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RESUMO

Este estudo descreve um método de doseamento dos cloroanisdis extraidos das rolhas pelo vinho
e ¢ baseado na maceragdo de uma amostra do lote de rolhas a avaliar num vinho branco. Os
cloroanisoéis extraidos das rolhas pelo vinho de maceragdo s@o analisados pela técnica de SPME
— GC/MS. Este método permite obter um limite de detecgdo de 0,2 ng.L”! para cada um dos
cloroanisois.

Palavras-chave: gosto a mofo; TCA (2,4,6-tricloroanisol); rolha; vinho; SPME — GC/MS.
Mots clefs: gott de moisi; TCA (2,4,6-trichloroanisole); bouchon; vin; SPME — GC/MS.

INTRODUCAO

A rolha de cortiga acompanha o vinho durante a sua evolug@o na garrafa e esta
ligada a conservagio e protec¢do da sua qualidade. Somente a rolha de cortiga
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permite a conservagdo e o desenvolvimento das qualidades aromaticas e
organolépticas dos vinhos (Riboulet e Alegoet, 1986).

No entanto, os “gostos a rolha” ou “a mofo” num vinho estdo a converter-se
num dos principais “defeitos” encontrados nos vinhos. O consumidor mostra-
se cada vez mais sensivel e atento a esta questdo.

Na maioria dos casos, 0os compostos responsdveis por estas alteragdes sdo
moléculas da familia dos cloroanisois.

Os cloroanisdis sdo conhecidos desde a algum tempo por serem os responsaveis
de intensos odores “a mofo” em vinhos, cortiga e em muitos outros produtos
(4gua, café, chocolate, arroz,...). Existe uma grande variedade de derivados
em fungdo do lugar de inser¢@o do cloro no anel benzénico. Entre os compostos
identificaveis nos vinhos encontram-se o 2,4,6-TCA (2,4,6-tricloroanisol) e o
2,3,4,6-TeCA (2,3,4,6-tetracloroanisol), os quais estdo associados na maioria
dos casos a presenca de odores e gostos a mofo. Sao estes dois compostos os
que possuem o odor mais intenso e o nivel de percep¢do mais baixo. O PCA
(pentacloroanisol) tem um odor muito menos intenso que os restantes
cloroanisois (Comunicacdo pessoal, Riboulet, 1999; Comunicagdo Pessoal,
Riboulet e Urreizti, 2000).

Os cloroaniso6is provém da metilagdo dos clorofenois correspondentes. Estes
foram muito utilizados durante anos como fungicidas no tratamento de madeira
e como desfolhantes. O PCF (pentaclorofenol), fornecido sob a forma de sal,
¢ um adjuvante na fabricagdo de papel e no tratamento de couros e telas. A
reac¢do de metilacdo € levada a cabo bioquimicamente por um grande nimero
de microorganismos e em particular por fungos.

Os cloroanisois podem ter diversas origens, tais como a degradagdo de certas
moléculas cloradas empregues como insecticidas ou podem ser directamente
sintetizados a partir dos fendis livres da agua os quais reagem com o cloro
utilizado nos tratamentos e/ou desinfec¢des das adegas.

Todas estas moléculas podem ser analisadas em vinhos, mas também em
diferentes tipos de materiais susceptiveis de contaminar directa ou
indirectamente o vinho (madeira, rolhas de cortica, atmosfera, agua, cartdo,
produtos enoldgicos,...). Estas andlises sdo uma ajuda muito preciosa para
colocar em evidéncia a existéncia de problemas e para determinar as suas
causas.

Dependendo do tipo de policloroanisol detectado analiticamente, pode
determinar-se a origem da contaminag@o. A presenca de TCA tende a implicar
a rolha de cortica, enquanto que os TeCA e os PCA sdo indicadores de
contaminagdes ambientais (Comunicagdo pessoal, Riboulet, 2000).

A analise dos cloroanisois que a rolha de corti¢a pode transmitir para o vinho
constitui para os corticeiros uma ferramenta de controlo rapido e fiavel das
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rolhas de cortiga compradas ou de lotes de rolhas antes da sua expedi¢do. De
igual modo, e com o objectivo de prevenir o risco do “gosto a rolha”, para
os produtores de vinho ¢ também muito importante a andlise das rolhas de
cortica antes do engarrafamento.

Este trabalho apresenta um método de quantificagdo dos cloroanisdis (TCA,
TeCA e PCA) das rolhas de cortica extraiveis pelo vinho e ¢ baseado na
maceragdo de uma amostra do lote de rolhas a avaliar num vinho e a sua
analise por SPME — GC/MS (micro extrac¢do em fase sélida com separagdo
por cromatografia gasosa e deteccdo por espectrometria de massa).

A SPME foi introduzida como uma técnica moderna e alternativa para a
preparagdo de amostras. Esta técnica elimina a utilizacdo de solventes organicos,
reduz o tempo de andlise e permite a automatizagdo da preparagdo das amostras.
Além disso, pode acoplar-se com os diferentes tipos de equipamentos analiticos
e aplica-se a extrac¢do de uma vasta gama de moléculas, tais como pesticidas,
aromas e produtos farmacéuticos, assim como a analise de alimentos, aguas,
atmosfera e matrizes sélidas (Pawliszyn, 1999; Doneche, 1993).

A detecgdo por espectrometria de massa ¢ efectuada em modo MS/MS
(espectrometria de massas em sequéncia) e consiste no armazenamento de um
determinado ido produzido por impacto de electrdes (EI) ou ionizagdo quimica
(CI), com liberag@o de todos os demais ides. O ido principal assim seleccionado
colide com o gas hélio liberando os ides secundarios, que por sua vez atingem
o detector, gerando espectros. A espectrometria de massas em sequéncia
apresenta diversas vantagens, nomeadamente uma maior selectividade, obtengéo
de limites de detec¢@o mais baixos e espectros de melhor qualidade (Silverstein
e Webster, 2000).

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS
Materiais

1) Vinho de maceracdo — o vinho de maceragdo é um vinho branco comum,
acondicionado em embalagem de tipo “Bag in Box”. Para controlar a auséncia
de cloroanisdis no vinho de maceragdo antes da sua utilizagdo, analisa-se o
vinho de todas as embalagens.

2) Etanol absoluto e cloreto de sddio, para analise — ACS — ISO.

3) Padrdes de referéncia:

3.1.) 2,4,6-tricloroanisol — d5, fornecido por Cambridge Isotope Laboratories.
3.2.) 2,4,6-tricloroanisol, fornecido por Riedel-de Haén.

3.3.) 2,3,4,6-tetracloroanisol, fornecido por ULTRA Scientific.
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3.4.) pentacloroanisol, fornecido por SUPELCO.

4) Frascos de maceracdo — para realizar a maceracdo das rolhas de cortiga
utilizam-se frascos de vidro com tampa em polipropileno. Estes materiais nao
fixam os cloroanisois. Realizou-se um estudo sobre a eficacia da lavagem
destes frascos, e verificou-se que estes estavam isentos de cloroaniséis apds
a lavagem.

5) Frascos de armazenamento de amostras — frascos de vidro descartaveis para
evitar contaminagdes entre as diferentes amostras.

6) Vials — vials de 20 mL apropriados para o combiPAL munidos de capsulas
magnéticas de abertura larga. Com a finalidade de eliminar possiveis
contaminag¢des entre as amostras, estes frascos sdo também descartaveis.

Equipamentos

1) CombiPAL — o amostrador automatico combiPAL esta equipado com um
moddulo SPME que permite que a extraccdo e a introdugdo das amostras seja
efectuada de maneira automatica, continua e reprodutivel.

2) GC/MS — cromatografo em fase gasosa VARIAN modelo 3900 GC sobre
o qual estda montada uma coluna capilar de baixa polaridade equipado com
detector de espectrometria de massa VARIAN, modelo Saturn 2100 T.

MODO OPERATORIO
Maceragdo das rolhas de cortica

Hoje em dia, e no que respeita a maceragdo das rolhas de corti¢a, ndo existe
um método normalizado. O nosso método analisa os macerados obtidos a
partir de rolhas de cortiga inteiras. Este principio assemelha-se mais ao que
pode ocorrer numa situag@o real, com uma rolha de cortica numa garrafa de
vinho. De um ponto de vista enologico, o que interessa ¢ conhecer os
componentes que migram da cortica para o vinho, ou seja, os compostos
extraiveis (Riboulet, 2001).

Recomenda-se que o niimero de rolhas postas a macerar seja de 10 ou 20 para
um volume de 500 mL e 1000 mL respectivamente.

Deve levar-se em conta a representatividade das amostras das rolhas de corti¢a
que se analisam. O nimero de amostras e o tamanho de cada uma dependera
do niimero de rolhas que compdem o lote em questdo e do risco que se esta
disposto a assumir na aceitagdo do lote, ou seja é fungdo do plano de
amostragem escolhido.

Para realizar a maceragéo, introduzem-se as rolhas de corti¢a nos frascos de
maceragdo previamente passados com o vinho de maceragdo, e seguidamente
enche-se com o mesmo vinho (figura 1). O tempo de maceracdo foi optimizado
sendo de 24 horas a temperatura ambiente.
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Fig. 1 - Maceragio das rolhas de cortiga.
Maceration des bouchons de liege.

Apos as 24 horas, homogeneiza-se o macerado e introduz-se nos frascos de
armazenamento descartaveis.

Preparacio da amostra a analisar

Apds a maceragdo, introduz-se uma toma de ensaio de 15 mL para os vials de
20 mL apropriados para o combiPAL, nos quais se havia introduzido NaCl até
saturacdo, com o objectivo de favorecer a extrac¢do. Seguidamente junta-se a
solugdo padrdo de TCA-d5 e fecham-se os frascos com a capsula magnética.

I3

Uma vez preparada a amostra, esta ¢ colocada no suporte de amostras do
amostrador combiPAL, para seguidamente ser analisada (figura 2).

Fig. 2 - Suporte de amostras do amostrador automatico.
Portoir du passeur automatique d’échantillons.

Extraccdo e injecgdo da amostra

A técenica de extracgdo e injeccdo utilizada é a SPME. Esta técnica analitica
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¢é baseada na adsorg¢ao e na dessor¢ao de moléculas sobre uma fibra especifica
(figura 3).

SPME

PISTAO ——ur

SERINGA  ——+

FIBRA I
INJECTOR
<—— COLUNA

ADSORCAO DESSORCAO

Fig. 3 - Técnica de extracgio e de injecgdo por SPME.
Technique d’extraction et d’injection par SPME.

Com a SPME os cloroanisdis presentes no vinho de maceragao fixam-se sobre
um adsorvente especifico — fibra de polidimetilsiloxano (PDMS). A adsorg¢éo
é realizada a quente e sob agitagdo (figura 4). Estes compostos sdo
termodessorbidos no injector do cromatdgrafo em fase gasosa (GC) para
seguidamente serem identificados com exactiddo e quantificados por
espectrometria de massa (MS). O amostrador automatico combiPAL esta
equipado com um médulo SPME que permite a extracgdo e a introdugdo das
amostras no GC.

Fig. 4 - Técnica de extracgdo por SPME.
Technique d’extraction par SPME.
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Separacdo e andlise dos compostos injectados

A separagdo cromatografica dos compostos é efectuada pela coluna capilar
montada no GC. Na figura 5 mostra-se o cromatograma tipico obtido para
uma mistura de cloroanisois.

a) b)

0
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Fig. 5 - Cromatograma obtido na analise de cloroaniséis por SPME — GC/MS.
a) TCA-d5 b) TCA, TeCA e PCA

Chromatogramme obtenu pour [’analyse des chloroanisoles par SPME - GC/MS.
a) TCA-d5 b) TCA, TeCA e PCA

Os compostos eluidos sdo detectados pelo detector de espectrometria de massa
VARIAN, funcionando em modo MS/MS e a quantificagdo ¢ baseada na
comparagdo com o padrdo interno TCA-d5 e em relagdo a uma curva de
calibracdo para cada composto.

Calibragdo

As solugdes padrdo para as curvas de calibragdo dos diferentes cloroaniséis
sdo previamente preparadas na matriz desejada (vinho, ...). Para esta preparagdo
utilizam-se solugdes padrdo de cloroanisois de 1 ug.L'" e 10 ug.L! preparadas
em etanol absoluto. A calibragdo engloba uma gama de concentragdes entre
0,5 ng.L"' e 50 ng.L".

As curvas de calibragdo obtidas para os cloroanisois sdo caracterizadas pelos
seguintes parametros:

2,4,6-TCA: y = 1,0251x (> = 0,99935).
2,3,4,6-TeCA: y = 1,4001x (> = 0,99987).
PCA: y = 1,3011x (* = 0,99981).
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Controlo de qualidade

Sempre que se efectuarem analises sobre séries de amostras (independentemente
do niimero de amostras), esta deve ser acompanhada de um controle de
qualidade (ensaios em branco e padrdes de controlo).

Iniciar a sessdo de trabalho com um padrdo de controlo e acabar a mesma
também com um padrdo de controlo.

Durante a série de amostras deve ser introduzido um ensaio em branco para
detectar possiveis contaminagdes.

As amostras para as quais um valor anormal é obtido fardo objecto de uma
nova analise para confirmagdo.

Condicdes operatorias

As condigdes operatorias deste método estdo descritas no quadro I.

QUADRO I

Condigdes operatorias.
Conditions opératoires.

SPME
fibra polidimetilsiloxano (PDMS)
espessura do filme 100 um
Adsorcao
agitacdo 500 rpm
temperatura de adsorgao 40°C
tempo de adsor¢ao 30 minutos
Dessorcao
temperatura de dessorgao 260°C
tempo de dessorcao 15 minutos
GC
Injector (tipo 1177)
temperatura 260 °C

Coluna capilar

Coluna capilar de baixa polaridade

Gas de arraste
natureza
caudal

Hélio 6.0
1,0 mL.min™!

Temperatura do forno

Programa de temperatura de 50 °C a 280 °C.

Detector de espectrometria de massa

Com o objectivo de obtermos uma melhor sensibilidade, o espectrometro de
massa funciona em modo MS/MS. A quantificagdo por MS/MS ¢ baseada na
intensidade do pico do ido secundario apds fragmentagdo do ido principal.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Andlise completa e rdpida

Obtemos de modo rapido, sem perda de sensibilidade e sem risco de
contaminag¢o, uma analise completa dos cloroaniséis. Optimizou-se o tempo
global da quantificacdo dos cloroanisois, em funcéo dos pardmetros que podem
ter uma influéncia sobre a qualidade das analises.

Controlaram-se de um modo particular parametros como a seleccéo da fibra,
a qual se escolhe segundo a natureza dos compostos que se querem dosear e
os tempos de extracc¢do e de injecgdo, para que o ciclo de adsor¢@o-dessor¢éo
se complete e ndo se contamine a andlise seguinte.

Apb6s a analise cromatografica dos cloroanisois, o programa de temperatura do
GC elimina aqueles compostos susceptiveis de causar efeitos de memoria
(interferéncia dos compostos da analise precedente sobre a analise em curso).

O tempo de analise foi optimizado sem comprometer a qualidade dos resultados.
Normalmente o material utilizado ¢ de uso unico. Nos casos em que nio ¢
possivel o uso de material descartavel, comprovou-se anteriormente que a
limpeza descontaminou o material completamente.

Limites de deteccio

Os limites de detec¢do foram calculados e tém o valor de 0,2 ng.L",
correspondentes a trés vezes a concentracdo do ruido de fundo (Krull e Swartz,
1998).

Repetibilidade

Estudou-se a repetibilidade do método para uma concentragdo entre 5 e 6
ng.L! para cada um dos trés compostos.

Os valores obtidos para o coeficiente de variagdo (CV) para cada um dos
compostos vém detalhados no quadro II.

Estudos em perspectiva

Embora este método esteja optimizado para as condi¢des descritas acima, é
aconselhavel levar a cabo um estudo no sentido deste método poder ser
empregue com maior abrangéncia.

Liquido de maceracio

No que respeita a maceracdo das rolhas de cortica, um estudo esta a ser
efectuado no sentido de verificar a eficacia da extracgdo quando esta é realizada
com diferentes tipos de vinhos, nomeadamente o teor em alcool, bem como
quando se utiliza como liquido de maceragdo uma solugdo alcodlica com
diferentes teores em alcool.
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QUADRO II

Estudo da repetibilidade da analise dos cloroanisois por SPME.
Etude de la repetabilité de 1’analyse des chloroanisoles par SPME.

Concentracoes (ng.L'])

TCA TeCA PCA

5,0 5,0 5,9

5,0 4,6 5.4

5,5 4,9 5,5

5,5 4,9 6,0

5,1 53 6,1

5,1 4,8 5,8

5,4 53 6,4

4,9 4,9 5,8

4,9 5,1 5,5

5,3 4,9 5,9

5,3 4,9 5,5

Média: 5,18 4,96 5,80
Desvio padrao: 0,227 0,206 0,307

CV %: 4,4 4,2 53

Condicdes de maceracio

As condi¢gdes de maceragdo estdo também a ser alvo de um estudo,
nomeadamente a temperatura de maceragdo e efeito da agitacdo (ou mesmo
ultra sons) sobre a eficacia da extrac¢do.

Tempo antes de analise

Apds preparagdo das amostras nos frascos de headspace, é também importante
estudar a sua estabilidade em funcdo do tempo decorrido antes de analise.

CONCLUSOES

O método SPME — GC/MS ¢ uma importante ferramenta analitica para a quantificagdo
dos cloroaniséis eventualmente presentes nas rolhas de cortiga e susceptiveis de
contaminar o vinho. Permite avaliar de maneira rapida e fiavel se uma percentagem
elevada de individuos de um lote de rolhas de cortiga podem apresentar um risco de
producgdo de “gosto a mofo”.

O seu elevado grau de automatizagdo reduz os custos das analises de tal modo que
permite o controlo sistematico dos lotes de rolhas de cortiga.

Por outro lado, esta técnica pode ser complementado com testes sensoriais sobre
macerados em agua.

A tUnica limitagdo do método ¢ a representatividade das amostras quando se efectua
a amostragem.
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RESUME

Dosage des chloroanisoles par microextraction en phase solide (SPME) et
chromatographie gazeuse (GC) avec detection en spectrometrie de masse (MS) dans des
lixiviats de lots de bouchons de liege ou dans un vin

Cette étude décrit une méthode de dosage des chloroanisoles extractibles des bouchons par le vin
qui est basée sur une macération d’un échantillon du lot de bouchons a évaluer. Les chloroanisoles
extraits des bouchons par le vin de macération sont analysés par la technique de SPME — GC/
MS. Cette méthode permet d’obtenir des limites de détection de 0,2 ng.L™' pour chacun des
chloroanisoles.

SUMMARY

Determination of chloroanisoles by solid phase microextraction (SPME) and gas
chromatography (GC) with mass spectrometry detection (MS) in cork soaks or in wine

This paper describes a method for the quantification of releasable chloroanisoles from cork
stoppers to wine. A sample of the corks to be tested is soaked in white wine. The chloroanisoles
wich have migrated from the stoppers to the wine are then analysed using the SPME - GC/MS
technique. The proposed methodology allowed for a detection limit of 0,2 ng.L"' for each
chloroanisole.
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