO DE TAPS DE SURO

El procés de manufactura dels taps de suro ha sofert diverses modificacions per tal
d'obtenir un producte final més uniforme i de major qualitat, lligat a una produccié més
eficient. La complexitat dels origens del “gust de suro” obliga a establir un major
control, especialment en tres de les etapes del procés: la bullida i posterior estabilitzacid

o maduracié de les planxes de suro 1 els rentats.

Durant la bullida, les planxes incrementen la seva llargada i amplada i aixo
s'aconsegueix després de 45 minuts. A I'hora s'aconsegueix extreure tanins, compostos
volatils, polifenols i sucres. També s'observa una reduccio de la concentracié de TCA
detectada a més de la meitat [33]. D'aquest fet deriva la importancia d'aquesta operacio i
la recomanaci6 d'un canvi freqiient de l'aigua destinada a bullir les planxes per evitar

problemes de contaminaci6 en els successius bullits.

L'estabilitzaci6 de les planxes de suro al llarg d'aproximadament 15 dies permet
equilibrar el grau d'humitat i és essencial pel desenvolupament de les propietats fisiques
i quimiques del material. Durant aquest periode té lloc l'aparicié d'un "florit" que
cobreix la totalitat de les planxes, perd que no afecta la zona que es perfora per a
I’obtencid de taps. En determinades ocasions els nivells de TCA 1 aquest creixement
microbia estan clarament relacionats i ambdds augmenten en prolongar l'etapa de

maduracid, mentre que en d'altres casos el TCA experimenta una biodegradacio.
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Aquesta variabilitat probablement és deguda a la disponibilitat dels precursors, les

condicions ambientals i el tipus de microorganisme present [36].

Un cop es perfora la planxa s'obté el tap d'una pega i el posterior rentat permet netejar-
lo, desinfectar-lo i1 conferir-li una aparenga uniforme. Es disposa de diversos metodes de
rentat essent el tradicional el que ha generat més problematica. Aquest consisteix en 1'is
d’hipoclorit, i ha estat I'estandard emprat durant décades ja que proporciona un tap
estéril, d'acord amb els canons visuals (coloracié blanca que afavoreix la seva
comercialitzacid) i a més és relativament economic sense comportar dificultats
d'aplicaci6. No obstant, la possible formacidé de compostos clorofenolics, a causa de la
cloracio dels productes de degradacid6 de la lignina del suro generats durant el
creixement microbia, ha impulsat el desenvolupament d'altres métodes [37]. El
tractament amb hipoclorit incrementa principalment el contingut de 2,4,6-triclorofenol
pero, en abséncia d'activitat microbiologica no es dona la formacid6 de TCA. El suro
conté de forma natural fenols i derivats en baixes proporcions i sota aquestes condicions
de rentat es pot produir TCP perd no TeCP i PCP. La formaci6 de TCA també és
possible en presencia de clor actiu o hipoclorit a partir d'una font de carbohidrats i via la
ruta de 1'acid shiquimic de la qual en resulten els clorofenols, tal i com s'indica en la
Figura 1.8. La disponibilitat d'aminoacids i reguladors del creixement, com 1'acid folic,

influencien l'etapa de metilacio.

Via de les

pentoses . ) _
GLUCOSA  ——»  Acid shiquimic — s A 0]l fenolic

cloracio

acid folic
2,4,6-tricloroanisole Clorofenols

Homocisteina Metionina

Figura 1.8. Biosintesi total del TCA per I’espécie Penicillium spp.
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D'altra banda I'aparici6 de compostos clorofenolics pot estar associada a l'accido de
l'espécie fungica Bacidimycetes spp., la qual és capag d'introduir un atom de clor a
anells benzeénics a través d'una reaccid enzimatica catalitzada per cloroperoxidases.
Com a resultat es formen monocloroanisoles que poden evolucionar a TCA mitjangant

un tractament amb hipoclorit.

Actualment, gairebé tota la industria surera elegeix peroxids com a substituts de
I’hipoclorit per als rentats, els quals estan especificament recomanats en el "Codi
Internacional de Bones Practiques Taperes" [37]. Aquest tractament permet la
desinfeccio i el blanquejament, tot 1 que la dosi de peroxid ha de ser controlada ateses
les seves propietats oxidants que podrien degradar l'estructura de lignina del suro i la
superficie exterior, destruint les ceres naturals i1 acids grassos imprescindibles per a la
funcié de tapament. Aquesta circumstancia implica un rentat posterior amb acid citric

per neutralitzar el peroxid residual.

Altres alternatives suposen la immersi6 dels taps en una soluci6 d'1-3% de metabisulfit
de potassi. Es tracta d'un procediment efectiu a I'hora d'eliminar la microflora associada
al suro perod ¢€s poc estetic des d'un punt de vista comercial ja que no s'aconsegueix un

efecte blanquejant. Un fet semblant és el que provoca I'etanol com a agent esterilitzant.

TRANSPORT I EMMAGATZEMATGE DELS TAPS DE SURO

Les condicions en les quals es realitza el transport i I'emmagatzematge dels taps acabats
abans del seu us son crucials. Pot succeir que taps lliures de contaminacié adsorbeixin
substancies generades per via microbiana en altres llocs, i que a través de l'ambient
arribin al suro 1 migrin al vi. En aquest cas es parlaria del suro com a transmissor, pero

no com a agent causant.

La contaminaci6 del tap de suro es pot donar a partir de fonts ben diverses: palets de
fusta, contenidors [59] o caixes de cartro [60], parets o terres del mitja de transport i/o
emmagatzematge. L'extensa utilitzacio dels clorofenols presents en productes per a la
proteccid de la fusta, components de pintures, materials de construccid, productes
cel-lulosics, etc. en contacte amb una microbiota amb capacitat metiladora generen
cloroanisoles. Aixi s’ha documentat I’aparici6 de TCA en taps que havien estat en

contacte amb materials que contenien nivells elevats de compostos clorofenolics com
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per exemple caixes de cartro o superficies de fusta [33]. Els factors que influencien la
formacié de cloroanisoles son: la concentracid inicial de clorofenols, les especies
fingiques presents i les condicions ambientals (la humitat, la temperatura i el temps
d'exposicid). Durant el transport i/0 emmagatzematge es recomana mantenir un nivell
d'humitat entre el 6-9% per eliminar qualsevol possibilitat d'activitat microbiologica.
Per aquesta mateixa rad, en molts casos, s'opta per empaquetar els taps sota una

atmosfera de SO,.

Per tal d’estudiar la cinética d’adsorci6 del TCA present en una atmosfera contaminada
per part de taps de suro, Barker i col-laboradors [61] van utilitzar recipients tancats en
els quals s’hi van col-locar diferents tipus de taps i paper impregnat amb ds-TCA. Per
aquest estudi es va escollir el compost deuterat per tal de poder distingir-lo del possible
TCA endogen que podrien contenir els taps i que, conseqiientment, podria falsejar els
resultats. Es va confirmar que el suro adsorbeix el TCA d’una atmosfera circumdant (en
abséncia de contacte directe amb la font de contaminacid) en un periode de temps
relativament curt. En un interval comprés entre un 1 35 dies d’exposicio, que
representaria el temps tipic emprat en el transport i emmagatzematge del taps abans de
la seva utilitzacid, es va observar una significativa concentracié de TCA a la superficie.
Contrariament, el procés invers, és a dir, la desorcié del TCA adsorbit pel tap mitjangant
la injecci6 de flux d’aire, és un fenomen que, en les condicions descrites, requereix una

exposicid de més llarga durada.

Elvi

El defecte de “gust de suro” pot tenir un origen totalment ali¢ al tap. Quan una partida
d’ampolles de vi contaminades presenten nivells uniformes de TCA, ¢és a dir, la
concentracio del compost €s similar, llavors s'acostuma a admetre que el vi ha sofert una
alteraci6 abans d'embotellar-se. Aquesta distribuci6 contrasta amb la que s’observa quan
el tap de suro és el responsable de la contaminacid, ja que en aquest cas apareix una
elevada variabilitat del contingut de TCA entre les ampolles. Si bé la deteccié d’“off-
flavours” en el tap resulta complicada, quan és el vi el que es troba alterat, I’enoleg

facilment se’n fa resso i rebutja el producte per a la seva posterior comercialitzacio.

Una de les fonts de contaminacié del vi, doncs, és el propi celler. Aixi, I'ts de

canonades 1 diposits no higienitzats o barriques en les quals poden romandre
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microorganismes son punts de control critics que poden afavorir la preséncia de
compostos no desitjables. Perdo a més també¢ s'haurien d'incloure els mateixos focus de
contaminacio descrits durant el transport i emmagatzematge dels taps, ¢s a dir, 'ambient
del celler, que pot afectar tant al vi com a I'ampolla de vidre que el contindra, i la
proximitat de materials constituits a base de clorofenols. Cal posar especial atencié en el
fet que a la bodega es troba gran quantitat d’elements de fusta: estructures, revestiments,
terres, pannells, caixes, palets, etc., els quals poden ser susceptibles d’haver estat
tractats amb substancies organoclorades. Considerant aquests potencials focus de
contaminacid, juntament amb la preséncia de la humitat ambiental, és possible el
desenvolupament de certs microorganismes capacos de transformar els compostos
clorofenolics a cloroanisoles. Una vegada aquests compostos es transfereixen, com a
conseqiiencia de la seva elevada volatilitat, a 1’atmosfera del celler es difonen
mitjangant corrents d’aire i contaminen la totalitat de 1’entorn. Aquestes substancies es
poden dissoldre en el vi 1 penetrar en les barriques, maquinaria, o, fins i tot, en els
materials utilitzats pel diferent tractament dels vins: terres de filtrat, plaques, productes

enologics, etc.

Sovint resulta complicat determinar quin €s I’origen de la contaminaci6o. No obstant, en
funcié del compostos que s’identifiquen tant en el vi com en el tap associat es poden

formular les segiients hipotesis [39,50]:

Compostos presents Origen

TCA + 2,4- 1 2,6-dicloroanisole (abséncia de  Rentats amb hipoclorit o s de biocides
TeCA 1 PCA) basats en TCP

Biocides constituits per PCP que inclouen
TCA + TeCA + PCA + clorofenols TCP i TeCP
TCA+ quantitats reduides de DCA i TeCA Biocides constituits per TCP

Taula 1.5. Relacions entre l'aparici6 de cloroanisoles i clorofenols i el seu origen.

Tal i com es pot veure en la Taula 1.5 i independentment de si la font de contaminacio
¢és el tap o el vi, els clorofenols es troben directament implicats en el “gust de suro”
provocat per I’aparicié de cloroanisoles, fet que ha fomentat el seu estudi en les dues

matrius citades.

36



1. Introducci6 general

1.3.3. La migracié dels compostos relacionats amb el “gust de suro” procedents del
tap de suro al vi.

De tots els compostos associats al “gust de suro”, només la migracié del TCA ha estat
examinada en detall. Per tant, les consideracions que s’exposaran a continuacio
basicament faran referéncia a aquest analit i poden ésser extensibles a aquelles

substancies que presenten un comportament quimic similar.

La transferéncia dels compostos implicats en el “gust de suro” del tap al vi depén de
diversos factors [41]:

e la solubilitat dels compostos considerats en la matriu vi i la capacitat d'extraccié del
mateix, que €s funcio de la seva composicio.

e la concentracio dels contaminants en el tap de suro.

e la localitzacio d’aquestes substancies a la superficie o en 1’estructura interna del tap de
suro.

e la velocitat amb la qual els compostos poden migrar a través del tap.

e ¢l volum de vi en contacte amb el tap.

e les condicions de migracio: en ampolla o bé en experiments de control on els taps de

suro se submergeixen en un volum determinat de vi (vegeu apartat 1.3.5).

El mecanisme mitjancgant el qual es duu a terme aquesta transferéncia es caracteritza per
la seva complexitat, la qual es fa especialment evident a I’hora de ser reproduida a nivell
de laboratori. Una de les grans limitacions en I’estudi de la migracio de TCA del tap al
vi és la manca de materials que continguin una quantitat perfectament coneguda de
contaminant. Aix0 obliga a assajar diferents metodes de contaminacié com, per
exemple, la injeccid d’una solucié que conté el TCA al tap, o la immersio dels taps en
una dissolucié del compost o bé tallar un disc del tap de suro, injectar-ne el TCA i
posteriorment tornar a unir les dues fraccions [62]. D’entre les propostes mencionades,
semblaria que la primera permet simular millor la distribucié que es donaria lloc en un
tap contaminat de forma natural. En el treball esmentat [62], un cop es va disposar dels
taps amb un contingut conegut de compost, es va realitzar el tapament i es va concloure
que el 8% del TCA va ser transferit al vi després d’un periode de 8 mesos. Tot 1 aixo

resulta problematic establir un valor exacte de percentatge de migraci6 i mentre alguns
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autors consideren que el 50% del compost present en el suro es pot transferir al vi,

d'altres redueixen aquest percentatge a un 6% [33].

Diferents estudis han revelat grans discrepancies entre el contingut de TCA detectat en
el tap i el corresponent vi [50]. Es més, en determinades ocasions s’ha observat com
alguns taps provocaven la contaminaci6 del vi 1 d’altres, tot 1 presentar una concentracio
similar de TCA, no n’afectaven les qualitats organoleptiques. Tant la distribucid
irregular del TCA en el tap com el fet que només les parts contaminades del suro que
estan en contacte directe amb el vi o en les seves proximitats (espai en cap) son les que
potencialment poden transferir compostos, representen les explicacions més logiques
d’aquest fenomen. Per tant, la localitzacio del TCA en el tap i la seva orientacid en

I’ampolla determinaran 1’alteracié del vi.

El suro aparentment té la capacitat d’enllacar fortament el TCA a la seva estructura 1 si
el tap és el responsable del “gust de suro” llavors, no només n’és determinant la
quantitat de compost present, sindé que també a on i com aquest es troba unit a la matriu.
La disposicid dels cloroanisoles varia d'un tap a un altre i, fins i tot, no s'observa
uniformitat dins un tap individual. En general, es considera que el TCA es concentra en
les lenticel-les del suro que contenen nutrients on, conseqiientment, s’afavoreix el
creixement microbioldgic [63,64]. Si es duu a terme un examen a través del microscopi,
s’observa que les colonies de fongs poden estendre’s al llarg dels anells de creixement
des de les lenticel-les. Per tal d’estimar si el TCA preferentment es localitza a la
superficie del tap o bé a la part interna, es van seccionar diversos taps separant la part
exterior (gruix de 2 mm) de I’interior [12]. Els resultat d’aquest assaig va indicar que la
major proporciéo de TCA es distribueix a la superficie. Paral-lelament, es va avaluar si
existien diferéncies significatives pel que fa al contingut de TCA entre la zona de més
edat 1 la més jove d’un mateix tap de suro. Aixi es va demostrar que la seccid que conté
el suro més vell tendeix a concentrar més TCA que la zona corresponent a 1I’escor¢a més
jove. Aquesta afirmaci6 ve refermada pel fet que els anells més exteriors poden haver
estat més temps en contacte amb biocides policlorats i contenir un nombre elevat de
productes de degradaci6 de la lignina, incloent-hi el fenol, precursor del TCP. Amb tot,
el que es vol evidenciar és que la migracio del TCA al vi es veu afavorida per la seva
preferent localitzacio a la part externa del tap, tot i que una certa proporcioé pot trobar-se

a les zones internes.
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Un altre mecanisme de migracié que ha estat objecte de discussio és la capacitat de
permeabilitat que té el suro. Es a dir, el TCA pot ésser adsorbit pel tap durant
I’emmagatzematge del vi en un ambient contaminat o es pot generar sota 1’accio de
microorganismes que colonitzen la superficie externa del tap un cop col-locat a
I’ampolla 1 posteriorment migrar a través del suro cap al vi. Per confirmar aquestes
hipotesis i determinar la magnitud de la possible infiltraciéo durant ’emmagatzematge
del vi embotellat, es va addicionar TCA a la superficie exterior de taps de suro una
vegada introduits en 1’ampolla [65]. Cap dels vins analitzats van mostrar contaminacid
per preseéncia del compost després de 44 mesos, independentment de la natura del taps
emprats. D’aquesta manera es verifica que el suro representa una barrera optima de

transmissio de TCA procedent de fonts externes.

Quan es parla de migraci6 de TCA, freqiientment es considera la transferéncia del
compost del tap al vi. No obstant, el procés invers també és possible. L’adsorcio de
compostos que constitueixen el vi per part del tap de suro ha estat meticulosament
examinada [30]. De la mateixa manera, substancies contaminants com les que es
relacionen amb el “gust de suro” també poden ésser extretes pel tap. Aixi doncs, dins
del llistat d’excel-lents propietats del tap com a tapament es podria incloure la de
descontaminar el vi. El suro posseeix una gran afinitat per adsorbir compostos volatils
de natura no polar. Particularment, tal i com s’ha comentat en I’apartat dedicat a
I’origen del “gust de suro” provocat pel suro (transport i emmagatzematge), el TCA és
facilment adsorbit per taps que es troben en una atmosfera contaminada. Per tal
d’estudiar si aquest procés d’adsorcid és igualment efectiu quan el focus contaminant és
el vi, Capone i col-laboradors [66] van realitzar un assaig que consistia en afegir TCA
deuterat en el vi préviament al seu tapament. Després d’un periode de 30 mesos,
aproximadament la meitat de la quantitat originalment afegida va ser adsorbida pel tap
de suro sense tenir en compte el proveidor, el tractament o de si els taps eren de suro
natural o aglomerats. Cal mencionar que mentre la distribucié del TCA deuterat en el vi
i el tap va resultar relativament uniforme, la reparticié del TCA endogen del tap va
mostrar una gran variabilitat. Aquest comportament confirma la suposicié que quan el
nivell de TCA varia d’ampolla a ampolla, és el tap la font de contaminaci6. Pel que fa
als altres cloroanisoles considerats (TeCA i1 PCA), es va observar un comportament
similar. L’adsorcié d’aquests compostos s’incrementa amb el nombre d’atoms de clor

de la molécula, essent aixi el PCA 1’analit que més eficientment s’adsorbeix.
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A grans trets es pot afirmar que els taps de suro tot i contenir TCA enllagat a la seva
estructura no necessariament han de transferir-lo al vi. Aquest fet indica que els
processos de neteja dels taps realitzats a la industria surera probablement no requereixen
I’extraccio exhaustiva de tot el TCA present, sind d’aquella proporcid localitzada prop

de la superficie 1, per tant, la que més rapidament es pot intercanviar.

1.3.4. Prevencid i eliminacio del “gust de suro”.

La reducci6 dels riscos d’aparicié de compostos associats al “gust de suro” en els taps
o/i de contaminaci6 a partir de fonts exdgenes exigeix una vigilancia de totes les etapes
implicades no només en 1’elaboracid dels taps, sind també en el periode compres entre
la seva fabricaci6 i utilitzacié per a I’embotellat. D’entre les mesures a considerar en
destaquen les segiients [18]:

- la prohibicio6 de 1’ts de plaguicides clorofenolics,

- la implantacié de codis de bones practiques en la produccid 1 manipulacio del suro,

- evitar el tractament del suro amb hipoclorit,

- millorar la tragabilitat (historia del processat) de les partides de suro,

- exercir un control sobre la carrega microbiana en el suro,

- utilitzar 0z6 1 SO; per al control microbia,

- millorar les etapes de rentat 1 bullit de les planxes de suro,

- reduir la concentraci6 dels compostos volatils en el suro,

- realitzar correctament el control de qualitat dels taps acabats.

El suro és un material biologic i la diversitat microbiana no roman ni estatica ni constant
al llarg del temps. De tots els microorganismes presents al suro, des del punt de vista del
defecte del “gust de suro”, interessa sotmetre a control aquells que tenen capacitat
metabolica per generar compostos amb aromes desagradables. Es a dir, utilitzen el suro
com a substrat i alliberen els metabolits al producte final, el tap. En el cas dels
cloroanisoles, es consideren aquelles espécies amb capacitat de degradar els clorofenols
inactivant la reactivitat del grup hidroxil mitjangant un grup metil. Generalment, els
microorganismes presents al suro son fongs i en menor grau llevats i bacteris (vegeu

Taula 1.6).
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Microorganismes Geéneres

Fongs Aspergillus, Cladosporium, Monilia, Paecilomyces, Penicillium, Trichoderma
Llevats Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Saccharomyces, Sporodiobolus
Bacteris Bacillus, Micrococcus, Streptococcus, Streptomyces

Taula 1.6. Géneres de microorganismes associats al suro [18].

Alguns dels fongs que habitualment es relacionen amb la formacié dels compostos

volatils responsables del “gust de suro” es mostren a la Taula 1.7.

Compost Fongs

1-octen-3-0l, 1-octen-3-ona  Penicillium glabrum, Penicillium verrucosum

2-metilisoborneol Aspergillus niger,Penicillium solitum
geosmina Penicillium discolor,Penicillium expansum
2,4,6-trichloroanisole Chrysonilia sitophila, Trichoderma longibrachiatum,

Penicillium ssp.

Taula 1.7. Exemples de fongs productors d’“off-flavours” [33, 67].

Nombrosos estudis han estat enfocats a aclarir la relacio entre les colonies de fongs que
colonitzen el suro i la biosintesi de TCA per aixi disposar d’un coneixement més ampli
del procés de O-metilacio dels compostos clorofenolics, en especial del TCP [68]. Tant
els llevats com els bacteris sovint han estat relegats a un segon terme pel que fa la seva
implicacio al “gust de suro”, ja que son més sensibles a la temperatura i per tant se
suposa que s'eliminen durant l'etapa de bullit. No obstant, es demostra que la part
interna del suro assoleix uns 62°C després d'una hora de bullida i per tant seria possible

la preséncia d'aquestes especies [64].

Al llarg de tot el procés d’elaboracié del tap de suro pot tenir lloc la proliferacié de
microorganismes i, per tant, s’han de prendre mesures per tal d’obtenir un producte final
amb garanties, exempt de carrega microbiana [69]. Durant l'etapa de maduracio té lloc
una major colonitzacié de les planxes per part dels fongs. El creixement de Chrysonilia

sitophila (Monilia sitophila) és dominant durant el procés d'estabilitzaci6 i inhibeix la
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proliferacié d'altres fongs al llarg d'un periode de 30 dies [70]. Aquest fet ¢és
especialment interessant perque es tracta d'un fong amb capacitat de degradar el 80%
del TCP present perd només es produeix un 0,03% de TCA. Es tracta d'un metilador
feble enfront el génere Penicillum spp., predominant en el suro i ambients industrials i
també relacionat, juntament amb Trichoderma spp., al defecte de "taca groga" [34].
L'espécie Penicillum spp. metabolitza una quantitat inferior de TCP pero produeix TCA
de forma més eficient. Com a conseqiiéncia de les caracteristiques de Chrysonilia
sitophila, s’ha proposat afavorir el desenvolupament d’aquest llevat enfront d’altres

especies per tal de restringir la formacié de cloroanisoles.

El tractament final dels taps redueix practicament les colonies fungiques a zero. Resulta
poc probable que aquests microorganismes puguin créixer quan els taps s'han introduit a
les ampolles, ja que son espécies aerobies que no sobreviuen en condicions acides i1 de
limitacié d'oxigen. No obstant, la idea d’esterilitzacio dels taps de suro ha representat
una opcid seductora a considerar en la industria surera. Els requisits que un métode
d’esterilitzacio ha de complir son els que es detallen a continuacié [18]:

- manteniment de nivells microbiologics acceptables durant tot el procés de fabricaci6 i
absencia de metabolits microbians.

- garantia d’esterilitat del producte elaborat sense pérdua de les propietats fisico-
quimiques.

- ha de ser un meétode segur, innocu i de gran poder de penetracio.

L’us de la radiaci6 per electrons accelerats ha experimentat una creixent aplicacid per a
’esterilitzaci6 d’una gran varietat de productes, incloent els taps de suro [71]. Es tracta
d’una técnica que tan sols requereix una unica font d’energia, 1’electricitat, i per tant, no
genera cap residu. A més a més es caracteritza per la seva rapidesa, fiabilitat,
tracabilitat, amplia flexibilitat i seguretat. Es un procés net, economic i no altera el
producte. Atenent aquest ampli ventall d’avantatges, es va creure convenient aplicar
aquest tipus de tractament per a I’esterilitzacio de taps de suro. Tot i que la dosi
energetica a la qual se sotmet el producte és un parametre essencial per tal de realitzar
una correcta esterilitzacié, factors com les especies microbianes, el nivell de
contaminaci6 o carrega biologica, ambient d’irradiacid, grau d’hidratacio, densitat, etc.,
també resulten determinants. En un primer estudi, es va examinar la influéncia de

diferents dosis de radiaci6 en la composicid volatil de suro [71]. Els resultats van
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indicar que només existien diferéncies significatives entre els taps irradiats a 25 kGy
(intensitat necessaria per a I’esterilitzaci6 completa dels taps de suro) i els no irradiats
per un petit nombre de substancies, mentre que a 100 1 1000 kGy el contingut de volatils
diferia significativament. Considerant aquest comportament, es va assajar si la radiacio
permetia reduir la quantitat de TCA present en un tap de suro aplicant diferents dosis
[72]. Es va observar que en incrementar la intensitat de la radiacio, disminuia la
concentracio d’analit i s’afavoria la formacid de mono- i dicloroanisoles, compostos

menys odorifers i que, conseqiientment, no afecten tan negativament la qualitat del suro.

Com a conseqiiencia de ’interés generat per la desinfeccio del suro, altres metodes han
estat aplicats en la indastria surera. Aquest és el cas de I’empresa portuguesa
Champcork que va posar en marxa el procés ABC-1, que es basava en dur a terme el
bullit en un receptacle tancat durant 18 minuts a 130°C i a pressi6 de 180 kPa (autoclau)
1 suprimir la posterior etapa d’estabilitzaci6. Aixi es garantia una microflora totalment
esteril a la vegada que també s’aconseguia 1’extraccié de compostos volatils [73].
L’efectivitat d’aquest tractament va ser corroborada per Rocha i col-laboradors [74].
Dr’altra banda, els processos d’esterilitzacié també es realitzen mitjancant el rentat dels
taps suro amb solucions comercials de peroxids, 1’aplicacié de les quals ha de ser
acuradament regulada per tal d’evitar la posterior oxidaci6 del vi [75]. Aquest tipus de
rentat ha substituit el que es feia amb hipoclorit ja que, com ja s’ha comentat, facilitava
la formaci6 de TCA. Una altra alternativa com a desinfectant és 1’0z06, el qual presenta
una elevada capacitat de penetracidé del suro i1 redueix considerablement la carrega
microbiologica. En concret, un estudi preliminar sobre 1’efecte dels rentats de taps de
suro amb aigua ozonitzada ha revelat que en alguns casos aquest procediment permet
reduir el nombre de microorganismes presents, al mateix temps que s’eliminen algunes
aromes intenses (eucaliptus, xampiny0) que podrien comprometre la qualitat del tap

[76].

Fins al moment s’han descrit diverses mesures preventives per evitar 1’aparicid del
“gust de suro”, I’objectiu principal de les quals és reduir o suprimir la proliferacié de
microorganismes en el suro, sobretot aquells que tenen I’habilitat de sintetitzar
metabolits amb propietats odoriferes perjudicials per I’aroma del vi. Quan el tap ja ha
sofert algun tipus de contaminacid, llavors és necessari disposar de metodologies

capaces d’eliminar o prevenir que els compostos no desitjats presents en el suro es
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transfereixin al vi. En relacido a 1’aspecte d’impedir la transmissio de TCA al vi,
Vasserot i col-laboradors [77] van concloure que la preseéncia d’un recobriment de
silicona en els taps de cava, el qual actua com a barrera, juntament amb la lenta
migracid de ’analit a través del suro afavorien la seva retencid, evitant aixi possibles

contaminacions.

Pel que fa a I’eliminacié dels precursors dels cloroanisoles, es troba disponible un
enzim anomenat fenoloxidasa que catalitza les reaccions d’oxidaci6 dels fenols,
provocant la seva polimeritzacid. Es necessari assegurar que no queden residus de

I’enzim un cop aplicat, ja que podrien alterar el perfil organoléptic del vi.

Les estrategies d’eliminacié o reduccidé de contaminants dels taps de suro basicament
s’han centrat quasi exclusivament en el TCA, ja sigui actuant durant les etapes de
manufactura o bé sobre el tap acabat. Les millores en els sistemes de bullit de les
planxes de suro han repercutit positivament en la qualitat del producte final. El canvi
freqiient de 1’aigua i la disminucié del nombre de planxes per rentada han permes evitar
contaminacions en els successius rentats, a 1’hora que s’augmenta la capacitat
d’extraccio del procés. El grup Amorin, el productor de suro portugués amb més
rellevancia, ha desenvolupat el métode CONVEX basat en I’extraccié continua de
volatils de les aigiies de rentat durant el bullit [78]. L’aigua a elevada temperatura
s’impulsa en forma d’esprai cap a una cambra separada del tanc de bullida on un corrent
d’aire arrossega els compostos volatils. Un cop s’ha tractat 1’aigua, aquesta pot ser
retornada al diposit original per a la seva reutilitzaci6. L’aplicacié d’alta temperatura i
pressid durant el rentat de discs de suro (procés INOS II) ha demostrat una gran
eficiencia per disminuir la quantitat de material extraible present, en especial els

clorofenols [78].

S’han documentat altres sistemes per reduir el contingut de TCA en els taps de suro. Es
possible disminuir-ne la concentracié simplement amb 1’aeracié del mateix [61]. Aquest
procés requereix un extens periode de temps i, per esdevenir rentable industrialment,
s’haurien de modificar les condicions de realitzacid. Altres meétodes impliquen 1’us de
microones [41]. Completant la tasca innovadora adrecada a I’eliminacié de TCA, el
grup Amorin ha patentat el procés ROSA (“rate of optimal steam application”) que es

fonamenta en ’aplicacié d’una destil-lacié per arrossegament de vapor per extreure el
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TCA del suro. Mitjangant vapor 1 aigua a pressio s’afavoreix I’extraccido de compostos
organics a nivell traga continguts dins les cel-lules del suro. Diferents experiments han
revelat que aquesta aproximacié redueix en més d’un 80% la quantitat de TCA, sense

induir efectes adversos ni en les propietats fisiques del suro ni en I’aparenca visual [79].

Els avantatges de I’extraccido amb fluid supercritic en termes de rapidesa, selectivitat,
concentracio i Us de baix volum de dissolvents organics ha impulsat la seva aplicacié en
el sector surer com a técnica d’extracci6 de TCA. En general, el solvent que
habitualment s’utilitza és el CO,, atés el seu baix cost, viscositat, tensid superficial,
elevat coeficient de difusio, seguretat i a més és respectués amb el medi ambient al
mateix temps que no genera residus. El dioxid de carboni sota unes determinades
condicions de pressi6 (73.8 bar) i temperatura (31.1°C) adquireix simultaniament les
propietats d’un gas (transport) i un liquid (densitat i poder de solvatacid). Modificant
aquests dos parametres es possibilita augmentar la capacitat extractiva i la selectivitat
envers els analits d’estudi. L’eficacia d’aquesta teécnica va ser corroborada per Taylor i
col-laboradors, els quals van aconseguir extreure entre el 97% 1 el 103% del TCA
present en suro fortificat [80]. Tal i com ja s’ha ressenyat en I’apartat 1.2.5, Sabaté
aplica aquesta extraccio amb CO, (temperatura de 40°C 1 pressio de 100 bars) de forma
industrial per 1’eliminacié de cloroanisoles i clorofenols del suro [81]. Diferents estudis
per validar-ne la utilitat han revelat extraccions superiors al 95% sense alterar

I’estructura interna ni les propietats mecaniques del tap.

Finalment, cal esmentar el procés Ultracork que es basa en una extraccié de molecules
organiques dels taps acabats emprant ultrasons i 1’aplicacié d’un revestiment de silicona
per proporcionar una barrera entre el tap i el vi. El dissolvent que es col-loca dins el
bany és 1’hexa, el qual facilita I’eliminacié del material solid de la superficie i del porus
del tap i, el que és més important, solubilitza la majoria de compostos relacionats amb el
“gust de suro”. L’eficacia d’aquest sistema ¢és dificil de mesurar ja que implica grans
volums de dissolvent, dificultant aixi la deteccid de les substancies considerades. Tot i
aixo es creu que s’aconsegueix eliminar entre un 95% i un 99% del TCA. Un cop s’ha
realitzat I’extraccio, el tap lliure de contaminacio es col-loca en un bany d’ultrasons que
conté el polimer de silicona dissolt en hexa per tal que es formi una barrera superficial.
Aquest procés es repeteix dues vegades per obtenir una doble capa de proteccid i

assegurar la integritat del producte [81].
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De totes les possibilitats que s’han descrit, els rentats son els que més facilment es
poden adaptar a la industria tapera. Han aparegut diversos productes comercials
destinats a millorar ’extraccid de contaminants del suro. Tot i que, la utilitzacio de
carbo actiu per a I’eliminaci6 d’odorants en aigiies potables ha comportat resultats
satisfactoris [82], la seva eficacia no ha estat provada en matrius solides com el suro.
Sigui quin sigui el meétode de rentat aplicat, és essencial determinar-ne la capacitat
d’eliminacié tal i com es detalla en les publicacions que s’adjunten en aquest treball de

recerca.

Malgrat que cap dels sistemes garanteix al 100% 1’obtencié d’un tapament totalment
lliure de contaminacid ja que els factors externs, sovint dificils de controlar, resulten
determinants, val a dir que l’interés per garantir la qualitat del tap de suro ha

desembocat en una significativa millora del producte final.

1.3.5. Testos de control del “gust de suro” en la industria tapera.

Freqiientment, abans de 1’adquisici6 dels taps de suro, el celler interessat exigeix al
distribuidor assegurar la garantia del producte. Tot i que existeixen diferents parametres
que defineixen la qualitat del tap, entre els més important hi ha 1’assegurament de

I’absencia de substancies que poden impartir olors/gustos estranys al vi.

Com a conseqiliencia d’aquests requeriments, la industria surera realitza diverses
tecniques d’avaluacid, majoritariament dirigides a la deteccio de TCA, ja sigui
mitjancant una analisi sensorial o instrumental. En general, la metodologia aplicada es
basa en submergir un grup de taps sencers amb un volum de solucié durant un
determinat periode de temps. En funci6é 1’objectiu de ’examen, s’acostuma a emprar
aigua, vi blanc neutre o una dissolucié hidroalcoholica (usualment amb un contingut
d’etanol del 12%) que simula la matriu vi (vi sintetic). Principalment, quan es realitzen
controls sensorials, s’escull I’aigua per negligir I’efecte de I’alcohol que pot emmascarar
la percepcié de compostos contaminants presents a baixes concentracions, tot i que en
determinades ocasions es prefereix emprar un medi que sigui el més similar possible al
vi. Transcorregut el temps establert (oscil-la entre unes quantes hores fins a pocs dies, ja
que temps d’exposici6 superiors dona lloc a I’aparicié d’aromes interferents), s’obté el
macerat corresponent el qual s’analitza per determinar-ne les substancies que s’hi han

transferit.
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L’aplicaci6 d’aquest protocol no assegura la completa extraccidé dels compostos del
material de suro sin6 que fa referéncia a la quantitat que es pot "alliberar" de la
superficie del tap. L'objectiu d'aquest procediment és simular, a nivell de laboratori, la
hipotetica transferéncia de substancies procedents del suro al vi embotellat. En el cas del
TCA, la migracio esta governada per un equilibri entre la quantitat d’analit present en el
tap 1 en el vi, que s’estableix rapidament (al cap de 24 hores) [83]. No obstant, aquest
equilibri és més aparent que no pas real, ja que el procés que té lloc és forga més
complex. EI TCA que es localitza prop de la superficie del suro o les lenticel-les és
extret facilment, assolint un maxim que es manté constant dintre d’un periode de temps
relativament curt. A partir d’aquest punt, i perllongant la maceraci6 durant alguns
mesos, es poden donar dos fenomens que mostren efectes contraris. D’una banda, el
TCA que no es troba tan exposat a la superficie pot difondre lentament a través del suro
1 transferir-se a la soluci6 de contacte [65]. Aquest fet es traduiria en un petit increment
en la concentracio del compost en el macerat. D’altra banda, i tenint en compte I’afinitat
que té el suro pel TCA [66], aquest pot ésser readsorbit pels altres taps, amb la qual cosa
la seva concentraci6 disminuiria fins al punt que la seva deteccid passés inadvertida
(fals negatiu). Per tant, aquests experiments de maceraci6 només sén aplicables per

determinar el TCA extraible per el vi durant periodes curts.

El fet que només una petita proporcioé del TCA total del tap es dissol durant el procés de
maceracio és degut a la gran afinitat que mostra per el material de suro. La successiva
maceracio d’un mateix tap produeix la mateixa concentracié de TCA en el macerat [83].
Com que només una petita porcidé del contingut total és extret del suro, la quantitat
d’analit que roman al tap és més o menys constant després de cada maceracio. Si bé la
concentracié de TCA resulta gairebé independent del volum de solucio, el nombre de
taps implicats en I’examinacid és crucial, sobretot a efectes de readsorci6. Idealment
s’haurien d’assajar taps individualment, per disposar d’'un més ampli coneixement de la
natura d’aquesta avaluacid. La necessitat d’examinar un gran nombre de taps fa inviable
econdOmicament aquesta proposta i, per aix0, es tendeix a realitzar-ne 1’estudi
conjuntament. La validesa d’aquesta aproximacidé la trobem en 1’estudi realitzat per
Hervé 1 col-laboradors [83], els quals varen comprovar que els nivells de TCA en
macerats obtinguts després de posar en contacte 100 taps d’un mateix lot (24 hores) eren
comparables amb la mitjana de TCA alliberat per taps individuals. Conseqiientment, la

maceracid d’un conjunt de taps pot proporcionar una estimacié efectiva per distingir
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aquells lots defectuosos 1 aixi poder-los enretirar del mercat abans d’entrar en contacte

amb el vi.

Contrariament a la situacid6 del TCA, la 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina (MDMP) es
detecta més facilment en els testos de control i per tant resulta menys probable la seva
aparicié en vins embotellats. Com que aquest compost té una pobre afinitat envers el
suro, llavors es veu afavorida la seva dissoluci6 en el vi [54]. Macerant diversos taps en
relativament petits volums de soluci6 es pot exagerar I’impacte sensorial de la MDMP
en comparacié amb el TCA, el qual pot ser emmascarat i dificultar-ne la seva deteccio.
Basant-nos en aquestes consideracions 1 la polaritat de les altres substancies
relacionades amb el “gust de suro”, el guaiacol [30], 1-octen-3-ona i 1-octen-3-ol es
preveu que es comportin de manera similar a la MDMP, mentre que la geosmina i el 2-
metilisoborneol podrien mostrar una tendéncia intermédia entre el TCA i la MDMP

[41].

Aquests testos de control no son més que una aproximacid per predir la incidéncia del
“gust de suro” i identificar els lots de taps de suro que poden produir aromes
inacceptables en el vi. A banda del temps de maceracio i el nombre de taps emprats en
I’analisi, un dels principals inconvenients que es deriven d’aquesta metodologia és la
manca de representativitat. Es determina el contingut de alliberables de la superficie del
tap, 1 en el cas real només una part es troba en contacte directe amb el vi, en la qual
necessariament no s’hi han de concentrar els compostos contaminants. Sota aquestes
condicions s’exagera la situacid que realment es produiria dins I’ampolla, i d’alguna

manera es garanteix un assaig més rigords dels taps de suro.

Finalment, caldria contrastar 1’eficiencia d’aquests sistemes de control a través
d’exhaustives investigacions encaminades a predir, de forma fidedigne, a partir
d’analisis simples, el comportament del binomi vi-suro. L’interés de la industria surera
per la normalitzacié del producte ¢és una realitat i ’acceptacié de les mesures i testos de
control que es van implantant permeten que la qualitat del tap esdevingui un fet

inqiiestionable.
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2. Metodologies

El proposit de la seccid que a continuaci6 es detalla té com a objectiu situar al lector en
el marc de les metodologies que s’han proposat per a la determinacié del compostos que
habitualment es consideren responsables del defecte sensorial “gust de suro” (els
cloroanisoles 1 clorofenols). Basicament les matrius d’estudi a les quals es fara
referéncia seran el vi i el suro, tot i que, com a conseqiiéncia de les implicacions
negatives dels compostos clorofendlics en els sistemes naturals, també es citaran
breument aquelles matrius ambientals on tendeixen a acumular-se. De la necessitat de
disposar de métodes rapids, economics, sensibles, selectius i simples n’han sorgit
diverses linies de recerca que s’han traduit en una amplia bibliografia que, al cap i a la

fi, evidencien la rellevancia del problema.

2.1. LA PROBLEMATICA DE L’ANALISI DE CLOROANISOLES I
CLOROFENOLS EN VI I SURO

D’entre els compostos associats amb el “gust de suro”, la determinacié de cloroanisoles,
tant en vi com en suro, ha despertat un especial interes. Fruit de ’elevada incidéncia
d’aquests analits en vins defectuosos que presenten els descriptors aromatics de “gust de
suro”, en moltes ocasions, les mesures de control han estat dirigides a la seva deteccio.
Si bé ’analisi dels precursors directes d’aquests compostos, els clorofenols, havia estat
relegada a un segon terme, actualment s’ha pres consciéncia de la seva implicacid en el
defecte de “gust de suro”. D’aquest fet en sorgeix la necessitat d’establir metodologies

per a la seva correcta determinaci6 en les dues matrius considerades.

El coneixement de la mostra esdevé un punt clau a 1’hora de planificar la metodologia
analitica. Tant el vi com el suro s6n matrius extremadament complexes, que contenen
un gran nombre de compostos que pertanyen a families quimiques diverses i es troben a
diferents nivells de concentraci6é. Aquest fet exigeix un exhaustiu pretractament de la
mostra encaminat principalment a [’aillament dels analits d’estudi i1 1’eliminacio
d’interferents que poden dificultar la posterior analisi instrumental. Addicionalment, cal
esmentar que el suro és una matriu solida heterogenia, 1 per tant no es disposen de

materials de referéncia certificats per a la validacié de métodes.
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Les propietats fisico-quimiques dels compostos objecte d’estudi (Taula 2.1) determinen
I’estrategia analitica a desenvolupar. En especial, els cloroanisoles es caracteritzen per
la seva volatilitat 1 un caracter apolar. En contraposicio, la quimica dels seus precursors
ve governada per 1’existéncia del grup hidroxil, que els confereix una elevada reactivitat
1 una relativa polaritat que disminueix amb el nombre d’atoms de clor de la molécula.
Aquest diferent comportament entre les dues families de substancies condicionara la
interaccié amb la matriu 1 justifica la ra6 per la qual la majoria de métodes existents es

basen en la seva analisi per separat.

Compost Punt d’ebullici6 Punt de fusio Pressio de vapor Solubilitat en  Constant de Henry
°C (760 mmHg) °C (760 mmHg) 10° mmHg - aiguamg.L"' 10 atm (mol.m’)”!
TCA 241 61 0.228 4.11 10.0 130.000
TCP 246 69 2.500 3.69 800.0 2.600
TBA* 298 88 0.644 4.74 1.0 20.200
TBP* 286 95 0.303 4.18 70.0 0.035
TeCA 84 3.190 4.65 1.4 96.100
TeCP 232 70 0.666 4.09 23.0 8.840
PCA 108 0.592 5.29 0.4 1930.000
PCP 309 174 0.110 5.12 14.0 0.025

*S’han inclos el TBA i el seu precursor fendlic atesa la seva contribuci6 en el defecte.

Taula 2.1. Propietats fisico-quimiques dels clorofenols i anisoles relacionats amb el

“gust de suro” [1].

Els estrictes requeriments en termes de limit de deteccid per aquests compostos en
ambdues matrius exigeix una preconcentracid dels analits per tal que els sistemes de
deteccid instrumentals es puguin equiparar amb la deteccid sensorial. Aixi doncs, abans
d’escollir una metodologia de preparacié de mostra caldra sospesar-ne els avantatges i

inconvenients ja que, al cap i a la fi, determinara 1’exit de 1’analisi.

La selecci6 de la instrumentacié per obtenir una bona separacié i quantificacid dels
compostos depeén de la complexitat de la matriu i la selectivitat del procés d’extraccio.
Aprofitant les caracteristiques d’elevada volatilitat dels cloroanisoles i clororofenols, la
majoria de les metodologies proposades per la seva analisi es basen en la

cromatografia de gasos.
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2.2. PRETRACTAMENT DE LA MOSTRA

El procediment analitic esta integrat per una série d'etapes interrelacionades entre si, que
s'estenen des del plantejament del problema fins a I'obtenci6 de resultats. Tot i que totes
les etapes influencien la qualitat dels resultats finals, en els treballs que es recullen en
aquesta memoria s'ha posat especial emfasi en el pretractament de la mostra. Tot i que
la instrumentaci6 analitica ha experimentat un extraordinari aveng tecnologic, en molts
casos, encara no ¢és possible la mesura directa dels analits en la propia mostra. D’aquesta
manera es fa palés la conveniéncia de disposar de técniques de preparacid i
pretractament dirigides a obtenir els analits en I'estat més pur possible. Aixo implica
sotmetre la mostra a processos fisics i quimics per tal d'aillar les substancies a
determinar separant-les de la matriu (mostres solides i liquides). Per tant, la identificacio
1 quantificaci6 de compostos organics a nivells traga en matrius complexes es pot
aconseguir combinant eficients metodes de concentracid i separacid juntament amb

técniques de deteccio sensibles i selectives.

S’han descrit gran nombre de técniques de pretractament en funcidé dels objectius a
assolir. En un principi, aquests procediments resultaven especialment laboriosos perque
requerien un temps massa llarg i una manipulacié manual. Malgrat que molts d’ells
encara s’utilitzen i que, en determinades ocasions, s’apliquen com a meétodes de
referéncia, la tendéncia actual és la seva substitucid per protocols que comporten
beneficis tant pel que fa a la rapidesa, sensibilitat, selectivitat, facil automatitzaci6 i1 baix
consum de reactius cars i que tenen efectes nocius pel medi ambient. La finalitat
d’aquest apartat no és aprofundir en els principis que regeixen el conjunt d’aquestes
operacions basiques sind que s’ha considerat donar prioritat a aquelles técniques que
han estat majoritariament aplicades per a la determinacid de cloroanisoles i clorofenols

en viisuro i que, de fet, han estat tractades en aquest treball de recerca.

2.2.1. L’extraccio amb dissolvent.

Fonamentalment, aquesta técnica consisteix en desplagar I’analit de la matriu que el
conté mitjancant el contacte amb un dissolvent extractant. Aquest fet implica que el
dissolvent ha de tenir la capacitat de debilitar les interaccions compost-matriu per tal
d’afavorir-ne 1’extraccid. En general, els solvents que s’empren com a extractants

s’elegeixen considerant el postulat de “similar dissol similar”, és a dir, en funcio de la
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natura de la substancia a extreure s’escull un dissolvent que sigui el maxim d’afi en
termes de polaritat. Les propietats del solut son de vital importancia a 1’hora de realitzar
I’extracci6 1, a banda de la hidrofobicitat, també cal tenir coneixement de la pressio de
vapor, la solubilitat, el pes molecular i els equilibris de dissociaci6 acid-base. Aquestes
propietats determinen el transport dels analits. Depenent de si la mostra és un liquid (vi)
o un solid (suro) es parla d’extracci6 liquid-liquid (LLE) o d’extraccié solid-liquid

(SLE), respectivament.

L’extraccid liquid-liquid es basa en la transferéncia dels compostos des de la mostra,
que acostuma a ésser aquosa, a un dissolvent organic immiscible. El dissolvent organic
o extractant ha de tenir com a principal caracteristica una baixa solubilitat i reactivitat
amb l'aigua. A la practica, normalment el contacte amb les dues fases es duu a terme per
agitacid. Durant el procés, 1’analit es reparteix entre ambdds liquids fins a assolir
I’equilibri: el coeficient de reparticid sera diferent per a cada substancia i1 dissolvent.
D’entre els parametres a optimitzar en destaca la relacid de volums (Volum inicial de
mostra/Volum final on es recuperara 1’analit), ja que en augmentar aquest valor es
millora I’eficacia de ’extracci6. A més, emprant un baix volum de solvent organic
s’afavoreix la concentracid del solut. Sovint interessa reduir encara més el volum de
I’extracte obtingut, i aquesta operaci6 es realitza evaporant el solvent sempre i quan
presenti certa volatilitat. Si es repeteix l’extraccid successives vegades es poden
aconseguir extraccions més quantitatives. La modificacié del pH o la forga ionica del
medi (addici6 de sals neutres a la fase aquosa per disminuir la solubilitat del compost)
juntament amb la utilitzacié mescles de dissolvent permeten incrementar la selectivitat.
En el cas dels clorofenols, que son compostos relativament acids, €s possible separar-los
en diferents fraccions ajustant el pH, fent viable aixi la seva posterior determinacid
sense necessitat d’aplicar etapes de purificacid dels extractes. Aquesta técnica €s molt
versatil atés que es disposa de gran varietat de dissolvents, 1 es distingeix per la seva
simplicitat 1 per no requerir una instrumentacié sofisticada. No obstant, la formacié
d’emulsions, la manipulaci6é de grans volums de mostra, la dificultat d’automatitzacio,
1I’s de dissolvents toxics 1 inflamables, aixi com els riscos de perdues o contaminacions
durant les diferents etapes, fan que I’extraccid liquid-liquid sigui cara, lenta i tediosa, i

conseqlientment, es va substituint dels laboratoris com a técnica de rutina.
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En un principi, la majoria dels métodes d’analisi de cloroanisoles i clorofenols en vi
empraven [’extraccié liquid-liquid per recuperar els analits. En la Taula 2.2
s’especifiquen alguns d’aquests metodes, els compostos analitzats i el tipus d’agent
extractant considerat en cada cas. El dissolvent que habitualment s’escull és el n-penta,
ja que d’una banda presenta bona afinitat per les substancies estudiades 1 a més és

volatil, fet que facilita la seva evaporacid i la posterior concentraci6 de I’extracte.

Familia de

compostos Analits Agent extractant Referéncia
TeA E:EZE‘EZ:acetat d’etil (3:1) E}
Cloroanisoles TCA, TeCA, PCA E:EZEEZ:diclorometé (1:1) [4;’6]5]
TCA TeCApCA-_Mpentd 7.5
Clorofenols TCP, TeCP, PCP zngEz:diclorometa 4 [‘Eaﬂ

Taula 2.2. Métodes d’analisi de cloroanisoles i clorofenols en vi basats en la LLE.

L’extraccio solid-liquid basicament comparteix el mateix principi que 1’extraccio
liquid-liquid i1 per tant es fonamenta en el contacte d'una quantitat determinada de
mostra solida amb un dissolvent adequat. Es un procés exhaustiu que assegura
I'extraccid6 completa de l'analit perd simultaniament també s’extreuen gran quantitat
d'especies interferents que poden dificultar la determinacio final del compost. Per aquest
motiu, el procediment ha de ser optimitzat i s’han d’obtenir unes condicions de
compromis que comportin una major extraccié de les substancies considerades i la
minima d'altres presents en la mostra. Els parametres que influencien el rendiment de
l'operacidé son: el dissolvent, que ha de dissoldre facilment el compost a extreure; la
solubilitat del solut, que generalment a elevades temperatures augmenten els coeficients
de difusid, la capacitat del dissolvent per debilitar les interaccions analit-matriu i el

temps de contacte que ha de ser el menor possible.

La realitzacid de I’extraccié del material de suro es pot plantejar de diferent manera. En
certes ocasions es posa en contacte el solvent extractant amb el tap sencer o triturat i, en
d’altres, es realitza una maceraci6, normalment, del tap de suro integre. En aquesta
segona opcid, tal com s’ha exposat en I’apartat 1.3.5, s’utilitza una soluci6

hidroalcoholica o bé etanol com a medi de maceracio, la qual posteriorment se sotmet a
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una extraccio liquid-liquid o a una altra técnica seguida d’una preconcentracio. En el cas
de D’extraccio directa amb un dissolvent organic es poden aplicar diversos metodes:
aquells que no requereixen la contribuci6 de calor (agitacid simple o amb ultrasons) i

aquells que es realitzen a temperatures elevades (Soxhlet, extraccio accelerada).

L’extraccid per agitacido simple és un procediment molt suau que té lloc posant en
contacte la mostra amb el dissolvent amb 1’ajut d'un sistema d'agitaci6. Per tant, només
sera aplicable en aquelles mostres on l'analit es trobi enllacat de forma feble a la matriu.
L'eficacia del procés vindra condicionada per la polaritat del dissolvent, el temps
d'agitacio 1 el tipus de matriu. Un cop extret el solut, se separa el material solid del
dissolvent o extracte, el qual s'acostuma a evaporar per tal de reduir-ne el volum i aixi
concentrar els analits. Sovint per obtenir millors recuperacions en menor temps i volum
de mostra i solvent s'empra un bany d'ultrasons, que provoca la vibraci6 de les
molecules, de manera que el dissolvent difon més facilment en la mostra, afavorint-ne el
contacte. Els inconvenients d’aquesta técnica son el risc de pérdues d'analits com a
resultat de la filtracio i l'evaporaci6 de l'extracte i I'exposicid de l'operador als vapors

toxics dels solvents.

L’extraccidé Soxhlet ha estat un métode estandard d’extraccié de mostres solides i s'ha
convertit en metode oficial de nombroses analisis. S’aplica quan els soluts es troben
fortament units a la matriu 1 l'extraccié per agitacié no €s suficient per recuperar-los.
Llavors és necessari escalfar el dissolvent 1 la mostra de forma continua evitant
qualsevol perdua per evaporacio. La metodologia emprada és simple, no depén de la
matriu, la temperatura del solvent afavoreix la solubilitzacié dels compostos i s’obtenen
excellents recuperacions. Aquest sistema d'extraccio, perd, no es troba exempt de
desavantatges com el llarg temps (la recuperacié completa implica de 12 a 48 hores), la

gran quantitat de dissolvents organics toxics i la degradacio d'analits termolabils.

L’extraccié accelerada amb dissolvents (ASE) combina I’extraccidé amb solvents
organics a temperatura (50-200°C) i pressions elevades (1500-2000 psi) per recuperar
rapidament i de manera eficag els compostos de matrius solides. Les altes temperatures
acceleren la cinética del procés, incrementen la solubilitat dels analits, disminueixen la
viscositat del dissolvent i la tensié superficial del solvent, soluts i mostra, millorant aixi

la penetraci6 en les particules de la matriu. L us d’altes pressions manté el dissolvent en
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estat liquid a temperatures per sobre del seu punt d’ebullicio, produeix un moviment
rapid dels fluids a través del sistema i forga al solvent a introduir-se dins dels porus de
la matriu. El procés complet es pot facilment automatitzar, el temps i el volum de
dissolvent son baixos, el desenvolupament de métodes és senzill i ofereix uns resultats
similars o millors que els que s’obtenen amb els metodes classics. Aquesta técnica ha
estat explotada principalment per a la recuperacidé de contaminants presents en mostres
ambientals com sols, sediments, fangs, cendres, etc. No obstant, atenent els beneficis
que se’n deriven, s’ha fomentat la seva aplicacié en diferents sectors, incloent el

farmaceutic, I’alimentari i el biologic [9].

Aquestes técniques que breument s’han descrit han estat aplicades satisfactoriament a
I’analisi de cloroanisoles i clorofenols en mostres de taps de suro. Tal i com s’indica a la

Taula 2.3, I’extraccio solid-liquid es continua utilitzant com a métode de rutina.

Familia de Analits Tipus d’extracci6 solid-liquid (dissolvent) Referéncia
compostos
maceracio (etanol) [2]
TCeA maceracid (n-penta) [10, 11]
2,4-DCA, 2,6-DCA, ., X
TCA, TeCA, PCA maceracid (n-penta) [7, 8]
agitacio (n-penta/acetat d’etil) [3]
TCA agitacio (n-penta) [12, 13, 14]
agitacio (etanol 40%) [15]
Cloroanisoles TCA, TeCA, PCA agitacio (nN-hexa) [5]
TCA Soxhlet (n-penta) [12, 16]
Soxhlet (n-penta) [4]
TCA, TeCA, PCA Soxhlet (diclorometa) [6]
Soxhlet (n-hexa) [17]
TCA ultrasons (N-penta) [12]
TCA extraccid accelerada (n-penta) [16]
DCA, TCA, (TBA) extraccid accelerada (n-penta/dietiléter) [18]
TCP agitacio (etanol 40%) [15]
Clorofenols ag@tac@é E?l-hle xa) Jacid ) % %
agitacio (diclormeta/acid acétic
TCP, TeCP, PCP Soxhlet (n-hexa) [17]

Taula 2.3. Métodes d’analisi de cloroanisoles i clorofenols en taps de suro basats en

I’extracci6 solid-liquid.

Exceptuant I’extraccid accelerada, els inconvenients d’aquests tipus d’extraccions,
anteriorment citats (grans volums de dissolvents toxics i cars, procediments llargs i
dificils d’automatitzar, baixa selectivitat, etc.), han afavorit I’aplicacio d’altres técniques
per tal de véncer aquestes limitacions. Precisament, en la memoria que aqui es presenta

tamb¢ s’ha fet Gs de D’extraccido solid-liquid per a mostres de suro mitjangant
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dissolucions hidroalcoholiques 1 dissolvents organics (n-pentd) ja sigui per a la

determinacid del contingut total dels analits o de la fraccio alliberable.

2.2.2. L’extraccio en fase solida (SPE).

L’extracci6 en fase solida (SPE) és un métode de preparacio i tractament de mostres que
principalment concentra i purifica els analits d’una matriu liquida mitjangant la retencio
en una fase solida o sorbent. El seu camp d’aplicacid, pero, no es limita a matrius
liquides ja que també permet I’extraccié de compostos de mostres gasoses. El fonament
d’aquesta técnica ¢és similar al de I’extraccid liquid-liquid i per tant es basa en la
diferéncia d’afinitat dels components de la mostra entre la matriu i la fase solida. No
obstant, com a resultat dels avantatges de la SPE, aquesta ha substituit 1’extraccio
liquid-liquid en molts ambits d’aplicacio. D’entre els beneficis que comporta la SPE en
destaquen el reduit temps d’analisi (requereix una menor manipulacié de la mostra),
cost 1 consum de dissolvents organics [19]. Presenta una gran flexibilitat que facilita la
compatibilitat amb posteriors sistemes d’analisi instrumental. La seva facilitat
d’automatitzacid incrementa la seva productivitat ja que es poden realitzar multiples
extraccions simultaniament, a la vegada que millora la precisid, 1’exactitud, la seguretat
al laboratori 1 simplifica substancialment el desenvolupament de meétodes d’analisi [20].
A més, és una tecnica simple, que proporciona elevats factors de preconcentracio i

recuperacions dels analits d’estudi.

Les caracteristiques de la SPE permeten la seva utilitzacié per dur a terme diverses
funcions: concentraci6 de compostos a nivell traga, purificacid de mostres o eliminacio
d’interferéncies, fraccionament de la mostra, conservacio i transport de la mostra
(compostos inestables en medi liquid, d’elevada volatilitat, gasos, etc.) i canvi de fase
quan I’analit es troba en una emulsid, suspensié o simplement en un dissolvent
inadequat per a la técnica que es vol emprar per a la seva determinacio final.
Addicionalment, la SPE s’ha considerat, en determinades aplicacions, el vehicle
mitjancant el qual es poden realitzar reaccions de derivatitzacio, a través de I’adsorcid
del reactiu derivatitzant en la fase solida o b¢ la transformacié de 1’analit un cop es troba

retingut en el sorbent [21].

Des de I’aparicio de les primeres fases de SPE a finals de la década dels 70, s’ha anat

modificant la presentacié del producte en funci6 de les diverses necessitats d’aplicacio i
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automatitzacio. Aixi doncs, els sorbents de SPE es poden empaquetar en tres formats
basics: discos, cartutxos 1 xeringues d’un sol Us. Aquesta darrera configuracio, que ¢és la
més habitual, consisteix en un cilindre de polipropilé (amb un terminal Luer) a ’interior
del qual es disposa la fase solida entre dos discos del mateix material o Teflon.
Normalment, aquestes xeringues es comercialitzen per a ser utilitzades directament
sense cap pretractament excepte els que requereix el propi procés de SPE. No obstant,
els diferents components es poden dispensar per separat per tal que 1’analista s’elabori

la configuracié que més s’ajusti a I’aplicacié a desenvolupar.

Basicament, ’extraccidé en fase solida, quan s’utilitza per a I’aillament de compostos
d’una matriu liquida, consisteix en 4 etapes les quals es representen a la Figura 2.1:

condicionament, aplicacio de la mostra, rentat i eluci6 dels analits.

Condicionament Aplicacié de
1 2 la mostra

O

C 1 3

Rentat Elucio

O

o 12

[m]]

ae
(ml
D}
(m ]
[u)

&
NS |

Elucié d'interferéncies

4
]
@&

Analits — |,

Figura 2.1. Etapes del procés d’extraccio en fase solida [21].

El condicionament de la fase té com a objectiu la solvatacié dels grups funcionals de
I’adsorbent 1 I’eliminacio de 1’aire dels porus mitjangant el pas d’un o més dissolvents.
S’ha d’evitar que la fase solida s’assequi durant aquesta etapa ja que sind el mecanisme
d’adsorcié no sera efectiu i repercutira negativament en les recuperacions dels
compostos. L’aplicacio de la mostra es pot realitzar o bé per gravetat, bombejant o

aspirant utilitzant buit o un sistema automatitzat. El flux amb el qual s’introdueix la
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mostra ha de ser constant 1 depén de les dimensions de la configuraci6 del sorbent i de
la mida de particula del mateix. Sovint la velocitat és un parametre a optimitzar: s’ha
d’arribar a un compromis per tal que hi hagi una bona interaccid entre els grups
funcionals de la fase solida i els de la molécula sense que aixo impliqui una gran
inversi6 de temps. Al llarg d’aquesta operacid, alguns dels interferents de la matriu
poden no ésser retinguts, amb la qual cosa s’assoleix certa purificacid. Dos dels
parametres que influencien el bon funcionament del procés sén la capacitat de
I’adsorbent 0 maxima quantitat d’analit retingut i el volum de trencament o volum
maxim de mostra que es pot aplicar sense que es produeixin perdues del compost. El
rentat de la fase solida permet extreure possibles interferéncies que hagin estat
adsorbides. Finalment, 1’eluci6 es realitza per extreure els compostos d’interes i
retornar-los a la fase liquida, més adequada per a la posterior analisi. Per tant, ha
d’existir compatibilitat entre 1’eluent i el sistema de mesura. El dissolvent que trenca la
interaccio analit-sorbent acostuma a ser organic, malgrat que també es pot emprar un
gas. Aquest solvent d’eluci6 ha de permetre obtenir recuperacions quantitatives en el
minim volum possible, el qual depén, a més, de la quantitat de fase solida, del format
del dispositiu de SPE i de la polaritat de 1’analit. Per tant, el que es conclou d’aquesta
explicaci6 és que perque es realitzi la SPE de forma eficag resulta primordial que un
elevat i reproduible percentatge d’analits quedin retinguts a la fase solida, a la vegada
que puguin ésser posteriorment eluits de la mateixa. En d’altres paraules, el procés de

SPE ha de ser reversible [22].

Abans d'escollir un sorbent per SPE, és necessari tenir en compte consideracions fisico-
quimiques, com els grups funcionals dels analits, la natura de la fase solida, les energies
d'interaccid, les interaccions secundaries entre I'analit 1 l'adsorbent, les interaccions
sorbent-components de la matriu de la mostra 1 les interaccions matriu-analits de la
mostra [23]. Sigui quin sigui 1’adsorbent elegit ha de presentar elevada estabilitat
quimica, resisténcia mecanica i area superficial. Les consideracions a I’hora de
seleccionar el sorbent que més s’adequa al tipus de mostra a analitzar es recullen en la
Figura 2.2 adjunta. Atenent als mecanisme implicats en 1’extracci6 en fase solida que
es detallen en el segilient esquema, es parla principalment de fase reversa, fase normal i

bescanvi iOnic.
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FRoBlg FNOFRg

Figura 2.2. Guia per a la seleccié del métode d’extraccio en fase solida de compostos

organics. Bl = bescanvi ionic, FR = fase reversa, FN = fase normal [24].

Considerant que la majoria de mostres on s’analitzen cloroanisoles i clorofenols (en
forma neutre) s6n de naturalesa aquosa, el mecanisme que més aplicacions ha generat és
la fase reversa, del qual, a continuacid, se’n fara un tractament més exhaustiu.
L’extraccié en fase reversa implica la distribucié dels compostos organics d’una fase
liquida polar, com sén les mostres aquoses, a un sorbent no polar. Les interaccions
tenen lloc entre els enllagos C-H dels grups funcionals de 1’adsorbent i els enllagos C-H
dels analits, és a dir, son interaccions de caracter apolar i de baixa energia que es
produeixen per forces de van der Waals o forces de dispersid o particid. Els primers
sorbents d’aquest tipus que es van desenvolupar estaven constituits per una base de
silice, la qual es modificava amb grups funcionals de diferent naturalesa. Els grups
funcionals que habitualment s’enllacen son grups etil (C;), butil (C4), octil (Cg),
octadecil (C,g), fenil, ciclohexil i cianopropil. La silice enllagada més utilitzada és la
que conté el grup Cig a la seva estructura ja que presenta la capacitat de retenir tant
analits apolars com aquells de polaritat moderada (vegeu Figura 2.3). L’aplicacio6 dels
sorbents C;g en 1’extraccid de clorofenols procedents de matrius aquoses ha generat una
extensa bibliografia [25,26,27,28]. L’eficiéncia d’extraccio d’aquesta fase solida també
s’ha demostrat per a la determinaci6 de certes substancies en vi, com per exemple,
compostos volatils de diferents families [29] o fenolics [30,31]. D’altra banda, Soleas i
col-laboradors [15] van proposar un metode per a 1’analisi de TCA 1 TCP en vi basat en
I’extraccio amb un cartutx C;s, el qual va ser també utilitzat per al pretractament
d’extractes hidroalcoholics de suro. Val a dir perd que en aquest treball, 1’aplicacio de la

metodologia per a la quantificaci6 dels analits en vi resulta forga qliestionable, sobretot
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pel fet que els patrons de calibratge presenten concentracions tres ordres de magnitud

superiors a les que posteriorment es determinen a la mostra.

TH3 H H H H H H H H H
OTS‘\L/T\L/T\L/T\L/T\L/T\L/T\L/T\L/T\L/T_H
3 H H H H H i H H H

Figura 2.3. Estructura de la fase reversa Cjs.

Els principals inconvenients d’aquests sorbents de silice modificada sén la baixa
selectivitat 1 les limitacions de volum maxim que es pot aplicar o volum de trencament,
el qual es relaciona amb els coeficients de particid octanol-aigua (per compostos més
polars el volum de mostra que es pot introduir és menor). Per incrementar el volum de
trencament es pot augmentar la quantitat de sorbent utilitzat o es poden addicionar sals a
la solucid aquosa (efecte sali), fet que afavoreix la interaccid dels analits amb la fase
solida [32]. El pH també és un parametre critic per aquest tipus d’adsorbents. Quan es
volen extreure compostos acidics (com per exemple el pentaclorofenol) mitjancant SPE
amb un sorbent que opera en fase reversa és essencial ajustar el pH de la mostra per tal
d’assegurar que les substancies es trobin en forma neutra. Tot i que existeixen técniques
per reduir el nombre de silanols lliures de la superficie de la silice (“endcapping”), la
preséncia d’aquests grups funcionals pot induir a la formaci6é de ponts d’hidrogen amb
els compostos d’interés, generant aixi adsorcions irreversibles que dificulten el procés

d’elucio [28].

El carbd grafititzat és una altra classe de sorbent de fase reversa, que es distingeix per
permetre extreure i concentrar soluts organics altament polars. Es tracta d’un adsorbent
no especific i no porés amb una area superficial d’aproximadament 100 m*/g [33]. Les
interaccions que es donen son hidrofobiques, propies de la fase reversa, interaccions m-n
entre el sorbent i els anells aromatics de la molécula i, a més, la preséncia de carregues
positives sobre la seva estructura fan que també es pugui produir un intercanvi anionic.
Per tant, es podria considerar que aquest material actua mitjangant un mecanisme mixt
[21]. Aquesta fase es caracteritza per la seva alta resisténcia térmica 1 quimica,

estabilitat en un ampli interval de pH i I’elevada capacitat d’adsorcio, que pot significar
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un desavantatge ja que alguns analits poden ser retinguts de forma irreversible. La
combinacido d’aquest tipus de sorbent (ENVI-Carb) amb d’altres fases solides
contribueix a incrementar 1’efectivitat de 1’extraccid de cloroanisoles a nivells traca en

mostres d’aire [34].

Finalment, els polimers organics representen un grup important de fases reverses per a
SPE, d’entre els quals els copolimers d’estiré-divinilbenz¢ (PS-DVB) (vegeu Figura
2.4) son els que han experimentat un major desenvolupament. Durant molts anys es van
emprar reines de PS-DVB (Amberlita XAD-2), perd com que préviament a la seva
utilitzaci6 calia dur a terme una exhaustiva etapa de purificacid, es van substituir per
nous polimers. Els anells aromatics de la matriu polimerica permeten interaccions
electr6-donor entre el sorbent i els enllacos m del solut. Aquestes fases, en comparacid
amb les de base de silice, ofereixen una major retencid i son estables en un ampli

interval de pH.

""_CHZ_CH-"CHz 'CH —CHz'CH -

XoXe

Figura 2.4. Estructura del poliestire-divinilbenzg.

Els sorbents de PS-DVB son comercialitzats per diversos proveidors (consulteu Taula
2.4). Tots ells mantenen la mateixa estructura quimica pero es diferencien en el procés
de polimeritzaci6 i el contingut de divinilbenze. Tots aquests materials tenen un elevat
grau d’entrecreuament i porositat, fet que incrementa la seva area superficial especifica

1, conseqilientment, la capacitat de retencio.

Un aspecte a tenir en compte de les fase solides de SPE és la seva selectivitat, la qual
adquireix vital importancia quan els compostos han de ser extrets d’una matriu
complexa. Donat que els sorbents basats en PS-DVB sén poc selectius i presenten

volums de trencament baixos, s’han desenvolupat modificacions a [’estructura,
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introduint diferents grups funcionals, per augmentar la polaritat de la superficie [35]. La
presencia d’unitats polars (acetil, benzoil, acid sulfonic, carboxilic, etc.) provoca que es
donin interaccions secundaries entre elles i els analits més hidrofilics, millorant aixi la

seva extraccio.

Diametre Diametre Area
Adsorbent Proveidor Estructura Porus Particula  Superficial
A) (um) (m”/g)
Amberlita XAD-2  Supelco PS-DVB? 90 20-60 300
PLRPS Polymer Lab PS-DVB 100 15-60 550
Bond Elut ENV Varian PS-DVB 450 125 500
Bond Elut PPL Varian F-PS-DVB® 300 125 700
Envichrom Supelco PS-DVB 140 80-160 900
Isolute ENV+ IST PS-DVB 100 90 1000
Lichrolut EN Merck PS-DVB 80 40-120 1200
Porapak RDX Waters DVB-VP* 55 120 550
Oasis HLB Waters DVB-VP 82 30-60 800

*Poliestiré-divinilbenze, ° Poliestiré-divinilbenzé amb un grup funcional, ¢ Divinilbenzé-vinilpirrolidona

Taula 2.4. Caracteristiques de diferents adsorbents polimérics [36].

D’entre els sorbents que es mostren a la Taula 2.4 en destaca el Lichrolut EN per la
seva elevada area superficial especifica. Aquesta caracteristica es tradueix en alts valors
de coeficients de distribucio solid-liquid i, per tant, major capacitat de retencid. Aquest
comportament ha afavorit la introduccid6 d’aquest sorbent per a D’extraccid i
preconcentraci6 d’analits en mostres complexes com aigiies residuals [37]. També s’han
obtingut resultats satisfactoris en 1’analisi de compostos volatils en vi, permetent

recuperacions quantitatives d’un gran nombre d’analits aromatics [38].

El sorbent Oasis HLB és un copolimer macroporos constituit per dos monomers, el
divinilbenze (hidrofobic) i el n-vinilpirrolidona (hidrofilic) (vegeu Figura 2.5). A banda
de presentar una elevada area superficial, la seva doble natura polar 1 apolar facilita el
contacte amb mostres aquoses. Aquesta propietat, a més, és la responsable de la gran
versatilitat d’aquest sorbent ja que es pot aplicar per a 1’extraccidé de compostos acidics,
neutres 1 basics mitjancant metodes senzills amb elevades recuperacions [39].
L’estabilitat del sorbent en un ampli interval de pH (pH 1-14) i la compatibilitat amb
solvents organics son dos factors que possibiliten 1’obtencié d’extractes molt purificats.
L’amida de I’estructura té la capacitat de romandre humida, fins i tot, després d'assecar-

se el cartutx, fet que no implica una perdua de I'eficacia d'adsorcio.
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Figura 2.5. Estructura del sorbent Oasis HLB (divinilbenzeé-N-vinilpirrolidona).

Les excel-lents caracteristiques que s’atribueixen a 1’Oasis HLB han estimulat el seu us
en un ampli ventall d’aplicacions per determinar diferents compostos en matrius
liquides ben diverses. Aquesta fase solida ha estat vastament utilitzada per a I’extraccio
de clorofenols en aigiies [40,41,42]. En el cas del vi, s’ha assajat la seva eficiéncia per a
la determinacio de fenols i aldehids [43]. L’analisi de cloroanisoles i clorofenols en vi
mitjancant aquest sorbent polimeéric ha estat realitzat per Martinez-Urufiela i
col-laboradors [44]. En aquest estudi, combinant la concentracié de volums de mostra
superiors a 1 litre 1 la introduccié de I’extracte en el sistema cromatografic usant la
tecnica de la injeccid de grans volums, s’aconsegueixen assolir limits de deteccid

compresos entre 0.2 1 2.4 ng/L.

A part dels mecanismes de fase reversa, existeixen altres tipus de sorbents, els quals han
estat poc utilitzats en la determinacié de cloroanisoles i clorofenols. Un exemple el
trobem en I’anomenada fase normal, on es donen altres interaccions de tipus polar, com
enllagos d'hidrogen, interaccions dipol-dipol, interaccions n-n i interaccions dipol-dipol
induides. I també el bescanvi i0nic, on les interaccions entre els analits 1 1'adsorbent son

electrostatiques, és a dir, d'alta energia.

La principal limitacié de tots els mecanismes esmentats fins ara és la seva manca de
selectivitat. Es per aixd que en els darrers anys s’ha impulsat el desenvolupament de
nous materials per a la preconcentracio6 selectiva de compostos organics [45]. En aquest
grup s’hi englobarien els immunosorbents i els polimers d’impressié molecular [46].
Tot 1 que no s’han elaborat fases solides que estableixin interaccions reversibles

antigen-anticos amb els cloroanisoles i clorofenols, cal esmentar el treball de Sanvicens
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1 col-laboradors, on especifiquen les pautes per a la preparacid de derivats capagos de
reconeixer el TCA [47], 1 que, per tant, esdevindria el primer pas per a la introducci6 de
les tecniques immunologiques en el camp de 1’analisi selectiu dels compostos associats

amb el “gust de suro”.

L’innegable potencial de I’extraccié en fase solida ha estat explotat en diverses
disciplines. No obstant aixo, tal i com es despren de 1’anterior recull de sorbents de SPE
1 aplicacions, aquesta metodologia d’extraccid no s’ha imposat en la determinacid de
cloroanisoles 1 clorofenols en vi o macerats de suro. En aquest sentit, el treball de
recerca que es presenta demostra, amb les publicacions que s’adjunten, que 1’extraccio
en fase solida representa una clara alternativa als metodes existents d’analisi d’aquests

compostos en les dues matrius d’interes.

2.2.3. La microextraccio en fase solida (SPME).

Des que la microextraccio en fase solida (SPME) va ser introduida per Janus Pawliszyn
el 1989, aquesta teécnica ha estat adaptada per a 1’analisi d’una gran varietat d’analits
procedents de matrius gasoses, liquides i solides. El major nombre d’aplicacions
s’emmarquen dins del camp mediambiental, encara que s’ha incrementat el seu Us en el
sector clinic, alimentari 1 de les aromes i fragancies. D’entre les caracteristiques que li
han conferit aquesta extensa aplicacio en destaquen la rapidesa, simplicitat, sensibilitat
(permet assolir grans nivells de preconcentracio), selectivitat, baix cost, facil integracio

a sistemes automatitzats i que no requereix 1’us de dissolvents organics.

La microextraccio en fase solida consisteix en dos processos: primer la distribuci6 dels
analits entre una fase extractant i la matriu de la mostra, seguit d’una desorcid térmica o
amb dissolvent dels compostos extrets dins 1’instrument analitic (principalment
cromatograf de gasos o liquids), per tal de dur a terme la separacio i quantificacié [48].
Tot i que el nom de la técnica fa pensar que la fase extractant és un solid, no sempre el
sorbent posseeix una natura solida, tal i com es comentara més endavant. El sorbent que
recobreix una fibra de silice fosa és quimicament inert i estable a altes temperatures. El
dispositiu més emprat en SPME fou comercialitzat en 1993 per Supelco i la seva
configuracid, la qual es mostra a la Figura 2.6, ha facilitat I’extraccié de mostres
ambientals in situ. En general, el procés extractiu es basa en I’exposicio del recobriment

o fibra, que es troba a I’interior d’una agulla d’acer inoxidable, en la matriu durant un
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periode de temps preestablert. El transport dels analits des de la matriu al sorbent
s’inicia tan bon punt aquest es posa en contacte amb la mostra. Aquells compostos amb
elevada afinitat pel sorbent s’extreuran de forma selectiva. Després del mostreig, la fibra

es recull dins I’agulla fins a la seva posterior desorcio.

Embol

Cilindre

Cargol per retenir I’émbol
Escletxa en forma Z

" Finestra central

| Guia d’agulla

"\ ajustable s \

\ 1\/{011a de tensio : Agulla per foradar el septum
Séptum de | Tub d’uni6 a la fibra
sellament 4

} . — Fibra de silice fosa amb
/ .+ 1’adsorbent immobilitzat

~~~~~

Figura 2.6. Disseny del dispositiu de SPME distribuit per Supelco.

Modes d’extraccio en SPME

En funcié de les propietats de la matriu i els compostos de la mostra, s’utilitzen
diferents modes d’extracci6 en SPME. Soén els segiients: I’extraccio directa, la
configuracié d’espai en cap (“headspace solid-phase microextraction (HS-SPME)”) i
mitjancant la proteccié de la fibra amb una membrana [49]. L’extraccid directa implica
la immersi6 de la fibra en el si de la mostra i per tant aquesta técnica resulta adient per
compostos poc volatils. En el mode d’espai en cap, els compostos es transporten a
través de la barrera d’aire situada sobre la mostra per finalment ser absorbits per
l'extractant immobilitzat a la fibra. Els coeficients de difusio en fase gasosa acostumen a
ser superiors que en medi liquid 1 aquest fet afavoreix que el procés d’extraccio sigui
més rapid que en la immersi6 directa i, conseqlientment, es recomana 1’espai en cap
sempre i quan les substancies d’estudi posseeixin una volatilitat prou elevada [50].
Aquest tipus de mode d’operacié ¢€s especialment adequat quan la mostra conté gran

nombre d’impureses, les quals es podrien enllagar a la fibra reduint aixi la seva capacitat
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d’extraccio, a la vegada que podrien deteriorar 1’instrument on es realitza la desorcid. A
més aquest mode d’operacid permet realitzar modificacions de la mostra, com el canvi
de pH, sense alterar la funcionalitat del sorbent. Finalment, la SPME indirecta a través
de membrana s'empra en l'analisi de mostres amb matrius molt complexes que podrien
malmetre la fibra. Els constituents de la membrana poden conferir-li un cert grau de
selectivitat en el procés. No obstant, la cinéetica d'extraccio resulta més lenta ja que els

compostos han de difondre a través de la membrana abans d’absorbir-se a la fibra.

Fonament tedric

A diferéncia de la SPE, en la SPME no té lloc un procés d’extraccio exhaustiu, sind que
es tracta d’un procés d’equilibri. Aixo no implica que s’hagi d’assolir necessariament
I’equilibri, ja que en moltes aplicacions es pot abreujar el temps d’exposicio de la fibra
sempre i quan s’aconsegueixi la sensibilitat requerida. En condicions d’equilibri, una
prolongaci6 del temps d’exposicio de la fibra no condueix a extraccions més efectives i
per tant la quantitat de compost extreta roman constant dintre dels limits de 1’error
experimental. La constant de distribucid, K, entre la fibra i la mostra ve donada per
I’expressio [51]:

Cf
K,=— (1)
fs C

S

on Cr és la concentraciéo de I’analit a la fibra i C a la solucid aquosa. Per obtenir
processos analitics més sensibles és necessari que el valor de la constant de distribucio
sigui elevat. Els valors de K¢ es troben influenciats per la temperatura, el contingut de
sals, pH 1 solvents organics [52]. Assumint que la matriu de la mostra és una fase
homogénia 1 no es tracta d’un sistema d’espai en cap, les condicions d’equilibri es
poden descriure amb la segiient equacio:

~ KVVGC,

KW, Y,
on n és el nombre de mols extrets per la fibra, V¢ és el volum de fibra, Vi €s el volum de
mostra i Cy representa la concentraci6 inicial d’un determinat analit a la mostra. Quan el
V; €s molt gran, llavors:

n= KfszCO 3)
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L’expressio (3) indica que la quantitat de compost extret €s independent del volum de la
mostra 1 €s directament proporcional a la seva concentraci6 a la matriu. Aquesta relacio
¢s el principi que s’aplica en 1’analisi quantitativa. Addicionalment, a partir de I’equacio
anterior es pot deduir que quan el valor de K¢ no és suficientment elevat per un
determinat analit es pot afavorir I’extraccié emprant major volum de recobriment de

fibra.

La cinetica de I’extraccié determina la velocitat del procés i ve governada pel transport
de massa des de la matriu de la mostra fins a la fibra. Aquest procés depén del transport
a través de la mostra liquida o gasosa, de la velocitat de desorci6 dels analits de la
superficie solida de les possibles particules presents en el medi i de la difusié de la
substancia en la fibra [48]. La majoria de teories de transport de massa es basen en la
segona llei de difusio de Fick, que descriu el balang de massa en un sistema dinamic. Al
principi, la concentracié de 1’analit en la fibra augmenta rapidament, i posteriorment de
manera més lenta fins a I’equilibri. En el cas de mostres liquides, normalment s’aplica
agitaci6 ja que aixi s’incrementa la difusi6. Compostos amb coeficients de difusio
baixos requereixen més temps d’extraccid. En aquestes situacions s’acostuma a abreujar
el temps d’analisi mitjancant un estudi del perfil extraccido-temps i s’assumeix que
s’arriba a I’equilibri quan el 95% de I’analit s’ha extret [51]. Una de les estratégies més
eficients a I’hora de véncer les limitacions cinetiques és escalfar la mostra, ja que aixi
s’incrementa la pressié de vapor dels analits, proporcionant-los 1’energia necessaria per

alliberar-se de la matriu, al mateix temps que augmenta el transport de massa.

Parametres que afecten la SPME

La quantitat d’analit extret mitjancant SPME ve determinada per diversos parametres tal
1 com es despréen de les equacions descrites en I’apartat anterior. Els factors que
habitualment s’examinen son: el tipus de fibra, el temps i la temperatura d’extraccio,
I’efecte sali, addicio de dissolvents organics, modificacié del pH, agitacié de la mostra,
el volum de mostra i les reaccions de derivatitzacio. La seleccio del sorbent més adequat
per una aplicacié donada esdevé essencial perque el procés extractiu sigui eficag. Com a
norma general s’aplica el mateix principi que en la SPE, és a dir, “similar dissol similar”
1 la selectivitat es basa en les diferéncies de polaritat i volatilitat de les molecules. Tal
com es detalla a la Taula 2.5 existeixen diverses fases estacionaries polimériques

comercials (similars a les emprades en les columnes de cromatografia de gasos) de
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diferents espessors i polaritats. Precisament, el volum de sorbent immobilitzat en la
fibra determina la sensibilitat del métode perd recobriments d’elevat gruix porten

associades cinetiques lentes.

Sorbent Gruix  Us Te‘m'p eratll " Mecanisme Aplicacions
(um) recomanat  maxima (°C)
Polidimetilsiloxa (PDMS) 100  GC, HPLC 280 N
.. Compostos organics apolars com VOCs,
30 GC, HPLC 280 Absorci6 PAHs, BETX i pesticides organoclorats
7 GC,HPLC 340 . P g
Poliacrilat (PA) 85 GC, HPLC 320 .. Compostos organics polars com triazines,
Absorcid e .
pesticides organofosfats i fenols
Polidimetilsiloxa/divinilbenzé 65 GC 270 Adsorcié Hidrocarburs aromatics, amines
(PDMS/DVB) 60 HPLC - aromatiques; solvents; analisi d’aire
Carboxen/polidimetilsiloxa 75 GC 320 ., o
(Carboxen/PDMS) Adsorci6  VOCS i hidrocarburs
Carbowax/divinilbenze 65 GC 265 .,
(CW/DVB) Adsorci6  Compostos polars com alcohols, cetones
Carbowax/resina templada 50 HPLC - ., i
(CW/TPR) Adsorci6  Surfactants anionics.

GC = cromatografia de gasos, HPLC = cromatografia de liquids, VOCs = compostos organics volatils,
PAHs= hidrocarburs aromatics policiclics, BETX = benz¢/estilbenze/tolue/xile

Taula 2.5. Sorbents comercials per a la SPME: us, propietats i aplicacions [53,54].

Alguns autors han desenvolupat metodes per preparar fibres que posseeixen propietats
especifiques per a I’extraccid dels compostos objecte d’estudi i que incrementen la
selectivitat del procés. En aquest sentit, Li i col-laboradors van sintetitzar un sorbent
amb elevada estabilitat térmica per a 1’analisi de clorofenols [55]. Liu et al. van preparar
una fibra a partir de butil metacrilat, divinilbenzé i oli de silicona per extreure

selectivament compostos volatils en vi [56].

El recobriment de fibra més utilitzat és el polidimetilsiloxa (PDMS) el qual es
caracteritza per ser apolar (permet I'extraccié principalment d’analits hidrofobics, tot i
que optimitzant les condicions experimentals es pot usar per compostos polars) i estable
a elevades temperatures. Mitjancant les fases de PDMS [D’extraccié es produeix via
absorcio ja que en aquest cas el sorbent €s un liquid: els analits es dissolen i difonen en
el material absorbent. Aquest mecanisme també es dona en les fibres de poliacrilat
(PA), les qual sén adequades pel pretractament de compostos polars com els fenols. Els
coeficients de difusié en aquestes fibres de PA sén menors que en les de PDMS 1 es
necessita allargar el temps d'extraccio [51]. Els altres sorbent que apareixen a la Taula

2.5 tenen una composicié mixta i ofereixen propietats complementaries. El procés
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d’extraccio es produeix per adsorcid dels analits a la superficie. Les particules poroses
del divinilbenze¢ afavoreixen ’adsorcid d’espécies volatils ja que les constants de
distribucio resulten majors que en el cas de la fibra de PDMS. El principal desavantatge
dels sorbents solids és la manca de dependéncia lineal entre la quantitat de substancia
extreta 1 la seva concentraci6 a la mostra [57]. Aquest fet és una conseqiiéncia directa
del fenomen d’adsorcid. El nombre de punts actius de la superficie és limitat, 1 per tant
quan aquests es troben ocupats s’impossibilita 1’extraccié de 1’analit. Es tracta d’un
mecanisme competitiu: molécules amb elevada afinitat per la superficie poden
reemplagar aquelles que presenten més baixa afinitat. D’aquesta manera s’evidencia que

la composicid de la matriu pot afectar significativament el procés d’extraccio.

L’estudi del temps i la temperatura d’extraccidé resulta fonamental a 1’hora de
desenvolupar una metodologia basada en la SPME. Com ja s’ha especificat
anteriorment la SPME ¢és un procés governat per I’equilibri de distribucio. No sempre €s
necessari seleccionar les condicions d’equilibri, sobretot per aquells compostos amb
valors de constants de distribucié baixos, sind que s’acostuma a establir un compromis
entre el temps i la quantitat d’analit extreta, la qual ha de ser suficientment elevada per a
la seva posterior deteccid instrumental. Es necessari un control rigorés del temps
d’exposicio per assegurar resultats reproduibles. La temperatura afecta la cinctica de
I’extraccio i té dos efectes oposats. L’increment de la temperatura durant 1’extraccio
afavoreix la difusio de les molécules envers la fibra. A més en la configuracio
“headspace” ajuda a qué els compostos es transfereixin a 1’espai en cap. No obstant,
I’augment de la temperatura redueix el valor de la constant de distribucié atés que

I’absorcid és un procés exotérmic.

L’addici6 de sals solubles altera la for¢a ionica de la solucid. Normalment, llavors la
solubilitat de les substancies organiques disminueix i es millora I’afinitat per la fase
estacionaria, a la vegada que s’augmenten els coeficients de distribuci6. Aquest efecte
no ¢s general i depén de la polaritat del compost, la concentraci6 de la sal i la matriu de
la mostra. Pel que fa a I’addici6 de solvents organics habitualment s’observa una
reducci6 de la quantitat d’analit extret. Aquest parametre resulta especialment
interessant en el cas de dissolucions hidroalcoholiques com el vi, ja que el contingut

d’etanol pot modificar I’equilibri de distribucié [58].
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Quan les especies a analitzar posseeixen propietats acid-base, €s necessari ajustar el pH
de la matriu per assegurar que els compostos es trobin en forma neutre i aixi augmentar
I’eficiéncia de 1’extraccid. L’agitacid de la mostra durant la SPME ¢és una practica
extensament utilitzada ja que comporta una disminucié del temps d’extraccié com a
conseqiiéncia de la major difusio dels analits cap a la fibra. El volum de la mostra es
troba directament relacionat amb la sensibilitat del métode. A mesura que el volum de
mostra s’incrementa també s’observa un augment d’analit extret fins a un determinat
valor on el producte K¢V resulta molt més petit que Vs (vegeu equacié (2)) i utilitzar

volums majors no representa cap benefici en termes de sensibilitat.

El principal repte en l'analisi d'espécies organiques son els compostos polars. Malgrat la
disponibilitat de fases estacionaries polars per a la SPME, no sempre s'assoleix la
sensibilitat desitjada. Per aquest motiu en moltes ocasions es decideix dur a terme la
transformacié quimica del compost per tal de convertir-lo en una especie més apolar.
L’us de la derivatitzacid permet determinar substancies reactives, volatils, térmicament
inestables i amb comportaments cromatografics no satisfactoris a la vegada que permet
assolir baixos limits de deteccio. Tot i que en aquest apartat es presenta un tractament
exhaustiu del procés de derivatitzacid cal ressenyar que representa una practica molt
habitual en altres processos d’extraccid, com la SPE, i per tant, alguns dels comentaris
es poden fer extensius a altres arees d’aplicacid. Existeixen varies teécniques de
derivatitzaci6 en SPME en funci6 del lloc on es dona lloc la reaccid entre I’analit i el
reactiu: en la matriu de la mostra, en la fibra o en el port d'injeccio, si I'analisi s'executa
a través cromatografia de gasos [59]. La derivatitzacié directa és 1'aproximacié més
utilitzada, on es col-loca el reactiu en el vial que conté la mostra, formant-se els derivats
corresponents que s'extreuen mitjangant la SPME i que posteriorment s'analitzen. Per tal
que la transformacio es produeixi en la fibra es poden emprar dos procediments
diferents: o bé exposant primer la fibra sobre la solucié d’agent derivatitzant i tot seguit
sobre la mostra o un cop extrets els analits s’exposen sobre una dissolucié de reactiu.
Normalment es tracten de técniques de “headspace” pero també es pot immobilitzar el
reactiu submergint la fibra en un dissolvent volatil que conté I’esmentat agent
derivatitzant. D’entre les aproximacions de derivatitzacio proposades, la més interessant
1 potencialment de major utilitat és la simultania conversio i extraccid dels compostos
directament sobre el sorbent, atés que permet obtenir elevades eficacies en el procés i

amplia el camp d'aplicacions de la SPME.
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Si bé I’analisi de cloroanisoles mitjangant SPME no requereix la introducci6 d’una
etapa addicional de derivatitzacid, la polaritat i reactivitat del grup hidroxil present en
les molecules de clorofenols ha fomentat 1’aplicacio d’aquesta técnica tant a matrius
liquides com solides. Malgrat tot, en diversos treballs es realitza I’extraccido d’aquests
compostos directament, sense preévia transformacid. Aixo suposa la utilitzacio de
sorbents polars com les fibres de poliacrilat [60,61] tot i que també s’ha assajat el
comportament d’altres sorbents [62]. A part d’influir en I’extraccié mitjangcant SPME, el
comportament quimic dels clorofenols resulta especialment critic quan la separacid i
deteccid es realitza per cromatografia de gasos. La polaritat d'aquests compostos
provoca que s'obtinguin pics amples, amb cua, que dificulten la seva quantificacio.
Aquest és el resultat de l'adsorcié dels analits a la columna, efecte que es veu
incrementat en augmentar el nombre d'analisis. Convertint els clorofenols en espécies
apolars, a més, es millora la volatilitat, la forma dels pics cromatografics, la resoluci6 i
la sensibilitat. Els métodes que habitualment s’empren per la derivatitzacid dels
compostos fenolics son ’acilacio, 1’alquilaci6 o la sil-lilacid. Sigui quin sigui el reactiu
escollit, aquest ha de complir una s¢rie de requisits: presentar elevada puresa, donar lloc
a rendiments de reacci6 aproximadament del 100%, no generar subproductes i facilitar
la seva eliminaci6 si la seva preséncia dificulta 1’analisi dels derivats. D’entre els
reactius utilitzats en I’alquilacié de fenols en destaquen el diazometa [63], encara que
se’n desaconsella 1's atenent a les seves propietats: irritant, carcinogenic, toxic,
explosiu, etc., i el bromur de pentaflourobenzil [64]. Les reaccions de sil-lilacio es
poden dur a terme utilitzant diferents reactius trimetilclorosila (TMCS), N,O-
bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (BSTFA), etc. El procediment de transformacié és
simple 1 rapid, fet que ha potenciat la seva utilitzaci6 com a metode de derivatitzacio de
fenols [65,66,67]. Malgrat tot, I'agent derivatitzant que més extensament s'ha aplicat en
I'analisi de clorofenols ¢és I'anhidrid acétic, amb el qual s'introdueix a la molécula un
grup acil. Les etapes implicades en la reaccid d'acetilacido es divideixen en una
desprotonacié del compost clorofenolic en preséncia d’una base (es descarta la
utilitzacio de barreges tals com Na,CO3;/NaHCO; ja que provoquen la formacio
d'abundant efervescéncia [68]) i a continuacid es produeix l'atac nucleofilic al grup

carbonil de 'agent derivatitzant, per finalment generar el derivat acetilat (vegeu Figura

2.7).
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OH o OCCH,

Cl Cl Cl Cl Cl Cl
K,CO, (CH;C0),0
—_— —_—

Cl Cl Cl

Figura 2.7. Reaccid d’acetilacié del 2,4,6-triclorofenol (TCP).

L’acetilacid dels clorofenols ofereix els segiients avantatges:

- és una reaccid rapida i genera compostos aptes per a l'analisi per cromatografia de
£asos,

- l'addicié d'un grup acetil disminueix la polaritat de l'analit fenolic permetent una
millor eficiéncia d'extraccié mitjangant les técniques habituals,

- facilita la derivatitzacio de grans volums de mostra d'una manera factible i economica
(reduit cost i quantitats petites dels reactius utilitzats),

- els derivats formats posseeixen caracteristiques espectrals que afavoreixen la seva
identificaci6 mitjangant un espectrometre de masses. La preseéncia dels fenols acetilats
es veu confirmada per la pérdua del grup acetil, el qual es reorganitza per donar el
fragment caracteristic de 16 molecular menys 42 unitats (corresponent a l'espécie

H,C=C=0).

Aquest tipus de derivatitzacid ha estat 1’opcid escollida en nombrosos estudis per a
I’analisi de fenols mitjangant SPME en diverses matrius ambientals [69]. Aixi per
exemple, Buchholz et al. [70] i Llompart et al. [71] van assajar 1’extraccié de compostos
fenolics acetilats in situ en mostres d’aigua utilitzant diferents tipus de fibres.
L’aplicacio d’aquesta metodologia també ha resultat efectiva en I’extraccio de derivats
fenolics de sols, als quals préviament se’ls addiciona una certa quantitat d’aigua per
afavorir la recuperaci6é dels compostos, desplagant-los dels punts actius de la matriu
[72]. Com a conseqiiencia dels beneficis d’aquest tipus de derivatitzacié acoblada a la
SPME, s’ha extés el seu Us per a I’analisi dels clorofenols relacionats amb el “gust de
suro”. En aquest sentit, Martinez-Urufiela i col-laboradors van optimitzar les quantitats
d’anhidrid acétic i base necessaries per realitzar la reaccié de forma efectiva en vi negre

[73]. En un treball posterior, van dur a terme 1’analisi conjunta de cloroanisoles i els
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seus precursors derivatitzats segons la metodologia desenvolupada aplicant una

modificacié de I’habitual HS-SPME [74].

Determinats autors renuncien a les técniques de derivatitzacid6 argumentant que
impliquen una etapa addicional en el procés analitic, que a vegades les reaccions no son
completes 1 que sovint €s necessari 1’Gs de reactius que poden ser toxics i que si ho
tenen una puresa adequada poden introduir fonts d’error. A més, en certes ocasions
aquestes transformacions poden produir un impacte negatiu en el transport dels analits
en la fase gasosa ja que generalment els derivats formats tenen pesos moleculars
superiors als de les molecules originals [55]. De totes maneres, aquestes limitacions
resulten minimes si es considera la millora que s’aconsegueix tant en el procés extractiu

per SPME com en I’analisi posterior.

Optimitzacié dels parametres en SPME

L’optimitzacié dels parametres (factors o variables experimentals) que influencien la
realitzacio de la SPME (temps, temperatura, efecte sali, etc.) ha estat el denominador
comiu en multitud de treballs relacionats amb 1’extraccid i1 preconcentracid dels
compostos que intervenen en el “gust de suro”. Si bé en un principi el metode
tradicional o variacio d’un factor cada vegada ha estat aplicat a 1’hora d’establir les
condicions experimentals que condueixen a una major extraccid o resposta del sistema,
la tendéncia actual és anar substituint aquest procediment per una metodologia basada
en eines estadistiques. L’estratégia tradicional proporciona una estimacio6 de la variable
en unes condicions seleccionades i fixes dels altres factors 1 per tant genera resultats
incomplets quan existeix interaccid entre variables. Aleshores, per tal d’obtenir
informacio de qualitat cal planificar la seqiiéncia d’experiments de manera que es
satisfacin els objectius plantejats tot minimitzant 1’error i el cost associat. El disseny
factorial complet considera la variacié de més d’un factor simultaniament, de manera
que cada observacid genera informacid de tots els factors i si aquests actuen de forma
independent o interaccionen entre ells. A efectes de simplificar el nombre
d’experiments, s’ha generalitzat 1’us, sobretot en estudis preliminars per indicar
tendéncies, dels dissenys experimentals que contemplen dos nivells per cada factor. Es a
dir, per a cada k factor es descriu un domini experimental o regié d’investigacid que
s’emmarca entre dos valors o nivells (extrem superior (+) o inferior (-)). Si la

combinacio dels K factors es realitza a dos nivells, el disseny factorial consistira en 2k
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experiments elementals. Per tal d’obtenir un model valid cal efectuar répliques de les
observacions de forma aleatoria. El fet de repetir I’experiment permet obtenir una
estimacio més precisa de 1’efecte del factor i de I’error experimental. La realitzacio dels
experiments a I’atzar evita la introducci6 d’errors sistematics als resultats, i per tant, les
estimacions dels tractaments diferiran dels valors reals només per la preséncia de la
variacid aleatoria. En el cas concret on s’avaluen tres factors a dos nivells al disseny
resultant se 1’anomena 2° i la representacié geométrica de les vuit combinacions de
tractaments pot mostrar-se en forma de cub, tal com s’il-lustra a la Figura 2.8. Utilitzant
la notaci6 (+) i (-) per identificar els nivells alt i baix dels factors (algorisme de Yates)

s’obté la corresponent matriu del disseny [75].

Tres variables

N° experiments ~ Variables
XX X

1 -
A
2 + -
3 + -
4 + + -
X3
5 +
6 + +
7 + o+
> 8 + o+ o+

Figura 2.8. Disseny experimental de tres factors a dos nivells. Els experiments dels
vértexs son els emprats al disseny factorial complet 2°. Noteu que totes les variables
canvien simultaniament per assegurar que cada experiment és una combinacid Unica

dels nivells de variables.

S’entén com a efecte d’un factor el canvi en la resposta en passar del nivell baix a 1’alt
del factor en qiiestid i I’efecte promig de I’efecte calculat considerant les condicions de
les altres variables s’anomena efecte principal [76]. Addicionalment, cal tenir en compte
les interaccions entre factors que mesuren la influéncia de la seva combinacioé en la
resposta. Aixi, segons I’exemple de la Figura 2.8 existeixen 7 graus de llibertat entre
les 8 combinacions de tractaments del disseny 2°, dels quals 3 s’associen als efectes
principals, 3 a les interaccions dobles i 1 a la interacci6 triple. L’efecte principal d’una

variable ha de ser interpretat individualment quan no s’observa evidéncia d’interaccid
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amb les restants, ja que en aquest cas s’hauria de realitzar una discussid conjunta.

L’efecte de les interaccions acostuma a ser menor que el dels factors principals.

Quan es duen a terme repeticions dels experiments elementals, la variacié entre les
mesures obtingudes es pot emprar per estimar la desviacid tipica de la resposta i,
conseqlientment, de [’efecte que s’esta estudiant. D’aquesta manera es completa
I’analisi de les dades. Els tests estadistics permeten comprovar si els efectes calculats
son significants. L’analisi de la variancia confirma la magnitud d’aquests efectes. Sovint
els resultats obtinguts s’expressen utilitzant els anomenats grafics Pareto, on es
representa els valors dels efectes principals 1 de les interaccions (normalment

estandarditzats) per a un cert nivell de significancia.

En moltes ocasions €s molt util presentar els resultats dels experiments en termes d’un
model empiric, és a dir, mitjangant una equaci6 derivada de les dades que expressa la
relaci6 entre la resposta i els factors importants del disseny. En general, existeixen molts
paquets de “software” que apliquen métodes de regressio lineal per ajustar els models a
les dades experimentals. L’equacié resultant prediu la resposta a nivells intermitjos
entre els factors, respecte als que s’utilitzen realment en I’experiment. La representacid
grafica que s’obté és la superficie de resposta o grafica de contorn del model. Un risc
potencial de I's dels dissenys factorials de dos nivells és el suposit de la linealitat dels
efectes dels factors. Habitualment en el disseny s’inclouen els experiments que
correspondrien als valors centrals del domini estudiat. D’aquesta manera es minimitza el
risc de perdre informacid sobre possibles relacions no lineals a la regi¢ intermitja del
domini i la seva repeticid6 permet determinar els intervals de confianga [77]. Les
observacions en el centre del disseny no només proporcionen una estimacié de I’error
experimental sin6 també un mecanisme per mesurar el grau de curvatura en la regid

experimental.

Sovint quan s’han identificat els diferents factors i interaccions que poden afectar als
resultats d’un experiment, interessa aplicar altres metodes per determinar la combinacio
dels nivells dels factors que proporcionara la resposta Optima en el menor nombre
d’etapes experimentals. En aquest context s’ha de mencionar que existeixen diversos
processos d’optimitzacid capagos de localitzar la resposta maxima que impliquen un

estudi més detallat del sistema. Aquests processos s’han utilitzat freqiientment en
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I’optimitzaci6 de les diferents variables experimentals que afecten la SPME de diferents

compostos volatils en diferents matrius, com per exemple el vi o el vinagre [78,79].

Aplicacions de la SPME en I’analisi de cloroanisoles i clorofenols en vi i suro

Com a resultat dels avantatges d’aquesta teécnica d’extraccid, sobretot pel que fa a la
capacitat de preconcentacio, la SPME ha estat ’opcio escollida a I’hora de realitzar
I’analisi de nombrosos compostos a nivells traca majoritariament en matrius aquoses
[80]. En el camp de I’enologia aquesta técnica ha suposat un important aveng per a la
determinacid de substancies volatils que requerien tediosos pretractaments per assolir
els graus de concentracio desitjats, com per exemple els sulfurs [81]. D’altra banda, la
disponibilitat de diferents fibres de SPME ha facilitat ’estudi del perfil aromatic de
diversos vins [82,83,84]. Bonino i col-laboradors van aplicar una fibra de PDMS/DVB
per identificar compostos volatils [85]. El mateix tipus de fase solida ha estat emprada
per a I’analisi de pirazines en mosts [86] 1 vins [87]. Els fenols volatils, que es
consideren una part de la composicido aromatica del vi, també han estat analitzats
mitjancant SPME [78]. Una atencid especial s’ha dedicat a 1’analisi de plaguicides que
pot contenir el vi ja que poden comprometre la seguretat alimentaria i necessiten ser

detectats a baixos nivells de concentraci6 [88,89,90].

Comprovada ’efectivitat de la SPME per a I’extracci6 de gran varietat de compostos en
vi, no és d’estranyar que 1’aplicaci6é d’aquesta técnica hagi monopolitzat la majoria dels
treballs publicats per a la determinacid de cloroanisoles en la matriu citada. Un dels
primers metodes per a I’analisi de TCA mitjangant SPME fou el proposat per Fischer i
col-laboradors [91]. A partir d’aquesta aproximacié han anat sorgint modificacions
metodologiques que han permes una deteccido més acurada dels compostos responsables
del “gust de suro” en vi [13]. En aquest sentit Evans et al. van avaluar un procediment
d’analisi de TCA emprant el seu analeg deuterat com a patr6 intern [92]. Alzaga i
col-laboradors van assajar la possibilitat d’emprar altres compostos halogenats com a
patrons interns per aixi corregir els possibles efectes matriu produits pel vi [93]. Riu et
al. van estudiar I’extraccio de TCA en vi emprant diferents tipus de fibres 1 van aplicar
un disseny factorial complet per establir la influéncia de la temperatura, temps, forca
ionica i volum de mostra en la realitzacié de la SPME [94]. Si bé en un principi es va
centrar I’atencié en el TCA, diferents autors han descrit metodes per a la determinacio

simultania d’altres cloroanisoles en vi. Lizarraga i col-laboradors després de comparar el
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comportament de varies fibres van concloure que la de PDMS oferia una major
recuperacio dels analits (TCA 1 TeCA) en menors temps d’exposicié a la vegada que
s’obtenia una millor precisio [95]. De fet, en els estudis comentats anteriorment la fibra
de polidimetilsiloxa també fou seleccionada per dur a terme I’extraccié. Amb la
introducci6 de nous sorbents més selectius s’ha ampliat el ventall de possibilitats a
I’hora d’escollir els recobriments de fibra que millor s’ajusten a les propietats
quimiques dels compostos d’interés. Aixi, Martinez-Uruiiela et al. van comprovar que la
fibra de divinilbenzé/carboxen/polidimetilsiloxa (DVB/CAR/PDMS) mostrava una
major resposta pel TCA, TeCA i1 PCA a altes temperatures (50-80°C) [96]. Val a dir que
totes les metodologies esmentades es caracteritzen per la gran sensibilitat 1 permeten
detectar nivells de concentracié de 1’ordre de pocs ng/L, fet que demostra que la SPME

permet assolir els requeriments de limits de deteccid establerts.

Una altra matriu on habitualment s’analitzen els cloroanisoles son les aigilies. Els
problemes organoléptics produits per I’aparicio de cloroanisoles en aigiies potables com
a resultat dels processos de cloracio (desinfeccid) ha fomentat la seva identificacid i
quantificacid, juntament amb d’altres compostos. Cal esmentar que en aquesta matriu el
llindar de percepcid és inferior al que s’estableix en vi. Per tant, es fa necessari el
desenvolupament de metodes extremadament sensibles per possibilitar-ne la deteccio.
Després d’optimitzar les condicions d’extraccid, Pinheiro i col-laboradors van obtenir
un procediment que els permetia detectar concentracions de TCA superiors a 0.7 ng/L
[97]. Malgrat tot, les queixes dels consumidors pel que fa a la preséncia d’olors 1 gustos
indesitjables (terrds, florit) a ’aigua no son fruit exclusivament de la preséncia de TCA
sind que també hi contribueixen altres compostos que habitualment s’associen amb el
“gust de suro” (geosmina, 2-metilisoborneol, pirazines, haloanisoles i halofenols).
Malleret et al. van avaluar 1’eficiéncia de diferents fibres que incorporaven més d’un
polimer per tal d’extreure simultaniament cloroanisoles i els seus precursors fenolics
sense derivatitzar [98]. Atés que se suposa que les mostres no presenten un elevat
contingut d’interferents, van comprovar que el mostreig de forma directa (immersio del
sorbent dins la solucid) conduia a una major extraccid [51]. La fibra que oferia un major
rendiment fou la DVB/CAR/PDMS, ja que la presencia del polimer de DVB afavoreix
I’extraccid dels compostos aromatics mitjancant interaccions m-m. Aquests resultats
s’adiuen amb els obtinguts per Sung i col-laboradors per a la determinaciéo de TCA,

geosmina, 2-metilisoborneol 1 pirazines [99] 1 per Zhang et al. per a ’analisi de
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tricloroanisoles, geosmina, 2-metilisoborneol i TBA mitjancant HS-SPME [100].
Aquest darrer treball €és especialment innovador pel fet d’acoblar la SPME amb la
injeccid6 de grans volums en el sistema cromatografic, la qual cosa incrementa
substancialment la sensibilitat del meétode. Un altre grup de compostos que
potencialment poden impartir olors desagradables en les aiglies tractades son els cloro-
bromo trihaloanisoles mixtes. La dificultat que comporta el seu estudi rau en el fet que
es tracten de substancies que no es troben disponibles comercialment. Diaz i
col-laboradors en van proposar la seva sintesi a la vegada que van desenvolupar un
procediment d’analisi basat en la HS-SPME [101]. A banda, resulta interessant
mencionar que 1’aplicacio de la SPME a un altre tipus de mostres aquoses com poden
ser les aigilies de rentat dels taps de suro pot significar una eina molt util a I’hora de
controlar el contingut de contaminants, especialment els haloanisoles i els seus

precursors fenolics [102].

Tot 1 que existeix una amplia bibliografia on es descriu ’aplicacié de la SPME en
I’analisi de clorofenols en matrius ambientals, no és el cas de les mostres de vi. No
obstant aix0, cada vegada més es tendeix a la monitoritzacié d’aquests compostos ja que
s’ha pres consciéncia de la seva directa implicacid en el defecte de “gust de suro”. A
part dels parametres que usualment s’optimitzen en SPME (tipus de fibra, temps,
temperatura, etc.), 1’analisi de clorofenols sovint també requereix examinar les
condicions de derivatitzaci6. L’acetilacid és una reaccié que depén del pH i en una
matriu tan complexa com el vi cal adaptar-ne les proporcions dels agents derivatitzants
[73]. En aquest mateix estudi es va observar que tant la fibra de PDMS, PDMS/DVB o
PA son una excel-lent elecci6 per a la HS-SPME dels clorofenols acetilats en mostres de

vi negre.

Les mostres solides resulten particularment complicades a 1’hora de ser analitzades
mitjancant SPME ja que no permeten la seva extraccio directa [48]. S’han d’aplicar
diferents aproximacions per facilitar la preparacié de la mostra, com per exemple
I’analisi a través de 1’espai en cap. Mentre certes matrius solides presenten interaccions
febles amb els compostos, d’altres es troben fortament unides amb les substancies
d’interes, dificultant aixi la seva distribucié a la fase gasosa. Per analits térmicament
estables, generalment s’incrementa la temperatura per millorar el transport des de la

matriu a I’espai en cap. La pérdua de sensibilitat associada a la disminucié de la
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constant de distribucié es pot compensar refredant la fibra [51]. L’addicié d’una petita
quantitat d’aigua o un altre tipus de solvent organic polar afavoreix la difusio del
compost de la mostra a la fase estacionaria i1 accelera aixi I’extraccio. Si bé 1’analisi de
cloroanisoles en matrius liquides mitjangant SPME és una practica habitual, tal i com ho
corroboren 1’extens nombre de publicacions, la seva aplicacié a mostres solides, com el
suro, no ha experimentat tal acceptaci6. Bianchi i col-laboradors van proposar una
metodologia per a I’extraccié de dicloroanisoles i TCA de taps de suro triturats emprant
una fibra de Carboxen/PDMS [103]. Per tal de prevenir un escalfament no homogeni de
la mostra es va afegir certa quantitat d’aigua, la qual cosa beneficia també la
transferéncia dels analits. En general, el procés d’extraccid ve limitat per una cinctica
excessivament lenta, probablement com a conseqiiéncia del baix valor del coeficient de
partici6 entre el suro amb un caracter hidrofobic i la matriu polar (aigua afegida).
Aplicant un disseny factorial, es va comprovar que tant I’augment de la temperatura
com el temps afectaven positivament al procés; en canvi el percentatge d’etanol afegit
per facilitar 1’extracci6 dels cloroanisoles conduia a la disminucié de la resposta.
Malgrat tot, mancaria una examinacié més exhaustiva pel que fa els parametres de
qualitat, tal com es mostra en el treball de Riu et al. [104]. Aquests autors van elaborar
un metode per determinar cloroanisoles directament en diferents tipus de taps de suro
utilitzant una fibra de DVB/CAR/PDMS. La preparaci6 de patrons solids va requerir un
estudi minucids basicament dirigit a la seleccid de la quantitat i textura del material de
suro. El procediment resultant ofereix recuperacions excel-lents per tots els analits
estudiats, a la vegada que s’obtenen limits de deteccid de 0.2 ng/g pel TCA, TeCA i
PCA. Aplicant una variant de la configuraci6 de HS-SPME que permet eliminar 1’efecte
matriu (vegeu la seccio referent a les limitacions de la SPME), Ezquerro et al. van
aconseguir 1’extracci6 exhaustiva de TCA, 1-octen-3-ol, 1-octen-3-ona i guaiacol de

mostres de suro utilitzant una fibra de DVB/CAR/PDMS [105].

En relaci6 a I’analisi de clorofenols en suro utilitzant la SPME sobre el solid directe, no
s’ha trobat, en les fonts consultades, cap estudi documentat. Alguns autors proposen
com a aproximacié la maceracié del material de suro en una solucié hidroalcoholica, de
manera similar a com es realitzen els testos de control en la industria tapera (vegeu
apartat 1.3.5), per posteriorment aplicar la técnica d’extraccié sobre el macerat resultant.
Aquest procediment, que ha estat objecte d’una de les publicacions que s’adjunten, s’ha

utilitzat també per a I’analisi de cloroanisoles en taps de suro [106].
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Limitacions de la SPME

Tot i els avantatges que s'associen a la SPME, no s'ha d’oblidar les limitacions que porta
associades. La qualitat de les fibres depén del proveidor i, per aixo, el rendiment varia
en funcio del lot emprat. A més, son dispositius fragils, sovint sotmesos a ruptures i que
exposats a altes temperatures poden donar problemes de sagnat de la fase estacionaria.
Durant l'extraccio poden quedar absorbits irreversiblement compostos que modifiquen
les propietats del sorbent i donar lloc a metodes poc reproduibles i no-lineals [53]. Les
interferéncies de la matriu representen un important desavantatge de la SPME a I’hora
de quantificar compostos procedents de mostres complexes. En aquest sentit, Rocha i
col-laboradors van observar que incrementant la concentracié d’un determinat compost
en una mostra de vi es produia un descens en 1’absorcié d’altres substancies [107].
Especialment en vi negre la preseéncia de certs compostos com els polifenols poden
induir a canvis en les constants de distribucio [94,108]. En les matrius
hidroalcoholiques, com el vi i, en general, els macerats de suro, la preséncia de 1’etanol
tamb¢ influeix en [Deficiencia de I’extraccio: 1’augment del contingut d’alcohol,
normalment, afecta negativament a la sensibilitat del métode. No obstant, no s’aconsella
diluir la mostra per disminuir-ne el percentatge ja que aquesta operaci6 porta associada
la dilucio dels analits fet que sera més perjudicial que el benefici que es pot aconseguir
en el valor dels coeficients de partici6. L us de la teécnica del patr6 intern pot resoldre
aquest problema pero de totes maneres continua essent critica la comparaci6 de resultats
obtinguts de mostres amb diferents continguts d’etanol. El desenvolupament de la teoria
de la microextraccid6 en fase solida maultiple (MHS-SPME) permet eliminar els
problemes associats a [’efecte matriu. Aquesta teécnica implica la realitzacié de
extraccions consecutives d’una mateixa mostra fins que es recupera la totalitat de
I’analit. En aquest procés, la concentracid6 del compost extret disminueix
exponencialment i 1’area total de pic corresponent a I’extraccid exhaustiva de la
substancia es pot estimar com la suma de les arees per cada extracci6 individual (tres o
quatre). Per tal que el procés MHS-SPME esdevingui efectiu s’han d’acomplir tres
condicions [109]:

- la relacio entre 1’area de pic 1 la quantitat d’analit en la fibra ha de ser lineal al llarg de
I’interval considerat,

- les constants de distribuci6 fibra - mostra i espai en cap - mostra, i el volum de les tres

fases han de romandre constants durant les diverses extraccions,
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- s’ha d’establir el total equilibri de I’analit en les tres fases per a cada extraccid
individual.
L’area de pic total (Ar) correspon a la suma de les arees de cada extracci6 individual i
s’expressa matematicament de la seglient manera:
x A
A=Y A=
= 1-5

on A; és I’area de pic de la iéssima extraccio, A; és I’area de pic de la primera extraccio

(4)

1 B és una constant. D’acord amb 1’equacié (4) 1’area de pic total es pot calcular a partir
de dues dades: A; que és una mesura experimental i el valor B que es determina
mitjangant la regressio lineal dels logaritmes de les arees de pic individuals:
InA =@(-D)Ing+InA (5

Quan el procés es completa després de poques extraccions, els calculs es simplifiquen.
D’aquesta manera, a part d’obtenir una metodologia significativament més sensible,
s’eviten els problemes d’efecte matriu. La utilitzaci6 d’aquesta técnica ha estat
satisfactoriament aplicada a 1’analisi dels compostos relacionats amb el “gust de suro”
en mostres de vi [74] 1 suro [105]. A efectes practics, la MHS-SPME permet quantificar
diferents mostres de vi emprant un mateix calibratge o bé mostres de suro interpolant en
una recta de regressié construida usant patrons aquosos sense que aix0 impliqui una

perdua d’exactitud i precisio en el resultat final.

La sensibilitat que proporciona la SPME ¢és suficient per a un extens nombre
d’aplicacions, perd ocasionalment es veu limitada per I’escassa quantitat de recobriment
de la fibra, la qual cosa provoca una baixa eficiéncia d’extracci6. Per véncer aquesta
mancanga, s’ha introduit una modificacié que es fonamenta en I’increment del volum de
la fase extractant: és 1’anomenada “stir bar sorptive extraction” (SBSE). En lloc d’una
fibra recoberta amb el sorbent, aquesta técnica de preparacié de mostres aquoses utilitza
una barra magneética revestida amb el sorbent (tipicament de 50-200 pL). Fins al
moment, només s’ha utilitzat 1’absorbent de PDMS, perd en un futur proxim
probablement apareguin recobriments amb caracteristiques polars. L’extraccio té lloc
mitjancant 1’agitacié de la mostra amb la barra magnética durant un temps preestablert,
normalment inferior a 60 min depenent del volum de mostra i la velocitat d’agitacio. A
continuacio, es duu a terme la desorci6 térmica en una unitat acoblada al cromatograf de

gasos 0 bé posant en contacte el dispositiu amb un dissolvent adequat i, després d’un
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periode d’agitacid, s’injecta 1’extracte corresponent al cromatograf de liquids. La
constant de distribuci6 entre el PDMS 1 1’aigua es considera proporcional al coeficient
de particio octanol-aigua (Koy) [19]. Aixi, la SBSE comparada amb la SPME mostra
una especial sensibilitat per aquells compostos amb valors baixos de K,. Tenint en
compte els avantatges de la SBSE, és comprensible que el nombre de publicacions que
tracten de I’enriquiment d’analits amb aquesta técnica hagi augmentat en els darrers
anys. D’entre les aplicacions descrites cal destacar-ne el seu Us per a la concentracié de
substancies organiques en vi i la caracteritzacié de la seva aroma [110,111,112]. A
banda d’analitzar la composicio del vi i els contaminants quimics que s’hi poden trobar,
Hayasaka el at. van avaluar la capacitat de la SBSE per a ’extraccié de TCA, obtenint
uns limits de deteccid al voltant d’un ng/L [113]. En un altre estudi es presenta la
validacié completa del métode de SBSE per a I’analisi de policloroanisoles i s’estableix
la minima quantitat d’analit detectable en 0.4 ng/L pel TCA i 2 ng/L pel TeCA i PCA
[114]. Pel que fa a la determinacid de cloroanisoles i els clorofenols dels quals
provenen, Zalacain 1 col-laboradors van examinar els parametres que influenciaven
I’extraccid d’aquests compostos en vi (temperatura, temps, pH i1 1’addicié de NaCl)
usant la SBSE [115]. El métode es caracteritza basicament pels baixos limits de deteccio
que s’assoleixen, els quals son de I'ordre dels pg/L, fet que demostra 1’elevada
sensibilitat del procés. Aquests resultats no deixen de ser sorprenents tenint en compte
que P’absorcio del sorbent de PDMS no ¢€s selectiva 1 per tant, a part dels analits, es
concentren alguns compostos interferents de la mostra (efecte matriu). A més a més,
I’absorbent de PDMS proporciona baixes recuperacions per substancies polars com els
fenols i per aixo molts autors opten per derivatitzar-los in situ [116]. La SBSE també ha
permes la quantificacid6 de TCA i1 TCP en altres begudes alcoholiques [117]. La
particular utilitat d’aquest pretractament de mostra ha fomentat la seva aplicacid en
camps diversos, incloent 1’analisi d’“off-flavours” (tricloroanisoles, 2-metilisoborneol i
geosmina, TBA) en aigiies [118,119,120]. Fins al moment només s’han citat exemples
referents al pretractament mostres liquides, no obstant, és possible 1’Gs d’aquesta técnica
en matrius solides sempre 1 quan es realitzi una extraccio previa. Aquest és el cas del
metode que alguns autors han proposat per a I’analisi de cloroanisoles i1 clorofenols en

suro, el qual implica la SBSE de I’extracte hidroalcoholic (75% (v/v)) resultant [121].
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2.2.4. Altres técniques de pretractament de mostres de vi i suro per a I’analisi de
cloroanisoles i clorofenols.

Les limitacions de les etapes d’extraccid i preconcentracid de les diferents técniques
detallades anteriorment ha fomentat la recerca de nous meétodes per determinar els
cloroanisoles 1 clorofenols en vi i suro. Per ambdods tipus de matrius Campillo 1
col-laboradors van proposar una extracciéo amb dissolvent (n-penta) i I’extracte resultant
es va concentrar usant un sistema de purga i1 trampa [122]. Un cop optimitzats els
parametres que regeixen el procés d’extraccid (temps d’ultrasons) i de concentracid
(temperatura i temps de purga i desorcid), el meétode oferia unes recuperacions superiors
al 85% tant en suro com en diferents tipus de vi 1 uns limits de detecci6 de 25 pg/gi 5

ng/L, respectivament.

La comprensiéo de 1’aroma del vi o, millor dit, la identificaci6 dels compostos que
contribueixen en el seu caracteristic perfil aromatic, esta estretament vinculada a
I’analisi sensorial per part d’un pannell d’experts degudament entrenats. Malgrat que els
sentits humans soén una potent eina de deteccid, no deixen d’estar subjectes a seriosos
inconvenients, com la subjectivitat i la variaci6 en la sensibilitat entre una persona i una
altra. Amb la finalitat de simular el nas huma al mateix temps que s’eviten les
limitacions esmentades s’han desenvolupat uns instruments analitics anomenats nassos
electronics. Aquests dispositius, un cop calibrats, permeten realitzar nombroses
avaluacions sensorials en un temps minim i, per tant, aquest fet representa un gran
avantatge a nivell economic. Tot i que existeixen diferents tecnologies disponibles, en
general, un nas electronic consisteix en 1’arranjament de sensors de gasos semi-selectius
1 un apropiat patré d’identificacid capac¢ de reconeixer olors simples i complexes. La
resposta d’aquests sensors normalment es mesura mitjancant el canvi d’algun parametre
fisic com pot ésser la conductivitat. Una de les principals aplicacions d’aquests
dispositius és la caracteritzacid i classificacio de vins a la vegada que també permeten
garantir-ne la qualitat [123,124]. De cada mostra es crea un patr6 que es processa i
s’analitza emprant técniques de reconeixement avangades. Aixi, comparant el resultat
obtingut amb una base de dades es pot identificar la mostra desconeguda amb un elevat
grau d’exactitud. Mitjancant aquests sistemes també és possible la deteccio d’“off-
flavours” presents en el vi, com per exemple el TCA [125]. Cal remarcar que tant
I’aigua com I’alt contingut en alcohol dels vins limita 1’aplicacié d’aquesta tecnologia,

ja que provoquen la disminuci6 de la seva vida util i poden emmascarar la preséncia de
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certes substancies volatils. Seguint el mateix principi que el nas electronic, s’han
desenvolupat uns dispositius o llengiies electroniques que es basen en sensors per a
liquids. No obstant, la seva aplicacid per a ’analisi de vins ha estat menys freqilient
[126]. Un altre tipus de nas electronic seria aquell que implica 1’acoblament d’un
mostrejador d’espai en cap a un espectrometre de masses (HS-MS). Es una técnica
emergent que permet assegurar i controlar la qualitat a la indistria. Quan s’analitzen
diverses mostres es genera una matriu de dades les quals es processen aplicant metodes
quimiometrics per comparar i classificar els compostos. Aquest procediment és doncs
similar al que es dona lloc mitjangant un nas electronic perd en comptes d’emprar
sensors, en aquest cas es fa Us de I’espectrometria de masses. Marti i col-laboradors van
utilitzar aquesta metodologia simple i rapida per a la determinacié de TCA en vins; no
obstant, la gran limitaci6 que van assenyalar fou I’elevat limit de deteccio (0.2 pg/L)
que supera substancialment els llindars de percepcio6 establerts en aquesta matriu [127].
Una alternativa a les analisis en espai en cap és la técnica anomenada “pervaporation”,
que consisteix en ’aillament 1 concentracid6 de compostos volatils abans de la seva
introduccié a l'instrument analitic (generalment el cromatograf de gasos). Aquesta
aproximacio es basa en una membrana hidrofobica situada entre un modul inferior on es
carrega la mostra usant una bomba peristaltica 1 un compartiment superior on un flux
d’heli recull les substancies volatils 1 mitjan¢ant una valvula d’injeccid es transfereixen
al sistema de deteccid. La cambra inferior es col-loca dins un bany d’aigua per tal
d’aportar temperatura al sistema i aixi els analits es desprenen més facilment de la
matriu. La separaci6 es duu a terme per la diferent pressié de vapor dels components
introduits en la cambra perd també per la selectivitat de la membrana. Addicionalment
per millorar la sensibilitat es pot col-locar un material de carbd (Carbofrit) en el port
d’injecci6é del cromatograf de gasos per facilitar la fixacié dels compostos. Aquesta
configuracié no permet la preconcentracid dels compostos i per aquesta rad s’ha
proposat una alternativa que es fonamenta en I’acoblament d’una unitat on es realitza
I’atrapament criogenic de les substancies a través d’una fase solida i una posterior
desorcio térmica. El dispositiu consta d’un receptacle que conté la mostra la qual
s’escalfa. Les substancies volatilitzades son transportades per un flux de nitrogen fins a
una minicolumna empaquetada amb un material adsorbent. Durant el procés d’adsorcid
la columna es submergeix en un bany de gel i en el procés invers s’aporta temperatura
per evaporar els analits, els quals sén arrossegats per un corrent d’heli fins al

cromatograf de gasos. Ambdues configuracions han estat aplicades satisfactoriament a
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I’analisi de dicloroanisoles, TCA 1 TBA en mostres de vins [128,129]. No obstant, s’han
obtingut millors limits de deteccid quan el sistema inclou una etapa de concentracio.
Finalment també s’ha avaluat un acoblament de la técnica “pervaporation” amb un
espai en cap dinamic per a la quantificacid de vins que presentaven el defecte de “gust
de suro”. Es tracta d’una modificacié que consisteix en 1’escalfament de la mostra
mentre és agitada, el transport dels analits per un gas portador fins a una membrana que
elimina els interferents 1 la subseqiient transferéncia fins a I’injector empaquetat amb

Carbofrit [130].

Tal 1 com s’ha pogut veure en 1’apartat precedent, la tendéncia general del pretractament
de la mostra de vi és justament reduir al maxim la manipulacioé de la mateixa. Aquesta
també¢ ha estat la directriu seguida en la preparacio de les mostres de suro. Un exemple
el constitueix el sistema de termo-desorcid acoblat a un dispositiu d’injeccio en fred en
el cromatograf de gasos, que ha estat aplicat per a la determinacié de TCA 1 el seu
precursor fenolic directe [131]. La mostra de suro s’introdueix dins un tub de vidre que
es va escalfant de manera que els analits passen a ’injector que es troba a baixa
temperatura i per tant els reté. Finalitzat el procés de desorcio s’aplica temperatura a
I’injector 1 aixi es transfereixen els compostos dins el sistema cromatografic. Un altre
pretractament per aquest tipus de matriu seria I’extracciéo amb fluid supercritic, tal i com
s’ha especificat en 1’apartat 1.3.4 [132]. En aquest cas el CO, flueix a través de la
mostra de suro triturada per dissoldre el TCA el qual es recull en una trampa criogénica
1 es recupera mitjancant 1’elucié amb una petita porcid6 de metanol que generalment

s’analitza directament per cromatografia de gasos.

Una altra aproximacio on també es tendeix a un minim pretractament de mostra son les
tecniques d’immunoassaig que es basen en la interaccid especifica entre un anticos unit
covalentment a un suport adequat i I’analit 1 que també han estat aplicades per a la
detecci6 de TCA. Aquest tipus d’analisi representa una eleccié summament atractiva
per la seva elevada selectivitat, simplicitat 1 baix cost. La possibilitat de disposar d’un
biosensor representaria una poderosa eina per monitoritzar la formacié dels compostos
d’estudi, prevenint aixi la seva posterior aparici6 tant en el vi com en el tap de suro. La
produccié d’anticossos que reconeguin exclusivament 1’analit d’interés esdevé vital ja
que governa I’especificitat del procés. En el cas del TCA, és necessaria la preparacié de

derivats anomenats haptens que es caracteritzen per ésser el maxim de semblants a
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I’analit pel que fa a I’estructura quimica, conformacié espacial, distribucio6 electronica 1
propietats hidrofobiques [47,133]. Aquests haptens posseeixen grups funcionals
mitjancant els quals s’uneixen a enzims o proteines. Una proposta de biosensor per a
TCA la va proposar Moore i col-laboradors [134], no obstant la principal limitaci6 de la
configuracid recau en el fet que no permet assolir la sensibilitat que requereix la seva

analisi.

2.3. METODES D’ANALISI: LA CROMATOGRAFIA DE GASOS (GC)

La separacio 1 deteccio de cloroanisoles i clorofenols en mostres de vi i1 suro
habitualment es vincula a la cromatografia de gasos (GC), com a resultat de la natura
volatil o semivolatil dels analits. No obstant, en moltes analisis de compostos fenolics
en mostres ambientals €s freqilient la utilitzaci6 de la cromatografia liquida ja que no és
necessaria una etapa previa de derivatitzacio 1 a més la presencia de grups conjugats fan
possible la seva deteccié directa emprant un simple detector ultraviolat-visible (UV-
Vis). Acomplir les exigeéncies de sensibilitat per a la determinacié dels cloroanisoles i
els respectius precursors no és una tasca senzilla i, per tant, juntament amb una acurada
estrategia de pretractament de la mostra cal un eficient sistema de deteccio. En aquest
sentit, la cromatografia de gasos disposa de detectors extremadament sensibles que han
facilitat la consecuci6 d’aquest repte. Per a I’aplicaci6 que es considera els més
apropiats son el detector de captura d’electrons (ECD) 1 I’espectrometre de masses
(MS), el primer per la seva elevada resposta enfront molecules que contenen atoms
electronegatius en la seva estructura i el segon perqué ofereix la possibilitat
d’identificacio. A més, la configuracié de trampa ionica permet facilment operar en el
mode MS/MS que es tradueix en una millora de la sensibilitat 1 selectivitat. Si bé
aquests sistemes son els més habituals, en la bibliografia apareix algun treball on
s’utilitza la detecci6 d’emissiéo atomica (AED) [122], que es fonamenta en la
introducci6 dels analits eluits de la columna a un plasma on té lloc I’atomitzacié de
manera que s’aporta suficient energia per excitar els electrons dels atoms de clor en el
cas dels cloroanisoles i clorofenols. Al retornar al seu lloc original alliberen aquesta
energia en forma llum, la longitud d’ona de la qual és caracteristica de 1’element en
qiiestido. D’entre els diferents tipus de detectors basats en I’espectroscopia atomica,

I’AED ¢s el més popular en cromatografia de gasos ja que ofereix una oOptima
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sensibilitat, selectivitat i un ampli interval lineal [135]. No obstant, el gran desavantatge
d’aquest detector és ’elevat cost de manteniment. Addicionalment, cal esmentar que
I’acoblament de diferents sistemes de deteccidé representa un aveng en 1’obtencioé de
metodologies més sensibles i selectives. Concretament, s’ha descrit un procediment de
HS-SPME per a la determinacié d’anisoles en vi que combina la deteccid per captura
d’electrons amb I’espectrometria de masses amb ionitzacié mitjangant plasma induit per

alta freqiiencia (ICP-MS) sense incrementar el temps d’analisi [136].

De la mateixa manera que les técniques de preparacié de mostra, la cromatografia de
gasos ha experimentat un gran desenvolupament en els darrers anys. Concretament,
I’innovador concepte de la cromatografia de gasos multidimensional (MDGC) ha
revolucionat el camp de les técniques de separaci6. La MDGC sorgeix com a
conseqiiencia de les deficiéncies resolutives dels métodes estandards a 1’hora d’analitzar
mostres molt complexes. A grans trets aquest sistema es basa en la distribucio de les
substancies entre dues columnes independents. Un cop els analits han recorregut la
primera columna es focalitzen en diverses fraccions estretes a intervals de temps curts i
regulars cap a la segona que es caracteritza per €sser de menor longitud per facilitar la
rapida separacid. En general, la primera columna és apolar i la separacio és produeix per
difereéncia de volatilitat mentre que en la segona dimensio, constituida normalment per
una columna polar, la separacié és rapida i isotérmica a la temperatura d’elucié de la
primera dimensid i €s produeix com a resultat de les diferents interaccions entre els
compostos 1 la fase estacionaria. Com que cada banda s’elueix de la primera dimensio
en diverses fraccions, la separacidé de cada una d’elles s’ha d’acomplir al cap de pocs
segons abans que la segiient fraccié es re-injecti a la segona columna. Aquests
requeriments s’aconsegueixen utilitzant sistemes de modulacié adequats. Donat que els
components de la primera columna es transfereixen per pulsos cap a la segona, les dades
de temps-resposta es poden transformar en una matriu la qual es representa en un espai
de dues dimensions proporcionant una superficie de contorn per a cada pic. Els
detectors han de permetre donar una resposta en un temps minim. Actualment els
detectors d’ionitzacio de flama (FID) moderns compleixen aquest requisit. No obstant,
dels espectrometres de masses disponibles, només el “time-of-flight” (TOF) és adient
per aquest sistema. El cromatograma resultant presenta dos eixos de temps (retencié de
cada una de les columnes) i la intensitat de senyal corresponent a 1’al¢cada de pic. Els

analits que pertanyen a la mateixa familia quimica es preveu que presentin
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aproximadament les mateixes interaccions amb la fase estacionaria i per tant han de
mostrar temps de retencié similars en la segona dimensid. Aixo es tradueix en una
ordenaci6 caracteristica en bandes en el cromatograma, de manera que es poden
“identificar” els diferents compostos. La principal aplicacié d’aquesta aproximaciod
inclou la separacid6 de mescles que contenen gran nombre de components els quals
mitjancant la cromatografia de gasos tradicional donen lloc a pics sobreposats. El seu
aparent potencial ha estat explotat en camps ben diversos com ’analisi de plaguicides,
petrolis, aromes, entre d’altres. Fins 1 tot, cal mencionar que el seu acoblament amb la

SPME ha permés la determinacié de la composici6 volatil del vi [137].

El futur desenvolupament de la cromatografia de gasos es dirigeix a reduir costos i
millorar I’exactitud, precisi6 i temps. En qualsevol laboratori analitic I’estalvi del temps
necessari per realitzar una analisi de rutina és primordial. En moltes ocasions els
metodes basats en la cromatografia de gasos son massa lents ja que son directament
dependents de la resoluci6. Per augmentar la velocitat de les separacions
cromatografiques es poden considerar les segiients opcions: utilitzar columnes més
curtes 1 selectives, de diametre intern més reduit i que continguin menys fase
estacionaria, incrementar la temperatura de programacid, augmentar el flux del gas
portador, etc. Com a resultat d’aquestes modificacions neix la cromatografia de gasos
d’alta velocitat. El gran avantatge d’aquesta técnica €s la rapidesa amb la qual es
realitzen les analisis (fins 1 tot en pocs segons) i optimitzant els diferents parametres
implicats es poden obtenir cromatogrames de mostres complexes amb una
extraordinaria resolucid. L’eficiéncia d’aquesta técnica ha estat posada de manifest en
disciplines ben diverses i en concret també ha estat aplicada a la determinaciéo de TCA

en suro [138].

Les innovacions en el sistema d’introduccio de mostra han significat I’ampliaci6 de les
possibilitats de la cromatografia de gasos. Un apartat especial s’ha de dedicar a la
injeccio de grans volums (LVI), que a diferéncia de la cromatografia convencional la
qual es fonamenta en la introduccié de 1 a 2 pL, permet injectar volums superiors, fins 1
tot, de centenars de pL. Existeixen diferents estratégies per dur a terme la LVI, pero en
totes elles s’obtenen una série d’avantatges:

- ’increment del volum de mostra injectat (fins a 100 uL o més) implica que els limits

de deteccid del metode analitic es redueixin, augmentant-ne aixi la sensibilitat,
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- es simplifica notablement la preparacié de mostra per a I’analisi d’analits a nivell traga
1 s’evita aixi molts dels errors que porta associats. Per exemple, una practica habitual
per enriquir els extractes derivats de la SPE és 1’evaporacié del dissolvent que, a part de
ser una tasca laboriosa i que implica un augment del temps d’analisi, pot estar subjecta a
la perdua dels compostos d’estudi,

- resulta facil I’acoblament d’aquesta teécnica al sistema cromatografic.

La LVI es pot dur a terme usant diferents tipus d’injectors perd el vaporitzador de
temperatura programada (PTV) operant en ¢l mode de divisié (“split”) del solvent,
representa una eleccid molt apropiada per suprimir els possibles efectes matriu i1 en
general, per la seva estabilitat enfront la resposta de I’analit [139]. Es tracta d’un tipus
d’injector similar al “split/splitless” pero esta equipat amb un dispositiu d’escalfament i
refredament. Normalment es col-loca en el “liner” una porci6é de llana de vidre o un
altre tipus de material inert per tal d’acomodar la mostra liquida. S’ha d’evitar que
existeixin fortes interaccions entre els analits 1 aquest material, ja que podrien derivar en
perdues per adsorcid o degradaci6é térmica [140]. Com a norma general, la mostra
s’injecta a velocitat constant i a una temperatura inferior al punt d’ebullici6 del
dissolvent. Atés que la valvula de “split” es manté oberta durant la injeccid i circula un
elevat flux de gas portador, es facilita I’eliminacio del solvent de forma controlada 1 es
produeix la concentraci6 i retencid dels compostos en el material d’empaquetament del
“liner”. Posteriorment, quan aproximadament el 95% del dissolvent s’ha evaporat, es
tanca la valvula i s’escalfa I’injector, rapidament a una velocitat definida, fins a la
temperatura necessaria per a completar la vaporitzacié dels analits 1 transferir-los dins
de la columna cromatografica. Els components de la mostra amb diferents volatilitats
s’evaporen successivament i per tant se separen durant la injeccid. Tan bon punt es
completa la transferéncia, la valvula de “split” s’obre i es manté el PTV a alta
temperatura fins al final del programa del forn per prevenir la possible acumulacio
d’interferéncies en el si de I’injector. Aquest procés d’injeccié s’illustra a la Figura

2.9.
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Figura 2.9. Esquema del procediment d’injeccié mitjangant un injector PTV operant en
el mode de “split” del dissolvent. (A) Introduccié de la mostra, (B) Transferéncia dels

analits, (C) Separaci6 cromatografica.

El desenvolupament d’una adequada introduccié de mostra requereix 1’optimitzacio de
diferents parametres, com per exemple, la duracio de 1’etapa d’eliminaci6 del solvent i
de la transferéncia dins la columna, el tipus i quantitat de material inert, el diametre del
“liner”, el volum de mostra, el tipus de dissolvent, la velocitat d’injecci6 i la rampa
d’escalfament del PTV, la temperatura d’injeccid, etc. [141]. Considerant els avantatges
de la LVI, sobretot en termes de sensibilitat, s’ha potenciat la seva utilitzacié per a
I’analisi d’una gran varietat de compostos que es troben en diferents matrius a
concentracions molt baixes [142]. Per a I’analisi de tricloroanisoles, TBA, 2-
metilisoborneol, geosmina i pirazines en aigiies, Malleret et al. van desenvolupar un
metode basat en 1’acoblament del “closed-loop stripping analysis (CLSA)” amb la
injeccid de grans volums, obtenint uns limits de deteccid de I’ordre dels pg/L per tots
els analits considerats [143]. La versatilitat de la LVI ha facilitat el seu acoblament amb
diverses teécniques de preconcentracid, especialment I’extraccid en fase solida. En
determinades ocasions les metodologies basades en la SPE no permeten assolir els
limits de deteccid per a una determinada aplicacid i1 aixo obliga a la utilitzacié de majors
volums de mostra. Aquest fet es tradueix en una complicacid en la realitzaci6 de la
técnica juntament amb una major inversi6 de temps de preparacio, afectant
negativament sobretot als analisis de rutina. Tots aquests entrebancs es poden véncer

emprant la LVI. Hi ha pocs articles que mostrin I’eficiencia d’aquestes dues técniques
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per a la determinaci6 de cloroanisoles i clorofenols en mostres de vi [44]. El treball de
recerca que es presenta demostra, amb les publicacions que s’adjunten, que I’extraccio
en fase solida i també el seu acoblament amb la injeccid de grans volums representa una

clara alternativa als métodes existents per a I’analisi d’aquests compostos.

99



2. Metodologies

2.4, REFERENCIES

[1]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]
[18]

100

P. Chatonnet, S. Bonnet, S. Boutou, M.-D. Labadie, J. Agric. Food Chem. 52
(2004) 1255.

J.M. Amon, J.M. Vandepeer, R.F. Simpson, Aust. N. Z. Wine Ind. J. 4 (1989)
62.

H.-R. Buser, C. Zanier, H. Tanner, J. Agric. Food Chem. 30 (1982) 359.

C. Bayonove, F. Leroy, Simposio Internationale “Il sughero in Enologia”. Pavia
(Italia), 1993.

A. Pefia-Neira, B. Fernandez de Simo6n, M.C. Garcia-Vallejo, T. Hernandez, E.
Cadahia, J.A. Suarez, Eur. Food Res. Technol. 211 (2000) 257.

P. Chatonnet, D. Labadie, S. Boutou, J. Int. Sci. Vigne Vin. 37 (3) (2003) 181.
A.P. Pollnitz, K.H. Pardon, D. Liacopoulos, G.K. Skouroumounis, M.A. Sefton,
Aust. J. Grape Wine Res. 2 (1996) 184.

D.L. Capone, G.K. Skouroumounis, D.A. Barker, H.J. McLean, A.P. Pollnitz,
M.A. Sefton, Aust. J. Grape Wine Res. 5 (1999) 91.

R. Carabias-Martinez, E. Rodriguez-Gonzalo, P. Revilla-Ruiz, J. Hernadez-
Méndez, J. Chromatogr. A 1089 (2005) 1.

P.R. Howland, A.P. Pollnitz, D. Liacopoulos, H.J. McLean, M.A. Sefton, Aust.
J. Grape Wine Res. 3 (3) (1997) 141.

D.A. Barker, D.L. Capone, A.P. Pollnitz, H.J. McLean, I.L. Francis, H. Oakey,
M.A. Sefton, Aust. J. Grape Wine Res. 7 (2001) 40.

R. Juanola, D. Subira, V. Salvad6, J.A. Garcia Regueiro, E. Antico, J.
Chromatogr. A 953 (2002) 207.

R. Juanola, L. Guerrero, D. Subira, V. Salvado, S. Insa, J.A. Garcia Regueiro, E.
Antico, Anal. Chim. Acta 513 (2004) 291.

R. Juanola, D. Subira, V. Salvado, J.A. Garcia Regueiro, E. Anticd, Eur. Food
Res. Technol. 220 (2005) 347.

G.J. Soleas, J. Yan, T. Seaver, D. M. Goldberg, J. Agric. Food Chem. 50 (2002)
1032.

O. Ezquerro, A. Garrido-Lopez, M.T. Tena, J. Chromatogr. A 1068 (2005) 201.
W.R. Sponholz, H. Muno, Ind. Bevande XXIII (1994) 133.

J.L. Gomez-Ariza, T. Garcia-Barrera, F. Lorenzo, A. Gustavo Gonzalez, Anal.

Chim. Acta 540 (2005) 17.



2. Metodologies

[19]

[20]
[21]

[22]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]
[36]

S. Mitra, Sample preparation techniques in analytical chemistry, John Wiley &
Sons, Hoboken, New Jersey (Estats Units) (2003), ISBN 0-471-32845-6.

D.T. Rossi, N. Zhang, J. Chromatogr. A 885 (2000) 97.

E.M. Thurman, M.S. Mills, Solid-phase extraction. Principles and practise, John
Wiley & Sons, Nova York (Estats Units) (1998), ISBN 0-471-61422-X.

J.S. Fritz, Analitycal solid-phase extraction, John Wiley & Sons, Nova York
(USA) (1999), ISBN 0-471-24667-0.

N. Masqué, R.M. Marcé¢, F. Borrull, Trends Anal. Chem. 17 (6) (1998) 384.

C.F. Poole, Trends Anal. Chem. 22 (6) (2003) 362.

M.T. Galceran, O. Jauregui, Anal. Chim. Acta 304 (1995) 75.

R. Schilling, P.J. Clarkson, M. Cooke, Fresenius J. Anal. Chem. 360 (1998) 90.
L.E. Sojo, J. Djauhari, J. Chromatogr. A 840 (1999) 21.

I. Rodriguez, M.P. Llompart, J. Chromatogr. A 885 (2000) 291.

H. Escalona, L. Birkmyre, J.R. Piggott, A. Paterson, Anal. Chim. Acta 458
(2002) 45.

D. Matéjicek, B. Klejdus, O. Mikes, O. Stérbova, V. Kubafi, Anal. Bioanal.
Chem. 377 (2003) 340.

R.J. Robbins, S.R. Bean, J. Chromatogr. A 1038 (2004) 97.

C. Camara, P. Fernandez, A. Martin-Esteban, C. Pérez-Conde, M. Vidal, Toma y
tratamiento de muestras, Editorial Sintesis, S.A., Madrid (Spain) (2004), ISBN
84-7738-962-4.

M.-C. Hennion, J. Chromatogr. A 885 (2000) 73.

U. Fiihrer, A. Deifler, K. Ballschmiter, Fresenius J. Anal. Chem. 354 (1996)
333.

M.E. Le6én-Gonzalez, L.V. Pérez-Arribas, J. Chromatogr. A 902 (2000) 3.

R. Cela, R.A. Lorenzo, M.C. Casais, Técnicas de separacid analitica, Editorial
Sintesis, S.A., Madrid (Espanya) (2004), ISBN 84-9756-028-0.

M. Castillo, D. Puig, D. Barceld, J. Chromatogr. A 778 (1997) 301.

R. Lépez, M. Aznar, J. Cacho, V. Ferreira, J. Chromatogr. A 966 (2002) 167.
C.W. Huck, G.K. Bonn, J. Chromatogr. A 885 (2000) 51.

S. Lacorte, D. Fraisse, D. Barcelo, J. Chromatogr. A 857 (1999) 97.

D. de Almeida Azevedo, S. Lacorte, T. Vinhas, P. Viana, D. Barcelo, J.
Chromatogr. A 879 (2000) 13.

101



2. Metodologies

[42]
[43]

[44]

[45]

[46]
[47]

[62]

[63]

[64]

102

R. Wissiack, E. Rosenberg, J. Chromatogr. A 963 (2002) 149.

M. del Alamo, L. Casado, V. Hernandez, J.J. Jiménez, J. Chromatogr. A 1049
(2004) 97.

A. Martinez-Urufiela, I. Rodriguez, R. Cela, J.M. Gonzélez-Séiz, C. Pizarro,
Anal. Chim. Acta 549 (2005) 117.

N. Fontanals, R.M. Marcé¢, F. Borrull, Trends Anal. Chem. 24 (5) (2005) 394.

J. Haginaka, Trends Anal. Chem. 24 (5) (2005) 407.

N. Sanvicens, F. Sdnchez-Baeza, M.P. Marco, J. Agric. Food Chem. 51 (2003)
3924.

Z. Zhang, M J. Yang, J. Pawliszyn, Anal. Chem. 66 (17) (1994) 844 A.

H. Lord, J. Pawliszyn, J. Chromatogr. A 885 (2000) 153.

H. Prosen, L. Zupanci¢-Kralj, Trends Anal. Chem. 18 (4) (1999) 272.

J. Pawliszyn, Solid phase microextraction. Theory and practice, Wiley-VCH,
Nova York (Estats Units) (1997), ISBN 0-471-19034-9.

S. Ulrich, J. Chromatogr. A 902 (2000) 167.

M.F. Alpendurada, J. Chromatogr. A 889 (2000) 3.

A. Penalver, E. Pocurull, F. Borrull, R.M. Marcé, Trends Anal. Chem. 18 (8)
(1999) 557.

X. Li, Z. Zeng, J. Zhou, Anal. Chim. Acta 509 (2004) 27.

M. Liu, Z. Zeng, Y. Tian, Anal. Chim. Acta 540 (2005) 341.

T. Gorecki, X. Yu, J. Pawliszyn, Analyst 124 (1999) 643.

L. Urruty, M. Montury, J. Agric. Food Chem. 44 (1996) 3871.

E.E. Stashenko, J.R. Martinez, Trends Anal. Chem. 23 (8) (2004) 553.

M.-R. Lee, Y.-C. Yeh, W.-S. Hsiang, B.-H. Hwang, J. Chromatogr. A 806
(1998) 317.

A. Ribeiro. M.H. Neves, M.F. Almeida, A. Alves, L. Santos, J. Chromatogr. A
975 (2002) 267.

H. van Doorn, C.B. Grabanski, D.J. Miller, S.B. Hawthorne, J. Chromatogr. A
829 (1998) 223.

J.P.G. Wilkins, C.P. Yorke, M.R. Tinkler, Rapid Commun. Mass Spectrom. 11
(1997) 206.

Y. Hanada, I. Imaizumi, K. Kido, T. Tanizaki, M. Koga, H. Shiraishi, M. Soma,
Anal. Sci. 18 (2002) 655.



2. Metodologies

[65]
[66]
[67]
[68]
[69]
[70]

[71]

[72]
[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]
[81]

[82]

[83]

D. Li, J. Park, J.-R. Oh, Anal. Chem. 73 (2001) 3089.

J.M. Halket, V.G. Zaikin, Eur. J. Mass Spectrom. 9 (2003) 1.

A. Zafra, M. del Olmo, B. Suarez, E. Hontoria, A. Navalon, J.L. Vilchez, Water
Res. 37 (2003) 735.

A. Besner, P. Tétreault, L. Lépine, J.-F Archambault, Anal. Chem. 67 (1995)
442.

J.M. Rosenfeld, J. Chromatogr. A 843 (1999) 19.

K.D. Buchholz, J. Pawliszyn, Anal. Chem. 66 (1994) 160.

M. Llompart, M. Lourido, P. Landin, C. Garcia-Jares, R. Cela, J. Chromatogr. A
963 (2002) 137.

M. Llompart, B. Blanco, R. Cela, J. Microcol. Sep. 12 (1) (2000) 25.

A. Martinez-Uruiiela, J.M. Gonzalez-Saiz, C. Pizarro, J. Chromatogr. A 1048
(2004) 141.

A. Martinez-Urufiela, J.M. Gonzalez-Sdiz, C. Pizarro, J. Chromatogr. A 1089
(2005) 31.

D.C. Montgomery, Disefio y analisis de experimentos, Limusa Wiley, Méxic
D.C. (Mexic) (2004), ISBN 968-18-6156-6.

G.EP. Box, W.G. Hunter, J.S. Hunter, Estadistica para investigadores.
Introduccion al disefio de experimentos, analisis de datos y construccion de
modelos, Editorial Reverté, Barcelona (Espanya) (1989), ISBN 84-291-5041-2.
T. Lundstedt, E. Seifert, L. Abramo, B. Thelin, A. Nystrom, J. Pettersen, R.
Bergman, Chemom. Intell. Lab. Syst. 42 (1998) 3.

R. Castro Mejias, R. Natera Marin, M.V. Garcia Moreno, C. Garcia Barroso, J.
Chromatogr. A 995 (2003) 11.

R. Castro Mejias, R. Natera Marin, M.V. Garcia Moreno, C. Garcia Barroso, J.
Chromatogr. A 953 (2002) 7.

G. Vas, K. Vékey, J. Mass Spectrom. 39 (2004) 233.

M. Mestres, C. Sala, M.P. Marti, O. Busto, J. Guasch, J. Chromatogr. A 835
(1999) 137.

R. Castro, R. Natera, P. Benitez, C. G. Barroso, Anal. Chim. Acta 513 (2004)
141.

L. Tat, P. Comuzzo, 1. Stolfo, F. Battistutta, Food Chem. 93 (2005) 361.

103



2. Metodologies

[84]
[85]
[86]
[87]
[88]
[89]
[90]
[91]
[92]

[93]

[94]
[95]

[96]

[97]
[98]

[99]

[100]
[101]
[102]
[103]
[104]
[105]

104

M.P. Marti, M. Mestres, C. Sala, O. Busto, J. Guasch, J. Agric. Food Chem. 51
(2003) 7861.

M. Bonino, R. Schellino, C. Rizzi, R. Aigotti, C. Delfini, C. Baiocchi, Food
Chem. 80 (2003) 125.

C. Sala, M. Mestres, M.P. Marti, O. Busto, J. Guasch, J. Chromatogr. A 880
(2000) 93.

C. Prouteau, R. Schneider, Y. Lucchese, F. Nepveu, R. Renard, C. Vaca-Garcia,
Anal. Chim. Acta 513 (2004) 223.

M. Correia, C. Delerue-Matos, A. Alves, Fresenius J. Anal. Chem. 369 (2001)
647.

S. Millan, M.C. Sampedro, N. Unceta, M.A. Goicolea, E. Rodriguez, R.J. Barrio,
J. Chromatogr. A 995 (2003) 135.

C.G. Zambonin, M. Quinto, N. De Vieto, F. Palmisano, Food Chem. 86 (2004)
269.

C. Fischer, U. Fischer, J. Agric. Food Chem. 45 (1997) 1995.

T.J. Evans, C.E. Butzke, S.E. Ebeler, J. Chromatogr. A 786 (1997) 293.

R. Alzaga, L. Ortiz, F. Sanchez-Baeza, M.-P. Marco, J.M. Bayona, J. Agric.
Food Chem. 51 (2003) 3509.

M. Riu, M. Mestres, O. Busto, J. Guash, J. Chromatogr. A 977 (2002) 1.

E. Lizarraga, A. Irigoyen, V. Belsue, E. Gonzalez-Penas, J. Chromatogr. A 1052
(2004) 145.

A. Martinez-Urufiela, J.M. Gonzélez-Saiz, C. Pizarro, J. Chromatogr. A 1056
(2004) 49.

P.B.M. Pinheiro, J.C.G. Esteves da Silva, Anal. Bioanal. Chem. 382 (2005) 341.
L. Malleret, J. Dugay, A. Bruchet, M.-C. Hennion, J. Chromatogr. A 999 (2003)
135.

Y.-H Sung, T.-Y. Li, S.-D. Huang, Talanta 65 (2005) 518.

L. Zhang, R. Hu, Z. Yang, J. Chromatogr. A 1098 (2005) 7.

A. Diaz, F. Ventura, M.T. Galceran, J. Chromatogr. A 1064 (2005) 97.

S. Lopez-Vidal, L. Arce, Chromatographia 62 (9/10) (2005) 527.

F. Bianchi, M. Careri, A. Mangia, M. Musci, J. Sep. Sci. 26 (2003) 369.

M. Riu, M. Mestres, O. Busto, J. Guasch, Anal. Chim. Acta en premsa.

O. Ezquerro, M.T. Tena, J. Chromatogr. A 1068 (2005) 201.



2. Metodologies

[106]
[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]
[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

P. Chatonnet, D. Labadie, S. Boutou, J. Int. Sci. Vigne Vin. 39 (3) (2005) 137.

S. Rocha, V. Ramalheira, A. Barros, 1. Delgadillo, M.A. Coimbra, J. Agric. Food
Chem. 49 (2001) 5142.

C. Dufour, C.L. Bayonove, J. Agric. Food Chem. 47 (1999) 678.

O. Ezquerro, B. Pons, M.T. Tena, J. Chromatogr. A 999 (2003) 155.

J. Diez, C. Dominguez, D.A. Guillén, R. Veas, C.G. Barroso, J. Chromatogr. A
1025 (2004) 263.

R.F. Alves, A.M.D. Nascimento, J.M.F. Nogueira, Anal. Chim. Acta 546 (2005)
11.

J. Marin, A. Zalacain, C. De Miguel, G.L. Alonso, M.R. Salinas, J. Chromatogr.
A 1098 (2005) 1.

Y. Hayasaka, K. MacNamara, G.A. Baldock, R.L. Taylor, A.P. Pollnitz, Anal.
Bioanal. Chem. 375 (2003) 948.

S. Vidal, Analysis of wine polychloroanisoles by Stir Bar Sorptive Extraction
coupled with Gas Chromatography/Mass Spectrometry: validation of a fast and
reliable method. Off-flavours in wine and other beverages: origin, detection &
control, Tarragona (Espanya) 23-25 November, 2005.

A. Zalacain, G.L. Alonso, C. Lorenzo, M. Iiiguez, M.R. Salinas, J. Chromatogr.
A 1033 (2004) 173.

L. Montero, S. Conradi, H. Weiss, P. Popp, J. Chromatogr. A 1071 (2005) 163.
A. Miki, A. Isogai, H. Utsunomiya, H. Iwata, J. Biosci. Bioeng. 100 (2) (2005)
178.

N. Ochiai, K. Sasamoto, M. Takino, S. Yamashita, S. Daishima, A. Heiden, A.
Hoffman, The Analyst 126 (2001) 1652.

D. Benanou, F. Acobas, M.R. de Roubin, F. David, P. Sandra, Anal. Bioanal.
Chem. 376 (2003) 69.

D. Benanou, F. Acobas, M.R. de Roubin, Wat. Sci. Tech. 40 (6) (2004) 161.
R.M. Callejon, A.M. Troncoso, M.L. Morales, Analysis of chloroanisoles and
chlorophenols in cork by stir bar sortive extraction. In Vino Analytica Scientia,
Montpellier (Franga) 7-9 July, 2005.

N. Campillo, N. Aguinaga, P. Vifias, I. Lopez-Garcia, M. Hernandez-Cordoba, J.
Chromatogr. A 1061 (2004) 85.

J. Lozano, J.P. Santos, M.C. Horrillo, Talanta 67 (2005) 610.

105



2. Metodologies

[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

[130]

[131]
[132]

[133]

[134]
[135]

[136]

[137]

[138]

[139]

106

R.C. McKellar, H.P. Vasantha Rupasinghe, X. Lu, K.P. Knight, J. Sci. Food
Agric. 85 (2005) 2391.

J.A. Ragazzo-Sanchez, P. Chalier, C. Ghommidh, Sens. Actuators B 106 (2005)
253.

A. Legin, A. Rudnitskaya, L. Lvova, Y. Vlasov, C. Di Natale, A. D’Amico,
Anal. Chim. Acta 484 (2003) 33.

M.P. Marti, R. Boqué, M. Riu, O. Busto, J. Guasch, Anal. Bioanal. Chem. 376
(2003) 497.

J.L. Gémez-Ariza, T. Garcia-Barrera, F. Lorenzo, J. Chromatogr. A 1049 (2004)
147.

J.L. Gomez-Ariza, T. Garcia-Barrera, F. Lorenzo, Anal. Chim. Acta 516 (2004)
165.

J.L. Gémez-Ariza, T. Garcia-Barrera, F. Lorenzo, J. Chromatogr. A 1056 (2004)
243.

W.R. Sponholz, M.K. Grossmann, H. Muno, A. Hoffmann, Ind. Bevande 37.
M.K. Taylor, T.M. Young, C.E. Butzke, S. Ebeler, J. Agric. Food Chem. 48
(2000) 2208.

M. Massanell, J.M. Montornes, 1. Katakis, The use of Suboptimum Haptens as a
strategy to develop a highy-sensitive enzyme-linked immunosorbent assay for
2,4,6-trichloroanisole detection. Off-flavours in wine and other beverages:
origin, detection & control. Tarragona (Espanya) 23-25 November, 2005.

E. Moore, M. Pravda, G.G. Guilbault, Anal. Chim. Acta 484 (2003) 15.

A.J. Handley, E. R. Adlard, Gas chromatographic techniques and applications,
Sheffield Academic Press, Sheffield (Regne Unit) (2001), ISBN 0-8493-0514-4.
J.L. Gomez-Ariza, T. Garcia-Barrera, F. Lorenzo, J. Anal. At. Spectrom. 20 (9)
(2005) 883.

M. Arlorio, G. Piana, J.D. Coisson, F. Travaglia, A. Martelli, SPME-2D GC
coupled techniques applied on wines authentication. In Vino Analytica Scientia,
Montpellier (Franga) 7-9 July, 2005.

I Seminario de Cromatografia de Alta Velocidad “Fast GC/GCMS”, Barcelona
(Espanya) June 2004.

J. Zrostlikova, J. Hajslova, M. Godula, K. Mastovska, J. Chromatogr. A 937
(2001) 73.



2. Metodologies

[140] J. Teske, W. Engewald, Trends Anal. Chem. 21 (9+10) (2002) 584.

[141] W. Engewald, J. Teske, J. Efer, J. Chromatogr. A 856 (1999) 259.

[142] H.G.J. Mol, H.-G.M. Janssen, C.A. Cramers, J.J. Vreus, U.A.Th. Brinkman,
Trends Anal. Chem. 15 (1996) 206.

[143] L. Malleret, A. Bruchet, M-C. Hennion, Anal. Chem. 73 (2001) 1485.

107



2. Introducci6 metodologica

108



3. Objectius






3. Objectius

Tal com s’ha especificat en la introduccid precedent, la determinacié de cloroanisoles
en mostres de vi i suro ha generat una extensa bibliografia adregada a oferir
metodologies simples, rapides i extremadament sensibles. Malgrat el progressiu interes
pels compostos clorofenolics en els darrers anys, per la seva implicacio en el “gust de
suro”, aquests sovint han estat relegats a un segon terme com ho demostra la poca
disponibilitat de protocols d’analisi fidedignes en les dues matrius citades. La
preocupacié no només per la possible presencia de TCA sin6 també per ’origen de la
contaminacié ha donat lloc a 1’avaluacié de nous meétodes que permetin una acurada

quantificacid tant dels cloroanisoles com dels clorofenols.

La memoria que aqui es presenta respon a un objectiu principal que és:
Contribuir al coneixement pel que fa a metodologies analitiques per a la
determinacié de clorofenols, cloroanisoles i 2,4,6-tribromoanisole en vi i suro a

través de I’analisi mitjancant cromatografia de gasos.

Es precisament el sector surer, amb la freqiient demanda de les corresponents
analitiques d’aquestes substancies, qui ha estimulat aquesta recerca per tal de garantir la
qualitat del producte final. Aixi doncs, partint d’aquesta linia basica d’investigacio

s’han plantejat altres objectius més concrets que a continuacié es detallen:

1.- Desenvolupament de métodes basats en 1’extraccio en fase solida (SPE) 1 la
microextraccio en fase solida (SPME) per a la determinacié de clorofenols en el
control de qualitat del suro. Avaluaci6 de la capacitat d’extraccio de les mescles

etanol/aigua a 1’hora d’establir el contingut total de clorofenols en taps de suro.

2.- Avaluaci6 d’una metodologia per a la determinacié simultania de
cloroanisoles i clorofenols en matrius de suro basada en I’extracci6 solid-liquid
emprant N-pentd com a dissolvent. Assaigs previs per examinar el percentatge
d’eliminacid de cloroanisoles 1 els seus precursors fenolics en mostres de suro
aplicant diferents tractaments de rentat que facilment poden incorporar-se en el

procés de manufactura dels taps de suro.
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3.- Desenvolupament de metodologies per a I’analisi de clorofenols, TCA i TBA
en mostres de vi. Estudi dels possibles efectes matriu en la quantificaci6 dels

compostos clorofenolics.
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4.1 Publicacions

4.1 Development of solid-phase extraction and solid-phase microextraction

methods for the determination of chlorophenols in cork macerate and wine
samples

S. Insa, V. Salvadé, E. Anticé

J. Chromatogr. A 1047 (2004) 15-20
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4.2 Ethanol/water extraction combined with solid-phase extraction and solid-phase
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Sara Insa, Emili Besald, Cristina Iglesias, Victoria Salvado, Enriqueta Anticd

J. Agric. Food Chem. 2006, 54, 627-632
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5. Discussi6 dels resultats

En aquest capitol es proporcionara una visié detallada dels resultats recollits en els
articles anteriorment adjuntats. Dites publicacions mantenen entre elles un fil conductor
comu que es fonamenta en el desenvolupament de métodes per 1’analisi de determinades
substancies relacionades amb el defecte de “gust de suro”. Aixi doncs, considerant els
objectius proposats en aquesta tesi doctoral, es poden establir tres apartats on

s’engloben els diferents resultats obtinguts.

Desenvolupament de meétodes basats en I’extraccié en fase solida (SPE) i la
microextraccié en fase solida (SPME) per a la determinacié de clorofenols en el
control de qualitat del suro. Avaluacio de la capacitat d’extraccié de les mescles
etanol/aigua a I’hora d’establir el contingut total de clorofenols en taps de suro

Els resultats als quals fa referéncia aquest primer objectiu estan recollits a les

publicacions 4.1 14.2.

La necessitat de disposar de metodologies per a la determinacio dels compostos
clorofenolics en suro i en vi a baixes concentracions ha donat peu a la utilitzacid
tecniques de pretractament de mostra que garanteixin 1’obtencio de la sensibilitat
requerida. En aquest sentit s’ha optat per 1’aplicaci6 de 1’extracci6 en fase solida (SPE) i
la microextracci6 en fase solida (SPME) a I’hora de preconcentrar els analits abans de la
seva analisi per cromatografia de gasos 1 deteccié de captura d’electrons. Els estudis
presentats en aquest apartat s’han orientat principalment a desenvolupar una
metodologia analitica per ser aplicada a la industria surera; per aixo s’han utilitzat
solucions hidroalcohdliques com a medi extractant. Es a dir, s’ha avaluat el seu us per
quantificar els clorofenols en mostres taps de suro que es preparen per realitzar-ne els
testos de control (vegeu apartat 1.3.5). Cal destacar també que, tant en aquest estudi
com en tots els que en aquesta memoria es presenten on els compostos d’interes son els
clorofenols, s’ha incorporat, préviament a 1’analisi cromatografica, una etapa de
derivatitzacio (acetilacio) per evitar els posteriors problemes d’adsorcié i millorar la

resolucio dels pics.

L’avaluacié de I’eficacia de la SPE com a técnica d’extraccid i preconcentracié de

clorofenols comenga amb la seleccid del sorbent més adient. En els darrers anys, tal 1
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com s’ha ressenyat en la seccid dedicada a metodologies, han aparegut un gran nombre
d’adsorbents que actuen mitjangant el mecanisme de fase reversa i que han millorat
substancialment la realitzacio i la selectivitat de procés de SPE. En el cas que ens ocupa,
nombrosos estudis dirigits a I’analisi de compostos fenolics en aiglies han assenyalat
I’eficiéncia del C;g 1 ’Oasis HLB davant altres tipus de sorbents. Per tal de contrastar
aquesta informacid es va considerar convenient comparar-ne el seu comportament
emprant mostres fortificades d’aigua 1 dissolucions hidroalcoholiques amb un
percentatge d’etanol del 12% (v/v) similars als macerats de taps de suro i el vi. Cal
assegurar que el fet que la solucio contingui una certa quantitat de dissolvent organic no
afecti negativament I’extraccio ja sigui obstaculitzant la interaccio dels grups funcionals
de ’adsorbent amb els analits com fent que es doni la seva elucid simultaniament a
I’etapa de carrega. Ambdds sorbents van proporcionar recuperacions similars en les
dues matrius esmentades, per tant es pot concloure que un contingut d’etanol del 12%
no afecta negativament el procediment d’extraccio. L’analisi de la variancia demostra
que no existeixen diferéncies significatives entre les dades obtingudes pels dos
adsorbents emprats quan les mostres contenen un 0% i un 12% (v/v) d’alcohol. No
obstant, I’aplicacié del meétode de SPE a macerats reals fortificats amb clorofenols
mostra diferéncies entre 1’Oasis HLB 1 el C;s. Mentre el primer proporciona
recuperacions quantitatives pels tres analits, el sorbent de C;g resulta en una menor
eficiencia d’extraccid en gairebé tots els casos. Aquest fenomen es podria explicar per la
poca capacitat de retencié de compostos fenodlics més polars (vegeu Taula 2 de la
publicaci6 4.1, on el TCP presenta la recuperacié més baixa) i la manca de selectivitat
d’aquest tipus d’adsorbent que afavoreix que gran nombre d’interferéncies s’extreguin
juntament amb els analits, disminuint-ne aixi la seva retencid. A més a més el C;g és
poc estable a pH acids (recordeu que préviament al procés de SPE el medi s’ajusta a
pH=2 per assegurar la forma protonada dels fenols) i en la seva estructura poden existir
grups silanol lliures que fan possible la formacio d’enllagos per pont d’hidrogen amb els
compostos, donant lloc a retencions irreversibles i dificultats addicionals en 1’etapa
d’elucié del cartutx. A partir d’aquestes dades, 1’estudi es va continuar amb la fase

solida Oasis HLB.

La metodologia d’extraccié en fase solida amb 1’adsorbent Oasis HLB va ser avaluada
en termes de volum de mostra que es pot aplicar sense que es produeixin perdues dels

analits. Es va comprovar que, excepte pel TCP, és possible aplicar volums de macerats
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de taps de suro fins a 250 mL mantenint recuperacions quantitatives. Finalment, es va
examinar la recuperacié del metode fortificant les mostres a diferents nivells de
concentracid dels clorofenols. Gairebé en tots el casos s’obtenen resultats satisfactoris,
demostrant aixi 1’efectivitat del procediment a I’hora de quantificar els clorofenols
“alliberables” quan es troben a concentracions de [’ordre dels pocs ng/L en els

corresponents macerats de suro.

Per al desenvolupament del procediment de SPME dels clorofenols un cop acetilats in
situ es va escollir una fibra de polidimetilsiloxa (PDMS) atenent a les caracteristiques
apolars dels compostos derivatitzats i a la bibliografia existent. Com a mode d’operacid
es va considerar adient emprar I’extraccido a 1’espai en cap (HS-SPME) ja que aixi
s’evita el deteriorament de la fibra a causa de la preséncia de gran nombre d’interferents

en el si de la matriu.

D’entre els parametres que afecten la SPME dels analits continguts en una solucio
hidroalcoholica (etanol/aigua 12% (v/v)) es van seleccionar el temps i la temperatura
d’extraccid i1 la quantitat de sal addicionada com a factors a estudiar. Després de
I’optimitzacié mitjangant I’estratégia classica, és a dir, variant un factor cada vegada
mantenint fixes els altres, es van obtenir els resultats segiients:

1) A mesura que s’augmenta el temps d’extraccio, la resposta és major. No obstant, per
tal de no perllongar excessivament 1’analisi es va fixar el temps a 30 minuts, ja que sota
aquestes condicions la quantitat de cada compost extreta era suficientment gran com per
ser detectada.

2) Tal com s’ha comentat en ’apartat 2.2.3, en general, I’augment de la temperatura de
mostreig produeix un efecte positiu en la recuperacié dels analits. A més, quan es
treballa en la configuracio de “headspace”, el fet d’aplicar temperatura a la mostra
facilita la transferéncia de les substancies a 1’espai en cap i posteriorment a la fibra.
Malgrat tot, a temperatures extremes es pot donar el mecanisme invers i per tant és
possible la reduccid de I’eficiéncia de la SPME ja que el valor de la constant de
distribuci6é disminueix. Aquest fenomen €s el que s’ha observat en el cas del TCP 1
TeCP quan I’extracci6 es realitza a 65°C. Per aquest motiu es va triar com a temperatura
optima 55°C perqué en aquest punt s’obtenien majors extraccions per a tots els

compostos d’estudi.
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3) Habitualment, el fet d’afegir una sal soluble a una dissolucié n’incrementa la forca
ionica afavorint la SPME dels compostos menys solubles. Contrariament a aquesta
norma general, es va comprovar que 1’addicié de NaCl no comportava un augment en la
resposta d’extraccid, per la qual cosa es va establir el valor de sal afegida en 0.8 g. Per
interpretar aquest resultat s’ha de tenir en compte la composicio de la matriu, és a dir, el
contingut d’etanol de la mostra, el qual necessariament ha d’influenciar els parametres
que governen el procés. Altrament, la presencia d’alcohol indueix a variacions en els
coeficients de distribucio dels analits entre la solucid aquosa i la fibra. De fet en aquest
estudi es va verificar que majors continguts d’etanol es traduien en menors
recuperacions dels clorofenols, perd malgrat aquesta reduccié en 1’extraccié quan el
percentatge és d’un 12%, el meétode resultant és prou sensible per determinar els

compostos en els macerats de suro i les mostres de vi.

Un cop optimitzats els factors que determinen 1’eficiencia de la SPME, es va validar el
metode. Els parametres de qualitat estudiats van ser la linealitat, la repetitivitat i el limit
de deteccid. Es va observar una tendéncia lineal per a tots els analits en un interval de
concentracions comprés entre 1 i 40 ng/L amb uns coeficients de correlacid ()
superiors a 0.993. Freqiientment s’assenyala que la SPME ¢és un procés poc repetitiu
perd en aquest cas es van obtenir desviacions estandard relatives inferiors al 5.3%. El
calcul dels limits de deteccid basat en una relacié senyal/soroll de 3 a 1 va confirmar
que la metodologia desenvolupada es caracteritza per la seva elevada sensibilitat,

permetent la deteccid dels clorofenols a nivells de concentracié al voltant de 1 ng/L.

En darrer terme es va assajar 1’eficacia del métode de HS-SPME aplicant-lo a mostres
reals fortificades amb 10 ng/L. de cada clorofenol. Si bé tant pels macerats de taps de
suro com pel vi es van obtenir resultats de recuperacié favorables en gairebé tots els
analits, cal esmentar que fou impossible la detecci6 de PCP en vi. Probablement les
condicions drastiques de temperatura (55°C) afavoreixen que les substancies volatils del
vi passin a I’espai en cap i, conseqiientment, siguin extretes per la fibra de PDMS
juntament amb els clorofenols. Precisament en el cromatograma corresponent es pot
apreciar com en la zona on apareix el PCP es localitzen gran nombre de pics que

podrien correspondre a les interferéncies abans esmentades.
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En determinades ocasions no interessa quantificar la fraccié de compostos “alliberables”
en els macerats de suro sind que es pretén establir el contingut total d’analit a la mostra.
En aquest sentit es proposa estudiar la capacitat de les mescles etanoliques amb un
percentatge d’alcohol superior al 12% (v/v) per extreure els clorofenols de mostres de
suro. Per aquesta rad, d’una banda es tritura el tap per tal que no només la seva part
superficial estigui en contacte amb la soluci6 extractant com succeeix en 1’analisi dels
compostos “alliberables”, sind la seva totalitat, i d’altra banda s’incrementa el
percentatge d’etanol de la mescla d’extraccid per afavorir-ne el procés. Aixi doncs, es
realitza una analisi en unes condicions més drastiques que permetrien garantir un

control més rigoros del taps de suro.

El procediment emprat consisteix en ’extraccid dels compostos clorofenolics seguit
d’una preconcentraci6 i purificaci6 a través de la SPE o la SPME (igual que en el treball
anterior) 1 finalment 1’analisi mitjancant cromatografia de gasos amb deteccid de

captura d’electrons.

Considerant els resultats satisfactoris obtinguts préviament amb el sorbent Oasis HLB a
I’hora de preconcentrar macerats de suro, es va creure convenient la seva utilitzacié per
realitzar els experiments que s’inclouen en aquest treball. En primer lloc es va assajar
quin era el contingut maxim d’etanol que admetia 1’adsorbent sense que es produissin
perdues dels compostos. Segons les dades que es mostren a la Figura 1 de I’article 4.2,
es pot concloure que un percentatge d’alcohol del 40% ofereix recuperacions
quantitatives per el TeCP i1 el PCP mentre que percentatges superiors provoquen
importants reduccions en ’extraccid de tots tres analits. Aixi doncs, es va prendre un

contingut maxim d’etanol del 30%.

Per afavorir el mecanisme d’extraccid dels clorofenols del suro fortificat es va
augmentar el percentatge d’etanol de la mescla hidroalcoholica fins a un 40% 1 60%.
Aixi, abans d’aplicar el procés de SPE de I’extracte resultant va ser necessaria la seva
dilucio a la meitat per obtenir uns percentatges del 20% 1 el 30% respectivament i
assegurar que no es produis la pérdua dels compostos durant I’etapa de preconcentracio.
Emprant la dissoluci6 amb un contingut més elevat d’etanol (60%) es produeix la
saturacio del sorbent a causa del gran nombre de particules que s’extreuen conjuntament

amb els analits. Les recuperacions obtingudes a partir d’un suro fortificat a 20 ng/g 1
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extret amb una dissolucio hidroalcoholica del 40% van ser del 78.6% pel TCP, 59.2%
pel TeCP 1 33.6% pel PCP. Es comprova que a mesura que disminueix el nombre
d’atoms de clor de la molécula el procés d’extraccid resulta més favorable ja que, al cap
i a la fi, ’agent extractant presenta major afinitat per les substancies polars i d’altra
banda, el PCP és retingut majoritariament pel suro. Per tant, el métode proposat permet
la determinacid quantitativa del TCP mentre que 1’analisi dels altres compostos esdevé

més critica.

Generalment, la SPME ofereix major preconcentracido que la SPE, per aquest motiu es
va examinar si el mateix procediment resultava més efectiu aplicant aquesta técnica. No
obstant, tenint en compte que 1’extracte de suro conté un 40% d’etanol cal realitzar-ne
una diluci6 per evitar la pérdua de sensibilitat provocada per la preséncia de dissolvent
organic. Com ja s’ha puntualitzat en I’apartat anterior, un contingut del 12% d’alcohol,
tot 1 afectar el procés de SPME, no comporta una excessiva reduccio de la resposta. A
més, no interessa efectuar una major diluci6é de I’extracte per disminuir el percentatge
d’etanol ja que aquesta operacid porta associada la diluci6 dels propis analits, fet que

pot ser més perjudicial que el benefici en el valor dels coeficients de particio.

Per a la consecuci6 del procediment de HS-SPME es va escollir una fibra de
Polidimetilsiloxa/divinilbenzé (PDMS/DVB) atenent als excel-lents resultats citats en la
bibliografia per a I’extraccid de clorofenols i perqué la incorporacié del DVB aporta una
interaccid extra amb els compostos clorofenolics a causa de les interaccions ©-mt dels
anells aromatics 1 a més facilita que els temps necessari per assolir I’equilibri es
redueixi. L estudi dels parametres que afecten 1’extracci6 es va centrar en la influéncia
del temps, la temperatura i la quantitat de sal addicionada. En aquest sentit, es va optar
per aplicar un disseny factorial complet 2° per avaluar I’efecte dels diferents factors
individuals i les seves interaccions en el mecanisme d’adsorcié. Examinant les dades
que s’indiquen a la Taula 2 de I’article 4.2 es poden formular les segilients conclusions:
1) Segons els valors de significancia (valor p) obtinguts en 1’analisi de la variancia, les
interaccions dobles entre els factors no determinen la resposta pel que fa 1’extraccio, és
a dir, els factors actuen de forma independent.

2) D’entre les variables individuals cal mencionar que el temps ¢és significant per als tres
analits d’interés 1 t¢ un efecte positiu al nivell superior. La temperatura millora

significativament la sensibilitat del métode només pel TCP quan es treballa al nivell
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baix. I pel que fa al contingut de NaCl no s’observa cap efecte en I’eficiencia de
I’extraccid.

3) L’analisi de la variancia també revela que existeix evidéncia de curvatura en el cas
del TCP i el TeCP. Aquest fet obliga a una inspeccidé més acurada en la regi6 intermitja
del domini estudiat mitjancant els experiments realitzats en el punt central (50 min,
60°C, 1 g de NaCl) per verificar si la curvatura és concava o convexa. Les grafiques de
contorn de la temperatura envers el temps d’extraccié (vegeu Figura 3 de la publicacio
4.2) mostren que, en ambdues situacions, prop del punt central es troba un minim i per

tant la resposta s’incrementa en els extrems de la representacio.

A partir d’aquests resultats es poden establir les condicions experimentals més adients
per portar a terme la HS-SPME: 60 min, 50°C i 0.8 g de contingut de sal. Cal mencionar
que s’han analitzat les dades en global no per cada analit per separat. En aquest sentit no
existeix cap dubte en fixar el temps a 60 min ja que en tots els casos la resposta €s major
quan es perllonga I’extraccid. S’ha pres la temperatura de 50°C perque el TCP mostra
una major extraccid en el nivell baix d’aquesta variable mentre que pels altres
compostos no ¢és significativa. Considerant la manca d’influéncia de la quantitat de
NaCl addicionada es treballa en el nivell més baix del domini experimental. Les
grafiques de contorn permeten preveure que les condicions Optimes es trobarien a temps
d’extraccid superiors als 60 min, perd temps tan llargs son poc practics a nivell de
laboratori. Aixi doncs, amb les valors seleccionats per als parametres considerats s’obté

una metodologia prou sensible com per detectar els clorofenols a nivells traca.

Pel que fa als parametres de qualitat, és primordial avaluar la linealitat del métode
desenvolupat sobretot perque el fenomen d’adsorcié es fonamenta en un mecanisme de
competéncia pels llocs actius de la superficie del sorbent. Es a dir, quan aquestes
posicions son ocupades s’impossibilita la retencié de més molécules de compost. Aixo
significa que la linealitat es limita a intervals petits de concentracid. Addicionalment,
pot tenir lloc el desplacament de 1’analit si en la matriu existeixen altres substancies
amb més afinitat pel recobriment de PDMS/DVB. Per tant la preséncia de compostos
interferents pot afectar 1’extraccié de 1’analit 1 la linealitat del metode. Les corbes de
calibratge construides en un interval compreés entre 1 i 50 ng/L demostren una
dependéncia lineal entre la quantitat de clorofenol extreta per la fibra i la seva

concentracio en la mostra (vegeu Taula 3 de la publicacié 4.2). La precisid (%RSD <
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11.4%), la sensibilitat 1 els limits de deteccio < 2.5 ng/L del procediment descrit també

resulten acceptables.

L’aplicacio de la metodologia requereix ésser avaluada en dues etapes. En primer lloc,
€s necessari comprovar que l’extraccidé mitjancant la HS-SPME d’extractes
hidroalcoholics reals fortificats amb els clorofenols és efectiva. En tots els casos
s’obtenen recuperacions superiors al 80%. En segon lloc, cal examinar el procediment
integre, €s a dir, ’extraccid del suro fortificat a 13.5 ng/g amb una mescla etanol/aigua
al 40% (v/v), la seva dilucio6 fins aconseguir un 12% de contingut d’etanol i el posterior
procés de HS-SPME. Les recuperacions han estat del 78.5%, 51.9% 1 19.6% pel TCP,
TeCP 1 PCP, respectivament. Aquestes dades son similars a les obtingudes aplicant la

SPE com a técnica d’extraccid i preconcentracio.

Aixi es pot concloure que ambdos metodes ofereixen resultats satisfactoris en la
determinacié de TCP, perd no és aixi pels fenols més clorats. S’ha d’atribuir la manca
de resultats quantitatius, especialment pel PCP, a la insuficient capacitat extractiva de

les solucions hidroalcoholiques.
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Avaluacié d’una metodologia per a la determinacié simultania de cloroanisoles i
clorofenols en matrius de suro basada en I’extraccid solid-liquid emprant n-penta
com a dissolvent. Assaigs previs per examinar el percentatge d’eliminacio de
cloroanisoles i els seus precursors fendlics en mostres de suro aplicant diferents
tractaments de rentat que facilment poden incorporar-se en el procés de
manufactura dels taps de suro

L’article on es tracta aquest objectiu es troba en 1’apartat 4.3.

Al llarg d’aquesta tesi doctoral en repetides ocasions s’ha reiterat la dificultat que
comporta ’analisi conjunta dels cloroanisoles i els seus precursors fenolics com a
conseqiiencia del diferent comportament quimic d’ambdues families de compostos.
Aquest fet queda perfectament reflectit en la literatura consultada, on escasses
publicacions ofereixen metodologies capaces d’acomplir aquest proposit i els métodes
existents no han estat caracteritzats amb prou profunditat. Sota aquestes directrius, s’ha
avaluat un procediment analitic per a la determinacié simultania de cloroanisoles i
clorofenols en matrius de suro mitjangcant cromatografia de gasos amb deteccié per
espectrometria de masses. El fet de disposar d’un métode robust no només representa
una eina indispensable per a tasques de control del producte sindé que també és el punt
de partida per a la consecucié de noves investigacions, com per exemple 1’avaluacid de
diferents sistemes de rentat. Precisament, el sector surer es caracteritza per la seva
iniciativa innovadora que ha fomentat el plantejament de nous reptes enfocats a obtenir
un tap de suro de més qualitat. D’entre les diferents linies d’investigacid, s’ha dedicat
un especial interés a I’examinacid dels diferents sistemes de rentat que es duen a terme
durant el procés de manufactura del tap. Per proporcionar un coneixement més ampli
sobre aquests tractaments aplicats, en aquest treball s’han proposat un seguit de reactius
de rentat dels quals se n’ha estudiat I’eficacia per a 1’eliminacié tant de cloroanisoles

com clorofenols en mostres de suro.

Tenint en compte d’una banda les limitacions abans esmentades de les dissolucions
hidroalcoholiques com a medi d’extraccid 1 de D’altra 1’eficacia del n-penta com a
solvent en I’analisi de TCA en mostres de suro (métode desenvolupat pel nostre grup de
recerca) es va considerar adient adaptar-ne les condicions experimentals per poder
efectuar la determinacié de cloroanisoles juntament amb els seus precursors. Aquest

procediment es basa en 1’extraccid dels compostos emprant n-penta com a dissolvent.
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L’extracte resultant, un cop preconcentrat, es divideix en dues fraccions addicionant
K,COs al 5%. D’aquesta manera els cloroanisoles romanen en la fase organica mentre
que els clorofenols desprotonats a causa del medi basic es transfereixen a la fase aquosa
on posteriorment es realitza la seva derivatitzacio. Obviament un punt critic del
procediment €s la separacid dels analits mitjancant I’extraccio liquid-liquid ja que
interessa que no es produeixin pérdues i es recuperin quantitativament els compostos en
les dues fraccions. L’estudi d’aquesta etapa emprant dissolucions de patrons 1 aplicant
les condicions descrites en la seccid experimental mostra que els resultats son
satisfactoris en tots els casos. L’avaluacié del métode global es realitza fortificant suro
triturat, del qual s’ha comprovat I’abséncia de cloroanisoles i1 clorofenols. Les
recuperacions son acceptables per a tots els nivells de concentraci6 considerats.
Existeixen moltes discrepancies envers les técniques de fortificacio de mostres solides,
perd la manca de materials de referéncia certificats obliguen a la seva utilitzacidé quan es
vol validar un metode. Per assegurar la veracitat de tots els resultats es va comprovar
que el procediment de fortificaciéo emprat és valid. Després d’addicionar sobre el suro
una soluci6 de concentracio perfectament coneguda dels analits, es van assajar diferents
temps de contacte abans de realitzar I’extraccio per tal de simular les interaccions que es
produeixen en una mostra real. Fins 1 tot al cap de 48 hores les recuperacions
obtingudes son favorables. Finalment, en una matriu tan complexa com el suro resulta
essencial avaluar-ne la precisi6. Els diferents experiments han mostrat que el
procediment és repetitiu i reproduible, amb uns valors de desviaci6 estandard relativa

inferiors al 10% en gairebé tots els compostos.

L’estudi del metode d’analisi es completa amb la seva aplicacid a mostres reals. Per
aquest proposit es van seleccionar dos tipus de planxes de suro, les quals havien estat
rebutjades per a la fabricacido de taps de suro a causa de 1’elevat risc de presentar
substancies contaminants, com els cloroanisoles 1 clorofenols. D’una banda es van
analitzar mostres que procedien de la part inferior de I’alzina surera. Aquest material es
troba en contacte directe amb el sol i és on habitualment s’apliquen els plaguicides, els
quals poden contenir compostos clorofenolics en la seva composicid. D’altra banda, es
van escollir diferents planxes de suro que clarament manifestaven el defecte de la “taca
groga” i que sovint es relaciona amb la preséncia de cloroanisoles. De fet, I’analisi
sensorial d’aquestes mostres ja va revelar D’existéncia d’un intens aroma de

florit/humitat. En ambdues classes de planxes es va detectar 1 quantificar TCA 1 TCP.
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Es varen assajar sistemes de rentat simples i economics que facilment podrien ser
incorporats en el procés de manufactura de taps de suro. Si bé, en els darrers anys els
grans productors de suro han desenvolupat potents metodes d’eliminacié sobretot de
TCA (vegeu apartat 1.3.4), la petita i mitjana empresa no disposa de suficients mitjans
per implantar aquestes innovacions i ha optat per millorar, dintre les seves possibilitats,
les diferents etapes de produccid com el bullit de les planxes i el rentat dels taps acabats.
Sigui quin sigui el meétode de rentat aplicat, és essencial determinar-ne la capacitat
d’eliminacié de TCA i en aquest sentit s’emmarquen els experiments que a continuacio

s’exposen.

Les mostres de suro escollides per avaluar 1’eficacia de diversos tractaments de rentats
van ser les que mostraven el defecte de “taca groga” on s’hi havia detectat una major
quantitat de TCA i TCP (vegeu Taula 6 de la publicacié 4.3). Aquest valor es va
prendre com a referéncia del contingut inicial per poder estimar el percentatge
d’eliminacié de cada un dels rentats. Per aquest motiu periodicament es va anar
comprovant que aquest valor romania constant al llarg de la realitzacio dels diferents
tests. A més, una de les etapes del procés implica 1’assecat del suro un cop efectuat el
rentat per tal de posteriorment realitzar 1’extraccid. A causa de la volatilitat del TCA,
aquesta operacio pot comportar perdues de I’analit que podrien emmascarar els resultats
finals. L ’examinacié d’aquesta etapa va mostrar que el 51% del TCA i el 9% del TCP es
perdien per evaporacid. Aquestes dades doncs es van tenir en compte en el calcul de

I’eficacia dels rentats.

Els reactius assajats en aquest estudi han estat aigua Milli-Q, hidroxid de sodi i dos
productes comercials (producte 1: acid peracétic i producte 2: acid sulfamic) que s’usen
com a desinfectants de taps de suro. Dels resultats obtinguts (vegeu Figura 2 de la
publicaci6 4.3) en destaca que la simple aplicacié d’un rentat amb aigua permet reduir
en aproximadament un 50% la quantitat de TCA i1 TCP. Addicionalment es va
comprovar si era possible assolir un major rendiment d’eliminacié utilitzant un bany
d’ultrasons per millorar el contacte del material de suro amb I’aigua. En aquest cas pero
no s’aconsegueix augmentar el percentatge d’extraccid dels analits. Pel que fa als
rentats amb NaOH, en primer lloc es va estudiar una concentracié de 0.1M. L’eleccid
d’aquest reactiu ¢€s fruit de les seves excel-lents caracteristiques com a agent extractant

de compostos fenolics de matrius solides, especialment sols. Sota aquestes condicions,
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s’aconsegueix eliminar completament el TCP 1 a la vegada es redueix el contingut de
TCA en aproximadament un 70%. L’exit d’aquest tractament concretament en el cas del
TCP es justifica per la desprotonacio del grup hidroxil present en la molécula, fet que
facilita la seva extraccio. Com que aquest rentat és forca agressiu i pot afectar a les
propietats fisiques del suro es va examinar si era possible obtenir resultats similars
utilitzant una soluci6 de NaOH menys concentrada (0.01M). No obstant, en aquesta
ocasié s’observa una eliminaci® menys eficient per ambdos analits. Finalment, en
relacid als productes comercials utilitzats es demostra el seu baix poder d’extraccid tant
pel TCA com pel TCP. La composicié quimica d’aquests dos reactius es basa en
solucions acides 1 per tant ja es preveia, pel que fa al TCP, que s’obtindrien baixos
rendiments atés que no es donaria la reaccié de desprotonacid. No obstant, com que a
aquests productes se’ls reconeix una funcié com a desinfectants i esterilitzants en la
industria surera es volia verificar si també comportaven algun benefici en termes
d’eliminacid. El baix percentatge d’eliminacio del TCA, inferior a I’aigua, es podria
atribuir a ’elevada viscositat dels dos reactius estudiats que impedeix una correcta

solubilitzacio del compost.

A grans trets es pot concloure que 1’aplicacio de dissolucions alcalines de NaOH 0.1M
representa la millor proposta per tal d’eliminar TCA 1 TCP de matrius de suro. Davant
d’aquests resultats, pero, caldria examinar les modificacions que pot provocar el NaOH
sobre I’estructura del suro i, en conseqiiéncia, si les seves propietats per al tapament
d’ampolles de vi es veuen afectades. Val a dir que, a més, existeix una estricta
normativa que regula 1’Gs de reactius aplicats a productes que han d’estar en contacte
amb aliments, i per tant, s’hauria d’assegurar que aquest tractament no deriva en efectes

nocius per a la salut.
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Desenvolupament de metodologies per a I’analisi de clorofenols, TCA i TBA en
mostres de vi. Estudi dels possibles efectes matriu en la quantificacio dels
compostos clorofenolics

Els resultats corresponents a aquest objectiu es presenten als articles 4.4 14.5.

Un cop avaluats els metodes per a 1’analisi de clorofenols i cloroanisoles en mostres de
suro es va creure convenient seguir el mateix plantejament per tal de poder disposar de
procediments que garanteixin la correcta quantificacié d’aquestes substancies en 1’altre
matriu d’interés: el vi. En primer lloc es discuteixen els resultats referents als
experiments realitzats per a la determinaci6 dels compostos clorofenolics mitjangant
I’aplicacio de la SPME com a etapa de concentracio i I’avaluaci6 de la influéncia dels
efectes matriu en funcid del tipus de vi utilitzat. Posteriorment s’examina 1’estudi en el
qual s’aplica la SPE i la injeccid de grans volums per a 1’analisi de TCA i TBA en

mostres de vi.

Tot i el gran aven¢ que ha suposat la introduccié de SPME en la determinacié de
substancies a nivells traga, sovint aquesta técnica presenta certes limitacions, sobretot
quan s’analitzen mostres complexes. Aquest €s el cas del vi on coexisteixen compostos
de families quimiques ben diverses a concentracions que difereixen diferents ordres de
magnitud. Aquest fet obliga a dur a terme un estricte control dels parametres que
afecten la SPME per tal d’assegurar d’establir el contingut dels analits d’intercs en la
mostra a la vegada que es minimitza 1’extraccié d’interferéncies. Tal com es reflecteix
en larticle 4.1, el metode d’analisi de clorofenols mitjangant HS-SPME 1 cromatografia
de gasos amb detecci6 de captura d’electrons no oferia bons resultats quan s’aplicava a
mostres de vi. Malgrat la reconeguda selectivitat del detector, en moltes ocasions els
pics dels compostos apareixen superposats amb els d’impureses procedents de la matriu
que impossibiliten 1’analisi quantitativa. Per solucionar aquesta manca de resolucio es
va optar per incorporar dues modificacions en la metodologia analitica desenvolupada.
D’una banda, es van avaluar de nou els factors que influencien el procés d’extraccid
pero aquesta vegada aplicant un disseny factorial complet 1, de 1’altra, es va proposar la
deteccid per espectrometria de masses operant en el mode MS/MS per obtenir major
selectivitat. Els resultats d’aquestes modificacions juntament amb I’estudi de I’efecte

matriu es comenten breument a continuacio.
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Aquest treball es pot considerar com una continuacié de 1’estudi recollit en I’article 4.1,
1 per tant es prenen com a punt de partida les condicions d’extraccié de la fibra de
PDMS. Es a dir, es defineix un nou domini experimental per cada un dels parametres
estudiats (temps, temperatura i contingut de sal) centrat en les condicions que s havien
trobat quan es varia un factor cada vegada (40 min, 50°C 1 0.8 g de NaCl). Un cop
descrit el domini de treball (vegeu Taula 1 de la publicacié 4.4) es realitza el disseny
experimental complet que contempla dos nivells per a cada factor. D’aquesta manera es
dura a terme un estudi més exhaustiu de I’efecte en la resposta de cada parametre i a la
vegada es podra comprovar si existeix interaccid entre variables, una informacié que el
metode classic d’optimitzacié no proporciona. Després de realitzar aleatoriament els 8
experiments per triplicat es poden enunciar les segilients conclusions (els resultats es
sintetitzen a la Taula 3 de I’article 4.4):

1) Per a tots els clorofenols la variable temps té un efecte rellevant i incrementa la
resposta quan aquesta es fixa al nivell alt.

2) La temperatura només és significativa en el cas del TeCP i el PCP i la quantitat
d’analit extreta s’incrementa a temperatures elevades.

3) L’addicio de sal no condueix a una major extracci6 en cap dels compostos estudiats.
4) Existeixen interaccions dobles entre la temperatura 1 el contingut de sal afegit en el
cas del TCP 1 TeCP i entre la temperatura i el temps pel PCP.

5) L’evidencia de curvatura es fa patent en el TCP i TeCP. No obstant, un estudi més
acurat considerant els experiments efectuats en el punt mig de I’interval de treball
mostra que aquesta curvatura és poc accentuada sense maxims ni minims. Aixi doncs,
es pot establir que els punts experimentals Optims es situen als extrems de la superficie

explorada.

Tenint en compte la informaci6 extreta del disseny factorial es pot concloure que les
condicions d’extraccid més adients son: 60 min, 70°C 1 0.4 g de contingut de sal. La
major resposta s’obté a temps elevats per a tots els analits. Probablement allargant el
mostreig per sobre dels 60 min I’extraccid sigui més eficient perd per verificar aquesta
asseveracio s’haurien d’aplicar técniques d’optimitzacio. D’altra banda, I’augment en la
resposta a majors temps d’extraccid va en detriment de la rapidesa de 1’analisi 1 per aixo
no s’ha considerat. En conjunt el nivell alt de la temperatura produeix un efecte
favorable en el procés de HS-SPME i per aquesta rad es fixa a 70°C. Concretament la

interaccid doble amb signe positiu entre la temperatura i el temps pel PCP corroboren
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aquests resultats. En cap analit s’ha constatat la influéncia de la quantitat de NaCl
afegida. A més el signe negatiu de la seva interaccié amb la temperatura en el TCP i

TeCP refermen la hipotesi de treballar a continguts baixos de sal.

En un primer estadi es van establir els parametres de qualitat del métode de HS-SPME
amb deteccid de captura d’electrons utilitzant mescles etanol/aigua 12% (v/v), obtenint-
se valors satisfactoris tant pel que fa a la repetitivitat com la linealitat en I’interval de
concentracions considerat. No obstant, 1’aplicacid del procediment a mostres de vi blanc
fortificades amb els tres clorofenols va posar de manifest problemes de superposicio
dels pics dels analits amb pics d’interferents que havien estat extrets conjuntament com
ja s’havia vist en el treball 4.1. Aquesta manca de resoluci6 dels pics cromatografics va

portar a utilitzar un sistema de deteccid més selectiu.

Mantenint els parametres de la HS-SPME que condueixen a una maxima extraccié dels
clorofenols, es va estudiar la resposta cromatografica utilitzant una trampa d’ions com a
analitzador treballant en el mode MS/MS. El procés implica I’aillament de I'i6
precursor corresponent a cada molécula que en aquest cas son aquells amb uns valors de
m/z de 196, 230 1 264 pel TCP, TeCP i1 PCP, respectivament. Posteriorment, s’aplica el
voltatge optim per produir la seva fragmentacio i es recullen els ions fills que son els
que s’utilitzen amb finalitats quantitatives (132 1 160 pel TCP, 194 i 166 pel TeCP i 165
i 200 pel PCP). Es tracta d’una técnica que a part de millorar substancialment la
selectivitat també comporta un benefici en la sensibilitat ja que s’elimina el soroll de
fons. Emprant aquest mode d’operacié s’obtenen pics totalment gaussians per tots els
clorofenols, els quals s’identifiquen inequivocament a partir del patrd de fragmentacio

caracteristic de 1’16 precursor.

En darrer terme es va comprovar si existeixen diferéncies entre la matriu sintctica
(dissolucio hidroalcoholica) i les reals (vi blanc i negre), i per aquest motiu es van
comparar els pendents de les rectes de regressid corresponents. Un cop verificada
I’abséncia de diferéncies entre les desviacions estandard es va realitzar un test t per a un
nivell de significancia del 5%. Els pendents del vi sintétic i vi blanc son estadisticament
comparables per a tots els analits, en canvi s’observen diferéncies quan es compara la
mescla etanol/aigua amb el vi negre exceptuant el cas del TCP. Aixi doncs, €és possible

emprar solucions hidroalcoholiques per determinar els clorofenols en vi blanc mentre
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que en mostres de vi negre és necessari usar patrons de calibracid preparats amb la
matriu. Aquest diferent comportament del vi negre es pot atribuir a la seva complexa
composicid. Possiblement la interaccid dels clorofenols amb altres substancies presents
produeixen canvis en els valors de les constants de distribucio i en general la resposta
d’extraccido és menor. D’entre els parametres de qualitat estudiats, a banda de la
linealitat, precisio i1 recuperacié del metode (vegeu Taula 5 1 6 de la publicacio 4.4), cal
destacar-ne els baixos limits de detecci6 dels compostos en les tres matrius, en tots els
casos inferiors a 1 ng/L, fet que posa de manifest la gran sensibilitat del procediment

desenvolupat.

Finalment, només resta exposar els resultats derivats del desenvolupament d’una
metodologia per a la determinacié de TCA 1 TBA en mostres de vi blanc. Tal i com es
desprén de 1’apartat 2 d’aquesta memoria i el gran nombre de publicacions existents ho
corroboren, la necessitat de disposar de técniques de preconcentracid que permetin
equiparar la sensibilitat dels metodes instrumentals amb els llindars de percepcio
d’aquests compostos ha provocat que la SPME esdevingui ’opcid6 més utilitzada a
I’hora de desenvolupar métodes d’analisi d’aquestes substancies. Aquesta tendéncia
sovint ha emmascarat el potencial d’altres técniques d’extraccid com per exemple la
SPE. Si bé és cert que amb la majoria de metodologies basades en la SPE no es poden
assolir els estrictes requeriments pel que fa a limit de deteccio, no se’n pot descartar el
seu Us quan s’acobla amb altres sistemes de preconcentracié. Aquest ha estat el
principal repte plantejat del present treball. Tant el TCA com el TBA es caracteritzen
per posseir uns llindars de percepcid extremadament baixos en vi 1 per tant exigeixen
procediments d’analisi molt sensibles. Amb aquest proposit s’ha optimitzat un métode
basat en I’extraccid dels compostos de mostres de vi mitjangant la SPE i la introduccio
de grans volums en el sistema cromatografic. A més cal remarcar que s’han emprat
cartutxos de SPE empaquetats amb poca quantitat de fase solida (50 mg), fet que es
tradueix en un augment de la competitivitat del procés en termes d’estalvi de temps,

sorbent, reactius 1 mostra.

D’entre els parametres a examinar, s’ha posat especial atencié en I’etapa de rentat. El
sorbent utilitzat (LiChrolut EN) es caracteritza per la seva elevada area superficial
especifica i, per tant, elevada capacitat de retencid. Aixo afavoreix que gran quantitat de

substancies quedin retingudes durant el procés d’extraccid del vi. Sobretot en aquest
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tipus de mostres tan complexes, on interessa determinar compostos que es troben a
baixes concentracions, es fa palés la necessitat d’aplicar rentats el maxim de selectius.
Per aquesta rad s’han assajat mescles aquoses amb diferents percentatges de metanol i
un contingut de NaHCO; del 1% que permet eliminar els acids grassos. A mesura que
s’incrementa el volum de metanol de la solucid de rentat s’observa en el cromatograma
corresponent una important reduccié del nombre de compostos majoritaris presents en
el vi. Aquesta millora no només és primordial a I’hora de quantificar els analits sind que
també¢ evita el deteriorament dels components del cromatograf, especialment si tenim en
compte que s’injectaran grans volums de mostra. La composicié optima de la dissolucio
de rentat és la que conté un 70% de metanol ja que a partir d’aquest punt s’observa una

disminuci6 en la recuperacio tant del TCA com del TBA.

La correcta eleccid del dissolvent d’elucié esdevé essencial per assegurar la completa
recuperacid dels analits un cop retinguts en el cartutx. Els millors resultats per
I’aplicacid que s’esta considerant son els que presenta el diclorometa. L’estudi
exhaustiu del volum del solvent d’elucid ha revelat que només 0.6 mL son suficients per
recuperar quantitativament els analits, evidenciant aixi I’estalvi de reactius utilitzats. En
moltes aplicacions és freqiient incorporar en el procediment la posterior evaporacié del
dissolvent per preconcentrar 1’extracte abans de la seva injeccid en el cromatograf de
gasos. Es tracta d’una etapa addicional i tediosa, no sempre exempta de perdues

d’analit. Es en aquest punt on la introducci6 de grans volums juga un paper decisiu.

L’adaptacié de les condicions per a la injeccié de grans volums (LVI) implica una
optimitzacié minuciosa de diversos parametres. La introduccié de mostra mitjangant
I’injector emprat, que opera de forma similar al de vaporitzacié de temperatura
programada (PTV), es duu a terme a una temperatura per sota del punt d’ebullicio del
dissolvent. Tenint en compte que el solvent d’eluci6 és diclorometa, una temperatura
inicial de 40°C representa un compromis idoni. Altres factors com soén el volum (40 pL)
i la velocitat d’injeccié (5 pL/min) i el flux de “split” (100 mL/min) venen determinats
per la configuraci6 de l’injector que s’ha emprat en aquest estudi. Per realitzar
I’examinacio de les diferents variables que afecten la introduccid de la mostra s’utilitzen
extractes reals fortificats amb TCA i TBA obtinguts després del procés de SPE. El

conjunt d’assaigs efectuats han revelat les segiients conclusions:
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1) L’estudi del temps de transferéncia dels compostos a la columna ens indica que calen
uns 4 minuts per completar el procés. Aquest temps, comparat amb altres metodes
descrits, semblaria for¢a llarg. Aquest factor esta limitat pel comportament de 1’analit
menys volatil i per les restriccions instrumentals que només permeten escalfar 1’injector
a una velocitat de 200°C/min.

2) Quan es tria el mode d’operaci6 de vaporitzacio del solvent (“solvent-split injection”)
¢és imprescindible fixar el temps en el qual es manté la valvula de “split” oberta per tal
que el dissolvent s’elimini i els analits romanguin en el material inert del “liner” (llana
de vidre). S’ha comprovat que en incrementar el temps es produeix principalment la
pérdua del TCA ja que en ésser una substancia més volatil presenta més tendéncia per
ser arrossegada pel flux d’heli que circula dins de I’injector, mentre que el TBA és
retingut en la llana de vidre durant 1’evaporacié del solvent. Encara que a un temps de
0.5 min s’observa una major recuperacid6 d’ambdoés compostos, el temps de “split”
s’estableix a 0.7 min perque en aquestes condicions els resultats son acceptables 1 el
perfil cromatografic obtingut és més nitid, 1 a la vegada s’afavoreix la conservacio6 dels
components de I’instrument.

3) Una de les possibilitat que ofereix aquest mode d’injeccié de mostra és 1’eliminacio
d’impureses volatils. Un cop introduida la mostra en estat liquid i, mantenint la valvula
oberta, s’augmenta lleugerament la temperatura perque dites substancies s’expulsin cap
a Pexterior juntament amb el dissolvent. Quan aquesta estratégia s’assaja utilitzant
patrons s’observa que és possible escalfar I’injector fins a 100°C abans d’efectuar la
transferéncia del TCA 1 TBA dins la columna sense que aixo impliqui una reduccié de
la recuperacié dels analits. No obstant, quan es repeteix 1’experiment amb extractes de
vi fortificats s’observa un clar efecte matriu. En qualsevol de les temperatures
intermitges t¢ lloc la pérdua dels compostos, especialment del TCA. L’explicacié més
coherent per aquest fenomen és la diferent interaccié amb el suport inert del “liner”. Es
a dir, una mostra real conté gran nombre d’interferéncies que competeixen amb els
compostos d’interés pel punts actius de la llana de vidre, fins al punt de desplagar-los.
Donat que el dissolvent s’elimina no només pel flux d’heli sin6 també per efecte de la
temperatura, es produeix un volum de gas que causa la discriminacié entre el TCA 1 el
TBA. Aquest fet obliga a desestimar 1’aplicacié d’una temperatura intermitja prévia a la

transferéncia dels compostos dins el sistema cromatografic.
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El conjunt de parametres estudiats en la injeccid de grans volums d’extractes de vi que

contenen TCA 1 TBA s’esquematitzen en la Figura 1 de la publicacio 4.5.

Un fet diferencial de la metodologia desenvolupada és la seva robustesa. Les dades de
repetitivitat (RSD< 6%) 1 la reproductibilitat (RSD<9%) evidencien la qualitat dels
resultats. Tant la linealitat del sistema cromatografic (avaluada fortificant extractes)
com del metode global (examinada fortificant mostres de vi) indiquen una dependéncia
lineal entre la resposta i la concentracié d’analit en I’interval habitual en el qual
s’analitzen. També s’ha estudiat la recuperacié del procediment trobant-se resultats
superiors al 80% independentment de la composicid del vi 1 el nivell de concentracio.
Finalment, s’han determinat els limits de deteccié del métode, que son de 0.2 ng/L pel
TCA 1 0.4 ng/L pel TBA. Aquests valors son substancialment inferiors al seu llindar de
percepcio i del mateix ordre que els que s’obtenen mitjangant procediments basats en la
SPME. Per tant els avantatges que es deriven d’aquest treball en termes de precisio,
sensibilitat i rapidesa confirmen aquesta proposta com una excel-lent alternativa per a la

determinacio de TCA 1 TBA en mostres de vi.
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Del conjunt de resultats recollits en aquesta memoria es poden enumerar les segiients

conclusions:

. S’han desenvolupat metodes de determinacio de clorofenols “alliberables” (TCP,
TeCP 1 PCP) en macerats de suro basats en I’extraccido en fase solida (SPE) o la
microextraccio en fase solida (SPME) i1 cromatografia de gasos amb detecci6 de captura
d’electrons.
* La comparaci6 entre els sorbents d’extraccid en fase solida Cig i Oasis HLB ha
demostrat que ambdds cartutxos proporcionen resultats similars pel que fa a la
recuperacié dels compostos d’interés en mostres d’aigua 1 dissolucions
hidroalcoholiques amb un percentatge d’etanol del 12 % (v/v). Quan s’avaluen
macerats de suro reals fortificats a 200 ng/L amb els clorofenols considerats, el
sorbent Oasis HLB resulta més efectiu en gairebé tots els casos a I’hora d’extreure
1 preconcentrar els analits.
* En les condicions experimentals establertes per I’etapa d’extraccid en fase solida
mitjancant els cartutxos Oasis HLB s’han analitzat diferents volums de macerats
de suro fortificats a 10 ng de cada clorofenol. S’ha comprovat que una carrega de
fins 1 tot 250 mL permet obtenir recuperacions quantitatives per tots els
compostos. Igualment s’ha aplicat el metode per I’extraccid de mostres que
contenen diferents nivells de concentracid (150, 50 1 20 ng/L). En la majoria dels
casos s’han trobat valors de recuperacions acceptables.
* L’estudi de diferents parametres que afecten la microextraccid en fase solida
dels clorofenols en solucions hidroalcoholiques mitjancant una fibra de
Polidimetilsiloxa (PDMS) i mode d’espai en cap ha permes establir que les
condicions experimentals que proporcionen una major resposta son: 60 min, 55°C
1 un contingut de NaCl de 0.8 g.
* El me¢tode de SPME presenta una resposta lineal en I’interval estudiat, una
elevada repetitivitat amb valors de %RSD inferiors al 5.3% 1 uns limits de
deteccio proxims a 1 ng/L. La seva aplicacio a mostres reals fortificades a 10 ng/L
ha confirmat la seva utilitat per a la quantificacié de clorofenols presents en

macerats; no obstant, en el cas del vi, apareixen dificultats a I’hora de determinar
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els compostos, especialment el PCP, com a resultat del gran nombre

d’interferéncies que s’extreuen conjuntament amb els analits.

S’ha avaluat la capacitat de mescles etanol/aigua per a I’extracci6 de clorofenols

de taps de suro, les quals posteriorment han estat preconcentrades aplicant les técniques

de SPE i SPME 1 analitzades utilitzant la cromatografia de gasos amb deteccio de

captura d’electrons.
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* S’ha assajat el contingut maxim d’etanol que admeten els cartutxos Oasis HLB
sense que es produeixin pérdues d’analit durant el procés de carrega de la mostra.
Emprant un percentatge d’etanol del 40% s’ha obtingut una recuperacio del 45%
pel TCP mentre que pels altres clorofenols s’han aconseguit dades quantitatives.
Aquests resultats ens indiquen que el percentatge d’alcohol maxim per aquesta
aplicacid6 és del 30%.

* Les extraccions del suro triturat fortificat a 20 ng/g s’han dut a terme utilitzant
solucions hidroalcoholiques del 40% i el 60%, les quals han estat diluides a la
meitat abans del procés de SPE, per obtenir uns percentatge d’etanol del 20% i
30%, respectivament. Quan es carrega l’extracte que conté major proporcid
d’etanol (30%) es produeix la saturaci6 del cartutx a conseqiiéncia de I’elevat
nombre d’interferents procedents del suro. En el cas de I’extracte amb un 20%
d’etanol s’han obtingut recuperacions del 78.6% pel TCP, 59.2% pel TeCP i
33.6% pel PCP.

* En el desenvolupament del métode de HS-SPME s’ha emprat una fibra de
Polidimetilsiloxa/divinilbenze (PDMS/DVB) per a I’extraccié de clorofenols de
solucions etanol/aigua del 12% (v/v). L’estudi del temps, temperatura i contingut
de sal s’ha realitzat aplicant un disseny factorial complet a dos nivells. Segons els
resultats obtinguts es pot afirmar que només les variables individuals controlen la
resposta 1, d’entre aquestes, el temps ¢€s significant pels tres analits mentre que la
temperatura només afecta 1’extraccié del TCP i el contingut de NaCl no influencia
el procés en cap cas. Mitjancant els grafics de contorn s’ha verificat que la
curvatura detectada pel TCP i el TeCP correspon a un minim en la regio
intermitja. Amb aquestes dades es pot concloure que les condicions d’extraccid

més adients son: 60 min, 50°C 1 0.8 g de contingut de NaCl.
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* Els valors de precisio (%RSD < 11.4%) i limit de deteccid (< 2.5 ng/L)
corroboren la robustesa i sensibilitat de la metodologia proposada. L’aplicaci6 de
la HS-SPME sobre extractes de suro fortificats ha mostrat recuperacions superiors
al 80%. Quan s’avalua tot el procés en global, és a dir, incloent I’etapa d’extraccid
amb una mescla hidroalcoholica al 40% (v/v) d’etanol del suro fortificat a 13.5
ng/g i la seva posterior dilucié fins aconseguir un percentatge d’alcohol del 12%
per posteriorment dur a terme la HS-SPME, s’obtenen recuperacions del 78.5%,
51.9% 1 19.6% pel TCP, TeCP 1 PCP, respectivament, valors similars a les que
s’han descrit pel procediment basat en la SPE.

* Tant el métode basat en la SPE com en la HS-SPME ofereixen resultats
satisfactoris per a la quantificaci6 de TCP en mostres de suro, en canvi pels altres
compostos esdevé més critic, fet que es pot atribuir a la baixa eficiéncia extractiva

de les mescles etanol/aigua.

= S’ha avaluat un metode fonamentat en 1’extraccid solid-liquid per a la
determinacié simultania de cloroanisoles i clorofenols en suro que posteriorment ha
estat aplicada per examinar 1’eficiéncia de diferents tractaments destinats a 1’eliminacié
d’aquests compostos.
* Després de comprovar diferents etapes que constitueixen el procediment, aquest
s’ha assajat globalment fortificant suro triturat. Tant els resultats de recuperacié a
diferents nivells com els de precisio son satisfactoris en tots els casos.
Addicionalment, s’ha verificat que el procés de fortificacié emprat constitueix una
opcid adequada quan es vol obtenir suro contaminat amb finalitats de validacio.
* El métode ha estat aplicat a diferent tipus de mostres de suro que acostumen a
ser rebutjades per a la fabricacié de taps 1 on s’hi ha detectat la preséncia de TCA 1
TCP.
* Utilitzant aquestes mostres reals s’ha comprovat I’eficacia de diferents rentats
per a I’eliminaci6é dels compostos relacionats amb el “gust de suro”. El rentat amb
aigua permet reduir el contingut de TCA 1 TCP en gairebé un 50%. En relaci6 a
I’s de dissolucions alcalines de NaOH 0.1M es comprova que s’aconsegueix
eliminar completament el compost fenolic 1 aproximadament el 70% de TCA.
Concentracions més diluides de NaOH no donen lloc a resultats tan favorables.

Dos productes comercials basats en solucions acides de peracétic 1 sulfamic han
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representat la pitjor alternativa ja que per ambdos compostos s’han obtingut

baixos percentatges d’eliminacio.

S’ha fet un estudi de I’efecte matriu en la determinaci6 de clorofenols en matrius

de vi mitjangant la cromatografia de gasos acoblada a I’espectrometria de masses

operant en el mode MS/MS.

* Tenint en compte els resultats obtinguts per la fibra de PDMS, s’ha definit un
nou domini experimental per tal d’avaluar la influéncia dels diferents parametres
que afecten el procés de HS-SPME emprant un disseny factorial complet a dos
nivells. Si bé el temps afecta ’extraccié de tots els clorofenols, la temperatura
només ¢€s significant pel TCP 1 TeCP. La quantitat de sal afegida no presenta
efecte en la resposta dels analits. En conjunt es pot establir que les condicions
d’extraccid que provoquen un augment en la resposta son les que s’especifiquen:
60 min, 70°C i 0.4 g de contingut de sal.

* L’analisi de mostres reals fortificades amb els respectius clorofenols utilitzant el
metode de HS-SPME desenvolupat 1 1’espectrometre de masses treballant en el
mode MS/MS com a sistema de deteccid ha permes la correcta quantificacio i
identificaci6 dels analits.

* S’han estudiat en detall els possibles efectes matriu de les solucions etanol/aigua
al 12% (v/v), vi blanc 1 vi negre. A partir de la comparacié dels pendents de les
rectes de regressid construides en els medis esmentats es pot concloure que no
existeixen diferéncies significatives entre les solucions hidroalcoholiques i el vi
blanc pero si que s’observen entre les primeres i el vi negre exceptuant el cas del

TCP.

S’ha desenvolupat una metodologia basada en la cromatografia de gasos i

I’espectrometria de masses per a la determinaci6 de TCA i1 TBA en mostres de vi

acoblant la SPE i la injecci6 de grans volums (LVI).

230

* Per aquest estudi s’han emprat cartutxos amb molt poca quantitat del sorbent
LiChrolut EN (50mg) i se n’han assajat algunes de les etapes que governen el
procés de SPE. La mescla hidrometanolica al 70% (v/v) amb un 1% de NaHCO;
ha representat la composicid Optima per una eficient eliminacid de les

interfereéncies adsorbides durant la carrega de la mostra de vi. D’entre els diferents
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dissolvents assajats com a eluents, el diclormeta permet recuperar
quantitativament el TCA 1 TBA en un volum minim de 0.6 mL.

* La introducci6 de 40 pL d’extracte de vi dins el cromatograf de gasos s’ha
efectuat sota les segilients condicions: 5 pul/min de velocitat d’injeccio, 100
mL/min de flux de “split”, 200°C/min de velocitat d’esclafament de ’injector, 4
min de transferéncia dels compostos a la columna cromatografica, 0.7 min
d’eliminacié del dissolvent a través de la valvula de “split”. Tot i que en
determinades ocasions és possible aplicar una temperatura intermitja durant
I’eliminaci6 del dissolvent per afavorir que les interferéncies més volatils
s’evaporin 1 siguin expulsades a través de la valvula, les caracteristiques dels
analits, sobretot el TCA, fan desestimar aquesta possibilitat.

* Els valors de repetitivitat (%RSD< 6%) 1 la reproductibilitat (%RSD<9%) posen
de manifest la robustesa del metode desenvolupat. Juntament amb I’0ptima
linealitat observada, cal mencionar les excellents recuperacions dels dos
compostos a diferents nivells de concentracié (5, 15, 30, 100 ng/L), les quals en
cap cas son inferiors al 80%. En darrer lloc és essencial assenyalar els baixos
limits de detecci6 aconseguits (0.2 ng/L pel TCA 1 0.4 ng/L pel TBA), que fan que
una metodologia per a la determinaci6 d’aquests analits basada en la SPE es pugui

equiparar, en termes de sensibilitat, a I’habitual SPME.
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7. Agraiments






En multitud d’ocasions he imaginat com seria el moment de redactar els agraiments,
pero ara, davant la infinitat d’aquesta pagina en blanc, sento un cumul de sentiments
dificils d’expressar tan sols amb simples paraules. D’una banda, m’envaeix una
sensacid d’alleujament al mirar enrere i comprovar que al final I’esfor¢ dedicat ha
valgut la pena. D’altra banda, m’entristeix el fet de tancar una etapa de la meva vida, de
la qual especialment en valoro les persones que m’han acompanyat al llarg del complex

cami de la recerca.

Sovint ens regim per protocols i, pel que fa als agraiments d’una tesi, el protocol
estableix que el nom del director ha d’apareixer en primer lloc. En el meu cas, pero,
donar-te les gracies Enriqueta abans que a ningl més no representa un requeriment
purament formal. Sense els teus consells i constant dedicacidé aquesta tesi no hauria
esdevingut una realitat. Treballar amb tu ha estat a la vegada tan enriquidor com
gratificant, pero el que realment m’enorgulleix no és haver compartit el teu potencial

cientific sin6 haver descobert la gran persona que ets.

Dels anys que he format part de la Facultat de Ciéncies sempre en guardaré un afecte
especial 1 aix0 és degut als companys i companyes de 1’area de Quimica Analitica.
Sembla contradictori perd a vegades preferiria no endur-me un record tan positiu de
vosaltres perque aixi ara no us trobaria tant a faltar. Permeteu-me fer un esment especial
a I’Eva, la Sonia, la Gemma 1 la Marta, amb les quals he compartit quelcom més que
rialles i confidéncies. A tu Roser t’agraeixo sincerament 1’haver-me proporcionat les
bases per poder iniciar la meva recerca i m’alegro que el mén del suro hagi fet que
haguem représ el contacte. Es precisament la indastria del suro qui ha confiat amb la
meva experiéncia i per aquest motiu voldria expressar per escrit el meu agraiment a

I’empresa J. Vigas S.A.

Quisiera agradecer a los doctores Juan Cacho y Vicente Ferreira la oportunidad de
repetir estancia en la Universidad de Zaragoza y asi haber podido trabajar en el
reconocido grupo que lideran. Des del primer momento todos los compafieros me
arroparon tanto dentro del laboratorio como fuera de €1, de tal forma que nunca olvidaré
la generosidad desinteresada que todos me brindaron. Me siento muy afortunada de

haberos conocido y sobre todo quisiera subrayar mi amistad con Eva; te deseo mucha
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suerte con tu tesis y recuerda que la puertas de mi casa siempre (en especial en verano)

estardn abiertas para ti.

A banda de les persones relacionades directament amb la feina, voldria agrair el suport
de la familia i1 els amics més proxims. SOc conscient que els mals moments no els he
viscut sola sind que tots vosaltres m’heu fet costat quan més ho he necessitat. En
concret, Maria Rosa m’has demostrat que la teva amistat incondicional és un dels valors

que més aprecio en la vida.

No voldria concloure aquesta tesi doctoral sense abans mencionar-te a tu, Joan. Durant
aquests anys, junts hem compartit experiéncies inoblidables i experiéncies per oblidar;
perd amb tot m’he adonat que t’estimo 1 desitjo que aquest sentiment sigui el fonament

del nostre projecte en comu.

De tot cor, gracies a tothom.

Sara
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