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RESUM

La incidéncia sobre el suro de defectes sensorials amb descriptors de florit-
humitat és un dels principals problemes amb qué s’enfronta la industria surera.
Juntament amb el ben conegut 2,4,6-tricloroanisole (TCA), han aparegut altres compostos
volatils amb descriptors que es relacionen amb aquest defecte en analisis fetes en vins i
taps de suro, com per exemple les metoxipirazines, la geosmina o el metilisoborneol.
Aguesta recerca s’ha fet amb I'objectiu principal d’aprofundir en els metodes de
determinacié de compostos volatils en mostres de suro per aixi dotar a les empreses
sureres d’eines per a la deteccid d’'un nombre suficient de compostos per identificar
possibles defectes de florit-humitat. A més, el fet que la majoria dels compostos d’interes
tingui un origen microbia ha fet necessari completar les analisis quimiques amb meétodes

de deteccié i aillament dels microorganismes susceptibles de produir-los.

Per tal d’assolir aquest objectiu s’ha desenvolupat i avaluat una metodologia
basada en la microextracciéd en fase solida (SPME) i la cromatografia de gasos per a
I"analisi conjunta de TCA, 3-isopropil-2-metoxipirazina, geosmina i 2-metilisoborneol en
macerats de suro. S’han avaluat les condicions de temperatura i temps d’extraccio i la
naturalesa del recobriment de la fibra. Les condicions de treball escollides han estat
I'extraccio a 502 C durant 30 minuts utilitzant la fibra combinada CAR-DVB-PDMS.
L’aplicacié d’aquest metode a mostres reals de suro amb marcades desviacions sensorials
ha posat de manifest la presencia de TCA i guaiacol en la majoria d’elles. Amb aquest

metode s’aconsegueix la determinacié simultania de diversos compostos de manera

......

Aguest mateix metode s’ha aplicat, amb lleugeres variacions, per a la caracteritzacio
de la fraccidé volatil en macerats de suro amb diferents tipus de desviacions sensorials
(TCA, florit-humitat, vegetal, quimic) i en mostres control sense defecte. S"ha ampliat
I’analisi a 20 compostos que es determinen de forma simultania i semiquantitativa. Un

tractament estadistic mitjancant analisi multivariant de les dades obtingudes ha permés
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diferenciar els diferents grups de defectes amb un grau de fiabilitat elevat. D’aquesta
manera s’han pogut establir 5 compostos discriminants: TCA, alcohol fenquilic, 1-octen-3-
ol, alcohol benzilic i benzotiazole. L'analisi de només 5 d’aquests compostos permet
detectar la presencia de defectes en el suro i proporciona una eina de treball objectiva
per a la classificacié de taps, util com a complement de I'analisi sensorial per a les

empreses sureres.

Es interessant remarcar que el principal origen d’aquests compostos causants de
desviacions sensorials (cloroanisoles, pirazines...) és I'activitat biologica de fongs i
bacteris. Els anisoles es produeixen biologicament per la metilacié dels corresponents
substrats fenolics, reaccié freqiient en molts fongs aillats de suro. Les pirazines, en canvi,
poden tenir un origen bioldgic o bé derivar de reaccions quimiques dependents de la
temperatura. L'estudi dels processos de transformacié i aparicié de males olors en suro
no pot obviar-ne el seu origen i per tant és necessaria |'analisi dels microorganismes
potencialment responsables d’aquesta activitat com a complement als metodes quimics
d’analisi. Amb aquesta finalitat s’ha utilitzat un metode per a I'estudi de la diversitat de
fongs i bacteris en mostres de suro basat en I'estudi de marcadors genetics mitjangant
I'analisi en gradients electroforétics desnaturalitzants (DGGE, Denaturing gradient gel
electrophoresis). La DGGE és una técnica molt utilitzada en ecologia microbiana i permet
realitzar la identificacié dels microorganismes presents en una mostra en base a la
separacio i seqlienciacié de marcadors genetics coneguts. Els marcadors geneétics utilitzats
han estat el gen 16S rRNA per als bacteris i el fragment intergenic ITS1 per als fongs. S’han
utilitzat per a I'estudi tres classes sensorials de taps i discs: florit-humit clarament
identificable com a TCA (ME-TCA), florit-humit no relacionat amb TCA (ME) i mostres
sense defecte (C). S’han analitzat dos tipus de mostres, discs de suro i taps de cava, com a
representacid d’'una etapa intermedia i final del procés de fabricacid de taps,

respectivament.

L’analisi quimica d’aquestes mostres ens ha permeés detectar quantitats per sobre

del nivell de deteccid de TCA, guaiacol i 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina (MDMP), Unicament.
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Respecte a I'analisi microbiologica, en la majoria de casos, les desviacions de tipus TCA en
discs de suro coincidien amb la presencia de Penicillium variabile. Per tal de confirmar la
seva implicacié en la produccié de TCA s’han incubat aillats amb seqtiéncies del fragment
ITS1 100% identiques a les recuperades sobre suro no modificat. En molts casos, aquests
microorganismes han estat capacgos de produir TCA en suro, fet que demostra la seva
implicacio en I'aparicié de males olors. L’analisi de taps amb desviacions de tipus florit-
humitat sense preséncia de TCA (ME) mostrava una estructura de la comunitat
microbiana complexa, amb microorganismes exclusius com el fong Eurotium repens i els
bacteris Novosphingobium subarcticum, Sphingobium spp., Acinetobacter Iwofii, i
Pseudomonas spp. En aquest cas, no es podia associar I'aparicié de desviacions sensorial a
un microorganisme concret i es suposa un procés més complex, en el que hi contribuirien
diferents microorganismes amb capacitat de produccio i de degradacié d’alguns volatils.
Els resultats de I'estudi de la comunitat bacteriana de les mostres control apunten també
a la presencia de fenomens de degradacié. En aquestes mostres es detecten de forma
selectiva algunes soques de Pseudomonas aeruginosa i P. putida que, juntament amb
alguns Actinobacteria, suggereixen que aquests microorganismes puguin veure's implicats

en la degradacio dels compostos causants de defecte.

Per dltim s’ha avaluat la capacitat de produccié de defectes sensorials per
microorganismes aillats de suro utilitzant técniques olfactometriques. Aquestes tecniques
permeten detectar els compostos “aroma-actius” dintre d’una fraccié volatil complexa. Es
van aillar soques de llevats, fongs filamentosos i bacteris de mostres de suro classificat
com a defectuds sensorialment i es va estudiar la capacitat dels microorganismes aillats
de desenvolupar compostos causants de defectes sensorials en tres matrius de suro
diferents (granulat de suro, taps aglomerats i taps naturals). Després de 30 dies
d’incubacié es realitzava I'analisi sensorial i olfactomeétrica dels macerats. La majoria dels
aillats van ser capacos de produir desviacions sensorials en suro en diferents graus. En
aquest estudi s’incloien mostres amb els segiients descriptors sensorials: controls, florit-

humitat, florit-humitat-TCA i aromes vegetals i quimics.
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La major incidéencia de desenvolupament de defectes sensorials es trobava en els
assaigs de mostres inoculades amb fongs. Tot i aixi existia una alta heterogeneitat dins
d'una determinada espécie de fong pel que fa a la capacitat de desenvolupar defectes:
mentre un dels aillats de Penicillium glabrum no produia defectes sensorials en cap de les
matrius estudiades, un altre aillat de la mateixa espécie apareixia entre els que
presentaven més capacitat de produccié de defectes; aquest fet indica que és necessaria
una analisi a nivell de soca per definir un organisme aillat com un possible productor de

defectes.

Els bacteris mostraven una incidéncia relativament menor en el desenvolupament
de compostos causants de defectes. Dintre d’aquests, soques de Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas jessenii i Stenotrophomonas maltophilia sén les que

presentaven major incidéncia.

Els tipus de mostres de suro influia en els resultats dels experiments d'incubacid.
El suro granulat va ser el substrat més sensible al desenvolupament d'olors
desagradables, mentre que el suro natural era el material que menys problemes

presentava en aquest sentit.

Els defectes que han aparegut més sovint en les analisis sensorials dels incubats
han estat florit-humit, florit-humit-TCA i vegetals, i és per aix0 que es van seleccionar
aquests macerats per analitzar-los mitjancant cromatografia de gasos-olfactometria (GC-
O) i cromatografia de gasos-espectrometria de masses (GC-MS). També es van incloure
mostres control consistents en suro granulat no-inoculat incubades en les mateixes
condicions experimentals. El suro control presenta un perfil aromatic amb multiples notes
gue poden dificultar la deteccié dels compostos “aroma actius” propis de cada classe
establerta, i per tant I'analisi sensorial i I'olfactometria. La mostra de macerat amb una
nota florit-humit presentava com a particularitat una alta intensitat de 2-metoxi-3,5-
dimetilpirazina, i la preséncia en exclusiva de 2-metilisoborneol i geosmina. En la mostra

descrita sensorialment com a vegetal, destacava la preséncia d’octanal (que no s'ha
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trobat en cap altre macerat) i, de nou, 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina. Per ultim, a la mostra
amb la nota de florit-humit-TCA s’ha trobat, com era d’esperar TCA, present a una

intensitat elevada, i dos altres compostos no identificats amb descriptors de florit.

L'analisi quimica dels macerats només ha permeés la quantificacié de TCA i
guaiacol, mentre que la majoria de odorants trobats en les analisis olfactométriques com
I'octanal, la MDMP i el Z-2-nonenal no han pogut ser quantificats pel métode GC-MS
utilitzat. Aquest fet demostrava la potencialitat de la GC-O per caracteritzar mostres amb
odorants a molt baixa concentracié que sén dificils de detectar mitjancant I’analisi amb

GC-MS.
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RESUMEN

La incidencia de defectos sensoriales con descriptores de moho-humedad es uno
de los principales problemas con los que se enfrenta la industria del corcho. Junto con el
ampliamente estudiado 2,4,6-tricloroanisole (TCA), han aparecido otros compuestos
volatiles con descriptores aromaticos que se relacionan con este defecto, en analisis
realizados en vinos y tapones de corcho. Entre los compuestos mas citados estan, por
ejemplo, las metoxipiracinas, la geosmina y el metilisoborneol. Sin embargo, los trabajos
orientados al estudio de su origen y cuantificacién en corcho y vino son relativamente
escasos. Por este motivo, esta investigacion se ha llevado a cabo con el objetivo principal
de profundizar en los métodos de determinacion de compuestos volatiles en muestras de
corcho para asi dotar a las empresas corcheras de herramientas con las que detectar un
numero suficiente de compuestos a fin de identificar posibles desviaciones sensoriales de
tipo moho-humedad. Ademas, el hecho de que la mayoria de los compuestos de interés
tenga un origen microbiano nos ha llevado a completar los andlisis quimicos con métodos

de deteccidn y aislamiento de microorganismos susceptibles de producirlos.

Para alcanzar este objetivo se ha desarrollado y evaluado una metodologia basada
en la microextraccion en fase sélida (SPME) y en la cromatografia de gases para el analisis
conjunto de TCA, 3-isopropil-2-metoxipiracina, geosmina y 2-metilisoborneol en
macerados de corcho. Se ha evaluado la influencia de las condiciones de temperatura y
tiempo de extraccion asi como la naturaleza del recubrimiento de la fibra. Las condiciones
de trabajo escogidas han sido la extraccion a 502 C durante 30 minutos utilizando la fibra
combinada CAR-DVB-PDMS. La aplicacion de este método a muestras reales de corcho
con marcadas desviaciones sensoriales ha puesto de manifiesto la presencia de TCA y
guaiacol en la mayoria de ellas. Con este método se consigue la determinacién simultanea
de varios compuestos de manera sencilla, proporcionando una herramienta de analisis

util y rapida para la industria del corcho y las bodegas.

Este mismo método se ha aplicado, con ligeras variaciones, a la caracterizacion de
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la fraccion volatil de macerados de corcho con diferentes tipos de desviaciones
sensoriales (TCA, moho-humedad, vegetal y quimica) y en muestras de corcho control sin
alteraciones apreciables de su aroma. Se ha ampliado el andlisis quimico a un total de 20
compuestos volatiles que se determinan de forma simultdnea y semicuantitativa. El
tratamiento estadistico mediante analisis multivariante de los datos obtenidos ha
permitido diferenciar los distintos grupos de defectos con un grado de fiabilidad elevado.
De esta forma se han podido establecer 5 compuestos discriminantes: TCA, alcohol
fenchilico, 1-octen-3-ol, alcohol bencilico y benzotiazol. El andlisis de sélo estos 5
compuestos permite detectar la presencia de defectos en el corcho y proporciona una
herramienta de trabajo objetiva para la clasificacidn de tapones, Util como complemento

del andlisis sensorial para las empresas corcheras.

Una de las causas que dan lugar al origen de los compuestos causantes de
desviaciones sensoriales (cloroanisoles, piracinas...) es la actividad biolégica de hongos y
bacterias. Los anisoles, por ejemplo, se producen biolégicamente mediante la metilacién
de los correspondientes sustratos fendlicos, reaccién frecuente en muchos hongos
aislados de corcho. Las piracinas, en cambio, pueden tener un origen biolégico,
relacionado con el metabolismo de los aminoacidos, o bien derivar de reacciones
quimicas dependientes de la temperatura. El estudio de los procesos de transformacion y
aparicidon de malos olores en corcho no puede obviar su origen y, por tanto, es necesario
el analisis de los microorganismos potencialmente responsables de esta actividad como
complemento de los métodos quimicos de andlisis. Con esta finalidad se ha utilizado un
método para el estudio de la diversidad de hongos y bacterias en muestras de corcho
basado en el analisis de marcadores genéticos mediante gradientes electroforéticos
desnaturalizantes (DGGE, Denaturing gradient gel electrophoresis). La DGGE es una
técnica muy utilizada en ecologia microbiana y permite realizar la identificacién de los
microorganismos presentes en una muestra mediante la separacion y secuenciacion de
marcadores genéticos conocidos. Los marcadores genéticos utilizados han sido el gen 16S
rRNA para bacterias y el fragmento intergénico ITS1 para los hongos. Se han utilizado para

el estudio tapones para cava y discos de corcho, clasificados en tres clases sensoriales:
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moho-humedad claramente identificable como TCA (ME-TCA), moho-humedad no
relacionado con TCA (ME) y muestras sin defecto (C). El tipo de muestras, discos de
corcho natural y tapones de cava, se han escogido como representantes de una etapa

intermedia y final del proceso de fabricacion de tapones, respectivamente.

El andlisis quimico de estas muestras nos ha permitido detectar cantidades por
encima del nivel de deteccién de TCA, guaiacol y 2-metoxi-3,5-dimetilpiracina (MDMP),
Unicamente. Respecto al andlisis microbioldgico, en la mayoria de casos las desviaciones
de tipo TCA en discos de corcho coincidian con la presencia de Penicillium variabile. La
implicacion de esta especie en la formacién de TCA se ha confirmado a partir de la
incubacién de aislados en matrices de corcho. La identificacién de los aislados y su
perfecta coincidencia con las especies detectadas en corcho mediante DGGE se ha
asegurado a partir de la homologia (100%) entre las secuencias del fragmento ITS1
recuperadas. El andlisis de tapones con desviaciones de tipo moho-humedad sin
presencia de TCA (ME) mostraba una estructura de la comunidad microbiana compleja,
con microorganismos exclusivos como el hongo Eurotium repens y las bacterias
Novosphingobium subarcticum, Sphingobium spp., Acinetobacter Iwofii y Pseudomonas
spp. En este caso no se podia asociar la aparicion de desviaciones sensoriales a un
microorganismo concreto y se supone un proceso mas complejo en el que contribuirian
diferentes microorganismos con capacidad de produccién y de degradacion de algunos
volatiles. Los resultados del estudio de la comunidad bacteriana de las muestras control
apuntan también a la presencia de fendmenos de degradacién. En estas muestras se
detectan de forma selectiva algunas cepas de Pseudomonas aeruginosa y P. putida que,
junto con algunos Actinobacteria, sugieren que estos microorganismos puedan verse

implicados en la degradacion de los compuestos causantes de defecto.

Por ultimo se ha evaluado la capacidad de produccion de defectos sensoriales en
deferentes aislados microbianos (13 hongos filamentosos, 6 levaduras y 19 bacterias)
utilizando técnicas olfatométricas. Estas técnicas permiten detectar los compuestos

"aroma-activos" dentro de una fraccion volatil compleja. Se aislaron cepas de levaduras,
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hongos filamentosos y bacterias de muestras de corcho clasificado como defectuoso
sensorialmente y se estudio la capacidad de los microorganismos aislados de desarrollar
compuestos causantes de defectos sensoriales en tres matrices de corcho diferentes
(granulado de corcho, tapones aglomerados y tapones naturales). Después de 30 dias de
incubacidn se realizaba el andlisis sensorial y olfatométrico de los macerados. La mayoria
de los aislados fueron capaces de producir desviaciones sensoriales en corcho en
diferentes grados. En este estudio se incluian muestras con los siguientes descriptores
sensoriales: controles, moho-humedad, moho-humedad-TCA y aromas vegetales y

guimicos.

La mayor incidencia de desarrollo de defectos sensoriales se encontraba en los
ensayos de muestras inoculadas con hongos. Sin embargo, existia una alta
heterogeneidad dentro de una determinada especie de hongo en cuanto a la capacidad
de desarrollar defectos: mientras uno de los aislados de Penicillium glabrum no producia
defectos sensoriales en ninguna de las matrices estudiadas, otro aislado de la misma
especie aparecia entre los que presentaban mayor capacidad de produccion de defectos.
Este hecho indica que la identificaciéon de un aislado como una especie determinada no
implica necesariamente su capacidad de producir desviaciones sensoriales y que estudios

a nivel de cepa son, por tanto, necesarios.

Las bacterias mostraban una incidencia relativamente menor en el desarrollo de
compuestos causantes de defectos. Dentro de éstas, cepas de Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas jessenii y Stenotrophomonas maltophilia eran las que presentaban una

mayor incidencia.

La tipologia de la matriz de corcho utilizada influia en los resultados obtenidos en
los experimentos de incubacion. El corcho granulado fue el sustrato mas sensible al
desarrollo de olores desagradables, mientras que el corcho natural fue el material que

menos problemas presenté en este sentido.
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Los defectos que han aparecido mas a menudo en los analisis sensoriales
de los incubados han sido moho-humedad, moho-humedad-TCA y vegetales; y es por ello
gue se seleccionaron estos macerados para ser analizados mediante cromatografia de
gases-olfatometria (GC-O) y cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS).
También se incluyeron controles consistentes en corcho granulado no inoculado,
incubado en las mismas condiciones experimentales. El corcho control presentaba un
perfil aromatico con multiples notas que podrian dificultar la deteccién de los
compuestos "aroma activos" propios de cada grupo establecido asi como el analisis
sensorial. Las muestras de macerado con una nota moho-humedad presentaban como
particularidad una alta intensidad de 2-metoxi-3,5-dimetilpiracina, y la presencia en
exclusiva de 2-metilisoborneol y geosmina. En las muestras descritas sensorialmente
como vegetal destacaba la presencia de octanal (que no se habia encontrado en ningun
otro macerado) y, de nuevo, 2-metoxi-3,5-dimetilpiracina. Por ultimo, en la muestra con
la nota de moho-humedad-TCA se ha encontrado TCA a una intensidad elevada y otros

dos compuestos no identificados con descriptores tipo moho.

El andlisis quimico de los macerados sélo permitid la cuantificacién de TCA y
guaiacol, mientras que la mayoria de odorantes clave encontrados en los analisis
olfatométricos como el octanal, la MDMP y el Z-2-nonenal no pudieron ser cuantificados
por el método GC-MS utilizado. Este hecho demostrd la potencialidad de la GC-O para
caracterizar muestras con odorantes a muy baja concentracién que son dificiles de

detectar mediante el andlisis con GC-MS.
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SUMMARY

SUMMARY

The incidence of musty-earthy sensory deviations on cork is one of the main
problems that the cork industry faces. Along with the well known 2,4,6-trichloroanisole
(TCA), other volatile compounds with aromatic descriptors related to this defect, such as
methoxypyrazines, geosmin and methylisoborneol, have been described recently in wine
and cork. The aim of this research work was to develop analytical methods to
simultaneously determine a large set of volatile compounds in cork samples in order to
provide cork companies with a tool to identify possible musty-earthy sensory deviations.
Moreover, the microbial origin of most of these compounds makes necessary to
complement the chemical analysis with the detection and isolation of microorganisms

that may be involved in the production of off-odours.

A methodology based on solid phase microextraction (SPME) and gas
chromatography for the determination of TCA, 3-isopropyl-2-methoxypyrazine, geosmin
and 2- methylisoborneol in cork aqueous macerates has been developed and validated.
The influence of temperature, extraction time and fibre coating on the chromatographic
response of TCA, GSM, MIB and IPMP has been evaluated. The chosen experimental
conditions for a convenient detection and quantification of the target molecules were the
extraction at 502 C for 30 minutes using a DVB-CAR-PDMS fibre. The application of this
method to real cork samples with marked sensory deviations has revealed the presence
of TCA and guaiacol (GUA) in most of them. This method was stated as the basis to allow
the simultaneous determination of several compounds in a simple way and may provide

cork industries and warehouses with a useful and quick analysis tool.

The HS-SPME-GC-MS method has been applied -with slight variations- to the
characterization of the volatile fraction of cork macerates with different types of sensory
deviations (TCA, musty-earthy, vegetative, chemical...) and of control cork samples

without detected deviations. We have extended the analysis to 20 additional compounds
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that were determined in a simultaneous and semi quantitative way. A statistical
treatment through multivariate analysis of the obtained chromatographic data allowed
the distinction of the “a priori” made sensory groups with a high degree of reliability. We
have found 5 discriminating compounds: TCA, fenchyl alcohol, 1-octen-3-ol, benzyl
alcohol and benzothiazole. The mere determination of those 5 compounds were,
therefore, stated as a analytical shortcut to detect the presence of different sensory
deviations in cork, providing an objective working tool to classify cork stoppers, which is

useful to cork companies as a sensory analysis complement.

Biological activity of bacteria and fungi is commonly regarded as one of the
possible origins of volatile compounds (chloroanisoles, pyrazines ...) that may lead to
unpleasant aromas. Anisoles are biologically produced by the methylation of the
corresponding phenolic substrates and is a fairly common reaction found in many fungi
isolated from cork. Pyrazines may be biologically produced from side reactions of the
regular amino acid metabolism, although alternative origins derived from temperature
dependant chemical reactions are also assumed. Regular fingerprinting techniques for the
analysis of microbial diversity such as Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)
have been applied to the study of microorganism potentially responsible for off-odour
formation in cork, in order to complement the chemical characterization of the volatile
fraction. DGGE is a widely used technique in microbial ecology which, based on the
separation and sequencing of known genetic markers, allows the identification of the
microorganisms present in a sample. The used genetic markers were the 16S rRNA gene
for bacteria and the ITS1 intergenic fragment for fungi. Three classes of sensory discs and
cork stoppers : musty-earthy -clearly identifiable as TCA (TCA-ME)-; musty-earthy not
related to TCA (ME); and samples without deviation (C) and two sample types:discs and
cork stoppers for sparkling wine, were used in the study. Cork discs and finished twin-top
agglomerated cork stoppers were chosen as representative samples of an intermediate

and a final stage of the cork stoppers manufacturing process, respectively.

The chemical analysis of these samples has only allowed us to detect quantities
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above detection level of TCA, guaiacol and 2-methoxy-3,5-dimethylpyrazine (MDMP). In
most of the analyzed corks the TCA deviations in cork discs have coincided with the
presence of the filamentous fungi Penicillium variabile. In order to confirm the implication
of the detected fungi in the production of TCA, additional incubation experiments were
performed using isolated pure cultures of the same species. Perfect coincidence of
isolates with in situ detected fungi was obtained through comparison of genomic ITS1
gene sequences (100% homology). In many cases, these microorganisms were able to
produce TCA in cork, which shows their involvement in the off-odours development. The
analysis of non TCA containing -musty-earthy cork stoppers showed a complex structure
of the microbial community with the exclusive presence of the fungi Eurotium repens and
the bacteria Novosphingobium subarcticum, Sphingobium spp., Acinetobacter Iwofii and
Pseudomonas spp. In this case, sensory deviations could not be associated to a specific
microorganism and a more complex process was supposed to occur involving different
microorganisms and opposite production and degradation reactions. The results of the
study of the bacterial community of control samples also indicated the presence of
degradation processes. Some specific Pseudomonas aeruginosa and P. putida were
selectively detected in these samples which, together with some Actinobacteria,
suggested that these microorganisms could be involved in the degradation of the

compounds causing deviations.

Finally we have evaluated the off-odour production capacity of microorganisms
isolated from cork using olfactometry techniques. These techniques allow the detection
of “aroma-active” compounds within a complex volatile fraction. 38 pure cultures of yeast
(6), filamentous fungi (13) and bacteria (19) have been obtained from cork samples with
sensory deviations and tested for their capacity to develop unpleasant odours in three
cork matrices (granulated cork, agglomerated cork stoppers and natural cork stoppers).
After 30 days of incubation, sensory and olfactometric analyses of macerates were carried
out. Most isolates were able to produce sensory deviations in cork in different extent,
which were described as musty-earthy, musty-earthy-TCA, vegetative and chemical

aromas.
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The highest incidence of sensory deviations was found in tests where fungi were
inoculated. However a high heterogeneity within different isolates of the same species
was obtained. This strain specific effect in terms of off-odour production was found for
the fungi Penicillium glabrum and the bacteria Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
putida and Stenotrophomonas maltophilia. The performed experiments indicate that we
must be cautious in labelling off-odour production responsible microorganisms only

trough their identification by phylogenetic markers.

The bacteria have showed a relative lower incidence in the development of off-
odour compounds. Among these, strains of Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
jessenii and Stenotrophomonas maltophilia have had a higher incidence in the

development of sensory deviations.

Moreover, sensitivity to off-odour production and accumulation may vary from
different types of cork matrices. Granulated cork has been shown to be the most sensitive
to the off-odours development regardless of the microbial group inoculated and
contrasted with natural cork, which was evaluated as the safer material. The deviations
most commonly found in the incubation experiments by sensory analyses were musty-
earthy, musty-earthy-TCA and vegetative; so we have selected these macerates to be
analyzed by gas chromatography-olfactometry (GC-O) and gas chromatography-mass
spectrometry. We have also included control samples consisting in non-inoculated
granulated cork, incubated under the same experimental conditions. The control cork had
a profile with multiple aromatic notes which can hinder the detection of "aroma active"
compounds of each established sensory-class and make sensory and olfactometric
analyses more difficult. Macerates having a musty-earthy note were shown to bear a high
intensity of 2-methoxy-3,5-dimethylpyrazine and the exclusive presence of 2-
methylisoborneol and geosmin. Samples sensorially described as vegetative were
characterized by the presence of octanal (which has not been found in any other

macerate) and 2-methoxy-3,5-dimethylpyrazine. Finally TCA was found -as expected- at a
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high intensity in the musty-earthy-TCA note samples, along with two other unidentified

compounds with musty descriptors.

The chemical analysis of macerates only allowed the quantification of TCA and
guaiacol, while most of the key odorants found in the olfactometric analysis, such as
octanal, MDMP and Z-2-nonenal- were not detected above the quantification limit with
the used GC-MS method. This fact demonstrated the potential of GC-O in order to

characterize samples with odorants at very low concentrations.
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1.1 El tap de suro

El suro ja s’utilitzava a I’antic Egipte per tapar recipients pero no va ser fins a finals
del segle XVII en qué el seu Us es popularitza. El monjo benedicti franceés, Dom Pierre
Pérignon, va tenir la idea d’afegir sucre als vins joves de la Champagne per conservar
I’efervescéncia que produien de manera natural en el procés de fermentacié. Per tal que
aquesta empresa tingués exit necessitava un sistema de tapament diferent dels taps de
fusta o canem impregnats d’oli que s’utilitzaven fins al moment. Per al tapament d’aquest
nou producte, era necessari un material elastic i impermeable que quedés ben ajustat al
recipient i que impedis la pérdua dels gasos produits durant la fermentacid. El suro va
resultar ser el material que complia tots aquests requeriments especifics. A partir d’aqui
I’Gs del tap de suro es va imposar per a tots els productes de la indUstria vinicola degut a

les seves caracteristiques idonies per al tapament.

Es considera que el tapament és decisiu en I'evolucié aromatica del vi durant la
maduracié i emmagatzematge, i el suro hi contribueix positivament. Pero [|'aparicid
d’olors i gustos anomals que es consideren cedits pel tap han fet apareixer critiques a I’Us
del suro com a material pel tapament de vins. Preocupats per oferir sempre la maxima
qualitat i seguretat en el producte, la Confederacié Europea del Suro (CE-Liege),
organisme que agrupa industries i institucions del sector surer en sis paisos, va crear el
1996 un Codi Internacional de Bones Practiques Taperes (SYSTECODE). Es tracta d’un
compendi de directrius que abasten tot el procés de fabricacié del tap: des de I'arribada
de la mateéria primera fins a I'envasat i transport del producte acabat. L'acceptacié
d’aquestes directrius, de caracter voluntari, ha estat important tal i com demostra el
nombre creixent d’empreses adscrites cada any a aquest codi. Aixd0 déna una idea del

compromis del sector surer amb I'assegurament de la qualitat del producte.

El suro prové de I'escorca de I'alzina surera (Quercus suber L.), que és un arbre
tipic i exclusiu de la part occidental de la conca Mediterrania tant a Europa com al nord

d’Africa. Es calcula que actualment les suredes ocupen en aquests territoris un total de
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2.500.000 hectarees, essent Portugal on ocupen una superficie més gran (dades de
I'Instituto Corcho Madera y Carbédn —www.iprocor.org-). Segons |’Associacido Portuguesa
del Suro (APCOR —www.apcor.pt-), la industria europea del suro produeix 340.000 tones
de suro cada any. La fabricacio de taps per ampolles de vi i cava representa només el 15%
de I'Gs del suro en pes, pero constitueix un 80% del negoci. Segons dades de I'Institut
Catala del Suro i AECORK (I’Associacié dels Empresaris Surers de Catalunya), I'any 2007 es
varen transformar a Catalunya 7.000 tones de suro, que es tradueix en una facturacio de
224 milions d’euros. Catalunya produeix prop del 70% dels taps per a cava i vins

espumosos del mén, i el 10-15% del total de taps per a vins tranquils.

1.1.1 Morfologia i composicié quimica del suro

El suro procedeix del fel-logen, un meristema secundari de I'alzina surera, que té
una funcié protectora i d’aillament per a la planta i constitueix un producte forestal d’alta
rendibilitat. Mentre que en la majoria de plantes llenyoses aquest teixit constitueix una
capa molt prima de cel-lules que se suberitzen i moren rapidament, en l'alzina surera
creix entre 1 i 10 mil-limetres a I'any i és capa¢ d’assolir un gruix suficient per a ser

explotat comercialment (1) (Figura 1).

E » C: Feloderma
\ / D: Liber
| i E: Cambium

Figura 1. Esquema de la secci6 transversal dels teixits de 'alzina surera (http://www.preteux-

bourgeois.com/esp/mise/pourqg.htm)

El creixement d’aquest teixit varia segons I'edat de la mateixa escor¢a (temps

transcorregut des de la darrera pela de 'arbre), I'’edat de I'arbre que la genera, la seva
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salut i les condicions ambientals del lloc on viu. Cada cicle de creixement anual queda
separat del creixement de I'any anterior per una linia ben definida d’un color marré més

fosc (Figura 2).

Figura 2. Esquerra- Imatge al microscopi optic de la disposicio de les cél-lules vegetals en el siber. Centre-
Imatge al microscopi optic de la seccid transversal d’'una branca de suro on es mostra una lenticel-la

(www.sbs.utexas.edu). Dreta- Fotografia d’'una planxa de suro on es mostren les linies de creixement anual

(LC) i les lenticel-les (L).

Lestructura del suro és similar a la d’un rusc. Un cm® d’escorca esta format per
uns 40 milions de cel-lules de forma poliedrica, allargades i buides en el seu interior, que
es disposen en capes compactes formant un teixit sense espais intercel-lulars (2). El teixit
del suro presenta discontinuitats degut a les lenticel-les, porus que travessen radialment
el teixit suberds i que s’observen a simple vista fins i tot als taps un cop acabats (Figura 2).
Aquestes lenticel-les sén permeables als gasos, permetent I'intercanvi entre els teixits
vius del tronc i I'exterior, pero al mateix temps constitueixen canals que possibiliten

I’entradade microorganismes (3).

La composicié quimica del suro és dificil de concretar degut a la complexitat de la
seva estructura polimerica. No obstant aix0, I'analisi d’alguns dels seus components per
separat ha estat objecte d’estudi per part de diversos autors que descriuen la segiient
composicid aproximada: suberina (45%) -responsable de la resiliencia del suro-, lignina
(27%), polisacarids (12%), tanins (6%), ceres (5%) i altres (1,4,5). L’alt contingut relatiu en

components alifatics, principalment acids grassos de cadena llarga i els seus derivats (a,w-
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diacids, w-hidroxiacids i alcohols), en la composicié polimérica del suro fan que sigui un
material lipofilic altament impermeable. La naturalesa hidrofobica del suro és d’especial
rellevancia en I'absorcié de compostos volatils no polars, com per exemple el 2,4,6-

tricloroanisole, implicats en I'aparicio d’olors desagradables.

Una altra propietat important del suro és la seva impermeabilitat als liquids,
deguda a la preséncia de suberina, lignina i ceres en la seva composicid. Tot i aixi la seva
impermeabilitat no és absoluta, ja que permet la difusid lenta d’aigua i gasos. La
permeabilitat de liquids a traves del teixit es déna Unicament per variacions en la humitat
del suro, arribant-se a un valor de saturacié en el contingut d’aigua que presenten les
cél-lules. Els gasos, en canvi poden difondre a través del suro malgrat que a velocitats
molt petites, especialment quan la compressid del suro és elevada un cop utilitzat en el

tapament (6, 7).

L’estructura de les cel-lules del suro fa que el 90% del volum del teixit estigui
ocupat per gas, de manera que la seva densitat és baixa, entre 0,12 i 0,25 kg/I. Aquest
mateix fet fa que sigui un material elastic i facilment compressible, propietats molt utils
per al seu Us en el tapament en ampolla: el diametre del tap es redueix d’'uns 24 a 18 mm
en el moment de ser inserit a 'ampolla -fet que representa una reduccié del 45 % del seu
volum- per a recuperar el 85 % del seu volum inicial després de la seva compressié fins
arribar al 94 % al cap de 24 h (8). Aquesta qualitat permet assegurar un tapament optim
durant llargs periodes de temps. Aquesta elevada elasticitat permet suportar les elevades

pressions que produeixen els vins escumosos a l'interior de I'ampolla (3 bar).

1.1.2 Procés d’elaboracio del tap de suro natural

El tap de suro natural (Figura 3a) s’elabora a través d’un procés tradicional, llarg i
complex. Si bé el pas dels anys ha suposat la mecanitzacié de moltes etapes, el procés
global no ha experimentat grans canvis. Les principals etapes de fabricacid sén les

seglients:
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1. Pela del suro: consisteix en separar I'escorca del tronc de I'arbre. Es fan dos talls
circulars al voltant de I'alzina i un o dos talls verticals; i colpejant amb el manec d’una
destral es facilita el despreniment de I'escorca. La primera lleva es produeix quan l'arbre
ja té uns 30 anys de vida. El suro obtingut en aquesta lleva i també en la segona no és
adequat per fer taps de suro i es destina a I'elaboracié d’articles decoratius i boies. A
partir de la tercera pela el suro ja es pot usar en la fabricacié de taps i a partir de la
desena lleva la seva qualitat disminueix. L’escorca augmenta el seu diametre en uns 3 mm

I’any, de manera que la lleva es pot dur a terme cada 9-10 anys.

2. Rentat, emmagatzematge i tria: les planxes sotmeses a una primera bullida
s’apilen corbades a I'aire lliure durant un periode de 3 a 12 mesos. Durant aquest temps
es produeix I'eliminacié de part de la humitat i dels possibles residus de saba i tanins.
Passat aquest temps es fa una tria visual, s’eliminen les planxes que presentin defectes
(taca groga, corcs) i les que estiguin en contacte amb el terra. De la quantitat de suro
extreta de I'arbre se n’aprofita un 60 % per a I'elaboracié de taps, mentre que la resta es

destina a la fabricacié de granulat amb finalitats aillants o decoratives.

3. Bullida: un cop les planxes arriben a la fabrica se’ls aplica una segona bullida a 100
oC durant aproximadament una hora. Els objectius principals d’aquest tractament sén
I’eliminacié de totes les restes de terra i bruticia que puguin haver quedat al suro, aixi
com d’alguns compostos presents en aquest (fenols, tanins...); s’aconsegueix també
donar flexibilitat al suro perqué pugui ser manipulat en els processos posteriors.
Teoricament, el tractament térmic elimina també la majoria dels microorganismes, tot i
que hi ha estudis que demostren que la temperatura que s’assoleix a l'interior del suro
pot ser inferior a 859C i per tant aquest tractament pot no ser del tot efectiu com a

sistema d’esterilitzacio (9).

4. Maduracié o estabilitzacid: les planxes de suro apilades perden la seva curvatura.

Es deixen assecar durant unes 3 setmanes fins assolir un grau d’humitat entre el 15i el 18
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%. En aquesta fase el suro pot quedar recobert per microorganismes, basicament fongs,

gue podrien afectar la seva qualitat final.

5. Llescat i perforat: un cop eliminades les parts inferiors i superiors de les planxes
(ventre i esquena), aquestes es tallen en tires (llescat) i es perforen amb un cilindre buit
gue té el mateix diametre que el tap. Els taps resultants s’esmerilen per a donar-los a tots

la mateixa llargada i polir-ne les superficies.

6. Tria: els taps se seleccionen segons la seva qualitat, que ve determinada per la
seva porositat -a menys densitat de porus més qualitat- i per la preséncia de taques i

d’imperfeccions.

7. Rentat: el rentat té com a objectiu desinfectar el tap i al mateix temps blanquejar-
lo per donar-li un aspecte més clar i uniforme, tot i eliminant les parts més llenyoses del
suro que tenen una coloracié més fosca. Els productes més utilitzats en el rentat sén
I'acid peraceétic i el peroxid d’hidrogen. L'Us d’hipoclorit s’ha abandonat darrerament ja
que pot afavorir la transformacié de fenols en clorofenols. Un cop dut a terme el rentat
caldra verificar que no quedin residus de peroxid en els taps que puguin afectar el vi.
Després pot aplicar-se un igualador per donar color als taps abans d’assecar-los fins que
assoleixin una humitat del 6-8 %. La baixa humitat evita la proliferacié de

microorganismes.

8. Marcatge: es graven la signatura o I'emblema del client i, en ocasions, les inicials
de I'empresa surera. Pot fer-se a tinta o amb foc pero, en el cas dels caps, el marcatge es

porta a terme sempre amb foc per tal que la tinta no entri en contacte amb el vi.

9. Tractaments superficials: s’apliquen parafines o silicones amb la finalitat de

facilitar el procés d’embotellament i d’extraccio del tap i millorar la seva impermeabilitat.
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10. Embalatge: els taps es preparen per al seu transport als cellers en bosses de plastic
sota atmosfera de SO,, amb la finalitat de mantenir unes condicions que evitin el

creixement de microorganismes.

El tap reblert (Figura 3b) és una opcié per aprofitar taps de baixa qualitat (que
tenen una porositat elevada). A aquests taps se’ls aplica un procés de rebliment que
consisteix en omplir els forats amb pols de suro -produida com a residu en els processos
de tall- utilitzant un aglutinant. Amb aquest procés es millora tant el seu aspecte extern

com |'estanquitat que proporcionen al tapament.

Figura 3. Imatges de diferents tipus de taps: a) tap de suro natural, b) tap reblert, c) tap aglomerat, d) tap

1+1, e) tap de cava, f i g) taps sintétics

1.1.3 Procés d’elaboracio del tap aglomerat

Un altre tipus de taps son els taps aglomerats (Figura 3c) formats per la unié de
suro triturat utilitzant resines alimentaries, com coles de caseina o poliureta. El procés de

fabricacié d’aquests taps comparteix varies etapes amb la fabricacié del taps naturals:
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pela del suro, rentat, emmagatzematge i tria, bullida, i maduracid. Per a la fabricacio de
taps aglomerats s’aprofiten retalls de suro sobrant en |'elaboracid de taps naturals -peces
petites de planxa, lamines massa primes per perforar taps, llesques un cop perforades,

trossos resultants del rectificat de taps, taps i discs naturals rebutjats a la tria-.

1. Triturat: Aquests trossos es passen a un moli on es trituren. El granulat resultant
es garbella i se separa segons el seu diametre. Per a |'elaboracié de taps s’utilitzen granuls
de 3 a 7 mm de diametre barrejats en diferents proporcions. Els més grans es tornen al
moli per ser triturats de nou i els que no arriben a aquest diametre es destinen a la

fabricacid de granulat per altres usos (aillant, decoratiu...)

2. Extrusid o motlle dels taps: Per donar forma als taps s’utilitzen dues téecniques:
I’extrusid o el motlle. Per a I'extrusid es barreja el suro i la cola en un dipdsit i mitjancant
un procés d’extrusié s’obtenen unes barres que es tallen a la longitud desitjada. En aquest
procés els taps s’estan al forn un periode breu de temps. Si s’utilitza I'amotlladora cada
tap es prepara individualment. La barreja de granulat i cola s’introdueix en uns motlles i
passen varies hores al forn. Els taps fabricats amb motlle sén de més qualitat que els que

s’obtenen per extrusio.

Una variant dels taps aglomerats sén els taps resultants de unir dos discs de suro
natural de bona qualitat a un tap aglomerat. Els discs poden anar un a cada extrem del
tap (1+1, Figura 3d) o tots dos a la part inferior. Aquests ultims son els que s’utilitzen
habitualment com a taps de cava (Figura 3e), ja que els discs en ser un element més
compacte ajuden a la contencié de la pressio del gas. La seva fabricacié parteix dels taps

aglomerats i continua amb les seglients etapes:

3. Llescat i perforat dels discs: Les planxes es tallen a llesques primes i es perforen

perpendicularment al ventre i esquena —a diferéncia del perforat per obtenir taps que es

fa paral-lelament-.
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4. Tria: mitjangant un procés automatitzat se separen els discs segons la seva qualitat
i per cada un d’ells es tria i es marca la cara amb més imperfeccions que sera la que anira

a la part interior.

5. Encolat: s’utilitzen les mateixes coles que per a I'extrusié o I'amotllat. Els taps
passen uns minuts al forn i després varis dies en una cambra d’estabilitzacié a uns 25-30
oC. Passat aquest temps els taps s’esmerilen per donar el mateix diametre als discs que al

tap i si el client ho desitja es bisellen.

6. Tria: Es realitza una nova tria dels taps, descartant aquells en quée els discs han

guedat descentrats o taps que s’han esmerilat o bisellat irregularment.

A partir d’aqui es realitza el marcat i el tractament de superficie de la mateixa

manera que en els taps naturals.

En general, els taps aglomerats tenen una densitat superior que la d’un tap de
suro natural, i especialment els que no presenten discs al seus extrems tenen menys
capacitat d’expansié quan es comprimeixen a l'interior del coll de I'ampolla i aixo fa que
siguin el tipus de taps que provoca una major oxidacié del vi. Un altre inconvenient és que
aquest tipus de taps tenen més tendéncia a esmicolar-se quan son extrets de I'ampolla.
Per altra banda, les coles i aglutinants utilitzats en taps reblerts i aglomerats poden
alliberar, en alguns casos, substancies que provoquen defectes en el vi. Els defectes
provocats per substancies d’aquest tipus no es poden atribuir al suro ja que sén
perfectament diferenciables del caracteristic “gust de florit”. Aquests taps son

considerats de menor qualitat que els taps naturals.

1.1.4 Altres tipus de taps

En els ultims anys han aparegut els taps técnics, que son el resultat de la unié de

suro (generalment en forma de granulat fi) amb materials sintétics. Els taps fabricats amb

11
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aquests materials tenen unes propietats molt semblants al suro pero millorant alguns

aspectes com l'elasticitat o I’estanquitat.

Deixant de banda el suro podem trobar els taps sintétics (Figura 3 f/g), formats
generalment de poliolefines. Els principals avantatges sén que no presenten el problema
de creixement de microorganismes ja que no tenen un origen biologic, tenen una mida
més uniforme que facilita el tancament i solen tenir un cost menor que els taps de suro
de qualitat. Perd no tot sén avantatges, la seva capacitat elevada d’adsorcié de
substancies volatils odoriferes fa que puguin transferir-les després cap al vi alterant la
seva aroma. Un altre inconvenient és que la imatge que en tenen els consumidors fa que

no I'acceptin facilment en vins de gamma alta.

En dltim lloc també podem trobar taps metal-lics de rosca, que si bé presenten el
mateix problema de reticencies en els consumidors que els taps sintéetics, hi ha estudis
gue demostren que el tapament és tan efectiu com el dels taps de suro, amb I'afegit que

té més facil obertura i no sén tan susceptibles a la contaminacié amb microorganismes.

1.2 Microorganismes associats al suro

En el suro s’hi pot trobar una gran diversitat de microorganismes, principalment
bacteris, fongs i llevats. La seva procedencia pot ser atmosferica, del sol o de la mateixa
alzina surera. Estudis utilitzant el microscopi electronic documenten la preséncia de fins a
108 unitats formadores de colonies (ufc) de fongs, 10* ufc de llevats i 10* ufc de bacteris
per tap (10). Altres estudis demostren una distribucié més equitativa de fongs i bacteris,
6,2x10° ufc/g i 7,12x10° ufc/g, respectivament en mostres preses en el trau després de la
bullida del suro (Figura 4) (11). En qualsevol cas, I'abundancia de microorganismes és

molt variable al llarg de les etapes de produccié dels taps i d’una mostra a una altra.
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Microorganisms - g of cork”

10°——

10—

0-

Figura. 4. Evolucié de la concentracié de bacteris (gris) i de fongs (negre) durant la fabricacié de
taps de suro aglomerat. Les mostres corresponen a diverses etapes de la fabricacio: suro cru (A), suro bullit
(B), trau (C), planxes durant I'estabilitzacié (D), suro granulat (E), tap de suro aglomerat enganxat (F), i tap

de suro final (tractat amb SO,) (G). Els resultats sén el promig de quatre analisis independents. Grafica de

Alvarez et al. (11)

El procés d’elaboracié del suro consta d’'un gran nombre d’etapes, com s’ha vist
abans, fet que determina una elevada complexitat en els processos que configuraran la
comunitat microbiana en cada fase. Es durant les etapes d’estabilitzacié i repos,
generalment de llarga durada i amb unes condicions ambientals estables, en que
s’afavoreix el creixement i evolucié de microorganismes. Per contra, hi ha etapes on es
pot produir un canvi substancial de la comunitat microbiana degut a modificacions
exteriors sobtades, per exemple la calor durant la bullida, el tractament amb SO, en

I’embalatge o la utilitzacié de coles aglomerants (Figura 5).

La majoria dels estudis publicats se centren en I'estudi de la diversitat de fongs a
les planxes durant |’estabilitzacié, després del procés de bullida, probablement, perque el
creixement de fongs en aquesta fase fa que siguin les espécies visualment predominants.
En aquest estadi el nivell d’humitat a les planxes és alt i el tractament termic augmenta la
disponibilitat dels nutrients. Tot i aixi poden trobar-se gran quantitat de microorganismes

en etapes posteriors degut a la resistéencia d’algunes espécies a les temperatures que
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s’assoleixen en el suro durant la bullida i a la ineficag transmissié de calor dins les planxes

de suro degut a les seves propietats aillants i d’'impermeabilitat (9, 12).

Fabricaciéifinalitzacio dels taps

23
c L
hd Apilament al’aire
]
8 Emmagatzematge delsuro e
cru Varis mesos
1eraBullida
8 . 02 Trau/nau 2-4 setmanes
3 Estabilitzacié abans denfardar
o
hel
0 Classificacié
o]
©
—
3
9] | Enfardat |
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. Aire lliure o Cobert
RePOS Temperaturaambient
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| Transport | _ Tap aglomerat Tap natural
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Manufactura

Tractaments
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S0,

Embalatge

Transporta bodega |
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| Marcatge |
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superficie

Figura 5. Esquema del procés d’elaboracioé del tap de suro on s’assenyalen els punts de risc pel que

fa al creixement i activitat dels microorganismes presents (vermell) i els punts en els que es suposa un canvi

drastic en I'estructura de la comunitat microbiana (taronja).
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Els géneres de fongs més comunament detectats en suro sén Acremonium,
Aspergillus, Chrysonilia, Cladosporium, Fusarium, Mucor, Paecylomices, Penicillium i
Trichoderma (11-19). També s’han detectat altres generes com Alternaria (14),

Mortierella o Verticillium (11) (Taula 1).

Taula 1. Relacid dels generes predominants de fongs filamentosos, bacteris i llevats aillats durant el

procés de manufactura dels taps.

FONGS
BACTERIS LLEVATS
FILAMENTOSOS
Acremonium
Alternaria
Aphanocladium
Aureobasidium
Aspergillus
Candida
Armillaria
Cryptococcus
Chrysonilia
Debaryomyces
Cladosporium Bacillus
Pichia
Fusarium Pseudomonas
Rhodosporidium
Mortierella Streptomyces
Rhodotorula
Mucor
Sporobolomyces
Neurospora
Sporodiobolus
Paecilomyces
Trichosporon
Penicillium
Trichoderma
Verticillium

L'especie dominant en |'etapa d’estabilitzacié és Chrysonilia sitophila, fong del
qual s’ha suggerit que pot actuar com a inhibidor del creixement d’altres fongs (19).
Aquesta especie es troba en les primeres etapes del procés, després la seva abundancia
disminueix i no és habitual trobar-lo després del perforat (17). En aquestes fases poden

apareixer com a majoritaries altres espécies com Penicillium spp. La identificacié de les
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soques de Penicillium mitjancant la comparacié de seqiéncies d'ADN ha revelat la
presencia d'un elevat nombre d'espécies inusuals, inclosos alguns grups filogeneétics

especifics no descrits anteriorment en suro (12).

Els generes Trichoderma i Penicillium es relacionen habitualment amb suro amb
taca groga, pero son abundants també en mostres de suro sense defectes visuals (20). Les
espécies Trichoderma longibrachiatum, Cladosporium oxysporum i Penicillium spp. s’"han
aillat en totes les fases del procés de produccio incloent-hi els taps acabats, mentre que
d’altres generes com Mortierella i Mucor, només s’han detectat en suro cru. Una de les
possibilitats que permet explicar aquest fet és la diferent resisténcia de les espécies

detectades als tractaments termics (11).

Els llevats més comunament aillats del suro sén dels géneres Candida,
Cryptococcus, Rhodorotula, Rhodosporium, Sporodiobolus i Sporobolomyces (13, 16, 21,
22). Altres llevats aillats del suro sén Aureobasidium, Debaryomyces (13) i Pichia (22).
S’han aillat llevats a totes les etapes del procés de fabricacié (9) tot i que segons alguns
autors s’aillen principalment en les etapes que tenen lloc a 'aire lliure i ja no es detecten

a les fases que tenen lloc a I'interior de la industria (16).

Tot i que la majoria d’estudis coincideixen en considerar com a més abundant la
poblacié de fongs (23), hi ha autors que han aillat majoritariament espécies de bacteris
durant les etapes inicials abans de la maduracié i en el posterior procés de manufactura
del suro. En aquest cas, les especies més abundants pertanyen a géneres de bacteris que

desenvolupen estructures de resisténcia al calor com ara Bacillus i Streptomyces (13).

1.3 Compostos organics volatils presents en el suro

En ser un producte natural, el suro presenta una gran complexitat quimica. A més
dels components majoritaris anomenats en I'apartat 1.1.1, hi ha presents un gran nombre

de compostos minoritaris, molts d’ells volatils, que es formen en les diferents rutes
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metaboliques, com la de I'acid shiquimic, a partir de proteines i aminoacids, oxidacié de
lipids o la hidrolisi de polisacarids. D’entre aquests compostos podem destacar el grup
dels terpens i terpenoides: és un grup ampli que engloba compostos amb diferents
funcionalitats (alcohols, hidrocarburs, aldehids..) i que es troben presents en moltes
families de plantes. Els terpens sén els principals constituents dels olis essencials, que sén
usats com a additius en el menjar, com a fragancies en perfumeria, en aromaterapia i en
medicina tradicional i alternativa. Alguns terpens detectats en suro es representen a la

figura 6 (24, 25)

OH
—H
‘ H OH
OH OH H

linalol alcohol fenquilic borneol isoborneol
N
citronelal citronelol camfora camfe
HO, on
Eé i i |
H-terpineol B-terpineol H-terpineol a-terpinolé
é 206 )k \ on
A *@ |
limone 1,8-cineol acetat d'isomentil geraniol

Figura 6. Estructures dels terpenoides majoritaris detectats en suro

Altres families de compostos volatils son els alcohols i els compostos carbonilics

alifatics. Alguns d’aquests compostos sén actius olfactoriament, per exemple 1-octen-3-
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ol, 1-octen-3-ona, octanol, octanal i el 2-nonenal (Figura 7). Generalment els compostos

carbonilics presenten llindars de percepcié més baixos que els dels seus corresponents

alcohols.
OH
/\/\/\/\OH W
1-octanol 1-octen-3-ol /\/\/\/\/O
/\/\/\/\O o]
N\)Jv/ 2-nonenal
octanal 1-octen-3-ona

Figura 7. Estructura d’alguns dels principals alcohols i aldehids alifatics presents en el suro

Degut a la seva naturalesa com a component llenyds de la planta, en el suro s’hi
troben també compostos volatils derivats de la lignina, per exemple guaiacol, 1,2-

dimetoxibenzé (veratrol) i alcohol benzilic (Figura 8).

OCH3 OCH,

OH OCHj OH

guaiacol 1,2-dimetoxibenze alcohol benzilic

Figura 8. Estructura d’alguns compostos derivats de la lignina presents en el suro

Les concentracions en qué aquests compostos es poden trobar al suro sén molt
variables i també els seus llindars de percepcid, aixo fa que I'estudi de la fraccid volatil del
suro sigui una tasca gens senzilla i no massa estudiada. El seglient apartat se centra en un
conjunt de compostos volatils d’especial rellevancia en la qualitat del suro per la seva

participacié en I'aparicio de defectes sensorials.
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1.3.1 Gust de florit: principals compostos i organismes implicats

Entre els diferents defectes organoleptics que s’han associat al vi, el que ha
generat més interés és el “gust de suro”. Amb aquest nom s’engloba I'efecte de diversos
contaminants volatils, que influeixen negativament en les propietats sensorials del vi i
gue de manera més ajustada s’hauria de descriure com a olor d’humitat, de florit o de

ranci.

Cal tenir en compte, pero, que I'Gs indiscriminat de la denominacié “gust de suro”
n’atribueix la responsabilitat al suro quan molts cops la contaminacid prové d’altres fonts.
El veritable gust de suro és un defecte molt poc freqlient i s’associa al creixement
d’Armillaria mellea o taca groga, que pot apareixer al peu de les alzines sureres,
especialment en ambients humits (23). Aquest defecte és facilment identificable, té una
olor putrida caracteristica, i el suro que n’esta afectat es rebutja per a I'elaboracié de

taps.

Independentment de la seva procedeéncia o origen, la incidéncia dels aromes que
definim com a florit-humitat és un dels problemes més importants als quals s’enfronta la
industria vinicola, ja que, a part de provocar importants perdues econdmiques, perjudica
seriosament la reputacié dels cellers que el pateixen. Alguns estudis estimen que entre un
1iun5 % de les ampolles que es posen al mercat presenten aquesta alteracio (26). El tap
de suro ha estat tradicionalment el principal encausat en I'aparicié d’aquests tipus de
defectes. No obstant aix0, quan s’analitzen vins sospitosos de ser afectats s’observa que

Ill

alguns dels compostos que s’associen al “gust de florit” es troben en vins contaminats
sense que la causa del contagi hagi estat el tap. Per exemple s’ha determinat la preséncia
de 1-octen-3-ona en extractes de raim afectat per oidium —malaltia causada per un fong
ascomicet que ataca les fulles, les flors i els grans- (27). També el raim s’ha proposat com
la causa de la contaminacié del vi per geosmina (28). En ocasions el vi pot ser contaminat
abans de I’embotellament com a resultat del contacte amb utensilis o botes contaminats

o per la seva manipulacio en cellers amb contaminacié ambiental. Aixi, per exemple s’ha

detectat 3-isopropil-2-metoxipirazina (IPMP) degut al contacte amb una béta florida (29).
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En la majoria dels casos descrits anteriorment, pero, la contaminacié és detectada
pel productor i el vi no arriba al consumidor. Quan la contaminacié arriba al producte
final, la variacié del nivell de contaminacié entre ampolla i ampolla se sol considerar una
evidencia de que el tap és el responsable de la contaminacié. En canvi, si la contaminacio
es produeix abans de I'embotellament s’espera un nivell de defecte uniforme a totes les

ampolles.

Existeixen varis compostos que comunament s’associen amb el defecte florit-
humitat, tot i que no existeix un descriptor aromatic comu per a tots ells (Taula 2). Els
llindars de percepcié d’aquests compostos varien segons la matriu (aigua o vi) i segons

I’experiencia dels tastadors.

Taula 2. Descriptors sensorials i llindars de percepcid en aigua i en vi pels compostos relacionats

amb el gust de florit. (23, 27, 28, 30-34)

Llindar de percepcié

Compost Descriptor ng !
en aigua envi
Geosmina (GSM) Terr6s, florit, humit 10 60-65
Guaiacol (GUA) Fumat, fenclic, . 20.000
medicinal
2-metilisoborneol (MIB) Terros, 20 30
2-metoxi ?;\iDdl:/In:tllplrazma Fong 0,4 )
2-metoxi-3-isobutilpirazina (IBMP) Pebrots verds 0,5-2 10-16
2-metoxi-3-isopropilpirazina (IPMP) Terrés, vegetal 1-2 2
1-octen-3-ol Bolet, metal-lic 7.000 20.000
1-octen-3-ona Bolet, metal-lic 7 20
Pentacloroanisole (PCA) Humit, florit, ranci - -
2,3,4,6-tetracloroanisole (TeCA) Humit, florit, ranci 4 25
2,4,6-tribromoanisole (TBA) Humit, ranci - 4
2,4,6-tricloroanisole (TCA) Florit, humit <1 3-10
2,4,6-triclorofenol (TCP) guimic 2 -

Aguests compostos han estat objecte de nombrosos estudis per avaluar la seva
influencia en la contaminacié del vi en contacte amb el tap. S’ha vist abans que el suro
natural té una gran diversitat de microorganismes. D’aquests, un gran nombre d’espeécies

son capaces de degradar constituents del suro o contaminants ambientals produint
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metabolits volatils. Entre aquests metabolits es poden trobar alguns dels compostos de la
Taula 2, que son els que presenten un major interes en I'estudi de defectes sensorials.
Aixi doncs, a causa de la relacid que s’estableix entre microorganismes i compostos
volatils, s'imposa el control microbiologic en les industries de produccio de taps i en els

cellers per tal d’assegurar la qualitat del producte.

Cloroanisoles

El TCA (2,4,6-tricloroanisole) va ser el primer compost en ser identificat com a
causant del “gust de florit” i ara esta considerat com al principal responsable d’aquest
defecte. S’estima que entre un 80 i un 85 % dels casos de gust de florit sén atribuibles a

aquest compost (29).

El TCA és un compost volatil, no toxic en les concentracions presents al vi, amb
una olor intensa de florit o d’humitat. El seu limit de percepcié en matriu aquosa és molt
baix i se situa entre 0,03 i 4 ng/| segons els autors, pero cal una concentracié més gran (3-

10 ng/l) perqué es detecti la contaminacié en vins (23, 35, 36).

La sintesi i acumulacié de diferents haloanisoles (cloro- i bromoanisoles sén els
més freqlients en vi) a partir de la biometilacié dels seus corresponents halofenols per
part de fongs i bacteris és un procés ben documentat. Els cloroanisoles sén productes
derivats dels seus corresponents clorofenols (Figura 9) a través d’una O-metilacié:
substitucid de I'hidrogen del grup hidroxil, per un grup metil. Aquesta transformacié ha
estat descrita per molts autors com a un mecanisme de destoxicacié habitual en el medi
ambient com a alternativa a la biodegradacié dels clorofenols, elements altament toxics
(37-39). El procés s’ha demostrat experimentalment utilitzant com a substrat suro
fortificat amb 2,4,6-triclorofenol. (9, 18, 38-40). La reaccié de metilacio catalitzada s’ha
confirmat utilitzant una clorofenol O-metiltransferasa purificada de Trichoderma
longibrachiatum aillat de mostres de suro (11, 41). Aquest enzim és especific per a fenols
halogenats que contenen fluor, clor o brom com a substituents. La O-metiltransferasa és

un enzim termolabil, la seva activitat maxima es déna a 282C i a un rang de pH de 8,2-8,5.
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Una caracteristica interessant és que és induible, només és produida com a resposta a la

preséncia de clorofenols, especialment pels que tenen de 3 a 5 atoms de clor.

Cl Cl Cl Cl

T
- @)
s

2,4,6-triclorofenol 2,4,6-tricloroanisole
OH OCH,
Cl Cl Cl Cl
_ >
Cl Cl
Cl Cl
2,3,4,6-tetraclorofenol 2,3,4,6-tetracloroanisole

Cl Cl Cl Cl

Cl Cl Cl Cl

T
@]
ot

pentaclorofenol pentacloroanisole

Figura 9. Estructures dels principals cloroanisoles i els seus precursors fenolics.

Els generes Penicillium i Trichoderma es relacionen segons molts autors amb la
formacid de cloroanisoles, destacant que la capacitat de degradacié de TCP de Penicillium
no és tan gran com la de Chrysonilia pero la seva eficiencia de transformacié en TCA és
més elevada (19). Nombrosos autors han estudiat espécies de Penicillium aillades del suro
per determinar la seva responsabilitat en la produccié de defectes sensorials. Alvarez-
Rodriguez et al. han aillat i identificat P. chrysogenum, P. citreonigrum i P. purpurogenum
com a especies capaces de produir TCA quan se’ls subministra TCP, amb un nivell de
bioconversié del 8, I'11 i el 13% respectivament (11). Aquestes especies també son
capaces de produir TCA sense l'aportacié de TCP tot i que en menys quantitat. En
gualsevol cas, s'accepta que la formacido de TCA és depenent de la prévia presencia de
TCP com a contaminant en suro. En els estudis de Prak et al. es determina que P. glabrum
és capac de convertir TCP a TCA amb un rendiment del 20%, quan creix en cultius liquids

enriquits amb TCP, pero aquest rendiment baixa a un 6% quan al medi no se |li afegeix TCP
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i a un 2% quan aquest microorganisme creix sobre granulat de suro impregnat de medi

liquid (18).

A la bibliografia es poden trobar descrits molts altres fongs capacos de
transformar TCP en TCA: Acremonium sp., Cladosporium sp., Paecilomyces sp., Verticillium
sp., Fusarium sp.. Aquest ultim pot assolir nivells alts de bioconversié, semblants a

Penicillium i Trichoderma (11).

Els clorofenols es poden trobar en suro o en vi de resultes de la seva aplicacié com
a herbicides, fungicides i insecticides a I'escorca dels arbres usats per elaborar els taps o
com a tractament de la fusta de les bdtes en cellers, precisament per la seva capacitat
biocida. Actualment la utilitzacié de PCP esta restringida per la directiva europea 91/173
pero el seu baix cost fa que encara estigui en Us en alguns paisos. Per altra banda el suro
conté de forma natural fenols i productes de degradacié de la lignina que, en contacte
amb alguns productes de rentat clorats, es poden transformar en clorofenols (36) (Figura
10). Per evitar aquest risc s’ha anat abandonant el rentat tradicional amb hipoclorit en les

industries transformadores del suro.

Glucosa

l ruta de les pentoses

OMe
Cl Cl
COOH
Acid shiquimic Tricloroanisole
Cl
HO H OH
6H metionina
acid folic
llevats homocisteina

OH OH

cloracié Cl cl
Anell fenolic _—> Clorofenols

Cl

Figura 10. Esquema proposat per a explicar la formacid del TCA a partir de precursors metabolics comuns

com la glucosa o derivats.
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Els clorofenols, per tant, no es poden considerar causants del gust de florit sind
precursors, ja que, si bé és possible la seva preséncia en vins, la seva aroma es descriu
com a quimica i no com a olor de florit o humit. L’analisi dels cloroanisoles i clorofenols
s’esta implantant en la indUstria surera per evitar els problemes que pot desencadenar la

seva transformacié i certificar la qualitat del producte.

Recentment s’esta incloent a I'estudi d’aquests compostos el dels seus analegs
bromats, tribromoanisole (TBA) i tribromofenol (TBP). El TBA s’ha identificat com
responsable del gust de florit en el vi (33), i el seu efecte pot ser important quan altres
compostos com el TCA i el TeCA es troben per sota del llindar de percepcié. Tal i com s’ha
comentat anteriorment, el seu origen és microbia, a partir de la metilaciéd del seu
precursor fenolic, TBP. En general, la presencia de TBA en vins és rarament atribuible al
tap, ja que el TBP es pot trobar com a contaminant en cellers degut al seu Us en
antifungics i retardants de flama. No obstant aix0, cal remarcar que si bé els taps usats
poden estar lliures de TBP, els fongs presents en aquest podrien catalitzar la conversié de

TBP del celler a TBA en les condicions adequades.

Guaiacol (2-metoxifenol

El guaiacol va ser identificat com a principal metabolit d’'un bacteri del sol
(Streptomyces) (21). Aguest compost es troba relacionat amb suro que presenta el
defecte de la taca groga. També pot ser sintetitzat per bacteris dels generes Bacillus,
Pseudomonas, Streptomyces i el llevat Rhodotorula a partir de la lignina o la vainillina (13,
42), per tant la contaminacié d’un vi per guaiacol, no pot ser atribuida només al tap de
suro sind que pot ser deguda també a la degradacid de la lignina provinent de la fusta de

la béta (Figura 11).

El guaiacol s’ha detectat en vins afectats per defectes sensorials, pero té un nivell
de percepcié tan alt (Taula 2) que dificilment es troben concentracions majors del llindar
al vi, i per tant no apareix mai com a Unic causant d’alteracions sensorials. Malgrat aixo, la

seva presencia en un vi a concentracions baixes resulta un element a tenir en compte, ja
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que diversos autors han documentat que el guaiacol pot contribuir a la potenciacio

(sinergia) dels efectes d’altres compostos amb aromes semblants com el TCA (36, 43).

OH OH
OMe OMe
Ligning —— E——
descarboxilacio
_ =

4-vinil-guaiacol

COOH
Acid ferrulic l oxidacié
OH OH OH
©/0Me ©/OMG OMe
<« oxidacio
-
descarboxilacio
Guaiacol COOH
Acid vainillinic Vainillina

Figura 11. Ruta sintetica del guaiacol a partir de la degradacié de la lignina

1-octen-3-ol i 1-octen-3-ona

Aquests compostos amb un nombre de carbonis igual a vuit s’"han descrit com a
metabolits de fongs. Aillats del geénere Penicillium, juntament amb Aspergillus també sén
responsables de la formacid d’altres compostos a banda del TCA, com I'l-octen-3-ol i la
seva cetona, 1-octen-3-ona (44, 45). La seva ruta biosintética s’inicia en els lipids (Figura

12).

L'1-octen-3-ol s’ha descrit com a auto-inhibidor de la germinacié en fongs del
génere Penicillium. La seva produccié és un mecanisme reversible de regulacido del
creixement (46). Aquest fet implica que aquests son compostos propis de I‘anabolisme
dels fongs i que poden no ser produits com a reaccions complementaries o secundaries

als processos de degradacio per a I'obtencio de recursos.
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Lipids
/\/\/\/\/\/\/\/\/COOH

Acid linoléic
l lipooxigenassa / O,

A/VWW/\/COOH

OOH
liassa l Acid 10-hidroperoxi-trans-8,cis-12-octadecadienoic
OH oxidacio 0
/\/\)\/ - /\/\/U\/
1-octen-3-ol 1-octen-3-ona

Figura 12. Mecanisme de formacié de 1-octen-3-ol i la seva corresponent cetona a partir de lipids.

D’aquests dos compostos, el que es detecta majoritariament en vi és la cetona,
mentre que l'alcohol es troba en una proporcid molt menor (47). La cetona té un llindar
de percepcié molt més baix que I'alcohol (20 ng/l i 20 ug/l, respectivament en vi), de
manera que la seva contribucié al defecte final és molt més important. Existeixen dos
estereoisomers de |’1-octen-3-ol, degut a la presencia d’un centre asimétric en el carboni
3. Dels dos isomers, només el R-(-)-1-octen-3-ol presenta aroma de bolet, I'altre és

inodor.

2-metilisoborneol i geosmina

El 2-metilisoborneol i la geosmina (Figura 13) s’han detectat principalment com a
contaminants en aiglies d’Us urba, peixos i altres organismes aquatics (48, 49). Sén
coneguts com a metabolits bacterians que es troben en ambients aquatics (cianobacteris)
i en el sol (Actinomycetes) (23). Precisament aquest darrer fet afavoreix la contaminacié
de les planxes de suro si aquestes estan en contacte directe amb el terra. De tota manera

és una font de contagi facil d’evitar amb una correcta manipulacié de les matéries primes.
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Aspergillus, Penicillium, Rizoctonia i Trichoderma, fongs que sén habituals en el suro,
també sén capacos de sintetitzar-los (23, 45). La geosmina s’ha detectat també com a
metabolit de Botrytis cinerea -microorganismes que han estat aillats en grans de raim (50)
- la qual cosa pot suposar una contaminacio del vi que és independent del contacte amb
el suro. D’altra banda, aquests dos compostos poden ser degradats per bacteris del

génere Pseudomonas i Bacillus, fet que tindria un efecte desodoritzant (51-53).

Des del punt de vista del procés bioquimic de la seva sintesi el 2-metilisoborneol
pot provenir d’'un monoterpé (C-10), després de I'addicié d’'un grup metil provinent de la
S-adenosilmetionina, mentre que la geosmina pot venir d’un sesquiterpé biciclic (C-15), el
qual perd un grup isopropil. La geosmina presenta diferents isomers: el que té un aroma

més intens a terra i humitat és el trans-1,10-dimetil-trans-9-decalol.

OH

Geosmina 2-metilisoborneol

Figura 13. Estructura quimica de la geosmina i el 2-metilisoborneol

Segons alguns autors, la geosmina causa menys problemes en el vi que d’altres
compostos, degut a la seva degradacié en medi acid, que fa que tingui una vida mitja de 8
setmanes a un pH de 3,2 i a 25 2C de temperatura (43). La seva descomposicié déna lloc a
subproductes amb poca carrega odorifera. Aixd no vol dir que es pugui menysprear el seu
efecte, ja que s’ha detectat geosmina en vins analitzats després de 7 mesos de la

fermentacid i, fins i tot, al cap de dos d’anys d’envelliment (28).
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2-metoxipirazines

Dins aquest grup s’hi troben compostos amb olors molt diferents: de fong, d’humit
i vegetal entre altres, considerats també causants directes o potenciadors del gust de

florit.

S’han proposat diferents rutes sintetiques per a la formacié de les 3-alquil-2-
metoxipirazines (Figura 14) (54) pero no s’ha arribat a un consens sobre la seva validesa.
La 3-isopropil-2-metoxipirazina (IPMP) s’ha determinat com a metabolit de I'espécie

Pseudomonas perolens (55, 56).

La informacid sobre la sintesi biologica de les metoxipirazines és escassa. Alguns
autors han aillat, en matrius diferents del suro, alguns fongs i bacteris capacos de

sintetitzar-les (55-60).

CHO
- N

HO. O \p,  HaN<_-O OHC > O
—_— R — -

HN" R H,N N R

R

N.__OCH, N.__OH
’ ’
[; :H: [; ]I:

NT TR N R

Figura 14. Ruta sintética proposada per la formacié de metoxialquilpirazines a partir d’aminoacids i glioxal.

La 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina (MDMP) s’ha considerat el principal compost
responsable del defecte gust de florit després del TCA, amb una caracteristica olor de
fong i un llindar de percepcié extremadament baix (2 ng/l en vii 0,4 ng/l en aigua) que fan

molt complicada la seva analisi.
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En relacid a la importancia de la incidencia d’aquestes pirazines en "aparicié de
males olors en vins, val a dir que presenten una afinitat molt baixa pel suro (61), el que
pot facilitar la seva transferencia del tap al vi. Per contra, la seva elevada volatilitat porta
a creure que els rentats amb aigua bullent o vapor que es porten a terme a la industria
surera, poden ser una manera facil de reduir o eliminar la seva influéncia en el gust de

florit.

1.4 Metodes analitics per determinar compostos volatils en matrius

solides.

La determinacio dels compostos causants del gust de florit és un tema que genera
cada vegada més interes. Si bé a l'inici els estudis s’encaminaven principalment a I’analisi
del TCA, actualment s’ha pres consciéncia de la importancia de detectar també els seus
precursors (clorofenols) i els altres compostos esmentats que poden contribuir a aquest

defecte sensorial.

El suro és una matriu extremadament complexa, on s’hi pot trobar un gran
nombre de compostos de families quimiques, propietats i concentracions diferents.
D’aqui ve la dificultat de trobar una metodologia adequada, capa¢ de discriminar els
compostos d’interes de la resta de components de la matriu. Si els compostos d’interes
son volatils o semi-volatils la técnica analitica més emprada és la cromatografia de gasos.
Per a la determinacié de compostos en suro les dues tecniques més usades son la
cromatografia de gasos (GC) i la cromatografia liquida d’alta resolucié (HPLC). La
cromatografia liquida ha estat utilitzada per alguns autors per a la determinacié de
clorofenols (62) degut a que, per les seves propietats fisiques i quimiques, sén poc
adequades per a l'analisi per GC. No obstant aix0, la majoria d’autors opta per
derivatitzar-los i aixi determinar-los mitjancant GC (63-65). La cromatografia de gasos és

la opciod preferida per a I'analisi de tot tipus de components volatils (32, 66-68). Aquesta
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técnica ofereix una elevada resolucidé i es pot acoblar a un gran nombre de detectors

diferents.

El baix llindar de percepcié que tenen la majoria dels analits relacionats amb
defectes sensorials, fa que sigui necessaria una etapa de preconcentracié per assolir el
mateix limit de deteccid instrumental que a través d’una analisi sensorial. Hi ha descrites
un gran nombre de técniques de preconcentracié segons les caracteristiques dels analits i
la matriu a estudiar. Els métodes més habituals en el tractament de matrius solides sén
I'extraccio amb dissolvent (69, 70), I'extraccid amb fluids supercritics (71) i la purga i
trampa (72-74). Actualment es tendeix a la cerca de metodes rapids, sensibles, selectius,
poc laboriosos, automatitzables i amb baix consum de reactius perjudicials per el medi
ambient. Per aix0, la técnica que s’ha imposat sobre totes les altres és la microextraccid
en fase solida (SPME), ampliament utilitzada per mostres aquoses i mescles etanol-aigua.
L’aplicacié d’aquesta técnica a les matrius solides com el suro requereix I'addicié d’algun
tipus de dissolvent que afavoreixi que els compostos es desplacin a I'espai de cap; en cas
contrari la resposta d’alguns compostos es practicament nul-la (75). La preparacié de

patrons també és més complexa quan la mostra és un solid.

1.4.1 Microextraccio en fase solida (SPME)

La microextracié en fase solida és una técnica de preparacié de mostra
desenvolupada per Janus Pawlinszyn a comengaments dels anys 90 (76-78). Aquesta
tecnica s’ha implantat en I'analisi d’'una gran varietat de matrius (gasoses, liquides i

solides) i families quimiques diverses degut a la seva versatilitat.

En un procés analitic, la preparacié de mostra és, generalment, la que requereix
un temps més llarg, ja que sol implicar diferents etapes per tal d’extreure, concentrar i a
vegades separar els diferents analits. El principal avantatge de la SPME és que els
processos d’extraccid i concentracid es duen a terme de manera simultania, la qual cosa
suposa un estalvi important de temps. A més, aquesta tecnica no requereix I'Us de

dissolvents organics, molt important des del punt de vista mediambiental, i I'instrumental
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que requereix és senzill (s’utilitza una xeringa modificada o holder, Figura 15) i facilment
automatitzable.

La SPME es pot dur a terme de dues formes: la més freqlient consisteix en situar la
fibra a I'espai de cap de la mostra (headspace HS); en |'altra, la fibra s’introdueix dins la

mostra (extraccio directa).

La técnica es basa en la particid6 de [l'analit entre una fase extractant,
immobilitzada en una fibra de silice fosa, i la matriu que el conté, seguit d’'una desorcié de
I'extracte dins l'instrument d’analisi. L’extraccid es pot considerar completa quan
s’assoleix I'equilibri entre la matriu i la fibra. A partir d’aquest moment (temps d’equilibri)

la quantitat extreta es manté constant, independentment del temps d’extraccio.

.

Embol

Jﬂ'l— Cilindre

rH’ Cargol per retenir I’émbol

5 -

é'l} i Go
fm‘., segellament

1 —— Fibra de silica fosa

Figura 15. Disseny (79) i fotografia del holder per SPME comercialitzat per Supelco.

Treballant en les condicions adequades els limits de deteccid sén molt similars
amb el sistema de headspace o en extraccid directa (76-78) pero utilitzant HS-SPME,
s'evita el deteriorament de la fibra per I'absorcid de substancies amb elevat pes

molecular i d’interferencies no volatils durant el procés d’extraccié.
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Parametres que influeixen en I’anadlisi

En una extraccid en headspace, es pot relacionar la quantitat d’analit absorbida a
la fibra amb la concentracié inicial present a la mostra en condicions d’equilibri amb

I’'equacio:

e KV GV,
Kfs Vf +Khs 'Vh +Vs

eql

on:

n: quantitat adsorbida a la fibra

Kz: constant de distribucio de I'analit entre el recobriment de la fibra i la matriu

Kps: constant de distribucié de I'analit entre el headspace i la matriu

Vs volum de recobriment a la fibra

Vs: volum de mostra

V4: volum de headspace

Co: concentraci6 inicial d’analit a la mostra

els valors de les constants, Kg i Ky, i el volum de recobriment de la fibra, Vf,
depenen del model de fibra utilitzat i les condicions en les que es realitza I'extraccio i
concentracid. Alguns dels efectes de les variables més influents es discuteixen a

continuacio.

Naturalesa de I'absorbent: La quantitat d’analit extret dependra de la constant de
distribucié entre el recobriment de la fibra i la matriu. Aquest parametre depéen de
I'absorbent utilitzat, el qual determina la selectivitat per I'analit respecte altres
components de la matriu. Actualment es poden trobar en el mercat diferents tipus

d’absorbents adequats a una gran varietat d’aplicacions (Taula 3).
La fibra s’escull segons els analits a determinar, generalment segons el principi

“similar dissol similar”, per tant s’escolliran absorbents apolars com el polidimetilsiloxa

(PDMS) per analits apolars, com els hidrocarburs aromatics i absorbents polars com el
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poliacrilat (PA) per analits polars, especialment fenols i alcohols. La fibora PDMS és la més
utilitzada ja que a part d’'una bona interaccié6 amb compostos apolars, també permet
I’absorcié de compostos polars si s’optimitzen les condicions d’extraccié (pH, addicié de
sal i temperatura) (80). També hi ha fibres mesclades, que contenen divinilbenze (DVB),
resina (templated resin, TR) , polimers d’etilé (carbowax, CWX) o carbd pords activat
(carboxen, CAR). Aquestes fibres incrementen la capacitat d’extraccié per accid de
I"augment de I"absorcid i la distribucié a la fase estacionaria. Les fibres combinades PDMS-
DVB, CAR-DVB, CW-DVB i CW-TR sdn adequades per a I'extraccié de compostos volatils
amb un pes molecular petit i analits polars. La fibra de CAR-PDMS presenta una eficiéncia
d’extraccid major que una fibra de 100um de PDMS pero la repetibilitat és pobra i
necessita d’un temps més llarg per arribar a l'equilibri (81). Per ultim la fibra

CAR/DVB/PDMS es recomana per analisi de components volatils en matrius aquoses.

Taula 3. Absorbents disponibles per SPME i les seves caracteristiques (80) . PDMS: polidimetilsiloxa,

PA: poliacrilat, DVB: divinilbenzé, CAR: carboxen, CW: carbowax, TR: resina templada

Gruix
d’absorbent ] Aplicacions

Absorbents per

SPME

(um)
Compostos organics apolars:
100 GC, HPLC VOC's, hidrocarburs aromatics
PDMS 30 GC, HPLC
. GC. HPLC policiclics, pesticides
organoclorats...
Compostos organics polars:
PA 85 GC, HPLC triazines, pesticides
organofosforats, fenols...
65 GC, HPLC VOC'’s, hidrocarburs aromatics i
PDMS-DVB 60 GC amines aromatiques.
CAR-PDMS 75 GC VOC’s i hidrocarburs
Compostos organics polars:
Cw-DvB 65 GC alcohols, cetones i nitroaromatics
Surfactants anionics i amines
CW-TR 50 HPLC aromatiques
Compostos aromatics volatils i
DVB-CAR-PDMS 50/30 GC semivolatils
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Pel que fa referéncia al gruix de la fibra, els compostos volatils necessiten una capa
més gruixuda d’adsorbent mentre que pels semivolatils sdn efectives capes més primes. A
més cal tenir en consideracié que com més gruixuda és una fibra més temps es necessita
per arribar a I'equilibri perd presenta una major sensibilitat doncs tenen la capacitat

d’extreure una major quantitat d’analits.

Altres parametres que cal optimitzar en desenvolupar un métode d’extraccié amb
SPME sén: temperatura, pH, forga idonica i temps d’extraccié. La temperatura afecta la
sensibilitat i la cinética d’extraccid. L'augment de temperatura incrementa la difusio dels
analits de la matriu cap al headspace millorant I'extraccié perd com a contrapartida, com
gue l'absorcié és un procés exotérmic disminueix la constant de distribucid entre la fibra i
la fase gasosa. El pH s’ha d’ajustar a un valor tal que les espécies d’interées es trobin en
forma neutre: si hi ha espécies acides o basiques en forma ionitzada no seran extretes de
la matriu. L'addicié de sals a la mostra, generalment NaCl, provoca un augment de la
forca idonica de la dissolucié aquosa que fa que els compostos organics siguin menys
solubles i n"afavoreix el pas a la fase gas i d’aquesta manera I'adsorcié sobre la fibra. Un
altre factor a tenir en compte és el temps d’extraccio, que és important en la viabilitat
d’un meétode d’analisi. Aquest ve determinat per la velocitat d’agitacié (que afavoreix el
pas dels analits de la mostra a la fibra, reduint el temps per arribar a I'equilibri) i pel
coeficient de distribucié entre la fibra i la mostra. Tot i que la SPME proporciona una
maxima sensibilitat quan s’assoleix I'equilibri, es poden obtenir mesures precises i
acurades sense arribar a I'estat d’equilibri sempre i quan es treballi en unes condicions
exactament reproduibles (82, 83); (84)}}, permetent aixi disminuir el temps necessari per

a I'analisi.

Aplicacions de I"'SPME en I’analisi _de cloroanisoles, clorofenols, geosmina, 2-

metilisoborneol i alquil-2-metoxipirazines.

Es pot consultar una amplia bibliografia sobre I'Gs de I'SPME per a 'analisi de

compostos volatils causants de defectes sensorials en diferents matrius. En el cas del
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suro, el més habitual és analitzar la dissolucid resultant de la maceracié en aigua o solucio

hidroalcoholica, ja que I'extraccié directa de la mostra solida és menys eficient.

Fischer va proposar el 1997 un dels primers metodes per a I'analisi de TCA, en vins
i macerats de suro, mitjancant SPME (85), i Evans va desenvolupar un métode, també per
a mostres de vi, que utilitzava el TCA deuterat com a patrd intern (66). En la majoria de
treballs la fibra utilitzada per a la determinacié de cloroanisoles és la PDMS. Riu et al. ha
estudiat el comportament d’altres tipus de fibres per I'analisi de TCA, arribant a la
conclusid, que si bé amb la fibora CAR/DVB/PDMS s’obté una millor sensibilitat, la
repetibilitat és molt menor que la PDMS (86). Tot i que la majoria d’estudis van
encaminats al desenvolupament de metodes per I'analisi de TCA en vins, I'Us del macerat
de suro en aigua com a eina per detectar defectes sensorials ha fet que es desenvolupin
també metodes directament en suro o en matriu aquosa (87-89). També s’han
desenvolupat metodes per a I'extraccié simultania de diferents cloroanisoles (87, 88, 90,

91).

Malgrat que en un principi no es consideraven entre els responsables del gust de
florit, esta acceptat que els clorofenols poden ser responsables de l'origen d’aquest
defecte (veure apartat 1.3.1). Es per aixd que han aparegut métodes per la seva deteccid,
principalment en vins (92, 93), pero també en matriu aquosa (94). Les caracteristiques
particulars d’aquests compostos (compostos polars, acids febles en dissolucié aquosa) fan
gue en la majoria de métodes s’opti per una derivatitzacio, generalment una acetilacio,
per obtenir una millor extraccio i resolucié en I'analisi per GC. Els metodes per a la
deteccié conjunta de clorofenols i cloroanisoles utilitzant SPME no sén, de moment, tan
habituals. Aquest fet pot ser degut a la necessitat d’una etapa de derivatitzacié dels
clorofenols que pot interferir en I'extraccid dels cloroanisoles. Martinez-Urufiuela et al.
han descrit un meétode utilitzant la fiora DVB/CAR/PDMS, que obté bons resultats pero

amb un temps d’analisi llarg (84).

A diferencia de cloroanisoles i clorofenols, els metodes per a l'analisi de

metilisoborneol i geosmina sén principalment en matrius aquoses (28, 49, 95). La seva
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analisi no es limita al camp de I’enologia ja que aquests dos compostos sdn contaminants
habituals d’ambients aquatics. La fibra utilitzada varia segons els autors pero les que
apareixen amb més freqiiéncia sén la PDMS/DVB (48, 96) i la CAR/DVB/PDMS (97). Per
aquests estudis els compostos més utilitzats com a patrd intern son els propis analits
deuterats (d5-geosmina, i d3-metilisoborneol). Tot i que la majoria dels autors utilitzen
I'SPME com a metode d’extraccid també n’existeixen d’altres, com per exemple
I’extracciéo amb dissolvent (28, 49, 95) o métodes d’espai de cap dinamic com el closed-

loop-stripping (28, 49, 95).

Els metodes desenvolupats per a I'analisi d’alquil-metoxipirazines s’han descrit
majoritariament en vi com a matriu (32, 34), ja que aguests compostos es troben entre
les aromes de varietats com el Cabernet sauvignon, el Merlot noir, el Sauvignon blanc i el
Cabernet franc, entre d’altres. La fibra més utilitzada per a analitzar aquests compostos és

la DVB/PDMS (98, 99).

Limitacions de I’SPME

Tot i els nombrosos avantatges que presenta I'SPME, també té alguns
inconvenients. La qualitat de la fibra depen del distribuidor i per aix0 I'absorcié varia
segons el lot del que es disposa. A més les fibres son molt fragils i es poden trencar amb
facilitat. També hi ha el perill que es contaminin amb compostos de dificil desorcié que
redueixin les seves propietats extractants. Cal tenir en compte també el mode de treball a
I’hora de quantificar ja que si la mostra és prou neta es podra treballar amb patré extern,
pero si la matriu és complexa, que és el més habitual, caldra utilitzar altres técniques com

I’addicié estandard o el patrd intern per minimitzar I'efecte matriu (78).

Malgrat aquests inconvenients, la precisié que s’obté és molt bona ja que s’eviten
moltes fonts d’error associades a tractaments de mostra més elaborats. A més I'aparicid
constant de nous recobriments amplien el camp d’aplicacié i els nous dispositius
automatitzats milloren la reproductibilitat dels resultats, recolzant aquesta técnica com a

una solida alternativa als sistemes d’extraccid convencionals.
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1.4.2 Determinaci6 de compostos “aroma-actius”: les tecniques

olfactometriques

La cromatografia de gasos-olfactometria (GC/O) és una eina molt valuosa en la
caracteritzacio d’aromes d’aliments i begudes. Va ser descrita per primer cop el 1964 per

Fuller et al. (100).

L'aroma de qualsevol substancia és degut a I'efecte combinat d’un gran nombre
de compostos volatils de diferents propietats i concentracions. La influéncia individual de
cadascun d’ells depén de la seva capacitat odorifera. Per aix0, els compostos
determinants en un aroma sovint no sén els que apareixen a concentracié més elevada i,
compostos que apareixen a nivell de traca poden ser els que proporcionen la nota

olfactoria més influent.

La técnica GC-O es basa en 'avaluacié olfactometrica de I'eluent a la sortida de la
columna cromatografica, per tal de discernir quins sén els compostos més actius
odorificament. La deteccid I'efectua un panell de varies persones anomenades sniffers.
Aquests sniffers sén entrenats sensorialment a través de I'olfaccié de dissolucions patré

dels principals odorants que es poden trobar a la matriu d’estudi.

El disseny de la majoria de ports olfactometrics és similar: I'eluent de sortida de la
columna és enviat, a través d’una linia de transferencia, a un port de vidre o PTFE que té
forma de nas. La linia s’escalfa per prevenir la condensacid dels analits semi-volatils.
S’afegeix a I'’eluent una entrada de gas auxiliar, que consisteix en aire humidificat per

evitar la sequedat a les membranes mucoses dels sniffers.

La preparacio de mostres quan s’utilitza la GC-O es porta a terme de la mateixa
manera que amb altres tipus de detectors. Per tal de separar i preconcentrar els analits
d’interes es pot utilitzar un ampli ventall de tecniques: SPE, SPME, extraccié amb solvent.
Una técnica utilitzada per tal d’emular el processat dels compostos aromatics durant la

ingestid és la boca artificial (101, 102). Aquest dispositiu consisteix en un flascé tancat on
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es diposita la mostra, que s’agita continuament i es manté a una temperatura constant de
379C. Un flux constant de nitrogen circula a través de la mostra i arrossega els compostos
volatils cap a un cartutx d’SPE on sén adsorbits i posteriorment s’elueixen amb un

dissolvent adequat i es concentren fins al volum desitjat.

La GC-0 permet realitzar analisis quantitatives a través de diferents métodes:

1. Meétodes de llindar de dilucié: proporcionen una quantificacié del potencial d’un
determinat compost basat en la relacié entre la seva concentracié a la mostra i el seu
llindar sensorial en aire (103). La metodologia que se segueix consisteix en preparar una
serie de dilucions de I'extracte d’estudi, els quals sén avaluats sensorialment,
determinant fins a quina dilucié es detecta cadascun dels compostos. Dintre d’aquests
metodes els més comuns sén Combined Hedonic Aroma Response Measurement
(CHARM) i Aroma Extract Dilution Analysis (AEDA). El principal inconvenient d’aquests
metodes és que no soOn consistents amb les lleis fisiques, perqué suposen una relacié

lineal entre concentracid i intensitat (102-104).

2. Meétodes d’estimacio de la intensitat: A més d’avaluar la preséncia / abséncia dels
compostos es mesura també la intensitat i duracié de la resposta de cada compost. Dintre
d’aquests metodes podem trobar els métodes de temps-intensitat en qué s’enregistra la

intensitat en funcié del temps (OSME) i els meétodes de post-intensitat (102-104).

3. Meétodes de freqiiéncia de deteccié: en aquest métode un panell de 6 o 8 sniffers
analitza la mateixa mostra i es determina el percentatge de participants que han detectat
cada odorant. Els compostos detectats amb més freqliencia tenen més pes a I'aroma
global. Aquest metode no discrimina la intensitat amb que és detectat cada compost: dos
compostos diferents detectats pel mateix nombre de persones tindran la mateixa
importancia. Per tal de corregir aquest fet s’utilitza una versid d’aquest metode, el

metode de freqliéncies normalitzades en qué el valor de freqliencia de deteccié es
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pondera segons un valor d’intensitat assignat pels sniffers. L’avantatge fonamental dels

metodes de freqliencia de deteccid és la seva simplicitat, rapidesa i repetibilitat (104).

Les técniques sensorials sdn molt utilitzades en la identificaci6 de compostos
odorants causants de defectes olfactius com a complement de les técniques
cromatografiques. Un exemple n’és la identificacid per primera vegada del TCA com a
odorant responsable de I'olor de florit (105). La GC-O s’usa també en la caracteritzacio de
nous compostos odorants, principalment en aliments i begudes ((106-109). També s’ha
utilitzat per a I'estudi de compostos presents en suro amb diferents defectes (110, 111) i

en la comparacio del perfil aromatic de taps de suro i sintétics (110).

1.5 Metodes moleculars per a la identificacié de microorganismes

Fins fa pocs anys era imprescindible I'aillament de cultius per qualsevol procés
d’identificacid6 de microorganismes. Perd les tecniques tradicionals de classificacid
microbiana que es basen en caracters fenotipics no sén massa utils en I'estudi de la
diversitat bacteriana degut, per una banda a I'abséncia de trets morfologics caracteristics
en la majoria de microorganismes i per l'altra a I'elevada inversié de temps que caldria
per realitzar una caracteritzacio fisiologica dels aillats. A més, els indexs de culturabilitat
dels microorganismes presents en una mostra ambiental solen ser molt baixos, del 0,1 %
al 10% (112), fent inviable obtenir una mostra representativa de la diversitat mitjangant
técniques de cultiu. Els avencos en les técniques moleculars, basades en I'analisi de
seqlencies de marcadors moleculars o gens, han fet possible I’estudi de microorganismes
sense la necessitat de cultivar-los i aillar-los al laboratori. Tanmateix, les técniques
moleculars extensives, com per exemple la clonacié i seqlienciacié de gens diana, tenen
I'inconvenient que requereixen un elevat esfor¢ en temps, treball i diners (113). Una
alternativa son les tecniques de fingerprinting que proporcionen informacié de la riquesa
genética d’'una comunitat microbiana d’una manera rapida i senzilla. Aquestes tecniques
es basen, en general, en metodes fisics de separacié de I’ADN i presenten avantatges

respecte a la clonacid sobretot en el tractament i comparacid simultania de nombres
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elevats de mostres. Existeixen varies técniques, entre d’altres: LMWRNA (Low molecular
weight RNA fingerprinting), SSCP (Single-stranded-conformation polymorphism), RAPD
(Randomly amplified polymorphism), DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis),
RFLP (Restriction fragment lenght polymorphism) i T-RFLP (Terminal restriction fragment
lenght polymorphism). L'eleccié d’una o altra técnica es fa en funcié del tipus de mostra i
la informacid que se’n vol obtenir. Els avantatges i inconvenients de cada técnica es

mostren a la Taula 4.

Taula 4. Resum de les principals caracteristiques de les técniques de fingerprinting més comunament

usades en ecologia microbiana (113)

Técnica Avantatges Inconvenients

Degradacio rapida de RNA

Senzill
Informaci¢ filogeneética limitada
LMWRNA | No necessita amplificacio in vitro,
Elevada heterogeneitat de les
(no es basa en PCR)
mides

Fragments curts 300-600pb
Permet la identificacio de membres
DGGE Dobles bandes
de la comunitat
Heteroduplex

Permet la identificacié de membres Fragments curts 150-400 pb

SSCP
de la comunitat Problemes de reproductibilitat
No déna informacio filogenetica
RAPD No cal disseny de primers
Problemes de reproductibilitat
El nombre de bandes no es
Senzill
RFLP relaciona directament amb el de
Equipament economic
membres de la comunitat
Elevada resolucio
No déna informacid filogenética
TRFLP Marcadors a cada mostra

Equipament costds
Quantificacio directa de fragments

La majoria de metodes moleculars presenten algunes limitacions, les més

importants lligades a la dificultat de recuperacid, sense biaix, de quantitats proporcionals
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d’ADN de tots els microorganismes presents a les mostres inicials. El procés d’extraccio
dels acids nucleics implica la lisi de les cél-lules que pot no ser igual per a totes les
espécies presents. Per exemple els bacteris grampositiu son més resistents que els
gramnegatiu i calen métodes d’extraccié més agressius per a assegurar |’extraccié eficient
d’ADN dels primers (114). Aquestes variacions fan que les proporcions relatives dels
marcadors propis dels diferents microorganismes en la barreja obtinguda d’acids nucleics
pugui no ser totalment fidel a la proporcié de cél-lules inicial. No existeix, ara per ara, un
metode que ens asseguri una extraccié total dels acids nucleics presents a la mostra i el
gue es sol recomanar és la utilitzacié d’'un Unic metode per a totes les mostres per a
evitar possibles heterogeneitats. Cal recordar, no obstant, que I'Us de metodes
guantitatius convencionals basats en cultiu, es basen en un procés de seleccié en relacié
al medi de cultiu i condicions d’enriquiment triats i resulten també en un enriquiment

selectiu d’unes espécies en relacid a unes altres.

Un altra aspecte a tenir en compte és que totes les técniques exposades a la taula
4, excepte la LMWRA, es basen en I'amplificacié prévia de I’ADN extret mitjangant una

reaccio de PCR (Polimerase Chain Reaction).

L"amplificacié de I’ADN per PCR és indispensable en la majoria de casos ja que la
concentracid obtinguda en el procés d’extraccié és insuficient per a fer una analisi
acurada directament. La PCR es basa en |'amplificacié selectiva de fragments d’ADN
(gens sencers o fragments que es coneixen amb el nombre de dianes) entre una poblacid
molt heterogenia. Aquesta amplificacio selectiva es fa de forma seqlencial mitjangant
una reaccié enzimatica en la que s’utilitza una polimerasa termoresistent (originalment
purificada de Thermus aquaticus -Tag-) durant una série de cicles d’amplificacié que
oscil-la entre 30 i 40. Idealment, a cada cicle d’amplificacid es duplica la quantitat d’ADN
diana i per tant I'amplificacid és exponencial fins a la saturacié de la reaccid. La
selectivitat en la reaccio (ens permet recuperar un fragment diana en una barreja de 10*
o 10° fragments no volguts) s’aconsegueix amb I'4s d’encebadors (primers) selectius. Els
primers sén fragments curts d’ADN (entre 15 i 30 parells de bases, bp) que s’aparellen de

forma especifica als extrems del fragment diana que es vol amplificar i, una vegada
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aparellats, serveixen d’encebadors per a la reaccié de la Tag polimerasa. Per aconseguir
una bona reaccié es repeteixen condicions de desnaturalitzacid (separacio de les cadenes
complementaries), aparellament (unié dels primers a les dianes) i extensié (copia del

fragment diana), a cada cicle d’amplificacié.

L'Us de la PCR no esta exempt de multiples biaixos dels quals cal ser plenament

conscient per interpretar correctament els resultats obtinguts.

Hi ha diferents causes que poden distorsionar la diversitat real de la mostra quan
s'usa la PCR com a meétode d’amplificacié. Primer, les seqiiéncies més abundants
s'amplifiquen preferentment. Segon, les seqliencies amb un percentatge elevat de
guanina-citosina estan discriminades degut a la baixa eficiéncia de separacié que tenen
les cadenes durant I'etapa de desnaturalitzacié, i que fa que no puguin ser copiades (114).
Tercer, petites diferéncies en la seqiieéncia del primer poden donar lloc a amplificacions
selectives quan I'aparellament té lloc en condicions molt restrictives. Quart, un nombre
de cicles superior a 35 provoca una tendéncia dels amplicons a assolir una proporcié

entre ells de 1:1, independentment de la seva diversitat inicial (115).

Un altre fenomen menys habitual que pot donar-se en una reaccié de PCR son les
quimeres, quan durant l'aparellament s’uneixen entre si fragments resultants de
I"amplificacié de sequéncies d’ADN diferents. No és un cas tan problematic com els
anteriors degut a que, si bé podrien ser interpretats com a diversitat addicional,
generalment aquest tipus de seqiiéncies es troben en un percentatge molt baix (112) i
son facilment detectables en analisis posteriors, per exemple amb la utilitat

CHECK_CHIMERA del Ribosomal Database Project (RDP) (116).

Malgrat els inconvenients descrits, la PCR és una técnica molt util en ecologia
microbiana. Coneixent els possibles problemes que es poden derivar de I'Gs d’aquesta
tecnica es pot actuar per evitar-los o minimitzar-los: optimitzant les condicions
d’extraccié de DNA i de reaccio a la PCR, escollint primers especifics pel fragment que es

vol copiar, evitant condicions massa restrictives o massa poc, limitant el nombre de cicles

42



1. INTRODUCCIO

al voltant de 35, i fent un tractament de les seqiiéncies per detectar possibles artefactes

s’obté informacio fiable de la diversitat de les mostres.

La majoria d’estudis de diversitat microbiana en mostres de suro que es poden
trobar a la bibliografia utilitzen les técniques tradicionals, basades en el cultiu i aillament,
per després identificar els microorganismes a través de caracteristiques morfologiques
(15-17, 19, 20). Estudis més recents complementen I'aillament mitjancant cultius amb
tecniques moleculars com la RFLP o la seqlienciacid per a la identificacié d’aillats quan les
caracteristiques morfologiques no sén suficients (11-13, 22). Fins el moment, perd, no hi
ha estudis d’analisi de la diversitat microbiana en suro que no depenguin d’una etapa

inicial de cultiu.

1.5.1 DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis)

En aquest estudi s’ha utilitzat la técnica de DGGE degut a que, a més de ser una de
les técniques de fingerprinting més utilitzades, permet una identificacié posterior (fins a
nivell d’especie), dels marcadors diferencials. A més, no presenta massa problemes de

reproductibilitat com altres tecniques moleculars com el RAPD.

Aguesta técnica va ser descrita per primera vegada per Fisher i Lerman el 1979
(117). Desenvolupada inicialment per detectar mutacions puntuals en seqtiencies d’ADN,
es va ampliar després el seu Us en 'estudi de la composicid microbiana (118). Permet
separar fragments d’ADN, de llargades similars pero diferent seqiiéncia de nucleotids, en
gels de poliacrilamida. La separacid es basa en la disminucié de mobilitat de '’ADN de
doble cadena a mesura que avanca per un gel amb un gradient desnaturalitzant d’urea i
formamida. El punt de desnaturalitzacié on el fragment d’ADN no pot continuar avangant
i s'atura, depen de la quantitat de guanina i citosina present a la seqléncia i de la
estabilitat de les estructures terciaries de les cadenes complementaries. Aixo fa que
seqliencies lleugerament diferents (amplificades amb els mateixos primers, pero de
microorganismes diferents) tinguin un comportament diferencial durant la migracid i es

puguin separar. Els amplicons obtinguts per una mateixa mostra després d’'una PCR
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formaran una pauta de bandes que sera més complexa com més riquesa hi hagi a la
mostra (Figura 16). Tal i com ja s’ha comentat a la introduccid aquesta és una técnica d’us

molt comuna en ecologia microbiana (113).

X

DNA
Extraccid i
purificacio
Amplificacié PCR Amplificacié PCR
Fongs Bacteris

160 170 180
WCACGGOTGOOGAGGTTOGACCCAGAGGGCCC TCACTC

||'\ b |

il o
Il

Seqiienciacio

Identificacié

Figura 16. Esquema general del procés emprat per a la identificacié de microorganismes mitjangant PCR-

DGGE en mostres de suro.

Un dels inconvenients d’aquesta tecnica és I'aparicié de bandes dobles que en
realitat corresponen a una mateixa espécie. Aquest no és un problema molt important,
doncs s’han descrit modificacions de les condicions de PCR per evitar aquestes dobles
bandes (119) i, si no fos possible evitar-les, quan es duu a terme la identificacio es

comprova si efectivament sén espécies diferents.
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Les regions d’ADN que tenen un major interes en els estudis de filogenia de fongs i
llevats sén els que codifiquen I’ARN ribosomic. Principalment els gens 18S rRNA i 5,8S
rRNA i els espais interns transcrits ITS1 i ITS2. Aquestes regions no codificants, ITS,
presenten una gran variabilitat entre especies i sdn més susceptibles d’acumular
mutacions i per tant ampliament usades en I'estudi de la riquesa i diversitat en mostres
ambientals i en la identificacié acurada de les especies fungiques que hi sén presents
(120, 121). Per a Bacteria, en canvi, el fragment més utilitzat és el gen 16S rRNA (122).
Aguesta zona inclou regions amb gran diversificacié que permeten diferenciar entre els
grups filogenétics més abundants d’aquests microorganismes. Tot i que els gens o
marcadors esmentats son els preferits en estudis exploratoris, cal recordar que I'is de la
DGGE ofereix una bona separaciéo amb fragments diana de 300 a 600 parells de bases, el
que fa que generalment no s’usin els gens 16S rRNA (bacteris) i ITS1-5,85-ITS2 (fongs)

complets.

1.6 Les tecnigues d’analisi_ multivariant aplicades al camp de I’analisi_de

volatils

Les tecniques d’analisi multivariants permeten [I'avaluacié i consideracid
simultania de dades que depenen de totes les variables observades, ajudant a

correlacionar parametres i facilitant la interpretacié dels resultats.

Un dels primers camps d’aplicacié de les tecniques d’analisi multivariant fou
I’estudi de dades mediambientals i s’ha estes a altres camps de la quimica que treballen
amb un gran volum de dades com és el cas de I'analisi de volatils en mostres diverses o

I’analisi de la diversitat microbiana.

Hi ha tres nivells d’analisi multivariant:

L’analisi exploratori de dades, s’utilitza per posar de manifest i ressaltar la

informacid continguda a la matriu de dades. Amb |’Us de representacions grafiques s’obté
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una visio rapida i intuitiva de les relacions entre aquestes. Aquesta exploracié es pot fer
amb una correlacié multiple o amb un dendrograma. Pero la técnica més usada en el
tractament de dades ambientals i d’aliments és I'analisi per components principals (PCA).
El PCA és una técnica estadistica que té com a objectiu la sintesi de la informacid, o
reduccié de la dimensié (nimero de variables). Es a dir, davant un grup de dades amb un
nombre elevat variables que poden dificultar el reconeixement de pautes, I'objectiu sera
reduir-les al menor nombre possible, perdent la menor quantitat d’informacié. Aixi es
determina la importancia relativa d’unes variables respecte les altres. Aquesta técnica
s’ha utilitzat en l'analisi de dades cromatografiques de components volatils en la
caracteritzacié de vins segons diferents propietats: origen, varietat i temps d’envelliment
(123), denominacions d’origen (124) o com a primer pas en la caracteritzacié de taps de

suro segons la procedéncia geografica del suro emprat en la seva fabricacié (125).

Un segon nivell és I'estudi classificatori en qué es pretén establir la probabilitat de
pertinenca dels objectes a grups o categories predefinides. En aquest cas per construir el
model és necessari disposar d’un conjunt d’entrenament, una mostra d’objectes de
categoria coneguda. Entre aquestes tecniques destaquen I’analisi discriminant i les xarxes
neuronals. L’analisi discriminant és una técnica multivariant de classificacié de individus
en la qual es pressuposa |'existeéncia de dos o més grups ben definits a priori. L'objectiu és
descriure les diferencies existents entre els grups en funcid dels valors que prenen
determinades variables. Aquesta descripcid té valor predictiu i permet classificar mostres
noves en els grups preexistents. Les xarxes neuronals d’altra banda intenten imitar el
funcionament de les neurones humanes, no es basen en un model algebraic explicit sind
en un conjunt de nodes connectats entre si en forma de xarxa. Aquesta xarxa “aprén”
mitjangant I'ajust dels pesos de les connexions entre neurones fins que la xarxa en
conjunt proporciona prediccions amb la precisié suficient. L'estudi classificatori té una
gran utilitat en el tractament de dades cromatografiques per tal de reduir el nombre de
compostos que cal analitzar per obtenir una bona caracteritzacié d’un sistema. Permet
dedicar l'esfor¢ de l'analisi a les variables que proporcionen informacié rellevant.

Aguestes técniques s’han aplicat a proposits tan diferents com la deteccié de Salmonella
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en verdures envasades mitjancant la determinacié dels seus metabolits volatils (126, 127)

o a I'estudi dels perfils volatils de diferents cerveses (127)

L'dltim nivell és lestudi quantitatiu, en el qual es construeixen models de
regressié capacos de predir unes variables a partir de les altres. Un exemple molt utilitzat
en aquest camp és la técnica de Minims quadrats parcials (PLS), que utilitza les
combinacions lineals de les variables més efectives en la prediccié determinades a partir
de l'assignacié de pesos extra a les variables que mostrin una alta correlacié amb les
variables resposta. La PLS permet la prediccid a partir d’'un nombre de variables menor
gue d’altres técniques semblants i per aix0 és ampliament utilitzada. S’ha aplicat en la

caracteritzacié de taps de suro segons el seu origen geografic (125, 128).
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2.0BJECTIUS

La incidéncia de defectes sensorials amb descriptors de florit-humitat és un dels
principals problemes amb quée s’enfronta la indulstria surera. Inicialment tota la
responsabilitat requeia en el TCA i la resta de compostos de la familia dels cloroanisoles, i
aixi és en molts dels casos analitzats. Aixo ha fet que la majoria dels estudis s’hagin
focalitzat en aquests compostos i els seus precursors els clorofenols. Més recentment,
I"aparicié de nous compostos volatils amb descriptors odorifers que es corresponen amb
aquest defecte en analisis fetes a vins i suro, ha motivat la revisié dels métodes d’analisi.
Aguesta recerca s’ha fet amb |'objectiu principal de dotar a les empreses sureres de
metodes quimics per a la deteccié d’'un nombre suficient de compostos per detectar
possibles defectes de florit-humitat. A més, el fet que la majoria dels compostos d’interes
tingui un origen microbia ha fet necessari complementar les analisis quimiques amb

meétodes de deteccid i aillament de microorganismes susceptibles de produir-los.

Per aquest motiu, el present estudi respon a un objectiu principal que és:

Contribuir a I'ampliacié del coneixement sobre els compostos organics volatils

presents en el suro i microorganismes que els produeixen.

Dins d’aquesta linia d’investigacié es plantegen els segilients objectius més

concrets:

1. Desenvolupar i avaluar una metodologia basada en la microextraccié en fase
solida (SPME) i la cromatografia de gasos per a I’analisi conjunta de compostos volatils

responsables del gust de florit-humitat en macerats de suro.

2. Aplicar técniques de fingerprinting molecular a la identificacio de

microorganismes, en mostres de suro de diferent naturalesa i a diferents fases del

procés de manufactura.
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3. Avaluar la capacitat de produccid de defectes sensorials per microorganismes

aillats de suro utilitzant tecniques olfactometriques.

62






3. PUBLICACIONS

64



3. PUBLICACIONS

3.1 Screening of musty-earthy compounds from tainted cork using
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Abstract

Compounds responsible for musty-earthy off-flavours in cork, namely 2-methylisoborneol
(MIB), geosmin (GSM), 2,4,6-trichloroanisole (TCA) and 2-methoxy-3-isopropylpyrazine
(IPMP), were determined from tainted cork using water-based soaks followed by
headspace solid-phase microextraction and gas chromatography—mass spectrometry (HS-
SPME-GC-MS). The influence of the fibre coating used and of the extraction time and
temperature were investigated for the joint analysis of MIB, GSM, TCA and IPMP.
Considering the obtained results, an extraction time of 30 min at a temperature of 50 °C
were fixed as experimental conditions, using a divinylbenzene/carboxen-
polydimethylsiloxane/polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS) fibre. Quality parameters of
the chromatographic method were obtained and good recoveries (117-128%) were found
in spiked aqueous cork macerates. Using the same experimental conditions, the presence
of guaiacol, 2,3,4,6-tetrachloroanisole (TeCA), pentachloroanisole (PCA), 2,4,6-
tribromoanisole (TBA) and 2-methoxy-3,5-dimethylpyrazine (MDMP) could also be
evaluated in a single chromatogram. From all the compounds analyzed in tainted samples,
TCA and guaiacol were the only contaminants present and only TCA concentrations were
found above its perception threshold in water.

Keywords: Cork - Musty-earthy taint - Solid phase microextraction
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Abstract

The microbial community structure of cork with marked musty-earthy aromas was
analyzed using denaturing gradient gel electrophoresis of amplified ribosomal DNA.
Cork stoppers and discs were used for DNA extraction and were analyzed by using
selective primers for bacteria and fungi. Stoppers clearly differed from discs harboring a
different fungal community. Moreover, musty-earthy samples of both types were
shown to have a specific microbiota. The fungi Penicillium glabrum and Neurospora
spp. were presentin all samples and were assumed to make only a small contribution
to off-odor development. In contrast, Penicillium islandicumand Penicillium variabile
were found almost exclusively in 2,4,6-trichloroanisole (TCA) tainted discs. Conversely,
Rhodotorula minuta and Rhodotorula sloofiae were most common in cork stoppers,
where only small amounts of TCA were detected. Alpha- and gammaproteobacteria
were the most commonly found bacteria in either control or tainted cork stoppers.
Specific Pseudomonas and Actinobacteria were detected in stoppers with low amounts
of TCA and 2-methoxy-3,5-dimethylpyrazine. These results are discussed in terms of
biological degradation of taint compounds by specific microorganisms. Reliable and
straightforward microbial identification methods based on a molecular approach
provided useful data to determine and evaluate the risk of taint formation in cork.
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Abstract

The risk of development of specific olfactory profiles in cork was evaluated after
inoculation of cork granules and agglomerated and natural cork stoppers with isolated
bacteria and fungi. The highest incidence of off-odor development was found in assays
when fungi were inoculated. Cork granules with musty-earthy, musty-earthy-TCA, and
vegetative deviations were inspected by gas chromatography—olfactometry (GC-O) and
gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS). Sixteen odor zones were clearly
recognized in the GC-O analyses. Among these, octanal, 2-methoxy-3,5-
dimethylpyrazine (MDMP), Z~2-nonenal, 2-methylisoborneol, 2,4,6-trichloroanisole
(TCA), geosmin, and guaiacol were the most significant odorants and helped in the
discrimination of sensory deviations. Only TCA and guaiacol were detected above their
respective detection limits by HS-SPME-GC-MS. The fungi Cryptococcus sp. isolate
F020, Rhodotorula sp. isolate F025, Penicillium glabrum isolate FO01, and Pennicillium
variabile FOO3A and the bacterium Pseudomonas jesseniiisolate A1 were found to
produce TCA to a greater extent. Additionally, 13 of 38 isolated microorganisms (2
bacteria and 11 fungi) proved able to produce unpleasant musty-earthy or vegetative
odors that were not related to a significant TCA accumulation.
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ABSTRACT

The volatile fraction of aqueous cork macerates of tainted and non-tainted
agglomerate cork stoppers was analysed by headspace solid phase microextraction (HS-
SPME). Twenty compounds containing terpenoids, aliphatic alcohols, lignin related
compounds and others were selected and analysed in individual corks. Cork stoppers
were previously classified in six different classes according to sensory descriptions
including, 2,4,6-trichloroanisole taint and other frequent, non-characteristic odours found
in cork. A multivariate analysis of the chromatographic data of twenty selected chemical
compounds using linear discriminant analysis models helped in the differentiation of the
a priori made groups. The discriminant model selected five compounds as the best
combination. Selected compounds appear in the model in the following order; 2,4,6 TCA,
fenchyl alcohol, 1-octen-3-ol, benzyl alcohol and benzothiazole. Unfortunately, not all six
a priori differentiated sensory classes were clearly discriminated in the model, probably
indicating that no measurable differences exist in the chromatographic data for some
categories. The predictive analyses of a refined model in which two sensory classes were
fused together resulted in a good classification. Prediction rates of control (non-tainted),
TCA, musty-earthy-vegetative, vegetative and chemical descriptions were 100, 100, 85,
67.3 and 100%, respectively, when the modified model was used. The multivariate
analysis of chromatographic data will help in the classification of stoppers and provide a

perfect complement to sensory analyses.

Key words: tainted cork, multivariate analysis, HS-SPME, sensory classification, musty-

earthy, TCA



INTRODUCTION

Cork is a natural product with physical properties, such as impermeability to
liquids and air, compressibility, resilience and chemical inertness, that are particularly
well-suited to preserve bottled wine. As a material to be employed in contact with wine,
the cork industry has implemented different tests aimed at avoiding potential risks to
consumer health and ensuring the protection of wine quality. For this purpose different
regulations have been established to check for the absence of toxic residues in cork
stoppers as well as substances used during the fabrication process that can cause wine
oxidation (Asociacion Espafiola de Normalizaciéon y Certificacion (AENOR), 2004b).
Microbial controls have also been performed routinely to prevent different wine
alterations. In addition, cork stoppers must ensure that the sensory attributes of a
particular wine are not negatively modified and for this reason it is crucial to carry out a
sensory evaluation of the product, which is regularly done in the industry by trained

personnel (Asociacion Espafiola de Normalizacion y Certificacion (AENOR), 2004a).

A large number of volatile compounds have been reported in cork, for example
aliphatic alcohols, aldehydes and ketones, alkanes, aromatic compounds, cycloalkanes,
furans, terpenoids and chlorinated or lignin-related compounds (Rocha, Delgadillo &
Ferrer Correia, 1996). The origin of these compounds is extremely diverse, but
microorganisms play a significant role. The degradation of fatty acids may produce
aldehydes and their corresponding alcohols, ketones, alkanes and alkenes. The presence
of cycloalkanes correlates well with microbiological activity but its formation mechanism
is not well understood. Terpenoids, which may exist as a highly complex mixture, can also
be related to the presence of certain moulds, for example Armillaria mellea (Rocha,
Delgadillo & Ferrer Correia, 1996). Phenols, guaiacol, benzaldehyde, vanillin, benzyl
alcohol and methoxylated phenol derivatives are considered to be lignin-related
compounds and can be produced thermally or by the microbial degradation of phenolic
acids and lignin (Belitz & Grosch, 1987). The formation of chloroanisoles has been also

documented as a microbial process (Allard, Remberger & Neilson, 1987, Alvarez-



Rodriguez et al., 2002). All these compounds contribute in different manners to the global

volatile signature of cork and the aroma perception.

All the odour-active molecules mentioned above are generally identified and
analysed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) techniques.
However, in most cases, a previous extraction and pre-concentration step is necessary,
which is usually carried out by dynamic headspace, purge and trap or simultaneous
distillation-extraction techniques. Solid-phase microextraction (SPME) can be regarded as
an alternative technique and has been used to characterise the volatile fraction of food
matrices, for example in cheese (Chin, Bernhard & Rosenberg, 1996), beer (Saison, De
Schutter, Delvaux & Delvaux, 2008, Silva, Augusto & Poppi, 2008) and wines
(Demyttenaere, Dagher, Sandra, Kallithraka, Verhe & De Kimpe, 2003, Whiton &
Zoecklein, 2000). SPME has the advantage, when compared with other extraction and
pre-concentration techniques, that it is solvent-free and can be easily automated
(Pawliszyn). The application of HS-SPME coupled to GC-MS for the determination of
selected off-odour compounds related to cork has been described previously (Insa,
Besalu, Iglesias, Salvado & Antico, 2006, Juanola et al., 2004, Prat, Anticd & Bafieras,
2008).

Of particular interest to the cork industry is the identification of chemicals that can
be assigned to a particular sensory deviation. This has only been unambiguously
accomplished for 2,4,6-trichloroanisole (TCA), which has prompted the generalised use of
SPME-GC as a routine technique in cork producing companies (Buser, Zanier & Tanner,
1982). However, there is a significant incidence of many other off-odours in cork, i.e.
musty or mouldy, vegetative and chemical, which can only be determined after sensory
classification by experienced panellists. The use of HS-SPME GC/MS is not the first
analytical choice when research is aimed at defining representative molecules in new and
poorly studied taints. Other methods such as GC-olfactometry are used instead (Culleré,
Cacho & Ferreira, 2009, Culleré, Escudero, Pérez-Trujillo, Cacho & Ferreira, 2008). In a

recent work, we have used GC-O analyses to characterise musty-earthy taints not related



with TCA in cork and to relate off-odour formation to the inoculation of selected bacterial

and fungal isolates (Prat, Trias, Culleré, Escudero, Anticod & Bafieras, In press).

Multivariate analyses of highly complex sets of chromatographic data may help
determine variables significantly contributing to unpleasant aromas and can be
implemented as a sample classification tool. There are only a few examples in which head
space extraction coupled to MS and statistical analysis have been used to classify wines
and corks of different geographical origins (Boudaoud & Eveleigh, 2003, Marti, Busto &
Guasch, 2004). Additionally, neural network maps constructed from chromatographic
data were used for exploratory analyses of beer (Silva, Augusto & Poppi, 2008) and the

detection of bacterial metabolites in fresh vegetables (Siripatrawan & Harte, 2007).

In the present work, we focus on the application of multivariate analysis of complex
chromatographic data obtained by HS-SPME-GC/MS from aqueous cork macerates. Our
main objective was to provide a useful and predictive tool to differentiate between
unpleasant aromas that may be detected in cork and cannot be unambiguously attributed
to a single chemical compound. The obtained results are discussed in terms of a
complement to sensory analyses, which are easily implemented in the cork producing
companies, but are affected by external factors that may lead to a rather subjective

classification of cork properties.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

All the reference chemical compounds used in this study were obtained from
Sigma-Aldrich (Madrid, Spain), Fluka (Madrid, Spain) and Riedel-de-Haén (Seelze,
Germany). NaCl (99.8%) and ds-2,4,6-trichloroanisole (99.5%, used as an internal
standard) were purchased from Riedel-de-Haén. Separated stock solutions were prepared
in HPLC-grade methanol (Carlo Erba Instruments, Milan, Italy) at a concentration level of
1 mg L™, ds-TCA was used as an internal standard (IS) at a concentration of 47 ng L™ in the

working solutions. High purity water was taken from a Milli-Q plus water system.



Cork samples and sensory evaluation

Ready-to-use twin top agglomerated cork stoppers for sparkling wine (9 g on
average) were used throughout this study. All cork stoppers (230 units) were generously
provided by TESA (Palafrugell, Spain) and were selected from a batch of cork stoppers
previously rejected in the industry due to the high incidence of non-characteristic aromas
(34% of stoppers). Sensory evaluation was performed by three independent judges using
cork macerates obtained after soaking single stoppers in 50 mL of water for 24 h without
agitation at room temperature (Asociacion Espanola de Normalizacién y Certificacidon
(AENOR), 2004a). In a first training session, the judges generated descriptive terms for the
sensory deviations present in the cork macerates. In the second and third sessions,
different macerates were presented and the terms were discussed. Through these
discussions, five non-characteristic aromas were defined and used for the classification of
cork samples: musty-earthy (ME), musty-earthy-TCA (ME-TCA), musty-earthy-vegetative
(ME-VEG), vegetative (VEG) and chemical (CHEM). After the training periods, the
macerates were evaluated. Among all defined classes, ME-VEG and VEG where the ones

that generated most of the disagreement between the different judges.

Sample preparation and headspace solid-phase microextraction

SPME experiments were performed with a manual fibre holder with a
commercially available fibre coating: 50/30 um  divinylbenzene/carboxen/
polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS). The fibre holder and coatings were supplied by

Supelco. Before use, each fibre was conditioned according to the supplier’s instructions.

In order to assess the possible effect of the extraction procedure in the
determination of cork volatiles, three different sample preparations were tested using
homogenised cork granules as a model sample. Specifically, the following preparations
were used: 1) the direct extraction of 0.4 g of the solid, 2) the extraction of the solid after
the addition of 2 mL of 4 M NaCl aqueous solution and 3) the extraction of 5 mL of

aqueous cork macerates. The cork macerates were previously obtained from the



suspension of 8 g of cork granules in 100 mL of water for 24 h at room temperature

without agitation.

Fifteen mL screw-cap glass vials were used for solid and aqueous samples. Once
the sample had been introduced, (preparation modes 1 and 2), the vials were closed and
clamped in a water-thermostated bath at the selected temperature. For the extraction of
cork macerates, 1.2 g of NaCl were added to the 5 mL solution to favour the
concentration of non-polar compounds in the headspace of the vial. These samples were
stirred (500 rpm) using a PTFE-coated stir bar and a magnetic stirrer (Variomag®). Dry
cork samples prepared according to mode 1 were extracted at 50, 60 and 702C. Samples

prepared according to modes 2 and 3 were extracted at 50 2C.

The fibre was exposed to the headspace generated in the sample vial for 30
minutes and under defined temperature conditions. It was then removed from the vial

and inserted into the injection port of the GC for thermal desorption for 5 minutes.

In all cases, the experimental conditions were adjusted so that the same amount
of cork or an equivalent volume of cork macerate was extracted. Blanks were obtained
from the analysis of a 4 M NaCl solution using the method described for the aqueous cork
macerate. This analysis was done to depict possible artefacts arising from the water used

to prepare the solutions.

Gas chromatography—mass spectrometry

Gas chromatographic analyses were performed with a Trace GC 2000 series gas
chromatograph coupled to a PolarisQ ion trap mass spectrometer detector (Thermo,
Milan, Italy), operating in the electron impact (EI) mode at 70 eV. A SGE BPX-5 capillary
column (30 m x 0.25 mm i.d.; film thickness, 0.25 um) was used. Helium was the carrier
gas at 1 mL/min. A split/splitless injector was used in the splitless injection mode for 5
min with an injector temperature of 250 2C. The oven temperature programme was 5 min
at 40 2C, then increasing by 8 2C/min up to 100 C, then by 5 2C/min up to 200 °C, then by

15 2C/min up to 270 2C and finally 5 min at 270 2C. The ion source was set at 225 °C and



the transfer line was held at 270 2C. In the full-scan acquisition mode, electron ionisation
mass spectra in two ranges, m/z 60-170 and 100-350, were recorded. lon extraction
chromatograms were obtained from the full-scan acquisition mode using the selected
ions presented in Table 1. The mass spectra data were compared with reference spectra
(Wiley7 database) and with pure standards. The chromatographic data were analysed
using Xcalibur 1.4 software. Chromatographic peaks were manually integrated and
normalised as peak area ratios with respect to a fixed concentration of the IS (measured
at m/z 215 and 217). Peak area ratios were used as independent variables for multivariate

data analyses.

Table 1. Target compounds and m/z ratios used for identification and quantification in SPME-

GC/MS analyses.

TARGET COMPOUNDS
quantification

quantification

Compound Compound

m/z m/z
Terpenoids Aliphatic Alcohols
linalool 80+83 1-octen-3-ol 72
borneol 95 1-octanol 69+70+83
B-terpineol 136
limonene 95 Lignin related compounds
a-terpinolene 93+136 guaiacol 81+109+124
citronellal 95 1,2-dimethoxybenzene 95
camphor 95 benzyl alcohol 77+79+108
1,8-cineole 81
camphene 79+93+121 Chlorinated compounds
geraniol 123 TCA 210+212
fenchyl alcohol 81
isomenthylacetate 95 Other compounds

benzothiazole 108+135

Statistical analyses

Obtained values of the relative areas of the 20 compounds were analysed for
normal distribution. In general, the distribution of most selected variables was not
gaussian and extreme values were reproduced in box plots. The systematic
transformation of every variable to its square root proved to be useful to smooth these
ranges of variation (results not shown), and transformed variables were used for the

subsequent data treatment.



Several multivariate techniques were considered to analyse the experimental
data. Principal component analysis (PCA) and factor analysis were used as a way to
reduce the number of descriptor variables. These calculations were performed using

Minitab software (MINITAB, Minitab Inc., State College, PA, 2004).

Stepwise linear discriminant analysis (LDA) was applied as a classification method
among user-defined categories (sensory classes) using SPME-GC generated data and the
V-Parvus programme module STEPLDA (M. Forina, Lanteri, Armanino, Cerrato-Oliveros &
Casolino, 2004). LDA is a supervised pattern recognition method that searches for
discriminant functions defined by a few selected variables. The mathematical criteria
followed consists of maximizing both, the separation among user-defined categories and
the between-class relative to the within-class variance. Each discriminant function is
defined as a new canonical variable and is expressed as a linear combination of the
originally selected variables. If ¢ categories are defined along the data, only c-1
independent canonical variables can be obtained. The method performs a variable
selection according to a forward stepwise procedure leading to the optimisation of the
discrimination (James, 1985). Specifically, an F-to-enter F-to-remove criterion was applied
to Wilks’ lambda variable analysis in such a manner that the selected variables were those
that maximised the decrease of lambda when evaluating the influence of each new
variable. This first step of the analysis was used for the selection of variables significantly
contributing to group discrimination. In a second step, the corresponding model

expressed in terms of canonical variables was also obtained.

The obtained model was validated via a leave-one-out cross-validation procedure
(Wold & Eriksson, 1995). This procedure is very useful for checking the model’s
performance against the risk of bad classification predictions in the future. The quality of
the discriminant model was evaluated based on the ability of total classification rate in
prediction (A) and the distinct category rates (expressed in percentage, P.). Mathematical

expressions for A and P, are as follows:



where, n. is the number of correct predictions for a given category c, N, is the number of
classifications for category ¢ and N is the total number of predictions. It is worth noting

that A and P.parameters also apply for training purposes.

RESULTS AND DISCUSSION

Sensory classification of cork samples

A total number of 230 cork stoppers for sparkling wine were analysed individually
to select for non-characteristic aromas. A sufficient number of representatives of all
selected sensory classes — musty-earthy (ME), musty-earthy-TCA (ME-TCA), musty-earthy-
vegetative (ME-VEG), vegetative (VEG), and chemical (CHEM) — were obtained after the
inspection of corks. Among all the analysed samples, 78 stoppers exhibited unpleasant
aromas of different types (Table 2). Most common deviations were distributed among
musty-earthy (47.4% of tainted stoppers) and chemical notes (42.3%). Within the first
class, sensory evaluation allowed the discrimination of stoppers having a strong TCA note
(10.3%) from other classes having more complex aromas. Among those, corks exhibiting a
musty-earthy deviation characterised by the presence of a green olive note were the
most common (19.2%). Chemical notes were mostly detected at high intensities (5 in a

scale of 0-5) and all coincided with pungent, sulphur and mud descriptors.

Although not all defined sensory classes and intensities found would have led to
the classification of the analysed corks as rejected samples if the regular industry
practices apply, we have used them as such since they were clearly distinguishable from
control cork stoppers. As an example, vegetative notes (VEG) are usually not
characterised as a critical deviation which will affect wine properties. Moreover, some

unpleasant aromas were predominantly detected at relatively low intensities, i.e. musty-



earthy notes, which can escape detection by non-experienced panellists. Since the
objective of our work was to provide reliable methods for cork classification not
exclusively dependent on sensory analyses, all defined classes were considered despite

the aroma and intensity found.

Table 2. Description and intensities (on a scale of 5) of the common sensory deviations found in the
analysed cork samples. Relative frequencies (%) of the detected deviations are indicated as percentages

(n=78). Abbreviations used for class designation in the text appear in parenthesis.

Sensory deviation Main odour notes Intensity Frequency
(1-5) (%)
3.8

TCA (ME-TCA) Musty, earthy, humid, TCA
5.1
1.3

Musty-Earthy (ME) Musty, moldy, earthy, humid. 5.1
2.6
2.6

7.7

Musty-Earthy-Vegetative Musty, humid, vegetative, 0.0

(ME-VEG) green olive 19.2

Vegetative (VEG) Vegetative, green 2.6
5.1

2.6

Chemical (CHEM) Humid, pungent, mud, 26.9

sulphur, wet cardboard 9.0

3.8

N Wb W R WP W WU

2.6

Selection of sample preparation methodology for HS-SPME chromatographic analysis
The extraction of volatile organic compounds from solid samples with the
HS-SPME technique is not straightforward. The degree of partitioning of volatiles

between a solid and the headspace is low and the addition of water or some polar solvent



to the sample to promote the release of volatiles is a regular practice (Zhang & Pawliszyn,
1995). Additionally, the preparation of standards for calibration purposes in the case of
solids is not easy due to the difficulties in reproducing the interaction between the

analytes and the matrix.

For these reasons, the use of solid cork and aqueous cork macerates were tested
as sample preparation methods for HS-SPME. In order to compare the various sample
treatments performed for all the different analytes, dry samples at an extraction
temperature of 502C were set as a reference and given a relative value of 1 for all
detected compounds. Values obtained for the other treatments were rescaled by dividing
actual peak areas by those found in the reference treatment. The responses obtained in

the GC were compared for selected compounds (Figure 1).
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Figure 1. Example chromatogram of an aqueous cork macerate obtained in scan mode (m/z= 95). Selected

peaks included in Table 1 and visible in the chromatogram are highlighted.

The variation of the extraction temperature (from 50 to 702C) directly affected the
extraction of most of the screened compounds when dry cork samples were used.
Maximum extraction efficiencies were found at 702C and accounted for 2- to 4-fold
increase. Terpinolene was the only compound that did not exhibit any increase in the

extraction efficiency due to changes in the temperature. The addition of 2 ml of NaCl



solution increased the extraction capacity for guaiacol, veratrole and citronellol and
resulted in a 2- to 10-fold increase even at low temperatures. On the contrary, the
extraction of other molecules, such as TCA, limonene and fenchyl alcohol, exhibited a

much lower variation (1.6- to 1.7-fold increase) in the extraction efficiency.

The use of cork macerates resulting from the incubation of cork for 24 h at
ambient temperature resulted in the highest extraction efficiencies for all compounds
except for 2,4,6-trichloroanisole. This particular behaviour may be explained by taking
into account the low solubility of TCA in the solvent and also its strong adsorption in cork
as demonstrated in other studies (Capone, Skouroumounis, Barker, McLean, Pollnitz &
Sefton, 1999). As a compromise, we have decided to use cork macerates for the analyses
of cork stoppers for two reasons. First, this method is similar to that used for sensory
evaluation, which will help in the comparison of the results. Second, the method to
evaluate the amount of releasable TCA in cork macerates is sensitive enough to ensure a

good quantification even at low concentrations (Prat, Anticé & Baieras, 2008).

Exploratory analyses of cork volatiles detected by HS-SPME

The macerates of 63 samples exhibiting sensory deviations were analysed by HS-
SPME-GC/MS and compared with the aqueous macerates of 15 cork stoppers exhibiting
no recognisable off-odour and selected from the same batch. A DVB/CAR/PDMS coating
was selected since it presents a wide range capacity of sorbing compounds with different
physicochemical properties even though the number of organic compounds detected is
lower when compared with other exhaustive extraction techniques (Mazzoleni,
Caldentey, Careri, Mangia & Colagrande, 1994, Rocha, Delgadillo & Ferrer Correia, 1996).
Moreover, the full-scan acquisition mode combined with the ion extraction mode, usually
performed by selecting characteristic target ions from the analytes under study, has

allowed the detection of a sufficient number of extracted volatiles (Figure 2).
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Figure 2. Extraction capacity of some of the different compounds analysed as a function of the sample preparation
procedure. Peak areas of every single component were normalised to the extraction obtained with dry cork at

509C for comparison.

Using this method we ended up with a list of 20 compounds, most of them
belonging to the chemical family of terpenoids (Table 1). The terpenoids are a large and
diverse class of naturally-occurring organic chemicals, which are used extensively for their
aromatic qualities. Additionally, lignin related compounds, including guaiacol, 1,2-
dimethoxybenzene (veratrole) and benzyl alcohol, have also been found in cork
macerates. The presence of benzothiazole as a constituent of the volatile fraction of cork
was also documented (Rocha, Delgadillo & Ferrer Correia, 1996) and this molecule was

included as a target compound in the GC/MS analysis.

Screening of significant variables
Principal component analysis (PCA) was applied to HS-SPME chromatographic data

as a first exploratory method to define the relative importance of some variables in



relation to others. Unfortunately, the level of data simplification by means of variable
selection was quite low when all the defined sensory classes (control samples and sensory
deviations) were selected. From all defined groups, ME-TCA was the only one that could

be clearly differentiated from the rest.

LDA was used as an alternative to allow a sample classification in accordance with
sensory descriptions and human classification, using a reduced number of variables.
Initially the six disjoint groups were considered and stepwise LDA (SLDA) was performed
on peak area ratios to get a good set of optimal variables for the differentiation between
sample classes. Five variables were selected, namely TCA, fenchyl alcohol, 1-octen-3-ol,
benzyl alcohol and benzothiazole. As expected, the selected variables correlate poorly
among themselves (absolute values of the r Pearson coefficient ranging from 0.04 to 0.2)
except between benzothiazole and TCA (r=0.46). The discrimination between most of the
defined sensory classes was clearly seen in a biplot of the newly defined canonical
variables CV-1 and CV-2 (Figure 3). The ME-TCA group clearly remained differentiated

from the others, as seen by the relatively low scores in CV-1.

Interestingly, all compounds contributing to class differentiation have been
previously detected in cork and have been described in greater amounts in samples
colonised by microorganisms (Pérez-Coello, Sanz & Cabezudo, 1998, Rocha, Delgadillo &
Ferrer Correia, 1996). Although no clear relationship exists between the relative
concentration of these compounds and the identification of a defined sensory deviation,
all of them appear exclusively in tainted samples colonised by either the fungus Armillaria
mellea or other unidentified moulds except benzyl alcohol, which was also found in
control samples. Moreover, 1l-octen-3-ol and fenchyl alcohol have been detected at
concentrations ranging from 2 to 30 mg/L in tainted apple juice samples with marked
earthy, humid and mushroom aromas among other descriptors (Siegmund & Pollinger-

Zierler, 2006).



Predictive capacity of the model

Apart from providing a good discrimination between sample types, LDA models
can be used for prediction purposes. In this sense, the prediction capacity of the model
was evaluated by the leave-one-out cross-validation procedure. In the initial LDA analysis,
no clear difference could be seen between the sensory classes defined as ME, ME-VEG
and CHEM (Figure 3). This feature is reinforced by the fact that rather lower predictive
rates were calculated for these three classes. The achieved ability when all six defined
classes were used separately was 74.0 %. In fact, the category rates for leave-one-out
predictions were 100%, 42.9%, 100%, 66.7%, 80.0% and 73.3 % for Control, ME, ME-TCA,
CHEM, VEG and ME-VEG, respectively.
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Figure 3. Scatter plot of canonical variables CV-1 and CV-2 for cork samples after performing stepwise LDA.

In order to refine the predictive capacity of the model, the ME and ME-VEG classes
were fused into a single sensory class, since they shared some of the sensory descriptors
provided. With this new approach, the programme selected the same five variables and

the preferential selection order (Table 3).



Table 3. Selected variables by V-Parvus STEPLDA module and results of the defined statistics Wilk’s lambda

used for variable selection. Every variable had been previously transformed into its square root.

Wilks’
Variable F value to
Variable Wilks’ lambda lambda
number enter
decrease
1 TCA 46.0 0.284 0.716
2 Fenchyl alcohol 16.7 0.147 0.137
3 1-octen-3-ol 15.9 0.078 0.069
4 Benzyl alcohol 17.5 0.039 0.039
5 Benzothiazole 9.1 0.025 0.013

The bidimensional distribution of cork samples can be explained in terms of two
canonical variables. The coefficients attached respectively to the five compounds given in
Table 3 were -0.617, -0.535, 0.227, 0.462 and -0.271 for CV-1, and
0.390,-0.887,0.162,0.177,-0.053 for CV-2. The first coefficient of CV-1 was the greatest
one in the vector and corresponded to TCA. Other relevant contributions were attached
to fenchyl alcohol and benzyl alcohol. On the other hand, CV-2 has an even stronger
contribution from fenchyl alcohol. Representing the difference between canonical
variables 1 and 3 and that of canonical variables 2 and 4 reveals the interclass separations
achieved in this new model (Figure 4). Qualitatively, in this representation four categories
are sequentially disposed forming a quadrangular distribution of the following classes
ME-TCA, ME + ME-VEG, CHEM, and Control. The fifth category, VEG, is distributed in the
centre of the plot. The difference between canonical variables 1 and 3 has a strong benzyl
alcohol component whereas the difference between the second and fourth canonical

ones has a very important component related again to fenchyl alcohol.
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Figure 4. Plot of the differences between scores of the canonical variables CV-1 minus CV-3 and CV-2 minus
CV-4 obtained from stepwise LDA in the refined model. Sensory classes refer to: Control- non tainted
stoppers, ME-TCA- TCA tainted, ME+ME-VEG- fused category between Musty-Earthy and Musty-Earthy-
Vegetative, VEG- Vegetative, CHEM- Chemical.

The performance of the refined model was expressed in terms of the prediction
category rates (P.) and total ability (A) of the model measured both as cross-validation
and leave-one-out prediction procedures. The classes Control and ME-TCA were always
correctly predicted (100%) and significant increments were recorded for the merged
sensory class ME+ME-VEG (Table 4). It should be noted that although the sample
distribution in the defined canonical space obeys changes in the concentration of defined
volatile compounds in the cork macerate, no direct assignation of these compounds to a
specific off-odour can be made except for ME-TCA. In fact, ME and ME-VEG off-odours
had been previously screened by GC-O analysis both in natural cork samples and in cork
granules previously incubated by selected bacteria and fungi with low coincidences in
significant odour active molecules (Prat et al. 2009 In press). Key odorants defined in the
sensorial classes were 2-methoxy-3,5-dimethylpyrazine (MDMP), 2-methylisoborneol and
geosmin in the case of ME and MDMP combined with octanal for ME-VEG. Although key
olfactory signatures were obtained for these taints, they appeared to be fairly complex

with no single molecule attributable to the development of the unpleasant odour.



Table 4. Percentages of correctly classified samples of the refined LDA model when five classes were
considered (see text). Classes ME and ME-VEG have been fused into a single one. The number of

correct/total predictions is given in brackets.

Leave-one-out

Sensory Class P, Classification (%)

prediction (%)
Control 100 (1170/1170) 100 (15/15)
ME + ME-VEG 84.6 (1914/2262) 75.9 (22/29)
ME-TCA 100 (624/624) 100 (8/8)
VEG 67.3 (1102/1638) 66.7 (14/21)
CHEM 100 (390/390) 80 (4/5)
Ability (A) 85.5 (5200/6084) 80.8 (63/78)

In conclusion, a new method based on a multivariate discriminant model of HS-
SPME-GC-MS data of volatile compounds is proposed to help in the sensory classification
of ready-to-use agglomerated cork stoppers for sparkling wine. The proposed method
uses the same extraction and quantification method as for 2,4,6-trichloroanisole
determination, but expands the analysis of volatile compounds to twenty additional
compounds. We have shown that non-typical TCA odours commonly found in cork by
sensory inspections can be defined from a detailed analysis of chromatographic data. The
linear discriminant analysis (LDA) of the initial set of twenty compounds resulted in a final
set of five molecules, TCA, fenchyl alcohol, 1-octen-3-ol, benzyl alcohol, and
benzothiazole, to effectively separate between five a priori defined sensory classes. The
specified compounds were easily distinguished and quantified in routine GC analyses of
cork macerates in the industry. The use of the five selected compounds effectively
discriminated non-tainted corks at a 100% level based on the outcome of a predictive
leave-one-out cross validation procedure of the final model. Different sensory
descriptions including TCA-taint, musty-earthy and chemical notes were also effectively
discriminated at values between 84 and 100%. The proposed scheme establishes the

rationale for the sensory classification of cork using chromatographic data.
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4. DISCUSSIO

Els treballs recollits en el capitol anterior, que han estat publicats en revistes
especialitzades, representen una aportacio significativa de noves dades experimentals al
tractament, des de diferents punts de vista, d’'un problema que afecta tant a la indUstria
surera com als productors de vins: I'aparicié de defectes sensorials amb descriptors de
florit-humitat. Malgrat que els estudis realitzats s’"han centrat exclusivament en el tap de
suro com a element d’assaig, les dades aportades sén també d’especial interés per al
sector vinicola, sector industrial que representa el principal consumidor del suro per a

I'embotellament i que és especialment sensible a I'aparicié de defectes sensorials.

En I'estudi presentat s’han combinat técniques propies de diferents disciplines
cientifiques amb un objectiu comu. Aquest ventall de técniques inclou analisis sensorials,
tecniques analitiques cromatografiques (cromatografia liquida i de gasos), técniques
olfactomeétriques i metodes d’estudi de microorganismes, tant classics (basats en el cultiu
i I'assaig fenotipic), com moleculars (basats en I'estudi de marcadors genétics). Es obvi
gue la utilitzacié de técniques molt diverses pot repercutir en el grau de coneixement i
aprofundiment que s’assoleix en cadascuna d’elles. Els coneixements i habilitats
necessaries per a realitzar un estudi cromatografic o olfactometric de mostres
especialment complexes com el suro tenen poc a veure amb les que ens permetran
aconseguir aillar i mantenir microorganismes (bacteris i fongs) en cultiu pur. En aquest
sentit, I'estudi realitzat ha estat particularment enriquidor. Per altra banda, I'Us de
tecniques diverses amplia de forma significativa el grau de coneixement que es té d’un
mateix problema i permet abordar-lo a un nivell molt més ampli, més integrador, més
proper a la realitat. Des del punt de vista cientific, aquesta visié és la que generalment

aporta les millors solucions a problemes que es puguin plantejar.

Tenint en compte els objectius proposats en aquesta tesi es discuteixen els

resultats obtinguts en tres apartats principals.
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4. DISCUSSIO

4.1 Millores metodologiques en I’analisi per SPME

El plantejament experimental per abordar un tema tant complex com I'analisi de
compostos causants de desviacions sensorials en matrius complexes com el suro ha
requerit dedicar un esfor¢ considerable a I'establiment de les condicions idonies de
treball. L'estudi de les aromes en suro, amb multiples compostos implicats, s’ha iniciat
amb el desenvolupament i avaluacié d’una metodologia basada en la microextraccio en
fase solida (SPME) i la cromatografia de gasos per a I'analisi simultania de compostos

volatils responsables del gust de florit-humitat en macerats de suro.

El 2,4,6-tricloroanisole (TCA) es considera el principal responsable del gust de florit
en el suro i és per aixd que la majoria de metodes cromatografics a la indUstria surera se
centren en la determinacié de compostos d’aquesta familia i dels seus precursors, els
triclorofenols. Val a dir que en un nombre significatiu de casos provats de preséncia
d’olors desagradables, el TCA no apareix com a Unic compost responsable, siné que es
troba sovint acompanyat d’altres molécules actives olfactivament. L’aparicié d’estudis en
que s’han detectat altres compostos odoritzants en vi o suro (1) ha fet sorgir la necessitat
de desenvolupar métodes més sensibles i selectius per a la seva analisi, i sobretot,
metodes que permetin la deteccidé i quantificacié simultanies de varis compostos
olfactivament actius com a sistema de control del producte. El primer objectiu d’aquest
treball ha estat, doncs, el desenvolupament d’un metode cromatografic per a I'analisi de
TCA juntament amb altres compostos causants del gust de florit: geosmina (GSM), 2-

metilisoborneol (MIB) i 3-isopropil-2-metoxipirazina (IPMP).

Els primers estudis sobre compostos causants de defectes sensorials en suro se
centraven en l'analisi del contingut de TCA total, mitjancant I'extraccié del tap de suro,
normalment triturat, amb dissolvent organic. Amb aquesta técnica es produeix el
desplagament de I'analit de la matriu que el conté cap al dissolvent. Per tal d’emular de
manera més realista I'efecte d’aquest compost en el vi després del tapament es va

introduir I'analisi de TCA alliberable, mitjancant macerats dels taps en aigua o solucié
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hidroalcoholica. Amb aquest procediment no es pretén una extraccié completa dels
compostos presents al suro sind reproduir el procés de transferéencia dels compostos de
la superficie del tap cap al vi. Per aix0, en la determinacié del TCA alliberable s’ha
generalitzat I’Us de solucions hidroalcoholiques (entre 8 i 12 %) o de vins blancs de baixa

graduacid en alguns casos.

En aquest treball, aixi com en la resta dels que es recullen en aquesta tesi, s’ha
escollit aigua com a matriu per realitzar els macerats de suro. La principal rad és que, en
el dia a dia de les industries productores de suro, les analisis sensorials de control es
realitzen en macerats en aigua, la qual cosa permetra una millor comparacié de les dades
guimiques i sensorials. A més és sabut que la preséncia d'etanol en els macerats pot
emmascarar |I'aroma d’alguns dels compostos volatils presents i resulta moltes vegades
en una menor reproductibilitat de les arees dels pics cromatografics quan es treballa amb

la técnica de SPME amb injeccié manual.

Degut al baix llindar de percepcié d’aquests compostos, és necessaria una tecnica
de preconcentracié que garanteixi la sensibilitat requerida. S’ha escollit la téecnica de
SPME, degut a la seva simplicitat i versatilitat. El mode d’operacio escollit és el d’espai de
cap ja que s’eviten els interferents no volatils i la degradacié de la fibra en contacte amb
la matriu. S’avaluen el tipus de fibra (PDMS i DVB/CAR/PDMS), el temps i la temperatura
d’extraccid, fixant la quantitat de NaCl a una concentracié propera a la saturacid. La
temperatura té un paper fonamental en la extraccié dels analits, ja que influeix en els
coeficients de particié dels compostos. S’ha avaluat I'extraccié a dues temperatures 50 i
65 2C per tal de comprovar si un augment de temperatura es tradueix en una major
resposta. L’extraccié a una temperatura més elevada només proporciona una millora en
el rendiment d’extraccid pel TCA quan s’utilitza la fibora DVB/CAR/PDMS, la resta de
compostos analitzats amb qualsevol de les dues fibres no es veuen afectats per I'augment
d’aquesta variable. La temperatura escollida finalment, 50 2C, presenta menys problemes

d’evaporacio, i una millora de la repetibilitat al evitar la condensacié d’aigua a les parets
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del vial. A més els resultats presentats en el corresponent article demostren que el nivell

de recuperacié dels compostos assajats és perfectament acceptable.

El seglient objectiu fou determinar si augmentant el temps d’extraccié s’obtenia
una millora significativa en I'extraccid dels analits. Per aixd es treballa a dos temps
d’extraccié, 30 i 60 minuts. Les diferéncies en la resposta que s’obtenen allargant el
temps d’extraccid no sén significatives; de manera que s’escull un temps de 30 minuts per
reduir el temps d’analisi. Val a dir que la reduccié del temps d’analisi és un aspecte

especialment interessant en |’analisi de rutina.

Els recobriments de fibra estudiats son PDMS i DVB/CAR/PDMS, escollits tenint en
compte les caracteristiques fisico-quimiques dels compostos estudiats i la matriu aquosa
utilitzada. La fibra combinada DVB/CAR/PDMS té una major capacitat d’extraccid per a
tots els analits. Aquests millors resultats s’expliquen per les interaccions m- t del DVB amb
els compostos aromatics i per la preséncia de Carboxen, que la fa adequada per

compostos més volatils.

Com a conclusié de totes les proves realitzades s’han establert les segilients
condicions experimentals utilitzades en tot I'estudi: una extracci6 de 30 min a 50 oC

utilitzant la fibra DVB/CAR/PDMS.

Un cop optimitzats els parametres d’extraccié s’avalua el metode analitic. Per a
tots els compostos, es va trobar una bona linealitat en un interval de 1-100 ng L amb un
coeficient de correlacié major de 0,995. Pel que fa als limits de deteccid (LOD) i als limits
de quantificaci6 (LOQ), calculats per una relacié senyal/soroll de 3:1 i 10:1,
respectivament, son adequats pels llindars de percepcié sensorial d’aquests compostos.
Per comprovar la repetibilitat del metode s’extreuen set patrons aquosos a 25 ng L en
condicions idéntiques. La desviacié estandard relativa oscil-la entre el 6,9 i el 9,6%, quée
son valors acceptats pel metode SPME. Per ultim, per comprovar la influencia d'altres

components de la matriu en la qualitat de les dades analitiques, es van analitzar macerats
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de suro fortificats utilitzant la metodologia optimitzada. Es van obtenir bones

recuperacions (117-128%) per la majoria dels compostos estudiats.

El mode d'adquisici6 de MS seleccionat (full scan) combinat amb HS-SPME, té
I'avantatge que permet la deteccié en el mateix cromatograma de diferents compostos.
En aquest cas ens permet analitzar també altres molecules relacionades amb aquest
defecte: TeCA, PCA, TBA, MDMP i guaiacol. Pero, per aprofitar d'aquest fet, cal verificar
que, utilitzant les condicions experimentals optimitzades per TCA, IPMP, GSM, i MIB, els
limits de deteccié obtinguts sén compatibles amb els llindars sensorials dels compostos
(en la zona dels ng L™ o ug L™ pel PCA i guaiacol). Per tant, es van dur a terme mesures
addicionals utilitzant patrons en solucié aquosa de TeCA, PCA, TBA, MDMP i guaiacol,

extrets i analitzats en les mateixes condicions experimentals.

Taula 1. Llindars de percepcid en aigua i llindars de deteccidé del métode pels compostos analitzats (1-8)

Llindar de Llindar de
Compost percepcid deteccid
en aigua ng Lt
Geosmina (GSM) 10 2
Guaiacol (GUA) - 500
2-metilisoborneol (MIB) 20 5
2-metoxi-3,5-dimetilpirazina
(MDMP) 0,4 5
2-metoxi-3-isopropilpirazina (IPMP) 1-2 1
Pentacloroanisole (PCA) - 3
2,3,4,6-tetracloroanisole (TeCA) 4 1
2,4,6-tribromoanisole (TBA) - 2
2,4,6-tricloroanisole (TCA) <1 1

En tots els casos, excepte la MDMP, els limits de deteccié aconseguits amb el
metode desenvolupat sén satisfactoris i es troben propers als llindars de percepcid en

macerats aquosos (Taula 1).

En conclusid, el metode proposat és lineal, especific, precis i repetible i pot ser

aplicat satisfactoriament per a la quantificacié de TCA, GSM, MIB i IPMP de manera
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simultania i permet detectar altres compostos amb descriptors de florit-humitat com

TeCA, PCA, TBA, i MDMP.

El metode desenvolupat s’ha aplicat a I'analisi quimica de mostres reals de suro.
S’han analitzat mostres de suro amb defectes sensorials per a determinar la preséncia
dels contaminants objecte d’estudi. S’han analitzat discs de suro i taps acabats. En
gairebé tots els suros contaminats s’ha detectat la preséencia de TCA a concentracions més

grans que el llindar de percepcid descrits per aquest compost en aigua i vi (Taula 2).

Taula 2. Concentracions promig i error estandard (entre paréntesis) de TCA i Guaiacol en les mostres

analitzades.

Concentracié ng L™

Mostres B EEEE——
TCA Guaiacol
Taps defecte 85,6 (22,1)| 1357 (86)
Taps control 4,7 (0,7) 1278 (83)

Discs defecte 37,9 (8,8) | 3051 (1415)
Discs control 0,4 (0,2) 1256 (139)

Els altres compostos apareixien aleatoriament en algunes de les mostres
analitzades. Aixi per exemple, GSM, MIB, i IPMP s’han detectat només en dues o tres
mostres i a concentracions molt baixes. El TeCA, PCA, TBA i MDMP no s’han detectat en
cap dels macerats de suro analitzats. Aquests resultats evidencien la importancia
guantitativa dels compostos analitzats com a responsables de I'aparicid de defectes

sensorials en macerats de suro.

Aixi podem concloure que el present treball constitueix una valuosa eina d'analisi
per a la determinacié de diversos compostos de manera senzilla, que és insistentment

sol-licitada per la industria surera i els cellers.

Les analisis sensorials son sempre subjectives malgrat les portin a terme un panell

entrenat i seguint un procediment sistematic i adequat. Aquest component subjectiu

constitueix la seva principal limitacié quan s’apliquen a la classificacié de mostres diverses
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(taps de suro, begudes, aliments o altres). Aixi, en el cas particular de la classificacid dels
taps de suro segons les seves propietats sensorials, s’ha volgut avaluar la possibilitat
d’utilitzar un nombre reduit de compostos volatils com a variables classificatories,
mitjancant tecniques d’analisi multivariant. Amb aquest proposit s’han utilitzat 78 taps
seleccionats pels seus defectes sensorials i classificats en 6 grups —florit-humitat (ME),
florit-humitat-TCA (ME-TCA), florit-humitat-vegetal (ME-VEG), vegetal (VEG), quimic
(CHEM) i un grup de mostres control- els quals s’han analitzat mitjancant el métode de
SPME descrit anteriorment. Les dades cromatografiques obtingudes han permés la
determinacio, de forma semi-quantitativa, de 20 composts pertanyents diferents families
quimiques (Taula 3). Aquestes dades es tracten amb técniques d’analisi multivariant tal i

com es comenta a continuacio.

Taula 3. Llistat de compostos analitzats

Compostos analitzats

linalol B-terpineol
alcohol fenquilic camfe
1,2-dimetoxibenze 1-octen-3-ol
citronelal octanol
camfora limone
alcohol benzilic 1,8-cineol
borneol a-terpinolé
acetat d’isomentil guaiacol
benzotiazole octanal
geraniol TCA

Després d’una primera analisi exploratoria mitjancant I'analisi de components
principals (PCA) i de considerar que les mostres pertanyents als grups ME i ME-VEG, les
guals compartien la majoria dels descriptors sensorials considerats, es podien fusionar en
un sol grup, s’ha utilitzat I'analisi discriminant lineal (LDA) com a metode de classificacid
entre les categories préviament definides -classes sensorials- utilitzant el modul STEPLDA
del programa V-PARVUS (9). Aquest programa cerca funcions discriminants definides per
un nombre reduit de variables. En un primer pas es determinen les variables que

contribueixen a la discriminacio dels grups, per després obtenir les variables canoniques
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gue expressen el model. EIl métode s’ha validat utilitzant un procediment de leave-one-

out cross-validation (10).

Aixi es determinen 5 compostos discriminants: TCA, alcohol fenquilic, 1-octen-3-ol,
alcohol benzilic i benzotiazole, que permeten discriminar entre els 5 grups definits a priori
amb una bona capacitat de prediccio (fins al 100% per les mostres control i ME-TCA). Cal
remarcar que tots els compostos seleccionats en el model havien estat préviament

detectats en mostres de suro atacades per microorganismes (11, 12).

Aixi podem dir que s’aconsegueix una classificacié dels taps en funcioé de les seves
propietats sensorials utilitzant una metodologia objectiva, emprant el métode
cromatografic de quantificacié del TCA alliberable i ampliant I'analisi a altres compostos

gue permeten discriminar altres grups de defectes sensorials.

4.2 Microorganismes actius en el procés de bio-transformacio i

generacio d’aromes desagradables

La participacié de microorganismes (bacteris i fongs) en la transformacié de la
matéria organica és ben sabuda i pot ser una de les Uniques formes de transformacié per
a compostos altament perdurables com el suro. Es evident que un estudi sobre els
processos de transformacié i aparicié de males olors en suro havia d’incloure una part
d’analisi dels microorganismes potencialment responsables d’aquesta activitat com a
complement als métodes quimics d’analisi. Aquesta evidéncia constitueix I'eix principal
del segon objectiu plantejat en aquesta tesi en el que es valora I'aplicacié de técniques de
fingerprinting molecular a la identificacié de microorganismes, en mostres de suro de

diferent naturalesa i a diferents fases del procés de manufactura.

Com s’ha dit abans, la mesura del TCA extraible en macerats aquosos de suro
s’utilitza comunament com a forma d’assegurar la qualitat dels taps de suro a la industria.

Tot i que clorofenols i cloroanisoles han centrat |’ atencid en aquest camp, altres
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molecules com IPMP i MDMP, s’han vist recentment incriminades en la produccié de
defectes sensorials en suro (1, 13). Es interessant remarcar que el principal origen tant de
cloroanisoles com de les pirazines mencionades és I'activitat biologica de fongs i bacteris.
Els anisoles es produeixen biologicament per la metilacié dels corresponents substrats
fenolics, reaccié freqiient en molts fongs aillats de suro (14, 15). Les pirazines, en canvi,
poden tenir un origen biologic o bé derivar de reaccions quimiques depenents de la
temperatura. La seva produccié bioldgica inclou reaccions de transformacié dels

aminoacids que poden estar catalitzades per diferents bacteris i fongs (14, 15).

En general, se suposa que anisoles i altres molecules actives sensorialment es
produeixen en les etapes inicials de la fabricacié de suro, fins i tot abans de la lleva de les
planxes de suro, pero aix0 no descarta la possibilitat que el desenvolupament de defectes
sensorials es doni en etapes posteriors i fins i tot en els taps acabats. Els fongs
filamentosos sén relativament abundants en la majoria de les etapes de la fabricacié de
suro i d’aqui la importancia de coneixer la diversitat dels microorganismes en les etapes
finals de fabricacié del suro per tal de prevenir la formacié de compostos que poden
produir defectes sensorials en els taps. Amb aquesta finalitat s’ha utilitzat un metode per
a l'estudi de la diversitat de fongs i bacteris en mostres de suro basat en I'analisi de
marcadors geneétics, I'analisi en gradients electroforetics desnaturalitzants (DGGE,

Denaturing gradient gel electrophoresis).

La DGGE és una técnica molt utilitzada en ecologia microbiana i permet realitzar la
identificacid dels microorganismes presents en base a la separacid i sequlienciacid de
marcadors genétics coneguts. La identificacié dels microorganismes més abundants en el
suro s’ha considerat com un element essencial per comparar els resultats amb altres
treballs realitzats. Els marcadors geneétics utilitzats han estat la subunitat petita del RNA
ribosomal (16S rRNA) i el fragment intergenic ITS1 per als bacteris i els fongs,

respectivament.
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Aquests metodes microbiologics s’han aplicat a I'estudi de mostres de suro
classificades sensorialment per personal qualificat a les empreses proveidores. Es ben
sabut que malgrat que el TCA és el principal causant de males olors en suro i centra bona
part de I'atencid cientifica i empresarial, existeixen altres olors igualment molestes que,
malgrat ser menys freqlients, poden suposar el rebuig de lots de taps per les empreses
embotelladores. En aquest treball incloem en I'analisi mostres amb descriptors de florit-
humitat que no presenten una nota clara de TCA. En els estudis realitzats s’ha treballat
basicament amb tres classes sensorials de taps i discs: florit-humit clarament identificable
com a TCA (ME-TCA), florit-humit no relacionat amb TCA (ME) i mostres sense defecte (C).
S’analitzen dos tipus de mostra, discs de suro i taps de cava, com a representacié d’una
etapa intermédia i final del procés de fabricacié de taps. Els resultats de I'analisi quimica
només mostren quantitats per sobre del nivell de deteccié per TCA, GUA i MDMP. La
MDMP s’ha analitzat en aquest cas utilitzant un metode desenvolupat en col-laboracid
amb el grup del Dr. M. Sefton de l'Australian Wine Research Institute (AWRI, Glenn
Osmond, Australia), actualment professor a la Universitat d’Adelaida (Australia), que
millora els limit de deteccid i sensibilitat per la determinacié d’aquest compost mitjangant

SPME.

La resta de compostos analitzats no es detecten a cap de les mostres analitzades.
Tal i com era d’esperar les mostres classificades com a ME-TCA, tant taps com discs,
presenten un valor de TCA notablement més elevat que les mostres ME i els controls. En
el cas del GUA, els valors sdn semblants a totes les mostres de taps, mentre que pels discs
es detecta una concentracio més elevada a les mostres ME-TCA. Les mostres ME, en
canvi, presenten com a diferencia més destacada respecte les mostres ME-TCA valors més
elevats de MDMP, perd no hi ha diferéncies significatives amb les mostres control. Aquest
fet ens porta a suposar que la presencia de notes de florit-humitat no relacionades amb
TCA no és provocada exclusivament per I'acumulacio de MDMP sind que podria ser
deguda a la coexisténcia de diferents compostos. Malauradament, no hem aconseguit

evidencies suficients per a corroborar aquesta possibilitat.
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Un dels aspectes interessants de I'estudi proposat ha estat comparar I'estructura
de la comunitat microbiana de diferents taps i discs amb la previa classificacié sensorial
d’aquests i 'acumulacié de determinats compostos volatils. Val a dir que el suro és un
material dificil de treballar degut a que conté una elevada concentracié de fenols lliures,
propis de la degradacié del material vegetal, que poden dificultar la purificacié dels acids
nucleics i actuar com a inhibidors de les reaccions d’amplificacié. Aquest motiu ha
condicionat segurament que I'analisi microbiologica de les mostres ME-TCA s’ha restringit
als discs, mentre que no ha estat possible obtenir amplificaci6 d’ADN de cap de les
mostres de taps. Les seqliencies especifiques ITS1 recuperades dels discs contaminats
amb TCA mostren altes similituds amb P. islandicum i P. variabile. Aquesta Ultima espécie
ha estat descrita anteriorment en suro (16). Ambdues espécies presenten certes
homologies amb Penicillium purpurogenum, productor moderat de TCA (14). Aquests
resultats ens porten a concloure que, al menys en els discs analitzats, algunes espécies de
Penicillium es podrien considerar com a potencials productors del TCA en condicions

naturals.

En canvi, la relaciéd entre la preséncia d'altres compostos causants de defectes
sensorials diferents de TCA i de microorganismes especifics no és evident a partir de les
nostres dades. En aquest cas estariem parlant d’'un procés complex, en el que se suposa
que hi contribueixen diferents microorganismes, i no tots en el mateix sentit. Mitjangant
I'analisi de fingerprinting s’han detectat exclusivament als taps amb defecte ME el fong
Eurotium repens i els bacteris Novosphingobium subarcticum, Sphingobium spp.
Acinetobacter Iwofii, i Pseudomonas spp. Tot i que es coneix la capacitat d’algunes
espécies de sintetitzar MDMP o altres dialquil metoxipirazines (15, 17), no existeixen
dades experimentals per a la produccié de metoxipirazines per les especies detectades o

organismes filogeneticament similars a excepcié de Pseudomonas.

Per altra banda, també els taps control presenten particularitats en el seu analisi

microbiologic. La preséncia selectiva de P. aeruginosa i P. putida, juntament amb alguns

Actinobacteria suggereix que aquests microorganismes puguin veure's implicats en la
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degradacid dels compostos causants de defecte. La degradacié de pirazines a través de
I'activitat microbiana ha estat préviament documentada en diverses soques bacterianes,
incloent soques de Rhodococcus, i Mycobacterium (18, 19), encara que no existeixen
dades especifiques per MDMP. Una investigacid posterior amb I'Us de determinades
soques capaces de produir o degradar derivats de pirazines segueix sent necessaria per
comprendre plenament I'acumulacié d’aguests compostos en matrius de suro. A més,
algunes soques de Pseudomonas i Acinetobacter, s’han descrit com a capaces de degradar
cloroanisoles (20). Aquest fet suggereix que algunes soques bacterianes, especialment del
génere Pseudomonas, poden tenir una complexa interaccié amb els compostos causants

de defectes sensorials.

En conclusié, I'ds de PCR-DGGE com a téecnica selectiva ens ha permes
caracteritzar la relacié entre la composicié de la comunitat microbiana i alguns dels
defectes sensorials més comuns en el suro. La deteccié de TCA en els discs de suro amb
defecte ME-TCA coincideix amb sequiéncies relacionades amb P. variabile en gairebé totes
les mostres analitzades. Per altra banda, la participacié de microorganismes en altres
tipus de desviacions (ME) no s’ha pogut caracteritzar amb tanta precisid i se suposa
I'existéncia d’una interaccid mixta en el sentit de produccié i/o degradacié dels

compostos sospitosos (TCA i MDMP) catalitzada per microorganismes diversos.

4.3 Agents biologics productors de defectes sensorials. Estudi olfactomeétric

amb organismes aillats.

L'origen natural del suro i el seu procés de manufactura, llarg i amb un gran
nombre d’etapes, contribueix al desenvolupament d’un ecosistema microbia sobre la
superficie del suro, que pot estar implicat en la formacié de desviacions sensorials. A
I'apartat anterior s’ha valorat I'aplicacié de la DGGE com a eina per identificar els
microorganismes potencialment actius en el desenvolupament de males olors. Malgrat

gue els resultats obtinguts son prometedors, no hem d’oblidar que aquest tipus d’estudis
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estableixen relacions potencials entre els microorganismes detectats i els compostos
guimics analitzats. Calen estudis més directes en els que es mesuri i s’avalui de forma
controlada la capacitat de produccid de defectes sensorials per microorganismes aillats de
suro. Aquest ha estat el tercer objectiu plantejat a la tesi i s’Tha desenvolupat utilitzant
tecniques olfactométriques i assajos amb bacteris i fongs aillats de suro amb desviacions
sensorials. La majoria de treballs que han documentat la biosintesi de compostos
causants de defectes sensorials (TCA, pirazines, geosmina, guaiacol...) s’han realitzat en
condicions ideals, per exemple cultius liquids o suro fortificat (14, 21). Es per aixd que

hem cregut necessari un estudi utilitzant matrius de suro reals, sense addicionar.

El suro presenta un perfil aromatic complex format per un gran nombre de
compostos, alguns d’aquests sén coneguts pero d’altres no han estat identificats. Per
aquest fet s’han utilitzat técniques olfactomeétriques (GC-O) per tal de determinar

compostos “aroma actius”, susceptibles de causar defectes sensorials en suro.

En aquest estudi s’han analitzat I'efecte que té la inoculacié de cultius purs de
microorganismes en "aparicioé de desviacions sensorials. Un total de 31 microorganismes
gue comprenen 5 llevats, 13 fongs filamentosos i 13 bacteris van ser aillats de mostres de
suro classificat com a defectuds sensorialment. Els aillaments s’han realitzat utilitzant
metodes convencionals en microbiologia a partir dels macerats de suro en aigua. A més,
un llevat i sis bacteris addicionals es van obtenir a partir de controls microbiologics de

rutina, proporcionats per una de les empreses de fabricacié i es van afegir a la col-leccid.

A la taula 3 es mostren les identificacions obtingudes segons la homologia de la
sequencia de la regié ITS1-5.85-ITS2 en el cas dels fongs i del gen 16S rRNA per els
bacteris. Tots els fongs i llevats, excepte Penicillium roquefortii han estat previament
descrits com a espécies comunes en planxes de suro i podrien estar presents des de l'inici
del procés de fabricacié de suro. En canvi, les soques aillades de Pseudomonas difereixen

de les descrites en estudis anteriors.
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Taula 3. Identificacid més probable dels microorganismes aillats en mostres de suro.

Nombre
d'aillats

Identificaciéo més probable

Llevats

Aureobasidium pullulans
Cryptococcus sp.

Rhodotorula mucilaginosa

N P =N

Rhodotorula sp.

Fongs filamentosos

Penicillium glabrum
Penicillium glandicola
Penicillium roquefortii

Penicillium variabile

w =, NN RO

Trichoderma viride

Bacteria

Bacillus megaterium

Bacillus sp.

Curtobacterium flacumfaciens
Enterobacter sp.
Phyllobacterium myrsinacearum
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas jessenii
Pseudomonas putida

Pseudomonas sp.

N N DR W R R R NN

Stenotrophomonas maltophilia

Curiosament, quatre dels sis aillats bacterians proporcionats per les empreses
manufactureres de suro pertanyen al genere Bacillus, que no s’ha trobat en el suro
defectuds. La contaminacio bacteriana de suro és un procés forga complex i les espécies
poden variar en funcié de molts factors ambientals. Malgrat que existeixen algunes
similituds entre els filotips microbians obtinguts en cultiu i els detectats per DGGE, hi ha
diferéncies notables pel que fa als grups més representats. Aquest és un fet comu en
aquest tipus d’estudis ja que s’apliquen técniques d’analisi completament diferents que
afavoreixen la deteccié de determinats grups. Un dels aspectes interessant és I'obtencio
d’un aillat de Penicillium variabile amb 100 % d’homologia en la seqiéncia de ITS1 amb la
detectada per DGGE en els taps amb preséncia de TCA. Aquest fet ens permet analitzar
de forma directe la capacitat d’aquest aillat de produir TCA en condicions de laboratori. A

més, s’han obtingut 9 aillats de Pseudomonas que han estat relacionats amb la produccié
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i degradacid6 de compostos aromaticament actius. Actualment estem estudiant la

capacitat d’aquests aillats de produir pirazines en condicions de laboratori.

S’ha estudiat la capacitat dels microorganismes aillats de desenvolupar compostos
que poden ser responsables d'olors desagradables en tres matrius de suro diferents
(granulat de suro, taps aglomerats i taps naturals). Després de 30 dies d’incubacid es
realitza 'analisi sensorial i olfactométrica dels macerats. En aquest estudi s’inclouen
mostres amb els seglients descriptors sensorials: controls, florit-humitat, florit-humitat
TCA i aromes vegetals i quimics. La majoria dels aillats van ser capac¢os de produir
desviacions sensorials en suro en diferents graus. La major incidéncia de
desenvolupament de defectes sensorials es troben en els assaigs de mostres inoculades
amb fongs. Només dos aillats, un de Aureobasidium pullulans i un altre de Penicillium
glabrum, no han produit olors desagradables en cap de les matrius de suro. Les soques
amb més capacitat de produccid de defectes corresponen a aillats de Penicillium
variabile, Penicillium glabrum i Aureobasidium pullulans. Aquests resultats suggereixen
que existeix una alta heterogeneitat dins d'una determinada especie de fong pel que fa a
la capacitat de desenvolupar defectes i indica que és necessaria una analisi a nivell de
soca per definir un organisme aillat com un possible productor de defectes. Els bacteris
mostren una incidéncia relativament menor en el desenvolupament de compostos
causants de defectes. Dintre d’aquests, soques de Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas jessenii i Stenotrophomonas maltophilia sén els que mostren major

incidéncia de defectes.

Globalment, els descriptors que apareixen amb més freqiiéncia soén florit-humit-
TCA, florit-humit i vegetal. Els resultats dels experiments d'incubacié presenten
diferéncies segons la naturalesa del suro. El suro granulat és el substrat més sensible al
desenvolupament d'olors desagradables. Aquest fet es pot atribuir a la seva gran relacio
superficie-volum, la qual cosa augmentara el creixement i I'activitat metabodlica dels
microorganismes. A més, el suro granulat es deriva d'una barreja complexa de suro de
diferents origens i de diferent qualitat i coles aglutinants, fets que poden augmentar la

presencia de compostos metabolitzables que poden conduir al desenvolupament de
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defectes. El suro natural ha resultat ser el material més segur. La incidéncia de

desenvolupament de defectes va ser sempre per sota del 5% dels suros inoculats.

Donat que els defectes més freqiients detectats en els experiments d’incubacié
han estat, florit-humit, florit-humit-TCA i vegetals, es varen analitzar els macerats aquosos
de taps que presenten aquests defectes mitjancant cromatografia de gasos-olfactometria
(GC-0) i cromatografia de gasos-espectrometria de masses (GC-MS). També es van
incloure mostres control consistents en suro granulat no-inoculat incubades en les
mateixes condicions experimentals. La mostra control presenta un perfil aromatic amb
nou odorants detectats a baixa intensitat. Aquests resultats posen de manifest que les
matrius utilitzades sdn complexes amb multiples notes que poden alterar la deteccié dels
compostos “aroma actius” associats a les classes sensorials establertes. La mostra de
macerat amb una nota florit-humit es caracteritza per una alta intensitat de 2-metoxi-3,5-
dimetilpirazina, i per la preséncia en exclusiva de 2-metilisoborneol i geosmina -
compostos caracteritzats per una nota "terrds, molsa"-. Tot i que aquests dos ultims
odorants es perceben per separat a baixa intensitat, experiéncies paral-leles han
demostrat que existeix entre ells un efecte sinérgic. En la mostra descrita sensorialment
com a vegetal, destaca la preséncia d’octanal (que no s'ha trobat en cap altre macerat) i la
2-metoxi-3,5-dimetilpirazina. Per uUltim, a la mostra amb la nota de florit-humit-TCA s’ha
trobat TCA a una intensitat elevada, i dos altres compostos amb descriptors de florit que

malauradament no han pogut ser identificats.

La caracteritzacié de macerats de granulat de suro inoculats es va complementar
amb I'analisi quimica utilitzant el métode desenvolupat en aquesta tesi. Malgrat que el
nombre de compostos que s’analitzen és elevat, només el TCA i guaiacol han pogut ser
guantificats a les mostres. La concentracié de guaiacol no difereix significativament entre
el control i els suros inoculats. Alguns odorants clau segons les analisis GC-O com
I'octanal, la MDMP i el Z-2-nonenal no han pogut ser quantificats pel metode GC-MS
utilitzat. Aquest fet demostra la potéencia de la GC-O per caracteritzar la composicié

aromatica de mostres de suro amb defectes diferents del causat pel TCA i ens permet
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detectar compostos que passarien desapercebuts en un analisi mitjancant cromatografia

de gasos amb deteccid espectrometrica degut a la seva baixa concentracié.

Si s’analitza conjuntament les dades sensorials i les dades obtingudes en I'analisi
cromatografica, en relacié amb els microorganismes inoculats, es poden extreure
diferents conclusions. Una comparacid detallada dels resultats obtinguts per a la
incidéncia de defectes i I'acumulacié de TCA en el suro mostra que hi ha una manca de
coincidéncia de la majoria de les soques. Només una petita part dels defectes generats es
poden atribuir al TCA. Aquest resultat indica que altres compostos “aroma actius” es
generen i s'acumulen en el suro. A més, la diversitat intrinseca dels microorganismes que
creixen sobre la superficie dels taps pot suggerir |'existéncia de diferéncies especifiques
entre les soques d’una mateixa especie en la capacitat de produccié de TCA. Les dades de
I’analisi quimica descriuen per primera vegada la produccid de TCA en aillats de
Cryptococcus sp. i Rhodotorula sp. - microorganismes comunament trobats en el suro -.
Altres soques productores de TCA sén el bacteri Pseudomonas jessenii Al i els fongs
filamentosos Penicillium glabrum FOO1 i P. variabile FOO3A; els dos darrers sén els
productors més importants de TCA entre els fongs filamentosos estudiats. Diferents
soques identificades com a Penicillium glabrum divergeixen en els valors d’incidéncia de
defectes i la produccié de TCA. En alguns casos (aillats FO03B, FOO5 i FO06) la incidencia de
defectes -majoritariament florit-humit i vegetal- va ser superior al 30% dels inoculs de
suro. La produccié de TCA també difereix notablement entre ells, la soca FOO1 presenta
una capacitat de produccié molt més alta que la resta. Sorprenentment, I'aillat A1, que
produeix valors de TCA molt elevats i similars als dels fongs, es va obtenir de les colonies
que creixen en les plaques utilitzades per les analisis regulars de microbiologia realitzades
a les empreses de fabricacid, sense selecci6 de mostres de suro amb defecte. Per
desgracia no es disposa de dades per indicar la seva abundancia en el procés de fabricacié

del suro i per avaluar el risc de desenvolupament de defectes.
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Del conjunt de resultats d’aquest treball se’n poden treure les seglients conclusions:

1. S’ha desenvolupat i validat un metode basat en la microextraccié en fase solida i
I’analisi per cromatografia de gasos amb deteccidé per espectrometria de masses
per a la determinacié conjunta de TCA, IPMP, GSM, i MIB en macerats de suro.
En funcié de les proves realitzades, les millors condicions experimentals son: 50
°C de temperatura durant 30 minuts utilitzant la fibra combinada

DVB/CAR/PDMS.

2. S’ha aplicat el métode a discs i taps acabats i s’ha detectat la preséncia de TCA en
la majoria de les mostres classificades com a defectuoses. EI mateix meétode ha
permes la quantificacié del guaiacol a nivells de concentracié inferiors al seu

llindar de percepcid.

3. Lleugeres modificacions en les condicions assajades en I'analisi per HS-SPME-GC
han fet possible la caracteritzacié detallada de la fraccié volatil de macerats de
suro, la qual cosa ens ha permeés ampliar I'aplicacié del métode a la determinacié

semiquantitativa d’un total de 20 compostos que es detecten simultaniament.

4. Malgrat que en alguns casos no s’han obtingut prou evidéncies experimentals
per relacionar els compostos determinats a la fraccié volatil dels macerats
analitzats amb les desviacions sensorials inspeccionades, I’estudi multivariant de
les dades cromatografiques obtingudes a partir de la fraccié volatil ens ha
permeés diferenciar-les amb un grau de fiabilitat elevat. Aquest fet comporta que
es puguin definir una série de compostos signatura, TCA, alcohol fenquilic, 1-
octen-3-ol, alcohol benzilic i el benzotiazole com a elements per a la diagnosi de

desviacions sensorials en suro.

5. l'analisi dels macerats de suro mitjancant técniques olfactometriques permet la

determinacié de compostos “aroma actius” en suro com ara l'octanal, la 2-
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metoxi-3,5-dimetilpirazina (MDMP), el Z-2-nonenal i altres que no es detecten
amb el metode d’analisi cromatografica utilitzat. Alguns d’aquests compostos
s’han detectat exclusivament en taps classificats en diferents desviacions

sensorials de tipus resclosit, vegetal o quimica.

. La implicacio dels diferents microorganismes presents en el suro en |'aparicié

d’aromes desagradables ha quedat demostrada tant per I'analisi indirecte de
fingerprinting mitjancant PCR-DGGE de marcadors filogenetics (ITS1 en fongs, i
16S rRNA en bacteris), com per la realitzacié d’incubacions amb bacteris i fongs

aillats previament de mostres de suro.

. En la majoria de casos, desviacions de tipus TCA en discs de suro coincideixen

amb la presencia de Penicillium variabile segons I'elevat index de similitud de les
seqléncies recuperades. La incubacioé d’aillats amb seqliencies del fragment ITS1
100% idéntiques a les recuperades per PCR-DGGE, demostren la seva capacitat

de produir TCA en suro no modificat.

. L'analisi de taps amb desviacions de tipus florit-humitat sense preséncia de TCA

mitjancant PCR-DGGE demostra que l|'estructura de comunitat microbiana és
més complexa amb un nombre elevat de microorganismes exclusius com el fong
Eurotium repens i els bacteris Novosphingobium subarcticum, Sphingobium spp.
Acinetobacter Iwofii, o Pseudomonas spp. Aquest fet ens demostra que la
produccié de compostos olfactivament actius diferents del TCA és un procés
complex en el que poden intervenir tant processos de produccié com de

degradacio.

. La majoria d’aillats obtinguts de suro son capacos de produir desviacions

sensorials en suro en diferents graus. La major incidencia de desenvolupament
de defectes sensorials es troba en els assaigs de mostres inoculades amb fongs.
Malgrat aix0, I'elevada heterogeneitat detectada entre diferents aillats d'una
mateixa especie plantegen I’existéncia de diferéncies a nivell de soca pel que fa a

la capacitat de produir compostos “aroma actius” en suro.
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