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RESUM

Els haloanisols sén compostos aromatics molt volatils que es poden trobar presents en el suro,
pero també en la fusta, les bodegues o 'ambient. La seva preséncia esta relacionada amb el
gust o aroma a suro, un defecte comu en el vi i que té un efecte economic important. No
només els haloanisols influeixen negativament a les propietats sensorials del vi, també s’hi
poden trobar compostos com les pirazines, la geosmina, el guaiacol i altres amb descriptors
aromatics com terrosos, fungics i florits. Tot i que no tots ells presenten una influéncia similar,

son igual d’'importants ja que el seu llindar de percepcid és bastant baix.

En aquest treball es va portar a terme el desenvolupament d’'un métode simple i prou sensible
per separar i determinar simultaniament onze compostos 2,4,6-tricloroanisol (TCA), 2,4,6-
tetracloroabisol (TeCA), pentacloroanisol (PCA), tribromoanisol (TBA), 2-metoxi-3-
isopropilpirazina (IPMP), 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina (MDMP) i 2-isobutil-3-metoxipirazina
(IBMP); geosmina (GSM), 2-metilisoborneol (2MIB), guaiacol (GUAI) i 1-octen-3-ol dels taps de
suro mitjancant la microextraccié en fase solida (HS-SPME) acoblat a la cromatografia de

gasos-espectrometria de masses (GC-MS/MS).

Per poder posar a punt el metode primer de tot es van haver d’estudiar les condicions optimes
del SPME-GCMSMS, comengant per la seleccid de la fibra: es van estudiar quatre fibres
diferents, les quals estaven recobertes per diferents polimers. Finalment I’escollida va ser la
composta per divinilbenze-carboxe-polidimetilsiloxe (DVB/CAR/PDMS) ja que va proporcionar

millors arees per a la majoria dels compostos estudiats.

Un cop escollida la fibra optima, es van estudiar els factors d’extracciéd optims (el temps
d’extraccié i la temperatura d’incubacid). Aquesta etapa és molt important ja que és quan es
produeix la migracio dels analits des de la mostra fins a la fibra. Un cop es van obtenir els
resultats de I'estudi dels diferents temps d’extraccié es va poder observar que les variacions
entre 60 minuts i 80 minuts eren poc significatives. Doncs es va acabar seleccionant un temps
de 60 minuts. Un cop determinat el temps es va procedir a estudiar la temperatura
d’incubacié. Es va avaluar un rang de temperatures de 302C fins a 602C. Tot i que es va
observar una millor resposta a la temperatura més elevada es va acabar aplicant una

temperatura de 502C perque temperatures elevades solen derivar en problemes.

El penultim parametre que es va estudiar va ser I'addici6 o no de NaCl. La preséncia
d’electrolits en un sistema d’adsorcié ajuda a disminuir la solubilitat dels compostos

hidrofobics de la fase aquosa. Aquest efecte és conegut com “salting out” i s'utilitza per



incrementar la sensibilitat d’'un métode analitic pero aquesta addicié no sempre és convenient.
L'avaluacié de l'efecte “salting out” en aquest estudi va demostrar ser prescindible la seva

addicio a la major concentracié en tots els compostos tret de I'OCT30L.

Per acabar es va avaluar I'efecte de la temperatura de desorcio i es va poder observar com la

temperatura que resultava arees més elevades va ser la de 290°C.

Un cop es van recollir les condicions optimes per I'aplicaciéo de SPME es va procedir a realitzar
un estudi sobre I'efecte matriu. En aquest es van tenir en compte quatre matrius diferents: dos
solucions d’aigua destil-lada amb diferents concentracions d’etanol (12% i 4%) i dos begudes
(vi blanc i vi negre). En els quatre casos es van introduir un mix dels onze compostos a quatre
concentracions diferents (1, 5, 10 i 20 ng/L). Per poder comparar els resultats es van realitzar

corbes de calibratge de cada una de les matrius.

La validacié del metode es considera una part essencial del desenvolupament d’un metode
analitic, és a dir, s’"ha d’avaluar per poder assegurar que és apropiat per I'analisi objectiu i que

els resultats que s’obtenen sén fiables i consistents.

El métode desenvolupat es va validar en els termes de precisié (repetibilitat i reproductibilitat),
linealitat, limits de deteccid i quantificacid. La linealitat del procés es va avaluar analitzant 3
répliques de les solucions estandard preparades a 8 nivells de concentracions (0.01-50 ng/L). El
coeficient de correlacié (R?) va ser I'indicador utilitzat per identificar una bona linealitat. El seu
valor havia de ser igual o superior que 0.99 per tots els compostos estudiats. Els resultats van

demostrar una bona linealitat en els onze compostos (R* > 0.992).

Els limits de deteccié (LD) i quantificacié (LQ) es van calcular manualment a partir de I'alcada
del pic del compost i el soroll de fons abans i després del pic. Es van utilitzar solucions amb
nivells baixos dels compostos d’interés tant per LD (concentracié de la senyal/soroll = 3) com
LQ (concentracié de la senyal/soroll = 10). Els resultats de la repetibilitat i la reproductibilitat

es van estudiar mitjancant (%RSD). En ambdds casos aquest valor no va superar el 10%.

Per finalitzar, es va aplicar el metode desenvolupat a mostres reals de taps de suro,
préviament macerades, per avaluar I'analisi i aixi poder garantir la fiabilitat dels resultats

obtinguts.

La validacié del métode va demostrar que aquest es podria aplicar satisfactoriament per a

portar a terme la quantificacié dels compostos assajats simultaniament en taps de suro. No es



pot afirmar el mateix en el cas del vi, tot i haver estudiat i validat I'estudi de I'efecte matriu,

doncs faltaria portar a terme més analisis.

La capacitat per fer mesures a nivells inferiors al llindar de percepcié podria ser important per
controlar el procés de fabricaciéd de taps de suro al llarg del temps. Per tant, I'enfocament
proposat en aquest treball és una valuosa contribucié al sector surer i, en un futur, per a la
industria vitivinicola, ja que en aquest estudi es va aconseguir proporcionar un metode de
seleccid senzill i sensible per controlar la qualitat de les mostres en les diferents etapes del

procés de fabricacid.

PARAULES CLAU
Taps de suro, compostos aromatics, haloanisols, pirazines, Guaiacol, Geosmina, 2-MIB,

OCT30L, microextraccié en fase solida de I'espai de cap (HS-SPME), CG-Triple quadrupol MS.
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1. INTRODUCCIO

Els taps de suro s’han utilitzat al llarg dels anys a la indUstria del vi i encara avui en dia sén molt
importants ja que molts experts i consumidors els associen amb vins d’alta qualitat. Part
d’aquesta importancia ve donada per les seves propietats fisiques Uniques entre les quals s’hi
troben 'alta flexibilitat, elasticitat, compressibilitat i recuperacié, baixa densitat i una baixa

permeabilitat als liquids (Anjos et al., 2010).

Els boscos d’alzines sureres (Quercus suber L.) suposa una activitat econdmica important en la
majoria de paisos mediterranis com és el cas de Portugal i Espanya. A més es relaciona amb la
preservacio de la biodiversitat i la reduccid de CO,. Per aix0, I'Us del suro té un impacte positiu
sobre la proteccid del medi ambient. A més a més, la utilitzacié de taps de suro com a
tancament per a I'envelliment en ampolla també ofereix un impacte positiu contribuint en el
desenvolupament de compostos aromatics de caracter positiu. Tanmateix, en alguns casos,
I’Gs d’aquest material pot comportar el risc de I'aparicié del defecte conegut com gust o aroma

a suro.

L’aroma a suro és un dels problemes als quals s’enfronta la industria vitivinicola i que afecta a
la qualitat del vi, provocant pérdues economiques a més de perjudicar la reputacié del celler
(Fontana, 2012). Aquest aroma és descrit com |'efecte de diferents compostos volatils que
influeixen negativament en les propietats sensorials del vi (Chantal et a/ 2008) aquests tenen
descriptors aromatics com terrosos, fungics, i florits. Entre els compostos més comuns i
responsables de I'aroma fungic en els taps de suro s’hi troben els cloroansiols: 2,4,6-
tricloroanisol (TCA), tetracloroanisol (TeCA), pentacloroanisol (PCA), 2,4,6-tribromoanisol
(TBA), algunes pirazines com 2-metoxi-3-isopropilpirazina (IPMP) , 2-metoxi-3,5-
dimetilpirazina (MDMP) i 2-isobutil-3-metoxipirazina (IBMP); geosmina (GSM), 2-
metilisoborneol (2MIB), guaiacol (GUAI) i 1-octen-3-ol (OCT30L).

Els cloroanisols sén els compostos responsables d’aquest defecte caracteritzat com a olor a
suro. No obstant aixd, es poden identificar altres compostos en el suro capagos de
desenvolupar aquestes alteracions negatives (Chatonnet et al., 2010). La GSM i el 2MIB s6n
responsables de I'aroma a terra, les pirazines causen olors vegetals o herbacies i el GUAI és
causant dels aromes a fum, medicaments o fenols. En el cas del MDMP és identificat com el
segon compost més comu, després del TCA (Chatonnet et al., 2010) capag¢ de causar I'olor a
floridura o a suro en vins australians (Simpson et al., 2004). La rad per la qual aquests

compostos apareixen en les ampolles de vi sén variades i inclouen grapes contaminades,



contaminacié ambiental dels cellers, materials de fusta, barrils i taps de suro (Simpson et al.,

1990; Cravero, 2020).

La millor solucié per evitar la preséncia dels “off-flavours” en el vi és la prevencio, donat que
I’extraccié no és una técnica facil d’aplicar en aquest camp. Per aquesta rad, la industria del vi i
del suro haurien d’evitar possibles fonts de contaminacié mitjancant la comprovacié de la
preséncia de compostos responsables d’aquests aromes indesitjables al llarg de les diferents
etapes de produccié. Per tant, la monitoritzacié dels compostos d’interes en els taps de suro és
un procés clau com a control de qualitat abans d’enviar ambdds productes al mercat. A més,

els resultats identificarien la font de contaminacié i possibilitarien la seva eliminacid.

El llindar de percepcid d’aquests compostos en aigua o en vi es troba al voltant dels ng/L pero
pot variar depenent de la matriu en la qual es troben dissoltes les molécules i de la seva
concentracié a la mostra. Per aquesta rad, son necessaries tecniques d’analisi amb una elevada
sensibilitat per a poder identificar i determinar aquests compostos. Tenint en consideracio
I’elevada capacitat de volatilitzacié d’aquestes molecules la cromatografia de gasos (CG) és la
teécnica analitica més indicada per portar a terme la seva determinacié (Fontana, 2012). Pero
aquesta técnica no és suficient ja que la concentracio dels compostos d’interes es solen trobar
a nivells molt baixos tant en les mostres de vi com en les de suro. Doncs havent de treballar
amb escales tan baixes obliga a aplicar una etapa de preconcentracié. Hi ha molts métodes
eficients per a preparar les mostres com la microextraccié (Martendal, et al., 2007), extraccid
en fase solida (Schmarr et al., 2012), microextraccié liquid-liquid dispersiva (Pizarro et al.,
2011) i sistema de purga i trampa (Campillo et al., 2004). Actualment la tendéncia és mou cap
al desenvolupament de metodes automatitzats, rapids, sensibles, selectius, amb un consum
baix de reactius que puguin perjudicar el medi ambient. Es per aixd que la microextraccié en
fase solida (SPME) ha prevalgut per sobre de totes les altres tecniques de preconcentracid a
més de ser el métode més utilitzat en productes com el vi i el suro (Martinez-Uruiuela et al.,
2004; Riu et al., 2002; Campillo et al., 2008). Doncs SPME ha evolucionat molt en els darrers
anys i és capag¢ d’integrar el mostreig, |'extraccid, la concentracié i la introduccié de les

mostres en un procés simple, a més, de poder ser automatitzat facilment.



1.1. Objectius

Desenvolupar i optimitzar un métode GC-MS/MS molt sensible que permeti la
quantificacid simultania d’onze compostos en mostres de suro.
Portar a terme la validacié del métode desenvolupat mitjancant diferents variables
com la linealitat, els limits de deteccid i quantificacio i precisid.

Aplicar el metode desenvolupat en mostres reals de taps de suro.
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2. MATERIALS | METODES

2.1. Patrons dels compostos volatils

Els quatre haloanisols 2,4,6-tricloroanisol (TCA), tetracloroanisol (TeCA), pentacloroanisol
(PCA) i 2,4,6-tribromoanisol (TBA) juntament amb el patré intern deuterat 2,4,6 tricloroanisol
(dTCA) van ser subministrats per Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA). La resta de compostos 2-
metoxi-3-isopropilpirazina (IPMP), 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina (MDMP) i 2-isobutil-3-
metoxipirazina (IBMP), geosmina (GSM), 2-metilisoborneol (2MIB), guaiacol (GUAI) i 1-octen-3-
ol (OCT30L) van ser subministrats per LGC Standards (Teddington, UK).

Taula 1. Estructura i aroma dels compostos d’intereés. Font: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/

Compost Abreviatura Estructura Olor
1-octen-3-ol OCT30L Fungic
f|, N Herbacies, patata,
2-metoxi-3,5-dimetilpirazina MDMP | || avellana madura o
N bruticia
r|) N
2-metoxi-3-isopropilpirazina IPMP | I\ Terrosa
| N
(‘)
Guaiacol GUAI e Fenolic
(I
2-isobutil-3-metoxipirazina IBMP u I Vegetal, pebrot verd
2-metilisoborneol 2MIB , ‘ Terrosa, ranci
| 0O
2,4,6-tricloroanisol TCA “ ‘ Floridura
Geosmina GSM ‘ I Terrosa, terra humida

‘ o
H
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Taula 1, continuacio

Tetracloroanisol TeCA ’ || Floridura
l
: |

2,4,6-tribromoanisol TBA ]| \ Floridura
[

Pentacloroanisol PCA ' Floridura

2.2, Preparacio de les solucions

Les dissolucions dels compostos individuals o també anomenades dissolucions mare es van
preparar a una concentracié de 100 mg/L en metanol. Com que tots els compostos es trobaven
en fase liquida la preparacié de les dissolucions es va realitzar mitjangant xeringues de vidre.
Posteriorment es van emmagatzemar a 42C en vials de vidre ambre a la foscor. A partir
d’aquestes solucions es van preparar solucions mix estandard de treball a varies
concentracions diluides en metanol. En tractar-se de compostos volatils facilment degradables

les solucions estandard de treball es preparaven cada setmana de nou.

2.3. Cromatografia de gasos amb espectrometria de masses

2.3.1. Cromatograf de gasos

L’analisi cromatografic va ser realitzat en un cromatograf de gasos Agilent 7890 A acoblat a un
sistema d’espectrometria de masses 7000 amb triple quadrupole (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA) equipat amb un injector Agilent Multimode. L’adquisicid i el processament de dades
es van realitzar mitjancant el software Agilent Mass Hunter Qualitative i Mass Hunter

Quantitative Analysis B.08.00.

La separacié cromatografica es va portar a terme mitjacant una columna capil-lar J&W HP-5MS

Ul (30 m x 0.25 mm I.D., df: 0.25 um) subministrada per Agilent Technologies. El gas portador
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utilitzat va ser I'heli (puresa 99.999%) a un flux constant 1,4 ml/min. La temperatura de

I'injector va ser de 2909C durant 1 minut.

El programa de temperatura del forn utilitzat va ser el segiient:

20°C/min
502C E—— 220°C
1 min \ 1 min

Es va comencar amb una temperatura al forn de 50°C i es va mantenir durant un minut.
Seguidament va augmentar fins a 2202C a 202C per minut. Un cop arriba a la temperatura final

es manté a aquesta durant un minut.

La temperatura de transferéncia va ser de 2809C i es va utilitzar nitrogen (1,5 ml/min) com a
gas de col-lisié. L'espectometre de masses va operar en el mode d’ionitzacié d’electrons a 70

eV amb el control de reaccions miultiples (MRM).

2.3.2. Condicions cromatograf

Abans de posar a punt qualsevol métode d’analisi, independentment de la tecnica escollida, és
necessari realitzar assajos previs amb |'objectiu de poder coneixer el comportament dels
compostos d’interes. Un cop finalitzat aquest estudi previ es procedeix a realitzar la

optimitzacié exhaustiva de tots els parametres que afecten a la determinacié.

En aquest estudi es van estudiar préviament el temps de retencid i els fragments de massa

caracteristics dels onze compostos objectiu.

Es va realitzar un analisi full scan (m/z 50-350) individual per a cada compost (10 mg/L). Els
experiments full scan van mostrar els ions precursors i, a continuacid, es van dur a terme
experiments MS/MS sobre els ions precursors per determinar els seus ions producte. Per a la
identificacié de compostos es van utilitzar biblioteques mass spectral (espectrals de masses)
NIST11 (versid 2.0, construida el 19 de maig de 2011). Un cop establerta la seleccié dels ions
producte, també es van determinar les energies de col-lisié optimes per a cada compost en
diferents transicions (taula 2). Per minimitzar el nombre de transicions i, per tant, maximitzar
la sensibilitat, els experiments de MS/MS es van agrupar en quatre segments de temps durant

la prova GC-MS/MS.
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Taula 2. Temps de retencid (TR) i condicions de control de reaccions multiples per I'analisi dels
onze compostos d’interes (transicio espectral de masses i energies de col-lisid).

Primer io6 de Segon i6 de

COMPOST TR (min) transic!é coﬁzj:gi(a\/)b transic!é co:s_;(::gi(a\/)b
(m/z) (m/z)

OCT30L 6.04 57-29 5 57-31 10
MDMP 6.88 138-120 5 138-109 10
IPMP 7.52 152-137 5 152-124 5
GUAI 7.55 124-109 15 124-81 15
IBMP 8.83 124-94 15 124-81 15
2MIB 8.90 95-67 10 95-55 10
TCA 10.99 210-195 10 212-197 10
GSM 12.04 112-97 10 112-83 10
TeCA 13.57 231-203 15 246-203 20
TBA 14.64 344-329 10 346-303 25
PCA 15.85 280-237 30 265-237 10
dTCA 12.04 217-199 10 215-197 20

®relacié massa-carrega bvolt, 1-octen-3-ol (OCT30L), 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina (MDMP), guaiacol (GUAI), 2-
metoxi-3-isopropilpirazina (IPMP), 2-isobutil-3-metoxipirazina (IBMP), 2-metilisoborneol (2MIB), geosmina (GSM),
2,4,6-tricloroanisol (TCA), tetracloroanisol (TeCA), pentacloroanisol (PCA) i 2,4,6-tribromoanisol (TBA).

2.4. Optimitzacié metode SPME

La técnica de microextraccié en fase solida (SPME) fou desenvolupada per Pawliszyn et al
(1997), es tracta d’una técnica d’extraccié que mostra diverses caracteristiques molt atractives
com son: la simplicitat, rapidesa, sensibilitat, selectivitat, facil integracid a sistemes
automatitzats, baix cost i un dels aspectes més importants: no es necessaria la incorporacié de

cap dissolvent durant I'etapa d’extraccié.

La microextraccié en fase solida consta de dos passos: I'adsorcid dels analits de la matriu a la
fibra, seguit d’una desorcioé termica dels compostos extrets dins del cromatograf de gasos. A la

figura 1 es mostra una il-lustracié d’ambdds passos.

Proods d'adsorcid | | Procés desorcidtbmica |

sewmll

alalls ”

Figura 1. Procés d’adsorcié mitjangant la técnica en espai de cap, seguit del procés de desorcid termica.
(Caballero, A. 2015)
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La SPME es pot dur a terme de dues formes: introduint la fibra dins la mostra (extraccié
directa) o bé, situant la fibra a I'espai en cap de la mostra (headspace). En el cas d’aquest
estudi la técnica utilitzada va ser I'espai en cap (HS) ja que és molt utilitzada per I'extraccid de

compostos volatils.

La fibra és una fase estacionaria que actua d’esponja concentrant els analits de la matriu a la
seva superficie durant I'etapa d’adsorcié. La mostra es col-loca en un vial tancat amb un
septum. Quan la xeringa de SPME el perfora i la fibra entra en el vial déna lloc a I'etapa
d’extraccié. Durant aquesta es produeix I'equilibri entre les diferents fases (matriu o mostra,
fibra i fase gasosa). Per tant, és important estudiar el temps d’immersié i la temperatura
d’incubacié per arribar a assolir aquest estat. Tot i que també s’han de tenir en compte
parametres basics com el pH o la concentracié de sals ja que influeixen en la forga ionica de la
mostra. Un cop acabada I'extraccié dels analits s’introdueix la fibra a I'injector del cromatograf
de gasos el qual es troba a una temperatura suficientment elevada perque de forma
instantania els compostos passin ha estar desorbits en entrar a la columna cromatografica. Aixi
doncs l'optimitzacid de la temperatura de desorcidé és un parametre clau alhora de

desenvolupar un métode de SPME acoblat a CG.

Per portar a terme el desenvolupament del metode amb SPME es van avaluar diferents
variables com el tipus de fibra, el temps d’'immersid, la temperatura d’incubacié, I'addicié de
NaCl i la temperatura de desorcié. Per desenvolupar 'avaluacié es va utilitzar una solucié del
12% aigua-etanol amb una concentracid de 15 ng/L del mix dels components a estudiar. La
seleccid de les condicions optimes es va realitzar mitjangant I'area acumulada dels pics per

cada analit. Tots els assajos es van produir per triplicat.

En primer lloc es va avaluar I'eficiéncia de quatre recobriments de fibra: polidimetilsiloxa no
polar (PDMS), polidimetilsiloxa/divinilbenzé (PDMS/DVB), divinilbenzé/carboxe/polimetilsiloxa
(DVB/CAR/PDMS), poliacrilat (PA) i polidimetilsiloxa/divinilbenzé (PDMS/DVB). Un cop
seleccionada la fibra, es va estudiar el temps d’extraccié segons 5, 10, 20, 30, 40, 60 i 80
minuts i aixi elegir el temps optim per I'adsorcié dels components a la fibra. També es van
realitzar assajos per determinar la temperatura d’incubacié a 30°C, 409C, 50°C i 609°C.
L'eficiencia del NaCl, i per tant, de I'efecte ionic es va estudiar mitjangant I'addicié de NaCl en
solucions aquoses, aquestes concentracions van ser 0, 50, 100 i 300 g/L. Seguidament, es va
determinar la variacié de la temperatura de l'injector entre 2502C i 3002C. Finalment es va
portar a terme un estudi sobre I'efecte de la matriu. Les diferents matrius utilitzades van ser:

una solucié 12% aigua-etanol, una solucié del 4% aigua-etanol, vi blanc i vi negre.
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2.5. Validacio del métode

La validacié d’un metode analitic és fonamental per la qualitat dels resultats, la qual és
rellevant perque moltes decisions importants es basen en els resultats dels analisis.

El métode desenvolupat va ser validat mitjancant els parametres seglents: linealitat, limits de
deteccio, limits de quantificacié i precisié (repetibilitat i reproductibilitat).

2.5.1. Linealitat

El model de linia recta és el model més emprat en calibratge analitic pel seu suport teoric (llei
de Lambert-Beer) pero també per la seva simplicitat. Consisteix en trobar la recta de calibratge
gue millor s’ajusta a una série de punts experimentals, on cada punt es troba definit per una

variable x (variable independent) i una variable y (variable dependent).
La recta de calibratge ve definida per una ordenada en I'origen (n) i un pendent (m).
y=mx+n

La linealitat del procés es va avaluar analitzant 3 repliques de les rectes de calibratge per els
compostos TCA, TeCA, TBA, PCA, OCT30L, IPMP, IBMP, MDMP, GSM, 2MIB i GUA preparades
mitjangant solucions al 12% aigua-etanol. Cada recta estava composta per 8 concentracions

(0.01-50 ng/L). Utilitzant el TCA-d10 com a patré intern a una concentracié de 5 ng/L.

La validacid de les rectes de cada compost es va dur a terme mitjangant la comprovacié del
coeficient de determinacié (R?) el qual proporciona la correlacié entre les variables x i y. Doncs
és una eina que determina la linealitat de la recta de calibratge i el grau d’ajust dels punts
experimentals. El valor d’aquest coeficient es troba compres entre -1 i 1, considerant com a

optims els valors que es troben per sobre 0.99.

Tant les rectes com el coeficient de determinacié es van calcular mitjangant les eines del

paguet estadistic de MICROSOFT EXCEL.

2.5.2. Limit de deteccio i limit de quantificacié

El limit de deteccid (LD) es pot definir com la concentracié més baixa d’un analit que el procés

analitic detecta de forma fiable i es basa en calculs estadistics.
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La incertesa estadistica s'expressa com el limit de confianca, doncs el limit de deteccié de la
senyal de I'analit es troba en el nivell de confianca del 99,7%, el que equival al triple de la

desviacio estandard del soroll de fons.

El limit de quantificacid (LQ) s’obté quan la senyal de I'analit és deu vegades la desviacio

estandard de la senyal de fons.

La relacié senyal-soroll (signal-to-noise ratio, S/N) es defineix com el marge que hi ha entre la
potencia del senyal que es transmet i la poténcia del soroll de fons. En cromatografia aquesta
relacio seria la relacié que hi ha entre la intensitat del pic cromatografic de I’'analit d’interes i el

del soroll cromatografic que envolta aquest pic.

A la seglient figura es pot observar la S/N per un pic cromatografic.
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Figura 2. Relacié S/N per un pic cromatografic.

On “H” és la altura del pic de I'analit d’interes i “h” és el rang del soroll.

En el cas d’aquest estudi el LD i LQ es van calcular manualment a partir de la proporcid de

I'altura del pic i el soroll mitja produit abans i després de cada pic.
LD Concentracio del senyal / soroll (S/N) = 3
LQ Concentracio del senyal / soroll (S/N) = 10

2.5.3. Precisio

La precisio del metode es va avaluar en termes de repetibilitat (precisié intradiaria) i

reproductibilitat (precisio interdiaria) i expressada com la desviacié estandard relativa (RSD%).
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La repetibilitat va ser determinada mitjangant cinc répliques de solucions mix a 20 ng/L de

concentracié analitzades al mateix dia.
Per avaluar la reproductibilitat es van realitzar analisis a solucions amb |la mateixa concentracié
de 20 ng/L analitzades durant un periode de 5 dies.

2.6. Preparacio de les mostres

Les mostres es van preparar mitjancant la maceracié de 20 taps de suro els quals es van

submergir en 2 L de soluci6 aigua-etanol (12%) durant 24 hores.

2.7. Tractament estadistic de les dades experimentals

2.7.1. Data analysis

La seleccid dels ions precursors es va realitzar utilitzant Agilent MassHunter Qualitative
Analysis Software (ver.B.07.00). Les arees dels pics van ser integrades mitjancant Agilent

MassHunter Quantitative Analysis Software (ver.B.07.00).

2.7.2. Normalitzacio de les arees

La normalitzacié de les arees es va calcular introduint el factor de resposta (factor de
correccid) en els calculs. Aixi doncs es va seleccionar per cada compost el seu factor de
resposta, fp, al qual se li va proporcionar el valor de 100. Seguidament es va calcular el factor
de resposta relatiu de I'analit desconegut (fx) mitjancant I'area del patré, Ap i I'area de I'analit

desconegut, Ax, de la forma:
fx = fp (Ap/Ax) (mx/mp)

On, mx/mp és la concentracio de I'analit desconegut respecte la del patré. En el cas d’aquest
estudi la concentracio va ser de 15 ng/L per ambdds. Cada area obtinguda es va multiplicar pel

seu factor. | per tant el percentatge es va obtenir a partir del seglient calcul:

%X = [(Ax fx)/€E(Ai fi)] 100
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3. RESULTATS I DISCUSSIO

3.1. Condicions SPME
3.1.1. Seleccio de la fibra

El primer parametre que es va avaluar va ser el revestiment de la fibra SPME. Es van tenir en
compte quatre revestiments diferents: polidimetilsiioxa no polar (PDMS),
polidimetilsiloxa/divinilbenze (PDMS/DVB), divinilbenzé/carboxe/polimetilsiloxa
(DVB/CAR/PDMS), poliacrilat (PA) i polidimetilsiloxa/divinilbenzé (PDMS/DVB). Les dades es
van extreure mitjancant la resposta de I'area dels pics dels analits segons una solucié aquosa

15 pg/ L de concentracié durant un temps d’extraccié de 30 minuts a 352C.

A la figura 3 es pot observar com la fibra composta per PDMS va absorbir millor el compost
PCA pero pel que respecta a la resta de compostos no va tenir gaire bona eficiéncia. En el cas
de la fibra amb revestiment de PA la seva capacitat d’absorcié va significar bastant limitada en
molts dels compostos. Doncs, les dos fibres amb millors resultats van ser la DVB/CAR/PDMS i la
PDMS/DVB tot i que aquesta ultima tingués millors resultats en els compostos TeCA, TBA i PCA
finalment es va optar per elegir la fibra recoberta amb DVB/CAR/PDMS ja que la seva capacitat

per adsorbir les pirazines, terrosos, OCT30L i 2MIB va resultar ser la més elevada.
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Figura 3. Influéncia del tipus de fibra en la determinacié dels compostos a analitzar. (PDMS)
polidimetilsiloxa no polar, (PDMS/DVB) polidimetilsiloxa/divinilbenze, (DVB/CAR/PDMS)
divinilbenze/carboxe/polimetilsiloxa, (PA) poliacrilat.

La fibra composta per DVB/CAR/PDMS s’ha utilitzat per a la determinacié simultania d’una

amplia gama de compostos terrosos-floridures, incloent haloanisols, halofenols, geosmina,
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2MIB, alquil-metoxipirazines, 1-octen-3-ona i loct3ol d’aigua, suro, mostres de vi i altres
begudes (Boutou, S., & Chatonnet, P. (2007), Sadoughi et al., 2015, Martinez-Urufiuela et al.,
2005; Gémez-Ariza et al. 2006; Pizarro et al., 2007; Riu et al., 2007; Pizarro et al., 2008;
Slabizki, y Schmarr, HG (2013), Campillo et al., 2010; Sung et al., 2005; Chen et al., 2013; Peng
etal, 2014; Ma etal., 2012; Yu et al., 2014; Fontana, 2012).

3.1.2. Temps d’extraccié

El temps d’extraccié és una variable important a tenir en compte ja que s’ha de determinar el
temps necessari per arribar a I'estat d’equilibri entre les fases aquoses i el recobriment de la
fibra. L'estat d’equilibri es defineix com aquell a partir del qual la quantitat d'analit que

s’extreu es manté constant tal com Pawliszyn (1997) assenyala.

Els diferents temps d’extraccié 5, 10, 20, 30, 40, 60 i 80 minuts es van estudiar utilitzant la fibra
seleccionada DVB/CAR/PDMS.

Els resultats obtinguts en aquest estudi es poden observar a la figura segilient, on es mostra
com les arees normalitzades dels pics de tots els compostos van augmentar amb el temps,
menys en el cas del 2MIB i OCT30L on es va produir una disminucié al punt de 80 minuts.
Degut a que la variacioé de les arees dels pics entre els temps d’extraccié de 60 i 80 minuts son
insignificants, es va acabar establint un temps d’immersié de 60 minuts. Tot i que es podria
utilitzar un temps per sota de 60 minuts en experiments addicionals i aixi poder maximitzar el
rendiment de les mostres sempre i quan sigui capag de proporcionar una eficiéncia d’extraccié

suficient.
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Figura 4.1. Efecte del temps d’extraccié sobre I'equilibri dels diferents compostos entre la fase aquosa i
el recobriment divinilbenzé/carboxe/polimetilsiloxa (DVB/CAR/PDMS). 1-octen-3-ol (OCT30L), 2-metoxi-3,5-
dimetilpirazina (MDMP), guaiacol (GUAI), 2-metoxi-3-isopropilpirazina (IPMP), 2-isobutil-3-metoxipirazina (IBMP), 2-

metilisoborneol (2MIB), geosmina (GSM).
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Figura 4.2. Efecte del temps d’extraccié sobre I'equilibri dels diferents compostos entre la fase aquosa i
el recobriment DVB/CAR/PDMS. 2,4,6-tricloroanisol (TCA), tetracloroanisol (TeCA), pentacloroanisol
(PCA) i 2,4,6-tribromoanisol (TBA).

3.1.3. Temperatura d’incubacio

Un altre parametre a tenir en compte és la temperatura d’incubacid, aquest és també
important alhora de desenvolupar un métode SPME ja que la temperatura afecta la cinética
del procés entre el recobriment de la fibra i els compostos volatils de la matriu (Ezquerro et al.,

2002).

Per portar a terme I'estudi de la temperatura d’incubacié es van tenir en compte les seglients
temperatures: 30, 40, 50 i 602C. Com es pot veure a la figura 5.1. i 5.2., I'evolucié dels pics va
ser progressiva en quasi tots els compostos donant una major area normalitzada a la
temperatura de 60°C. Menys en el cas dels dos compostos MDMP i GUAI on la seva
temperatura optima era a 509C i 402C respectivament. No obstant, la temperatura elegida va
ser a 502C ja que una temperatura elevada pot comportar efectes negatius a les constants de

distribucid fibra-gas.

Altres estudis també opten per elegir la temperatura de 509C ja que una temperatura més
elevada sol comportar problemes freqiients de ruptura de fibra o una disminucié de les arees

dels compostos (Znidersi¢ et al., 2019).
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Figura 5.1. Efecte de la temperatura d’incubacid. 1-octen-3-ol (OCT30L), 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina (MDMP),
guaiacol (GUAI), 2-metoxi-3-isopropilpirazina (IPMP), 2-isobutil-3-metoxipirazina (IBMP), 2-metilisoborneol (2MIB),
geosmina (GSM).
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Figura 5.2. Efecte de la temperatura d’incubacid. 2,4,6-tricloroanisol (TCA), tetracloroanisol (TeCA),
pentacloroanisol (PCA) i 2,4,6-tribromoanisol (TBA).

3.1.4. Addici6 de NaCl

La preséncia d’electrolits en un sistema basat en la adsorcié ajuda a disminuir la solubilitat dels
compostos hidrofobics de la fase aquosa. Aquest efecte s’Tanomena “salting out” i s’utilitza per
incrementar la sensibilitat del metode. A més ajuda a augmentar la quantitat d’analit extret ja
que augmenta el coeficient de distribucid dels analits que es troben en forma no ionitzada.
L’electrolit més utilitzat per analitzar una amplia gama de compostos per SPME és el NaCl,
també conegut com sal comuna, (Bartdk i Cap, 1997, Lliompart et al., 1998, Yang y Peppard,

1994).
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Els resultats obtinguts, adjunts a la figura 6.1. i 6.2., van mostrar com |'addicidé de sal ajuda a
adsorbir els compostos volatils, ja que com més elevada la concentracié de sal més elevat va
ser el pic dels compostos. Tret del cas de 'OCT30L que es va veure afectat negativament, a
partir dels 0.5g la seva area va anar decreixent progressivament. Com que per la majoria dels

compostos una concentracio de 3g va significar una millora va ser la elegida com a optima.

S’ha pogut veure com I'addicié de NaCl ajuda a incrementar la concentracié dels compostos
TCA, IPMP, 2-MIB i GEOSM a I’espai de cap (Sung et al., 2005; Watson et al., 2000). Aquest

augment significatiu demostra I'eficiéncia d’aquest efecte en aquests métodes.
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Figura 6.1. Influéncia de I'addicié de NaCl en la determinacié dels compostos seleccionats. 1-octen-3-ol
(OCT30L), 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina (MDMP), guaiacol (GUAI), 2-metoxi-3-isopropilpirazina (IPMP), 2-isobutil-3-
metoxipirazina (IBMP), 2-metilisoborneol (2MIB), geosmina (GSM).
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Figura 6.2. Influéncia de I'addicié de NaCl en la determinacid dels compostos seleccionats. 2,4,6-
tricloroanisol (TCA), tetracloroanisol (TeCA), pentacloroanisol (PCA) i 2,4,6-tribromoanisol (TBA).
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3.1.5. Temperatura d’injeccié

A la zona d’injeccid la temperatura ha de ser suficientment alta com per vaporitzar
completament la mostra i, a la vegada, suficientment baixa perqué no es porti a terme la

descomposicid termica de la mateixa.

L'efecte de la temperatura de desorcid va ser estudiada a les temperatures 250, 270, 280, 290 i
3009C. Com es pot veure a la figura 7.1. i 7.2. les arees obtingudes dels haloanisols no van
obtenir un grau de variacid significatiu. A diferencia dels haloanisols, el GUAI, GSM i MDMP si
qgue es van veure afavorits per l'increment de la temperatura. Pel contrari, els compostos
IPMP, IBMP | 2MIB es van veure afectats en arribar a la temperatura maxima de 3009C,

disminuint les seves arees, segurament a causa de la degradacio térmica.
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Figura 7.1. Evolucid de I'estudi de la temperatura de desorcid respecte els diferents compostos. 1-octen-
3-0l (OCT30L), 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina (MDMP), guaiacol (GUAI), 2-metoxi-3-isopropilpirazina (IPMP), 2-
isobutil-3-metoxipirazina (IBMP), 2-metilisoborneol (2MIB), geosmina (GSM)).
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Figura 7.2. Evolucié de I'estudi de la temperatura de desorcid respecte els diferents compostos. 2,4,6-
tricloroanisol (TCA), tetracloroanisol (TeCA), pentacloroanisol (PCA) i 2,4,6-tribromoanisol (TBA).
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3.1.6. Efecte matriu

Les constants de distribucié entre la fase liquida i el recobriment de la fibra depéen molt de la

matriu. En el vi, a més de I'etanol, hi ha molts compostos que poden interferir durant SPME.

Per comprovar I'efecte potencial de la matriu juntament amb la influéncia de I’'etanol es van
avaluar diferents matrius: aigua destil-lada amb un contingut del 12%, aigua destil-lada amb
una concentracio del 4% d’etanol, vi blanc i vi negre. En els quatre casos es van enriquir amb el

mix dels onze compostos a quatre concentracions diferents (1, 5, 10 i 20 ng/L).

Els pendents de les funcions lineals de calibratge obtingudes per a les diferents begudes es
comparen a la figura 8 per TCA (els altres compostos tenen patrons similars). El percentatge
d'etanol a la matriu té una influéncia important en l'avaluacié de I'efecte de la matriu. Quan es
comparen els pendents de begudes amb diferents concentracions d’etanol, es pot observar
gue el pendent de la beguda que conté un 4% d’etanol és superior al del 12%. Tanmateix, es
pot observar que el pendent de la beguda alcoholica simulada al 12% és molt inferior al del vi
real i els pendents d’ambdds vins sén similars. La matriu del vi esta formada per un nombre
significativament més gran de compostos volatils, que poden provocar interaccions
competitives a la superficie de la fibra i contribuir a I'efecte de la matriu (Ruiz-Delgado et al.,
2016; Sadoughi et al., 2015). Per tant, la presencia d’etanol i altres compostos del vi pot influir
en el procés HS-SPME perqué en aquest procediment les constants de distribucié entre la fase
liquida, I'espai de cap i el recobriment depenien fortament de la matriu. Tot i que sembla que

abans d’utilitzar aquest metode optimitzat i validat en mostres de vi, calen més analisis.
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Figura 8. Rectes de calibratge de les diferents matrius per el compost TCA. Solucié aigua-etanol 12%,
solucio aigua-etanol 4%, vi blanc, vi negre.
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Taula 3. Taula resum de les condicions del cromatograf i SPME per el metode estudiat.

CONDICIONS CROMATOGRAF i SPME

Fibra DVB/CAR/PDMS
Temps d’extraccié 60 minuts
Temperatura d’incubacié 509C

Addicié de NaCl 3g
Temperatura de desorcio 2902C

En aquesta taula es pot observar el recull de les condicions optimes per al desenvolupament

del metode.

3.2. Validacio del méetode

La validacio del metode per I'analisi dels composots OCT30L, MDMP, IPMP, GUA, IBMP, 2MIB,
GSM, TCA, TeCA, TBA i PCA utilitzant HS-SPME-GC/MSMS es va avaluar segons les estimacions

de la linealitat, precisiod i sensibilitat.

3.2.1. Linealitat

La linealitat és la capacitat d’'un metode d'analisi per proporcionar una resposta instrumental
proporcional a la quantitat d’analit que es detecta en una mostra de laboratori. En primer lloc
és necessari determinar I'abast de les concentracions d’analits sobre les quals es pot aplicar el
meétode (Romero et al. 2015). A més, el rang de treball del métode hauria d’estar en linia amb
el qualificat per una resposta lineal, el que significa que el metode ddna resultats

proporcionals a la concentracié d’analits.

Segons els resultats obtinguts (taula 4) les corbes de calibratge van expressar una bona
linealitat segons els rangs de concentracio objectius. També es van obtenir bones regressions
lineals per a I'extraccid i la quantificacié mitjancant el métode HS-SPME amb valors de R*> 0.99

per a tots els compostos estudiats.

3.2.2. Limits de deteccid (LD) i quantificacié (LQ)

En aquest estudi els LD i els LQ dels compostos es van trobar per sota el llindar sensorial de
matrius com aigua i vi (taula 4). Els LQ per al compost 2MIB van donar valors superiors perqué

els ions precursors m/z utilitzats eren més petits i per tant menys especifics del compost. En el
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cas dels haloanisols els LD i LQ obtinguts van ser lleugerament inferiors als descrits per

Hjelmeland et al., (2012) en vins utilitzant un métode GC-MS/MS.

3.2.3. Precisio

El terme de precisié es defineix per la ISO en el Vocabulari Internacional de Termes Basics i
Generals en Metrologia (ISO-VIM) com la proximitat de la concordanga entre els valors de

guantitat obtinguts mitjancant repliques en condicions especifiques.

La determinacié d’aquest parametre es va fer mitjancant la repetibilitat i la reproductibilitat.
L'avaluacié de la precisié implica expressar numéricament |'error aleatori d’'un conjunt de
mesures individuals mitjangant la desviacié estandard relativa (%RSD). Com es pot veure a la
taula 4 el rang de la repetibilitat va oscil-lar entre 1.8 al 9.0% per als diferents compostos,
mentre que el rang de la reproductibilitat va variar entre 3.6 i 9.3%. Doncs tots els resultats es
van trobar per sota al 10%, aquests valors son similars a altres publicats a la literatura per
mostres de taps de suro (Prat et al. 2008). Els RSD considerats més comuns sén els que es
troben per sota el valor de 15% (Kruve et al., 2015; Gonzalez et al., 2014) o fins al 20% per

mostres d’aliments (Huber, 1998).

Taula 4. Dades de calibratge i validacié del métode HS-SPME-GCMS/MS optimitzat: rangs
lineals, coeficient de determinacié (R?), limits de deteccié i quantificacié (LD i LQ) i precisid
(%RSD) per als onze analits d’interés en una solucié 12% aigua-etanol.

Compost cal?t?rr;gtge m® ne 24 LD LQ Repetibilietat Reproductil:ilitat
(ng/L) (ng/L) (ng/L)  (%RSD’) (%RsD")

OCT30L 1-50 715.85  248.38 0.993 0.5 1 8.9 9.1

MDMP 10-50 0.04 0.44 0.993 5 10 4.9 3.8
IPMP 0.5-20 1.47 1.29 0.993 0.05 0.5 2.5 8.7
GUAI 5-20 475.04 -195.76 0.999 0.05 0.5 7.0 5.5
IBMP 1-20 361.51 59.27 0.992 0.5 1 5.9 9.3
2MIB 10-50 1.26 0.70 0.993 5 10 4.1 6.7
GSM 0.5-20 1.99 1.07 0.996 0.1 0.5 8.6 7.4
TCA 0.1-20 3.89 0.30 0.997 0.05 0.1 1.8 4.0
TeCA 0.1-20 9.16 -0.12 0.998 0.05 0.1 8.2 4.6
TBA 0.1-20 2.12 0.009 0.997 0.05 0.1 9.0 5.8
PCA 0.1-20 1.27 -0.03 0.997 0.05 0.1 7.4 3.6

® hanograms b pendent “ordenada en l'origen 9 coeficient de determinacié © desviacié estandard relativa en tant per
cent. I-octen-3-ol (OCT30L), 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina (MDMP), guaiacol (GUAI), 2-metoxi-3-isopropilpirazina
(IPMP), 2-isobutil-3-metoxipirazina (IBMP), 2-metilisoborneol (2MIB), geosmina (GSM), 2,4,6-tricloroanisol (TCA),
tetracloroanisol (TeCA), pentacloroanisol (PCA) i 2,4,6-tribromoanisol (TBA).
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4. APLICABILITAT

Com ja s’ha comentat anteriorment |'aparicido de defectes organoléeptics en el vi és un dels
problemes més importants en el sector vitivinicola, un dels més destacats és el sabor o aroma
a floridura. Aquestes alteracions sensorials afecten negativament al vi a més de provocar el
rebuig per part dels consumidors. En suposar una de les principals perdues econdomiques per a
la industria, l'interés en poder determinar I'origen del problema i les causes ha augmentat amb

el temps, juntament amb el desenvolupament de noves metodologies analitiques.

Un dels reptes més importants que té el sector és la obtencié de vins de qualitat que siguin
capacos de destacar en un mercat altament competitiu. La qualitat d’'un vi es troba
principalment relacionada amb les seves caracteristiques organoléptiques perd al mateix
temps també es troba unida als defectes. Doncs és important afegir un control de qualitat que
pugui ajudar a evitar l'arribada de vins amb aromes o gust defectuosos a mans dels

consumidors.

Tant per a la indUstria del vi com per a la del suro, poder tenir a I'abast un métode capag de
determinar i quantificar directament els compostos responsables de |'aparicié d’aromes no
desitjats és molt important, ja que aix0 els ajudaria a retirar el producte contaminat abans de

gue aquest arribés al mercat.

El métode de microextraccié en fase solida (SPME) és rapid, senzill i molt util per identificar i
quantificar aromes de les mostres de suro o vi. Aixi doncs, I'aplicacié d’un metode com el que
s’ha desenvolupat en el treball es podria incorporar facilment en una industria ja que funciona

molt bé en analisis de rutina.

Incorporar un analisis SPME combinat amb CG-MS/MS per a completar els metodes de control
de qualitat als dos sectors, tant del vi com del suro, ajudaria a millorar la prevencié de riscos
potencials, a més de poder identificar les possibles fonts de contaminacié del procés. També es
reduiria la venda de productes finals defectuosos, i al mateix temps les perdues economiques

gue provoca aquest problema actualment.

El metode estudiat en aquest treball, comparat amb altres que també utilitzen HS-SPME en
mostres d’aigua i taps de suro, és capac¢ d’analitzar al mateix temps més analits a part dels
cloroanisols, a més de proporcionar uns limits de detecci6 més baixos dels compostos
d’interes. Doncs, amb un sol analisi proporciona informacié sobre onze compostos capacos de

provocar aromes indesitjables fet que amplia la caracteritzacié d’aquests en una sola mesura.
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4.1.

Aplicacié del métode en mostres reals

Un cop validat el metode es va procedir a aplicar-lo a mostres de taps de suro que ja s’havien

seleccionat per la presencia de desviacions sensorials detectades per un analisi sensorial,

préviament macerades, per avaluar I'analisi dels onze compostos aromatics estudiats i per

garantir la fiabilitat del metode quan s’aplica a mostres reals.

Mitjancant les equacions de les rectes obtingudes per a cada compost es van poder sotmetre

al procediment les mostres reals dels taps de suro a les quals se’ls hi va afegir el patrd intern

dTCA a la concentracioé coneguda de 5 ng/L. A partir dels resultats obtinguts es va calcular la

relacié Area compost/Area patré intern, seguidament es van interpolar a les rectes per obtenir la

concentracié del compost. Es van obtenir els resultats de la taula 5.

Taula 5. Quantificacié dels onze compostos en ng/L mitjancant el métode desenvolupat.
(<LD<LQ: no detectat)

NeM | OCT30L | MDMP | GUAI | IPMP | IBMP | MIB | TCA | GSM | TeCA | TBA | PCA |
M1 <LD<LQ <LD<LQ 1.15 3.26 <LD<LQ <LD<LQ 0.05 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ
M2 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 1.41 <LD<LQ <LD<LQ 0.50 <LD <LQ 0.27 <LD<LQ <LD<LQ
M3 | <LD<LQ <LD<LQ 1.03 2.23 <LD<LQ <LD<LQ 1.22 <LD<LQ 0.23 <LD<LQ <LD<LQ
M4 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 1.90 <LD<LQ <LD<LQ 0.45 <LD <LQ 0.34 <LD<LQ <LD<LQ
M5 <LD<LQ <LD<LQ 1.81 2.85 <LD<LQ <LD<LQ 1.54 <LD <LQ 0.25 0.06 <LD <LQ
M6 | <LD<LQ <LD<LQ 1.26 1.42 <LD<LQ <LD<LQ 0.43 <LD<LQ 0.13 <LD<LQ <LD<LQ
M7 <LD <LQ 177.87 <LD<LQ 21.37 <LD<LQ <LD<LQ 1.01 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ
M8 <LD <LQ 333.29 <LDb<LQ 35.40 <LD<LQ <LD<LQ 0.53 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ
M9 <LD <LQ 191.84 <LD<LQ 22.29 <LD<LQ <LD<LQ 0.10 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ

M10 | <LD<LQ 168.97 <LD<LQ 18.00 <LD<LQ <LD<LQ 0.33 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ

M11 | <LD<LQ 326.75 <LD<LQ 18.91 <LD<LQ <LD<LQ 0.37 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ

M12 | <LD<LQ 7.94 <LD <LQ 2.22 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ

M13 | <LD<LQ 246.64 <LD<LQ 17.28 <LD<LQ <LD<LQ 7.29 <LD<LQ 13.06 13.75 10.75

M14 | <LD<LQ 1493 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 11.39 <LD<LQ 30.80 30.31 28.36

M15 | <LD<LQ 48.70 <LD<LQ 5.70 <LD<LQ <LD<LQ 9.29 <LD<LQ 22.37 20.38 22.52

M16 | <LD<LQ 56.03 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 2.37 <LD <LQ 6.68 6.56 6.53

M17 | <LD<LQ  489.47 <LD<LQ 17.22 <LD<LQ <LD<LQ 3.60 <LD<LQ  8.47 8.42 5.90

M18 | <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 0.92 <LD <LQ 0.46 0.06 <LD <LQ

M19 | <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 0.47 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ

M20 | <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 3.05 <LD<LQ <LD<LQ 14.37 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ

M21 | <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 4.61 <LD<LQ <LD<LQ 0.43 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ

M22 | <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 0.26 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 6.78

M23 | <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 0.78 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ

M24 | <LD<LQ 12.95 <LD<LQ 3.93 <LD<LQ <LD<LQ 3.79 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ

M25 | <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 3.99 <LD<LQ <LD<LQ 2.15 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ

M26 | <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 3.25 <LD<LQ <LD<LQ 1.93 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ

M27 | <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 1.09 <LD<LQ <LD<LQ 2.99 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ

M28 | <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 1.73 <LD<LQ <LD<LQ 3.58 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ

M29 | <LD<LQ 22.42 <LD<LQ 3.43 <LD<LQ <LD<LQ 13.70 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ

M30 | <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 1.13 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ

M31 | <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 0.48 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ

M32 | <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 1.25 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ

M33 | <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 2.61 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ

M34 | <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 3.43 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ

M35 | <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ 0.93 <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ <LD<LQ
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Taula 5, continuacio

M36

M37

M38

M39

M40

M4l

M42

M43

Ma4

M45

<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ

<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
247.68
<LD <LQ
<LD <LQ

<LD<LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD<LQ
<LD <LQ
<LD<LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ

1.95
<LD <LQ
2.77
2.89
<LD<LQ
2.20
3.50
8.04
<LD <LQ
1.98

<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ

<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD<LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
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0.92
2.46
0.51
4.25
1.54
1.36
1.11
9.08
1.45
1.54

<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ

0.29
0.10
<LD <LQ
0.73
<LD <LQ
0.42
0.30
16.48
0.65
0.26

1.63
0.74
1.12
1.52
0.71
1.61
3.36
16.66
0.19

<LD<LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD <LQ
<LD<LQ
<LD <LQ
<LD<LQ
15.30
0.06

<LD<LQ <LD<LQ
Numero de mostra (N2M), 1-octen-3-ol (OCT30L), 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina (MDMP), guaiacol (GUAI), 2-metoxi-
3-isopropilpirazina (IPMP), 2-isobutil-3-metoxipirazina (IBMP), 2-metilisoborneol (2MIB), geosmina (GSM), 2,4,6-
tricloroanisol (TCA), tetracloroanisol (TeCA), pentacloroanisol (PCA) i 2,4,6-tribromoanisol (TBA).



5. CONCLUSIONS

L'objectiu principal d’aquest treball era desenvolupar un estudi sobre |'optimitzacié de
diferents tipus de recobriments i altres parametres HS-SPME-GCMSMS per a I'extraccid dels
compostos seleccionats. Per tant, les conclusions principals que es poden extreure sobre cada

objectiu son:

e Desenvolupar i optimitzar un meétode GC-MS/MS molt sensible que permeti la

quantificacid simultania d’onze compostos en mostres de suro.

- El métode desenvolupat va mostrar que les condicions més adequades eren: fibra DVB /
CAR / PDMS, temps d'adsorcié de 60 min, temperatura d'incubacié de 502C, NaCl concentracio
de 300 g/L i una temperatura de desorcié de 290 C9. Aquestes condicions analitiques
permeten quantificar els soluts per sota del seu respectiu llindar de percepcié organoléptica

tant en aigua com en vi.

- El metode desenvolupat es podria aplicar satisfactoriament per la quantificacié dels
compostos MDMP, IPMP, GUA, 2MIB, GSM, TCA, TeCA, TBA i PCA assajats simultaniament en

taps de suro. Pero I'OCT30L s’hauria d’analitzar per separat de la resta de compostos.

- Els resultats obtinguts de I'estudi de I'efecte de la matriu mostren com la presencia d’etanol
i altres compostos del vi influeixen en el procés HS-SPME ja que el pendent entre la solucié del
12% és molt diferent a la del vi negre i blanc. Doncs en el cas de voler aplicar aquest méetode

en mostres de vi en un futur, s’haurien de portar a terme més analisis.

- En aquest mateix estudi de I'efecte de les matrius, es va poder observar com el compost 2-
MIB quan es troba en una matriu de vi blanc queda emmascarat per un pic, amb una area més
gran, proper al seu temps de retencid, aquest fet dificulta la seva quantificacié. Com ja s’ha
comentat anteriorment abans d’aplicar aquest metode en mostres de vi s’haurien de fer més
analisis. Una possible solucio seria la d’allargar la rampa del cromatograf d’aquesta manera els

pics sortirien més separats i no hi hauria el problema de solapament.

e Portar a terme la validacié del metode desenvolupat mitjancant diferents variables

com la linealitat, els limits de deteccid i quantificacio i precisio.

- La validacié del métode es va aconseguir mitjangant I'estudi de la linealitat, limits de
deteccid i quantificacio i la precisié (repetibilitat i reproductibilitat). Aquests parametres van

donar els resultats segiients: en la linealitat es va aconseguir R*>> 0.99 per a tots els compostos,
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els limits de deteccié i quantificacid van demostrar valors per sota el llindar de percepcid i

durant la precisié del métode es van obtenir %RSD < 10%.
e Aplicar el métode desenvolupat en mostres reals de taps de suro

- Els resultats obtinguts en la validacid del metode permeten assegurar que és confiable i

precis, ja que aquest compleix amb els criteris de validacid.
CONCLUSIO FINAL

- Per tant, en aquest treball s’"ha aconseguit desenvolupar i validar un metode rapid, precis,
facil d’automatitzar i sensible per a I’analisi de deu compostos capacos de produir aromes no

desitjats en taps de suro.
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