METODOS DE DETERMINACION DE TCA
(TRICLOROANISOLES)

TRABAJO FIN DE MASTER
Curso: 2022/2023

Alumna: MARIA DE LA PAZ SANCHEZ APARICIO
Tutor: DANIEL SANCHO RINCON

Master en Calidad, Desarrollo e Innovacion de Alimentos

E.T.S. Ingenierias Agrarias, Campus de la Yutera (Palencia) Universidad de Valladolid




METODOS DE DETERMINACION DE TCA (TRICLOROANISOLES)
Master en Calidad, Desarrollo e Innovacién de Alimentos

Resumen:

Uno de los principales defectos organolépticos mas importantes en el vino, es el olor al
corcho asociado principalmente a un aroma a moho que posee un umbral de deteccion
extremadamente bajo. Este defecto es debido principalmente a la presencia de
compuestos aromaticos que se encuentran en concentraciones del rango de ng/L. El
compuesto principal asociado a este defecto es el 2,4,6-Tricloroanisol cuyo principal
origen se haya en la O-metilacion de triclorofenoles presentes en el corcho por parte de

hongos filamentosos.

Para su determinacion y cuantificacién se han empleado diversos métodos analiticos,
destacando principalmente la cromatografia de gases, ya que ha resultado muy eficaz
en su determinacion.

En este Trabajo de Fin de Master se ha resumido los desarrollos analiticos mas
importantes en técnicas instrumentales de determinacién del compuesto incluyendo
técnicas de extraccion tanto en matrices de vino como en matrices de corcho,

constituyendo una de las etapas mas importantes en el analisis de este compuesto.
Palabras clave: vino, métodos analiticos, 2,4,6- Tricloroanisol, corcho, TCA
Abstract:

One of the most important organoleptic defects in wine is the cork smell associated
mainly with a musty aroma that has an extremely low detection threshold. This defect is
mainly due to the presence of aromatic compounds that are found in concentrations in
the ng/L range. The main compound associated with this defect is 2,4,6-Trichloroanisole,
the main origin of which is the O-methylation of trichlorophenols present in cork by

filamentous fungi.

For its determination and quantification, various analytical methods have been used,

mainly gas chromatography, since it has been very effective in its determination.

This Master's Thesis has summarized the most important analytical developments in
instrumental techniques for determining the compound, including extraction techniques

in both wine matrices and cork matrices.

Keywords: wine, analytical methods, 2,4,6-trichloroanisole, cork, TCA
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1. Introduccién

1.1. Contexto y relevancia del estudio

La cultura del vino posee una gran importancia en la sociedad espafola actualmente.
Espafa posee el 15% de la superficie mundial de vifiledos con mas de un millén de
explotaciones y 1,2 millones de hectareas (Gomez-Limén Rodriguez, 2006).

Se define vino como un “alimento natural obtenido exclusivamente por fermentacion
alcohdlica, total o parcial, de uva fresca, estrujada o no, o de mosto de uva” (BOE, 2003).
El perfil del consumidor ha variado significativamente a lo largo de los afios, ahora el
consumidor valora mas la calidad y desea conocer en profundidad la cultura que rodea
al vino (Riera, 2014). El consumidor espera obtener un placer asociado a las diferentes
sensaciones gustativas y olfativas producidas en su consumo de forma equilibrada y
gue no debe ser enturbiado por ninguna sensacion desagradable (Ferreira Gonzélez,
2007).

En base a lo anterior descrito en este Trabajo de Fin de Master (TFM) se realizara una
revision bibliografica de “Métodos de determinacion de TCA (tricloroanisoles) en vinos”,

el compuesto con mayor responsabilidad en el problema aromatico asociado al corcho.

1.1.1. Corcho en laindustria del vino

El tapon de corcho es sinbnimo de buen vino y constituye la eleccion principal de mas
del 70% de productores de vinos en el mundo, con una producciéon anual de alrededor
de 12 billones de botellas (Juanola et al., 2004).

Los tapones de corcho son un producto natural elaborado a partir de la cubierta
suberosa (corteza) del alcornoque en particular de la especie Quercus suber L. cuyo
componente principal es la suberina, un biopolimero aroméatico complejo
estructuralmente relacionado con la lignina y muy resistente a la degradacién (Alvarez-
Rodriguez et al., 2002; Gil, 2009).

Los bosques de alcornocales, aparecen en el cuadrante suroccidental, en el levante y
en el noroeste peninsular constituyendo en estas regiones una herramienta para el
desarrollo socioeconémico de las zonas rurales y generador de bienes y servicios
(CMAOT, 2017). Entre las caracteristicas que distingue esta especie, el alcornoque
posee la particularidad de regenerar de forma natural su corteza, el corcho, tras la saca
o pela que se define como “la accién de separar el corcho del alcornoque en forma de
tablas para su aprovechamiento” (Union Europea, 2011). La saca se realiza en el

periodo de junio a agosto siempre que las condiciones para ello sean 6ptimas. La
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primera extraccion se realiza a los 25-30 afios de vida del alcornoque y el material
obtenido se denomina barnizo, siendo este de baja calidad. El periodo entre saca y saca
es de 9 afos. En la segunda extraccion el arbol tiene una vida de 30-40 afios y se
denomina corcho secundario. Y no es hasta la tercera extraccion cuando se extrae
corcho de calidad que es empleado para botellas de vino, denominandose amadia

donde el alcornoque posee medio siglo de vida (Pires et al., 2007; Sdnchez Sanz, 1982).

El embotellado aporta al vino un realce de aromas, sabores y materia colorante. Reduce
la oxidacion y favorece la maduracion de los taninos. El tapon de corcho cumple los
requisitos de capacidad de sellado, evitando que se produzcan fugas, la inercia hacia el
contenido liquido en relacién con sabor y durabilidad a lo largo del tiempo, asi como
cierta permeabilidad al aire que permite el intercambio de gases entre exterior e interior
de la botella. Tratandose de este Gltimo, un aspecto altamente considerable en vinos de
crianza que requieren dosis bajas pero constantes de oxigeno para un buen
envejecimiento en botella (Mas et al., 2002; Pereira, 2007). Por ello, la botella se debe
mantener de forma horizontal, lo que permite mantener el corcho himedo e hinchado
(Martinez Verdu, 2010). Ademas, se ha de destacar la combinacion de ligereza, su
elasticidad, alto poder calorifico, bajo contenido en agua, aislante térmico, reciclable y
renovable, propiedades que hoy dia le hace practicamente irreemplazables
especialmente en vinos con larga crianza y alto valor afiadido (Flor-Montalvo et al.,
2021).

Sin embargo, a pesar de sus caracteristicas, no se encuentra totalmente libre de
problemas. El mas importante asociado a ellos es un olor a Humedad conocido como
olor a corcho que a menudo se atribuye a los compuestos quimicos presentes en los

tapones de corcho.

1.1.2. Mal del corcho. Descripcion de la problemética asociada a la
presencia de 2,4,6-Tricloroanisol en vinos
Los términos mal sabor y olor son términos similares relacionados con cualquier sabor
gue normalmente no se asocia con un alimento, y es frecuentemente causado por trazas
de compuestos organicos volatiles (Prat et al., 2008; Ridgway et al., 2010). El aroma se
encuentra entre los indicadores mas importantes de las caracteristicas sensoriales del
vino (Liu et al., 2023).

El olor a corcho es uno de los principales defectos organolépticos del vino afectando a
la calidad de los vinos, asi como pérdidas economicas y de reputaciébn en bodegas
debido a la desconfianza del consumidor. La aparicién del olor a corcho en vino

embotellado es muy variable y segun investigaciones ocasionalmente la proporcion de
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botellas afectadas es superior al 30% siendo entre el 0,5 y 2% de vinos embotellados
afectados por este problema a nivel Europeo (Pefia-Neira et al., 2000; Sefton &
Simpson, 2005).

Esta problematica, se atribuye principalmente a los compuestos quimicos presentes en
tapones de corcho, sin embargo, también puede provenir de los barriles e incluso la

propia atmdésfera de la bodega (Juanola et al., 2004).

Se conoce que el principal compuesto asociado al olor a corcho en los vinos es el 2,4,6-
Tricloroanisol (2,4,6-TCA), identificado por primera vez en 1982 (Buser et al., 1982).
Esta molécula actuaria como elemento transmisor al vino desde el corcho (Cafias
Guerrero et al., 2005). Ademas de 2,4,6-TCA existen varios compuestos relacionados
con el defecto debido a que TCA es suficiente pero no necesario para generar olor a
corcho en los vinos (Soleas et al., 2002), como son 2,4,6-tribromoanisol (2,4,6-TBA);
2,3,4,6-tetracloroanisol (2,3,4,6-TeCA) y pentacloroanisol, asi como clorofenoles tal
como son 246-triclorofenol (TCP), 2,3,4,6-tetraclorofenol (2,3,4,6-TCP) vy

pentaclorofenol (Pefia-Neira et al., 2000).

2,4,6-TCA es una molécula de caracteristicas organolépticas que pertenece a la familia
de alteraciones mohosa-terrosa. Los descriptores que se emplean son: moho, hongo,
humus, carton mojado, bodega humeda u olor a corcho rancio aportando un aroma y
sabor desagradable (OIV, 2016).

No existen estudios toxicolégicos que indiquen riesgo para los consumidores, sin
embargo, estos analitos se caracterizan por poseer un umbral de percepcion que se
encuentra en el rango de 0,03-50 ng/L con umbrales de olfaccion extremadamente bajos
que depende del consumidor, tipo de vino, la ocasién y como es consumido, entre otros
factores (Callejon et al., 2016; Cosme et al., 2021; Ferreira Gonzéalez, 2021).

Se produce rechazo por parte del consumidor con un vino que contenga 10 ng/L de
TCA, mientras que los expertos, pueden detectar el efecto a partir de niveles de 5 ng/L
e incluso en 2 ng/L cuando se compara con un vino de control no contaminado (Moreno-
Arribas & Polo, 2009). ElI consumidor medio no suele atribuir la depreciacion del

producto al tapon de corcho y lo atribuye al vino (Cravero, 2020).

Se ha descubierto que 2,4,6-TCA no excita los receptores olfativos especificos para
transducir malos olores en los cilios olfativos si no que suprime los canales activados
por nucledtidos ciclicos en estas células sugiere una reduccion de los olores endégenos,

en lugar de una adicion de olores exdgenos (Takeuchi et al., 2013).
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1.2. Descripcién de 2,4,6-Tricloroanisol y fuentes de contaminacion de
2,4,6-Tricloroanisol en laindustria del vino
El 2,4,6-tricloroanisol (2,4,6-TCA) es un compuesto quimico organico que pertenece a
la familia de los anisoles clorados, se trata de un compuesto organico volatil (COV),
derivados del anisol o metoxibenceno en cuya composicién se sustituye 3 atomos de

hidrégeno en posiciones 2,4 y 6 por atomos de cloro (Kumar et al., 2021).

Aungue el origen de la contaminacién del vino por 2,4,6-TCA es diverso, frecuentemente

se ha atribuido a los tapones de corcho su origen mas probable (Pereira et al., 2000).

Los precursores del 2,4,6-Tricoroanisol, como son los halofenoles, pentaclorofenol o
2,4,6-Triclorofenol se han empleado durante afios como componentes de biocidas a
base de clorofenol que pueden propagarse y persistir durante décadas y acumularse en

alcornoques y suelo e incluso en la atmosfera de las bodegas (Tarasov et al., 2022).

Debido a que el corcho constituye un sustrato adecuado para microorganismo, los
asociados principalmente a esta problematica son en su mayoria hongos filamentos
(Navascués, 2001). En esta linea, una de las vias de formacion de cloroanisoles en este
caso 2,4,6-TCA es la O-metilacion de clorofenoles (2,4,6-TCP) por los microorganismos
como parte de un proceso de desintoxicacion (Alvarez-Rodriguez et al., 2002;

Navascués, 2001).

Ademas, el corcho es un material con una estructura microporosa rica en lipidos que
puede fijar facilmente los contaminantes presentes en fase gaseosa en la atmésfera,
por lo que tapones que podrian encontrarse sin contaminar pueden acabar

contaminados si permanecen en lugares contaminados (Chatonnet et al., 1992)

Los clorofenoles son introducidos de forma directa e indirecta en bodegas a través de
diferentes fuentes como son pallets de madera, cajas de cartén y materiales de embalaje
gue han sido previamente tratados con biocidas policlorofendlicos. En el tratamiento del
corcho durante la produccion de la corteza y su posterior elaboracion de tapones donde
se emplean compuestos clorofendlicos y en la limpieza de toneles de madera donde se
emplea principalmente soluciones de hipoclorito (Martinez-Urufiuela, Rodriguez, et al.,
2005).

2. Material y métodos

Se ha realizado una revision bibliografica en la que se han empleado las siguientes

bases de datos documentales:

e Google académico (https://scholar.google.es/).
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e Science Direct, de la editorial Elsevier (https://www.sciencedirect.com).

¢ Sistema de Informacion Cientifica Redalyc (http://www.redalyc.org/home.oa).

(Red de Revistas Cientificas de América Latina y el Caribe, Espafia y Portugal)

e Springer, de la editorial del mismo nombre (https://www.springer.com/gp).

e Pubchem
Como criterios de inclusion se han considerado:
1. Articulos publicados en los ultimos 40 afos.

2. Articulos que investiguen los diferentes métodos para la determinacién de 2,4,6-

Tricloroanisol.

3. Articulos redactados en inglés o espafiol

Como criterio de busqueda se han empleado las siguientes palabras claves:
e 2,4,6-tricloroanisol in wines" (2,4,6-tricloroanisol en vinos)
e "Cork taint in wines" (Defecto de corcho en vinos)
e "2,4,6-trichloroanisole analysis" (Analisis de 2,4,6-tricloroanisol)

e "Wine contamination by TCA" (Contaminacion de vinos por TCA)

3. Resultados y discusion

La necesidad de obtener un producto de calidad ha impulsado que la industria
alimentaria busque la forma de determinar sustancias tanto de forma cualitativa como
cuantitativa. La presencia de 2,4,6-TCA en vinos es un pardmetro de interés que afecta
a las caracteristicas sensoriales del producto por lo que ha llevado al desarrollo de
diversas técnicas y enfoques analiticos (Callejon et al., 2016; Fontana, 2012; Tarasov
et al., 2017).

A continuacién se presenta las diferentes técnicas analiticas para la determinacion de
este compuesto que se ha identificado en las numerosas publicaciones cientificas en
las que se ha acotado la busqueda. Seguido de ello, se entrara en profundidad a las

diferentes técnicas de extraccion del analito en diferentes matrices.
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3.1. Técnicas analiticas para la determinacion de 2,4,6-TCA en vinos

El nivel de concentracién al que se realiza el analisis de compuestos aromaticos y el
nivel de dificultad esta relacionado con la polaridad y con la calidad de su espectro de
masas. En este sentido el 2,4,6-TCA no es un analisis muy complicado puesto que se
trata de una molécula no polar, facilmente extraible y volatil y ademas posee un espectro
de masas con abundantes iones de alta masa (Moreno-Arribas & Carmen, 2009).

Sin embargo, las metodologias analiticas para la determinacién de este compuesto
requieren técnicas altamente selectivas, sensibles y sencillas para una identificacion
inequivoca y cuantificacién a nivel de trazas (Callejon et al., 2016; Fontana, 2012;
Tarasov et al., 2017).

Se han descrito varios métodos de determinacién de 2,4,6-TCA en vinos, entre los que
se encuentran la cromatografia de gases (CG), la espectrometria de movilidad i6nica
(IMS) o técnicas inmunoanaliticas como ensayos inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA).

Ademas, en términos de métodos cualitativos, la deteccion sensorial juega un papel
fundamental. Se pueden emplear catadores entrenados para evaluar muestras de vino
en busca de los olores y sabores caracteristicos del TCA de forma rapida. Esta
aproximacion es subjetiva, pero sigue siendo esencial en la industria del vino para
detectar y eliminar lotes contaminados que podrian afectar negativamente la reputacién

de la marca.
3.1.1. Cromatografia de gases

El andlisis cromatografico es un método que utiliza las pequefias diferencias en la
solubilidad, resolucién, adsorcién y desorcién de cada componente de la muestra entre
la fase estacionaria y la fase movil para realizar la separacion de cada componente y

luego analizarlos uno por uno mediante el empleo de un detector (Wang et al., 2021).

En la cromatografia de gases, la muestra se volatiliza, se inyecta en la cabeza de una
columna cromatogréfica y los analitos se eluyen por el flujo de una fase mévil de a través

de la columna (Yagues, 2008).

La cromatografia de gases (GC) es ampliamente empleada para determinar
haloanisoles en vinos y tapones de corcho, en comparacion con la cromatografia liquida,

tiene mayor sensibilidad y poder de resolucion (Hayasaka et al., 2005).
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Teniendo en cuenta las propiedades fisicoquimicas de este compuesto semivolatil y la
baja concentracion a la que se suele encontrar, es necesario realizar un previo paso de
derivatizacion de la muestra para mejorar la sensibilidad y reducir la cola de picos
(Martinez-Urufiuela, Rodriguez, et al., 2005; Patil et al., 2011). Para ello, lo mas
empleado es la microextracion en fase sélida (SPME). El limite de deteccién (LOD) para
este analito mediante estos métodos, normalmente se encuentra en el rango de 1 a 100
ng/L (Karpas et al., 2012).

También se consideran procesos como concentracion de extractos y procedimiento de
limpieza, este Ultimo no es obligatorio pero se recomienda para eliminar compuestos
gque pueden coeluir con haloanisoles y afectar su cuantificacion (Hayasaka et al., 2005;
Tarasov et al., 2017). A pesar de ser el método de referencia empleada, estd muy lejos
de las posibilidades econdmicas tanto de productores de corcho como de bodegas a la

hora de poder realizar andlisis rutinarios (Peres et al., 2013).

La CG con detector de captura de electrones (EDC) o espectrometria de masas (MS)
son los métodos mas usados. EDC se considera altamente selectivo para analitos con
halégenos (Fontana, 2012; Tarasov et al., 2017). Sin embargo, la espectrometria de
masas posee una mayor selectividad y sensibilidad consiguiendo limites de deteccién

mas bajos.

Para determinar estos compuestos, mediante cromatografia de gases, se han empleado
diferentes columnas analiticas, normalmente se trata de columnas no polares. Sin
embargo se ha empleado columnas polares para la deteccién de este analito en agua,

obteniéndose una mejor separacion (Chen et al., 2013).

La GC-MS, posee estrechos valores de tiempo de retencion lo que puede llevar a una
coelucién de diferentes analitos. También se ha informado del empleo de GC-HRMS,
con alta selectividad mostrando una sensibilidad similar a MS/MS, pero posee la

desventaja de tener un precio superior.
3.1.2. Espectrometria de movilidad l6nica

La espectrometria de movilidad i6nica (IMS) es una técnica que caracteriza moléculas
segun su movilidad en fase gaseosa. Esta técnica ofrece sensibilidad, simplicidad
instrumental, bajo costo y monitoreo en tiempo real. El proceso comienza vaporizando
la muestra a analizar y luego ionizando el analito presente. Los iones generados se
desplazan a través de un tubo mediante un gradiente de campo eléctrico, donde chocan
con una corriente de gas inerte que fluye en direccion opuesta. Estas colisiones entre

iones y moléculas gaseosas separan selectivamente los iones con tamafios y formas
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similares, lo que hace que lleguen al extremo del tubo en diferentes momentos. La
informacion temporal se utiliza para calcular la movilidad de los iones, una caracteristica
Unica de cada compuesto, lo que permite la identificacion del analito (Ewing, 2006;
Karpas, 2013). Esta técnica requiere un enriquecimiento y separacion previa asi como
un dispositivo analitico que mida la sefial, destacando la interferencia del etanol que se

encuentra en vino (Karpas et al., 2012).

El uso de la movilidad iénica cuando se trabaja bajo el modo de ionizacién negativa
confiere una selectividad adecuada con limites de deteccibn de 0,2 ng/L y de
cuantificacién de 0,66 ng/L, ademas es destacable que la IMS es una técnica analitica
econdmica, simple, portatil y que permite respuestas rapidas al obtener espectros en el

rango de milisegundos (Marquez-Sillero, Aguilera-Herrador, et al., 2011).
3.1.3. Voltamperometria

Se ha referenciado también la aplicacibn de voltamperometria ciclica para la
determinacion de este compuesto en la cual se produce la reduccion electroquimica
mediante el empleo de un dispositivo potenciostato-galvanostato (Freitas et al., 2012;

Peres et al., 2013). Se trata de un desarrollo simple, eficiente y menos costoso.

En una primera aproximacion Freitas et al., (2012) obtuvieron limites de deteccion y
cuantificacion de 0,08 y 0,26 ppm respectivamente, sin embargo, establecieron que era
una opcidn viable pero era necesario reducir esos limites, optimizar la composicion de
solvente, empleando acetonitrilo principalmente por la poca solubilidad del analito y
posibilidad de modificar los electrodos empleados (Freitas et al., 2012). En un segundo
estudio, Peres et al., (2013) emplearon electrodo de trabajo de plata, contraelectrodo de
platino y un electrodo de referencia de doble union Ag/AgCl y obtuvieron limites de
deteccién de 0,31 ng/L y 0,95 ng/L. Sin embargo esta técnica no se aplico directamente
a muestras de vinos si no que se aplicé a muestras acuosas procedentes del tratamiento

de planchas de corcho (Peres et al., 2013).
3.1.4. Narices electronicas y Biosensores

Las técnicas de inmunoensayo pueden ofecer un enfoque sencillo, practico y rentable
para detectar 2,4,6-TCA en etapas tempranas de su formacién. Esto es aplicable tanto

en la industria del vino como en otros alimentos (Moore et al., 2003).

Un biosensor es desechable, barato de producir y puede utilizarse como herramienta de
deteccidn. Estas son quizas las mayores ventajas del sensor en comparacion con los

métodos ya establecidos para la deteccion de TCA (Moore et al., 2003).
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Moore et al., (2003) desarrollaron un ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas
(ELISA) para la deteccion de 2,4,6-TCA en muestras de corcho, el extracto de corcho
se obtuvo mediante extraccion con disolvente organico. El conjugado enzimético
empleado fue de fosfatasa alcalina (A-AP) purificado con proteina G, se utilizaron
electrodos serigrafiados de carbono obteniéndose un limite de deteccion de 29 ppt. Sin
embargo, la matriz vino inhibe el andlisis tanto para la parte ELISA como para el
electroquimico, lo que implica la extraccion de TCA del vino y cambiarlo a otra matriz
(Moore et al., 2003).

Usando sensores de pelicula delgada, se puede discriminar varios compuestos
aromaticos incluso en presencia de una fuerte interferencia de etanol, siempre que los
sensores operen en la regién saturada de la curva de respuesta del etanol. Mediante
redes neuronales de base radial, se logra una alta tasa de éxito en la clasificacion de
acido acético, acetato de etilo, acetaldehido, 2,4,6-tricloroanisol y didxido de azufre en
etanol, asi como en vino, alcanzando un 95% y 97% de éxito respectivamente (Santos
et al., 2004). Los inmunosensores de desplazamiento electroquimico fueron propuestos
por Duarte et al. (2008) para la deteccion de 2,4,6-TCA en muestras de tapon con limites
de deteccioén altos 200 pg/L (Duarte et al., 2009) y mas recientemente, Varelas et al.
(2011) propusieron un biosensor celular rapido (3-5 min) y de bajo costo para monitorear
concentraciones bajas de 2,4,6-TCA (1-12 ng/L), que se probd para analizar
preparaciones de 2,4,6-TCA en vino blanco y para 2,4,6-TCA extraido de remojos de

corcho en vino blanco, obteniendo resultados satisfactorios (Varelas et al., 2011).

Estos métodos no dan valores precisos en un rango de concentraciones pero si que
pueden tratarse de una alternativa eficiente a los anteriores métodos propuestos para

un monitoreo in situ o un cribado de muestras de corcho.
3.1.5. Deteccidn sensorial

Los compuestos responsables del olor a humedad no son sélo los anisoles o fenoles
halogenados, sino que se requieren métodos que permitan la determinacion simultanea
de un mayor numero de estos compuestos con limites de cuantificacion adecuados
(Fontana, 2012). En la industria enoldgica se suele emplear panelistas capacitados para
evaluar las caracteristicas sensoriales y para evaluar los valores umbral de TCA, como
se ha comentado anteriormente se puede esperar que los valores obtenidos utilizando
dichos paneles representen umbrales mucho mas bajos que el punto en el que la

mayoria de los consumidores de vino detectaran el TCA (Prescott et al., 2005).

Macku et al., (2009) realizaron un estudio sensorial. Los corchos, previamente lavados

con peroxido, fueron evaluados por panelistas expertos en 12 sesiones individuales
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durante 2 meses junto a una solucién estandar de 2,4,6-TCA. Las impresiones se
recogieron ad libitum. Los catadores establecieron cuatro impresiones de cada corcho
destacando que el olor tipico a TCA fue el Gnico que no se describe como efecto de una
sustancia quimica y olor a humedad. Se destaca que el reconocimiento de TCA mejora
cuando la concentracion aumenta y se descubrié que el andlisis sensorial mediante
pruebas de remojo en seco era un método eficaz para identificar y segregar corchos de
contaminados, tratdndose de un método adecuado como protocolo de control de calidad
ya que es una herramienta de cribado rapido y no destructiva en la que se puede

determinar la incidencia preferiblemente por lotes (Macku et al., 2009).

Cravero et al., (2015) tras la seleccion de un panel con evaluadores que reconocian el
olor a 2,4,6-TCA establecieron que los umbrales medios de identificacién de este panel
fueron 4,6 ng/L en agua, 6,7 ng/L en vino blanco seco y 7,1 ng/L en vino tinto seco y
tras la capacitacién por debajo de 3 ng/L el 50% de evaluadores lo reconocieron en
identificacion duo-trio. A los panelistas les result6 mas complicado detectarlo en vinos
tintos envejecidos en madera (Cravero et al., 2015). En un estudio previo se establecio
gue la deteccién, era mas complicada en vinos que en muestras de agua, lo que esta

relacionada con la complejidad de la matriz (Teixeira, 2006).

Por lo que se puede destacar que el andlisis sensorial, puede ser un método rapido de
cribado de muestras siempre que los catadores estén entrenados, partiendo de la base

que en funcién de la matriz la percepcion puede variar.

3.2 Métodos oficiales de andlisis de 2,4,6-Tricloroanisol

En 1962 se publicaron por primera vez los métodos internacionales de analisis de vinos
y mostos por parte de la OIV (Organizacion Internacional del Vino y la Vifia). En 2008
obtuvieron el reconocimiento por parte de la Union Europea al sefialar en el reglamento
(CE) n° 479/2008, que los métodos de analisis para establecer la composicion de los
productos cubiertos por dicho reglamento y las normas para verificar si dichos productos
han sido sometidos a procesos que violan las practicas enoldgicas autorizadas, son los
recomendados y publicados por la OIV en su compendio (Consejo de la Unién Europea,
2008).

Las normas, incluyen toda la reglamentacion de la OlV, consistente primordialmente en
las resoluciones de la Organizacion, que son textos oficiales aprobados por consenso
por la Asamblea General de los Estados miembros. Ademas, en esta seccion se puede
acceder a todas las publicaciones codificadas, que incluyen temas como etiquetado,

definiciones, practicas enoldgicas y métodos de analisis. Dentro de las normas, se
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encuentra que para la determinacion de 2,4,6-Tricloroanisol se pueden diferenciar 2
métodos que se consideran factibles para su determinacion, ambos métodos son tipo

IV, es decir analiticos.

En primer lugar, se encuentra la determinacién del 2,4,6-tricloroanisol liberable en
vino Tipo IV. (OIV-MA-AS315-16, 2018)

Este método mide la cantidad de TCA liberada (TCA liberable) por una muestra de
tapones de corcho, es decir, su matriz es el corcho y no el vino. Este corcho se macera
en una solucion hidroalcohdlica hasta la obtencion de un equilibrio a temperatura
ambiente durante un dia. Presenta como objetivo la evaluacion del riesgo de liberacion
de este analito por un lote de corcho lo que implica que aplicando esta metodologia
proporciona un método para controlar la calidad de los tapones. Emplea la técnica de
microextraccion en fase sélida (SPME) para su posterior determinacion mediante
Cromatografia de gases con deteccion mediante espectrémetro de masas o captura de
electrones. Tras la maceracion, este método permite la adicion de cloruro de sodio para
aumentar la sensibilidad del método por un posible efecto matriz. Seguido de ello una
agitacion con calentamiento a 35°C para su extraccion en el espacio de cabeza
mediante SPME. La fibra de SPME se desorbe a 260°C en el inyector de la columna
cromatogréfica en modo splitness. La separacion se lleva a cabo mediante una columna

capilar con una fase estacionaria no polar.

Ademas, se encuentra regida la determinacion de la presencia y contenido de
policlorofenoles y policloroanisoles en vinos, tapones de corcho, madera y
bentonitas utilizadas como trampas atmosféricas (OIV/OENO 374/2009) también de

tipo IV (International Organisation of Vine and Wine, 2021).

Este método, ademas de su andlisis en muestras de corcho, se aplica también a
muestras de vino, propone la determinacion de 2,4,6-tricloroanisol, 2,4,6-triclorofenol,
2,3,4,6- tetracloroanisol, 2,3,4,6-tetraclorofenol, pentacloroanisol y pentaclorofenol
mediante cromatografia de gases, inyectando un extracto en hexano del vino y un

extracto éter/hexano de las muestras soélidas a analizar y andlisis interno.

Respecto a la determinacién sensorial, se encuentra dentro de la seccién de
Documentos técnicos, este incluye los documentos de experiencia colectiva
desarrollados por los grupos de expertos de la OlV, como también las ponencias de los
Congresos Mundiales de la Vifia y el Vino y otros documentos técnicos. Establece la
seleccion y formacién de un panel de cata para la evaluacion de una caracteristica
visual, olfativa y/o alteraciéon del sabor incluyéndose entre ellos el 2,4,6-TCA (OIV
International, 2015)
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3.3. Métodos de extraccion en matriz de vino

La tendencia se dirige a la simplificacion, miniaturizacioén y automatizacién empleando
ademas procedimientos libres de disolventes y respetuosos con el medio ambiente
(Asensio-Ramos et al., 2011). Se destaca la importancia de realizacion de esfuerzos
para obtener técnicas de extraccién o preconcentracion del analito debido a que 2,4,6-
TCA posee una alta volatilidad y su baja concentracion en diferentes matrices siendo
este Ultimo por lo que es necesario contar con técnicas de preconcentracion eficientes
(Fontana, 2012).

Métodos clasicos como extraccion Soxhlet, destilacion, extraccion con solventes,
emplean solventes peligrosos, consumen mucho tiempo y son propensos a pérdidas de
analitos (Vlachos et al., 2007). Por lo que en este apartado no se entrara a discutir estos

métodos ya que estan perdiendo el interés.

Existen varios criterios para evaluar la eficacia de las técnicas de extraccion. Destaca,
el factor de enriquecimiento debido a su papel en la determinacion de la sensibilidad del
andlisis, recuperacion de analitos de matrices complejas en este caso vino,
procedimiento de limpieza, posibilidad de operar en modo headspace y que evite el
contacto de la fase de extraccion con matriz propuesta, volumen de muestra requerido,
cantidad de solventes organicos, solidez de resultados, costo y tiempo, etc,. (Karimpour
Zahraei et al., 2021).

Se clasificardn las técnicas de extraccidn segin el medio de extraccién, en

microextraccion en fase sélida y microextraccion en fase liquida.

La microextraccion en fase sélida (SPME) el analito se extrae mediante particion entre
fase organica en una fibra que se encuentra recubierta con silice fundida y la muestra
matriz. Esta técnica sin solventes requiere muestras pequefias, reduciendo el tiempo y
los costos asociados con la preparacion y eliminacion de solventes. SPME se integra
con diversas técnicas analiticas como cromatografia de gases (GC), cromatografia de
gases-espectrometria de masas (GC-MS) principalmente en el analisis de 2,4,6-TCA
(Mottaleb et al., 2019).

Los principales parametros que afectan el proceso SPME son tiempo de desorcion,
fuerza idnica, tipo de fibra, tiempo y temperatura de extracciéon, volumen de muestra y

agitacion (Martinez-Urufiuela et al., 2004).
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Evans et al. (1997), desarrollaron y evaluaron un método rapido para la determinacion
de 2,4,6-TCA en muestras de vino mediante SPME y empleando un cromatégrafo de
gases con columna capilar de silice fundida con dimetilpolisiloxano (PDMS).
Establecieron que debido a la volatilidad de 2,4,6-TCA es necesario un método de
muestreo de espacio de cabeza a temperatura controlada reduce la posibilidad de
contaminacion por adsorcion de componentes no volatiles de la matriz siendo la fibra de
PDMS la que mejor resultados obtuvo (Evans et al., 1997). Método similar se aplico
para detectar en niveles a subumbral olfativo determinando que la adsorcion en el
espacio de cabeza da un rendimiento mayo que en el interior del vino debido a que
adsorcion de 2,4,6-TCA de un liquido sigue una cinética de primer orden, mientras que
la adsorcién desde el espacio de cabeza esta regida por una cinética de segundo orden,

donde la volatilizacion es el paso limitante de la velocidad (Fischer & Fischer, 1997).

Se valid6 el método por parte de Riu et al, (2002), mediante HS-SPME y CG-ECD
probando varias fibras siendo las que mejor resultado obtuvieron PDMS y DVB-CAR-
PDMS, este ultimo presentd mayor sensibilidad que PDMS, pero la repetibilidad era
mejor con la fase estacionaria de PDMS. Establecieron que la temperatura de extraccion
tenia un efecto negativo en el area del pico. También observaron la influencia de la
temperatura en la extraccion y la necesidad de calibracion especifica para diferentes
tipos de vino. Obtuvieron un limite de deteccion de 1 ng/l tanto para vino blanco como
para tinto y los limites de cuantificacién son de 5y 8 ng/l, respectivamente (Riu et al.,
2002).

Martinez-Uruefiela et al., (2004) optimizaron la extraccién directa de cloroanisoles
utilizando HS-SPME vy presentaron un método basado en parametros especificos.
Ademas, introdujeron la técnica de microextraccién maltiple en fase sélida (MHS-SPME)
como alternativa para evitar el efecto matriz en el andlisis de acetil-clorofenoles y
cloroanisoles en muestras de vino (Martinez-Urufiuela et al., 2004). MHS-SPME es una
técnica basada en realizar varias extracciones consecutivas de un mismo vial hasta
eliminar todos los analitos de la muestra. Permite la recuperacion completa de los
compuestos objetivos y, por tanto, el efecto matriz, que suele aparecer en los analisis
basados en SPME. MHS-SPME es una modificacion del HS-SPME habitual. El principio
del procedimiento MHS-SPME se basa en una extraccion gradual a intervalos de tiempo
iguales. Si se lleva a cabo hasta una extraccion exhaustiva, las distintas areas de los
picos de un determinado compuesto deben sumarse para lograr un area total que
corresponda a la cantidad total de ese compuesto en el vial de muestra y que, por lo

tanto, sea independiente de su distribucién entre los tres. Segun este estudio, la
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influencia de la matriz de la muestra sobre el equilibrio de fases se elimina por completo

(Martinez-Urufiuela, Gonzélez-Saiz, et al., 2005).

Jonssonet al., (2006) optimiz6 HS-SPME-CG-HRMS, empleando fibora PDMS durante
30 minutos de 3 ml de muestra saturada con cloruro de sodio y un tiempo de desorcion
de 5 minutos. Los limites de cuantificacion tanto para TCA como para TBA se mejoraron
a 30 pg/L y se consideré que SPME en combinacion con GC-HRMS era confiable y
rapido para la determinacion de TCA y TBA en niveles extremadamente bajos en el vino
(Jonsson et al., 2006).

Pizarro et al., (2007) optimizaron y validaron un HS-SPME combinado con un método
de derivatizacion en fibra de PA para la determinacion de haloanisoles y halofenoles en
vino. Para este propdsito, primero se extrajeron los analitos de la muestra usando una
fibora SPME y luego los compuestos se derivatizaron exponiendo la fibra al espacio de
cabeza del vial que contenia el reactivo de derivatizacion, N-metil-N-
trimetilsililtrifluoroacetamida (Pizarro et al., 2007a). Este mismo autor desarrollo una
microextraccion en fase soélida con mudltiples espacios de cabeza que permitia
determinar de forma simultdnea haloanisoles y halofenoles en vinos, para evitar la
interferencia de la matriz procedente de muestras de vino. Dado que el método de
adicién estandar requiere mucho tiempo y se debe realizar una nueva regresion de
calibracibn para cada muestra, lo que aumenta significativamente el esfuerzo
experimental, MHS-SPME podria ser una alternativa al método de adicién estandar para

evitar el efecto matriz (Pizarro et al., 2007b).

Campillo et al, (2008) desarrollé6 un método de microextraccion en fase sélida en espacio
de cabeza (HS-SPME) para la determinacion de 12 haloanisoles en muestras de vinos
y bebidas espirituosas mediante cromatografia de gases con deteccion de emisiones
atomicas (GC-AED) para ello emplearon una fibra de dinilbenceno/carboxeno/PDMS
(Campillo et al., 2008).

Se desarrollé un método de determinaciéon mediante el uso de HSSPME asistido por
vacio (Vac-HSSPME) para acelerar la cinética de extraccion mientras se toma el
muestreo a temperatura ambiente. Vac-HSSPME durante 30 minutos a temperatura
ambiente a 25 °C arrojo limites de detecciéon mas bajos (0,13 a 0,19 ng/L) que los
obtenidos con muestreo HS-SPME y demostré ser un método rapido, sensible y a
temperatura ambiente que podria usarse para la determinacion de haloanisoles en
muestras de vino. Se elimind la necesidad de calentar la muestra a temperaturas

elevadas como se ve en el procedimiento HS-SPME optimizado (Vakinti et al., 2019)
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La extraccion liquido-liquido (LLE) es el procedimiento mas empleado en general en la
industria alimentaria, se puede realizar en laboratorio general y con solventes
economicos (Karimpour Zahraei et al., 2021). En el caso de la estimacion 2,4,6-TCA fue
empleada en la identificacion de este compuesto y en diversos estudios posteriores
(Buser et al., 1982; Chatonnet et al., 2004; Pefia-Neira et al., 2000)

La microextraccion en fase liquida (LPME) es una metodologia desarrollada
miniaturizando la extraccion liquido-liquido reduciendo en gran medida el volumen de
disolvente en unos pocos microlitros, su ventaja frente los procedimientos de extraccion
convencionales radica en simplicidad, eficacia, rapidez y bajo consumo de disolventes
organicos (Asensio-Ramos et al.,, 2011). Para los compuestos que contaminan el

corcho, hay algunas aplicaciones novedosas que exploran las ventajas de LPME:

La microextraccion liquido-liquido dispersivo (DLLME), se propone como un
procedimiento econdémico, simple y rapido basado en una mezcla de solventes (Rezaee
et al., 2006). La eleccién del solvente de extraccion es crucial, este debe mostrar baja
solubilidad en agua, alta afinidad por analitos y buen comportamiento cromatogréfico,
mientras que la densidad debe ser mayor que la del agua (Campillo et al., 2010). La
mezcla ternaria de un disolvente organico no polar e inmiscible en agua (disolvente de
extraccion) y un disolvente polar miscible en agua (disolvente de dispersién) se inyectan
en una muestra acuosa. Debido a ello, se producen gotitas muy finas en la muestra
acuosa y la extraccion es casi instantanea. Después de un breve tiempo de contacto, la
fase dispersa se separa por centrifugacion y posteriormente se pueden determinar los
analitos extraidos. Esta extraccién proporciona altos factores de enriquecimiento en
muy poco tiempo con poco consumo de solvente y también es compatible con las
separaciones de GC (Collins et al., 2012; Fontana, 2012).

Pizarro et al, (2011) optimizaron un método de DLLME junto a cromatografia de gases-
espectrometria de masas en tandem (GC-MS/MS) (Pizarro et al., 2011). Se evaluaron
diferentes disolventes dispersores y disolventes de extraccion, siendo la combinacion
de acetona-cloroformo aquella que presenté factores de enriquecimiento mas altos y
siendo la temperatura ambiente la temperatura de trabajo, previamente estudiaron la
derivatizacion en matriz de vino empleando anhidrido acético como reactivo de
derivatizacion (Pizarro et al., 2010). Ambos obtuvieron un LOD de 2,2 a 12 ng/L.
Campillo et al. (2010) también propusieron una técnica similar con un limite de deteccion
de 9- 9,5 ng/L (Campillo et al., 2010).

En los Ultimos afios la microextraccion de liquido i6nico de gota simple (SDME) ha

ganado ventaja en quimica analitica de alimentos debido a ventajas como simplicidad,
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bajo coste, extraccion rapida, volimenes minimos de disolvente y muestra, y facilidad
de integracion con técnicas analiticas como la espectroscopia, cromatografia y

espectrometria de masas (Tang et al., 2018).

Los analitos se aislan de la muestra mediante optimizacion de condiciones como
temperatura, pH, disolvente, tiempo y velocidad de agitacién (Kailasa et al., 2021). Esta
técnica implica el aislamiento del analito de la solucién de muestra a la fase de
extraccion, la transferencia de masa de analito a nivel de trazas va desde la fase acuosa
a una sola gota de solvente orgénico hasta que se alcanza el equilibrio termodinamico
de forma lenta por lo que una pequefia concentracién del analito es extraido para el
analisis. Se desarroll6 el método analitico para la determinacion de 2,4,6-TCA
empleando como disolvente de extraccién 1-octanol con un tiempo de extraccion de 25
minutos y un limite de deteccion de 8,1 ng/L (Martendal et al., 2007). La microextracciéon
de liquido i6nico de gota Unica (SDME) fue reportado también por Marquez-Sillero et
al., (2011), permite realizar el analisis de muestras sin ningun tratamiento adicional
Unicamente mediante la selectividad que aporta el liquido i6nico extractante, 1-hexil-3-
metilimidazolio bis(trifluorometilsulfonil)-imida acoplada con columna multicapilar (MCC)
gue evita la interferencia del etanol y espectrometria de movilidad i6nica (IMS)

obteniendo un limite de deteccion de 0,01 ng/L (Marquez-Sillero, Cardenas, et al., 2011).

En el caso de DLLME a pesar de sus ventajas, el uso de disolventes dispersores puede
disminuir el coeficiente de reparto de los analitos en el disolvente de extraccion, por lo
que se desarrolla la microextraccion por emulsificacion asistida por ultrasonidos
(USAEME). Esta emplea un solvente no polar de alta densidad tratAndose del solvente
extractante que forma una emulsion de aceite en agua en una muestra asistida por
ondas de ultrasonido, el ultrasonido facilita el fendmeno de emulsificaciéon reduciendo el
tamafio de gotas de la fase extractante, reduciendo el tamafio de gotas conduce a un
aumento de la superficie de contacto entre ambos liquidos mejorando la transferencia
de analito entre ambas fases (Luquedecastro & priegocapote, 2007; Regueiro et al.,
2008).

Se demostrd que la técnica podria aplicarse para la extraccion y preconcentracion de
compuestos olorosos en aguas con un LOD de 0,2 ng/L (Fontana & Altamirano, 2010).
Este mismo autor, propuso esta técnica en vinos previo a un analisis espectrométrico
de masas combinada con cromatografia de gases (GC/MS/MS) con un LOD de 0,6-0,7
ng/L. La validacion de la metodologia se llevé a cabo mediante el método de adicién
estandar a dos concentraciones (10 y 50 ng/L) logrando recuperaciones por encima de

80% indicando robustez satisfactoria del método (Fontana et al., 2010).
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Otra técnica es la extraccion por sorcion con barra de agitacién (SBSE) es una técnica
de extraccion en fase soélida que utiliza una barra magnética revestida con un material
sorbente para extraer compuestos volatiles y semivolatiles de muestras liquidas. La
extraccion por sorcién con barra de agitacion es beneficiosa porque permite la
extraccion eficiente de compuestos volatiles y semivolétiles con alta sensibilidad.
Ademas, reduce la necesidad de grandes volumenes de disolventes y minimiza la matriz
de la muestra en el proceso de andlisis. Sin embargo, la eleccion del material sorbente,
las condiciones de agitacion y desorcién, y la preparacion de la muestra son aspectos

importantes a considerar para obtener resultados precisos y reproducibles.

SBSE mostr6 una mayor capacidad de concentraciébn que ambas técnicas SPME, la
extraccion por absorcion con barra agitadora, SBSE, acoplada a GC con modo de
espectrometria de masas-trampa de iones en tAndem para el andlisis de halofenoles y
haloanisoles mostré una mejor sensibilidad que la SPME (especialmente si se compara
con el modo de espacio de cabeza. Los métodos SBSE e IS-SPME que describieron,
permitié determinar dichos compuestos en matrices acuosas liquidas a niveles de ng/l
(Maggi et al., 2008).

Zalacain et al., (2004) emplearon una barra agitadora magnética con un recubrimiento
de PDMS, esta se desorbié en un sistema de desorcién térmica acoplado a un
cromatografo de gases. La barra agitadora requiere un menor tiempo de andlisis vy, lo
gque es mas importante, la manipulacién de la muestra se reduce considerablemente en
comparacion con otras técnicas extractivas. Obteniendo un limite de cuantificacién de
1,08 pg/L. Entre todos los compuestos de la matriz del vino, se cree que parametros
como el etanol y los polifenoles pueden tener cierta influencia en los resultados de la
cuantificacién. Sin ser necesario un paso de preconcentracion y con un tiempo de

analisis muy reducido (Zalacain et al., 2004)

3.4. Metodos de andlisis de 2,4,6-TCA en corchos. TCA liberable y TCA
total

El sector del vino es uno de los mas exigentes en materia de calidad. En bodega pueden
utilizarse técnicas y criterios de deteccion como control de calidad. El vino no presenta
un alto poder de extraccién de haloanisoles mientras que el corcho adhiere estos

compuestos con bastante fuerza (Capone et al., 1999).

El andlisis de haloanisoles en material de corcho es un proceso mas complicado que en
el vino debido al efecto de matriz y a la necesidad afadida de aplicar técnica de

preparacion de muestras que generalmente requiere de un remojo del corcho, adiccién
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de extractantes y concentracion del extracto (Tarasov et al., 2017). En en el caso del

corcho se trata de una técnica destructiva.

El TCA liberable de un tapon de corcho se define como el valor de equilibrio de 2,4,6-
TCA medido en el vino, tras la aplicacion de la extraccion liquido-solido. Es funcion del
contenido de 2,4,6-TCA en el tapén y de las caracteristicas especificas del vino, de
forma general se determina que el TCA liberable es constante para un tipo de corcho
sin embargo, cuanto mayor sea el contenido en alcohol mayor cantidad de TCA se libera
(Hervé et al., 2004). Segun Macku et al., (2009) es preferible su determinacién en
planchas de corcho debido a que en la conservacion de botellas de vino se altera la
superficie del corcho (Macku et al., 2009). Lim et al., (2011) realiz6 el andlisis de TCA
tras el embotellado mediante una valvula de vacio y fibra de SPME en el cuello de la
botella, para la determinacién de la cantidad de TCA liberable, tratandose de un método

cualitativo y no destructivo para identificar corchos contaminados (Lim et al., 2011).

El TCA total es el que se extrae de la matriz del corcho molido y tras el empleo de

disolventes organicos (Hervé et al., 2004).

Se emplea técnicas clasicas como extracciéon Soxhlet siendo esta la mas empleada.
Que implica de molienda y extraccion de analito cuya eficacia del poder de extraccion,
condiciones de extraccion y superficie de contacto (Pefia-Neira et al., 2000; Pollnitz et
al., 1996; Tarasov et al., 2017). Juanola et al., (2002) evaluaron diferentes métodos de
extraccibn como la extraccion Soxleth y la extraccion por Ultrasonidos de 2,4,6-
Tricloroanisol en corchos y su posterior determinacion por CG-ECD. Concluyendo que

peor efectividad presentaba, la de ultrasonidos (Juanola et al., 2002).

Se desarroll6 un método de extraccion con fluidos supercriticos (SFE) para 2,4,6-TCA
en tapones de corcho con dioxido de carbono a alta presion. SFE es una técnica de
separacion y extraccion que utiliza un fluido en su estado supercritico como agente de
extraccion. Un fluido supercritico se encuentra en un estado intermedio entre un liquido
y un gas, exhibiendo propiedades Unicas que lo hacen eficaz para la extraccion de
compuestos de muestras soélidas o liquidas. El método fue validado utilizando el isétopo
estable 2Hs-TCA como estandar interno. El procedimiento SFE ofrece un método rapido,
cuantitativo, casi libre de disolventes y automatizado para la extraccion de TCA a partir
de corcho (Taylor et al., 2000).

SPME y SBSE son los mas rapidos, faciles de realizar y se realizan a temperatura
ambiente. En su aplicacion a corchos implica la maceracion de corcho en solucion
hidroalcohélica de 300 ml durante 24h o vino blanco junto a un proceso de acetilacién

para convertir clorofenoles en compuestos mas adecuados con n-hexano (Insa et al.,
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2004). El empleo de HS-SPME tras la obtencién de extractos proporciona un limite de
cuantificacion de entre 0,5y 1 ng/L y limite de deteccién de 0,2 a 0,5 ng/L (Vlachos et
al., 2007).

Otra técnica es la pervaporacion (PV) que se trata de una técnica de separacion y
concentracion de compuestos volatiles que se basa en la migracion selectiva de los
componentes a través de una membrana semipermeable bajo el efecto de una
diferencia de presién parcial entre el lado de la muestra y el lado de destino. En el
contexto del analisis del 2,4,6-Tricloroanisol (TCA), la pervaporacién se ha utilizado para
concentrar y aislar este compuesto de muestras de vinos o corchos. En un estudio
combinaron la pervaporacion con una unidad de desorcién térmica y captura criogénica
en fase soélida (PV-CT-TD). Los compuestos volatiles se analizaron empleando un
cromatografo de gases con detector de espectrometria de masas con trampa de iones.

El limite de cuantificacion fue de 180,7 pg/L (Gomez-Ariza et al., 2004).
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4. Conclusiones

Tras lo mencionado en este trabajo de Fin de Master, podemos concluir que la
determinacion de 2,4,6-Tricloroanisol en vinos adquiere una gran importancia ya que
constituye un grave problema que afecta a un gran porcentaje de bodegas a nivel
mundial, ofreciendo pérdidas econdmicas y de reputacion debido a que el consumidor
no se encuentra familiarizado con esta problematica y atribuye de forma general el
defecto al vino.

El principal desafio para su cuantificacion es su determinacion a niveles subumbrales
olfativos por lo que se requiere de técnicas analiticas con alta sensibilidad y
especificidad, sin olvidar que también existen otros compuestos asociados al olor del
corcho que también deben ser cuantificados. La Cromatografia de Gases constituye una
técnica muy eficaz para la determinacion de este analito, que requiere un paso previo
de extraccion y concentracion del analito, para evitar que se presenten interferencias en
la medida. La técnica mas ampliamente empleada para la extraccion en la tltima década

es la microextraccion en fase solida.

Las técnicas clasicas no ha sido evaluadas en este Trabajo debido a que cada vez se
tiende mas a una quimica verde en la que se prefiere el empleo de menos volumen de

disolventes organicos.

Si bien se ha de destacar que para una determinacion de forma rutinaria tanto en
bodegas como para productores de corcho, econdmicamente no son las técnicas mas
adecuadas y que como se ha desarrollado en el presente trabajo, otras opciones viables
son los detectores que pueden emplearse de forma rutinaria o la voltamperometria, la
cual no se encuentra muy desarrollada para la determinacion de este analito y que

puede constituir un foco de estudio en los préximos afios.

Finalmente, se ha de destacar la evaluacion sensorial de este analito que debe de ser
realizada mediante catadores entrenados y que puede constituir un método eficaz,
rapido y no destructivo para el cribado principalmente de lotes de corcho que pueden
contener este analito.
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