Introduccio

Dins el context de I’analisi sensorial del vi, la paraula ‘aroma’ té diferents significats. En primer
lloc, és sinonim de ‘substancia aromatica’. Aquest terme s’utilitza també per a designar el
conjunt de substancies aromatiques del vi (parlem, per exemple, de ‘I’aroma del Cabernet
sauvignon’). Finalment, la paraula ‘aroma’ fa referéncia a ‘I’olor’, és a dir la impressioé que el vi
produeix al sentit de I’olfacte sigui per via ortonasal o bé retronasal. Cal aclarir que la impressié
que fan les substancies aromatiques només és perceptible a través del sentit de 1’olfacte. El
sentit del gust, situat a la llengua, és el que permet detectar els aspectes d’acidesa, dolgor,
amargor i salabror. Per altra banda, les sensacions tactils permeten la percepcié de la forca
alcoholica, I’efervescencia i 1’astringencia. Tots aquests sentits, junt amb el de la vista, que

permet apreciar els matisos del color, sén emprats en la degustacié del vi.

L’aroma del vi és la seva caracteristica sensorial més important, perd també és 1’atribut més
dificil de descriure i de mesurar. Les aromes especifiques dels vins procedents de diferents
varietats son el resultat dels particulars conjunts de substancies aromatiques presents al raim.
L’estudi d’aquestes aromes varietals ha atret 1’atenci6 cientifica degut a la seva importancia en
la qualitat del vi, si bé en alguns casos la seva determinacié és metodologicament dificil, ja que
hi ha moltes substancies aromatiques que sén molt potents per0d presents en concentracions tan

baixes que la seva determinacid és dificil.

Les substancies aromatiques del vi pertanyen a diferents grups quimics. Els principals sén els
segiients: a) alcohols (com I’hexanol i els hexenols, d’olors herbacies, o el 2-feniletanol, d’olor
de rosa); b) ésters (com el butirat d’etil, o el cinamat d’etil, d’olors fruitades); c) acetats (com
I’acetat d’isoamil o I’acetat hexil, amb olors de platan i de pera respectivament); d) els acids
volatils (com 1’acid acetic i el propionic, que fan olor de vinagre, o I’acid butiric i I’isobutiric,
que fan olor de formatge); e) els acids grassos (com I’hexanoic i el decanoic, d’olors

sabonoses); f) els terpenols (com el linalol, o el geraniol, d’olors florals caracteristiques); g) els
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fenols volatils (com I’eugenol, que fa olor de clau d’especie); h) els compostos carbonilats (com
I’acetoina o el diacetil, d’olors lactiques i de mantega); i) els compostos sofrats lleugers i pesats
(com el disulfur de dimetil i el metionol, respectivament, tots dos amb olor de col), que
generalment es consideren defectes de I’aroma del vi; j) els compostos nitrogenats, entre els

quals destaquen les 3-alquil-2-metoxipirazines (MPs), que fan olor de pebrots verds (7, 2).

El creixent coneixement sobre els continguts en substancies aromatiques del vi i la seva
optimitzacié durant els processos de cultiu de la vinya i d’elaboracié del vi ha representat
probablement 1’avenc més important de la inddstria vinicola de finals del segle XX. Aquest
coneixement esta en constant expansid, especialment gracies al desenvolupament de noves

tecniques d’analisi.

Es coneixen unes 10.000 varietats diferents de Vitis vinifera, i Francga, Italia, Portugal i Espanya
gaudeixen d’una notable riquesa en varietats autoctones. Pero desafortunadament 1’estudi de les
caracteristiques i aptituds d’aquestes varietats és encara un camp de recerca clarament
subdesenvolupat. De totes les varietats de vinya existents, n’hi ha ben poques d’importants a
nivell internacional i la majoria d’aquestes son franceses. Entre les més conegudes cal citar el
Cabernet sauvignon, el Pinot noir, el Syrah, el Merlot noir, el Chardonnay, el Sauvignon blanc i
el Sémillon. Aquestes varietats son de gran importancia econdmica degut a que s’utilitzen en la
produccié de vins de qualitat. Ara bé, no sén pas les més plantades, en termes de superficie de
vinya ocupada per elles, ja que d’altres varietats, com la Carinyena o la Garnatxa, ocupen arees
molt més grans, si bé es destinen a la produccié de vins de menor qualitat. A les vinyes de
Nord-America, Australia i Sud-Africa es tendeix a plantar grans superficies de monovarietals i

els vins produits sovint es comercialitzen com a tals.

Dins el grup de varietats de raim considerades ‘aromatiques’, el Cabernet sauvignon és de les

més abundants a la regié de Burdeus, perd també a les zones viticoles d’arreu del mon.
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Conseqiientment, 1’estudi de les seves aromes és molt interessant per a I’enologia (3-5).
Catalunya no és una excepcié d’aquesta tendencia i el Cabernet sauvignon és actualment una
varietat de particular interes en la produccié de vins catalans. Aquest fet €s el que ha propiciat
I’estudi de I’analisi de I’aroma de mostos i vins obtinguts a partir de Cabernet sauvignon, ja que
les recents descobertes en el camp de I’enologia han demostrat que com més es coneix 1’aroma

del vi, millor és la qualitat i la competitivitat dels productes que se n’obtenen.

Les pirazines sén compostos abundants i ampliament distribuits a la natura. La seva presencia
en productes naturals es va indicar per primera vegada en 1888 (7). Després de la introduccio,
cap al 1960, de metodes analitics més avancats en la recerca d’aromes, es va trobar que les
pirazines sén presents en una amplia varietat d’aliments i que sén particularment importants en
productes torrats com el cafe, cacau i fruits secs (8). Dins el grup de les pirazines hi ha dos

subgrups importants: les alquilpirazines i les metoxipirazines.

Les alquilpirazines s’han identificat principalment en aliments cuits, com les patates fregides,
les carns rostides, els ous cuits, les ametlles 1 avellanes torrades, el cafe, el cacau, el te, la
xocolata, certs tipus de formatge, el rom, els whiskies, i fins i tot al fum del tabac (9). Les
alquilpirazines contribueixen de manera important a les aromes caracteristiques d’aquestos

productes.

S’han trobat MPs en certs insectes de les ordres coleoptera i lepidoptera, on pot ser que actuin
com a components de les olors d’alarma o bé com a hormones de rastre (/0-12). Aquests
compostos també s’han trobat en microorganismes, contribuint a les seves olors caracteristiques.
Per exemple, s’ha descrit la presencia de 3-isopropil-2-metoxipirazina (IPMP) en Penicillium i
Pseudomonas; 1 de 3-sec-butil-2-metoxipirazina (SBMP) en Cedecea davisae (12, 13-15).
Finalment, moltes plantes contenen MPs que son part de les seves aromes caracteristiques (9).

Aquest és el cas de la IPMP, la SBMP i la 3-isobutil-2-metoxipirazina (IBMP), les quals sén
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responsables de les aromes verdes i terroses de molts vegetals frescos, com les patates, els

pesols o els pebrots verds (16-20).

Donat que la IPMP, la SBMP i la IBMP es troben en moltes plantes, la seva preséncia en Vitis
vinifera no és sorprenent i la IBMP ja es va identificar en raims de Cabernet sauvignon en 1975
(18). Els autors van mencionar que aquest compost es trobava en quantitats molt petites, tot i
que presentava una olor molt clara identificada com ‘de pebrots verds’ i van suggerir que podria
ser responsable de I’olor verda caracteristica del Cabernet sauvignon. Aquest treball va ser molt
important per al camp de 1’enologia ja que va representar un pas endavant en el coneixement de
I’aroma del Cabernet sauvignon. Posteriorment, molts altres autors han continuat aquest tema de

recerca, del qual el treball que aqui es presenta forma part.

Les MPs sén aromes primaries caracteristiques del Cabernet sauvignon, perd també del Merlot
noir, el Sauvignon blanc i el Cabernet franc, entre d’altres. Les MPs més importants pel que fa a
la seva presencia i potencial influencia en I’aroma del vi s6n la IBMP, la SBMP i la IPMP (21-

25).

El caracter ‘vegetal’ que les MPs aporten als vins es considera un factor de baixa qualitat,
sobretot en vins negres, ja que s’associa a la manca de maduresa del raim al moment de la
verema. No obstant, en certs casos, com el dels vins blancs secs elaborats a partir de Sauvignon
blanc, les notes verdes poden aportar frescor i s’accepta que el caracter que aporten les MPs no
disminueix la qualitat organoleptica del vi (26). Aixi doncs, hi ha un interes general en coneixer
com els nivells de MPs poden afectar I’aroma del vi i quins factors poden afectar-ne les

concentracions al producte final.

L’analisi sensorial és la tUnica eina que ens permet congixer de quina manera la composicié
aromatica del vi pot tenir un impacte en el consumidor. Ara bé, quan el que cal és verificar la
influencia de les condicions de creixement de la vinya i dels processos de vinificacié en la
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composicidé aromatica del vi cal recérrer a les tecniques d’analisi quimica, ja que els efectes dels
assaigs viticoles en I’aroma del vi poden ser massa subtils o complexes per a ser detectats o
interpretats mitjancant I’analisi sensorial. Per tant, el desenvolupament de noves técniques per a
la identificacié i quantificacié dels compostos aromatics individuals pot contribuir a la millora
de la recerca en viticultura. I per a aixO es requereix un equipament més complex i el
desenvolupament de metodes d’analisi fiables. El present treball va néixer a fi de contribuir a la

millora de la técnica requerida en aquest aspecte.

Cal no subestimar el repte de determinar les MPs en mostos i vins, ja que, com hem dit, aquests
compostos es troben en matrius molt complexes a nivells d’ultra-traga (ng/L). Malgrat aquests
continguts tan baixos, aquests compostos poden influir en I’aroma i la qualitat del vi perque els
seus llindars de percepcié sensorial sén al mateix nivell i conseqiientment I’analisi d’aquestes
ultra-traces resulta d’interés enologic. Per tant, la identificaci6 i quantificacié de MPs en mostos
1 vins és realment dificil ja que requereix tecniques molt sensibles i selectives i alhora una gran

capacitat de concentracio.

Historicament, el principal problema amb I’analisi de MPs en raims i vins ha estat la manca de
sensibilitat de les tecniques analitiques disponibles. Aquest repte ha estat tan dificil que, si bé
les primeres dades sobre la presencia de IBMP en raims de Cabernet sauvignon es va publicar
en 1975 (18) i, més tard, diferents autors es van animar a treballar en aquesta linia de recerca (35,
27, 28), el primer metode fiable (si bé complex i llarg d’executar) no es va publicar fins 12 anys
més tard. En efecte, el 1987, les MPs es van poder quantificar per primera vegada en vins de
Sauvignon blanc (21, 29). Aquest metode encara s’esta utilitzant, si bé amb diferents millores

(22, 30), 1 també s’han desenvolupat altres metodes, més rapids i senzills (24, 31).

Malgrat les dificultats que la determinacié de MPs a nivells tan baixos comporta, diferents

autors han aconseguit identificar-les i quantificar-les en raims, mostos i vins de Cabernet
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sauvignon, Sauvignon blanc, Merlot noir, Cabernet franc, Sémillon i Xynomavro, entre d’altres
(21-25). El present treball és una aportacié al desenvolupament d’una metodologia analitica
fiable, rapida, senzilla, econdmica i facil d’implementar en un laboratori enologic, per a I’analisi

de MPs en mostos i vins.

La possibilitat de coneixer amb precisi6 els continguts de MPs en raim, most i vi, i poder fer-ne
un seguiment durant el procés de maduracié del raim i d’elaboraci6 del vi és d’un gran interes
per als productors. En efecte, aquesta informacio els podria permetre ajustar la poda, 1’exposicié
del raim al sol, el nivell de premsat, el temps de maceracié i fins 1 tot el cupatge dels vins per tal

d’obtenir un producte final de la maxima qualitat.

L’objectiu fonamental del treball que aqui es presenta ha estat el desenvolupament d’un metode
basat en la cromatografia de gasos amb detector de nitrogen-fosfor per tal de poder quantificar
les 3-alquil-2-metoxipirazines d’interes enologic en mostos i en vins. Una vegada establert
aquest metode, s ha fet un seguiment dels nivells d’aquests compostos durant la maduracié del
raim i I’elaboraci6 del vi. Finalment, s’ha estudiat la possible influéncia de certes condicions de
creixement i maduracié del raim en els continguts de MPs en raims i vins: exposicié a la llum

solar, irrigacid, poda i conduccié de la vinya, i densitat de plantacio.

La tecnica de la microextraccid en fase solida de 1’espai de cap (HS-SPME) es basa en I’us
d’una fibra de silice recoberta d‘un polimer, la qual s’exposa a I’espai de cap de la mostra a fi
d’extreure i concentrar els analits. Aquesta tecnica té una gran capacitat de concentracio, de
manera que proporciona molta sensibilitat en la determinaci6 (32, 33). També és relativament
selectiva, ja que només absorbeix els compostos volatils i, en funcié de les caracteristiques del
polimer emprat i de les condicions del metode, pot permetre d’absorbir-ne més els uns que els
altres. Degut al seu baix cost, rapidesa i senzillesa, aquesta tecnica ha despertat I'interés de

molts investigadors i es troba actualment consolidada i en procés de desenvolupament de noves
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fibres i sistemes d’extraccid. De fet, ja s’ha aplicat a la determinacié de compostos volatils
d’aliments i begudes (32) i particularment a 1’analisi de les substancies aromatiques del vi (34-
38). Degut als excel-lents resultats de sensibilitat i selectivitat que proporciona, la técnica de

HS-SPME ha tingut un paper protagonista al present treball.

Aquesta memoria, dividida en cinc parts, s’ha estructurat de manera que s’inclouen els articles
derivats de I’experimentacié realitzada precedits d’una amplia discussié dels principis, els

processos i els estudis preliminars que han donat lloc als resultats finals.

Al present capitol s’inclou I’explicacié de com es va originar la idea de treballar en aquest camp

especific de coneixement, el seu interes per a la societat i en particular per a I’enologia.

La presencia de MPs en mostos i vins i la seva influéncia en I’aroma i la qualitat del vi es
discuteix al segon capitol. Hi ha una introducci6 a les pirazines, la seva estructura i propietats
quimiques i la seva preséncia a la natura. També hi ha una discussi6 de les propietats sensorials
de les MPs, la seva presencia en raims, mostos i vins, i el seu efecte en I’aroma i la qualitat del
vi. Els factors viticoles i enologics que poden afectar-ne les concentracions al producte final

també es comenten. Finalment, hi ha una revisi6 bibliografica sobre tots aquests temes.

El tercer capitol es concentra en 1’analisi de les MPs en raims, mostos i vins. Inclou una
discussi6 general sobre les diferents tecniques que s’han emprat en la part experimental.
Finalment, hi ha una revisi6 bibliografica sobre la literatura referent als diferents metodes

analitics per a I’analisi de MPs en raims, mostos i vins.

La part experimental s’ha realitzat integrament al Laboratori d’Instrumentacié Analitica de la
Facultat d’Enologia de Tarragona de la Universitat Rovira i Virgili. Aquesta part és resumida

als capitols quart i cinque.
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El desenvolupament de metodes per a la determinacié de MPs en mostos i vins es resumeix al
capitol quart, el qual inclou un resum dels experiments preliminars que s’han realitzat i que han
constituit la base dels metodes definitius desenvolupats. En aquesta part s’han explorat diferents
tecniques per a la concentracid i aillament de MPs en vins, des de la simple extraccié liquid-
liquid fins a les técniques més innovadores de microextraccié en fase solida de I’espai de cap
(HS-SPME), i inclou la destil-lacié i I’extraccié en fase solida, aixi com diferents combinacions
d’aquestes tecniques. La tecnica de HS-SPME ha permes desenvolupar dos metodes per a la

determinacié de MPs en mostos i en vins, els quals també son recollits en aquest capitol.

Els metodes previament desenvolupats s’han emprat en la determinacié dels continguts de MPs
en mostos i vins experimentals i per a fer el seguiment de la seva evolucié durant el procés de
maduraci6 del raim i d’elaboracié del vi. També s’ha dut a terme un estudi sobre la influéncia
de diferents factors viticoles en 1’evoluci6 dels continguts de les MPs durant aquest procés. Tots
els resultats obtinguts sén resumits al cinque capitol. Els diferents factors que poden afectar la
maduracié del raim es comenten també en aquest capitol. I es presenten els resultats obtinguts
en I’estudi de com I’exposicié a la llum del sol, la poda i conduccié de la vinya, la densitat de

plantaci6 i la irrigacié poden afectar als continguts de MPs en mostos i vins.

Finalment es presenten les principals conclusions d’aquest treball i algunes recomanacions per a
possibles futures linies de recerca. En efecte, com en tots els treballs d’investigacid, els resultats
recollits en aquesta memoria condueixen al plantejament de moltes noves qiiestions i nous

camps per explorar, els quals poden ser de I’interes de futurs investigadors.
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